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1 Zusammenfassung

HINTERGRUND UND ZIEL: Unverstarkte Femtosekundenlaser mit
Pulsenergien im nJ-Bereich bieten neue Perspektiven in der retinalen
Mikrochirurgie. Gewebe wird mit aullerst hoher Prazision geschnitten,
ohne die Gewebeoberflache zu schadigen. Femtosekundenlaser kdnnen
daneben auch in einem zerstorungsfreien Bildgebungsverfahren
angewendet werden (optische Tomographie). Im Hinblick auf die
zukunftige klinische Netzhautchirurgie wurde eine Methode erforscht, die
eine Kombination von schnellem Netzhautabtrag und einer zeitnahen
hochprazisen Bildgebung mit identischen Lasersystemen darstellte.
MATERIALIEN UND METHODEN: Zwei unverstarkte nahe-Infrarot
Titan:Saphir-Laser (80 MHz und 90 MHz) wurden verwendet, um
Netzhautproben aus Schweineaugen bei 760 nm bzw. 800 nm
Wellenlange zu bestrahlen. Fur intraretinale Gewebeabtragung und
Bildgebung wurde der Laserstrahl in zwei  Multiphotonen-
Laserscanningmikroskope eingekoppelt. Zusatzlich wurden bestrahlte
Gewebeproben lichtmikroskopisch, transmissions- und
rasterelektronenmikroskopisch untersucht.

ERGEBNISSE: Gewebeabtrag in der Nervenfaserschicht wurde bei
Leistungen zwischen 80 mW wund 195 mW erzielt. Kontrollbilder
(Transmission, Reflektion, Autofluoreszenz) wurden innerhalb von
Sekunden vor und nach dem Gewebeabtrag mit Leistungen unter 2 mW
erstellt. Retinale Schadigung wurde oberhalb einer Pulsenergie von 0,16
nd ermittelt. Die Laserscanning- und Elektronenmikroskopie zeigte beim
laserinduzierten Gewebeabtrag nur geringe Kollateralschaden.
ZUSAMMENFASSUNG: Unverstarkte Femtosekundenlaser mit
Pulsenergien im nJ-Bereich konnen zum prazisen Gewebeabtrag in
Netzhautgewebe verwendet werden. Hochauflosende Multiphotonen-
Laserscanningmikroskopie  ermoglicht  zerstérungsfreie  Bildgebung

innerhalb  von Sekunden vor und nach dem Gewebeabtrag. Die



Kombination von Bildgebung und Abtrag macht die
Laserscanningmikroskopie zu einer vielversprechenden Anwendung fur
die retinale Mikrochirurgie. Die vorliegenden Ergebnisse tragen zur
Entwicklung eines klinischen Systems bei, welches retinale Diagnostik und

Chirurgie miteinander verbindet.

1 Abstract

RETINAL IMAGING AND ABLATION WITH FEMTOSECOND LASER
PULSES

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Non-amplified femtosecond lasers
with nJ pulse energies offer new perspectives for retinal microsurgery.
Tissue is cut at extremely high precision and without manipulation of the
tissue surface. Besides, femtosecond lasers can be used for non-contact
imaging (optical sectioning). With respect to future clinical retinal surgery,
the combination of fast retinal ablation and time-close imaging at high
precision with identical laser devices was investigated.

MATERIALS AND METHODS: Two non-amplified near infrared
Titanium:Sapphire lasers (80 MHz and 90 MHz) were used to irradiate
retinal specimens of porcine eyes at 760 nm and 800 nm wavelength,
respectively. The laser beam was coupled to two multiphoton laser
scanning microscopes for intraretinal imaging and tissue ablation. In
addition, irradiated tissue samples were subjected to light microscopy,
transmission and scanning electron microscopy.

RESULTS: Ablation of the nerve fiber layer was performed at powers of
80 mW to 195 mW. Control images (transmission, reflection,
autofluorescence) were acquired within seconds before and after ablation
at powers below 2 mW. A retinal damage was found above a pulse energy
of 0.16 nJ. Only minimal collateral tissue damage was shown with laser

scanning and electron microscopy.



CONCLUSIONS: Non-amplified femtosecond laser pulses at nJ pulse
energies can be applied for precise ablation of retinal tissue. High
resolution multiphoton laser scanning microscopy offers non-contact
imaging within seconds before and after ablation. By combination of
imaging and ablation, laser scanning microscopy is a promising tool for
retinal microsurgery. The results of this study contribute to the
development of a clinical system which can combine retinal diagnostics

and surgery.



2 Einleitung

2.1 Lasereingriffe am Auge

Die Ophthalmologie war die erste medizinische Fachrichtung, in der die
Lasertechnologie zur Anwendung kam. Heute ist es schwierig geworden,
das Ausmald zu uberblicken, in dem in diagnostischer und therapeutischer
Absicht am Auge Laserstrahlung genutzt wird. Laser bieten hierbei eine
Prazision, die anderen Technologien oft uberlegen ist. Hunderttausende
ophthalmologischer Patienten unterziehen sich jahrlich in Deutschland
einer Laserbehandlung. Abgesehen von Behandlungen der Netzhaut
liegen die haufigsten Verwendungsmoglichkeiten in der Glaukom- und
Hornhautchirurgie, beispielsweise im Laserabtrag von Hornhautgewebe
zur Behandlung der Kurzsichtigkeit (LASIK). Lasertechnik ist in der
Retinologie vor allem in der photodynamischen Therapie der
altersbedingten Makuladegeneration und der Sekundarpravention von

Netzhautabldésungen und diabetischen Neovaskularisationen im Einsatz.

In der Vvitreoretinalen Chirurgie spielen Laser bisher eine sehr
untergeordnete Rolle. Hochprazise Eingriffe wie Retinotomien oder die
Entfernung epiretinaler Membranen (macular puckers) werden mit
JLraditionellen Intrumenten wie Scheren, Pinzetten und Haken [BOPP
2005] im Rahmen einer Vitrektomie durchgefuhrt, bei der der Glaskorper
entfernt wird. Die Genauigkeit des Eingriffs hangt neben der manuellen
Fertigkeit des Chirurgen auch von der Grof3e und Ergonomie der
Instrumente ab. Variable Schnitttiefen und -breiten, Glaskorperblutungen
und traktionsbedingte Netzhautablosungen sind schwerwiegende und
relativ haufige Komplikationen und Nachteile, welche die Sehstarke
irreversibel vermindern konnen. Eine Unterstutzung des Operateurs durch
Laser konnte helfen, die Prazision zu verbessern und die Komplikationen

Zu verringern.
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2.2 Laser-Gewebe-Wechselwirkungen

Jede Laserbestrahlung uber einem spezifischen Schwellenwert kann
einen Effekt in retinalem Gewebe auslosen. Die Absorption von Laserlicht
wird im Auge im Wesentlichen durch Wasser, Strukturproteine und
Pigmente bestimmt. Die Effekte werden durch Parameter des Laserstrahls
definiert, wie Leistungsdichte (Intensitat), Belichtungszeit (Pulslange),
Energiedichte, Pulsenergie und Wellenlange; aulRerdem durch
Eigenschaften des bestrahlten Gewebes, wie Absorptionskoeffizient und
Warmeleitfahigkeit (Konduktivitat). = Photochemische Reaktionen sind
chemische Interaktionen zwischen Licht und Makromolekulen. Im Prozess
des ,Photobleaching® konnen Photonen die Fluoreszenzfahigkeit von
Fluorophoren verringern. Die Photokoagulation verursacht eine
Zellnekrose durch irreversible thermische Denaturierung von Proteinen,
wenn Licht lokale Gewebetemperaturen Uber ca. 330 K anhebt. Bei der
Photoablation dagegen vermag UV-Bestrahlung genug Energie
aufzubringen, um Molekularbindungen in organischen Verbindungen
aufzutrennen. Gewebefragmente konnen damit ohne Nekrose gelost
werden [NIEMZ 2003]. Bei Lichtintensitaten im Bereich von GW-TW/cm?
bestimmt der optische Durchbruch (optical breakdown) die Laser-Gewebe-
Wechselwirkungen. Wenn der materialspezifische Schwellenwert der
Intensitat im Fokus Uberschritten wird, fuhrt eine plotzliche lonisierung des
Gewebes (insbesondere des Gewebewassers) zu einem Mikroplasma mit
thermischer Elektronenrelaxation [VOGEL et al. 2003]. Die rasche
Plasmaexpansion mit GPa-Schockwellen zerreilt das Gewebe
(Photodisruption). Die initial entstandenen Gasblasen verkleinern sich
durch Plasmaabkuhlung und Ruckstellkrafte des umgebenden Gewebes.
Optischer Durchbruch und Photodisruption sind Mittel, durch die Gewebe
manipuliert werden kann. In wassrigen Medien (zu denen auch die Retina
gehort) kann sich hierbei eine bestandige Kavitationsblase bilden, die nicht
vollstandig kollabiert. Die Blasen bleiben unter bestimmten Umstanden

bestehen und konnen einen Schnitt bilden, wenn sie aneinander gereiht
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werden [VOGEL et al. 1994].

2.3 Laser und Retina

Von Beginn an wurden die jeweils aktuellen Lasertechniken konsequent in
der Retinologie angewendet: Bereits ein Jahr, nachdem der erste Laser
vorgestellt worden war, wurde nach dem Prinzip der Photokoagulation mit
einem Rubinlaser ein retinaler Tumor erfolgreich therapiert [KOESTER et
al. 1962]. Das gleiche Vorgehen nutzten in den 1960er und 1970er Jahren
Argonlaser [L'ESPERANCE 1969; COSCAS et al. 1977], auch fur die
Koagulation von diabetischen Retinopathien und Netzhautablosungen.
Analog wird heute der frequenzgedoppelte Nd:YAG Laser verwendet
[BANDELLO et al. 1996; DESMETTRE et al. 2006].

Retinaler Gewebeabtrag wurde zuerst im Kontext der Behandlung
diabetischer Retinopathien diskutiert [FRANCOIS et al. 1975], obwohl erst
der Erbiumlaser die kontrollierte Photoablation ermoglichte. Klinische
Studien mit Erbium:YAG Lasern zeigten, dass der Abtrag von
Netzhautgewebe mit dem Vorteil einer relativen Selektivitat und
kontinuierlichen Durchtrennungen (,Schnitten®) im Gewebe moglich ist
[D'AMICO et al. 1996]. Auch konnte man bereits in vitro bestimmte retinale
Gewebeschichten mit hoher Prazision abtragen [HOERAUF et al. 2003].
Ein Abtrag unter 4 pym Grolle wurde erzielt, jedoch mit thermischen
Veranderungen in bis zu 70 pum Entfernung. Alternativ wurden
Netzhautdissektionen mit dem Excimerlaser durchgefuhrt. Der Abtrag
bedurfte jeweils einer zusatzlichen visuellen Kontrolle. Das jungst
vorgestellte pulsed electron avalanche knife, das mit einem dichten
Elektronenfeld statt Laserphotonen arbeitet, konnte daneben noch einen
vollig anderen Weg zur Dissektion moglich machen [PRIGLINGER et al.
2005]. Mit keiner der genannten Techniken war es jedoch maoglich,
Gewebe innerhalb einer morphologischen Netzhautschicht, zum Beispiel

in der Nervenfaserschicht (NFL), abzutragen. Die Prazision war hierzu zu
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gering bzw. der Kollateralschaden sehr hoch.

2.4 Femtosekundenlaser

Die neueste kommerzielle, fur ophthalmologische Zwecke lieferbare
Lasertechnologie ist der Femtosekundenlaser (fs-Laser), der sog.
ultrakurze Pulse von 107" s bis 107"° s Lange abgibt. Klinisch haben sich
fs-Laser bereits in der refraktiven Chirurgie bewahrt; sie zeichnen sich
durch sehr hohe Prazision mit geringen Nebeneffekten aus
[HEISTERKAMP et al. 2003]. 1999 wurde die erste ,only-laser‘-LASIK
(,femto-LASIK*) an einem Patienten durchgefuhrt. Bei dieser wurde der
Hornhautflugel (Flap) als Zugang zum Hornhautstroma mit einem fs-Laser
geschnitten [TOUBOUL et al. 2005]. Es wird diskutiert, ob dieses
Verfahren dem  mechanischen Zugang zum  Hornhautstroma
(Mikrokeratom) uberlegen ist [LIM et al. 2006; RODRIGUEZ et al. 2007].
Der eigentliche Gewebeabtrag im Stroma geschieht durch den
Excimerlaser. Ein weiterer experimenteller Ansatz untersucht, ob sich
intrastromales Gewebe direkt, ohne Schneiden eines Flaps abtragen lasst.
Ein solches Verfahren konnte mogliche Risiken minimieren, die beim
Schneiden des Flaps auftreten, z.B. Perforation mit Flapverlust. Auch eine
verbesserte Wundheilung ist vorstellbar. Diese Methode ist nicht in
klinischer Routine, aber Gegenstand jungerer Studien [HAN et al. 2004;
KRAUSE et al. 2004; MELTENDOREF et al. 2007]. Im Bereich der Retina
werden fs-Laser schon zur Bildgebung mit hochaufldsender optischer
Koharenztomographie (HR-OCT) eingesetzt [KO et al. 2004], wahrend sie
bisher noch nicht zum Gewebeabtrag oder zum Schneiden eingesetzt
wurden. Mogliche Auswirkungen von fs-Lasern auf die menschliche Retina
lieRen sich bereits bei Unfallen in Wissenschaft, Industrie und militarischen
Anwendungen beobachten (z.B. unbeabsichtigter Blick in
Vermessungsgerate) [COOPER et al. 2004]. Schwere Netzhautschaden
wurden auch vereinzelt bei Patienten beobachtet, die sich einer femto-
LASIK unterzogen hatten [PRINCIPE et al. 2004]. Systematische in vivo-
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Studien uber die Interaktion von fs-Pulsen mit der (Saugetier-) Retina sind
bis heute jedoch selten [THOMAS et al. 2002; CAIN et al. 2005].

Die fs-Laser, die heute in der experimentellen und klinischen
Ophthalmologie weitgehend angewendet werden, emittieren verstarkte
Pulse mit Pulsenergien zwischen 100 nd und 100 pJ. Unverstarkte fs-
Laser mit einigen wenigen nJ Pulsenergie sind noch keine klinische
Routine, sie stehen aber im Mittelpunkt der aktuellen Forschung [HILD et
al. 2005; WANG et al. 2007].

2.5 Multiphotonen-Laserscanningmikroskopie

Bevor ultrakurze Laserpulse ein Mittel medizinischer Anwendungen
wurden, haben sie bereits eine wichtige Rolle in den life sciences”
gefunden. Winfried Denk entwickelte mit der Multiphotonen-
Laserscanningmikroskopie (MLSM) die eigentliche Grundlage der
vorliegenden Arbeit [DENK et al. 1990]. Er kombinierte die ursprunglich
von Minsky entwickelte Form der Scanningmikroskopie, die konfokale
Scanningmikroskopie [MINSKY 1988], mit der Multiphotonenanregung
durch fs-Laser. Die Multiphotonenanregung macht sich das Konzept der
spateren Nobelpreistragerin Goppert-Meyer zu Nutze, dass die simultane
Absorption (innerhalb 10" s) von zwei Photonen der doppelten
Wellenlange (bzw. halben Energie) ein Fluorophor in gleicher Weise zur
Emission anregen kann wie ein einzelnes Photon der einfachen
Wellenlange (bzw. einfachen Energie) [GOPPERT-MAYER 1931].

Die simultane Absorption von zwei Photonen wird mit steigender
Photonenflussdichte wahrscheinlicher. Flur die Multiphotonenanregung ist
eine Photonenflussdichte von (iber 10** Photonen/cm? notwendig; dies
entspricht Leistungsdichten von GW/cm? [KONIG 2000]. Solche
Leistungsdichten werden von fs-Lasern, die im nahen Infrarotbereich (NIR)

von 700 nm bis 1200 nm emittieren, erreicht. Dieser Spektralbereich ist fur
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die Untersuchung an lebenden Geweben &auflerst glnstig. Zum einen
reicht die Energie von NIR-Photonen nur im Fokus zur Emissionsanregung
aus; so wird unter Schonung angrenzender Gewebebereiche eine hohe
raumliche Auflosung erzielt. Zum anderen sind biologische Gewebe
gerade fur diesen Spektralbereich aullerst transparent (,optisches
Fenster®). Die konfokale Laserscanningmikroskopie liefert Schnittbilder
aus unterschiedlichen Gewebetiefen, auch von Proben, die fur die
~konventionelle® Lichtmikroskopie zu dick sind. Der Fokus muss also nicht
an der Oberflache der Probe, sondern kann auch tiefer liegen. Der
Laserstrahl wird durch die Objektivlinse beugungsbegrenzt in einem etwa
1 um® groRen Volumen fokussiert und rasterférmig in einer Fokusebene
Uber bzw. durch die Probe gefiuhrt (Rasterscanning). Die von der Probe
emittierte Fluoreszenz und reflektiertes Laserlicht werden vom Objektiv
wieder aufgenommen und mit Strahlaufteilern aufgetrennt. Licht von
aulRerhalb des Fokus wird durch die Lochblende (Pinhole) eliminiert, das
ubrige wird von einem Photomultiplier (PMT) aufgenommen. Daraus
berechnet ein Computermodul das Bild. Im Gegensatz zur konfokalen
Laserscanningmikroskopie verzichtet die MLSM auf das Pinhole, da sich
die Anregung ohnehin nur in einem raumlich begrenzten Fokus ereignet
und kein Streulicht entsteht [DENK et al. 1990]. Trotz der hohen
Photonenflussdichte Uberschreitet ein eventueller thermischer oder
photochemischer Schaden die fokussierte Zielregion nicht, da
Pulsenergien und Durchschnittsleistungen gering gehalten werden.

Allerdings ist dafur das Photobleaching im Fokus wahrscheinlicher.

Durch die Abbildung einer Sequenz mehrerer Fokusebenen senkrecht zur
optischen Achse erhalt man eine ,optische Tomographie®, deren einzelne
Schnittbilder auch zu einem 3D-Bild, einer ,virtuellen Biopsie“ berechnet
werden konnen [STRAUB et al. 2000] [PADDOCK 2002]. Weder Farben
noch Fixieren, noch eine andere Bearbeitung der Probe sind prinzipiell fur
diese Methode erforderlich. Mit diesen Eigenschaften bietet die MLSM
weitgefacherte Diagnostikmoglichkeiten, z.B. in der Gendetektion [KONIG
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et al. 2000] oder im Pharmakonscreening [STRACKE et al. 2006]. Klinisch
wird in der Diagnostik dermaler Neoplasien getestet, wie die MLSM
praktische Vorteile gegenuber der konventionellen Biopsiegewinnung mit
Histologie haben kénnte [KONIG et al. 2003].

NIR-Strahlung uber bestimmten Schwellenwerten birgt die Gefahr, zum
Zelltod zu fihren [KONIG et al. 1995] oder in zelluldre
Steuerungsmechanismen, z.B. zur Reproduktion [SQUIRRELL et al. 1999;
OEHRING et al. 2000] und Apoptose [TIRLAPUR et al. 2001] einzugreifen.
Gravierende Zellschaden an lebenden Geweben sind oberhalb einer
Bestrahlung von 2,5 mW-10 mW zu erwarten [KONIG et al. 1997; TAN et
al. 1999; HOPT et al. 2001]. In vivo-Untersuchungen durfen daher diese

Leistungen nicht Uberschreiten.

2.6 Mikrochirurgie mit fs-Lasern

Gewebeabtrag und Kavitationsblasenbildung, die einem optischen
Durchbruch folgen, konnen als Mittel fur die Mikrochirurgie genutzt
werden. Bei ausreichend tiefer Fokussierung entstehen Lasionen, die
komplett von Gewebe umgeben sind. Abhangig von der Strahlfuhrung
lassen sich unterschiedliche Geometrien herbeifuhren, z.B. linien- und
flachenformige Lasionen (,Schnitte“, ,Dissektionen®). Konig et al.
erreichten mit unverstarkten fs-Pulsen Schnittbreiten unter 100 nm in
luftgetrockneten humanen Chromosomen und Schnittbreiten unter 200 nm
in humanen Erythrozyten mit einem Mikroskopaufbau, der dem der
vorliegenden Studie dhnlich war [KONIG et al. 1999; KONIG et al. 2001].
Die gewahlten Wellenlangen lagen hier zwischen 760 nm und 840 nm. In
der Cornea konnten in vitro Linien mit Breiten unter 1 ym geschnitten
werden [KONIG 2003]. In diesen Studien wurden auRerhalb des -
beabsichtigt - abgetragenen Gewebes keine Kollateralschaden
beobachtet. Der Ubergang von der Zone des Abtrags zu intaktem Gewebe

war stufenlos.
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Bis heute werden in vivo-Schwellenwertexperimente mit Lasern im Auge
durch Ophthalmoskopie, Fundusfotographie und -angiographie kontrolliert.
Diese Verfahren konnen Lasionen der oben beschriebenen Experimente
jedoch nur eingeschrankt beurteilen, da ihre Auflosung zu gering ist [CAIN
et al. 2005]. In vitro dagegen ist die klassische Histologie bei der
Darstellung kleinster Lasionen etabliert, kann aber in vivo, z.B. zur
Verlaufskontrolle bei Tierversuchen, nicht eingesetzt werden. Mit MLSM
hingegen lasst sich lebendes Gewebe unbeschadet untersuchen. Dies
geschieht mit einer Auflosung, die auch Lasionen im Mikrometerbereich

wiedergeben kann.
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2.7 Zielsetzung der Arbeit

Die Schnittprazision und die Moglichkeiten der Bildgebung, die fs-Laser
bieten, sind auch fur Anwendungen in der Retina von gro3em Interesse.
Gegenstand der vorliegenden Dissertation war die Untersuchung der
Interaktion von fs-Lasern mit retinalem Gewebe, und dabei die MLSM
sowohl zur Bildgebung als auch zum Abtrag von Gewebe einzusetzen. In
Hinblick auf klinische Anwendungen in der vitreoretinalen Chirurgie waren
die Maoglichkeiten der Bildgebung, Prazision des Gewebeabtrags und
potentielle Gewebeschaden von Relevanz. Fur die vorliegende Arbeit
wurde ein in vitro-Netzhautmodell entwickelt. Netzhautgewebe sollte
mittels der MLSM nicht nur manipuliert bzw. abgetragen werden, sondern
mit der gleichen technischen Einrichtung auch davor und danach zeitnah
abgebildet werden. Anlehnend an derzeitige Methoden der vitreoretinalen
Chirurgie war das Ziel angestrebt, moglichst kleine Schnitte mit geringer
Beteiligung des angrenzenden Gewebes durchzufuhren. Die mit Laser
bestrahlten Gewebeproben sollten histologisch und

elektronenmikroskopisch kontrolliert werden.



18

3 Material und Methoden

3.1 Laser- und Mikroskopaufbau

Zwei Festkorper-Femtosekundenlaser, kommerziell erwerbliche
,SchlUusselfertige” Systeme, und zwei Laserscanningmikroskope wurden
als Laserscanningsysteme zur Mikroprozessierung genutzt. Die Systeme
wurden vom Fraunhofer IBMT Institut fur biomedizinische Technik, St.

Ingbert, zur Verfugung gestellt.

Der Laserstrahl wurde von zwei kompakten Titan:Saphir-Laserquellen,
Klasse IV-Laser nach DIN EN 60825-1, abgeleitet:

(A) Chameleon und
(B) Vitesse (Coherent, Santa Clara, CA, USA).

Es handelte sich um sogenannte unverstarkte fs-Laser mit Pulsenergien
im nJ-Bereich. Die Strahleigenschaften ermdglichten die Anwendung der
Multiphotonen-Laserscanningmikroskopie. Nach Strahlaufweitung im
Verhaltnis 1:3 durch ein galileisches Teleskop und Transmission durch
einen Neutralstrahlaufteiler wurde der Laserstrahl ohne Pulskompression
in ein modifiziertes, invertiertes konfokales Laserscanningmikroskop

gekoppelt:

(A) Femtocut (JenLab, Jena - basierend auf Zeiss LSM 410 -) und
(B) LSM 510 (Carl Zeiss, Jena).

Die Laserexpositionszeit von 0,125 s bis 4 s konnte durch einen Shutter
Controller (Melles Griot, Carlsbad, CA, USA) exakt vorbestimmt werden.
Technische Informationen sind in den Tabellen 1 - 3 dargestellt, der

Strahlengang in Abb. 1 und 2. In den Mikroskopen lenkte ein Paar von
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galvanometrischen Spiegeln den Laserstrahl in zweidimensionaler (x/y)
Richtung ab, um punktformige Bestrahlung (spot scan), linienformige
Bestrahlung (line scan) und quadratformige Bestrahlung (square scan) zu

ermoglichen.

Das Femtocut (Abb. 3) beinhaltete einen Detektor fur NIR-
Transmissionsmikroskopie und einen Lichtverstarker (PMT) mit
justierbarem Pinhole als raumlichen Filter. Daneben konnten ein externer
PMT und eine Rot-grin-blau-Kamera (RGB-Kamera) an die Basis des
Mikroskops gekoppelt werden. Die Basis bot den Vorteil, Photonen mit
hoher Effizienz ohne Verlust durch Pinhole und Scannereinheit zu
detektieren. Der externe PMT wurde zur Autofluoreszenzbildgebung, die
Kamera zur Aufzeichnung von Filmen im Transmissionsmodus
angewendet. Die Reflektion wurde mit dem internen PMT gemessen. Die
schnellste Bildgenerierungszeit betrug 2 Bilder/s, die maximale Bildgrolie
512 x 512 Pixel, entsprechend 320 x 320 ym. Die Leistung am Objektiv
wurde durch einen externen Strahlabschwacher bestimmt. Ein
Computermodul ermoglichte die Steuerung der galvanometrischen

Spiegel, Festlegung der Bestrahlungsmuster und Bildgenerierung.

Das LSM 510 (Abb. 4) bestand aus dem Zeiss Axiovert 200
Laserscanningmikroskop und dem Zeiss META-Modul (Carl Zeiss, Jena).
Das System verfugte uUber integrierte Shutter und Strahlabschwacher. Im
META-Modul waren 4 PMTs zur Reflektions- und Fluoreszenzbildgebung
und ein 32-Kanal-Spektraldetektor zur Spektralanalyse installiert. Die
schnellste Bildgenerierungszeit betrug 5 Bilder/s, die maximale Bildgrolie
512 x 512 Pixel, entsprechend 230 x 230 uym. Ein Computermodul
ermoglichte die Steuerung der galvanometrischen Spiegel, die Festlegung
von Bestrahlungsmuster, Bestrahlungsleistung und -zeit sowie die

Bilderstellung und -weiterverarbeitung.

In beiden Mikroskopen wurde ein Zeiss Neofluar 40 x (Carl Zeiss, Jena)
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Objektiv mit einer numerischen Apertur von 1,3 und einem Arbeitsabstand
von 200 uym zur Fokussierung verwendet. Beide Mikroskope hatten einen
Standardobjektivtisch mit Aufnahme fur eine runde Zellkammer (MiniCEM,
JenlLab, Jena) und einen piezogesteuerten Feintrieb, der es ermoglichte,
mit 40 nm-Schritten bis in 200 um Probentiefe zu fokussieren. Mit dem
Femtocut wurden Transmissions-, Reflektions- und
Autofluoreszenzaufnahmen erstellt, mit dem LSM 510 Reflektions- und
Autofluoreszenzaufnahmen. Die Mikroskope verfugten auch Uber die
Maoglichkeit zur konventionellen Lichtmikroskopie, z.B. bei der erstmaligen
Grobeinstellung der Probe. Die Bildgenerierung begann mit einer
selbstgesteuerten Kontrasteinstellung. Dann wurde die Fokusebene
dargestellt (Abb. 5). Der Obijektivtisch konnte wahrend des Scannens in
der horizontalen Ebene bewegt werden, sodass interessante
Probengebiete schnell unter kontinuierlichem Laserscanning einer

genaueren Untersuchung zugefuhrt werden konnten.

Die effektive Leistung am Objektiv wurde durch einen Leistungsmesser
(Fieldmaster, Coherent, Carlsbad, CA, USA) unmittelbar vor jedem
Versuch bestimmt. Die Strahlfokussierung am Objektiv wurde mit Hilfe von
Latexkorperchen (6 um) justiert. Die Pulslange am Objektiv betrug 160 fs
(Vitesse) bzw. 186 fs (Chameleon).

3.2 Praparation, Bestrahlung und Fixierung der Proben

Fur die vorliegende Arbeit wurde ein in vitro Modell von isolierter
neurosensorischer Schweineretina entwickelt. Unter allen Haustieren ist
die Retina des Schweines in GroRe und Physiologie der menschlichen am
nachsten [ADAMS 1988]. Frisch enukleierte Schweineaugen von einem
ortlichen Schlachthof wurden direkt nach der Schlachtung in gekuhltem
(278 K) Zellmedium (D-MEM?, Gibco, Paisley, GB) aufbewahrt. Der Bulbus

T Dulbecco’s Modified Eagle Medium, mit 4500 mg/l Glukose, 200mM GlutaMAX-II, ohne
Pyruvat, pH = 6,96
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wurde innerhalb einer Stunde nach Enukleation mit einer gebogenen
Hornhautschere eroffnet, und der Glaskorper wurde vorsichtig mit einem
Wattetupfer entfernt. Retinaproben wurden in einem Gebiet von maximal 4
Papillendurchmesser Abstand von der Papille mit einem 7,5 mm
Hornhauttrepan vom Bulbus getrennt. Im Zellmedium wurde die Probe
vom Rand her mit einer Pinzette vorsichtig abgelost und mit der
Nervenfaserschicht nach unten auf einem Glasobjekttrager aufgebracht,
der als Boden der MiniCEM Zellkammer fungierte. Die Zellkammer wurde
luftdicht verschlossen, um das Verdunsten des Zellmediums bzw.
Austrocknen der Probe zu verhindern. Die Retina haftete in der
Zellkammer auf einem 2 ym bis 5 ym dunnen Film des Zellmediums. Die
Zellkammer wurde zur Bestrahlung uber dem Objektiv platziert.
Unmittelbar nach Abschluss der Probenbestrahlung wurde bei Proben, die
zur weiteren histologischen Untersuchung bestimmt waren, die Fixierung
durchgefiihrt. Hierbei wurde gekiihite (278 K) klinische Fixierldsung*
(Zentrum fur Elektronenmikroskopie, Homburg) durch eine Kandule in die
Zellkammer gegeben, und anschlie3end die Probe in einem Glascontainer
der Weiterbehandlung zugefuhrt. Die Bestrahlungszeit jeder Probe
uberschritt nicht 10 min, die gesamte Prozedur von der Bulbuseroffnung

bis zur Fixierung dauerte nicht langer als 20 min.

3.3 Laserscanningmikroskopie

Mit der Lichtmikroskopfunktion der Laserscanningmikroskope wurde die
retinale Nervenfaserschicht (NFL) eingestellt. Ab diesem Zeitpunkt wurde
die Bildgebung durch Laserscanningmikroskopie angewendet. Das
Grundprinzip wurde bereits in Kapitel 2.5 beschrieben. Ein square scan
mit Registrierung der folgenden Reflektion, Transmission oder
Autofluoreszenz diente der Bilderstellung. Es waren die Stellen der Probe

von Interesse, die eine hohe Dichte an Nervenfaserblindeln aufwiesen.

* Kiinische Fixierldsung, mit 1 % Glutaraldehyd, 1 % Formaldehyd, 0,1 % Pikrinsaure
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Nach Fokussierung der oberflachlichen Gewebeschicht (z = 0 um) konnte
die Gewebetiefe jeweils bestimmt werden. Der Abstand zwischen Objektiv
und Probe wurde danach in Mikrometerschritten verringert, d.h. der Strahl

wurde in tiefere Gewebeschichten fokussiert.

3.4 Reflektion, Transmission und Autofluoreszenz

Die detailreichste Information zur Morphologie lieferten
Reflektionsaufnahmen (reflektiertes Licht aus der Fokusebene), verglichen
mit Transmissionsaufnahmen (Transmission durch die gesamte Probe)
und Autofluoreszenzaufnahmen (Fluoreszenz von Zellkomponenten nach
Laserbestrahlung ohne Zugabe eines Farbstoffes). Mit dem Femtocut
konnten in allen Proben die Komponenten der aul3eren Retina abgebildet
werden, insbesondere Nervenfaserschicht (NFL, Abb. 5),
Ganglionzellschicht (GCL, Abb. 6) und innere plexiforme Schicht (IPL,
Abb. 7) mit Leistungen unter 2 m\W und Bildgenerierungszeiten von 1 s fur
ein 320 x 320 ym Bild (Pixelzeit 1,95 ps). Bildgenerierungszeiten von 32 s
(Pixelzeit 62,4 pus) lieferten zwar eine hohere Auflosung, aber keine
zusatzliche morphologische Information. Als Kompromiss zwischen
Auflésung und schneller Bilderstellung wurde die Bildgenerierungszeit von
8 s (Pixelzeit 15,6 ys) in der Routine verwendet. Der Transmissionsmodus
wurde nur zur Bildgebung kurzzeitiger Effekte (s.u.) verwendet, weil dieser
Modus, wie ein konventionelles Lichtmikroskop, eine Uberlagerung aller
Probenschichten darstellte. Entsprechend dem Vorgehen beim Femtocut
wurde, mit Ausnahme der Transmission, die Bildgebung auch mit dem
LSM 510 durchgefuhrt. Die Eigenschaften der Bildgebung entsprachen

denen des Femtocut.
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3.5 Festlegung des Gewebeabtrags und anschlieBende Bildgebung

In einem line scan wurde der Laserstrahl auf einer Linie Uber die
Fokusebene gefuhrt. Steuerbare Variablen waren die Lange der Linie, die
Leistung des Laserstrahls, und die Bestrahlungszeit. Wenn nicht anders
erwahnt, betrug die Lange der Linie 320 ym beim Femtocut und 230 ym
beim LSM 510. Nachdem ein entsprechendes Gewebeareal dargestellt
worden war, konnte eine Linie mit dem Computermodul festgelegt werden.
Auf dieser Linie wurde der Laserstrahl ,geparkt®, und die Leistung wurde
angehoben. Oberhalb eines gewissen Leistungsniveaus, das oberhalb der
Leistung fur die Bildgebung lag, stellten sich Gewebeveranderungen ein,
die anschlielfend laserscanningmikroskopisch mit dem square scan
abgebildet werden konnten. Die manuelle Umstellung der Konfiguration fur
line scans und square scans am Femtocut nahm mindestens 4 s in
Anspruch. Aus diesem Grund konnte das erste Bild 4 s nach einem
vorausgegangenen line scan erstellt werden. Die Bildgenerierungszeit

betrug dann mindestens 1 s.

3.6 Berechnung von Distanzen und Volumina

Alle Bilder des Femtocut wurden neben der Software des
Steuerungsmoduls auch mit einem kommerziellen Grafikprogramm
(Microsoft Paint) analysiert, das mit der gleichen raumlichen Aufldsung
das Bild wiedergab, wie es vom LSM erstellt wurde. Auf Ebene einzelner
Pixel war bei bekannter Auflosung die Umrechnung in ym maoglich. Die
Methode wurde zur Berechnung von Blasenvolumina und Lasionsbreiten

verwendet.

Zur Berechnung von Blasenvolumina wurden Transmissionsbilder, zur
Berechnung von Lasionsbreiten wurden Reflektionsbilder erstellt. Um eine
objektive Beurteilung zu erlauben, wurde die Analyse der Lasionen auf

dem Bild nur in drei Sektoren von 30 um Breite (48 Pixel) durchgefuhrt, die
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gleichmaldig uber das Bild verteilt waren und 28 % des Gesamtbildes
bedeckten (Abb. 8). Die Sektoren verliefen senkrecht zu den Lasionen. In
jedem Sektor wurde pro Lasion eine Position ausgemessen. Nur Lasionen
in der NFL, die langer als 250 ym waren, wurden untersucht, wenn sie alle
drei Sektoren passierten und eindeutig sich als Lasion gegentber dem
Gewebe abzeichneten. Die Sektoren wurden festen Messpositionen
vorgezogen: Sie hatten den Vorteil, eine eindeutig ausmessbare Stelle zu
finden. Da die Lasionen auch Uberbelichtete Lumineszenzen aufwiesen,
die die Beurteilbarkeit einschrankten, hatte das Ausmessen vorher
festgelegter Positionen dazu gefuhrt, dass viele Lasionsbreiten nicht
hatten ausgemessen werden konnen, wenn gerade eine Lumineszenz auf

der Messposition gelegen hatte.

Die Variablen wurden als Mittelwert (+ Standardabweichung) bestimmt.
Fur die statistischen Berechnungen wurde ein Computerprogramm

verwendet (Microsoft Excel).

3.7 Histologie und Elektronenmikroskopie

Um Lasionen von line scans in einer folgenden histologischen und
elektronenmikroskopischen Aufarbeitung sicher wiederzufinden, wurden
am Rand der Probe grole Markierungslasionen mit dem Laser
aufgebracht. Aulierdem wurde zur Kontrolle eine Probe ohne line scans
untersucht. Eine weitere Probe wurde vor der Bestrahlung getrocknet. Die
Zellkammer blieb fur zehn Minuten gedffnet, damit das Wasser
verdunstete. Histologie und Elektronenmikroskopie wurden am Zentrum
fur Elektronenmikroskopie, Fachrichtung Anatomie, Universitatsklinikum

des Saarlandes, durchgefuhrt.

Die fixierten Proben wurden in Epon fur Semidunnschnitte (1 pm)
eingebettet. Die Schnitte wurden mit Richardsonblau angefarbt und mit

einem Lichtmikroskop beurteilt. Far die
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Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) konnten von den gleichen
Proben Ultradunnschnitte (70 nm) auf Kupfergrids gesammelt und
bleikontrastiert werden. Diese wurden mit einem FEI Tecnai G2 12 Biotwin
(FEI, Hillsboro, OR, USA) unter 100 kV Kathodenspannung untersucht

und fotografiert.

Proben fur die Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurden in 5 %
Glutaraldehydpuffer nachfixiert, mit Osmiumtetroxid angefarbt, dehydriert,
kritischer-Punkt-getrocknet und mit Platinsputtern beschichtet. Die Proben
wurden mit einem FEI Tecnai XL30 ESEM FEG (FEI, Hillsboro, OR, USA)

untersucht und fotografiert.

3.8 Untersuchung des Schwellenwerts fur Lumineszenzen als

Zeichen eines retinalen Schadens

In Vorversuchen des Autors konnten Gewebeveranderungen festgestellt
werden, als die Proben mit einer Leistung bestrahlt wurden, die Uber dem
Leistungsniveau der Bildgebung lag. Nach line scans, deren Leistung
unterhalb der fur den Gewebeabtrag lagen, aber oberhalb der fur die
Bildgebung, wurden im  Autofluoreszenzmodus Lumineszenzen
aufgezeichnet. Andere Untersuchungen [KONIG et al. 1996; KONIG 2003]
beschreiben ein Auftreten von Lumineszenzen im Zusammenhang mit
retinaler Schadigung. Daher wurde dieser Effekt mit dem LSM 510
verfolgt. Die Leistung fur die Bildgebung betrug 2 mW. Die Proben wurden
mit line scans (1 s, 230 ym) in einer Tiefe von 10 ym mit unterschiedlichen

Leistungen bestrahlt.

Die Applikation der line scans begann auf einem Leistungsniveau, auf dem
(nach Vorversuchen) die retinale Schadigung als sicher galt. Die Leistung
wurde dann mit jeder Probe schrittweise verringert. Nach jedem line scan
wurde mit einer Aufnahme im Autofluoreszenzmodus das Auftreten oder

Fehlen von Lumineszenzen registriert (Abb. 9). Die Begriff ,effektive
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Leistung 50“ (EL50) wurde definiert als Leistung, bei der mindestens 50 %

der line scans nachfolgend eine Lumineszenz zeigten.
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4 Ergebnisse

4.1 Bildgebung in der Nervenfaserschicht und Ganglienzellschicht

In stufenlos jeder Tiefe bis z = 80 ym konnte das untersuchte Gewebe
abgebildet werden (optische Tomographie). Dies umfasste bei der
Schweineretina NFL, GCL und IPL (Abb. 5, 6 und 7). Abbildungen der
NFL zeigten helle Reflektionen von Nervenfaserbundeln mit einer Breite
von 10 ym bis 40 pm, die sich in ihrer Lange Uber den gesamten
Bildausschnitt erstreckten. Diese wiesen in ihrem longitudinalen Verlauf
Partitionen mit geringerer Reflektion auf, welche die feineren
Unterteilungen der Faserbundel anzeigten. Zwischen den Faserblindeln,
wo die Mullerzellfortsatze zu erwarten waren, indizierte ein sehr geringes
Reflektionssignal die Abwesenheit von Gewebe (Abb. 5). Demgegenuber
lag in den Autofluoreszenzaufnahmen zwischen den Nervenfaserbundeln
die Zone hoherer Fluoreszenz, die das Vorliegen von Gewebe dagegen
anzeigte (Abb. 10). Die Raume zwischen den Bundeln enthielten auch
Areale ohne Fluoreszenz. Die Nervenfaserblindel selbst emittierten
geringe Fluoreszenz, verglichen mit dazwischen liegenden Raumen.
Sowohl im Reflektions- als auch im Autofluoreszenzmodus war eine klare
Abgrenzung der Nervenfaserbundel moglich. In allen Abbildungsmodi lag

die zur Bildgebung erforderliche Leistung bei hochstens 2 mW.

4.2 Retinaler Gewebeabtrag mit fs-Pulsen

4.2.1 Laserscanning-Bildgebung nach Gewebeabtrag

Im Transmissionsmodus wurden temporare Effekte dokumentiert. Die
Transmissionsbilder zeigten 5 s nach einem line scan runde, vollstandige

Signalausloschungen von unterschiedlicher Grole. Diese

Signalausloschungen zeigten Blasen an, die aus einem Medium
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bestanden, dessen Dichte wesentlich geringer war, als die des Gewebes,
also ein Gas(gemisch), an dessen Grenzlinie der Laserstrahl reflektiert
wurde. Die Mittelpunkte dieser Blasen waren auf der gescannten Linie
aufgereint (Abb. 11). In drei Versuchen wurde die Blasenbildung auch mit
der Kamera aufgezeichnet (Abb. 12). Dabei wurden Schockwellen
sichtbar, die sich von den Blasen ausbreiteten. Diese Effekte wurden als
kurzzeitig bezeichnet. Wahrend der Blasendurchmesser abnahm, wurden
im Gebiet der vorherigen Blasenausdehnung weitere
Gewebeveranderungen sichtbar, namlich Verdichtungen und Kavitationen
(Abb. 13). Verdichtungen lagen halbmondformig am Rand der
Kavitationen und hatten Anschluss sowohl an unverandert erscheinendes
Gewebe als auch an die Kavitationen. Die Kavitationen hatten grolere
Ausmalde als die Verdichtungen. Diese Effekte zeigten bei langerer
Beobachtung (5 min) keine weitere Veranderung und lieRen sich auch
wahrend der histologischen Aufarbeitung noch zuordnen. Sie wurden als

bleibende Effekte bezeichnet.

Im Vergleich zu einem Bild, das vor der Applikation von line scans erstellt
wurde, zeigten die Reflektionsaufnahmen nach line scans (5 s bis 5 min)
linienformige Veranderungen im Gewebe (Lasionen) entlang der
gescannten Linien, welche als dunkle Streifen stark reduziert reflektierten
(Abb. 14). Diese Lasionen selbst waren nur innerhalb der
Nervenfaserbundel sichtbar. Sie waren von punktformigen Lumineszenzen
durchsetzt. Diese erschienen uber den Verlauf der line scans gleichmalig
verteilt, auch aulRerhalb der Faserbundel. Gewebe, das unmittelbar an die
Lasionen angrenzte, zeigte im Vergleich zu den Aufnahmen vor
Durchfiihrung der line scans keine Anderung der Signalintensitat. Die
Abbildung des gleichen Gewebeausschnitts in Transmission und
Reflektion zeigte im Vergleich, dass die Positionen der beschriebenen
Lverdichtungen® in der Transmissionsaufnahme mit denen der
Lumineszenzen in der Reflektionsaufnahme Ubereinstimmten (Abb. 15).

Analog zur Reflektion zeigte die Autofluoreszenz eine kontinuierliche
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Signalreduktion entlang der gescannten Linie mit zusatzlichen
Lumineszenzen (Abb. 16). Das angrenzende Gewebe erschien in seiner
Autofluoreszenz nicht verandert. Eine Reduktion der elektronischen
Bildverstarkung zeigte, dass die Lumineszenzen den ,Verdichtungen® am
Rand von Kavitationen entsprachen. Die Uberlagerung von Bildern mit
verschiedenen Aufnahmetechniken zeigten, dass von den Kavitationen

selbst keine Fluoreszenz oder Reflektion ausging.

4.2.2 Zeitliche Analyse des abnehmenden Blasendurchmessers und
Analyse des Blasendurchmessers in Abhangigkeit von

Bestrahlungszeit und Leistung

Um die Abnahme der BlasengrofRe zu studieren, wurden 3 Proben mit line
scans fur 2 s (n = 2) und 5 s (n = 6) bei konstanter Leistung (P = 90 mW;,
Vitesse) in  konstanter Tiefe (z = 20 pupm) bestrahlt.
Transmissionsaufnahmen (Bildgenerierungszeit 1 s) wurden 5's, 10 s, 15
s und 20 s nach dem line scan durchgefuhrt (Abb. 17). Fur diese line
scans wurden relativ lange Bestrahlungszeiten gewahlt, um grof3e Blasen
zu produzieren, die moglichst lange zu beobachten blieben. Von 60
Blasen, die 5 s nach den 5 s dauernden line scans registriert wurden,
verblieben 19 (31,7 %) auch nach 20 s. Von 31 Blasen, die 5 s nach den 2
s dauernden line scans registriert wurden, verblieben nach 20 s noch 1
(3,2 %; Tab. 4). Die Blasenvolumina 5 s line scans wurden berechnet und
fur jeden line scan summiert (Tab. 5). Die Blasen, die hierbei noch nach
20 s nicht kollabiert waren (n = 19), zeigten im Verlauf (5 s bis 20 s nach
Bestrahlung) eine Volumenreduktion um 82 % (Tab. 6, Abb. 18). Eine
Probe wurde mit line scans (n = 4) mit konstanter Leistung (P = 85 mW;
Vitesse) und unterschiedlichen Bestrahlungszeiten bestrahlt (Tab. 7, Abb.
19). Nach 5 s wurden beim 0,5 s line scan keine Blasen gefunden, die
ubrigen line scans zeigten jeweils 6 bis 8 Blasen, deren Volumen mit der
verlangerten Bestrahlungszeit zunahm. Die Verlangerung der Bestrahlung

um den Faktor 4 verursachte ein 19fach erhohtes
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Blasendurchschnittsvolumen.

Eine weitere Probe wurde analog mit line scans (n = 4) mit konstanter
Bestrahlungszeit (t = 5 s; Vitesse) und unterschiedlichen Leistungen
behandelt (Tab. 8, Abb. 20).

4.2.3 Lasionsbreite in Abhangigkeit von Leistung und Zeit

In 6 Proben wurden 409 line scans analysiert. Von 1229 Messpunkten
konnten 1029 beurteilt werden (83,7 %). 5 Proben (Chameleon: n = 3,
Vitesse: n = 2) wurden mit line scans mit konstanter Bestrahlungszeit
(Chameleon: 1 s, Vitesse: 2 s) und unterschiedlichen Leistungen bestrahlt.
Hohere Leistungen fuhrten zu breiteren Lasionen (Chameleon: Tab. 9,
Abb. 21; Vitesse: Tab. 10, Abb. 22). Eine mittlere geringste Breite von 3,6
(= 0,9) ym wurde mit dem Chameleon erzielt. Eine Probe wurde mit line
scans mit konstanter Leistung (195 mW, Chameleon), aber
unterschiedlichen Bestrahlungszeiten bestrahlt (Tab. 11, Abb. 23). Eine

mittlere geringste Lasionsbreite von 2,8 (= 0,4) ym wurde hier erreicht.

4.3 Histologie und Elektronenmikroskopie

Zur spateren feingeweblichen Untersuchung wurden mit dem Femtocut 7
Proben mit line scans (Leistung 80 mW und 130 mW, Vitesse) bestranhlt.
Die Gewebetiefe der Fokussierung lag zwischen 10 ym und 30 pm flur die
Histologie und TEM, und bei 2 ym fur die REM. Alle Lasionen wurden vor
der Fixierung auch laserscanningmikroskopisch abgebildet. 6 Proben
wurden der Histologie und TEM, eine Probe wurde der REM zugefuhrt.

In der Lichtmikroskopie zeigten linienformige Lasionen die Gebiete an, auf
denen die line scans angewendet worden waren (Abb. 24). Diese

Lasionen zeigten drei morphologische Veranderungen:
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1. Kavitationen (Hohlraume).

2. die Kavitationen voneinander abgrenzende Gewebeveranderungen
(,Brticken”) mit einem Inhalt, der transparenter und homogener erschien
als umliegendes Gewebe.

3. optisch dichtere Rander der Kavitationen (Verdichtungen), sehr schmale
(< 1 um), aber dichte Bander, die sich vom umliegenden Gewebe

abgrenzten.

Direkt angrenzendes Gewebe aulerhalb des linienformigen Verlaufs
erschien frei von mechanischer und thermischer Schadigung, zeigte

allerdings hypoxiebedingte Artefakte.

12 line scans wurden detailliert in der TEM mit VergroRerungen von 4200
x bis 68000 x untersucht. Bei niedrigen VergroRerungen entsprach das
Bild weitgehend der Lichtmikroskopie mit Kavitationen, homogenen
Gewebeveranderungen und randstandigen Verdichtungen (Abb. 25). Die
Verdichtungen hatten eine Breite von 0,1 ym bis 0,4 ym. Wenn sie an
intaktes Gewebe angrenzten (laterale Begrenzung der Lasion), waren die
Verdichtungen schmaler als im Ubergang auf andere
Gewebeveranderungen (Abb. 26). Regelmalig waren die Rander
durchlaufend, wurden daneben aber auch durch zellulares Material
unterbrochen, das in die Kavitationen einbrach (Abb. 26). Im Bereich
breiter Muller-Zellfortsatze fanden sich bevorzugt Gewebebrlicken statt
Kavitationen. Die Gewebebriicken zeigten einen abrupten Ubergang zu
intaktem Gewebe (Abb. 27). In ihrem Inneren fanden sich selbst bei
68000 x Vergrolerung keine zellularen Strukturen, wie z.B. Organellen.
Lange und Breite der Kavitationen Uberstiegen die der Gewebebrucken.
Zeichen intakten Gewebes wie Synapsen (Abb. 28), Organellen und
Membranen wurden bereits im Abstand von 1 ym zur Lasion gefunden.
Die geringste Lasionsbreite wurde mit 3,5 ym an einer Gewebebricke
gemessen und die schmalste Kavitationsbreite betrug 5,0 um, jeweils nach

einem 1 s line scan mit 90 mW Leistung (Vitesse).
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14 line scans wurden detailliert in der REM mit Vergrolderungen von 270 x
bis 10800 x untersucht. Hier wurden Kavitationen und Saulen aus
denaturiertem Material beobachtet (Durchmesser 1 ym bis 4 ym), die mit
den  Kavitationen und Gewebebrucken der TEM-Aufnahmen
korrespondierten (Abb. 29). Aufgrund der oberflachennahen (z = 2 ym)
Fokussierung wurde die Lasion auch an der Probenoberflache sichtbar.
Die Stelle des Abtrags erschien dann als Vertiefung (,Graben®). Zusatzlich
wurden Aggregationen (faden- und kugelformig) von denaturierten
Proteinen abgebildet. Diese ragten auch Uber die Offnung der Lé&sion

hinaus. Die geringste gefundene Lasionsbreite betrug 2,4 um (Abb. 30).

Weder in der TEM noch in der REM wurden zwischen einzelnen Lasionen

bzw. Proben Unterschiede in der Abtragsmorphologie gefunden.

Zur Kontrolle, ob bereits Leistungen auf dem Leistungsniveau der
Bildgebung zu morphologisch darstellbaren Schaden der Retina fuhrten,
wurde auch eine Probe der TEM zugefluhrt, die fur 32 s mit 3,6 mW
bestrahlt wurde (sgare scan, Pixelzeit 122 us). Die Probe wurde 30 s nach
Bestrahlung fixiert. Die TEM zeigte gut erhaltene Zellstrukturen in allen
Gewebeschichten, insbesondere der NFL, und keine morphologischen
Schaden.

4.4 Getrocknete Probe

Die Probe wurde mit 1 s line scans (P = 80 mW ; Chameleon) bestrahlt. In
der Reflektion und Autofluoreszenzbildgebung (Abb. 31) wurden
ununterbrochen lumineszierende, im Durchmesser konsistente Lasionen
abgebildet. Die TEM dieser Probe zeigte einen Kkontinuierlichen,
sagezahnformigen Abtrag ohne randstandige Verdichtungen oder andere
Formationen. Es gab keine Ubergangszone zu intaktem Gewebe. Axone

waren stattdessen prazise ,durchgeschnitten® (Abb. 32). Die geringste
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Lasionsbreite betrug 0,8 pm.

4.5 Untersuchung des Schwellenwerts fir Lumineszenzen als

Zeichen eines retinalen Schadens

Mit dem Chameleon Laser wurden 21 Proben aus 12 Augen untersucht
(46 line scans), und mit dem Vitesse Laser 12 Proben aus 3 Augen (55
line scans). Die line scans des Chameleon wurden mit 21 unterschiedlich
hohen Leistungen von 4 mW bis 76 mW durchgefuhrt (Tab. 12, Abb. 33),
die des Vitesse mit 12 unterschiedlich hohen Leistungen von 7 mW bis 60
mW (Tab. 13, Abb. 34).

Die hochsten Leistungen, bei denen nach Bestrahlung keine Lumineszenz
auftrat, betrugen 38 mW (Pulsenergie 0,42 nJ, Energiedichte 231 mJ/cm?;
Chameleon) bzw. 29 mW (Pulsenergie 0,38 nJ, Energiedichte 189
mJ/cm?; Vitesse). Die niedrigsten Leistungen, bei denen nach Bestrahlung
eine Lumineszenz auftrat, betrugen 21 mW (Pulsenergie 0,23 nJ,
Energiedichte 116 mJ/cm? Chameleon) und 12 mW (Pulsenergie 0,16 nJ,
Energiedichte 78 mJ/cm? Vitesse). Die gefundenen EL50 betrugen 25
mW (Pulsenergie 0,28 nJ, Energiedichte 138 mJ/cm?; Chameleon) und 19
mW (Pulsenergie 0,25 nJ, Energiedichte 124 mJ/cm?; Vitesse).
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5 Diskussion

5.1 Bildgebung in der Nervenfaserschicht und Ganglienzellschicht

Die optische Tomographie durch Laserscanningmikroskopie ermdglichte,
morphologische Veranderungen der inneren Retina zu erkennen, ohne
Biopsien zu entnehmen oder auf eine andere Art Netzhautgewebe zu
schadigen. Eine Fokussierung der Ubergangszone zum Glaskorper wére
durch den Arbeitsabstand des Objektivs ebenfalls mdglich; mit diesem
Mittel ist also auch die Darstellung epiretinaler Membranen plausibel.
Nach dem gleichen Prinzip konnten auch pathologische Veranderungen
im Bereich der NFL, z.B. Tumoren oder die Rarefizierung von
Nervenfasern beobachtet werden. Durch die hohe Auflosung des
Mikroskops ist die Darstellung von retinalen benignen und malignen
Erkrankungen ein potentielles Anwendungsgebiet, analog zur bereits in
vivo angewendeten MLSM-Untersuchung von Hauttumoren [KONIG et al.
2003; LIN et al. 2007]. Die Auflésung von 0,625 um liegt dabei noch unter
der HR-OCT [CUCU et al. 2006] mit einer minimalen Auflosung uber 3 pm.
Mit dem vorliegenden System ist allerdings der klinische Nutzen
eingeschrankt: Durch den extrem geringen Arbeitsabstand, den das
Objektiv zur Probe halten muss, konnte bei dem vorliegenden
Versuchsaufbau ein offener Zugang durchs Auge nicht vermieden werden,
um das Objektiv vor der Netzhaut zu positionieren. Am Prinzip kann
dennoch festgehalten werden, wenn in absehbarer Zeit diunnkalibrige
flexible Fasern kommerziell erwerblich sein durften, die durch kleine
Skleraoffnungen (Sklerotomien), ahnlich einer konventionellen Vitrektomie,
ins Auge eingefuhrt wirden. Die Platzierung von fs-Laserpulsen mit Hilfe
einer flexiblen Faser wurde experimentell bereits durchgefiihrt [KONIG et
al. 2007]. Bei Verwendung einer flexiblen Faser bliebe der optische
Apparat bis auf die Faser auRerhalb des Auges, und nur diese musste das

Auge penetrieren, um zur Retina zu gelangen. Zwar wuirde das den
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operativen Zugang zur Retina nicht vermeiden, aber auf relativ kleine
Zugangswege beschranken. Solche Zugangswege durften denjenigen
entsprechen, die bereits heute bei der konventionellen Pars-plana-

Vitrektomie gewahlt werden.

Konig et al. fanden, dass Bestrahlungsleistungen Uber 6 mW die
Klonierungsrate von Saugetierzellen bereits verringern, und noch hohere
Leistungen zur Zellzerstérung fuhren konnen [KONIG et al. 1997]. Neben
der Zellreproduktion wird haufig der zelluldre Ca®*-Haushalt fir die
Schadensanalyse herangezogen. Dabei wird die unschadliche
Obergrenze der Bildgebung bei 2,5 mW - 10 mW diskutiert [TAN et al.
1999; HOPT et al. 2001]. Bei der fur diese Arbeit ausgefuhrten
Probenbestrahlung mit 3,6 mW wurden keine strukturellen Veranderungen
in der Elektronenmikroskopie erkannt. Da in der vorliegenden Studie die
uberwiegende Bestrahlungsleistung zur Bildgebung bei 2 mW lag, ist
anzunehmen, dass die hier angewendete Bildgebung in ihrer Leistung

ebenfalls als ,sicher” zu beurteilen war.

Der Transmissionsmodus hatte seinen experimentellen Zweck in der
guten Abgrenzung der Gasblasen, durch die Uberlagerung aller
Probenschichten erfullte er aber nicht die Anforderungen an die optische
Tomographie. Fur die Autofluoreszenz blieb der Nutzen in dieser Studie
zwar auf die Detektion der Zellschadigung (Lumineszenzen) beschrankt.
Allerdings liegt in ihr weiter der Vorteil der funktionellen in vivo-Bildgebung,
die die Verteilung von Fluorophoren anzeigt. Funktionelle Veranderungen
gehen morphologischen in den meisten pathologischen Prozessen voraus.
Eine pathologisch veranderte Stoffwechselaktivitat einer Gewebeschicht
konnte somit anhand der Verteilung von Fluophoren zur Diagnostik
retinaler  Erkrankungen  (sog. mapping) angewendet werden
[SCHWEITZER et al. 2007].

Die Anwendung der MLSM in der Retina in vitro wurde kurzlich
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beschrieben [WANG et al. 2006]. Die besondere Bedeutung der hier
vorliegenden Arbeit jedoch liegt in der Kombination von Bildgebung und
Laserabtrag mit identischen Lasersystemen. Dies wurde bereits fur die
Cornea gezeigt [KONIG 2003]. Es lag bisher aber keine Beschreibung

eines analogen Vorgehens an der Retina vor.

5.2 Retinaler Gewebeabtrag mit fs-Pulsen

Die Laserscanningmikroskopie machte es moglich, innerhalb von
Sekunden vor und nach dem Gewebeabtrag Abbildungen des betroffenen
Areals zu erstellen. Diese direkte, extrem zeitnahe Kontrolle war ein
Vorteil gegentber anderen jungeren Studien, bei denen nach Applikation
der Laserpulse nur die histologische Nachuntersuchung zur
Gewebebeurteilung blieb [HOERAUF et al. 2003; YU et al. 2006]. Noch
wichtiger ist die mikroskopische Voruntersuchung und Zielauswahl als

Voraussetzung fur den zielgerichteten mikroskopischen Abtrag in vivo.

Die Fluoreszenzmikroskopie kann alleine Photobleaching nicht von
Gewebeabtrag unterscheiden, weil in beiden Fallen keine Fluoreszenz
mehr erfolgt [HEISTERKAMP et al. 2005]. Zur Kontrolle ware eine
Histologie notwendig, die auf lebendes Gewebe nicht angewendet werden
kann. Gerade mit Blick auf die klinische Anwendung stellt die
Laserscanningmikroskopie eine Alternative dar: In der vorliegenden Arbeit
wurde auch die Reflektion der Proben gemessen, die die tatsachliche
Anwesenheit von Gewebe voraussetzt und somit mit Aufnahmen vor und
nach dem Gewebeabtrag diesen verifizieren kann. Der linienformige
Gewebeabtrag nach line scans zeigte eine entsprechende
Fluoreszenzreduktion, aber auch zusatzliche Lumineszenzen. Der
Vergleich von verschiedenen Abbildungsmodi der
Laserscanningmikroskopie und Elektronenmikroskopie zeigte auf3erdem,
dass die Lumineszenzen vom Rand der Kavitationen stammten. Sie

konnten damit eine Gewebelasion anzeigen und lieen den Verlauf von
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line scans erkennen. Diese Lumineszenzen waren nicht mit
Plasmalumineszenzen gleichzusetzen, die bei der Plasmabildung beim
optischen Durchbruch fur die Dauer von Nanosekunden auftreten
[FUJIMOTO et al. 1985].

Das morphologische Korrelat der Lumineszenzen waren die
Verdichtungen am Rande der Kavitationen. Es ist anzunehmen, dass sich
Materie aus einem Plasma nach dessen Abkuhlung wieder organisierte
[VOGEL 2003]. Dies ist zwar eine plausible Erklarung fur die Entstehung
der Gewebebrucken, in denen keine zellulare Struktur mehr nachweisbar
war, aber nicht fur die starke Gewebeverdichtung, die in der
Elektronenmikroskopie als elektronendicht imponierte. Zunachst ist eine
mechanische Kompression des Gewebes durch expandierendes Gas
anzunehmen [LOESEL et al. 1998]. Die Filmaufnahmen wahrend der
Bestrahlung und die Transmissionsaufnahmen danach dokumentierten die
Blasenentstehung und ihre Verkleinerung. Die Transmissionsaufnahmen
lassen annehmen, dass die Verdichtungen als Abformungen bei der
Abnahme des Blasendurchmessers stehen blieben. Wie analog in der
Anwendung von fs-Pulsen in der Hornhaut nachgewiesen wurde
[LUBATSCHOWSKI et al. 2000], ist die Ursache ein thermischer Schaden
durch das heille Gas bzw. Plasma [SCHAFFER et al. 2002]. Dies erklart
auch das Auftreten der Proteindenaturierung an Lasionsrandern, die mit

der REM nachgewiesen wurde.

Nicht die finale Lasionsbreite, sondern die maximale Ausbreitung der
Kaviationsblasen stellte die grofdte Belastung des Gewebes dar. Da die
Bildgebung erst 5 s nach Ende des line scans moglich war, mussen die
maximalen Volumina initial noch hoher sein. Das Gasvolumen nahm in
den danach folgenden 5 s um 25 % bis 50 % ab. Es gab keinen
morphologisch erkennbaren Schaden auflerhalb der final bestehenden
Kavitation. Demnach hatte der  zunachst initial grolRere

Blasendurchmesser wahrscheinlich nur wenig Einfluss auf das umliegende
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Gewebe. Die vorliegenden Ergebnisse lassen eine positive Korrelation
zwischen Bestrahlungsleistung, Bestrahlungszeit, Blasengrole und
Lasionsbreite erkennen. Dies entspricht erwartungsgemaly anderen
jungeren Studien mit fs-Lasern am Auge [KRUEGER et al. 2005; GERTEN
et al. 2007]. Unter ansonsten gleichen Versuchsbedingungen gab es
jedoch zwischen einzelnen Proben groRe Unterschiede in der
Blasengrolie (Tabelle 5) und Lasionsbreite (Tabelle 9). Da sich die Arbeit,
uber die hier berichtet wird, auch als Pilotstudie verstand, waren die
Probenzahlen der einzelnen Versuche klein. Damit konnten hier keine
statistisch signifikanten Aussagen getroffen werden. Festzuhalten bleibt
dennoch, dass die Prazision der verwendeten Systeme im Vergleich mit
anderen aktuellen Studien (fs-Laser, Er:YAG-Laser) zum Netzhautabtrag
hoch war [HOERAUF et al. 2006; YU et al. 2006] und die zum Abtrag
notwendige Pulsenergie von 1 nJ relativ gering [HEISTERKAMP et al.
2005]. Der direkte Vergleich bleibt schwierig, da bisher keine weiteren
Studien Uber den retinalen Abtrag mit unverstarkten fs-Lasern nach dem
hier vorgestellten Prinzip in den einschlagigen Medien veroffentlicht

wurden.

5.3 Histologie und Elektronenmikroskopie

Der Vergleich von Histologie und Elektronenmikroskopie mit der MLSM
zeigte, dass die Effekte der Laserbestrahlung, wie Gewebebrlcken,
Verdichtungen und Kavitationen, im Gewebe prinzipiell mit der MLSM
darstellbar waren. Kein zusatzlicher Effekt der Bestrahlung wurde in der
Histologie nachgewiesen, der nicht auch in der MLSM abgebildet worden
war. Histologie und Elektronenmikroskopie hatten gegenuber der MLSM
den Nachteil, dass die Probe fixiert und geschnitten und damit abgetotet
bzw. einem Organ (z.B. dem Auge) entnommen werden musste. Bei
GroRenangaben in der REM ist die Gewebeschrumpfung von ca. 25 %
einzukalkulieren [GUSNARD et al. 1977].

Fur die vorliegende Arbeit wurde die Histologie/Elektronenmikroskopie
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durchgefuhrt, um die Ausmale der Gewebeschadigung zu ermitteln. Die
hypoxiebedingten Artefakte lieRen sich durch die Art des Gewebemodells
(in vitro mit Zeitverlust beim Probentransport) nicht ganzlich vermeiden.

Jenseits der Gewebebrucken und Kavitationen, die durch den line scan
bedingt waren, wurde mit den eingesetzten Methoden kein weiterer
Gewebeschaden ermittelt. Wahrend in anderen Geweben ein line scan
einen kontinuierlichen Abtrag verursacht, also einen durchgehenden
,Schnitt [KONIG 2003], hatten die hier bestrahlten Proben
Unterbrechungen durch Gewebebrucken. Eine derartige Konfiguration
wurde auch fur Hornhaut beschrieben [SEITZ et al. 2005]. Sofern der line
scan zum Abtrag von pathologischem Gewebe dienen sollte, kann in
gewisser Hinsicht dennoch von durchgehenden Lasionen gesprochen

werden, weil die Gewebebrucken immer avitales Gewebe darstellten.

5.4 Getrocknete Probe

Vergleicht man die Ergebnisse der getrockneten Probe mit denen der
Proben in FlUussigkeit, die mit den gleichen Parametern bestrahlt wurden,
zeigen sich in der trockenen Probe eine bemerkenswerte Verringerung der
Lasionsbreite und ein kontinuierlicher Gewebeabtrag, selbst bei einer
gegenuber unfixierten und ungetrockneten Proben ,niedrigen” Leistung. In
manchen Studien mit fs-Lasern wurden fixierte oder getrocknete Proben
(Chromosomen, Endothelzellen) [KONIG et al. 2001; HEISTERKAMP et
al. 2005] verwendet. Der Vergleich zwischen der getrockneten und den
ungetrockneten Proben zeigt, dass Angaben von LasionsgroRen und -
charakteristiken unter Vorbehalt betrachtet werden sollten. Da okulare
Medien Uberwiegend Wasser enthalten, ist das Photodisruptionsverhalten
ahnlich wie bei reinem Wasser [VOGEL et al. 2003]. Die Gewebereaktion
ist durch das schnelle Verdampfen von Wasser mitbestimmt. Der
Wasserverlust einer Probe durch Fixierung oder Trocknung verandert das

Abtragsverhalten daher erheblich.
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5.5 Schwellenwert fiir Lumineszenzen

Konventionelle Studien Uber retinale Schaden und ihre Schwellenwerte
basieren auf opthalmoskopischen oder histologischen Untersuchungen.
Mikroskopisch kleine Lasionen werden dabei ubersehen [CAIN et al. 1999;
LUND et al. 2006; YU et al. 2006]. Mit der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten MLSM war die Erkennung mikroskopischer Schaden
moglich. Der histologische/elektronenmikroskopische Beweis einer
Photodisruption wurde fur Bestrahlungen unter 80 m\W (Vitesse) Leistung
(Pulsenergie 1 nJ) nicht erbracht. Dies entspricht dem vierfachen des mit
dem Vitesse ermittelten EL50-Werts von 19 mW. Bestrahlungsleistungen
zwischen 10 mW und 20 mW erfiillen mit Leistungsdichten von 10" W/cm?
bereits die Bedingung fur den optischen Durchbruch und die
Photodisruption [KONIG 2000]. Die fir die Lumineszenzen verantwortlich
gemachten thermischen Schaden traten zusatzlich bei der Photodisruption
auf und konnten zur Schadensdetektion genutzt werden. Elastische Krafte
des umgebenden Gewebes mogen eine Lasion wieder verschlossen

haben, bevor sie mit MLSM aufgenommen werden konnte.

Fs-Laser sind in der Wissenschaft weit verbreitet. Gerade bei der
Fluoreszenzmikroskopie und bei der Justierung des Strahlaufbaus wird
mitunter auf Schutzbrillen verzichtet. Uber entsprechende Unfélle wurde
berichtet [HUANG et al. 2003; COOPER et al. 2004]. In der klinischen
Anwendung ist ein Fall von Netzhautblutung nach einer femto-LASIK-
Operation bekannt geworden [PRINCIPE et al. 2004]. Kenntnisse aus
Schwellenwertexperimenten sind daher sehr wichtig fur die Bewahrung
der Anwender- und Patientensicherheit. Die vorliegenden Ergebnisse
demonstrieren, dass bei fs-Lasern  bereits extrem  kurze
Bestrahlungszeiten (s pro Scan, ms pro Pixel) bei niedrigen Leistungen
unbeabsichtigt zu Netzhautschaden fuhren konnen. Es ist schwierig, diese
Ergebnisse mit denen anderer Autoren zu vergleichen. Zum einen

variieren Pulsenergie (nd - yd - mJ) und Anzahl der applizierten Pulse.
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Zum anderen besteht das Modell fur Schwellenwertexperimente
gewohnlich darin, die Netzhaut eines Tieres in vivo zu bestrahlen [ROACH
et al. 1994; THOMAS et al. 2002; CAIN et al. 2005]. Dabei wird der
Laserstrahl nicht, wie in der vorliegenden Arbeit, direkt auf die Netzhaut

gerichtet, sondern passiert verschiedene optische Medien (z.B. Hornhaut
und Linse).
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5.6 Schlussfolgerungen

Diese Arbeit behandelt ein in vitro-Modell fur intraretinalen Gewebeabtrag
mit NIR fs-Pulsen. In pm-Dimensionen wurden schnittartige Lasionen
innerhalb der retinalen Nervenfaserschicht erzeugt, ohne Gewebe an der
Netzhautoberflache zu beschadigen. Die Auswahl des Abtragareals und
die sofortige Kontrolle eines erfolgreichen Abtrags wurde in einem
zerstorungsfreien Bildgebungsverfahren durchgefuhrt. Schwellenwerte fur
eine retinale Schadigung durch fs-Pulse wurden ermittelt. Sowohl fur
Bildgebung als auch Gewebeabtrag wurden die gleichen optischen
Systeme verwendet. Proben wurden histologisch und

elektronenmikroskopisch untersucht.

Die Methode ist, verglichen mit frUheren Lasern und mechanischen
Anwendungen, in der Prazision von Gewebeabtrag und Bildaufldsung
uberlegen. Das verwendete Modell ist durch die Verwendung isolierter
Proben und der Anwendung des Laserstrahls unmittelbar am Gewebe
zwar eine starke Vereinfachung gegenuber dem komplexen System Auge.
Es durfte aber von Nutzen sein bei der Entwicklung eines Lasersystems
fur fs-Laser, das auch im lebenden Auge die Laserpulse direkt in die
Netzhaut fokussieren kann. Hierzu sind weitere Studien am in vivo-Modell

erforderlich.

Zum ersten Mal Uberhaupt in der Retina ist es mit der vorliegenden Arbeit
gelungen, ein Lasersystem mit hoher raumlicher und zeitlicher Auflosung
experimentell zur kombinierten Bildgebung und Gewebeabtragung
anzuwenden. Damit stellt es einen wichtigen Schritt in die Zukunft der

ophthalmochirurgischen Diagnostik und Therapie dar.
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Tabelle 1

Technische Eigenschaften der Laserquellen.
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Chameleon Vitesse
Pumpquelle Nd:YVO, Nd:YVO,
Oszillator Titan:Saphir Titan:Saphir
Ausgangsleistung TW 0,8W
Pulswiederholungsrate 90 MHz 80 MHz

Wellenlénge 720-950 nm (durchstimmbar) 800 nm (stationar)
Pulsldange am Ausgang <140 fs <100 fs
Pulslange mit 40x Objektiv 186 fs 160 fs
Polarisation horizontal horizontal
Strahldurchmesser 1,2 mm 1,25 mm
Strahlkonfiguration TEMgo' TEMoo

Tabelle 2

Bestrahlungsparameter des Laserscanningmikroskops (gekoppelt an den Chameleon

Laser), unter verschiedenen Leistungsniveaus.

Leistung 1Tmw 4 mw 80 mw 150 mWw 1w
Pulsenergie 0,011 nd 0,044 nJ 0,88 nd 1,7 nd 11nd
Energiedichte |5,5 mJ/cm® |22 mJ/cm? 440 mJ/cm? 825 mJ/icm? | 5,5 Jicm?
Intensitat 56 GW/cm® 224 GW/cm® 4,5 TW/cm? 8,4 TW/cm® |56 TW/cm?

T TEMoo: Die Strahlungsintensitdt nimmt vom Zentrum zur Peripherie des Laserstrahls im Sinne der

Gaulischen Verteilung ab.
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Bestrahlungsparameter des Laserscanningmikroskops (gekoppelt an den Vitesse

Laser), unter verschiedenen Leistungsniveaus.

Leistung 1Tmw 4 mw 20 mw 80 mw 200 mw
Pulsenergie 0,013 nd 0,05nd 0,25 nd 1nd 2,5nd
Energiedichte |6,5 mJ/cm® |26 mJ/cm? 130 mJ/cm® 520 mJicm®  |1,3 J/cm?
Intensitét 62,5 GW/cm® 250 GW/cm® 1,25 TW/cm® |5 TW/cm? 12,5 TW/cm?
Tabelle 4
Untersuchung der Blasen im Transmissionsmodus.
a) 5 s line scans
Sekunden nach Ende des line scan (s) 5 10 15 20
Scan Nr.
1 12 12 9 4
2 9 9 9 9
3 7 3 1 0
4 13 6 3 2
5 9 9 5 3
6 10 6 2 1
Summe 60 45 29 19
b) 2 s line scans
Sekunden nach Ende des line scan (s) 5 10 15 20
Scan Nr.
1 18 13 0
2 13 7 1 1
Summe 31 20 4 1

Anzahl der Blasen pro line scan nach line scans mit 90 m\W Leistung und 5 s bzw. 2 s Bestrahlungszeit (s.a

Kapitel 4.2.2).

Parameter der Bildgebung:
Mikroskop: Femtocut
Abbildungsmodus: Transmission
Bildgenerierungszeit: 1 s

Leistung: 0,8 mW
z: 15 um

Laser: Vitesse (Wellenlange: 800 nm)
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Tabelle 5
Abnahme des Blasenvolumens (um?) nach line scan (Fortsetzung auf nichster Seite).
Sekunden nach Ende des line
scan (s) 5 10 15 20
Blase Nr. Scan Nr.
1 1 10163 7583 5024 2247
2 1 628 128 0 0
3 1 1023 221 3 0
4 1 170 1 0 0
5 1 1361 281 65 0
6 1 2247 1361 221 0
7 1 3451 1555 431 128
8 1 3118 1361 746 128
9 1 6475 4189 2247 1184
Gesamtvolumen/
line scan 1 28636 16880 8737 3687
10 2 3808 2516 1184 431
11 2 2247 1361 628 221
12 2 1997 1023 351 44
13 2 3451 2516 1361 524
14 2 1184 1023 281 44
15 2 44 0 0 0
16 2 2247 1361 628 221
17 2 1361 1023 1023 281
18 2 2516 1555 524 44
19 2 3118 1361 877 281
Gesamtvolumen/
line scan 2 21973 13739 6857 2091
20 3 877 0 0 0
21 3 746 128 0 0
22 3 1023 431 0 0
23 3 2516 1023 65 0
24 3 8 0 0 0
25 3 44 0 0 0
26 3 524 0 0 0
Gesamtvolumen/
line scan 3 5738 1582 65 0
27 4 16 0 0 0
28 4 877 281 0 0
29 4 3118 1767 877 65
30 4 3118 1767 746 128
31 4 16 0 0 0
32 4 351 28 0 0
33 4 3 0 0 0
34 4 93 0 0 0
35 4 93 0 0 0
36 4 221 0 0 0
37 4 746 128 0 0
38 4 1184 628 0 0
Gesamtvolumen/
line scan 4 9836 4599 1623 193
39 5 93 0 0 0
40 5 3808 3118 1997 628




Sekunden nach Ende des line

scan (s)

Blase Nr.
41
42
43
44
45
46
47
48

Gesamtvolumen/

line scan 5

49
50
51
52
53
54
55
56
57
Gesamtvolumen/
line scan 6

Scan Nr.

OO0 O OO O Dn

D OO,

44
1
431
5964
524
1184
8810
351

21210
7014
1767

93
281
1767
281
746
524
1023

13496

10

65
5024
221
431
8181
65

17113
4594
746

524
0
65
0
44

5973

15

3808
16
128
6475

12424
2806

O OO OO OoOOo

2806

46

20

In 6 line scans (5 s, 90 mW) wurde das Volumen jeder Blase nach 5 s, 10 s, 15 s und 20 s durch

Ausmessen des Blasendurchmessers
scans wurden summiert.
Parameter der Bildgebung:

Mikroskop: Femtocut

Abbildungsmodus: Transmission
Bildgenerierungszeit: 1 s

Leistung: 0,8 mW
z: 15 um

Laser: Vitesse (Wellenlange: 800 nm)

berechnet (s.a. Kapitel 4.2.2). Die Volumina der Blasen jedes line
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Tabelle 6
Volumen (um?®) der Blasen, die langer als 20 s bestanden.
Sekunden nach Ende des line scan (s) 5 10 15 20
Blase Nr. Scan Nr.
1 1 10163 7583 5024 2247
7 1 3451 1555 431 128
8 1 3118 1361 746 128
9 1 6475 4189 2247 1184
10 2 3808 2516 1184 431
11 2 2247 1361 628 221
12 2 1997 1023 351 44
13 2 3451 2516 1361 524
14 2 1184 1023 281 44
16 2 2247 1361 628 221
17 2 1361 1023 1023 281
18 2 2516 1555 524 44
19 2 3118 1361 877 281
29 4 3118 1767 877 65
30 4 3118 1767 746 128
40 5 3808 3118 1997 628
44 5 5964 5024 3808 1997
47 5 8810 8181 6475 4189
49 6 7014 4594 2806 1361
Minimum Volumen (pm3) 1361 1023 281 44
Maximum Volumen (um®) 10163 8181 6475 4189
Mittelwert Volumen (um®) 4051 2783 1685 745
Standardabweichung (+ ym®) 2419 2117 1671 1038

Bei Blasen, die sich bei line scans (5 s, 90 mW) entwickelten, und die mindestens 20 s bestanden, wurde
die Volumenreduktion beobachtet (s.a. Kapitel 4.2.2 und Abb. 18).

Parameter der Bildgebung:

Mikroskop: Femtocut

Abbildungsmodus: Transmission

Bildgenerierungszeit: 1 s

Leistung: 0,8 mW

z: 15 um

Laser: Vitesse (Wellenlange: 800 nm)




Tabelle 7

Blasenvolumen nach line scans mit unterschiedlicher Bestrahlungszeit (Vitesse).

Bestrahlungszeit (s)
Volumen (pm3)

Mittelwert Volumen (pm3)
Summe Volumen (um®)
Standardabweichung (+ ym®)

0,5
0

o o

1
624
221
221
281

93
357

300
1797
165

2
1023
524
1184
2527
1767
2806
1376
882

1511
12089
751

4
4577
4189
9471
7014
8181

882

5719
34314
2854
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Blasen wurden 5 s nach line scans mit unterschiedlicher Bestrahlungszeit und konstanter Leistung (85 mW)

dargestellt (s.a. Kapitel 4.2.2 und Abb. 19).
Parameter der Bildgebung:

Mikroskop: Femtocut

Abbildungsmodus: Transmission
Bildgenerierungszeit: 1 s

Leistung: 0,8 mW

z: 15 um

Laser: Vitesse (Wellenlange: 800 nm)

Tabelle 8

Blasenvolumen nach line scans mit unterschiedlicher Leistung (Vitesse).

Leistung (mW)
Blase Volumen (pm3)

Mittelwert Volumen (pm3)
Summe Volumen (um®)
Standardabweichung (+ ym®)

66
3479
435
45
1563
172
1023
435
221
1767

1016
9140
1048

74
882
1563
357
5500
2268
755
524
624
2268

1638
14741
1527

83
2527
16
755
435
2806
131
3479
3479
1988
1563

1718
17179
1270

90
5500
221
624
624
4577
3105
131
1376
1988
221
1023

1768
19390
1770

Blasen wurden 5 s nach line scans mit unterschiedlicher Leistung und konstanter Bestrahlungszeit (5 s)

dargestellt (s.a. Kapitel 4.2.2 und Abb. 20).
Parameter der Bildgebung:

Mikroskop: Femtocut

Abbildungsmodus: Transmission
Bildgenerierungszeit: 1 s

Leistung: 0,8 mW

z: 15 um

Laser: Vitesse (Wellenlange: 800 nm)



Tabelle 9

Lasionsbreite nach Bestrahlung mit unterschiedlicher Leistung (Chameleon).
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Probe 1

Leistung (mW)

Messpunkte

glltige Messpunkte

mittlere Breite (um)
Standardabweichung (£ pm)

Probe 2

Leistung (mW)

Messpunkte

glltige Messpunkte

mittlere Breite (um)
Standardabweichung (£ pm)

Probe 3

Leistung (mW)

Messpunkte

glltige Messpunkte

mittlere Breite (um)
Standardabweichung (£ pm)

220
27
23

3,6
0,9

220
33
25

5,8
1,3

200
147
116
4,7
1,1

260
30
26

4.1
0,8

240
36
31

6,1
1,1

240
159
136
5,8
1,2

300
30
25

5,5
1,6

260
33
27

6,5

290
75
50

6
1,4

300
33
25

6,8
1,1

315
135
122
7
1,4

350
57
35

8,1
1,8

Erfassung der Lasionsbreiten nach line scans (Bestrahlungszeit 1 s). Die Leistung der line scans variierte

wie angezeigt. Lasionsbreite nach 1 min. (s.a. Kapitel 4.2.3 und Abb. 21).

Parameter der Bildgebung:
Mikroskop: Femtocut
Abbildungsmodus: Reflektion
Bildgenerierungszeit: 8 s
Leistung: 1 mW

z: 15 um

Laser: Chameleon (Wellenlange: 800 nm)



Tabelle 10

Lasionsbreite nach Bestrahlung mit unterschiedlicher Leistung (Vitesse).
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Probe 4

Leistung (mW)

Messpunkte

glltige Messpunkte

mittlere Breite (um)
Standardabweichung (£ pm)

Probe 5

Leistung (mW)

Messpunkte

glltige Messpunkte

mittlere Breite (um)
Standardabweichung(£ ym)

55
21
19
4.1
0,9

65
24
22
52

1

60
24
24
43
0,8

77
33
31
5,5
1,1

69
30
26
4,8
1,3

85
108
103
57
1,1

75
27
26

5
1,4

93
21
16
59
1,1

80
27
27
52
0,9

Erfassung der Lasionsbreiten nach line scans (Bestrahlungszeit 1 s). Die Leistung der line scans variierte

wie angezeigt. Lasionsbreite nach 1 min. (s.a. Kapitel 4.2.3 und Abb. 22).

Parameter der Bildgebung:
Mikroskop: Femtocut
Abbildungsmodus: Reflektion
Bildgenerierungszeit: 8 s

Leistung: 1 mW

z: 15 um

Laser: Vitesse (Wellenlange: 800 nm)

Tabelle 11

Lasionsbreite nach unterschiedlichen Bestrahlungszeiten (Chameleon).

Bestrahlungszeit (s)
Messpunkte

glltige Messpunkte
Mittelwert (um)
Standardabweichung (£ pm)

0,5
27
23

2,8

0,4

2
60
48

4,5

1

4
30
21

6,4
1,3

Erfassung der L&sionsbreiten nach line scans (Leistung 195 mW). Die Bestrahlungszeit variierte wie

angezeigt. Lasionsbreite nach 1 min. (s.a. Kapitel 4.2.3 und Abb. 23).

Parameter der Bildgebung:

Mikroskop: Femtocut

Abbildungsmodus: Reflektion
Bildgenerierungszeit: 8 s

Leistung: 1 mW

z: 15 um

Laser: Chameleon (Wellenlange: 800 nm)
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Tabelle 12
Schwellenwert flr Lumineszenz (Chameleon).

Leistung (mW) keine Lumineszenz
76
60
50
41
40
38
33
32
31
30
29
28
27
26
25
23
22
21
20
14

4

) 2 NO O -_AN_A 0000 ~~r0~~0000O0
QOO 22 ONWWMNNAENN_LON-_2NWH

Die Daten zeigen, ob eine Lumineszenz nach Bestrahlung (1 s) mit der gegebenen Leistung auftrat
(,Lumineszenz®) oder nicht (,keine®). 21 Proben aus 12 Augen wurden untersucht. Einige Leistungsniveaus
wurden mehr als einmal untersucht (s.a. Kapitel 4.5 und Abb. 33).

Parameter der Bildgebung:

Mikroskop: LSM 510

Abbildungsmodus: Autofluoreszenz

Bildgenerierungszeit: 32 s

Leistung: 2 mW

z:10 um

Laser: Chameleon (Wellenlange: 760 nm)
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Tabelle 13
Schwellenwert flr Lumineszenz (Vitesse).
Leistung (mW) keine Lumineszenz
60 0 3
52 0 1
45 0 2
37 0 2
33 0 2
29 1 7
25 1 1
24 5 6
19 2 3
14 7 2
12 2 1
7 7 0

Die Daten zeigen, ob eine Lumineszenz nach Bestrahlung (1 s) mit der gegebenen Leistung auftrat
(,Lumineszenz®) oder nicht (,keine“). 12 Proben aus 3 Augen wurden untersucht. Einige Leistungsniveaus
wurden mehr als einmal untersucht (s.a. Kapitel 4.5 und Abb. 34).

Parameter der Bildgebung:

Mikroskop: LSM 510

Abbildungsmodus: Autofluoreszenz

Bildgenerierungszeit: 32 s

Leistung: 2 mW

z:10 um

Laser: Vitesse (Wellenlange: 800 nm)
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7 Abbildungen

Anmerkung:

Allen  mittels  Laserscanningmikroskopie  erstellten  Abbildungen sind die
Bildgebungssparameter zugewiesen. ,lLeistung® beschreibt die Laserleistung zur
Bildgebung, ,z“ die Fokustiefe im Gewebe.

Abb. 1
Strahlengang des Femtocut System, basierend auf Zeiss LSM 410, gekoppelt an eine
externe Laserquelle (eigene Zeichung fir Lasers in Manufacturing, 2005).
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Abb. 2

Strahlengang des Zeiss LSM 510.

AN

JAERN
Strahlaufweitung

N 4
N
Strahlaufteiler  Shutter

Axiovert 200/LSM 510

Neofluar-
Objektiv

Objektivtisch
und Probe

. galvanometr.

Kontrollmodul

Spiegel

| Basis

Okular



Abb. 3
Zeiss LSM 410/Femtocut mit Kontrollmodul (eigene Fotografie).

Abb. 4
Zeiss LSM 510 mit META-Modul und Kontrollmodul (eigene Fotografie).
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Abb. 5

Ein typisches Laserscanning-Bild der NFL zeigte die deutliche Reflektion der
Nervenfaserbindel (Pfeil), wahrend die Reflektion der Zwischenrdume deutlich geringer
war (Pfeilspitze).

MafRstab = 50 pm.

Mikroskop: LSM 510
Abbildungsmodus: Reflektion
Bildgenerierungszeit: 8s
Leistung: 1,6 mW
z: 15 pm

Léser: Chameleon (Wellenlange: 760 nm)



Abb. 6
Die Morphologie der GCL wurde detailliert im Reflektionsmodus dargestellt.
MafRstab = 25 pym.

Mikroskop: Femtocut
Abbildungsmodus: Reflektion
Bildgenerierungszeit: 8s
Leistung: 1,2 mW
z: 50 ym

Laser: Chameleon (Wellenlange: 760 nm)
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Abb. 7

Die Darstellung der inneren Zellschichten der Retina war moglich. Hier wurde die innere
plexiforme Schicht (IPL) abgebildet. Zellkérper fehlten in dieser Schicht.

MafRstab = 100 pm.

100 um

Mikroskop: Femtocut
Abbildungsmodus: Reflektion
Bildgenerierungszeit: 8s
Leistung: 1,8 mW
z: 70 um

L.aser: Chameleon (Wellenlange 760 nm)



Abb. 8
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Die drei Sektoren (s. Asteriske) von 48 um x 320 uym Flache fir die Berechnung der

Lasionsbreiten.
MafRstab = 100 pm.

Mikroskop:
Abbildungsmodus:
Bildgenerierungszeit:
Leistung:

z:

Laser:

Femtocut

Reflektion

8s

1 mW

15 uym

Vitesse (Wellenlange 800 nm)
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Abb. 9

Im Autofluoreszenzmodus zeigten sich line scan-induzierte Lumineszenzen oberhalb
eines Schwellenwerts (Pfeile), obwohl kein histologisch nachweisbarer Gewebeabtrag
stattfand. Die weil3en Linien zeigen, wo ebenfalls line scans appliziert wurden, jedoch
keine Lumineszenz registriert wurde. Diese line scans lagen unter dem bezeichneten
Schwellenwert.

MafRstab = 50 pm

Mikroskop: LSM 510
Abbildungsmodus: Autofluoreszenz
Bildgenerierungszeit: 32s

Leistung: 2 mw

z: 10 pm

Léser: Chameleon (Wellenlange 760 nm)
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Abb. 10

Die  Autofluoreszenzaufnahme der NFL zeigte R&ume zwischen den
Nervenfaserblindeln, die eine starke Fluoreszenz (Pfeilspitze), aber auch nicht
fluoreszierende Hohlrdume (Pfeil; nach Wang et al. 2006 Kapillaren) aufwiesen.
MafRstab = 50 pm.

Mikroskop: LSM 510
Abbildungsmodus: Autofluoreszenz
Bildgenerierungszeit: 8s

Leistung: 2 mwW

z: 10 ym

Laser: Chameleon (Wellenlange 760 nm)
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Abb. 11

5 s nach einem line scan (4 s, 85 mW) wurden verschiedene Reaktionen des Gewebes
abgebildet. Blasen (Pfeilspitze) und Gewebeverdichtungen (Pfeil) lagen auf der zuvor
bestrahlten Linie.

MafRstab = 100 pm.

Mikroskop: Femtocut
Abbildungsmodus: Transmission
Bildgenerierungszeit: 1s

Leistung: 0,8 mw

z: 15 pm

Laser: Vitesse (Wellenlange 800 nm)
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Abb. 12
Die Blasenbildung wurde mit der RGB-Kamera am Baseport des Femtocut als Digitalfilm

aufgezeichnet.
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Abb. 13

Verdichtungen und Kavitationen blieben zuriick, nachdem die Blasen sich
zuruckgebildet hatten. Der obere Bildeinsatz zeigt eine Stelle, an der die Blase kleiner
wurde. Eine Kavitation mit randstandiger Verdichtung blieb zurtick. Der untere
Bildeinsatz zeigt halbmondférmige Gewebeverdichtungen.

Bildeinsatzvergréferung 1,5 x.

Die obere Lasion stammt von einem 2 s line scan mit 85 mW, appliziert 5 s, bevor
dieses Bild aufgenommen wurde. Die untere Lasion stammt von einem 4 s line scan mit
85 mW, appliziert 30 s, bevor diese Bild aufgenommen wurde.

MafRstab = 100 pm.

Mikroskop: Femtocut
Abbildungsmodus: Transmission
Bildgenerierungszeit: 1s

Leistung: 1 mwW

z: 20 ym

Laser: Vitesse (Wellenlange 800 nm)



Abb. 14
1 min nach line scans von 2 s (obere Lasion) und 1 s Bestrahlungszeit (untere Lasion),
Leistung 85 mW, wurden durchgehende Linien mit stark reduzierter Reflektion
beobachtet. Zusatzliche Stellen mit starker Lumineszenz (Pfeile).

MafRstab = 100 pm.

Mikroskop:
Abbildungsmodus:
Bildgenerierungszeit:
Leistung:

z:

Laser:

Femtocut

Reflektion

1s

1 mW

20 ym

Vitesse (Wellenlange 800 nm)
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Abb. 15

Das gleiche Praparat wurde zusatzlich
(Bildeinsatze). Im direkten Vergleich zeigt sich, dass die Lumineszenzen im
Reflektionsmodus mit den Stellen der Gewebeverdichtung Ubereinstimmen.

MafRstab = 100 pm.

Mikroskop:
Abbildungsmodus:
Bildgenerierungszeit:
Leistung:

z:

Laser:

——=

Femtocut
Reflektion/Transmission

1s

1 mW

20 ym

Vitesse (Wellenlange 800 nm)

im Transmissionsmodus
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abgebildet
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Abb. 16

Zwei Lasionen nach line scans, dargestellt im Autofluoreszenzmodus (oberer und
mittlerer Teil), und im Reflektionsmodus (unterer Teil). Die reduzierte Bildverstarkung
(detector gain) in der mittleren Aufnahme zeigt deutlich, woher die Lumineszenzen
stammen: vom Rand der Kavitationen.

MafRstab = 50 pm.

Mikroskop: LSM 510
Abbildungsmodus: Reflektion/Autofluoreszenz
Bildgenerierungszeit: 1s

Leistung: 10 mW

z: 20 ym

Léser: Chameleon (Wellenlange 800 nm)
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Abb. 17
Die schnelle wiederholte Transmissionsaufnahme 5 s, 10 s, 15 s und 20 s nach einem

line scan (5 s, 90 mW) dokumentierte die Blasenverkleinerung.
MafRstab = 100 pm.

100 um

Mikroskop: Femtocut
Abbildungsmodus: Transmission
Bildgenerierungszeit: 1s

Leistung: 0,8 mw

z: 20 ym

Léser: Vitesse (Wellenlange 800 nm)
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Abb. 18
Darstellung der Abnahme des Blasenvolumens nach line scans (s.a. Kapitel 4.2.2 und

Tab. 6)
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Abb. 19

Darstellung des Gesamtblasenvolumens pro line scan, in Abhangigkeit von der
Bestrahlungszeit bei konstanter Bestrahlungsleistung (85 mW, Vitesse; s.a. Kapitel 4.2.2

und Tab. 7)
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Abb. 20
Darstellung des Gesamtblasenvolumens pro line scan in Abhangigkeit von der
Bestrahlungsleistung bei konstanter Bestrahlungszeit (5 s, Vitesse; s.a. Kapitel 4.2.2

und Tab. 8)
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Abb. 21

Darstellung der Lasionsbreite in Abhangigkeit von der Bestrahlungsleistung bei
konstanter Bestrahlungszeit (1 s, Chameleon; s.a. Kapitel 4.2.3 und Tab. 9)
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Abb. 22
Darstellung der Lasionsbreite in Abhangigkeit von der Bestrahlungsleistung bei
konstanter Bestrahlungszeit (2 s, Vitesse; s.a. Kapitel 4.2.3 und Tab. 10)

* @ Probe 4
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Abb. 23
Darstellung der Lasionsbreite in Abhangigkeit von der Bestrahlungszeit bei konstanter
Bestrahlungsleistung (195 mW, Chameleon; s.a. Kapitel 4.2.3 und Tab. 11)
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Abb. 24

Histologie (Richardson-Blau) einer Probe, die mit 1 s line scans (80 mW, Vitesse)
bestrahlt wurde. Parallel angeordnete linienférmige Lasionen (Pfeile) zeigten
unterschiedliche Effekte (Kavitationen mit dichten Randern und dazwischen liegende
.gebleicht® (heller) erscheinende Gewebebrlicken, im Gegensatz zum umliegenden
Gewebe, welches unverandert erschien)

MafRstab = 100 pm.

Abb. 25

TEM der NFL nach zwei 1 s line scans (80 mW, Vitesse).

Nervenfaserbiindel (nf) erschienen als breite, hellere Bander, wahrend die Mullerzell-
Fortsatze (mc) schmaler und dunkler erschienen. Die Rdume zwischen den Kavitationen
erschienen teilweise als Bricken (b) zwischen zwei Kavitationen. Kavitationen traten
haufiger in Nervenfasern auf als in Mullerzellen. Pfeil: Artefakt.

MafRstab = 50 pym.
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Abb. 26

Die TEM (80 mW, Vitesse) eines line scans zeigte den Einbruch von Zellmaterial in die
Kavitation (Pfeilspitze). Die Unterbrechung zur dartber liegenden, angrenzenden Lasion
war eine homogene ,Bricke* (Pfeil), begrenzt durch einen elektronendichten Rand. Der

elektronendichte Rand setzte sich zu den Seitenrandern der Kavitation fort, hier war er
schmaler.

MafRstab =5 pm.

Abb. 27
TEM einer ,Gewebebrilcke” (B), das Material zwischen zwei
Kavitationen. Der Ubergang seitlich zu intaktem Gewebe jenseits des line scans war

abrupt (Pfeile). Die Briicke selbst zeigte keine intakten Zellstrukturen mehr.
MafRstab = 2 ym.
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Abb. 28

TEM vom Rand einer Lasion (5 s, 130 mW, Vitesse) mit morphologisch intakter
Synapse (Pfeil) in unmittelbarer Nahe zur Zone des Gewebeabtrags (Asteriske).
MafRstab =1 pm.

Abb. 29

REM eines line scan (1 s, 90 mW, Vitesse) mit Fokus unter der Oberflache der Probe
(z=2 um). Die ,Gewebebriicken* waren hier als glatt begrenzte ,Saulen” (Pfeil) zu
erkennen. Denaturierte Proteine aggregierten kugelférmig (Pfeilspitze). Glaspartikel des
Objekttragers als Artefakt (Asterisk).

MafRstab =5 pm.
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Abb. 30
REM eines line scan (1 s, 90 mW, Vitesse) mit Fokus unter der Oberflache der Probe

(z =2 pm). In beide Richtungen verlief die Lasion tiefer ins Gewebe hinein, und
erdffnete sich daher nur auf einer Lange von 10 um an der Oberflache. Denaturiertes
Gewebe lberragte das Lumen. Diese Kavitation hatte den geringsten in der
Elektronenmikroskopie abgebildeten Durchmesser von 2,4 ym.

MafRstab = 2 ym.




Abb. 31

In Praparaten mit vermindertem Gewebewassergehalt waren die
durchgehend und relativ schmal.

MafRstab = 50 pm.

Mikroskop: LSM 510
Abbildungsmodus: Autofluoreszenz
Bildgenerierungszeit: 8s

Leistung: 4.4 mW

z: 10 ym

Laser: Chameleon (Wellenlange 760 nm)
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Abb. 32

TEM einer Probe mit vermindertem Wassergehalt. Axone der NFL (A) waren prazise

angeschnitten (Pfeil). Eine Ubergangszone mit Gewebeverdichtung lag nicht vor.
MafRstab =5 pm.




Abb. 33
Jeder Punkt bezeichnet einen line scan, bei dem bei gegebener Leistung die
Lumineszenz registriert wurde (,mit Lumineszenz“) oder nicht (,ohne®). Chameleon,

LSM 510.
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Abb. 34
Jeder Punkt bezeichnet einen line scan, bei dem bei gegebener Leistung die
Lumineszenz registriert wurde (,mit Lumineszenz®) oder nicht (,ohne®). Vitesse, LSM

510.
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