Ophthalmologe
1997 - 94:487-491 © Springer-Verlag 1997

Zusammenfassung

Hintergrund: Fiir die Kontrolle der Laserdo-
sis und der postoperativen Entwicklung bei
Laserthermokeratoplastik (LTK) sind Infor-
mationen iiber die Ausdehnung und das
AusmaR der thermischen Ldsionen von
groBer Bedeutung. Wir verglichen den Infor-
mationsgehalt der Darstellung frischer LTK-
Lasionen durch Optische Kurzkohérenzto-
mographie [optical low coherence tomogra-
phy (OCT)] mit der histologischen Darstel-
lung durch Polarisationsmikroskopie.
Methode: Die Kornea von Schweineaugen
wurde in vitro durch eine 400-pum-Quarzfa-
ser mit Licht aus einer Laserdiode bestrahlt,
die bis zu 300 mW bei A=1,86 um emittiert.
Es wurden OCT-Querschnittsbilder verschie-
den starker Ldsionen mit etwa 25 um latera-
ler und 20 pm axialer Auflosung aufgenom-
men. Die mit OCT analysierten Bereiche wur-
den histologisch durch Polarisationsmikro-
skopie nach Sirius-Rot-Farbung untersucht
und mit der Darstellung durch TEM vergli-
chen.

Ergebnisse: Es konnten 3 Schadenszonen
unterschieden werden: Ubergangszone,
maRige und starke Koagulation. In der Uber-
gangszone korrelierte die unter Polarisation
sichtbare verstdrkte Doppelbrechung mit ei-
ner Zunahme des OCT-Signals. Bei maBiger
Koagulation ging eine Abnahme der Doppel-
brechung mit einer weiteren Zunahme des
OCT Signals einher. Bei starker Koagulation
im Zentrum der Lasion ging die Kollagenfa-
serstruktur weitgehend verloren, wodurch
Doppelbrechung und OCT-Signal fast véllig
verschwinden.

SchluBfolgerungen: OCT liefert zwar eine
weniger detaillierte Information iiber ther-
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mische Gewebsveranderungen als eine hi-
stologische Untersuchung, gibt aber Auf-
schluB iiber die Ausdehnung und das Aus-
mafB der Veranderungen und erméglicht
eine nichtinvasive Darstellung und Verlaufs-
kontrolle von LTK-L&sionen ohne Praparati-
onsartefakte. Eine quantitative Analyse der
Verdnderung der Hornhautdicke ist leichter
mdaglich als mit der Spaltlampe. Zeitaufgeld-
ste Messungen der Lichtstreuung kdnnen
zur Online-Kontrolle der Laserdosis bei der
LTK verwendet werden.

Schliisselworter

Refraktive Hornhautchirurgie - Laserthermo-
keratoplastik - Kollagendenaturierung - Opti-
sche Kurzkohdrenztomographie - Polarisati-
onsmikroskopie - Sirius-Rot-Farbung

G egenwirtig wird die Laserthermoke-
ratoplastik (LTK) als neue Methode zur
Korrektur von Hyperopie und Astigma-
tismus entwickelt [s, 12, 16]. Aufler den
topographischen Daten sind dabei fiir
die Kontrolle der Laserdosis und der post-
operativen Entwicklung der Gewebs-
effekte Informationen tiber die Ausdeh-
nung und das Ausmaf der thermischen
Lasionen von grof3er Bedeutung.

Ein etabliertes Verfahren zur Unter-
suchung thermischer Hornhautlédsionen
ist die Polarisationsmikroskopie, mit der
Veranderungen der Doppelbrechung des
Hornhautstromas registriert werden [18].
Wir haben kiirzlich dariiber berichtet,

wie sich mit Hilfe von Sirius-Rot-Far-
bung thermische Hornhautveridnderun-
gen unter Polarisationsmikroskopie be-
sonders differenziert und kontrastreich
darstellen lassen [2]. Ein Nachteil dieser
histologischen Untersuchungsmethode
ist, daf3 sie invasiv ist und keine Ver-
laufskontrolle bei ein und derselben Li-
sion ermdglicht. Hier bietet sich ein neuar-
tiges Verfahren an, mit dem sich LTK-L4-
sionen in vivo darstellen lassen: die op-
tische Kurzkohidrenztomographie [optical
coherence tomography (OCT)] [7 8], die
auf der Erfassung des aus der Hornhaut
zuriickgestreuten Lichts basiert. Die Streu-
eigenschaften der Hornhaut dndern sich
bei Koagulation, konnen also - wie die
Verinderung der Doppelbrechung - eben-
falls zur Analyse thermischer Verdnde-
rungen benutzt werden. In der vorlie-
genden Untersuchung wird der Infor-
mationsgehalt der Darstellung von
LTK-Lésionen durch optische Kurz-
kohdrenztomographie mit der histolo-
gischen Darstellung durch Polarisati-
onsmikroskopie verglichen, und es wird
diskutiert, wie darauf aufbauend Ver-
fahren zur Optimierung der Kollagen-
kontraktion bei LTK entwickelt werden
konnen.

Den Anderungen der Doppelbre-
chung und der Streueigenschaften der
Hornhaut liegen Verdanderungen der Kol-
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Evaluation of LTK lesions by optical low
coherence tomography (0CT)

and polarization microscopy after Sirius-
Red staining

Summary

Background: Information on the extent and de-
gree of the thermal effect produced is of great
importance for control of the laser dosage in la-
ser thermokeratoplasty (LTK) and for postopera-
tive follow-up.We investigated on acute LTK ef-
fects which information images obtained by op-
tical low coherence tomography (OCT) offer
compared to those obtained by polarization
microscopy.

Methods: Porcine eyes were irradiated through
a400 um quartz fiber using light from a laser
diode emitting up to 300 mW at a wavelength
of 1.86 pim.Thermal lesions of varying strength
were scanned using an experimental OCT device
with about 25 pm lateral and 20 im axial reso-
lution. Histologic evaluation of the scanned
areas was done by polarization microscopy after
Sirius-Red staining, and similar lesions were also
analyzed by TEM.

Results: Both methods differentiated three dam-
age zones: a transition zone, a zone of mode-
rate coagulation, and a central zone of strong
coagulation. In the transition zone, increased bi-
refringence was seen in polarization microscopy,
which correlated with increased light scattering
seen in the OCT images. In the moderately coa-
gulated zone, a decrease in birefringence was
associated with an even stronger increase of the
OCT signal. In the central zone, a loss of the fibril-
lar tissue structure was observed, which led to a
complete loss of birefringence and a strong re-
duction of the OCT signal.

Conclusions: Although OCT does not provide
the detailed information on thermal changes of
tissue seen by the histologic method, it offers in-
formation on the extent and degree of tissue
changes without preparation artifacts and pro-
vides a non-invasive method of immediate and
follow-up control of LTK lesions. A quantitative
analysis of changes in corneal thickness and cur-
vature is much simpler than by a slit lamp.Time-
resolved measurements of corneal light scatter-
ing may be used for on-line control of the laser-
light dosage during LTK.
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lagenfaserstruktur zugrunde [3, 13, 19,
20]. Um die jeweiligen Phdnomene auf
makroskopischer (Lichtstreuung) und
lichtmikroskopischer Ebene (Doppel-
brechung) besser interpretieren zu kon-
nen, untersuchten wir daher durch Trans-
missionselektronenmikroskopie (TEM)
auch die ultrastrukturellen Verdnderun-
gen bei thermischer Denaturierung.

Material und Methode

Erzeugung der LTK-Lasionen

Es wurden frisch enukleierte Schweineaugen
benutzt, die bis zum Experiment maximal 5 h
in physiologischer Kochsalzlosung bei 10°C
aufbewahrt wurden. Kurz vor der Laserbe-
strahlung wurden die Bulbi in Kochsalzl-
sung mit Raumtemperatur transferiert. Das
Hornhautepithel wurde entfernt, und durch
einen Infusionstropf wurde der normale in-
traokulare Druck aufrechterhalten, um Arte-
fakte durch eine mechanische Verformung
der Hornhaut zu vermeiden. Die Kornea wurde
dann mit Licht aus einer Laserdiode (Spec-
tra Diode Labs SDL 6432-P2) bestrahlt, die
bei einer Wellenlédnge von 1,86 m emittierte
[6]. Die optische Eindringtiefe der Laser-
strahlung betragt bei dieser Wellenlinge etwa
700 pm [10], d.h. etwas weniger als die mitt-
lere Dicke der Schweinehornhaut, die von uns
zu 840 Um bestimmt wurde. Das Laserlicht
wurde in eine 400-Um-Quarzfaser eingekop-
pelt und die Kornea im Nonkontaktverfah-
ren 10 s lang bestrahlt. Verschiedene Lisi-
onsstirken wurden durch Veranderung der
Laserleistung zwischen 100 und 250 mW er-
reicht. Es wurden jeweils 6 Augen mit 100 mW,
150 mW, 200 mW und 240 mW bestrahlt.

Optische Kurzkohédrenztomographie
Die Bildgebung durch optische Kurz-
kohidrenztomographie erfolgt, indem ein fo-
kussiertes Lichtbiindel in das Gewebe einge-
strahlt und die Verzdgerungszeit gemessen
wird, nach der das riickgestreute Licht den
Detektor erreicht. Das OCT-Verfahren liefert
daher Schnittbilder senkrecht zur Gewebs-
oberfliche, die dem Ultraschall-B-Scan shneln.
Wihrend aber beim Ultraschall die Ortsin-
formation durch direkte Laufzeitmessung ge-
wonnen wird, erhilt man sie bei OCT indi-
rekt durch Interferometrie mit Licht sehr kur-
zer Kohérenzlinge [7,8]. Die Auflésung beim
OCT ist deutlich besser als beim Ultraschall:
Sie betrégt bei dem von uns verwendeten ex-
perimentellen OCT-Gerit [14] etwa 25 pm in
lateraler und 20 pm in axialer Richtung. Die
axiale Ortsauflésung ist dabei durch die
Kohirenzldnge der verwendeten Lichtquelle
gegeben (Superlumineszenzdiode mit einer
Kohirenzldnge von 25-30 Pm in Luft und etwa
20 pm im Gewebe), und die laterale Aufls-
sung ist durch die numerische Apertur der
Meflanordnung bestimmt.

Es wurden unmittelbar nach der Laser-
bestrahlung Querschnittbilder einzelner La-
sionen verschiedener Stirke aufgenommen

(n=s fiir jede Lisionsstirke). Zum Vergleich
wurden die Lasionen auch bei normaler Spalt-
lampenbeleuchtung mit etwa 100 pm Spalt-
breite fotografiert.

Histologie

Die mit OCT dargestellten Lisionen wurden
histologisch durch Polarisationsmikroskopie
nach Sirius-Rot-Fiarbung untersucht, und ver-
gleichbare Lasionen (n=5) wurden auflerdem
transmissionselektronenmikroskopisch ana-
lysiert. Die Augen wurden fiir die lichtmi-
kroskopische Untersuchung in 4% Neutral-
formalin in Natriumphosphatpuffer fixiert
und fiir die Elektronenmikroskopie in 4%
Glutaraldehyd in Natriumkakodylatpuffer.
Um eine schnelle Fixierung zu erreichen und
mechanische Deformationen der Hornhaut
zu vermeiden, wurde das Fixativ in die Vor-
derkammer injiziert und die gesamten Bulbi
fiir 2 h in die Fixationsldsung eingetaucht.
Danach wurden die Hornhéute mit einem Tre-
pan exzidiert und iiber Nacht weiterfixiert.
Die Préparate wurden anschlieflend unter Ver-
wendung von Standardverfahren fiir die Licht-
und Elektronenmikroskopie vorbereitet.

Paraffinschnitte mit 7 um Dicke wurden
mit Pikrosiriusrot gefarbt [2, 9,15] und pola-
risationsmikroskopisch untersucht. Die Si-
rius-Rot-Férbung verstirkt die Doppelbre-
chung des normalen Hornhautkollagens, weil
sich die elongierten, optisch anisotropen Farb-
stoffmolekiile parallel an die Tropokollagen-
molekiile anlagern [15]. Koaguliertes Horn-
hautgewebe hingegen wird durch die Firbung
nicht doppelbrechend, weil hier die Kolla-
genmolekiile verknéuelt sind und daher die
Farbstoffmolekiile eine irreguldre, zufillige
Orientierung haben. Die Sirius-Rot-Farbung
verstdrkt somit den Kontrast zwischen ge-
sundem und denaturiertem Gewebe.

Ergebnisse

In Abb. 1,2 werden repréasentative OCT-
Bilder und polarisationsmikroskopische
Aufnahmen histologischer Schnitte von
einer schwachen und einer starken LTK-
Lasion verglichen. Die Lasionen wurden
mit 100 bzw. 240 mW Laserleistung er-
zeugt.

Im Zentrum der schwachen Lision
(Abb. 1) ist ein deutlicher Verlust an Dop-
pelbrechung sichtbar, wihrend der leich-
ter koagulierte Randbereich sich als hel-
leres Halo abhebt. Im OCT-Bild weisen
beide Bereiche ein verstarktes Signal auf,
was auf einer verstirkten Streuung des
Lichts im koagulierten Gewebe beruht.
Streuung tritt auch schon im Randbe-
reich der Lision, also bereits bei relativ
leichter Koagulation auf.

Bei starken LTK-Lisionen (Abb. 2)
sind die eben beschriebenen Verdnde-
rungen der Doppelbrechung und Streu-



CW laser diode 1.86 pm, 10s,
100 mW, 400 pm fiber

durchmesser 400 pm. Originalvergr. 13:1 (b)

Abb. 2 A a,b Vergleich von OCT-Bild (a) und Polarisationsmikroskopie (b) ei-
ner starken LTK-Lasion. Die Laserleistung betrug 240 mW, der Faserdurch-

messer 400 pm. Originalvergr. 13:1 (b)

Abb. 3 p Spaltlampenbild einer LTK-Lésion, die mit 200 mW Laserleistung
erzeugt wurde. Der Faserdurchmesser betrug 300 pm

ung weiterhin im Randbereich zu beob-
achten. Im Zentrum ist die Doppelbre-
chung nun vollig verschwunden. Die
Streuung ist hier aber bemerkenswer-
terweise nicht starker als am Rand, son-
dern deutlich reduziert, mit Ausnahme
des Bereichs unmittelbar an der Horn-
hautoberfldche. Ein &hnliches Erschei-
nungsbild zeigt sich auch im Spaltlam-
penbild der starken Lésion in Abb. 3.
Abb. 4 zeigt die ultrastrukturellen
Verdnderungen bei thermischer Dena-
turierung anhand von transmissions-
elektronenmikroskopischen Aufnahmen
von normalem Hornhautstroma, maflig
koaguliertem Stroma und stark koagu-
liertem hyalinisiertem Stroma. Bei zu-
nehmender thermischer Denaturierung

Abb. 1 A a,b Vergleich von OCT-Bild (a) und Polarisationsmikroskopie (b)
einer schwachen LTK-Lasion. Die Laserleistung betrug 100 mW, der Faser-

CW laser diode 1.86 ym, 10's,
240 mW, 400 um fiber

erfolgt ein zunéchst gradueller und dann
voélliger Verlust der Kollagenfaserstruk-
tur.

Diskussion

Die durch thermische Denaturierung
hervorgerufenen Verdnderungen der
Hornhautstreuung und -doppelbrechung
konnen durch Analyse der Kollagenver-
anderungen auf ultrastruktureller Ebene
interpretiert werden. Abb. 4a zeigt als
Referenz ein elektronenmikroskopisches

Bild von normalem Hornhautstroma. Die
regelmifligen Abstinde zwischen den
Kollagenfibrillen bewirken, dafl der mitt-
lere Brechungsindex nahezu konstant ist,
obwohl die Brechungsindizes des Kolla-
gens und der Grundsubstanz sich unter-
scheiden. Die Konstanz des mittleren Bre-
chungsindex in Bereichen, deren Ab-
messungen der halben Lichtwellenldnge
entsprechen, ist die Grundlage fiir die
Transparenz der Hornhaut [3, 11]. Die
parallele Anordnung der Kollagenfibril-
len und der -molekiile in den Fibrillen
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fiihrt dazu, daf§ die Hornhaut sowohl in-
trinsisch als auch formdoppelbrechend ist
[4,11,21].

MiBige thermische Denaturierung
fithrt zu einer Verknéduelung der Kolla-
genmolekiile in den Fibrillen und daher
zu einer Verdickung der Fibrillen (Abb. 4b).
Die Verknéduelung geht mit einem Ver-
lust der intrinsischen Doppelbrechung
einher, die auf der parallelen Anordnung
der Kollagenmolekiile beruht. Die Fa-
serstruktur bleibt zunéchst noch weit-
gehend erhalten, solange nicht die Mehr-
zahl der kovalenten Bindungen zwischen
den Kollagenmolekiilen aufgebrochen
ist. Die Fasern sind jedoch ausgefranst,und
deshalb geht auch ein Teil der Formdop-
pelbrechung verloren. Der Verlust der in-
trinsischen Doppelbrechung und die Re-
duktion der Formdoppelbrechung fithren
dazu, daf$ das Lisionszentrum unter Po-
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Abb. 4  a—c Transmissionselektro-
nenmikroskopische Ansicht von
anormalem Hornhautstroma,

b maBig koaguliertem Stroma (ent-
sprechend dem Zentrum der Lasion
in Abb. 1), c stark koaguliertem
Stroma (entsprechend dem Zentrum
der Lasion in Abb. 2). Der Ma3stab
reprasentiert eine Linge von 0,5 pm

larisationsmikroskopie dunkler als nor-
mal erscheint (Abb. 1b). Ein Teil der Form-
doppelbrechung bleibt erhalten, solange
die Fasern nicht v6llig desintegriert sind.
Der Fibrillenabstand in denaturierter
Hornhaut ist viel unregelméafiger als in
normaler Hornhaut (Abb. 4b). Diese Ran-
domisierung der Absténde fiihrt zu Bre-
chungsindexfluktuationen auf makro-
skopischer Ebene und somit dazu, daf§
die Hornhaut nicht mehr transparent ist,
sondern das Licht streut [3,20] (Abb. 1a).

Bei starker Koagulation geht die Fa-
serstruktur des Kollagens véllig verlo-
ren (Abb. 4c),und es bildet sich eine ge-
latineartige Substanz. Ohne Faserstruk-
tur gibt es aber keine Brechungsin-
dexvariationen mehr, und damit
verschwinden sowohl die Basis fiir die
Formdoppelbrechung als auch die Grund-
lage fiir die Streuung. Das Zentrum ei-

ner starken Lision erscheint daher un-
ter Polarisationsmikroskopie vollig dun-
kel (Abb. 2b) und verursacht lediglich
ein schwaches Streusignal im OCT-Bild
(Abb. 2a). Die elektronendichten Kon-
densate in der gelatinisierten Masse sind
allerdings ein Indiz dafiir, daf8 nach wie
vor einige wenige Streuzentren vorhan-
den sind - stark koagulierte Hornhaut
ist daher ebenso wie Gelatine nicht vol-
lig transparent. Im méflig koagulierten
inneren Randbereich der Lision ergibt
sich ein dhnliches Bild wie im Zentrum
der schwachen Lésion in Abb. 1. Ein OCT-
Signal ist auch im endothelseitigen Rand-
bereich unterhalb des stark koagulier-
ten Lasionszentrums vorhanden. Dies ist
ein Indiz dafiir, daf es sich bei der si-
gnalarmen Fldche im Ldsionszentrum
nicht um einen Abschattungseffekt durch
dartiberliegende stark streuende Struk-
turen handeln kann. Die Herkunft der
relativ starken Streuung nahe der Horn-
hautoberfliche im Zentrum des be-
strahlten Bereichs ist noch nicht voll-
standig verstanden. Moglicherweise sind
hier trotz Desintegration der Kollagen-
faserstruktur durch inhomogene Dehy-
drierung des stark koagulierten Stromas
weiterhin Brechungsindexfluktuationen
vorhanden.

Der 4uflere Randbereich der LTK-
Lésionen erscheint unter Polarisations-
mikroskopie heller als das normale Horn-
hautstroma (Abb. 1b, 2b). Dieses Phino-
men ist wahrscheinlich darauf zuriick-
zufiihren, dafl durch leichte thermische
Verdnderungen der Kollagenmolekiile
im Randbereich vermehrt Sirius-Rot-
Farbstoffmolekiile gebunden werden kén-
nen, wihrend die natiirliche Kollagen-
doppelbrechung weitgehend intakt bleibt
[2]. Durch die parallele Orientierung der
doppelbrechenden Farbstoff- und Kol-
lagenmolekiile wird die nattirliche Dop-
pelbrechung verstarkt. Das OCT-Signal im
dufleren Randbereich der Lisionen ist
stiarker als im normalen Stroma, was auf
verstdrkte Lichtstreuung schlieflen 1483t.
Der histologisch deutlich sichtbare Uber-
gang zwischen dem dufleren und inne-
ren Randbereich der Lédsion konnte mit
OCT nicht eindeutig identifiziert wer-
den.

Die mittels OCT gemachten Beob-
achtungen zur Streuung in LTK-Lésio-
nen wurden durch das Spaltlampenbild
verifiziert (Abb. 3). Die Spaltlampe lie-
fert zwar dhnliche Information wie das
OCT-Bild der Hornhaut, erfordert aber ei-



nen schriagen Einblick auf den Licht-
schnitt. Nur bei einem bekannten und
standardisierten Betrachtungswinkel eig-
net sie sich zur quantitativen Analyse von
LTK-Lisionen. Das OCT-Bild stellt einen
senkrechten Schnitt durch die Hornhaut
dar und liegt sofort in digitalisierter Form
vor. Mittels OCT lassen sich daher leich-
ter eine morphometrische Analyse der
Lisionen sowie eine Analyse von Ande-
rungen der Hornhautdicke durchfithren
als mit der Spaltlampe.

Die OCT liefert zwar weniger de-
taillierte Information als ein histologi-
scher Schnitt, doch ist sie nicht invasiv
und fiithrt zu keinen Priparationsarte-
fakten, die die Hornhautdicke verindern.
Sie erlaubt daher eine recht gute Ver-
laufskontrolle und -dokumentation der
Hornhautveranderungen nach LTK.

SchluBfolgerungen

Die Ergebnisse unserer Analyse kénnen
dazu benutzt werden, um ein Feedback-
System zur Online-Steuerung fiir die La-
serthermokeratoplastik zu entwickeln.
Der klinisch erwiinschte Effekt der Horn-
hautkontraktion tritt auf, wenn sich die
Kollagenmolekiile verkn4ueln und zu-
sammenziehen, aber noch durch kova-
lente Bindungen miteinander verbunden
bleiben [1,13]. Dies ist nur bei einer mo-
deraten Koagulation der Fall. Wenn bei
hoherer Temperatur die kovalenten Bin-
dungen aufgebrochen werden und sich
die Faserstruktur auflost, relaxiert das
Gewebe wieder [1,17]. Wir haben gezeigt,
dafl dies mit einem Nachlassen der Streu-

ung einhergeht. Es bietet sich daher an,
zur Erzielung einer fiir die LTK optima-
len Koagulation das Maximum der Licht-
streuung zu detektieren und den Laser
abzuschalten, wenn dieses Maximum ge-
rade {iberschritten wird.
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