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Verfahren und Vorrichtung zur Ermittlung der Oberflachenform von biologischem Gewebe

@ Verfahren zur Bestimmung der Oberflachenform von
biologischem Gewebe, bei dem das Gewebe (8a) direkt
mit einem mit Hilfe einer Anregungsstrahlung (2) erzeug- —“
ten Bestrahlungsmuster (26) bestrahlt wird, so dal3 die -
bestrahlten Gewebebereiche zur Emission eines aus Fluo-
reszenzstrahlung (14) bestehenden Fluoreszenzmusters
(27) angeregt werden, welches detektiert und zur Berech-
nung der Oberflachenform des Gewebes (8a) ausgewer-

tet wird.
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Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung
zur Ermittlung der Oberfldchenform von biologischem Ge-
webe.

Die exakte Kenntnis der Topologie von biologischen Ge-
weben ist beispielsweise zur Durchfiihrung von Operationen
an der Gewebeoberflache in vielen Fillen unerldBlich. Als
Beispiel sei die Hornhautoberfliche des menschlichen Au-
ges angefiihrt. Da die Hornhaut eine Brechkraft von tiber 40
Dioptrien besitzt, ist sie mafgeblich an der Brechung des in
das Auge einfallenden Lichtes und somit am Sehvorgang
beteiligt. Die Brechkraft hidngt hierbei vorrangig von der
Form der Hornhautoberflidche und insbesondere ihrer Kur-
vatur ab. Moderne Verfahren zur Korrektur von Fehlsichtig-
keiten zielen daher auf eine Anderung der Hornhautform
durch den Abtrag von Hornhautgewebe mit Hilfe eines La-
sers ab. Voraussetzung fiir eine gezielte Bearbeitung der
Hornhaut ist deshalb die genaue Kenntnis der Form ihrer du-
Beren Oberfldche. Diese wird derzeit vor und mehrere Tage
nach der Fehlsichtigkeitskorrektur mit Hilfe optischer Ver-
fahren ermittelt, bei denen die MeBwerte — aufgrund der
Schnelligkeit dieser Verfahren — durch die statistischen und
unwillkiirlichen Bewegungen des Auges nicht nennenswert
beeinfluflt werden.

Ein bekanntes Verfahren zur Vermessung der Hornhaut-
form, welches vor bzw. nach einer Fehlsichtigkeitsoperation
oder auch zur Anpassung von Kontaktlinsen zum Einsatz
kommt, stiitzt sich auf die Verwendung sog. Keratometer,
bei denen die Reflexion von konzentrischen Ringen (sog.
Placido-Ringe) an dem die Hornhaut benetzenden Trénen-
film mit einer Kamera aufgenommen und ausgewertet wird.
Hierbei wird vor dem Auge eine Beleuchtungseinrichtung
plaziert, vor welcher eine Scheibe mit kreisférmigen, zuein-
ander konzentrischen Schlitzen angeordnet ist, in deren Zen-
trum wiederum eine Kamera aufgestellt wird. Das vom Tr4-
nenfilm reflektierte und von der Kamera aufgenommene
Licht — in Form eines durch die Kriimmung der Hornhaut
verzerrten Ringmusters — wird zur Ermittlung der spezifi-
schen Eigenarten der zu vermessenden Hornhautform mit
einer vorgegebenen Hornhaufform eines Standardauges, das
einen Hornhautradius von 7,8 mm aufweist, verglichen. Zur
Rekonstruktion der Oberflachenform der jeweiligen Horn-
haut legt der Anwender zundchst manuell das Zentrum der
zumeist ca. 20 Ringe mit Hilfe eines Fadenkreuzes fest. Da-
nach werden durch das Zentrum 180 Meridiane iiber die
Hornhaut mit einem Abstand von je 1° gelegt. Der Abstand
der Schnittpunkte der Meridiane mit den Ringen nimmt mit
wachsendem Radius der Ringe bis auf Werte um 300 pm zu.
Insgesamt ergeben sich damit 180 (Meridiane) x 20 (Ringe)
X 2 (Schnittpunkte) = 7200 Datenpunkte, aus denen die
Kriimmung der Hornhaut berechnet werden kann. Nachtei-
lig bei diesem bekannten Verfahren bzw. dieser bekannten
Vorrichtung ist, dal aufgrund der konzentrischen Anord-
nung der Beleuchtungseinrichtung und der Kamera keine
Daten in einer Fliche des Zentrums mit einem Durchmesser
von mindestens 1,5 mm aufgenommen werden konnen. Je-
doch sind gerade in diesem Bereich Messungen besonders
wichtig. Weiterhin lassen sich Fehlmessungen bei einer
Hornhautform nicht vermeiden, die von der Form des Stan-
dardauges — wie beispielsweise bei einer zentralen Abfla-
chung — stérker als tiblich abweicht. Zudem ist die Anzahl
von 7200 Datenpunkten fiir die zur Ermittlung der Horn-
hauttopologie notwendige Interpolation in manchen Fillen
nicht befriedigend. Diese Anzahl an Datenpunkten stellt
faktisch ein oberes Limit dar, da sich die Meridiane auf-
grund ihrer endlichen Linienbreite nicht in geringerem Win-
kelabstand als 1° einteilen lassen.
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Da das zuvor beschriebene Verfahren bzw. die entspre-
chende Vorrichtung keine Kontrolle wihrend des Abtrag-
vorgangs erlaubt, sind insbesondere bei hohen Fehlsichtig-
keiten liber —6 Dioptrien relativ hdufig Fehlkorrekturen zu
verzeichnen. Zwar konnen diese Fehlkorrekturen vom An-
wender bzw. Operateur statistisch zur Anfertigung sog. "No-
mogramme" ausgewertet werden, die bei darauffolgenden
operativen Eingriffen die Fehlkorrekturen im Mittel verhin-
dern helfen; befriedigen kann diese Losung jedoch nicht.

Des weiteren ist das industriell etablierte sog. Streifen-
projektionsverfahren zur optischen Vermessung von Ober-
flichen verschiedenster lebloser Materialien bekannt, wel-
ches eine zuverlissige, berithrungslose und schnelle MeB-
werterfassung gestattet. Die grundlegende Idee der Streifen-
projektionstechnik besteht in der Verbindung der meBtech-
nischen Moglichkeiten der geometrisch-optischen Triangu-
lation mit denen der klassischen Interferometrie. Die mathe-
matischen Zusammenhénge sind im Anhang néher darge-
stellt. Dieses Verfahren bzw. die entsprechende Vorrichtung
sind besonders geeignet, schnelle Vorgénge zu erfassen, da
nur eine einzige Aufnahme notwendig ist. Hierbei wird zu-
néchst ein geeignetes Streifenmuster auf die zu vermessende
Oberfliche projiziert. Die Streifen werden interferometrisch
oder durch die Abbildung einer geeigneten Struktur (Gitter,
Atzstruktur in Glas, LCD-Matrix, Mikrospiegel) erzeugt.
Das von der Oberfliche diffus gestreute Licht in Form eines
durch die Oberfldchenform der Hornhaut verzerrten Strei-
fenmusters wird in einem Winkel o zur Projektions- bzw.
Bestrahlungsrichtung detektiert und mittels geeigneter Al-
gorithmen ausgewertet. Die erforderlichen und friiher zeit-
intensiven Fouriertransformationen stellen aufgrund neuer
Rechnermoglichkeiten keine nennenswerte Verzogerung
mehr dar.

Problematisch wird die Auswertung der Streifenmuster
jedoch bei relativ schwachem Kontrast des detektierten
Streifenmusters. Dabei treten zuweilen Phasenmeffehler
auf, die sich in Spriingen in der Fldche bemerkbar machen.
Kontrasterhdhende Mafnahmen bestehen bekanntermaflen
im Bedampfen des Objekts mit stark streuenden Schichten
oder in der Zugabe von Fluoreszenzfarbstoffen. Letzteres ist
insbesondere in der Augenheilkunde vorgeschlagen worden,
so beispielsweise von Windecker et al. (Applied Optics 34,
3644 ff., 1995), die in einem Streifenprojektionsverfahren
die Anreicherung des Trinenfilms vor der Hornhaut mit
Fluorescein vorschlugen, um die Form der Hornhautoberfla-
che zu ermitteln. Bei diesem Verfahren wird blaues Licht,
welches mittels eines Filters aus weilem Licht herausgefil-
tert wurde, auf die Hornhaut gelenkt, woraufhin der vorgela-
gerte, Fluorescin-angereicherte Tranenfilm als Folge der
Anregung griines Licht emittiert. In der US 54 06 342 ist ein
ghnliches Verfahren (und eine entsprechende Vorrichtung)
beschrieben, bei dem die Uberlagerung von zwei Teilmu-
stern, die auf die mit fluoreszierender Fliissigkeit versehene
Hornhaut aus zwei Richtungen projiziert werden, zur Ent-
stehung eines auswertbaren Moiré-Musters fiihrt. Die vom
Fliissigkeitsfilm abgestrahlte Fluoreszenzstrahlung wird
nach Durchlaufen eines optischen Filters durch die sukzes-
sive Aufnahme von zwei Halbbildern mit einer Videoka-
mera vereinigt und durch speziell entwickelte Algorithmen
ausgewertet. Die Projektion der Strahlung aus zwei Rich-
tungen hilft — zusétzlich zu dem Filter —, die Detektion des
direkten Reflexes zu vermeiden, welcher an dem Ort auf der
Hornhaut entsteht, dessen Flichennormale den Winkel zwi-
schen Bestrahlungs- und Beobachtungsrichtung in zwei
gleich groBe Winkel teilt und immer dann in Erscheinung
tritt, wenn die Detektionseinheit empfindlich fiir die das
Muster projizierende Wellenldnge ist.

Weitere Verfahren bzw. Vorrichtungen zur Bestimmung
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der Hornhauttopographie, bei denen ein fluoreszierendes
Mittel auf das Auge aufgebracht wird, sind aus der US-A-
4,995,716, US-A-4,761,071 sowie US-A-5,159,361 be-
kannt.

Nachteilig bei diesen bekannten Verfahren bzw. Vorrich-
tungen ist, daB der Trénenfilm stets lokal und individuell un-
terschiedliche Dicken aufweist, so da8 durch seine Vermes-
sung nicht zuverldssig auf die Oberfliche der Hornhaut
riickgeschlossen werden kann. Da sich das fluoreszierende
Medium weiterhin im Trinenfilm verteilt und somit Streu-
licht aus der gesamten Dicke des Trénenfilms liefert, kann
die MeBgenauigkeit nicht hoher als die Filmdicke sein, die
bis zu 200 um betrigt. Weiterhin wiirde die Flussigkeit bei
nicht vorhandener oder aus dem Strahlengang weggeklapp-
ter Epithelschicht auf der Hornhaut in das Hornhautgewebe
eindringen, woraus eine Verbreiterung der Tiefenauflosung
resultieren wiirde. AuBerdem wiirde sich in einem solchen
Fall die Oberflichenform der Hornhaut veridndern, da diese
aufquillt. Somit ist fiir die Anwendung dieses bekannten
Verfahrens bzw. dieser bekannten Vorrichtung eine intakte
Epithelschicht erforderlich, die vor einer Operation jedoch
gerade entfernt werden muB, so dal Messungen wihrend ei-
ner Operation beispielsweise nicht moglich sind.

Des weiteren ist aus der GB-A-2203 831 eine Vorrich-
tung zur Untersuchung von Tumoren mittels Fluoreszen-
strahlung bekannt. Hierzu wird das zu untersuchende Ge-
webe (Tumor) mittels einer Lichtquelle, die Licht im UV-
Bereich abstrahlt, bestrahlt. Das Gewebe wird hierdurch zur
Emission von Fluoreszensstrahlung angeregt, die mittels ei-
nes Detektionssystems detektiert und anschlieBend gemes-
sen wird. Die bekannte Vorrichtung eignet sich aber nur zur
Untersuchung der Gewebeeigenschaften von biologischem
Gewebe wie Tumoren, nicht jedoch zur Bestimmung der
Oberfldchenform des biologischen Gewebes.

Esist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Ver-
fahren bzw. eine Vorrichtung der eingangs genannten Art
derart weiterzubilden, da83 sich die Topologie eines biologi-
schen Gewebes auf einfache Weise und in Abwesenheit jed-
weder, insbesondere fluoreszierender Fliissigkeiten ermit-
teln 148t und die Ergebnisse ggf. zur operativen Behandlung
verwendet werden kénnen.

Diese Aufgabe wird bei dem Verfahren der eingangs ge-
nannten Art dadurch gelost, dal das Gewebe direkt mit ei-
nem mit Hilfe einer Anregungsstrahlung erzeugten Bestrah-
lungsmuster bestrahlt wird, so da3 die bestrahlten Gewebe-
bereiche zur Emission eines aus Fluoreszenzstrahlung beste-
henden Fluoreszenzmusters angeregt werden, welches de-
tektiert und zur Berechnung der Oberflichenform des Ge-
webes ausgewertet wird.

Weiterhin wird die Aufgabe bei einer Vorrichtung der ein-
gangs genannten Art geldst durch mindestens eine Strah-
lungsquelle zum Erzeugen einer Anregungsstrahlung, Mittel
zum Erzeugen eines Bestrahlungsmusters aus der Anre-
gungstrahlung direkt auf dem Gewebe, so daf die bestrahl-
ten Gewebebereiche zur Emission eines aus Fluoreszenz-
strahlung bestehenden Fluoreszenzmusters angeregt wer-
den, mindestens eine Detektionsvorrichtung zum Detektie-
ren der vom Gewebe emittierten Fluoreszenzstrahlung und
eine Auswerteeinheit zur Berechnung der Oberflichenform
des Gewebes aus der detektierten Fluoreszenzstrahlung.

Die Vorteile der Erfindung sind insbesondere darin zu se-
hen, daBl kein dem biologischen Gewebe vorgelagerter und
ggf. mit einer geeigneten Substanz angereicherter Film zur
Emission von fluoreszierender Strahlung angeregt wird,
sondern das biologische Gewebe selbst. Hierzu werden die
Intensitédt und insbesondere die Wellenlidnge der Anregungs-
strahlung derart gewahlt, daB ihre Eindringtiefe in das Ge-
webe gering ist und tatsdchlich nur die dufersten Gewebe-
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bereiche (beispielsweise 2-3 um) zur Fluoreszenz angeregt
werden. Das zu detektierende Fluoreszenzmuster entspricht
hierbei im wesentlichen dem zuvor auf das Gewebe proji-
zierten Bestrahlungsmuster, verzerrt durch die ggf. ge-
kriimmte Oberfliche des zu vermessenden Gewebes sowie
dem Winkel zwischen der Beobachtungsrichtung und der
Bestrahlungsrichtung. Die nicht bestrahlten Gewebeberei-
che werden hierbei nicht zur Emission von Fluoreszenz-
strahlung angeregt. Da eine unerwiinschte raumliche Vertei-
lung der fluoreszierenden Materie — wie beispielsweise bei
einem fluoreszierenden Fliissigkeitsfilm auf dem Gewebe —
unterbleibt, kénnen hierdurch keine MeBverfélschungen
auftreten. Ebenso wird ein Aufquellen des Gewebes durch
einen solchen vorgelagerten Fliissigkeitsfilm vermieden.

Insbesondere im Falle der Hornhaut kann bei dem erfin-
dungsgemiBen Verfahren bzw. der erfindungsgeméBen Vor-
richtung auf fluoreszierende oder andersartig markierende
Fliissigkeiten zur Aufbringung auf das Auge verzichtet wer-
den. Somit ist es in iiberraschend einfacher Weise moglich,
die Hornhautoberflache durch Fluoreszenzstrahlung direkt
darzustellen, ohne den unprizisen Umweg {iber einen vorge-
lagerten, fluoreszierenden Film einschlagen zu miissen.

Vorteilhafterweise liegt die Anregungswellenlédnge im ul-
travioletten (UV) Wellenldngenbereich, da in diesem Fall
die UV-Strahlung nur wenige Mikrometer in die Hornhaut
eindringt (oberhalb des UV-Wellenldngenbereichs bis ins
nahe Infrarot (IR) ist die Hornhaut transparent). Folglich
stammt die von der Hornhaut emittierte Fluoreszenzstrah-
lung im wesentlichen aus der duBersten Gewebeschicht und
représentiert somit deren Topologie hinreichend exakt. Wei-
terhin kann die Messung in ausreichend kurzer Zeit erfol-
gen, um Fehlmessungen aufgrund von Augenbewegungen
zu vermeiden.

Mittels des erfindungsgemifen Verfahrens bzw. der erfin-
dungsgemifBen Vorrichtung lassen sich beispielsweise auch
Deformationen an Extremititen oder Oberflichenverinde-
rungen und andere strukturelle Merkmale der Haut (bei-
spielsweise Fingerabdriicke) vermessen. Gegebenenfalls ist
es vorher angezeigt, im Lichtweg befindliche stérende Ob-
jekte — wie beispielsweise Haare — von der Gewebeoberfla-
che zu entfernen. Die Form der Oberfldche des zu vermes-
senden Gewebes kann prinzipiell beliebig ausgebildet sein;
allerdings sollten keine groben Stufen vorhanden sein.

Die Auswerteeinheit zur Auswertung des Fluoreszenz-
musters der Fluoreszenzstrahlung umfait bevorzugt einen
Computer mit einer geeigneten Analysesoftware, die bei-
spielsweise an sich bekannte mathematischen Methoden
verwendet. Eine solche — an sich bekannte — mathematische
Methode zur Auswertung der Fluoreszenzstrahlung ist im
Anhang wiedergegeben.

Da das erfindungsgeméBe Verfahren bzw. die erfindungs-
gemidBe Vorrichtung auf den Fluoreszenzeigenschaften des
Gewebes selbst basiert, ist es insbesondere auch geeignet,
die Topologie wihrend der refraktiven Operation an der
Hornhaut zu erfassen, wihrend der kein Tridnenfilm und
keine Epithelschicht — zumindest im Strahlengang der Anre-
gungsstrahlung — vorhanden ist. Beispielsweise wird vor
und wihrend der Operation hinreichend oft die momentane
Gewebetopologie bestimmt, so daf3 der néichste Operations-
schritt auf das aktuelle Ergebnis abgestimmt werden kann.
Dies gestattet somit die Steuerung/Regelung des Abtragpro-
zesses wihrend der Operation mit beispielsweise einem La-
ser, indem zwischen dem Operationsmodus und dem Modus
zur Ermittlung der Oberflachenform der Hornhaut hin- und
hergeschaltet wird, so daf eine exaktere Korrektur aufgrund
stdndigen Kontrollierens und entsprechenden Reagierens als
bisher moglich ist. Dadurch werden auch individuell vom
Anwender aus statistischen Untersuchungen festgelegte No-
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mogramme Uberfliissig, die insbesondere bei groflen Kor-
rekturen iiber —6 Dioptrien bislang noch erforderlich sind.

Besonders bevorzugt sind die Strahlungsquelle zur Be-
stimmung der Oberflachenform des biologischen Gewebes
und diejenige zur operativen Behandlung des Gewebes
identisch. Auf diese Weise 148t sich eine kompakte und rela-
tiv kostengiinstige Vorrichtung zur Bestimmung der Gewe-
betopologie und Operation des Gewebes realisieren. Mit
Hilfe des erfindungsgeméBen Verfahrens bzw. der erfin-
dungsgemiBen Vorrichtung lassen sich somit schnell und
einfach sehr prizise Gewebekorrekturen vornehmen. Die
Aufgabe wird daher bei einem Verfahren zur Unterstiitzung
eines operativen Eingriffs an einem biologischen Gewebe
auch dadurch gelost, dafl das Ergebnis der Auswertung in
die aktuelle operative Behandlung des biologischen Gewe-
bes regelnd und/oder steuernd einbezogen wird.

Weiterhin ist vorteilhaft, daB die Detektion der Fluores-
zenzstrahlung mit einer Vorrichtung erfolgen kann, deren
Empfindlichkeit fiir die Anregungswellenldnge aufgrund
des Wellenldngenunterschiedes zwischen der Anregungs-
strahlung und der Fluoreszenzstrahlung a priori sehr gering
ist. Hierbei bietet sich eine CCD-Kamera an, die eine orts-
aufgeloste Detektion erlaubt. Es kann gegebenenfalls auch
eine im Ultravioletten empfindliche Kamera verwendet wer-
den. Zusitzlich oder alternativ 148t sich die Empfindlichkeit
der jeweiligen Detektionsvorrichtung fiir die Anregungs-
wellenlidnge durch ein Filter (Farbfilter oder Polarisationsfil-
ter) verringern. Auf diese Weise tritt der direkte Reflex bei
der Detektion nicht storend in Erscheinung. Zwar 148t er
sich ebenso wie bei den bekannten Verfahren bzw. Vorrich-
tungen nicht vermeiden; er wird aufgrund der in einem an-
deren Wellenlidngenbereich liegenden Empfindlichkeit der
Detektionsvorrichtung jedoch nicht detektiert und kann da-
her das gewlinschte Signal nicht tiberdecken. Somit ist nur
eine einzige Aufnahme zur vollstindigen Rekonstruktion
der Oberflache des biologischen Gewebes erforderlich.

Vorzugsweise wird die vom biologischen Gewebe emit-
tierte Fluoreszenzstrahlung unter einem von der Bestrah-
lungsrichtung verschiedenen Winkel detektiert, der bei-
spielsweise 45° betrigt. Auf diese Weise wird das Fluores-
zenzmuster perspektivisch verzerrt beobachtet, so dal ins-
besondere eine Kriimmung der Gewebeoberfliche préziser
vermessen werden kann. Die benachbarten Streifen eines
Fluoreszenzstreifenmusters beispielsweise erscheinen bei
einer derartigen Beobachtung aufgrund der Perspektive ge-
kriimmter als bei einer Frontalbeobachtung, weshalb ge-
nauere Informationen iiber den Kriimmungsverlauf erhalten
werden kénnen.

Falls die direkte Fluoreszenzstrahlung lediglich mit einer
einzigen Detektionsvorrichtung aufgefangen wird und die
Bestrahlungs- und die Beobachtungsrichtungen nicht zu-
sammenfallen, erhdlt man — wie erdrtert — ein perspektivisch
verzerrtes Abbild des Fluoreszenzmusters. Bei einem sehr
feinen Bestrahlungs- und damit Fluoreszenzmuster, das eine
sehr genaue Auflosung der Gewebetopologie ermdglicht,
konnen daher Linien, die in von der Detektionsvorrichtung
abgewandten Bereichen liegen, unerwiinschtermafen zu-
sammenflieBen und sind dann nicht mehr prizise aufzulo-
sen. Daher kann vorteilhafterweise mindestens eine weitere
Detektionsvorrichtung verwendet werden, welche — beziig-
lich der Bestrahlungsrichtung — der ersten Detektionsvor-
richtung beispielsweise gegeniiberliegt und dazu dient, die
Fluoreszenzstrahlung aus einem von der ersten Detektions-
vorrichtung nicht prizise erfabaren Bereich des biologi-
schen Gewebes zu detektieren. Alternativ kann auch ein ge-
eignet vor dem biologischen Gewebe positionierter Spiegel
verwendet werden, der die Fluoreszenzstrahlung von der der
(einzigen) Detektionsvorrichtung abgewandten Seite des
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biologischen Gewebes zu dieser Detektionsvorrichtung
spiegelt. Somit lassen sich beispielsweise zwei rdumliche
Halbbilder gleichzeitig (mit zwei Detektionsvorrichtungen)
bzw. nacheinander (mit einer Detektionsvorrichtung und ei-
nem Spiegel) aufnehmen und zur Auswertung entsprechend
vereinigen.

Zusitzlich oder alternativ wird das biologische Gewebe
aus mindestens zwei Richtungen bestrahlt, um aufgrund der
perspektivischen Verzerrung ansonsten schwer auszuleuch-
tende Gewebebereiche hinreichend zu erfassen. Vorteilhaf-
terweise ist hierbei im Falle einer Hornhautvermessung ein
symmetrischer Aufbau der erfindungsgemifen Vorrichtung
vorgesehen, wobei beispielsweise die beiden Projektions-
bzw. Bestrahlungsrichtungen den gleichen Winkel mit einer
zwischen ihnen verlaufenden Beobachtungsrichtung ein-
schlieBen. Auch kann neben dem Einsatz von mehreren
Strahlungsquellen die Verwendung von mehreren Detekti-
onsvorrichtungen vorgesehen sein. Um das biologische Ob-
jekt von mehreren Seiten zu beleuchten bzw. zu bestrahlen,
bieten sich ebenfalls Spiegel oder andere Lichtumlenkein-
richtungen an.

Das biologische Gewebe und insbesondere die Hornhaut
wird vorzugsweise mit Wellenlédngen zwischen 150 nm und
370 nm zur Fluoreszenz angeregt. Kiirzere Wellenléngen als
ca. 150 nm lassen sich derzeit nur mit hohem technischen
Aufwand mit hinreichender Energie erzeugen. Auferdem
erzeugen sie eine Fluoreszenzstrahlung, die sich mit kon-
ventioneller Technik aufgrund ihrer ebenfalls nur geringfii-
gig lingeren Wellenldnge schlecht detektieren liefle. Lan-
gere Wellenldngen als ca. 370 nm hingegen weisen — zumin-
dest im Falle der Hornhaut fiir sichtbares Licht — eine zu
groBe Eindringtiefe auf, um die Emission von Fluoreszenz-
strahlung auf die duBersten Zellschichten zu beschréinken
und somit die erforderliche Genauigkeit der Messung zu ge-
wihrleisten. AuBerdem konnten in diesem speziellen Fall
Schidigungen am Auge auftreten.

Da im Falle der Hornhautvermessung das Auge unwill-
kiirliche Bewegungen, sogenannte Sakkaden, vollzieht, ist
es vorteilhaft, die Bestrahlungsdauer entsprechend zu be-
schrinken, vorzugsweise unter 20 ms, da ansonsten das de-
tektierte Fluoreszenzmuster verzerrt werden konnte.

Neue Lasergerite sind in der Lage, Pulse in der GroBen-
ordnung von Femtosekunden zu emittieren, die ggf. eben-
falls verwendet werden kodnnen.

Das genannte Problem der zwangsldufigen Begrenztheit
der Bestrahlungsdauer aufgrund der Augenbewegungen
kann durch Einsatz eines sog. Eye-Trackers umgangen wer-
den, mittels welchem langere Bestrahlungszeiten zu reali-
sieren sind. Der Eye-Tracker zeichnet hierbei die Bewe-
gungsabldufe des Auges — vorteilhafterweise wihrend der
Bestrahlung mittels der Anregungsstrahlung — als Funktion
der Zeit auf, die bei der Auswertung des Fluoreszenzmusters
miteinbezogen werden.

Es hat sich als vorteilhaft herausgestellt, wenn das Be-
strahlungsmuster in kurzen zeitlichen Abstianden auf das
Gewebe geworfen wird. Mit einer solchen Bestrahlungs-
pulsserie wird eine hinreichende Fluoreszenzintensitét bei
gleichzeitiger Schonung des Gewebes vor lichtinduziertem
Abtrag realisiert. Bei schnell schaltenden optischen Elemen-
ten konnen mehrere hundert Strahlungspulse innerhalb der
vorgegebenen Blitzdauer appliziert werden. Vorzugsweise
liegt die Wiederholrate zwischen 1 Hz und 1 MHz.

Um Hornhautgewebe oder anderes biologisches Gewebe
durch die Anregungsstrahlung nicht dauerhaft zu beschédi-
gen, wird bevorzugt die Projektion des geometrischen Be-
strahlungsmusters mit einer hinreichend niedrigen Fluence
(Energie/Flidche) vorgenommen. Diese sollte bei einer kreis-
formigen Fldche mit einem Durchmesser von 10 mm weni-
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ger als 10 mJ betragen. Gleichfalls werden somit phototoxi-
sche Wirkungen vermieden. Die Energie der Anregungs-
strahlung liegt vorzugsweise zwischen 1 uJund 1 7.

Die die Fluoreszenz anregende Strahlung wird beispiels-
weise von einem Excimer-Laser emittiert, der auch zur ope-
rativen Bearbeitung der Hornhaut verwendet wird. Bei-
spielsweise kommt ein ArF-Laser mit einer Wellenldnge
von 193 nm zum Finsatz. Alternative Lasergerite, die die
Emission von Bestrahlungspulsen erlauben, sind neben Ex-
cimer-Lasern (ArF mit einer Wellenldnge A = 193 nm, KrF
mit A = 248 nm, XeCl mit A = 308 nm, XeF mit A =351 nm)
und Stickstofflasern (A = 337 nm) auch frequenzverviel-
fachte Festkorperlaser (Nd:YAG 5-fach mit A = 213 nm
bzw. 4-fach mit A = 266 nm bzw. 3-fach mit A = 355 nm oder
Alexandrit) oder durch derartige Festkorperlaser gepumpte
Farbstofflaser. Vorteilhaft ist die Wahl einer Wellenlénge,
bei der die Intensitidt der Fluoreszenzstrahlung méglichst
hoch ist, da dadurch die Anforderungen an die Detektions-
vorrichtung sinken.

Alternativ zu einem Laser bietet sich die Verwendung von
kostengiinstigeren Blitzlampen an, die mit Xenon- oder
Deuterium-haltigen Gasgemischen gefiillt sind. Diese wer-
den vorzugsweise durch geeignete Filter auf die Emission
von UV-Strahlung begrenzt. Da die Ausgangsleistungen
dieser Blitzlampen im UV zumeist niedriger als die von La-
sern sind, miissen ggf. hohere Anforderungen an die Detek-
tionsvorrichtung gestellt werden.

Das auf das biologische Gewebe, wie beispielsweise die
Hornhaut, projizierte geometrische Bestrahlungsmuster be-
steht vorzugsweise aus parallelen Streifen mit sinus-, cos>-
oder rechteckférmigem Intensitdtsverlauf. Durch geeignete
Algorithmen 148t sich somit beispielsweise bei einer Strei-
fenbreite und einem Streifenabstand von 100 um die Ober-
fliche mit einer Auflésung von wenigen Mikrometern ver-
messen. Alternativ kann ein Raster, dessen Schnittpunkte
zur Auswertung herangezogen werden, ein Lochmuster, ein
Muster aus mehreren konzentrischen Kreisllinien mit radial
vom Zentrum ausgehenden und mit gleichem Winkelab-
stand angeordneten Linien, ein aus zwei Linienmustern be-
stehendes Moiré-Muster oder ein sonstiges geometrisches
Muster gewihlt werden.

Die Mittel zum Erzeugen des geometrischen Bestrah-
lungsmusters umfassen vorzugsweise eine Maske mit bei-
spielsweise parallelen Schlitzen oder regelmifBig angeord-
neten Lochern, welche durch Bestrahlung mit der Anre-
gungsstrahlung auf das Gewebe abgebildet werden. Die In-
tensitdtsverluste sind bei diesen Mustern relativ gering, was
insbesondere bei Bestrahlungssystemen mit verhiltnisma-
Big geringer Leistung von Vorteil ist.

Alternativ lassen sich durch geeignete Préparation be-
reichsweise strukturell verdnderte Substrate (z. B. Glas) als
Mittel zum Erzeugen des Bestrahlungsmusters verwenden,
bei denen sich beispielsweise Bereiche starker Streuung
oder Absorption mit unpréparierten Bereichen hoher Trans-
mission abwechseln. Derartige Substrate gestatten die Er-
zeugung eines sinusformigen Intensititsverlaufs.

Das Bestrahlungsmuster kann vorteilhafterweise auch
durch an sich bekannte diffraktive optische Elemente, wie
beispielsweise Mikrolinsen, erzeugt werden. Die Mikrolin-
sen, deren Durchmesser beispielsweise 100 um betrégt, sind
hierbei z. B. in einer engen, regelméBigen Anordnung auf
einem transparenten Glassubstrat aufgebracht, welches in
den Strahlengang der Anregungsstrahlung plaziert wird, die
beispielsweise einen Strahldurchmesser von 8§ mm aufweist.
Sind die einzelnen Mikrolinsen als Zylinderlinsen ausgebil-
det, lassen sich auf diese Weise Streifenmuster erzeugen.
Auch andere Linsenformen — beispielsweise halbkugelfor-
mige — sind moglich und definieren ein anderes Bestrah-
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lungs- und damit Fluoreszenzmuster. Die Mikrolinsen erlau-
ben es, eine hohere Tiefenschirfe zu erreichen, die bei der
gekriimmten Hornhaut von Vorteil ist. AuBerdem wird die
Energie der Anregungsstrahlung besser genutzt als bei Ver-
wendung einer Maske, welche einen Teil dieser Strahlung
nicht zum Auge gelangen 146t. Weiterhin kann ein genauerer
sinusférmiger Intensitétsverlauf von beispielsweise sich ab-
wechselnden hellen und dunklen Streifen als bei einer
Maske erzeugt werden.

Alternativ 148t sich das Bestrahlungsmuster auf dem bio-
logischen Gewebe auch durch Interferenz erzeugen, indem
die gegebenenfalls aufgeweitete Strahlung von einer mono-
chromatischen, kohirenten Strahlungsquelle (Laser) durch
einen Strahlteiler geschickt wird und auf dem biologischen
Gewebe rekombiniert bzw. vereinigt wird. Alternativ 148t
sich ein Interferenzmuster auf dem Gewebe mittels zweier
aufeinander abgestimmter Strahlungsquellen mit zueinander
kohirenter Strahlung erzeugen.

Das Bestrahlungsmuster 148t sich auch durch ein Feld aus
Mikrospiegeln erzeugen, an denen die Anregungsstrahlung
in geeigneter Weise zum Gewebe reflektiert wird. Solche
Spiegel zeichnen sich durch kurze Einstellzeiten und die Er-
zeugung individueller Bestrahlungsmuster aus. Beispiels-
weise sind 300 x 400 Mikrospiegel gleichm#Big nebenein-
ander angeordnet.

Das auf dem biologischen Gewebe erzeugte Bestrah-
lungsmuster kann sich auch aus mehreren Teilmustern zu-
sammensetzen, die auf eine oder mehrere der oben genann-
ten Arten erzeugt werden.

Die strukturierte Fluoreszenzstrahlung wird vorzugs-
weise durch eine hinreichend empfindliche CCD-Kamera
mit hoher rdumlicher Auflosung (hoher Pixelzahl, beispiels-
weise 1280 x 1024 Pixel) aufgenommen, die eine ortsaufge-
loste Detektion des Fluoreszenzmusters ermoglicht (eine
ortsaufgeloste Detektion ist aufgrund der relativen Einfach-
heit der Auswertung sowie ihrer Prézision von besonderem
Vorteil). Auf diese Weise lassen sich einige Hunderttausend
auswertbare Datenpunkte erhalten. Falls die Anregungs-
strahlung zudem im UV-Bereich liegt und die Fluoreszenz-
strahlung im Sichtbaren, bietet sich eine CCD-Kamera vor-
teilhafterweise auch deshalb an, weil ihre Empfindlichkeit
im sichtbaren Wellenldngenbereich hoher ist als im ultravio-
letten Bereich. Zudem wirkt das Kameraobjektiv der iibli-
chen CCD-Kameras als BandpaBfilter fiir Wellenldngen
oberhalb von 300 nm, so dal Fluoreszenzstrahlung oberhalb
dieser Wellenlidnge detektiert wird, nicht hingegen die vom
Gewebe reflektierte Anregungsstrahlung, falls diese im kiir-
zerwelligen UV-Bereich liegt. Die CCD-Kamera kann bei
relativ schwachen Strahlungstintensitéten — wie auch bei der
Verwendung von Blitzlampen — mit einem Verstérker ver-
bunden werden.

Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung sind durch
die Merkmale der Unteranspriiche gekennzeichnet.

Im folgenden wird ein Ausfithrungsbeispiel der Erfindung
anhand der Zeichnungen niher erldutert. Es zeigen:

Fig. 1 einen schematischen Aufbau einer ersten Ausfiih-
rungsform einer Vorrichtung zur Projektion eines Bestrah-
lungsmusters auf eine Hornhaut und zur Detektion des er-
zeugten Fluoreszenzmusters;

Fig. 2 einen schematischen Aufbau eines zweiten Aus-
fiihrungsform zur Musterprojektion und -detektion;

Fig. 3 ein auf einer Augenhornhaut mit einer CCD-Ka-
mera beobachtetes Fluoreszenzmuster, das durch Bestrah-
lung der Hornhaut mit einem entsprechenden Bestrahlungs-
muster gemiB Fig. 1 erzeugt wurde; und

Fig. 4 eine vereinfachte Darstellung der Strahlverldufe
(zur Erlduterung der im Anhang wiedergegebenen mathe-
matischen Ableitungen)
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In Fig. 1 ist eine erste Ausfithrungsform der erfindungs-
gemiBen Vorrichtung dargestellt. Eine Strahlungsquelle 1
erzeugt eine Anregungsstrahlung 2, vorzugsweise eine UV-
Strahlung. Da diese nicht notwendigerweise kollimiert ist,
sorgt ein optionales erstes Linsensystem 3 (angedeutet
durch eine schematisch dargestellte Sammellinse) fiir einen
parallelen und homogenen Strahl. Dieser Strahl durchlduft
Mittel 4 zum Erzeugen eines Bestrahlungsmusters 26, wel-
che in der dargestellten Ausfithrungsform von einer senk-
recht zum Strahlengang aufgestellten Schlitzblende bzw.
Maske 4 mit beispielsweise parallelen streifenformigen Off-
nungen mit einer Breite und einem jeweiligen Abstand von
100 pm (nicht dargestellt) gebildet sind. Die Anregungs-
strahlung 2, von der in Fig. 1 lediglich der Mittelpunkts-
strahl als durchgezogene Linie mit Andeutung der Strah-
lungsrichtung sowie die Einhiillenden bzw. die Randstrah-
len als gestrichelte Linien dargestellt sind, wird an dieser
Maske 4 teilweise zuriickgehalten und teilweise — durch die
Offnungen — durchgelassen. Auf diese Weise wird die Anre-
gungsstrahlung 2 quer zur Strahlungsrichtung in Form eines
Bestrahlungsmusters 26 strukturiert, welches im weiteren
Strahlverlauf an einem Spiegel 5 umgelenkt und mittels ei-
nes zweiten Linsensystems 6 (angedeutet durch eine sche-
matisch dargestellte Sammellinse) nach Durchlaufen einer
ersten Aperturblende 7 auf die Oberfliche eines biologi-
schen Gewebes 8a abgebildet wird. Das Gewebe 8a in dem
gewihlten Ausfithrungsbeispiel ist beispielsweise die Au-
genhornhaut 8a eines menschlichen Patienten, der auf der
Patientenliege 13 plaziert ist (der Einfachheit halber ist nur
das Auge 8b des Patienten dargestellt).

Die die Maske 4 passierende Anregungsstrahlung 2 ist
hinsichtlich Intensitédt und Wellenlidnge so gewihlt, daf sie
nur wenige Mikrometer in die Hornhaut 8a eindringt. Dies
ist z. B. der Fall, wenn ihre Wellenldnge im UV-Bereich
liegt. Die Anregungsstrahlung 2 regt die Hornhaut 8a zur
Emission von Fluoreszenzstrahlung 14 in den bestrahlten
Bereichen an, wihrend die nicht bestrahlten Bereiche der
Hornhaut 8a keine Fluoreszenzstrahlung 14 emittieren kon-
nen. Auf diese Weise emiittiert die Hornhaut 8a ein dem Be-
strahlungsmuster 26 entsprechendes, durch die Hornhaut-
kriimmung verzerrtes Fluoreszenzmuster 27, welches unter
einem Winkel o mit Hilfe eines dritten Linsensystems 9
nach Durchlaufen einer zweiten Aperturblende 10 auf den
Sensor 11 einer Detektionsvorrichtung 12 abgebildet wird.
Die Detektionsvorrichtung 12 ist beispielsweise eine ggf.
durch einen Bildverstirker (nicht dargestellt) intensivierte
CCD-Kamera 12. Es gentiigt eine Aufnahme mittels der De-
tektionsvorrichtung 12, um die gesamte benétigte Informa-
tion iiber die Oberflichenform der Hornhaut zu erhalten.
Hierzu ist die Detektionsvorrichtung 12 mit einer vorzugs-
weise von einem Computer gebildeten Auswerteeinheit
(nicht dargestellt) verbunden, die mit Hilfe von Auswerte-
programmen die Form der Hornhaut 8a berechnet.

Die Wellenlénge der Anregungsstrahlung 2 liegt z. B. bei
Verwendung eines ArF-Lasers als Strahlungsquelle 1 bei
193 nm. Ein ebenfalls bevorzugt eingesetzter frequenzver-
flinffachter Nd:YAG-Laser emittiert Anregungsstrahlung 2
der Wellenlidnge 213 nm. Die Hauptmaxima der von den be-
strahlten Gewebebereichen der Hornhaut 8a ausgehenden
Fluoreszenzstrahlung 14 liegen in diesen Fillen ungeféhr
bei 300 nm und 450 nm, die einer Detektion ohne gréBeren
Aufwand — wie beispielsweise mittels der CCD-Kamera 12
— zugénglich sind.

Auf der Hornhaut 8a sollte moglichst kein Trédnenfilm
vorhanden sein, um eine Absorption der Anregungsstrah-
lung 2 durch den Trénenfilm zu verhindern. Diese Notwen-
digkeit fiigt sich sehr gut mit den erforderlichen Bedingun-
gen wihrend einer Operation an der Hornhaut 8a, die in der
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Regel am trénenfilmfreien Auge 8b durchgefiihrt wird. Das
vorgestellte Verfahren bzw. die vorgestellte Vorrichtung eig-
net sich daher insbesondere zur Kombination einer wechsel-
weisen Vermessung der Form der Hornhaut 8a sowie ihrer
operativen Bearbeitung, welche vorteilhafterweise mit der-
selben Strahlungsquelle 1, iiblicherweise einem UV-Laser,
vorgenommen wird. Die Ergebnisse der Bestimmung der
Hornhautform kénnen dann sofort im anschlieBenden Ope-
rationsschritt verwendet werden, um die Hornhautabtragung
mittels des Lasers zu steuern bzw. zu regeln. Wihrend einer
anschliefenden Vermessungsphase kann sofort das Resultat
des vorhergehenden operativen Schritts kontrolliert und der
néchste Operationsschritt darauf abgestimmt werden. Vor-
zugsweise wird dieser wechselseitige Vorgang automatisch
mit Hilfe eines Computers gesteuert.

Bei der Verwendung eines Laserstrahls, der die Hornhaut
8a grofflachig abzutragen vermag, wird wihrend der Ver-
messung der Hornhautoberfldche zur Schonung der Horn-
haut 8a mindestens ein Intensititsabschwécher 15 (in Fig. 1
strichpunktiert dargestellt) in den Strahlengang der Anre-
gungsstrahlung 2 — also zwischen der Strahlungsquelle 1
und der Hornhaut 8a — eingefiigt, der wihrend der Operati-
onsphasen wieder aus dem Strahlengang entfernt wird. Das
Einfiigen und das Entfernen des Intensititsabschwéchers 15
in den Strahlengang wird vorzugsweise computergesteuert
durchgefiihrt.

Bei einer weiteren, nicht dargestellten Ausfiihrungsform
wird ein Laserstrahl mit einem Durchmesser von beispiels-
weise 2 mm verwendet, um die Hornhaut 8a in jeweils nur
kleinen Bereichen abzutragen. Hierbei wird der Laserstrahl
scannend liber die Hornhaut 8a gefiihrt. Wihrend der Ver-
messung der Hornhautoberfliche muf3 daher der Laserstrahl
zur Erzeugung des groBflachigeren Bestrahlungsmusters 26
mit mindestens einem Strahlaufweiter (nicht dargestellt)
aufgeweitet werden, welcher zwischen die Strahlungsquelle
1 und die Hornhaut 8a in den Strahlengang eingebracht
wird. Wihrend der Operationsphasen wird der mindestens
eine Strahlaufweiter aus dem Strahlengang der Anregungs-
strahlung 2 wieder entfernt.

In dem in Fig. 2 dargestellten zweiten Ausfiihrungsbei-
spiel der Vorrichtung sind zwei Detektionsvorrichtungen 12,
22 sich gegeniiberliegend vor der Hornhaut 8a angeordnet,
wobei die Beobachtungsrichtungen — verdeutlicht durch die
jeweiligen zentralen Verbindungslinien zwischen der Horn-
haut 8a und den Detektionsvorrichtungen 12, 22 — im darge-
stellten Fall die gleich groBen Winkel o, B mit der Bestrah-
lungsrichtung einschlieBen, die mit dem Mittelpunktsstrahl
der Anregungsstrahlung 2 zusammenfillt. Bei diesem Aus-
fithrungsbeispiel liegt die Strahlungsquelle 1 der Hornhaut
8a direkt gegeniiber. Ahnlich dem ersten Ausfiihrungsbei-
spiel gemil der Fig. 1 fillt das Bestrahlungsmuster 26 nach
Passieren einer dritten Aperturblende 17, des ersten Linsen-
systems 3, der Mittel 4 zum Erzeugen des Bestrahlungsmu-
sters 26 sowie des zweiten Linsensystems 6 auf die Horn-
haut 8a eines menschlichen Auges 8b. Die Fluoreszenz-
strahlung 14 des Fluoreszenzmusters 27 wird in diesem
Ausfiihrungsbeispiel nach Durchlaufen von jeweils dritten
Linsensystemen 9 und zweiten Aperturblenden 10 von zwei
Seiten detektiert, um eine hohere Auflosung zu erhalten.
Auf diese Weise ist — bei einer gekriimmten Gewebeoberfla-
che — auch die der jeweiligen Detektionsvorrichtung 12, 22
abgewandte Gewebeseite mit der jeweils anderen Detekti-
onsvorrichtung 22, 12 prézise topographisch bestimmbar.
Falls beispielsweise das Bestrahlungsmuster 26 von regel-
méBig angeordneten, beabstandeten Kreisen gebildet ist, die
auf den Kreuzungspunkten eines imagindren Quadratgitters
liegen, riicken die Kreise aufgrund der perspektischen Ver-
zerrung auf der der Detektionsvorrichtung 12 abgewandten
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Seite zusammen, bis sie sogar eventuell nicht mehr aufzulo-
sen sind. Diesen Gewebebereich kann dann die ihm gegen-
tiberliegende Detektionsvorrichtung 22 prézise erfassen.
Entsprechendes gilt — mit vertauschten Rollen — fiir den der
Detektionsvorrichtung 22 abgewandten Gewebebereich.

Bei einer weiteren, nicht dargestellten Ausfihrungsform
wird das Gewebe 8a aus zwei Richtungen bestrahlt. Bei-
spielsweise spaltet ein Strahlteiler die Anregungsstrahlung 2
von einer Strahlungsquelle 1 auf und lenkt sie mit Hilfe ei-
ner oder mehrerer Lichtumlenkeinrichtungen — wie bei-
spielsweise Spiegel — auf das Gewebe 8a. Alternativ werden
mehrere Stahlungsquellen 1 verwendet. Ein solcher Aufbau
konnte z. B. wie derjenige in Fig. 2 aussehen, nur dafl die
beiden Detektionsvorrichtungen 12, 22 in Fig. 2 gegen zwei
Strahlungsquellen 1 und die Strahlungsquelle 1 in Fig. 2 ge-
gen eine Detektionsvorrichtung 12 auszutauschen wére;
selbstverstdndlich wiren auch die Mittel 4 zum Erzeugen
des Bestrahlungsmusters 26 sowie die Linsensysteme 3, 6, 9
und die Aperturblenden 7, 10, 17 entsprechend umzuposi-
tionieren.

In Fig. 3 ist ein von einer CCD-Kamera 12 aufgenomme-
nes, invertiertes streifenférmiges Fluoreszenzmuster 27 dar-
gestellt, das wihrend der Bestrahlung der Hornhaut 8a mit
einem streifenférmigen Bestrahlungsmuster 26 gemiB dem
Versuchsaufbau der Fig. 1 detektiert wurde. Das Bestrah-
lungsmuster 26 wurde hierbei mit Hilfe eines ArF-Excimer-
lasers (A = 193 nm) und einer Maske 4 mit parallelen Off-
nungen erzeugt und nur auf denjenigen zentralen Bereich
der Hornhaut 8a projiziert, der dem iiblicherweise bei einer
Laseroperation zu bearbeitenden, d. h. unterschiedlich stark
abzutragenden Bereich entspricht. Die auf die Hornhaut 8a
auftreffende Energie betrug hierbei ungeféhr 2 mJ, wihrend
der Laserstrahl einen Durchmesser von 8§ mm aufwies. Die
sich unmittelbar an diesen Bereich anschlieBenden unbe-
leuchteten Nachbarbereiche 18 sind ebenfalls noch Teil der
Hornhaut 8a. Gegebenfalls kann eine digitale Subtraktion
der vor und wihrend der Einstrahlung des Bestrahlungsmu-
sters 26 aufgenommenen Bilder den Kontrast und damit die
Prizision des Verfahrens noch steigern.

Auf der Hornhaut 8a befand sich wéhrend der Aufnahme
des in Fig. 3 gezeigten Fluoreszenzmusters 27 kein extern
aufgebrachter Fliissigkeitsfilm bzw. Trénenfilm; die ober-
sten Schichten der Hornhaut 8a wurden in den mit dem Be-
strahlungsmuster 26 bestrahlten Bereichen direkt zur Emis-
sion von Fluoreszenzstrahlung 14 mit Hilfe der Anregungs-
strahlung 2 angeregt. Zudem war vorher die Epithelschicht
auf der Hornhaut 8a entfernt worden. Alternativ wird die
Epithelschicht nach entsprechendem Einritzen mit einem
Teil des darunter liegenden Stroma aus dem Strahlengang
der Anregungsstrahlung weggeklappt und nach der Opera-
tion wieder in die urspriingliche Position gebracht.

Die in der Fig. 3 nach oben enger zusammenriickenden
Streifen sind eine Folge der perspektivischen Verzerrung
aufgrund der gegeniiber der Bestrahlungsrichtung geneigten
Beobachtungsrichtung bzgl. des Auges 8b (s. Fig. 1; dort
entspricht die der Dektionsvorrichtung 12 zugewandte Ge-
webeseite dem unteren Bereich des Fluoreszenzmusters 27
in Fig. 3, wihrend die der Detektionsvorrichtung 12 abge-
wandte Gewebeseite dem oberen Bereich des Fluoreszenz-
musters 27 entspricht).

Wihrend die oben aufgefiihrten Ausfithrungsbeispiele je-
weils hinsichtlich der Vermessung der Oberflichenform ei-
ner Augenhornhaut erldutert wurden, sind das erfindungsge-
méBe Verfahren bzw. die erfindundungsgemifle Vorrichtung
ohne Einschrinkung ebenfalls geeignet, in entsprechender
Weise an anderen biologischen Geweben eingesetzt zu wer-
den.
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Anhang

Im folgenden werden unter Bezugnahme auf die Fig. 4
die wesentlichen mathematischen Zusammenhénge erldu-
tert, die fiir die Auswertung der emittierten Fluoreszenz-
strahlung bei einem auf ein biologisches Gewebe 8a proji-
zierten Streifenmuster (das Bestrahlungsmuster) ausgenutzt
werden. Die Pfeile x bzw. y in Fig. 4 deuten jeweils die Be-
strahlungs- bzw. Beobachtungsrichtung an. Mit p ist der auf
dem Objekt bzw. dem Gewebe 8a erzeugte Streifenabstand
bezeichnet. Die GroBe d ist der Abstand der Streifen, wie er
vom Beobachter unter dem Winkel o wahrgenommen wird.
Die effektive Wellenlédnge, die eine der wesentlichen Gro-
Ben bei der Auswertung des Streifenmusters darstellt, ist mit
Aetr bezeichnet,

Eine wesentliche GroBe ist der Abstand der Streifen senk-
recht zur Beobachtungsrichtung, der auch als die effektive
Wellenlidnge A bezeichnet wird und sich in Anlehnung an
Fig. 4 nach der folgenden Formel berechnen 148t:

Aetr = p/sinot = d/tanat = BL/sinot (1)

In Gleichung 1 ist o0 der Winkel zwischen Bestrahlungs-
und Beobachtungsrichtung. L ist der Streifenabstand auf
dem Bestrahlungsmuster, das iiber das Linsensystem 6 mit
dem VergroBerungsfaktor B auf der Oberfliche des Objekts
bzw. dem Gewebe 8a abgebildet wird. Die GroBe d ist der
Streifenabstand aus der Perspektive des Beobachters.

Die effektive Wellenlédnge A ist analog zur Interferome-
trie eine wichtige GroBe, nach der sich die Empfindlichkeit
des Systems bestimmt. Aus Gleichung 1 ist ersichtlich, daf3
sich A.g durch die Variation des Winkels ot und den Streifen-
abstand L verdndern 146t. Je nach verwendetem Projektions-
verfahren betrigt die Hohenauflosung bis zu A/100.

Wird ein Projektionsgitter mit einem cos®-formigen In-
tensititsverlauf verwendet, so entsteht durch dessen Projek-
tion auf der Oberfliche des MeBobjekts bzw. dem Gewebe
8a eine Intensitétsstruktur I(x, y), die durch Gleichung 2 be-
schrieben werden kann:

Ix, y) =Io(x, y) + V(x, y)eosd(x, y)  (2)

Dabei ist Iy(x, y) die Hintergrundintensitét, V(x, y) der
Streifenkontrast und ¢(x, y) die Interferenzphasenlage. Der
Phasenterm ¢(x, y) stellt den Zusammenhang zwischen den
parallelen Streifenlinien und dem Konturverlauf der Ober-
flache des Objekts bzw. des Gewebes 8a dar. Der Konturver-
lauf ergibt sich quantitativ aus den Gleichungen 1 und 2 zu

zx, y) = [0(x, ) Aeel/A - (3)

Nach Gleichung 3 ist die schnelle und prézise Messung
der Phase zur Bestimmung des Konturverlaufs unabdingbar.
Aus der Echtzeitinterferometrie stehen hierfiir eine Reihe
sehr effektiver PhasenmeBverfahren zur Verfiigung, die
diese Aufgabe auf der Grundlage von Gleichung 2 erfiillen.

Als Phasenschiebeverfahren bezeichnete Auswerteme-
thoden bauen darauf auf, daB im Streifenmuster durch die
Veridnderung von optischen Parametern tiber dem gesamten
Bild eine schrittweise, definierte Verdnderung der Phasen-
lage um genau eine Periode vorgenommen wird. Dies ge-
schieht beispielsweise durch das Verschieben des Referenz-
spiegels eines Interferometers oder das Verschieben des Pro-
jektionsgitters. Dieses MeBverfahren liefert eine Genauig-
keit von bis zu 1/100 der verwendeten Wellenldnge. Es
zeichnet sich allerdings durch einen oft nur schwer zu reali-
sierbaren technischen Aufwand und durch einen léngeren
MeB- und Auswertevorgang im Vergleich zur Einzelbildpro-
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jektion und -auswertung aus.

Daher ist es von Vorteil, wenn die Phasenermittlung nur
eine Aufnahme erfordert. In der Echtzeitinterferometrie
werden hierflir raumliche Heterodyn- oder Trégerfrequenz-
verfahren verwendet. Dabei wird dem Signal eine Ortstré-
gerfrequenz f aufgeprigt, so daB sich Gleichung 2 éndert

in:
Ix, ) = Io(x, y) + V(x, y)cos{2nriox + ¢(x, y)} (4)

Mit der Gleichung

c(x,y) =2V(x, y) exp{ip(x, y)} (5)

ergibt sich Gleichung 4 zu

Ix, y) = Io(x, ) + c(x, y) exp{2mifpx} + c*(x, y)
exp{2mifpx} (6)

Dabei bedeutet * komplex konjugiert.

Die Funktion c(x, y) erhilt man daraus iiber eine Fourier-
transformation und eine Riicktransformation nach Filterung.
Die Phase ergibt sich sodann zu

o(x, y) = tan " {Im[e(x, y)/Re[c(x, NI} (7)

Hier sind Im der Imaginér- und Re der Realteil der kom-
plexen Funktion c(X, ).

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Bestimmung der Oberflichenform
von biologischem Gewebe, bei dem das Gewebe (8a)
direkt mit einem mit Hilfe einer Anregungsstrahlung
(2) erzeugten Bestrahlungsmuster (26) bestrahlt wird,
so daB3 die bestrahlten Gewebebereiche zur Emission
eines aus Fluoreszenzstrahlung (14) bestehenden Fluo-
reszenzmusters (27) angeregt werden, welches detek-
tiert und zur Berechnung der Oberflachenform des Ge-
webes (8a) ausgewertet wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, da3 das zu vermessende Gewebe (8a) die Hornhaut
(8a) eines Auges (8b) ist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich-
net, daB3 vor der Bestimmung der Oberflachenform der
Hornhaut (8a) der Trianenfilm auf der Hornhaut (8a)
entfernt wird.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich-
net, daB3 vor der Bestimmung der Oberflachenform der
Hornhaut (8a) die Epithelschicht der Hornhaut (82) zu-
mindest voriibergehend derart aus dem Strahlengang
der Anregungsstrahlung (2) entfernt wird, da8 das un-
ter der Epithelschicht liegende stromale Gewebe direkt
mit dem Bestrahlungsmuster bestrahlt wird.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, daf die die Fluoreszenz-
strahlung (14) emittierenden Gewebebereiche im we-
sentlichen mit einer im ultravioletten (UV) Wellenldn-
genbereich liegenden Anregungsstrahlung (2) angeregt
werden.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, dal das biologische Ge-
webe (8a) aus mindestens zwei Richtungen mit der An-
regungsstrahlung (2) bestrahlt wird.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, daf die Fluoreszenz-
strahlung (14) mit mindestens einer Detektionsvorrich-
tung (12, 22), vorzugsweise einer CCD-Kamera (12,
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22), detektiert wird.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich-
net, daBl die Fluoreszenzstrahlung (14) ortsaufgelost
detektiert wird.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Fluoreszenz-
strahlung (14) unter einem von der Bestrahlungsrich-
tung verschiedenen Winkel () detektiert wird.

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl die Fluoreszenz-
strahlung (14) zumindest teilweise von einer Lichtum-
lenkvorrichtung zu einer Detektionsvorrichtung (12,
22) umgeleitet und dort detektiert wird.

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, da3 die Anregungs-
strahlung (2) im Wellenlidngenbereich von 150 nm bis
370 nm gewahlt wird.

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daf die Emissions-
daver der Anregungsstrahlung (2) zwischen 1 fs und
mehreren Sekunden gewihlt wird.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 12, da-
durch gekennzeichnet, dal ein Eye-Tracker Informa-
tionen liber typische Bewegungsablidufe des Auges auf-
zeichnet, mit deren Hilfe die Anregungsstrahlung (2)
dem Auge (8b) nachgefiihrt wird, um lange Bestrah-
lungszeiten zu realisieren.

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, dal das Bestrah-
lungsmuster (26) auf das Gewebe (8a) mit einer Wie-
derholrate zwischen 1 Hz und 1 MHz projiziert wird.
15. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB3 die Energie der
Anregungsstrahlung (2) zwischen 1 uJ und 1 J gewdhlt
wird.

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, da3 die Anregungs-
strahlung (2) mit einer als Laser (1) oder Blitzlampe
ausgebildeten Strahlungsquelle (1) erzeugt wird.

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekenn-
zeichnet, da3 als Laser (1) ein frequenzvervielfachter
Festkorperlaser, ein Excimerlaser, ein anderer Gaslaser
oder ein frequenzvervielfachter Farbstofflaser verwen-
det wird.

18. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekenn-
zeichnet, dal als Blitzlampe eine ein Xenon-Gasge-
misch oder ein Deuterium-Gasgemisch enthaltende
Blitzlampe verwendet wird.

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB3 als Bestrah-
lungsmuster (26) ein Muster aus parallelen Streifen,
ein rechtwinkliges Gitter, ein Lochmuster, ein Muster
aus mehreren konzentrischen Kreislinien mit radial
vom Zentrum ausgehenden und mit gleichem Winkel-
abstand angeordneten Linien oder ein aus zwei Linien-
mustern bestehendes Moiré-Muster gewéhlt wird.

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn-
zeichnet, daB3 das Bestrahlungsmuster (26) zumindest
teilweise durch die optische Abbildung einer Maske (4)
mit Offnungen in Form von parallelen Schlitzen oder
regelméBig angeordneten Lochern erzeugt wird.

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dal das Bestrah-
lungsmuster (26) zumindest teilweise durch die opti-
sche Abbildung eines strukturierten Glases mit die An-
regungsstrahlung (2) absorbierenden und/oder streuen-
den sowie fiir die Anregungsstrahlung (2) transparen-
ten Bereichen erzeugt wird.
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22. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dal das Bestrah-
lungsmuster (26) zumindest teilweise durch Interferenz
der Anregungsstrahlung (2) erzeugt wird, insbesondere
durch Teilen und anschlieBendes Rekombinieren der
von einer Strahlungsquelle (1) erzeugten Anregungs-
strahlung (2) oder durch Bestrahlen des Gewebes (8a)
mit einer Anregungsstrahlung (2), die von zwei aufein-
ander abgestimmte Strahlungsquellen (1) erzeugt wird.
23. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, daB das Bestrah-
lungsmuster (26) zumindest teilweise durch diffraktive
optische Elemente, vorzugsweise Mikrolinsen, erzeugt
wird.

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dall das Bestrah-
lungsmuster (26) zumindest teilweise durch eine regel-
méBige Anordnung von Mikrospiegeln erzeugt wird.
25. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen-
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daf die Ober-
flichenform des Gewebes (8a) von einer Auswerteein-
heit berechnet wird, die mittels der berechneten Ober-
flachenform einen Laser steuert.

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekenn-
zeichnet, daB3 der von der Auswerteeinheit gesteuerte
Laser und die zur Fluoreszenzanregung des biologi-
schen Gewebes (8a) verwendete Strahlungsquelle (1),
vorzugsweise ein UV-Laser (1), ibereinstimmen.

27. Vorrichtung zur Ermittlung der Oberflachenform
von biologischem Gewebe, insbesondere zur Durch-
fiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1
bis 26, mit mindestens einer Strahlungsquelle (1) zum
Erzeugen einer Anregungsstrahlung (2), Mitteln (4)
zum Erzeugen eines Bestrahlungsmusters (26) aus der
Anregungstrahlung (2) direkt auf dem Gewebe (8a), so
daBl die bestrahlten Gewebebereiche zur Emission ei-
nes aus Fluoreszenzstrahlung (14) bestehenden Fluo-
reszenzmusters (27) angeregt werden, mindestens einer
Detektionsvorrichtung (12) zum Detektieren der vom
Gewebe (8a) emittierten Fluoreszenzstrahlung (14)
und einer Auswerteeinheit zur Berechnung der Ober-
flichenform des Gewebes (8a) aus der detektierten
Fluoreszenzstrahlung (14).

28. Vorrichtung nach Anspruch 27, dadurch gekenn-
zeichnet, daf die Strahlungsquelle (1) eine Anregungs-
strahlung (2) mit im wesentlichen im ultravioletten
(UV) Wellenldngenbereich liegender Wellenlédnge er-
zeugt.

29. Vorrichtung nach Anspruch 27 oder 28, dadurch
gekennzeichnet, da3 die Strahlungsquelle (1) als Laser
(1), vorzugsweise als frequenzvervielfachter Festkor-
perlaser, Excimerlaser, Gaslaser oder frequenzverviel-
fachter Farbstofflaser, oder als Blitzlampe, vorzugs-
weise mit einem Xenon- oder einem Deuterium-Gasge-
misch gefiillt, ausgebildet ist.

30. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 29,
gekennzeichnet durch mindestens eine weitere Strah-
lungsquelle (1) und/oder mindestens eine Einrichtung
zur Aufteilung der Anregungsstrahlung (2), um das
biologische Gewebe (8a) aus mindestens zwei Richtun-
gen mit der Anregungsstrahlung (2) zu bestrahlen.

31. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 30,
gekennzeichnet durch mindestens eine zusitzliche De-
tektionsvorrichtung (22) zum Detektieren der das Fluo-
reszenzmuster (27) bildenden Fluoreszenzstrahlung
14).

32. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 31,
gekennzeichnet durch mindestens eine Lichtumlenk-
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einrichtung zur Umlenkung von Fluoreszenzstrahlung
(14) zu einer Detektionsvorrichtung (12, 22).

33. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 32,
dadurch gekennzeichnet, da8 die Mittel (4) zum Erzeu-
gen des Bestrahlungsmusters (26) eine Maske (4) mit
Offnungen in Form von parallelen Schlitzen oder re-
gelmiBig angeordneten Lochern umfassen.

34. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 33,
dadurch gekennzeichnet, dal die Mittel (4) zum Erzeu-
gen des Bestrahlungsmusters (26) ein strukturiertes
Glas mit die Anregungsstrahlung (2) absorbierenden
und/oder streuenden sowie fiir die Anregungsstrahlung
(2) transparenten Bereichen umfassen.

35. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 34,
dadurch gekennzeichnet, da8 die Mittel (4) zum Erzeu-
gen des Bestrahlungsmusters (26) eine vorzugsweise
regelmiBige Anordnung von quer zum Strahlengang
der Anregungsstrahlung (2) angeordneten diffraktiven
optischen Elementen, vorzugsweise Mikrolinsen, um-
fassen.

36. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 35,
dadurch gekennzeichnet, da8 die Mittel (4) zum Erzeu-
gen des Bestrahlungsmusters (26) Mittel zum Erzeugen
eines Interferenzmusters auf dem biologischen Ge-
webe (8a) umfassen.

37. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 36,
dadurch gekennzeichnet, da8 die Mittel (4) zum Erzeu-
gen des Bestrahlungsmusters (26) mindestens ein Feld
aus Mikrospiegeln umfassen.

38. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 37,
dadurch gekennzeichnet, daB3 die Detektionsvorrich-
tung (12) eine CCD-Kamera (12) umfaft.

39. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 38,
dadurch gekennzeichnet, daf die Strahlungsquelle (1)
hinsichtlich Intensitit, Pulsdauer, Wiederholrate und
Wellenlidnge der Anregungsstrahlung (2) zur operati-
ven Behandlung des biologischen Gewebes (8a), wie
beispielsweise der bereichsweisen Abtragung einer
Hornhaut (8a), ausgebildet ist.

40. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 39,
gekennzeichnet durch einen Intensititsabschwicher
(15) oder einen Strahlaufweiter zwischen der minde-
stens einen Strahlungsquelle (1) und dem biologischen
Gewebe (8a) zum Einfiihren und Herausnehmen aus
dem Strahlengang der Anregungsstrahlung (2).

41. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 40,
gekennzeichnet durch einen Eye-Tracker zum Ermit-
teln von Informationen iiber typische Augenbewegun-
gen, mit deren Hilfe Anregungsstrahlung (2) dem Auge
(8b) nachgefiihrt wird, um die Bestrahlungszeiten des
Bestrahlungsmusters (26) auf die Hornhaut (8a) zu ver-
langern.

42. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 27 bis 41,
dadurch gekennzeichnet, daB ein Computer vorgesehen
ist, der die Oberflichenform des Gewebes (8a) ermit-
telt, die zur Steuerung eines Lasers herangezogen wird.
43. Vorrichtung nach Anspruch 42, dadurch gekenn-
zeichnet, da3 der von dem Computer gesteuerte Laser
und die zur Fluoreszenzanregung des biologischen Ge-
webes (8a) verwendete Strahlungsquelle (1), vorzugs-
weise ein UV-Laser (1), iibereinstimmen.
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