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1 Zusammenfassung

Einleitung: Die Katarakt ist die haufigste Ursache fir eineiBgachtigung der Sehleistung
des menschlichen Auges. Die einzige effektive Tpierast das operative Entfernen der
getribten Linse. Das Eroffnen der Linsenkapsel nsit verschiedenen intra- und
postoperativen Risiken und Komplikationsmdglich&ritoehaftet (Auslaufen der Risskante,
Zonulolyse, Nachstar). Viele Komplikationen lieRech vermeiden, wenn man die
Kapsulorhexis druckfrei und praziser ausfuhren kénmin neuer Ansatz hierfir ist das
Ertffnen der vorderen Linsenkapsel mit Hilfe desdra. In der vorliegenden Arbeit wurden
Grundlagen fir den intra- und postoperativen Emdat unverstarkten Femtosekundenlasers

in der Kataraktchirurgie erforscht.

Material und Methodik: Im Rahmen dieses Projektes wurde die bei der Kapsexis
gewonnene vordere humane Linsenkapsel mit dem stdvkten Femtosekundenlaser in-vitro
behandelt. Es wurden intrakapsulare Schnitte mit tersohiedlichen
Geschwindigkeitsparametern, Leistungsniveaus @néttl Leistung: 30 bis 100 mW) und
Abtragszeiten (17 ms [1/60 s] bis 4 s) durchgefubkowie Schnittbreiten bei den
unterschiedlichen Parametern ermittelt und statistausgewertet. Die Experimente sind mit
dem unverstarkten Femtosekundenlagessse 800 (Vitesse, Coherent, Inc., Santa Clara, CA,
USA) in Verbindung mit dem Laser-Scanning-MikrosKdgM 410 (Carl Zeiss Jena GmbH,
Jena, Deutschland, LSM 410, modifiziert) durchgefutvorden. Die Laser-Scanning-
Mikroskopie (Multiphotonenmikroskopie) ermdglichtem gleichen Strahlengang die
unmittelbare Bildgebung der Proben in verschiedeBanstellungsmodi (Transmissions-/
Reflektions- und Autofluoreszenzmodus). Die Auswegt der Schnittbreiten erfolgte anhand
der Autofluoreszenzaufnahmen. Zusatzlich wurden igein Proben zur Kontrolle

elektronenmikroskopisch (Transmissionselektronenosikopie, TEM) untersucht.

Ergebnisse:Es zeigte sich, dass mit dem unverstarkten Felkuosenlaser prazise Schnitte
in der vorderen Linsenkapsel mdglich sind. Sowwhider Bildgebung mit dem Laser-
Scanning-Mikroskop (LSM), als auch in den Kontraotersuchungen mit der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) waren &eingroReren unerwinschten
Nebeneffekte sichtbar. Wir ermittelten Schnittleeizwischen 0,22 (+ 0,038) um bis 1,49 (+
0,15) um. Zwischen den Abtragsparametern und demittelten Schnittbreiten zeigte sich
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nahezu eine lineare Abhéangigkeit. Die Variation deschwindigkeitsparameter des
Laserstrahls hat bei sonst konstanter Abtragszelt Abtragsleistung Auswirkungen auf die
Schnittbreite. Die hochauflosende zeitnahe Bildggbu(Multiphotonenmikroskopie)
ermdglicht eine genaue Beurteilung des GewebesbeSteht eine gute Ubereinstimmung
zwischen den ermittelten Werten in Autofluoreszédeln und den transmissionselektronen-
mikroskopischen Bildern.

Schlussfolgerung: Mit Hilfe des unverstarkten Femtosekundenlasersestmadglich, die
vordere humane Linsenkapsel prazise und druckfr@ mur geringen destruktiven
Nebeneffekten zu schneiden. Die Multiphotonenmikopge im gleichen Strahlengang
erlaubt eine schnelle Bildgebung. Hiermit ist eggyhodl, den Laserstrahl exakt im Zielgebiet
zu fokussieren und so umliegende Strukturen zursshadn-vivo Studien missen zeigen, ob
sich unverstarkte Femtosekundenlaser in Zukunfien Kataraktchirurgie zur Vermeidung

und Behandlung von Komplikationen einsetzen lassen.
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1.1 Summary

Femtosecond laser-assisted imaging and surgery dfet human anterior lens capsule.

Introduction: Cataract is the most common cause for an impairwfethe visual function of
the human eye. Surgical removal of the opacifiets les the only effective therapy. The
opening of the lens capsule has different intrad pastoperative risks and possibilities of
complications (run out of the edge of the rhexishwolysis, secondary cataract). Many
complications could be avoided, if it would be pbksto perform the capsulorhexis more
precisely and pressure-free. A new approach idaber-assisted opening of the anterior lens
capsule. The goal of this thesis is to provide @ dat as a basis for intra- and postoperative
femtosecond laser application in cataract surgery.

Material and methods: Human anterior lens capsules obtained during cagsexis were
treated with a non-amplified femtosecond laseriirov Intracapsular incisions were made
with different speed parameters of the laser bgmwer levels (average power: 30 mW up to
100 mW) and ablation (irradiation) times (1/60 stop4 s). The width of the incisions at
different parameters were measured and statisticeMaluated. The experiments were
performed with a non-amplified femtosecond laséteSse 800, Coherent, Inc., Santa Clara,
CA, USA) in connection with a laser-scanning-micas (LSM 410, Carl Zeiss Jena GmbH,
Jena, Germany, LSM 410, modified). The laser-seaymicroscopy allowed imaging of the
specimens in different imaging modes (transmissimgflection- and autofluerescence mode)
within the same optical path of the beam. Width sneaments of the incisions was based on
autofluorescence images. Additionally, some specsnme&ere examined with electron

microscopy (transmission electron microscopy).

Results: Precise incisions in the anterior lens capsule wessible with the non-amplified
femtosecond laser. Imaging with laser scanningaswpy (LSM) and control investigations
with electron microscopy did not show larger arebsollateral tissue damage. Widths of the
incisions were between 0.22 (+ 0.038) um up to 1(#90.15) um. An almost linear
dependence between the ablation parameters andavithle of the incisions was found.
Variation of the speed parameters of the laser be#imotherweise constant ablation power
and ablation time has an effect on the width ofdbe Fast high resolution imaging (multi-
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photon-imaging) allows a precise evaluation ofugssA high correlation exists between the
determined values in autofluorescence images auwtkeh microscopic images.

Conclusion: It is possible to cut the human anterior lens cepprecisely and pressure-free
with only small destructive side effects with thelghof a non-amplified femtosecond laser.
Multiphoton-microscopy using the same path of #eet beam allows fast imaging. Thereby
it is possible to focus the laser beam exacthhentarget area and to limit collateral damage in
surrounding tissue. In-vivo studies are necessaryinvestigate whether non-amplified

femtosecond lasers may help to avoid and treat koatipns in cataract surgery.
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2 Einleitung

2.1 Aufbau des menschlichen Auges

Das menschliche Auge (Abb

o Zomuilafasern
2.1) lasst sich in einen vordere  Ziliarkdrper

und hinteren Abschnitt unter
teilen. Der vordere Abschnitl
besteht aus der vorderen ur
hinteren Kammer. Die Vorder-
kammer erstreckt sich von de
Kornea bis zur Iris. Als
Hinterkammer bezeichnet ma

den Raum zwischen der Iris un

der Linse. Die Linse ist Uber die

. Abb. 2.1 Aufbau des menschlichen Auges, schemente
Zonulafasern am  Ziliarmuske parstellung.
verankert. An ihre posteriore
Flache grenzt der Glaskorper. Am hinteren Pol loefirsich die Netzhaut (Retina), welche
die Nervenfasern enthalt. Die Aderhaut (Choroidmdhalt die Blutgefal3e. Nervenfasern und
BlutgefalRe treten im Bereich der Papille in daseterdes Auges hinein bzw. verlassen diese.

Die Sklera umhllt nahezu fast das gesamte Augeguenizt vorne an die Hornhaut (Kornea).

2.2 Die menschliche Linse

Die Linse liegt in der hinteren Augenkammer. Areilr Aquator setzen die Zonulafasern an.
Uber diese Fasern ist die Linse mit dem Ziliarkdnperbunden (Abb. 2.1). Uber diese Fasern
werden die Bewegungen des Ziliarmuskels auf diesd.iibertragen. Eine Kontraktion des
Muskels fuhrt zur Erschlaffung der Fasern, wodusibh die elastische Linse starker
krimmen kann. Eine Erschlaffung des Muskels fuhufgmind des Muskelzuges zur

Abflachung der Linse. Die vordere Flache liegt @indler Iris. Die hintere Flache liegt der

Fossa hyaloidea an. Die Linse ist ein Bestandtsl dioptrischen Apparates. Sie fokussiert

das einfallende Licht auf der Netzhaut, so dassalorscharfes Bild abgebildet werden kann.
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2.2.1 Aufbau der Linse

Die Linse ist ein kristallklarer, bikonvexer
avaskularer, elastischer Korper (ler

. . . ) . . . Ersrachsenenkern
cristallina). Die hintere Flache ist etwas stark :
Infantilkern
gekrimmt als die vordere Flache (vgl. Ab Fetalkern
Embryonalkern

2.2). Die Linsenkapsel, welche die Ling
umschliel3t, ist aufgrund ihrer Elastizitat fur d
Verformung bei der Akkomodation ver

antwortlich. Sie besteht v.a. aus Kollagen T} Kapsel
IV. Im vorderen Bereich ist die Kapsel bis 7. P!

Linzenrinde
40 pm dick. Am hinteren Linsenpol findet ma

die dinnste Stelle mit einer Dicke von etwa

um.  An der anterioren und aquatonak Abb. 2.2 Querschnitt der menschliche

Linsenkapsel ist ein einschichtiges Linse ,I&iSbei;{us schemenhafte  Darstellung  d
epithel auf der inneren Seite der Kapsel
vorhanden. Die Zelldichte nimmt vom Zentrum zuriptegrie (zum Aquator hin) zu. Die

posteriore Kapsel besitzt kein Epith{@uelle: Augenheilkunde, 2004 Georg Thieme VerButtgart,
New York)

2.2.2 Physiologischer Alterungsprozess der Linse

Wahrend des Alterungsprozesses nimmt der Wassdrgedia Linse ab. Der Anteil an
unloslichen Linsenproteinen nimmt im Gegensatz Ries fuhrt zur allm&hlichen
Sklerosierung der Linse. Daraus resultieren dieahiome der Elastizitat und der Verlust der

Transparenz. Die Akkommodationsbreite nimmt korigrich ab.

Die Linse differenziert sich aus einer azellulahgralinen Kapsel mit einer Epithelzellschicht
auf der Vorderseite und zentral liegenden LinsafasDie primaren Linsenfasern bilden den
sogenannten Embryonalkern (primare Linsenfaserdiffgerung). Zellen im Aquatorbereich
bilden neue Epithelzellen. Diese neu gebildetetedalandern an die Oberflache der Linse,
differenzieren sich zu Fasern und ,verdrdngen® dmhandenen ,alten® Fasern zur
Linsenmitte hin. Dabei verlieren sie ihre Organellevodurch die Transparenz der Linse

gewabhrleistet wird. Neue Fasern bilden sich wahaglganzen Lebens und lagern sich stets
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subkapsular ab. Auf diese Weise entwickeln sichLemfe des Lebens die verschiedenen
Kerne der Linse (siehe Abb. 2.2). Aufgrund der kemisapsel konnen die Zellen und neu
gebildete Fasern das Gebiet der Linse nicht venasBies flihrt zu einer kontinuierlichen
Verdichtung des Gewebes und zu einer Tribung deseliDie Tribung der Linse im hohen
Alter ist deshalb als ein natirlicher Alterungsmsz anzusehen. Im Laufe des Lebens wachst

die Linse und nimmt an Gewicht zu.

2.3 Katarakt

2.3.1 Definition

Von einer Katarakt spricht man, wenn eine Tribungr dlinsensubstanz oder der
Linsenkapsel vorliegt. Die Katarakt entwickelt sigewohnlich sehr langsam Uber einen
langeren Zeitraum hinweg. Dies gilt auch fur di¢e@bedingte Katarakt. Im Gegensatz
hierzu gibt es auch Formen der Katarakt, bei desesehr rasch zu einer Triibung der Linse
kommt (z.B. traumatisch bedingte Katarakt). Die $tome wie z.B. das verschleierte Sehen,
Visusminderung, verdnderte Farbwahrnehmung werden den Patienten individuell

unterschiedlich stark wahrgenommen.

2.3.2 Klassifizierung

Fur die Entstehung der Katarakt gibt es sehr vigierschiedliche Ursachen. Fur die
Klassifizierung der unterschiedlichen Formen gibtneehrere Moéglichkeiten. Man kann die
Katarakte nach ihrem Reifestadium, ihrer Form, nhrEntstehungszeitpunkt und Ursache
einteilen. Viele Erkrankungen des Korpers, die @armmicht im Auge lokalisiert sind,

begiinstigen durch eine okuléare Beteiligung Veramgen an der Linse und kénnen somit

auch zu einer Katarakt fihren.
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Die nachfolgende Tabelle (Tab 2.1) fuhrt eine Ausivan wichtigen Ursachen und Formen
der Katarakt an:

Ursachen (Auswahl):

Angeborene Katarakte

Juvenile Katarakte

Senile Katarakte

Cataracta complicata; infolge intraokularer Erknamgen wie z.B. Uveitis

Katarakte bei Allgemein-/ StoffwechselerkrankungeB, Galaktosamie, Diabetes mellitus, Morbus Wilso

Katarakte bei Syndromen, z.B. Morbus Down, Alpam&om

Traumatische Katarakte, z.B. perforierende Verlagem, Kontusionen

Katarakte durch Medikamenteneinwirkung, z.B. KantisAnticholinesterasen

Weitere Ursachen: Siderose, Saure-/Laugenverlegzyr8frahlung, Elektrizitat

Formen (Auswabhl):

Cataracta corticalis

Cataracta nuclearis

Cataracta corticonuclearis

Cataracta coronaria

Cataracta matura

Cataracta hypermatura

Tab. 2.1 Formen der Katarakt (Quelle: Checkliste Agenheilkunde, 2005 Georg Thieme Verlag,
Stuttgart).

2.4 Therapie der Katarakt

Eine kausale Therapie der Katarakt ist nicht méigli&nsatze, den Stoffwechsel der Linsen
medikamentds zu beeinflussen sind bislang erfolgieblieben. Die einzige effektive
Therapie der Katarakt ist die operative Therapie v8rd bei Patienten durchgefiihrt, die eine

deutliche Einschrankung und Stérung durch die Tngkuaben.

2.4.1 Historische Entwicklung der Kataraktchirurgie

Alten Schriften kann man entnehmen, dass man sitions vor Jahrtausenden mit der
Therapie der Linsentribung beschaftigt hat. Dieemagnte Starstichmethode wurde Uber
2000 Jahre bis in das 19. Jahrhundert angewengibdtwurde mit einer Nadel in das Auge

gestochen und die getribte Linse aus der optisélolise in den hinteren Augenabschnitt
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luxiert. J. Daviel (Jacobo Daviel, 1696-1762) |sgf&ter nur den Linseninhalt nach unten in
das Auge heraustreten. Die Linsenkapsel blieb &iegbhalten. Die Hornhaut wurde mit
einem 2/3-Schnitt kreisformig nach unten hin eréffrAnschlie3end wurde die Linsenkapsel
mit einer Nadel eroffnet und der Inhalt abgelag&#awvielscher Loffel). Dieses OP-Verfahren
ist die erste extrakapsulare Staroperation. Spétede die Technik durch Johann Heinrich
Jung (Jung-Stilling, 1740-1817) modifiziert. Der fdbautschnitt in dieser Methode war
deutlich kleiner. Er verlief halbkreisférmig im w@néen Bereich der Hornhaut. Friedrich v.
Jaeger entwickelte eine Technik, in der er die Haut im oberen Bereich kreisformig
eroffnete (1840). A. v. Graefe fuhrte die Operatioit der Technik des Starschnittes durch
(1866). Dieser Schnitt verlief oberhalb der Hornthdum in den Bereich der Linse zu

gelangen wurde hierbei auch ein Teil der Regendugérentfernt.

2.4.2 Moderne Verfahren

Erst in der Neuzeit wurden Verfahren zur komplettemfernung der Linse entwickelt.

Aufgrund der fehlenden Linse musste die Brechkdas Auges mit sehr starken Brillen
ausgeglichen werden. Sir Herold Ridley implanticdi®d9 die erste Kunstlinse zur Korrektur
der Aphakie. Zu Beginn war diese Methode mit hoKemplikationsraten verbunden. Uber
Jahrzehnte hinweg wurden verschiedene Operatiaast@n flir das Ersetzen der getriibten
Linse stetig weiterentwickelt. Die eingesetzten &ilinsen und die verwendeten Materialien

wurden ebenfalls tGber die Jahre hinweg verbessert.

2.4.2.1 Intrakapsulare Kataraktextraktion

Bis vor etwa 20 Jahren war die Methode der intralljven Kataraktextraktion (ICCE) die
Methode der Wahl. Uber einen groReren Schnitt mHtnhaut wurde ein Kaltestift in das
Auge hineingefuhrt und damit die Linse angefror&ie so verankerte Linse wurde
zusammen mit der Linsenkapsel aus dem Auge entfeleute wird dieses Verfahren nur

noch selten angewendet, z.B. bei luxierten Linsen.
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2.4.2.2 Extrakapsulare Verfahren

Das heutzutage angewendete Standard-Operationsiarfést die extrakapsulare Katarakt-
extraktion. Zunachst wird die vordere Linsenkapeaisformig eroffnet (Kapsulorhexis).
Danach wird der Linsekern mit Hochfrequenzultraichartrimmert und dabei gleichzeitig
abgesaugt (Phakoemulsifikation). Die hintere Liksgrsel sowie die Zonulafasern bleiben
bei diesem Verfahren erhalten (Kapselsack). Réstligellbestandteile im Kapselsack werden
anschlieBend mit einem Saug-Spil-Ansatz geldst abgesaugt. Dann wird der leere
Kapselsack poliert und die Kunstlinse implanti&éhrend der Operation wird eine viskose
Substanz in die Vorderkammer gegeben, um diesetahilisieren und die umliegenden
Strukturen nicht zu verletzen.

Fiur das Verfahren der Phakoemulsifikation sind danterschiedlicher Inzisionstechniken
und dem Einsatz von Faltlinsen nur sehr kleineefeikilorneale oder korneale) Inzisionen
notwendig (1,6-3 mm). Steve Shearing hat vor ulfedgéhren die Technik der Mikroinzision
beschriebelf. Heute werden in einigen Zentren die SICS (Snmlision Cataract Surgery,
coaxial phacoemulsification) und die MICS (Microcision Cataract Surgery, bimanual
microincision) Technik angewendet. Die MICS erlathnitte unter 2 mm. Vor- und
Nachteile beider Verfahren werden kontrovers digkutDie MICS ist weniger traumatisch,
u.a. ist der bei der Operation induzierte Astigsmatis geringer ausgepragtedoch konnten
signifikante peri- und postoperative Unterschigderospektiven Studien nicht nachgewiesen

werderi®.

2.4.3 Schwierigkeiten bei der Operation / Komplikaionen

Bei der Durchfiihrung der Operation gibt es mehirspruchsvolle Schritte, die alle mit
Risiken verbunden sind. Zudem gibt es eine Reihe Komplikationen, die nach der

Operation auftreten kénnen.
2.4.3.1 Kapsulorhexis / Eroffnung der vorderen Linsnkapsel
Die Er6ffnung der vorderen Linsenkapsel (Kapsulgi$le ist einer der entscheidenden

Schritte bei der Katarakt Operation. Neuhann unchli&l entwickelten das Verfahren der
kontinuierlichen kreisrunden Kapsulorhexis (ccoomtinious circular capsulorhext§)*
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Mit einer Nadel oder Pinzette wird die vordere leinkapsel zunachst mittig, dann nach
aul3en hin randparallel kreisformig eingerissen, de@s eine kreisrunde Kapsulorhexis
entsteht. Hettlich et al. untersuchten die KapkHteonenmikroskopisch und stellten fest, das
die Rhexis allein durch die ausgelbten Krafte bkeist wird, nicht durch den strukturellen
Aufbau der Kapsel. Die Rolle der Vorderkammertiefgd in dieser Arbeit nochmals
hervorgehoben. Je tiefer diese ist, desto sicharet praziser lasst sich die Rhexis
durchfiihref®,

Eine prazise und saubere Rhexis vermindert dagdrigin Spatkomplikationen wie z.B. das
Kapselkontraktionssyndrom. Das Phé&nomen der Kapsghktion wird in einem
gesonderten Kapitel naher erlautert, siehe hidtéjr. 2.4.3.4.

Eine kontinuierliche kreisrunde Kapsulorhexis hat Eolge, dass der leere Kapselsack, an
welchem noch die Zonulafasern ansetzen, in der IRegbrend und nach der Operation
erhalten werden kann. Hierdurch bleibt die nathidi@rennung des Auges in den vorderen
und hinteren Augenabschnitt erhalten. Zudem wink estabile Fixiermdglichkeit fur die
Kunstlinse gewahrleist&t

Bei guten Sichtverhaltnissen lasst sich die Kapget von benachbarten Strukturen
unterscheiden. Das Erkennen der Dicke und des Wefader Kapsel ist fiir eine erfolgreiche
Kapsulorhexis unerlasslich. Hierbei spielt das edgnte Licht, welches vom
Augenhintergrund zurickreflektiert wird, eine bedere Rolle bei der Orientierung. Folglich
ist die Kapsulorhexis bei unglnstigen Sichtverhéden nur sehr schwer bzw. Uberhaupt
nicht durchzufiihren (siehe Kap. 2.4.3.3).

2.4.3.2 Kindliche Katarakt

Das rechtzeitige Erkennen und die Therapie einetarndlt bei Kindern ist fir die

Entwicklung der Sehkraft wegen der Amblyopiegefalon enormer Bedeutung. Die
Operation ist bei Kindern aufgrund anatomischer hdnisse erschwert. Das Risiko,
benachbarte Strukturen zu verletzen, ist erhohilid@hwie bei der flachen Vorderkammer
eines Erwachsenen. Die Kapsel bei Kindern ist jedelastischer. Daher sind auch jegliche
Manipulationen an der Kapsel schwerer als bei Emsewen. Die Grof3e der Rhexis ist
schwerer steuerbar. Im Allgemeinen muss mehr Dmitkdem Instrument ausgeulbt werden.

Hierbei steigen das Risiko der Schadigung von Nacdwebe und das Risiko der
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Linsenluxation. Entzindungsreaktionen und Triburgemhinteren Linsenkapsel nach einer
Operation sind bei Kindern haufiger zu beobactitéh

2.4.3.3 Methoden zur Visualisierung der Kapsel

Eingeschrankte Sichtverhéltnisse durch eine geatriblornhaut, Tribungen in der
Vorderkammer, des Glaskérpers (fehlender Fundestefvider starke Tribungen der Linse
wie z. B. bei der maturen Katarakt erschweren dper@ion. Im Laufe der Zeit wurden

verschiedene Methoden zur Visualisierung der Likapgel entwickelt.

Das Anfarben der Linsenkapsel ist eine weit vetetreiund sehr haufig genutzte Methode zur
Visualisierung der vorderen Kapsel. Bevorzugt wdid Anfarbung der Kapsel mit Trypan-
Blau. Indozyanin-Griin und Fluorescein sind Stoffes ebenfalls zur Markierung genutzt
werden konnen. Histologische Untersuchungen halben, dass sich Trypan-Blau v.a. im
Bereich der Basalmembran der angrenzenden Linsghelgthicht anreichert (gute
Abgrenzung). Die Linsenrinde wird dabei kaum and®#fa Im klinischen Einsatz erzielen
Trypan-Blau und Indozyanin-Griin sowohl wahrend d&peration als auch bei den
postoperativen Verlaufen nahezu gleiche Ergebhisse

Die Expositionszeit mit Trypan-Blau sollte so gerirwie moglich gehalten werden.
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Sattiguhglem Farbstoff erst mehrere Stunden
nach der Applikation einen Maximalwert erreicht.eBitrifft auch fur Fluorescein zu. Im
Gegensatz zu Fluorescein farbt sich die Kapsellmyppan-Blau deutlich schneller. Aufgrund
der langen Halbwertszeiten und des Sattigungsverigmlmuss Fluorescein sehr sorgsam
angewandt werden. Nach Trypan-Blau Injektionen siRdlle von nicht-infektiosen
Endophthalmitiden in der Literatur beschrieben veort

Die Toxizitat von Farbstoffen gegentber dem Horméadothel ist umstritten. Studien haben
gezeigt, dass die Stoffe sicher angewendet werdendn, sofern bestimmte Konzentrationen
nicht iberschritten werdéh In der Literatur finden sich jedoch auch zahheid=alle, in
denen die Toxizitat von Farbstoffen und deren Adswigen beschrieben werden. Einige
dieser Komplikationen sind auf die inadaquate Amugrg zurtickzufiihren. Viele resultieren
auch daraus, dass der Farbstoff in manchen Faltan nestlos entfernt werden kann. Dies ist
bedingt durch das Austreten der Flussigkeit mit dé&arbstoff in Nachbargewebe,
Speicherung des Farbstoffes dort, bzw. durch ddsef@n an der eingesetzten Kunstlinse.

Die Folge ist eine permanente Irritation des Gewebed der umliegenden Strukturen.
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Besonders das Hornhautendothel reagiert sehr edfipfingegeniiber diesen Stoffen, Odeme
und Trabungen mit daraus resultierenden Sehstérusigel die Folgen. Die Therapie solcher
Komplikationen ist schwierig®*

Tritt die Farbeldésung in umliegende Strukturen &rB. Glaskorper), sollten bestimmte
Kunstlinsenmaterialien (z.B. Acryl) vermieden weardela die Gefahr einer postoperativen
Akkumulation in diesen Materialien besteht

Darlber hinaus bestehen noch weitere Madglichkeizem Visualisierung. U.a. sind
Operationen mit Hilfe von grinem Licht oder mit fdil von modifizierten
Operationsmikroskopen beschrieben. Es handeln Hsietbei teilweise um experimentelle

Verfahrert 43
2.4.3.4 Kapselkontraktionssyndrom

Das Kapselkontraktionssyndrom ist eine Komplikatiasie nach der extrakapsuléaren
Kataraktextraktion zu beobachten ist. Eine Verldaimg des Durchmessers der
durchgefuhrten Kapsulorhexis kommt stets vor, uAably von der urspringlichen
Kapsulorhexis.

Bei dem Kapselkontraktionssyndrom ist die Schrumgfiloesonders stark ausgepragt. Es
kommt zu einer starken Kontraktion der kreisrun@#mung, wodurch der Durchmesser der
Offnung drastisch abnimmt. Zudem werden aufgrund Identraktion die Zonulafasern
gedehnt. Es kann zusétzlich zu einer Veranderungatge der implantierten Linse kommen.
Das weitere Voranschreiten der Kontraktion fuhriemer Verschlechterung der Sehleistung,
v.a. durch die Linsendezentrierung. Die optischehs&c des Auges kann auch bei
ausgepragten Fallen durch das Kapselmaterial dedeshtrachtigt sein. Haufigstes Symptom
ist v.a. eine Veranderung der Kontrastsensitivitgniger der Sehschaffe Risikofaktoren
fur das Kapselkontraktionssyndrom sind ein forthetenes Alter, Uveitis, Schwache der
Zonulafasern sowie das Pseudoexfoliationssyntftdth

Ubriggebliebene Epithelzellen nach der Operationbeha einen Einfluss auf die
postoperativen Veranderungen der Kapsel. Je stggiéldie Entfernung der Zellen erfolgt,
desto geringer ist auch die anschlieRende SchrumgpfiEine geringere Schrumpfung
erniedrigt das Risiko eines Kapselkontraktionssynr®,

Die Form der implantierten Linse hat nur einen mgen bis keinen Einfluss auf die
Schrumpfung nach der RheXisDagegen spielt das Material der implantierten $tlimse bei

der Entstehung des Syndroms eine entscheidende. Rollinterschiedlichen Studien konnte
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gezeigt werden, dass bei bestimmten Materialien $fgsdrom haufiger auftritt und die

Kontraktionsraten hoher sind. Cochener et al. haheainer Studie die Kontraktionsraten
nach der Implantation von Kunstlinsen aus Silikamd PMMA (Polymethylmetacrylate)

miteinander verglichen. Dabei wurde festgestelitssd Schrumpfungen bei Kunstlinsen aus
PMMA seltener und weniger stark ausgepragt'SirBei dem Kapselkontraktionssyndrom ist
v.a. in den ersten Monaten nach der Operation siake Schrumpfung zu beobachten.
Danach schreitet der Prozess langsamer vorBas Kapselkontraktionssyndrom wird haufig
mit dem Neodym-YAG-Laser behandelt. Auch invasiwrigische MaRnahmen kénnen zur

Therapie herangezogen werdéh

2.4.3.5 Nachstar (Sekundarkatarakt)

Etwa 30 % aller Patienten entwickeln nach eineraggipsularen Kataraktextraktion einen
Nachstar. Dabei handelt es sich um eine Tribundiaéeren Linsenkapsel. Diese Trubung
erfolgt durch regeneratorische Prozesse und fibr&@ewebsneubildung, die von
Ubriggebliebenen Epithelzellen ausgehen. Fir diengye Préavention ist deshalb das
sorgfaltige Entfernen von regenerationsfahigem Kkdte bei der Operation von
entscheidender Rolle. Das restlose Entfernen vdlerZest jedoch sehr schwierig zu erzielen.
V.a. die am Aquator liegenden Zellen sind bei dpeqtion nur schwer zu entfernen.

Typ und Material der eingesetzten Kunstlinse sodeée Durchmesser der Kapsulorhexis
spielen fiir die Pravention ebenfalls eine wichiRlle’®. Das Polieren der Kapsel, v.a. der
hinteren Kapsel, sowie der anschlieBende Saug\&migjlang ist eine heutzutage
routinemaRig durchgefuhrte MaRnahme zur Pravemt@mnNachstars. Fibrotische Umbauten
lassen sich hierdurch reduzieren. Das Verfahrendaatch nur einen geringen Einfluss auf

die regeneratorische Komponente der Sekundéarkétarak

Durch die intraokulére Injektion verschiedener Sabzen wahrend der Operation l&sst sich
die Entwicklung des Nachstars ebenfalls beeinflusbieue Ansétze sind gentechnologische
Manipulationen von regenerationsfahigen Zélldfs stehen viele Substanzen zur Verfiigung,
welche die Entstehung des Nachstars verzogern hemmen. Den Weg in den klinischen
Alltag haben diese Substanzen jedoch wegen ihagkest Nebenwirkungen nicht gefunden.
Neu entwickelte Kapselspulsysteme erméglichen eibegrenzt lokalen Einsatz dieser
Substanzen. Es bedarf weiterer Forschung, um zclegitlen, ob diese Verfahren in der

Zukunft routinem&Rig eingesetzt werden konnen. Ad@parin ermoglicht eine effektive
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Pravention. Tierversuche mit speziellen Applikasiegrfahren lieferten erfolgsversprechende
Ergebniss®.

2.4.4 Laser in der Augenheilkunde

2.4.4.1 Nd:YAG Laser

Der Nd:YAG-(Neodym-YAG-) Laser ist einer der am fhgsten verwendeten Laser in der
Augenheilkunde. Er kommt v.a. bei der Behandlung Nachstars zum Einsatz. Bei dem
Nd:YAG-Laser handelt es sich um einen Nanosekurden| d.h. die Pulsdauer des Lasers
(Impulsdauer) liegt im Bereich von NanosekundenesBi Laser benotigen fur die
Plasmabildung (laser induced optical breakdowndt&tisruption) im Gewebe Energien im
Bereich von Milljoule. Diese relativ hohen Enenmgiesind Voraussetzung fur den
Gewebeabtrag. Die Schadigungszone, bedingt durelhmibche Effekte, reicht einige
Millimeter in angrenzendes Gewebe. Sie ist abhamngig der Pulsleistung des Lasers, d.h.
von der erreichten Pulsenergie pro Pulsdauer.

Picosekundenlaser (Pulsdauer im Bereich von Picoskdn) bendtigen geringere Energien.
Sie arbeiten im Mikrojoule Bereich. Die Schadiguase betrdgt im Gegensatz zu den
Nanosekundenlasern nur wenige 10°fim

Kurtz et al. untersuchten den Zusammenhang zwisgaeRhotodisruption und der Pulslange
des Lasers. Je kiirzer die Pulslange ist, destdsprasind die Laserabtrdge Im nahen
Infrarot-Bereich (NIR) arbeitende Femtosekundemlakaben geringe Pulslangen. Sie

ermdoglichen eine gute optische Fokussierung uneiterbsehr prazise.

Der Nd:YAG-Laser wird u.a. fur die Behandlung deacNstars eingesetzt. Das getribte
Gewebe wird mit dem Laser von aul3en eroffnet uridiese Weise aus der optischen Achse
entfernt. Dadurch kommt es zum Visusanstieg. Diehstarbehandlung mit dem Nd:YAG-

Laser gilt heute als effektive und sichere Metf{ade

Auch das Kapselkontraktionssyndrom kann mit dem YN&-Laser behandelt werden.
Mehrere Studien kommen zu dem Ergebnis, dass sishKadpselkontraktionssyndrom mit
dem Nd:YAG-Laser sicher behandeln I&s%t Trotz der Weiterentwicklung der Nd:YAG-
Laser wird die Anwendung fur die vordere Kapsulamkontrovers diskutiert.
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Ungeachtet der weiten Verbreitung des Nd:YAG-Las&®nnen eine Reihe von
Komplikationen auftreten. Wenn die hintere Kapsei Ber Nachstarbehandlung mit dem
Laser entfernt wird, ist die Stabilitat der eingeten Kunstlinse nicht mehr in dem Mal3e
gewabhrleistet wie urspringlich. Dies kann im waterVerlauf zu einer Linsenluxation
fihrert®. Zudem wurden bei bestimmten Linsentypen Schadedes Kunstlinse nach der
Nachstarbehandlung durch die Laserstrahlen becdtichDer Anstieg des intraokularen
Druckes, ein akuter Glaukomanfall oder Entzindurajdionen im Auge nach der
Laserbehandlung sind weitere Komplikationen, digétreten kénneh > ** 27 Schadigungen

an der Netzhaut (z.B. Odeme) konnen ebenfalls reiohr Nd:YAG-Laser Behandlung
auftreten. Die Inzidenz von Netzhautablésungemsesienfalls afi.

In tierexperimentellen Studien wurde untersuchtwigfern sich bei der vorderen
Kapsulotomie mit dem Laser die Strahlen auf diedéimelzellen der Hornhaut auswirken. Es
wurden Schaden an Endothelzellen und AnderungetemBescemet Membran beobactitet

Diese Komplikationen sind auf die Eigenschaften ulel Anwendungsweise des Lasers
zurtckzufiihren. Die Fokussierung erfolgt mit Hilfeines Zielstrahls. Die korrekte
Anwendung erfordert Geschicklichkeit und Erfahruign weiterer Punkt ist die Prazision
des Lasers. Nd:YAG-Laser erlauben nur eine gerrdgenliche und zeitliche Fokussierung,
d.h. der Laserstrahl besitzt einen relativ groRearcbmesser. AufRerdem wird pro
Flacheneinheit eine relativ hohe Energie abgegeld@rdzisionsverlust und schlechte
Dosierbarkeit sind die Folgen.

2.4.4.2 Femtosekundenlaser

Verstarkte Femtosekundenlaser werden seit Jahren rewaktiven Hornhautchirurgie
eingesetzt (LASIK). Sie sind préaziser als Nanosekmr und Picosekundenlaser. Jedoch
konnen auch Femtosekundenlaser Schaden verursatnéej Gasblasen mit Durchmessern
tiber 12 pm mechanische Folgewirkungen (z.B. Scheth&m) moglich sintf. Solche Effekte
treten insbesondere bei verstarkten Femtosekursnlauf, die im Mikro- (uJ) bzw. im
Millijoule (mJ) Bereich arbeiten.

Ein weiterer unerwiinschter Effekt ist das nichetire Selbst-Fokussierungsphanomen. Dies
wurde u.a. bei der Anwendung an der Hornhaut bdubacHierbei breitet sich der

Laserstrahl unkontrolliert in das Innere des Augas. Dies geschieht besonders bei hohen
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Pulsenergien und einer schlechten FokussierungADasiald dieser Effekte hangt linear von
der Pulsenergie ab, d.h. hohere Pulsenergien hasgepragtere unerwinschte und
unkontrollierte Nebeneffekte.

Bei unverstarkten Femtosekundenlasern, die im Né&m#)- bzw. im sub-Nanojoule Bereich

arbeiten, treten signifikante Nebenschéden seltemein geringerem Malie auf. Unverstéarkte
Systeme, die im nahen Infrarotbereich (NIR) arlmeitednnen Schnittbreiten unter 200 nm
erreichen. Konig et al. haben nachgewiesen, dassalthen Lasersystemen gezielt einzelne
Organellen inaktiviert bzw. ausgeschaltet werdennki, ohne andere Strukturen oder die
Zellmembran zu beeintrachtig8n>* 3** Durch eine prazise Bearbeitung der Zellmembran

sind sogar optische Gentransfers mogfich

In Kombination mit einem Laser-Scanning-Mikroskost imit dem unverstarkten
Femtosekundenlaser eine dreidimensionale und zergf$freie in-vivo Bildgebung des
Gewebes moglich. Die Bildgebung basiert wie auch Miikro- und Nanochirurgie auf
Multiphotoneneffekten. Mit den Strahlen des Fenmkaseenlasers werden Molekile wie z.B.
NAD(P)H und Kollagen angeregt, die anschlielendéofuoreszenz detektiert und in ein
digitales Bild umgewandéft (siehe auch Kap. 3.3).

Neben der Bildgebung ist auch das Bearbeiten degelis mit dem gleichen System im
gleichen Strahlengang moglich. Durch die Fokussigrules Laserstrahls mit erhohter
Leistung im Gewebe kdnnen prazise intrastromala&yet erzielt werden. In verschiedenen

Experimenten wurden in der Hornhaut und in der Neatiz Schnittbreiten unter 1 pm erziélt
41

Die Fokussierung in der Tiefe und die Mdoglichkedr dntrastromalen Gewebeabtragung
ermoglichen einen vielseitigen Einsatz von Femtosdknlasern in Kombination mit der

Laser-Scanning-Mikroskopie. Die zeitnahe in-vivoldBebung ist sehr vorteilhaft und

ermdglicht sowohl vor, als nach den Eingriffen eerteilung des Gewelrds®®

Das Besondere an den Systemen mit unverstarktetoBekaundenlasern in Verbindung mit

der Laser-Scanning-Mikroskopie ist die Vereinigmog Schneideinstrument und Bildgebung
in einem Gerat. Bei dem Schneideinstrument hamge#ich um einen prazisen Laser mit nur
geringen unerwinschten destruktiven Nebeneffektere Bildgebung (Multiphotonen-

Imaging, siehe Kap. 3.3) ermoglicht hochaufloseBdder aus der fokussierten Ebene. Mit
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zunehmend praziseren Madglichkeiten des Schneidedsder Bearbeitung des Gewebes,
steigen die Anforderungen an die Bildgebung. Daszept des ,Sehenden Laserskalpells* ist

vor diesem Hintergrund ein Gegenstand aktuellesdfamg.

2.5 Zielsetzung / Fragestellung dieser Arbeit

Die bei der Kapsulorhexis gewonnene menschlichéerer Linsenkapsel wurde mit einem
unverstarkten Femtosekundenlaser behandelt (io)}viftiel war es, geeignete Parameter fir
intra- (z.B. Kapsulorhexis) und postoperative (zEehandlung der Kapselschrumpfung)
Anwendungen des Femtosekundenlasers zu gewinnen.

Im Einzelnen wurden bei intrakapsularen Schnitten der vorderen Linsenkapsel

Laserleistung, Abtragszeit und Geschwindigkeitspeter des Laserstrahls (Verweildauer,
Wiederholrate, Scangeschwindigkeit) variiert, um Brazision der Schnitte sowie kollaterale
Gewebsschadigung zu untersuchen.

Gleichzeitig war in den Versuchsaufbau ein LaserBmg-Mikroskop integriert, das unter

Beibehaltung des Strahlengangs und Ausnutzung vahlipgotoneneffekten eine zeitnahe

und zerstérungsfreie Bildgebung des Zielgewebess@nkapsel vor und nach Durchfiihrung
der Laserschnitte) ermoglichte. Die gewonnenen  dBild wurden mit

elektronenmikroskopischen Aufnahmen als Referenzouet verglichen.
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3 Material und Methodik

3.1 Materialgewinnung und Praparation

Alle Experimente wurden an humanen vorderen Linaps&n durchgefiihrt. Die Kapseln
wurden bei extrakapsularen Kataraktextraktionen Phiakoemulsifikation (PHAKO) an der
Universitatsaugenklinik Homburg/Saar (Saarland, tBehland) gewonnen. Bei der PHAKO
wird die vordere Linsenkapsel mit einer Nadel Kiisig aufgerissen. Die so freiwerdende
Kapsel wurde mittels Kapselpinzette aus dem InndemnAuges entfernt und sofort danach in
steriler BSS® Losung (Alcon Pharma GmbH) aufbewalmerhalb von ca. 10 Minuten
wurden die Kapseln unter einem Operationsmikrog@pebe- und zellschonend prapariert.
Mit einem Skalpell wurden glatte Rander geschnitieiese dienten der Orientierung und
dem spateren Wiederfinden der Abtragsstellen. Arefdbnd wurden die Praparate in
spezielle Zellkammern (MiniCeM®, Miniaturized Celthamber for Microscopy and
Micromanipulation, Jenlab GmbH, Jena, Deutschlaidyelegt. Deckglaschen verhinderten
das Verrutschen der Proben. Die Zellkammern wusssiter in das Halterungssystem des
modifizierten Laser-Scanning-Mikroskopes der Fir@eiss (LSM 410, Carl Zeiss Jena
GmbH, Jena, Deutschland) eingespannt. So warefichiinnikroskopisches Betrachten der
Proben, die Bildgebung mittels Autofluoreszenz,|®dfons- und Transmissionsaufnahmen

sowie die Bestrahlung mit dem Laser fur das Sclamegter Proben mdglich.

3.2 Laser-Scanning-Mikroskopie

Die Experimente wurden mit de
unverstarkten Femtosekundenlas
Vitesse 800 (Coherent, Inc., San
Clara, CA, USA) durchgefuhrt
Dies ist ein mode-locked Ti:S4
(Titanium:Saphir) diodengepump
ter Oszillator Laser mit einer feste
Wellenlange von 800 nm (Abb
3.1).

Abb. 3.1 Mikroskop (Axiovert 100), LSM 410, Laseranheit.
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Nachfolgende Tabelle (Tab. 3.1) stellt die Speatiiitnen des verwendeten Lasers dar:

Durchschnittsleistung > 200 mW

Bandbreite >10 nm FWHM, axiale Auflésung, Halbwsereite
Pulslange <100 fs

Wiederholungsrate 80 MHz Nominale Wiederholungstdt®,8MHz
Wellenlange 800 nm Nominale Wiederholungsratel#im
Dauerhaftigkeit der Leistung +/- 1 % Messung ubarrach 15 min Anlaufzeit
Durchmesser des Strahls 1,25 mm

Divergenz des Strahls <1,2 mrad

Polarisation > 100:1, horizontal

Tab. 3.1 Spezifikationen des Femtosekundenlasers,tésse 800. Ubernommen aus dem Datenblatt des
Lasers, Vitesse 800, Coherent, Inc., Santa Clara ACUSA.

Der Laser war zusammen mit dem inversen Mikroskagiovert 100, Carl Zeiss Jena
GmbH, Jena, Deutschland) an ein modifiziertes L&@nning-Mikroskop LSM 410
angeschlossen (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, DargdhDie Modifikationen am LSM 410
wurden von der Arbeitsgruppe Lasermedizin des Fraf@m Institutes fur Biomedizinische
Technik (IBMT, St. Ingbert, Saarland, Deutschladdjchgefihrt (Abb.3.2).

Es wurde ein 40er Immersionso
Compuater

objektiv (Zeiss Neofluar, Carl Zeis |
Jena GmbH, Jena, Deutschland) n —_—
einer Numerischen Apertur (NA) vor
1,3 benutzt. Die Proben wurde stets n %
der gleichbleibenden Wellenlange vo

Laser

800 nm bestrahlt. Ein dichroitische l_—|
Strahlteiler (E700SP,  Chrom; ®

Technology, Brattleboro/VT, USA) im Sranning.
L2 o dul

Laserstrahl

Strahlengang diente zur Trennung von

Abb. 3.2 Mikroskop, LSM, Lasereinheit unc

Fluoreszenzemissionen. Solche Stral Computer, schemenhatte Darstellung.

teiler reflektieren langwellige Strahlung

und erlauben die Transmission von kurzwelliger I8tnag. Die zu detektierenden Strahlen
von der Probe werden durch den Strahlteiler trattiemtiund gelangen zum Detektor. Als
externer PMT (Photo Multiplier Tube) wurde der RIB2(Hamamatsu Photonics, Japan)
verwendet. PMT's sind Teilchendetektoren. Sie wkndehwache Lichtsignale (Photonen)

in elektrische Impulse um. Ein PMT besteht ausreiftetokathode, einer Anode und einer
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Reihe dazwischengeschalteter Dynoden. Zwischen elgiem Dynoden besteht eine
aufsteigende Potenzialdifferenz. Treffen Photongihdee Photokathode, so werden mittels
Photoeffekt Elektronen aus der Kathode freigeseie Dynoden beschleunigen die
Elektronen und figen durch Sekundaremissionen atia¢hes an weiterer Elektronen hinzu
(Sekundéarelektronenvervielfacher). Je nach AnzehDynodenstufen kann eine Verstarkung
des Eingangssignals von bis zU &éreicht werden.

(Quelle: http://www.electrontubes.com/pmt/underdtag.html).

Abb. 3.3 zeigt schematiscl
FMT 1 Lazer
unseren Versuchsaufbau und d¢ Detektor
Strahlengang zur Bildgebung
und zum Laserabtrag. Der Lase| . LaM Laserstrahl
omputer

strahl wird Uber Spiegel ung

. ) Probeg——»
Strahlteiler zu der Probe im il
Laser-Scanning-Mikroskop
geleitet. Im Transmissionsmodu |
. derFilter ™ ]
wird der Detektor angesteuer Strahlteiler/Filter |

Shutter

welcher sich im Strahlengan(
, , PMT 2
hinter der Probe Dbefinde Detektor

(Detektor 1). Dieser leitet dani Abb. 3.3 Schematische Darstellung des Versuchsaufls

die Signale an den Compute Strahlengang.

welcher ein Bild erzeugt. Im Reflektionsmodus witid Strahlung zuriickreflektiert und von
dem Detektor registriert, welcher sich vor der Rrokfindet. Im Autofluoreszenzmodus wird

die emittierte Strahlung Uber den Strahlteiler geteind vom PMT registriert.

Die Multiphotonenmikroskopie ermdglicht die exakf®kussierung des Laserstrahls im
Gewebe. Das im Gewebe angeregte Volumen ist audgaer Laserleistung und der
Objektive mit hoher numerischer Apertur sehr geriBges ermdglicht im Gegensatz zur
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie eine pinhoége Bildgebung. In konfokalen
Systemen wird das Pinhole zur Ausblendung fokusfe8trahlung benétigt (vgl. Abb. 3.4).
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Prohe

fokussiette Ehene

f\
A

Ohjektis

T
Strahiteiler |) Laserstrahl
\ “

S

Finhnle

| P T/ Detektor

Abb. 3.4 Konfokales Prinzip, Fokussierung des Laserstrde und Ausblendung fokusferne
Strahlung. Enthnommen aus der online Broschire ,Daskonfokale Laser ScanningMikroskop®,
www.zeiss.de/lsm.

3.3 Multiphotonen-Imaging

3.3.1 Multiphotonen Effekte und Multiphotonen-Imaging

Die Fluoreszenzbildgebung basiert wie die Nano- Mikrochirurgie mit dem Laser auf
Multiphotoneneffekten, also durch Laser induzien&htlineare Effekte. Fluoreszenz-
mikroskopie wird durch Molekile ermdglicht, die bBestrahlung mit einer bestimmten
Wellenlange angeregt werden und anschlie3end diseitfigerseits Strahlung emittieren. Die

emittierte Strahlung ist i. d. R. etwas langweltigend somit energiedrmer als die zuvor
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absorbierte Strahlung (Stokesverschiebung). BeiElefPhotonen-Fluoreszenzmikroskopie
wird das Ziel-Molekil mit einem Photon (Ein-Photarerinzip) angeregt, dessen
Wellenlange der Anregungswellenlange des Ziel-Milkelentspricht. Bei der Multiphotonen-
mikroskopie wird die Fahigkeit eines Molekills ausngiet, mehrere Photonen gleichzeitig
absorbieren zu koénnen. Das Zielmolekul absorbideicigzeitig zwei (Zwei-Photonen-
Fluoreszenzmikroskopie) oder mehr Photonen und ectiurch angeregt.

Das Phanomen, das ein Molekil gleichzeitig 2 Phatoabsorbieren kann (2-Photonen-
Absorption) wurde erstmals von Maria Goppert-Majmr Jahr 1931 beschrieb®n Die
Absorption muss innerhalb eines kleinen Zeitfersst@i00 as) erfolgen und bedarf hoher
Photonenflussdichten (30— 13 Photonen ci s%). Laserintensitaten im Bereich von
MW/cm? und GW/cni werden benétigt. Gepulste Laser (<200 fs), die ifR-Bereich
arbeiten, besitzen diese Eigenschaften und erni@glicdie Multiphotonen-Bildgebung.
Anstatt eines Photons mit hoher Energie (kleinel®&nge) werden mehrere Photonen mit
geringerer Energie (héhere Wellenlangen) absorbidg Energie der emittierten Strahlung
korreliert mit der Summe der Energien der absobiePhotonen (Abb. 3.5). Dies bedeutet,
dass zwei (oder mehr) Photonen mit niedriger EperdNIR-Bereich) einen
Anregungszustand im Molekdl hervorrufen, den noemetise ein Photon mit hoherer
Energie (meist UV-Bereich) hervorrufen wirde. Mdlekkénnen mit NIR-Strahlen angeregt
werden und daraufhin Strahlung im UV Bereich odehichfrequenten sichtbaren Spektrum

emittieren. Dieses Ph&dnomen ermdoglicht es,

) . Energientvean
mit NIR (near infrared) Femtosekunder N y (nach Antegung)
Lasersystemen  mit  sehr  niedrige A

. A
Leistungen lebende  Substanzen

i . 29, Energienivean(
untersuchen, ohne diese zu schadigen. (Crundnivea)
bendtigte Leistung des Lasers fir d 1-Thotonen Multiphotonen

Anregung Anregung
Bildgebung liegt im nJ-Bereich. Eir (hier: 4 Photonen)

weiterer Vorteil ist die exakte Fokussierur Abb. 3.5 Ein-Photonen und Multi-Photoner

im Gewebe. NIR-Laserstrahlung hat ein¢ Anregung.

geringen Absorptions- und Streukoeffizienten. Sdmaites eine hohere Eindringtiefe als UV-
oder sichtbare Strahlung. Signale aus verschied@iefian kdnnen getrennt aufgezeichnet
und zu einer dreidimensionalen Rekonstruktion vedea werden. Im Gegensatz zur Ein-

Photonen-Mikroskopie treten aul3erhalb der Fokusel@me bzw. im Vergleich nur sehr
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geringe Photoschadigungen/Photobleaching (lich#raite Schadigung, permanenter Verlust
der Fluoreszenz durch die Bestrahlung)®auf

3.3.2 Autofluoreszenz

Die Laserstrahlung wird durch die Molekile der zutemsuchenden Probe absorbiert. Es
handeln sich hierbei um die eigenen Molekile deb@yd.h. sie wurden nicht nachtréglich in
die Probe appliziert. Nach der Absorption emitiierelie Molekile ihrerseits eine

(nichtlineare) Strahlung, welche von Detektoren sgghommen und entsprechend kodiert
wird, so dass ein digitales Bild erstellt werdemrka Durch entsprechende Filter und
Strahlteiler wird die anregende Strahlung ausgelgierso dass ein moglichst stérungsfreies
Bild erzeugt werden kann. Fir die Autofluoreszengnen sich endogene Fluophore,

beispielsweise NAD(P)H, Kollagen, Elastin, Keratitavoproteine oder Chlorophyll.

3.3.3 Second harmonic generation

Ein weiterer (nichtlinearer) Zwei-Photonen-Effekiglcher bei der Bildgebung genutzt wird,
ist die Frequenzverdopplung (SHG, second-harmoaiegation). Hierbei betragt die
Wellenlange der emittierten Strahlung genau diefteladler absorbierten Strahlung. Die
Bandbreite des Spektrums ist sehr gering und digtierte Strahlung ist in die gleiche
Richtung wie die zuvor absorbierte Strahlung geethSHG kommt bei nichtlinearen und

nicht zentrum-symmetrischen Materialien wie z.BlI&gen vor.

3.3.4 Transmission und Reflektion

Trifft der Laserstrahl mit einer bestimmten Leisjusawf eine (dielektrische) Grenzflache, so
wird der Strahl teilweise reflektiert und teilweibendurchgelassen. Dementsprechend teilt
sich auch die Leistung des einstrahlenden Straiids @ie Aufteilung in die jeweiligen
Anteile (und Winkel) erfolgt nach den Fresnelsckenmeln und dem Brechungsgesetz. Die
Fresnelschen Formeln beschreiben das Verhdltnis dReflektionsgrades bzw.
Transmissionsgrades von elektromagnetischen Walteainer dielektrischen Grenzfladhe

Diese Strahlen kdonnen entsprechend mit einem PMe&ktert und in ein digitales Bild
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umgewandelt werden. Fir die Darstellung von Probiem Transmissions- und
Reflektionsmodus wird nur eine geringe Laserleigtbanttigt. Sie entspricht etwa 10 % der
Leistung, die fur die Autofluoreszenz benétigt wirdiransmissions- und Reflektions-

aufnahmen wurden zur Orientierung und KontrolleRieben angefertigt.

3.3.5 Fur die Bildgebung verwendete Parameter

Fir das Multiphotonen-Imaging sind Laserintensitédte Bereich von MW/crhund GW/cm
notwendig. Der verwendete Femtosekundenlaser (Bafpaften in Tab 3.1, Kap 3.2) bringt
diese Intensitéat bei einer (mittleren) Leistung worter 10 mW auf. Der Laser arbeitet mit
einer Frequenz von 80 MHz. Die Pulsenergie (EngpgiePuls) entspricht dem Quotienten
aus der verwendeten (mittleren) Leistung und dexqienz. Wir verwendeten fir die
Autofluoreszenzdarstellung Leistungen zwischen-2509 mW (Pulsenergie: 0,025 — 0,074
nJ). Transmissions- und Reflektionsaufnahmen wurde®,9 - 2,5 mW (Pulsenergie: 0,011
— 0,031 nJ) angefertigt (Tab. 3.2).

Leistung / Energie Scan-Zeit, Bildgenerierungszeit
(fur die Flache von 512 x 512 Pixeln)
(mW / nJ) (s)
Transmission 0,9-2,5/0,011-0,031 1-32
Reflektion 0,9-2,5/0,011-0,031 1-32
Autofluoreszenz 2,0-59/0,025-0,074 1-32

Tab. 3.2 Fir die Bildgebung verwendete Parameter.

Die angefertigten digitalen Bilder wurden am Congpuhit einer Auflésung von 512 x 512
Pixeln dargestellt. Dies entsprach einer Flache 820 pum x 320 um im Praparat. Die
Autofluoreszenzbilder wurden zur genaueren Auswgrtzusatzlich mit einem hoheren
Zoomfaktor angefertigt (ebenfalls mit einer Aufléaguvon 512 x 512 Pixeln). Hier entsprach
die gescannte Flache 106,5 pym x 106,5 um. Die 2edn(Bildgenerierungszeit) wurde
zwischen 1 Sekunde und 32 Sekunden variiert (féarFklache von 512 x 512 Pixeln). Je
langer die Zeit, desto hoher ist die Qualitat desoginnten Bilder. Die Autofluoreszenzbilder
zur Auswertung der Schnittbreiten wurden stets emiter konstanten Scan-Zeit von 32
Sekunden angefertigt (vgl. Tab. 3.2), um verglearhb Bedingungen zu erhalten. Im
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Transmissions- und Reflektionsmodus wurde mit genen Bildgenerierungszeiten

gearbeitet (meist 8s).

3.4 Gewebeabtrag

Das Bearbeiten von Gewebe und dessen Bildgebungitseinem System im gleichen
Strahlengang moglich. Der Wechsel von Laserabtiag Bildgebung ist dabei innerhalb
weniger Sekunden moglich (vgl. Abb. 3.2, Kap 3.2).

3.4.1 Photodisruption

Der Gewebeabtrag mit gepulsten FemtosekundenlaserNIR Bereich beruht auf dem
Phanomen der Photodisruption. Wenn die pro Flaahgestrahlte Energie eine bestimmte
Schwelle tiberschreitet (im Bereich von TWfgnkommt es zur lonisation und Bildung von
freien Elektronen, welche zur Plasmabildung fuhfleaser induced optical breakdown). Das
gebildete Plasma absorbiert weiterhin Energie.digt £ine rasche Expansion des vom Laser
induzierten Plasmas mit starker Temperatur- und cBethéhung (im Bereich von
Gigapascal). Kavitationsblasen werden gebildet otabieren anschlieend. Daraufhin

breiten sich destruktive Schockwellen Hu¥:

Die Photodisruption verursacht auch auf3erhalb degdhlten Gebietes destruktive Schaden.
Diese unerwinschten Nebeneffekte, die Bildung grdfavitationsblasen sowie weitere
Effekte wie die Selbstfokussierung, treten bei achier Fokussierung und hohen
Pulsleistungen verstarkt auf. Es gibt eine linedsbangigkeit zwischen der Pulsenergie und
der Selbstfokussierung sowie der photodisruptivéiekiie. Je geringer die Energie fur das
Auslésen von Multiphotoneneffekten und der Plasidabg ist, desto geringer sind die
destruktiven Effekte aul3erhalb der bestrahlten &tedunverstarkte Femtosekundenlaser in
NIR Bereich arbeiten mit geringer Leistung. Siedssehr prazise und haben wenig bis kaum

unerwinschte destruktive Effekte (siehe Kap. 223.4.
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3.4.2 Abtragsparameter

Die nachfolgende Tabelle (Tab. 3.3) zeigt eine Wicht der verwendeten
Abtragsleistungen/Energien:

Mittlere Leistung (P) | Energie pro Laserimpul Energiedichte/ Intensitat (1)
(E) Fluence (F)
mw nJ Jlent TW/cn?
100 1,25 1,037 10,037
90 1,125 0,933 9,333
80 1 0,830 8,296
70 0,875 0,726 7,259
60 0,75 0,622 6,222
50 0,625 0,518 5,185
45 0,563 0,466 4,666
40 0,5 0,415 4,148
35 0,438 0,363 3,629
30 0,375 0,311 3,111

Tab. 3.3 Verwendete Abtragsparameter (Mittlerer Lestung, Energie/lImpuls, Energiedichte, Intensitét).
Die Werte wurden auf die 3. Nachkommastelle gerunde

Der Laser arbeitet mit einer Frequenz (f) von 802MH Laserpulsrate). Die mittlere Leistung
(P) des Lasers wurde mit einem Messgerat ermittelt.

Die Energie pro Laserimpuls (E) lasst sich folgend#ien berechnen:

mittlere Leistung P dividiert durch die Laserputera(=80 MHZz)

_P
E=%

Die Energiedichte (Fluence F), ist die Energie, idieiner bestimmten Zeit (Verweildauer
des Laserstrahls) Uber eine bestimmte Flache (lgo#i@s) abgegeben wird. Sie lasst sich
nach der folgenden Formel berechnen:

P oder F= Ext

fxIlx ZTF"} fxIlx 21”“}

F

W, ist der theoretische Radius des Laserstrahls kod-ond lasst sich

folgendermal3en berechnen:

C4xa. 1
IWo="91 *3y WA

Mit A=800 nm und NA=1,3 ergibt sich fur 2\eer Wert 0,392 pm.
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Die Intensitat erhalt man, indem man die FluenceEffergiedichte) durch die Pulsdausr
dividiert:
e L
I=A¢

Die Berechnungen fir die Intensitat wurden mitllelsdauer von 100 fs durchgefihrt.

Tab. 3.4 gibt eine Ubersicht tber die in den voegamgenen Formeln verwendeten

Parameter:

Parameter Erklarung

E Energie pro Laserimpuls, (J)
F Energiedichte, Fluence, (J/om
f Laserpulsrate, Frequenz (Hz)
[ Intensitat, (W/crf)

NA Numerische Apertur

P Mittlere Leistung, (W)

W Radius des Laserstrahls im Fokug
At Pulsdauer, (fs)

A Wellenlange, (nm)

Tab. 3.4 Ubersicht {iber die Einheiten und Abkiirzungn.

W, ist der theoretisch berechnete Durchmesser desdteshls im Fokus. Chromatische und
geometrische Aberrationen, die Laserqualitat bzas bnmersionsél sind in dieser Formel
nicht bertcksichtigt. Experimentell sind der Fokwsd die Pulsdauer grof3er als in den
theoretischen Berechnungen.

Die Schnittlange betrug jeweils 320 um (512 Pixelgd wurde intrakapsular durchgefihrt
(Tiefe: 15-25um). Die Auswertung erfolgte bei Bildge die nach den Laserschnitten mit
einem héheren Zoom aufgenommen wurden (512 Pif€l655 um).

Die ermittelten Werte wurden auf die 3. Nachkomml$stgerundet. Die Abtragszeit wurde

Uber einen externen Shutter im Strahlengang gesteue
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Die folgende Tabelle (Tab. 3.5) zeigt die Zahlertevdiir die verwendeten Abtragszeiten
(=Bestrahlungszeit) an, welche tber den externent&hm Strahlengang eingestellt wurden:

Einstellung de | Zahlenwert (s
Shultters (s)

4 4

2 2

1 1

1/2 0,5

1/4 0,25

1/8 0,125

1/15 0,06667

1/30 0,03333

1/60 0,01667

Tab. 3.5 Zahlenwerte des externen Shutters.

Die Geschwindigkeitsparameter:

Uber eine Zeiteinstellung in der Software des Camensukann geregelt werden, wie oft der
Laserstrahl in einer bestimmten Zeit Gber eined (320 um = 512 Pixel) entlang fahrt.

In den genannten Leistungsniveaus wurde jeweilsediit variiert. Diese Zeit ist verknupft

mit der Verweildauer, der Scangeschwindigkeit uner dViederholrate (Anzahl der

Durchlaufe des Laserstrahls tber die Linie in ebestimmten Zeit).

Beispiel fur die Schaltung der Software:

Wird z.B. die Zeiteinstellung 1 s verwendet, soathléuft der Laserstrahl in dieser Zeitspanne
von 1 s 512-mal eine Linie (320 pm=512 Pixel), amdar 256-mal hin und 256-mal zurtck.
Wird die Zeiteinstellung 2 s verwendet, so bendmgt Laser fur 512 Durchlaufe 2 s, usw.

Wir haben in der Software folgende Zeiteinstellun§j@ die Versuche verwendet: 1 s, 2 s, 4
s, 8 s, 16 s. Mit der jeweiligen Zeiteinstellungduder Abtragszeit (= Bestrahlungszeit = 1 s)
lasst sich die Verweildauer, die Wiederholrate dredScangeschwindigkeit berechnen.

Wird die Wiederholrate verkleinert, so wird die Meildauer ladnger und die
Scangeschwindigkeit langsamer. Die Scangeschwieditpeschreibt den Photoneneintrag in
einem (ausgewahlten) kurzen Zeitinterwall. Die Véiblrate beschreibt im Gegensatz einen
wiederkehrenden Photoneneintrag. Diese Parametdsenhajeweils unterschiedliche

physikalische Auswirkungen.

Die Wiederholrate gibt die Anzahl der Durchlaufesdeaserstrahls in 1 s an. Die

Verweildauer gibt die Zeit an, die der Laserstiféhleine Strecke von 1 um benétigt.
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Die nachfolgende Tabelle (Tab. 3.6) zeigt eine Siokt der variierten Parameter:

Variierter Paramet(| Wiederholrate Fir einen Durchlat| Verweildauer | Scangeschwindigkei

in der Software, Anzahl der bendtigte Zeit (Ube
Zeiteinstellung Durchlaufe des | 512 Pixel = 320un Fir1 pm
Laserstrahls in de bendtigte Zeit
Abtragszeit

im Versuch=1s

() (Hz) (ms) (ms) (m/s)

1 512 1,953 0,006 0,164
2 256 3,906 0,012 0,082
4 128 7,813 0,024 0,041
8 64 16,625 0,052 0,019
16 32 31,250 0,098 0,010

Tab. 3.6 Ubersicht: Zeiteinstellung in der Software Wiederholrate, Verweildauer, Scangeschwindigkeit.
Die Werte wurden auf die 3. Nachkommastelle gerunde

3.5 Versuchsreihen

Es wurden verschiedene Versuchsreihen mit unterdlitihen Parametern durchgefuhrt:
I. Auswirkungen unterschiedlicher __ Verweildauern(bzw. davon abhangend
Scangeschwindigkeit und Wiederholrate) auf die 8tbhreite Abtragsleistung und

Abtragszeit sind konstant.

II. Auswirkungen unterschiedlicher Abtragsleistungrif die_SchnittbreiteVerweildauer

und Abtragszeit sind konstant.

lll. Auswirkungen unterschiedlicher Abtragszeiteuf die_SchnittbreiteVerweildauer und
Abtragsleistung sind konstant.

Die Versuchsreihe | wurde bei 3 unterschiedlichemstungsniveaus durchgefuhrt (mittlere
Leistung: 50, 60 und 100 mW) und die Verweildawsvgils in den Leistungsniveaus variiert.
Die reine Abtragszeit betrug stets 1 s und wurder @éinen externen Shutter im Strahlengang
reguliert. Die Schnittlange betrug stets 320 urb12 Pixel).
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Die Versuchsreihen Il und 1l wurden mit untersdtiehen Leistungen (mittlere Leistung)
von 30 bis 100 mW durchgefihrt. Die Abtragszeit ésBahlungszeit) wurde mit einem
externen Shutter im Strahlengang zwischen 1/60ds4us variiert. In den Versuchsreihen li
und Il wurde die Verweildauer verwendet, bei denender Versuchsreihe | die gréfite

Schnittbreite ermittelt wurde (Tab. 3.7). Dieserr?Weurde stets konstant gehalten:

Parameter in de| Wiederholrate | Fur einen Durchlat| Verweildauer | Scangeschwindig-

Software fir die bendtigte Zeit (libe keit
Versuchsreihen Anzahl der 512 Pixel = 320un Furlpym
2und 3 Durchlaufe des bendtigte Zeit
Strahlsin1s
Zeiteinstellung (= Abtragszeit
der Software =
Bestrahlungszeii
() (Hz) (ms) (ms) (m/s)
8 64 16,625 0,052 0,019

Tab. 3.7 Geschwindigkeitsparameter (Wiederholrate, Verweildauer, Scangeschwindigkeit) fur die
Versuchsreihen Il und lI.

Detaillierte Informationen zu diesen ParameterrKempitel 3.4.2.

3.6 Fixierung, Histologie und Elektronenmikroskopie

Die Fixierung fur das spatere Einbetten erfolgtecduZusatz von Fixierldsung in die

Zellkammern im direkten Anschluss an die Versuche.

Die Fixierlosung setzte sich folgendermaf3en zusamme
Phosphatpuffer nach Sérensen 0,06M
Paraformaldehyd 1%

und Glutaraldehyd 1%

Der pH der Losung lag bei 7.4.

Bis zur Einbettung wurden die Zellkammern mit derieiten Probe im Kihlschrank
aufbewahrt (1-2 Tage). Die Einbettung erfolgte ipok. Aufgrund der Beschaffenheit der
Kapsel wurde bei der Einbettung eine Agarose-Memliranutzt, anstatt wie Ublich eine
Zellsuspension. Mit dem Mikrotom wurden Semi- unirddiiinnschnitte angefertigt (Licht-

und Elektronenmikroskopie). Die elektronenmikroskopen Untersuchungen wurden mit
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dem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) Tecr?aiGl (Tecnai 12 & FEI Company
Hillsboro, Oregon 97124, USA) durchgefihrt.

Abb. 3.6 zeigt schematisch die histologische Stfichitung der Proben:

1 schematische Darstellung der 2 Zchnittebene fir Histologie
vorderen Linsenkapsel Froh
__,_,er & ‘\\

I
I[I | |
Laserschhitte 4

schematische Ansicht der
histologischen Schnitte

Abb. 3.6 Schnittrichtung des Lasers und histologide Aufarbeitung.

3.7 Auswertung, Statistik

Die Lange der durchgefuhrten Laserabtrage betretgy 20 um. Um jedoch eine prazisere
Auswertung der Schnittbreiten zu erhalten, wurdexchnden Laserabtragen zusatzlich
Autofluoreszenzaufnahmen mit einem hdéheren Zoorafaktgefertigt. Das mit dem héheren
Zoomfaktor angefertigte Bild entsprach einer Flacbe 106,5 pm x 106,5 um. Diese Flache
wurde ebenfalls mit 512 x 512 Pixeln dargestelite Bchnittbreite wurde jeweils an drei
Stellen eines Schnittes ausgemessen (linker Rarntie, Mechter Rand). Der Abstand
zwischen den Messpunkten betrug ca. 50 um. Die b wurden mit Hilfe eines
Grafikprogramms (Image J, http://rsb.info.nih.ggy/durchgefuhrt. Hierfliir wurde ein stets
gleichbleibender digitaler Zoomfaktor verwendeti Ber gemessenen Grof3e (Schnittbreite)
handelt es sich um ein quantitatives Merkmal. Zesdreibung dieses Merkmals wurden
statistische Malizahlen wie Mittelwert, Varianz, Nexq Standardabweichung und

Standardfehler ermittelt.
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4 Ergebnisse

Far die Auswertungen wurden 8 vordere humane Lieggseln untersucht.

4.1 Bildgebung

Transmissionsaufnahmen:

Fur die Anfertigung von Transmissions
aufnahmen wurde nur eine sehr geringe Ene
bendtigt (vgl. Kap. 3.3). Dieser Modus wa
aufgrund der schnellen Darstellungszeiten s
hilfreich  bei der Orientierung und bei
Aufsuchen von den zu untersuchenden Stelleng
Praparat. Schon mit sehr kurzen Bi
generierungszeiten (z.B. 1 s fir eine Flache
320 pm x 320 um) waren Bilder hoher Qualit
maglich. Abb. 4.1 BildgroRe: 320 um x 320 um

Im Transmissionsmodus war die Oberflache ¢ Transmissionsaufnahme der Kapselober

flache. Epithelzellen und die Zellkern
vorderen Linsenkapsel mit den Epithelzellen Lk sind deutlich erkennbar.

oberflachlicher Fokussierung sehr gut darstellb _ w0
Das Oberflachenrelief mit den einzelnen Zell@&& '
und den Zellkernen lie3 sich prazise abbild®
(vgl. Abb. 4.1). Fur die Darstellung vo
Laserschnitten eignet sich dieser Modus jed
kaum, u.a. wegen der intrakapsularen Lage
Laserschnitte, schlechter Fokussierung in
Tiefe und schlechter Kontrastierung d
Schnittr&nder an sich. Nur Schnitte mit héhe

Energiewerten waren deutlich erkennbar. E

Abb. 4.2 BildgréRe: 320 um x 320 um

unseren Versuchen waren Schnitte, die mit ei Transmissionsaufnanme  nach Laser

ittl Lei . Is 80 \ schnitten.  Abtragsleistung 100 mW
mittleren Leistung von weniger als m Abtragszeit 2 s. Hier sind entlag einige!

Schnitte gasgefillite Blasen (Pfeile)
erkennen, die sich nach wenigen Sekund

schwach  erkennbar, somit in diese auflésen.

durchgefiihrt worden waren, nur noch se
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Darstellungsmodus nicht eindeutig auszuwerten. ltiethar nach der Durchfihrung der
Laserschnitte waren in den Transmissionsaufnahmegang der Schnitte kleinere gasgefullte
Blasen zu erkennen (vgl. Abb. 4.2). Diese entstaradégrund der lokalen Hitzeeinwirkung
und waren nach wenigen Sekunden nicht mehr sichiliarAuspragung dieser Blasen war
sehr unterschiedlich und ist u.a. auch davon abawe feucht die Probe und deren Umfeld
sind. Sie waren nur bei héheren Leistungsniveauslide erkennbar (gréRer 80 mW). Bei
kleineren Leistungen war die Auspragung viel geemgnd die Lebensdauer kurz, so dass
Aufzeichnungen schwierig waren.

Die mit dem Skalpell zur Orientierung der Proben rkimmten Ré&ander waren im

Transmissionsmodus ebenso gut sichtbar wie die &atet Kapsulorhexis an sich (vgl. Abb.
4.1 bis 4.6).

ki

Abb. 4.3 Bildgrof3e: 320 pm x 320 pm Abb. 4.4 BildgrofRRe: 320 pm x 320 pm
Transmissionsaufnahme  nach  Laser Transmissionsaufnahme. Links: mit den
abtragen (Pfeile). Abtragsleistung 10 Skalpell markierter Schnittrand
mW, Abtragszeit 1 s. (schwarzer Pfeil).

Laserschnitte (weil3e Pfeile), Abtrdge m
100 mW, Abtragszeit 1 s.
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Abb. 4.5 Bildgrofze: 320 pm x 320 pm Abb. 4.6 Bildgrof3e: 320 pm x 320 pm

Transmissionsaufnahme. Darstellung de Transmissionsaufnahme. Rand de
Kapsulorhexis, wei3er Pfeil: Rand de Kapsulorhexis (weil3e Pfeile). Aufsich
kreisrunden Kapsulorhexis. Die Der Rand erscheint aufgrund de
schwarzen Pfeile zeigen auf die Mar Dreidimensionalitdat als Doppelstruktur
kierung mit dem Skalpell, welche di (vgl. Abb. 4.5).

kreisrunde Kapsulorhexis teilt.

Autofluoreszenzaufnahmen:

Die Autofluoreszenzaufnahmen basieren auf Multipheheffekten. Sie ermdglichen eine
hochaufldsende nicht-invasive Bildgebung im fokedsin Bereich. Die Laser-Scanning-
Mikroskopie (vgl. Kap 3.2 und 3.3) gestattet diealdte Fokussierung der anregenden
Strahlung des Lasers in der zu untersuchenden Eldlper Filter und Strahlteiler wird
gewahrleistet, dass nur die emittierte Strahlunguiéersuchten Ebene vom Detektor (PMT)
aufgefangen und das Signal in ein digitales Bild gamandelt wird. In unserem
Versuchsaufbau erhielten wir somit vor und nach dexserabtrag nur von den Ebenen ein
Bild, in denen auch der Laserstrahl beim Schneidea Gewebes fokussiert war. Die
Bereiche, in denen Laserabtrage erfolgt waren, temmhkeine Strahlung absorbieren oder
emittieren, da dort kein Gewebe mehr vorhanden Wa. Schnittrander nach Laserabtrag
waren glatt. Die Aufnahmen vor und nach den Ladgigbn zeigten eine unveranderte

Signalqualitat des umliegenden Gewebes (vgl. Abbb# 4.10).



Ergebnisse

41

Abb. 4.7 BildgréRe: 320 pm x 320 pm

Autofluoreszenzaufnahme ohne Laser
schnitte. Aufsicht auf die Kapsel.Hier ist
die homogene Struktur der Linsenkapse
erkennbar. Keine Laserschnitte. Dii
schwarzen Areale entsprechen nicl
ausgeleucketen Bereichen (auRerhalb de
Fokus).

Abb. 4.9 Bildgré3e: 106,5 um x 106,5 pm

VergréRerte Aufnahme der Einstellung ir
Abb. 4.8, héherer Zoom.

Autofluoreszenzaufnahme nach Laser
abtragen. Abtragsleistung 100 mWA
Abtragszeit 1 s.

Die Bildgebung mit einem hdheren Zoot
erm@glicht eine genauere Auswertung d¢
Schnitte (Pfeile). Das den Laserschnitte
umliegende Gewebe ist kaum irritiert.

Abb. 4.8 BildgréRe: 320 pm x 320 pm

Autofluoreszenzaufnahme nac
Laserabtragen. Abtragsleistung 100 mW
Abtragszeit 1 s. Aufsicht auf die Kapse
Mehrere Schnitte mit dem Laser (Pfeile
sind deutlich zu erkennen. Aufrund des
Gewebedefektes in den Bereichen d
Schnitte, sind dort keine Zellel
vorhanden, welche Strahlung emittiere
koénnten.

Abb. 4.10 Digitale VergroRerung de
Autofluoreszenzaufnahme.

Laserabtrag mit einer Abtragsleistung vor
100 mW und einer Abtragszeit von 1 s.

Vgl. Abb. 4.8 und 4.9
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Reflektionsaufnahmen:

Reflektionsaufnahmen kénnen ebenfalls wie die Tmassionsaufnahmen zur Orientierung
genutzt werden. Aufgrund der sehr geringen Enemgiwydie fur die Bildgebung notwendig
sind, ist dies ein sehr schonendes und sicherelahren. Die Charakteristik der Strahlen
(reflektierte Strahlung) lasst diese Methode vil. éberflachliche Aufnahmen geeignet
erscheinen. Fur die Auswertung von Laserschnitiad gie Aufnahmen ebenso wie die

Transmissionsaufnahmen wenig geeignet. Die intalldpen Schnitte kdnnen nicht exakt in

der Schnitt-Ebene fokussiert werden und stelleh ais schwache Linien dar (vgl. Abb. 4.11
und 4.12).

Abb. 4.11 BildgréRe: 320 um x 320 um Abb. 4.12 BildgréRe: 320 um x 320 um

Reflektionsaufnahme von der un Reflektionsaufnahme nach Laserschnittet
behandelten Kapsel. Dieser Aufnahme Abtragsleistung 80 mW, Abtragszeit 1 s.

modus eignet sich aufgrund de
Strahlengangs v.a. fur die Darstellung vo
oberflachlichen Strukturen.

Die Laser-Schnitte sind trotz best
moglicher Fokussierung nur sehr schwac
darstellbar (Pfeile).

Histologische Kontrolluntersuchungen:

Aufgrund der Schnittrichtung bei der histologisch@nfarbeitung sahen wir in diesen

Aufnahmen Querschnitte der durchgefiihrten Laseigbt(vgl. Kap. 3.6, Schnittrichtung).

In TEM-Aufnahmen konnten die intrakapsularen Lasknitte dargestellt werden.

Kollaterale Schaden waren kaum vorhanden. Die dmenittelten Schnittbreiten korrelierten

sehr gut mit den ermittelten Schnittbreiten deroflubreszenzbilder. Dies zeigt, dass sich
Autofluoreszenzaufnahmen zur Auswertung der Sdimeiten gut eignen (vgl. Abb. 4.13 bis
4.19).
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Abb. 4.13 TEM Aufnahme

Abtragsleistung 100 mW, Abtragszeit 1
Ubersichtsaufnahme. Die Schnitte (Pfei
liegen intrakapsular. Umliegendes Gewel
ist kaum irritiert.

Abb. 4.15 TEM Aufnahme

Abtragsleistung 80 mW, Abtragszeit 1 <
Ubersichtsaufnahme.

Abb. 4.14 TEM Aufnahme

Abtragsleistung 100 mW, Abtragszeit 1 :
VergréRerte Aufnahme. Nur sehr gering:
Irritatione N bestehen im Umfeld de
Schnittes (schwarzer Saum

TS

Abb. 4.16 TEM Aufnahme

Abtragsleistung 80 mW, Abtragszeit 1
VergroRerte Aufnahme

Abb. 4.17 TEM Aufnahme

Epithelzelle auf Linsenkapsel (Pfeile).

Abb. 4.18 TEM Aufnahme

Linsenkapsel.  Aufgelagert ist ein
Epithelzelle (schwarze Pfeile). Zusatzlic
sind die intrakapsuléare Laserschnitte nacl
Laserbehandlung dargestellt  (weil?
Pfeile). Abtragsleistung 95 mw
Abtragszeit 1 s.



Ergebnisse

44

Abb. 4.19 TEM Aufnahme

Abtragsleistung 60 mW, Abtragszeit 1
Die unscharfe Umrandung (Pfeile) beruh
auf  Schrumpfungsprozessen bei di
histologischen Aufarbeitung und de
Schnittrichtung.
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4.2 Auswirkung unterschiedlicher Geschwindigkeitspeameter auf die Schnittbreite bei
konstanter Abtragsleistung und Abtragszeit

Die  Auswirkungen unterschiedlicher  Geschwindighmtameter  (Verweildauer,
Scangeschwindigkeit und Wiederholrate) auf die 8&timeiten wurden bei 3
Leistungsniveaus (100, 60 und 50 mW) untersuchtjetter Versuchsreihe wurden die
entsprechende mittlere Leistung und die Abtragskeitstant gehalten. Die Abtragszeit

betrug stets 1 s und wurde Uber einen externertedhin Strahlengang gesteuert.

4.2.1 Versuchsreihen

Tab. 4.1 gibt die variierten Parameter der 3 Vdistahen (1, Il, Ill) wieder. Detaillierte

Angaben zur Berechnung und Bedeutung dieser Pagahk@inen Kapitel 3.4.2 entnommen

werden.
Mittlere Abtragszeit variierte Parameter

Leistung (konstant) Wiederholrate Verweildauer Scangeschwindigke |t

(MW) (s) (Hz) (ms) (m/s)

512 0,006 0,164

256 0,012 0,082

I 100 1 128 0,024 0,041

64 0,052 0,019

32 0,098 0,010

512 0,006 0,164

256 0,012 0,082

Il 60 1 128 0,024 0,041

64 0,052 0,019

32 0,098 0,010

512 0,006 0,164

256 0,012 0,082

11 50 1 128 0,024 0,041

64 0,052 0,019

32 0,098 0,010

Tab. 4.1 Ubersicht Versuchsreihen: Variation der Veweildauer/Wiederholrate/Scangeschwindigkeit bei
konstanter Abtragsleistung und Abtragszeit. Die Wete wurden auf die 3. Nachkommastelle gerundet.
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4.2.2 Ergebnisse

Die folgenden Tabellen 4.2, 4.3 und 4.4 sowie dd.A4.20, 4.21 und 4.22 geben die in den
Versuchsreihen | bis Il ermittelten Werte fir dBchnittbreiten sowie die statistischen

MaRRzahlen wieder.

Ergebnisse der Versuchsreihe I:

Ergebnisse - Versuchsreihe |
Mittlere Leistung 100 mW, Abtragszeit 1s
Schnittbreite (um)
Mittel- Standard- | Varianz | Median | n | Standarc
Wiederhol | Verweil- | Scangeschwindit|  wert abweichung fehler
rate dauer keit
(Hz) (ms) (m/s) (um)
512 0,006 0,164 1,161 0,074 0,005 1,196 | 84 0,008
256 0,012 0,082 1,197 0,051 0,003 1,196 | 93 0,005
128 0,024 0,041 1,293 0,062 0,004 1,300 | 93 0,006
64 0,052 0,019 1,373 0,060 0,003 1,378 | 93 0,006
32 0,098 0,010 1,337 0,086 0,007 1,352 | 87 0,009

Tab. 4.2 Ergebnisse der Versuchsreihe I, Werte alf. Nachkommastelle gerundet, n=Anzahl Messwerte.

Versuchsreihe |

14
1,35 P

1,3

1,25 1 —— 100 mW

1,2 4

Schnittdbreite (um)

11 \ \ \ \ \
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Verweildauer (ms)

Abb. 4.20 Grafische Darstellung der Ergebnisse de¥ersuchsreihe I.
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Ergebnisse der Versuchsreihe Il:

Ergebnisse - Versuchsreihe Il
Mittlere Leistung 60 mW, Abtragszeit 1s
Schnittbreite (um)
Mittel- Standard- | Varianz | Median | n | Standarc
Wiederhol | Verweil- | Scangeschwindit|  wert abweichung fehler
rate dauer keit
(Hz) (ms) (m/s) (um)
512 0,006 0,164 0,437 0,079 0,006 0,443 | 102| 0,008
256 0,012 0,082 0,515 0,039 0,002 0,520 | 93 0,005
128 0,024 0,041 0,561 0,047 0,002 0,572 | 90 0,005
64 0,052 0,019 0,601 0,039 0,001 0,598 | 99 0,003
32 0,098 0,010 0,338 0,062 0,004 0,338 | 99 0,006

Tab. 4.3 Ergebnisse der Versuchsreihe I, Werte au8. Nachkommastelle gerundet, n=Anzahl Messwerte.

Versuchsreihe Il

0,7

0,6 &
g 05 7‘/ \
£ 0,4
o —— 60 mW
8 0,3
£ 02
)

0,1

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Verweildauer (ms)

Abb. 4.21 Grafische Darstellung der Ergebnisse derersuchsreihe Il.

Ergebnisse der Versuchsreihe llI:

Ergebnisse - Versuchsreihe 111
Mittlere Leistung 50 mW, Abtragszeit 1s
Schnittbreite (um)
Mittel- Standard- | Varianz | Median | n | Standarc
Wiederhol | Verweil- | Scangeschwindit|  wert abweichung fehler
rate dauer keit
(Hz) (ms) (m/s) (um)
512 0,006 0,164 0,265 0,041 0,002 0,260 | 87 0,004
256 0,012 0,082 0,305 0,040 0,002 0,312 | 99 0,004
128 0,024 0,041 0,362 0,049 0,002 0,364 | 105| 0,005
64 0,052 0,019 0,403 0,044 0,002 0,416 | 96 0,005
32 0,098 0,010 0,251 0,042 0,002 0,235 | 96 0,004

Tab. 4.4 Ergebnisse der Versuchsreihe Ill, Werte a@B3. Nachkommastelle gerundet, n=Anzahl Messwerte.



Ergebnisse 48

Versuchsreihe Ill

0,45

0,4
0,35 -
0,3
0,25 \
——50 mW
0,2
0,15 -

0,1
0,05

Schnittbreite (um)

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Verweildauer (ms)

Abb. 4.22 Grafische Darstellung der Ergebnisse deversuchsreihe lll.

Die vorangehenden Versuche ergaben, dass bei leicender Abtragszeit und
Abtragsleistung das Variieren der Geschwindigkeitameter Auswirkungen auf die
ermittelten Schnittbreiten hat. Die grof3te Schndile haben wir in allen getesteten
Leistungsstufen bei einer Verweildauer von 0,052pnaspum, einer Wiederholrate von 64 Hz
und einer Scangeschwindigkeit von 0,019 m/s erhittéit dieser Einstellung schneidet der

Laser am effektivsten.
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4.3 Auswirkungen unterschiedlicher Laserleistungemuf die Schnittbreite bei
konstanten Abtragszeiten

Bei konstanten Abtragszeiten wurde die Laserlegstuariiert (30 bis 100 mW). Es wurden
die Geschwindigkeitsparameter verwendet, bei demLdser die vordere Linsenkapsel am
effektivsten schneidet (Verweildauer: 0,052 ms ppon, Wiederholrate: 64 Hz,
Scangeschwindigkeit: 0,019 m/s, vgl. Kap 3.4.2 uab. 4.2). Die Geschwindigkeits-

parameter wurden in dieser Versuchsreihe stetd&oingehalten.

4.3.1 Versuchsreihen

Die Parameter und die Versuchsreihen (I bis V) smahachfolgender Tabelle (Tab. 4.5)

dargestellt.
I Il 1] v \Y
Abtrags- | Leistung| Abtrags- | Leistung| Abtrags-| Leistung| Abtrags-| Leistung| Abtrags-| Leistung
zeit zeit zeit zeit zeit
konstant konstant konstant konstant konstant
() (mW) () (mW) () (mW) () (mW) () (mW)
1 100 1/2 100 1/4 100 1/8 100 1/60 100
90 60 60 90 90
80 50 50 80 80
70 45 45 70 70
60 40 40 60 60
50 50 50
45 45 45
40 40 40
35
30

Tab. 4.5 Ubersicht Versuchsreihen: konstante Abtraggeiten bei unterschiedlichen Abtragsleistungen.
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4.3.2 Ergebnisse

Ergebnisse der Versuchsreihe I:

Versuchsreihe |
Abtrags- | Leistung Schnittbreite (um)
zeit Mittelwert Standard- | Varianz | Median | n | Standar¢
konstant abweichung -fehler
(s) (mW) (Lm)
1 100 1,373 0,059 0,003 1,378 | 93 0,006
90 1,199 0,092 0,008 1,196 | 93 0,010
80 0,991 0,077 0,006 0,988 | 90 0,008
70 0,770 0,078 0,006 0,780 | 90 0,008
60 0,601 0,039 0,002 0,598 | 99 0,004
50 0,403 0,044 0,002 0,416 | 96 0,005
45 0,306 0,037 0,001 0,312 | 96 0,004
40 0,216 0,038 0,001 0,208 | 102 | 0,004
35 u
30 u

Tab. 4.6 Ergebnisse der Versuchsreihe |, u = sichdlp, jedoch undeutlich und nicht auswertbar, Werte
gerundet auf 3. Nachkommastelle, n=Anzahl Messwerte

Versuchsreihe |
Abtragszeit = 1 s (konstant)

1.6
- 1.4

—&— Mittelwerte
e + stabw
- stabw

0,8
- 0,6
- 0,4
- 0,2

Schnittbreite (um)

40 45 50 60 70 80 90 100
Leistung (mW)

Abb. 4.23 Grafische Darstellung der Ergebnisse derersuchsreihe |, konstante Abtragszeit.

Wird bei konstanter Abtragszeit die Leistung desdra erhoht, so wird auch die Schnittbreite
groRer. Der Grafik in Abb. 4.23 lasst sich entnehjrdass fir die verwendeten Leistungen

eine nahezu lineare Abhéangigkeit zwischen der $itinaite und der Leistung bestand.

Bei Leistungswerten kleiner als 40 mW (Abtragszelt s), waren die Schnittbreiten kleiner
als 0,2 um. Zudem waren die Schnitte in den Auto#azenzbildern nicht ganz durchgangig.

Diese Schnitte wurden nicht ausgewertet.
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Ergebnisse der Versuchsreihe Il:

Versuchsreihe |l

Abtrags- | Leistung Schnittbreite (um)

zeit Mittelwert Standard- | Varianz | Median | n | Standar¢

konstant abweichung -fehler

(s) (mw) (m)

1/2 100 1,201 0,102 0,010 1,196 | 105| 0,010
60 0,486 0,049 0,002 0,494 | 99 0,005
50 0,232 0,030 0,001 0,234 | 90 0,003
45 <0,2
40 u

Tab. 4.7 Ergebnisse der Versuchsreihe Il, u = sichar, jedoch undeutlich und nicht auswertbar, Werte
gerundet auf 3. Nachkommastelle, n=Anzahl Messwerte

Versuchsreihe Il
Abtragszeit = 1/2 s (konstant)
1,4
/: | 1’2 ’é\
1 32
08 &
(0]
___F o
04 ¢
/ <
02 &
0
50 60 100
Lefsung (mi)

Abb. 4.24 Grafische Darstellung der Ergebnisse déerersuchsreihe Il, konstante Abtragszeit.

Bei der Versuchsreihe Il (Abtragszeit = 1/2 s)wurdiée Schnitte, die mit einer Leistung von
weniger als 50 mW durchgefiihrt worden sind, niagewertet. Diese hatten eine kleinere
Schnittbreite als 0,2 pum und waren teilweise nighhz durchgéngig. Die Schnittbreiten

wurden bei Verringerung der Leistungswerte kleiner.

Ergebnisse der Versuchsreihe llI:

Versuchsreihe Il
Abtrags- | Leistung Schnittbreite (um)
zeit Mittelwert Standard- | Varianz | Median | n | Standar¢
konstant abweichung -fehler
(s) (mW) (Lm)
1/4 100 1,080 0,080 0,006 1,066 | 93 0,008
60 0,398 0,042 0,002 0,390 | 108 | 0,004
50 <0,2
45 u
40 u

Tab. 4.8 Ergebnisse der Versuchsreihe lll, u = si¢bar, jedoch undeutlich und nicht auswertbar, Werte
gerundet auf 3. Nachkommastelle, n=Anzahl Messwerte



Ergebnisse 52

Bei der einer konstanten Abtragszeit von 1/4 s kalsnunterer Grenzwert fir die Leistung,
bei der noch qualitativ gute Schnitte zu beobackted, der Leistungsbereich von 50 bis 60
mW angegeben werden. Die ermittelten Werte besfétdie Abhangigkeit, die auch in den

vorangehenden Versuchsreihen beobachtet worden ist.

Ergebnisse der Versuchsreihe 1V:

Versuchsreihe 1V
Abtrags- | Leistung Schnittbreite (Lm)
zeit Mittelwert Standard- | Varianz | Median | n | Standar¢
konstant abweichung -fehler
(s) (mw) (m)
1/8 100 0,763 0,061 0,004 0,754 | 141 | 0,005
90 0,522 0,050 0,002 0,520 | 90 0,005
80 0,449 0,043 0,002 0,442 | 120| 0,004
70 0,391 0,033 0,001 0,390 | 99 0,003
60 0,289 0,036 0,001 0,286 | 90 0,004
50 <0,2
45 u
40 u

Tab. 4.9 Ergebnisse der Versuchsreihe IV, u = sichér, jedoch undeutlich und nicht auswertbar, Werte
gerundet auf 3. Nachkommastelle, n=Anzahl Messwerte

Versuchsreihe IV
Abtragszeit = 1/8 s (konstant)

0,9
% I

0,7

0,6

e [ o

+ 0,4
/ 03

- 0,2
0,1

Schnittbreite (um)

60 70 80 90 100

e m

Abb. 4.25 Grafische Darstellung der Ergebnisse derersuchsreihe 1V, konstante Abtragszeit.

Auch mit einer konstanten Abtragszeit von 1/8 s dear die Schlussfolgerungen der

vorangehenden Versuche bestétigt.



Ergebnisse 53

Ergebnisse der Versuchsreihe V:

Versuchsreihe V
Abtrags- | Leistung Schnittbreite (um)
zeit Mittelwert Standard- | Varianz | Median | n | Standar¢
konstant abweichung -fehler
(s) (mw) (m)
1/60 100 0,326 0,058 0,003 0,338 | 138 | 0,005
90 0,275 0,040 0,002 0,261 | 90 0,004
80 0,239 0,034 0,001 0,234 | 120| 0,003
70 0,216 0,032 0,001 0,208 | 99 0,003
60 <0,2
50 u
45 u
40 kaum
Effekt

Tab. 4.10 Ergebnisse der Versuchsreihe V, u = sid¥dr, jedoch undeutlich und nicht auswertbar, Werte
gerundet auf 3. Nachkommastelle, n=Anzahl Messwerte

Versuchsreihe V
Abtragszeit = 1/60 s (konstant)
0,5
0,4 g_
03 &
I3
E S 0,2 8
- 0,1 £
)
0
70 80 90 100
Leistung (mW) -

Abb. 4.26 Grafische Darstellung der Ergebnisse dérersuchsreihe V, konstante Abtragszeit.

Diese Ergebnisse korrelieren ebenfalls mit den Irgpsen der vorangegangenen
Versuchsreihen. Bei einer konstanten Abtragszesitebe eine lineare Abhangigkeit zwischen

der ermittelten Schnittbreite und der Leistungsstuf
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4.4 Auswirkungen unterschiedlicher Abtragszeiten afidie Schnittbreite bei konstanten
Leistungsstufen

Bei konstanten Leistungsstufen wurden die Abtratgzaesariiert (1/60 §16 ms] bis 4 s). Es
wurden die Geschwindigkeitsparameter verwendet, #em der Laser die vordere
Linsenkapsel am effektivsten schneidet (VerweildaQg52 ms pro um, Wiederholrate: 64
Hz, Scangeschwindigkeit: 0,019 m/s, vgl. Kap 3.4dm2 Kap. 4.2). Die Geschwindigkeits-

parameter wurden in dieser Versuchsreihe stetd&oingehalten.

4.4.1 Versuchsreihen

Nachfolgende Tabelle stellt die Versuchsreihen dardenen die Abtragszeiten variiert

worden sind.

Tab. 4.11 stellt die Versuchsreihen (I — VIII) utheé verwendeten Parameter dar.

I Il 11 v
Leistung | Abtrags-| Leistung | Abtrags- | Leistung | Abtrags- | Leistung | Abtrags-
konstant zeit konstant zeit konstant zeit konstant zeit
(mW) (s) (mW) (s) (mW) (s) (mW) (s)
100 4 90 1 80 1 70 1
2 1/8 1/8 1/8
1 1/60 1/60 1/60
1/2
1/4
1/8
1/15
1/30
1/60
Vv VI VIl VI
Leistung | Abtrags- | Leistung | Abtrags- | Leistung | Abtrags- | Leistung | Abtrags-
konstant zeit konstant zeit zeit zeit
konstant konstant
(mW) (s) (mW) (s) (mW) (s) (mW) (s)
60 1 50 1 45 1 40 1
1/2 1/2 1/2 1/2
1/4 1/4 1/4 1/4
1/8 1/8 1/8 1/8
1/60 1/60 1/60 1/60

Tab. 4.11 Ubersicht Versuchsreihen, konstante Abtmgsleistungen bei unterschiedlichen Abtragszeiten.
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4.4.2 Ergebnisse

Nachfolgende Grafiken und Tabellen stellen die Bnggese der Versuchsreihen dar, in den

die Abtragszeit variiert worden ist. Die Abtragsteing blieb konstant.

Ergebnisse der Versuchsreihe I

Versuchsreihe |
Leistung | Abtrags- Schnittbreite (Lm)
konstant zeit Mittelwert Standard- | Varianz | Median | n | Standar¢
abweichung -fehler
(mw) (s) (Lm)
100 4 1,485 0,148 0,022 1,508 | 90 0,016
2 1,424 0,080 0,006 1,430 | 111 | 0,008
1 1,373 0,059 0,003 1,378 | 93 0,006
1/2 1,201 0,102 0,010 1,196 | 105| 0,010
1/4 1,080 0,080 0,006 1,066 | 93 0,008
1/8 0,763 0,061 0,004 0,754 | 141 | 0,005
1/15 0,619 0,066 0,004 0,624 | 123 | 0,006
1/30 0,491 0,046 0,002 0,494 | 129 | 0,004
1/60 0,326 0,058 0,003 0,338 | 138 | 0,005

Tab. 4.12 Ergebnisse der Versuchsreihe |, u = sidbdr, jedoch undeutlich und nicht auswertbar, Werte
gerundet auf 3. Nachkommastelle, n=Anzahl Messwerte

Versuchsreihe |
Leistung = 100 mW (konstant)

1,8

. - 1,4
—e— Mittelwerte . 12

® +stabw 1

- stabw 0,8
- 0,6
- 0,4
- 0,2

T T 0
1/60s 1/30s 1/15s 1/8s 1l/4s 1/2s 1 2 4

Abtragszeit (s)

Schnittbreite (um)

Abb. 4.27 Grafische Darstellung der Ergebnisse dérersuchsreihe |, konstante Abtragsleistung.

Bei konstanter Abtragsleistung wird die Schnitttaebei langer werdenden Abtragszeiten
groRer. Der Kurvenverlauf in der Grafik stellt eineahezu linearen Verlauf (Abhéngigkeit)

dar.
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Ergebnisse der Versuchsreihe Il:

Versuchsreihe |l
Leistung | Abtrags- Schnittbreite (um)
konstant zeit Mittelwert Standard- | Varianz | Median | n | Standar¢
abweichung -fehler
(mw) (s) (m)
90 1 1,199 0,092 0,008 1,196 | 93 0,010
1/8 0,522 0,050 0,002 0,520 | 90 0,005
1/60 0,275 0,040 0,002 0,261 | 90 0,004

Tab. 4.13 Ergebnisse der Versuchsreihe Il, u = sithar, jedoch undeutlich und nicht auswertbar, Werte
gerundet auf 3. Nachkommastelle, n=Anzahl Messwerte

Versuchsreihe Il
Leistung = 90 mW (konstant)

1,4

- 1,2
L1 \%
08 2
Q
7 00 2
04 £
= 3
02 ®

0
1/60s 1/8s 1s
Abtragszeit (5

Abb. 4.28 Grafische Darstellung der Ergebnisse de¥ersuchsreihe Il, konstante Abtragsleistung.

Auch mit einer konstanten Leistung von 90 mW istezkennen, dass eine Verlangerung der

Abtragszeit zu gréf3eren Schnitten fuhrt.

Ergebnisse der Versuchsreihe llI:

Versuchsreihe Il
Leistung | Abtrags- Schnittbreite (Lm)
konstant zeit Mittelwert Standard- | Varianz | Median | n | Standar¢
abweichung -fehler
(mw) (s) (Lm)
80 1 0,991 0,077 0,006 0,988 | 90 0,008
1/8 0,449 0,043 0,002 0,442 | 120| 0,004
1/60 0,239 0,034 0,001 0,234 | 120| 0,003

Tab. 4.14 Ergebnisse der Versuchsreihe 1ll, u = ditbar, jedoch undeutlich und nicht auswertbar, Werte
gerundet auf 3. Nachkommastelle, n=Anzahl Messwerte
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Versuchsreihe Il
Leistung = 80 mW (konstant)

1,2

- 0,8
- 0,6
- 0,4
- 0,2

Schnittbreite (um)

1/60s

1/8s

Abtragszeit (s)

1s

—&— Mittelwerte

Abb. 4.29 Grafische Darstellung der Ergebnisse derersuchsreihe lll, konstante Abtragsleistung.

Ergebnisse der Versuchsreihe IV:

Versuchsreihe IV

Leistung | Abtrags- Schnittbreite (Lm)
konstant zeit Mittelwert | Standard- | Varianz | Median | n | Standar
abweichung -fehler
(mw) (s) (um)
70 1 0,770 0,078 0,006 0,780 | 90 | 0,008
1/8 0,391 0,033 0,001 0,390 | 99 0,003
1/60 0,216 0,032 0,001 0,208 | 99 0,003

Tab. 4.15 Ergebnisse der Versuchsreihe IV, u = sitltar, jedoch undeutlich und nicht auswertbar, Werte
gerundet auf 3. Nachkommastelle, n=Anzahl Messwerte

Versuchsreihe IV

Leistung = 70 mW (konstant)

3

- 0,8

.//

0,6
- 0,4

0,2

Schnittbreite (um)

1/60s

1/8s

Abtragszeit (s)

1s

—&— Mittelwerte

Abb. 4.30 Grafische Darstellung der Ergebnisse derersuchsreihe 1V, konstante Abtragsleistung.
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Ergebnisse der Versuchsreihe V:

Versuchsreihe V
Leistung | Abtrags- Schnittbreite (um)
konstant zeit Mittelwert Standard- | Varianz | Median | n | Standar¢
abweichung -fehler
(mw) (s) (m)
60 1 0,601 0,039 0,002 0,598 | 99 0,004
1/2 0,486 0,049 0,002 0,494 | 99 0,005
1/4 0,398 0,042 0,002 0,390 | 108 | 0,004
1/8 0,290 0,036 0,001 0,286 | 90 0,004
1/60 <0,2

Tab. 4.16 Ergebnisse der Versuchsreihe V, u = sid¥dr, jedoch undeutlich und nicht auswertbar, Werte
gerundet auf 3. Nachkommastelle, n=Anzahl Messwerte

Versuchsreihe V
Leistung = 60 mW (konstant)

0,7
- 0,6
- 0,5
- 0,4
0,3
0,2
0,1

b ¢

Schnittbreite (um)

1/8s 1/4s 1/2s 1s

phagsel® —o—vitelverte

Abb. 4.31 Grafische Darstellung der Ergebnisse derersuchsreihe V, konstante Abtragsleistung.

Ergebnisse der Versuchsreihe VI:

Versuchsreihe VI
Leistung | Abtrags- Schnittbreite (Lm)
konstant zeit Mittelwert Standard- | Varianz | Median | n | Standar¢
abweichung -fehler
(mw) (s) (kM)
50 1 0,403 0,044 0,002 0,416 | 96 0,005
1/2 0,232 0,030 0,001 0,234 | 90 0,003
1/4 <0,2
1/8 <0,2
1/60 u

Tab. 4.17 Ergebnisse der Versuchsreihe VI, u = sitthar, jedoch undeutlich und nicht auswertbar, Werte
gerundet auf 3. Nachkommastelle, n=Anzahl Messwerte
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Ergebnisse der Versuchsreihe VII:

Versuchsreihe VI
Leistung | Abtrags- Schnittbreite (um)
konstant zeit Mittelwert Standard- | Varianz | Median | n | Standar¢
abweichung -fehler
(mw) (s) (m)
45 1 0,306 0,037 0,001 0,312 96 0,004
1/2 <0,2
1/4 u
1/8 u
1/60 u

Tab. 4.18 Ergebnisse der Versuchsreihe VII, u = ditbar, jedoch undeutlich und nicht auswertbar, Werte
gerundet auf 3. Nachkommastelle, n=Anzahl Messwerte

Ergebnisse der Versuchsreihe VIII:

Versuchsreihe VIlI
Leistung | Abtrags- Schnittbreite (um)
konstant zeit Mittelwert Standard- | Varianz | Median | n | Standar¢
abweichung -fehler
(mw) (s) (m)
40 1 0,216 0,038 0,001 0,208 102 0,004
1/2 u
1/4 u
1/8 u
1/60 u

Tab. 4.19 Ergebnisse der Versuchsreihe VIII, u = sehtbar, jedoch undeutlich und nicht auswertbar,
Werte gerundet auf 3. Nachkommastelle, n=Anzahl Masverte.

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihen zeigen, dageder Leistungsstufe eine Verlangerung
der Abtragszeit zu einer Vergré3erung der Schmitbrfihrt. Es besteht eine nahezu lineare
Abhangigkeit zwischen der Abtragszeit und der Stiirgite.

In unserer Versuchsanordnung betrug die kleinstesbere Schnittbreite ca. 0,2 um. Dieser
Wert ist mit verschiedenen Laserparametern erzielBai einer Leistung von 40 mW
bendtigt man fur die kleinste messbare Schnittbreine Abtragszeit von 1 s. Bei einer
Leistung zwischen 45 und 50 mW bendtigt man hietf@rs. Bei einer Leistung von 60 mW
bendtigt man fur die kleinste Schnittbreite eindrAgszeit zwischen 1/4 und 1/8 s und mit 70
mW eine Abtragszeit von 1/60 s.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde untersucht, inwiefern sichverstarkte Femtosekundenlaser in
Kombination mit der Laser-Scanning-Mikroskopie fiias Darstellen und Bearbeiten der
vorderen humanen Linsenkapsel eignen. Ziel waGesndlagen fur einen klinischen Einsatz
dieses Verfahrens zu schaffen. Klinische Einsategetsind denkbar bei der Kapsulorhexis
und der Behandlung von postoperativen Komplikatpneie z.B. der Kapselschrumpfung.
Bei erschwerten Operationsbedingungen kénnte mamifeé dieses Verfahrens die vordere
Linsenkapsel druck- und kontaktfrei schneiden. gotthes Verfahren gewinnt dann weitere
Attraktivitat, wenn der Femtosekundenlaser auchdeeiPhakoemulsifikation selbst anstelle

des Ultraschalls zum Einsatz kommt.

5.1 Bildgebung und klinischer Einsatz

In Kombination mit einem Laser-Scanning-Mikroskdpu{tiphotonenmikroskopie) war eine
schnelle, nicht-invasive und hochauflésende Bildgepdes Gewebes mdglich. Histologische
Untersuchungen haben ergeben, dass eine gute &aarel zwischen den in
Autofluoreszenzaufnahmen ermittelten Schnittbreited denen in TEM-Aufnahmen besteht.
Die Multiphotonenmikroskopie ermoglicht das zielgaa Wiederfinden von Strukturen in
der zu untersuchenden Probe. Ahnliche Bildgebusgssiye werden heutzutage in der
Dermatologie schon teilweise klinisch eingesetztw.bzbefinden sich noch in der
Erprobungsphasg

Die unmittelbare Bildgebung misste fur die praBsarbeitung der vorderen Linsenkapsel
im Kklinischen Einsatz sehr vorteilhaft sein. V.aitéfluoreszenz- und Reflektionsaufnahmen
kdmen fur die Bildgebung in Frage. Im Kklinischen ndatz  wéren reine
Autofluoreszenzaufnahmen ausreichend. In diesem ullodassen sich Zellen und
Gewebsstrukturen exakt darsteffen Zuséatzliche Filtersysteme oder Detektoren fiir
Reflektionsaufnahmen waren somit nicht notwendigei Bn-vitro Versuchen sind
Transmissions- und Reflektionsaufnahmen zur Oeemtig an der Probe sehr hilfreich. Aus
technischen Grinden wéren Transmissionsaufnahmenvio Versuchen nicht realisierbar
(Detektor hinter der zu behandelnden Probe, sigpe33 und 3.4).
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Ohne endoskopische Systeme ist allerdings nurlenflachlicher Einsatz dieser Anwendung
mdoglich. Die im Versuchsaufbau verwendeten Syst@madglichen die sichere exakte
Fokussierung des Strahls in einer geringen Diseaz200 pm). Mit anderen Objektiven ist
es moglich, in groReren Distanzen zu fokussiereeispgelsweise konnen bei der
Verwendung eines 20er Objektives (statt eines 4dler im Versuchsaufbau) Strukturen
abgebildet werden, die in deutlich mehr als einemtifneter in der Tiefe liegen. Jedoch geht
hierbei die Zielgenauigkeit bei den Laserschnittedoren und die Wahrscheinlichkeit einer
Schadigung von Nachbargewebe nimmt aufgrund detinstgeren Energieverteilung zu.
AulRerdem waren hierfir andere Laserparameter (ROlEvergiewerte fur die Tiefe)

notwendig. Es wird deshalb aktuell an endoskopiscBgstemen geforscht, welche den
Einsatz in tiefer gelegenen und anatomisch schwesicebaren Strukturen ermoglichen
sollerf®. Dadurch, dass Bildgebung und Laserabtrag (ibeeneiBtrahlengang erfolgen,

konnten solche endoskopischen Systeme ein breite®Adungsspektrum ermoglichen.

Laser-Systeme, welche heutzutage zur Behandlung Gewebe eingesetzt werden (z.B.
verstarkte Femtosekundenlaser, Excimer Laser), groh@n dagegen Kkeine zeitnahe
Bildgebung. Somit besteht keine unmittelbare Kdidgrales Gewebes. Bisher erfolgt die
unmittelbare Bildgebung mit Stereomikroskopen (@pensmikroskop, Spaltlampe) mit

begrenzter Auflosung. Nicht exakt abgrenzbare $irek missen mit Hilfstechniken

dargestellt werden, beispielsweise durch Farbewesfa Bei der Anwendung von

Laserapplikationen missen heutzutage bei der Fekusg im Gewebe mdoglichst genaue
Algorithmen eingehalten werden, z.B. bei der YAGpKalotomie der hinteren Linsenkapsel
beim Nachstar. Hier erfolgt die Laserapplikation der Spaltlampe. Die hintere Linsenkapsel
wird mit einem Zielstrahl fokussiert. Aufgrund déngenauigkeit muss darauf geachtet
werden, dass der Abstand nicht variiert wird, dassdNachbarstrukturen beschadigt werden
konnen.

Ein neuer Ansatz ist die Laserapplikation mit zaliter hochauflésender Bildgebung in einem
System. Solch ein System bietet mehrere Vorteile. Bildgebung kann praoperativ zur

Diagnostik und exakten Lokalisierung von Zielstuurkin eingesetzt werden. Perioperativ ist
eine genaue Fokussierung des Laserstrahls im Bielgmoglich. Sowohl wahrend als auch
nach der Operation erlaubt die Bildgebung ein utathihres Feedback. Schnitte bzw.

Abtragsrander sind in Autofluoreszenzaufnahmen gestans darstellbar.
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Seit Jahren verfigt man mit dem Laser uber ein &demstrument. Dieser wurde
kontinuierlich weiterentwickelt, um den hohen Arderungen an die Prazision gerecht zu
werden. Mit Hilfe der Laser-Scanning-Mikroskopienkanun auch die zeitnahe Bildgebung
zur weiteren Prazision der Instrumente und Verfalirgtragen. Die Anpassung der Sensorik
(Bildgebung) an die steigende Préazision des Effek{8chneideinstrument) ist ein wichtiger
Schritt, um den Effektor zielfihrend einsetzen zZinhen. Seit langerem wird an dem
Konzept des ,Sehenden Laser-Skalpells® geforschivelstarkte Femtosekundenlaser in
Kombination mit Laser-Scanning-Mikroskopen kommeasdm Konzept in in-vitro schon
sehr nahe. Experimentelle Studien an der Hornhantl wer Netzhaut lieferten
vielversprechende ErgebniédeDie Prazision der Systeme ermdglicht sogar eitvasale
Chirurgie in der Netzhaut. Die zuvor in die vendoseafd3e der Netzhaut eingebrachten
Materialien wie Faden und menschliche Haare, kanmteexperimentellen Studien ohne eine
Schadigung der GefaRwand kontaktfrei mit dem LaseGefaRlumen geschnitten werdgn

In diesen in-vitro Experimenten an der Hornhaut udetzhaut wurden ebenfalls eine
Bildgebung mittels Multiphotonenmikroskopie durcfiget’” * 8 39 0 Aych diese
Experimente zeigen, dass sich die Multiphotonenosikopie fiir die Darstellung des

Gewebes und der Laserabtrage sehr gut eignet.

Der Einsatz des Lasers in der Kataraktchirurgie gstindsatzlich seit langem von
wissenschattlicher Interesse. Mit dem Nd:YAG-Laserde intensiv an der vorderen Laser-
Kapsulotomie geforscht. Aufgrund der hohen Enefgie Bereich von mJ, Wellenlange:
1064 nm) des Nd:YAG-Laser findet eine ,Aufsprendgudgr vorderen Linsenkapsel statt.
Somit ist es nicht moglich, mit dem Nd:YAG-Laseneistabile und saubere Risskante zu
erzielen. Zudem konnen starke destruktive Nebekteffauftreten. Hierbei wurden Schaden

an Endothelzellen der Kornea und Anderungen adscemet Membran beobachtet

Mit dem unverstarkten Femtosekundenlaser wéare irge@satz zum Nd:YAG-Laser ein

prazises, zielgenaues Ausschneiden der vorderesehkapsel moglich. Zudem sind hierbei
aufgrund der geringen Energiewerte keine nennemswedestruktiven Nebeneffekte zu

erwarten. Die Gefahr des EinreiRens der vorderersdrkapsel mit der Fortfhrung des
Risses in die hintere Kapsel (Ruptur der hinter@msénkapsel) ist aufgrund der préazisen
Schnittkante bei unverstarkten Femtosekundenlasshin gering. Die geringen Energiewerte
bei unverstarkten Femtosekundenlasern und die eXadkussierung des Laserstrahls, u.a.

mit Hilfe der Laser-Scanning-Mikroskopie, lasserinkeSchaden an Nachbarstrukturen, wie
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z.B. am Hornhautendothel, erwarten. Die Gefahr Defokussierung des Laserstrahls ist
aufgrund hoher Zielgenauigkeit sehr gering (,Selesrdaserskalpell”).

Weitere Forschungsprojekte werden untersuchen,ildgdbung und Schneideinstrument in
der Zukunft in einem klinisch einsetzbaren Geratwg werden kdnnen. Die Bildgebung
mittels Multiphotonenmikroskopie konnte aul3erderohaals diagnostisches Hilfsmittel allein

wertvolle Informationen zur Verfiigung stellen.

Die in dieser Arbeit ausgearbeiteten Ergebnisseetieals Grundlage fir weitere in-vivo
Experimente an der vorderen humanen Linsenkapsal.irBvivo Experimenten mussten
insbesondere Faserendoskope und Objektive germgeremerischer Apertur zur

Uberwindung groRerer Distanzen evaluiert werden.

5.2 Die ermittelten Schnittbreiten bei unterschiedthen Parametern

Die Variation der Geschwindigkeitsparameter des etsisahls, bei sonst konstanter
Abtragszeit und Abtragsleistung, hat Auswirkungeruf adie Schnittbreite. Der
Geschwindigkeitsparameter des Laserstrahls lasst $ber die Software des Computers
regulieren. Dieser Parameter gibt an, wie schnadl wie oft der Laserstrahl Uber eine Linie
mit einer bestimmten L&ange (Pixelanzahl) in einefirderten Zeit entlang fahrt. Das
Verhalten des Laserstrahls mit dem jeweiligen Gesafigkeitsparameter kann mit den
Mafl3zahlen Scangeschwindigkeit, Verweildauer unddéfieolrate beschrieben werden. Die
Scangeschwindigkeit haben wir in der Einhaits, die Verweildauer fur die Strecke von
einem Mikrometer in der Einheits und die Wiederholrate in der Einhélz angegeben. Je
hoher die Scangeschwindigkeit ist, desto schnei&r auch die Wiederholrate des
Laserstrahls. Die Verweildauer pro Mikrometer nimdatbei ab. Die Scangeschwindigkeit
und die Verweildauer beschreiben den Photonenginileer eine Strecke in einem kurzen
Zeitintervall, die Wiederholrate beschreibt einemederkehrenden Photoneneintrag. Der
Photoneneintrag uUber eine Strecke in einem kurzatingervall und ein wiederkehrender
Photoneneintrag Uber eine Strecke haben jeweilsersstiiedliche physikalische
Auswirkungen, u.a. auf das Aufheizen des Gewebed die Plasmabildung. Der
Gewebsabtrag beruht auf dem Phanomen der Photptiesrvgl. Kap 3.4). Die Bestrahlung
des Gewebes fiuhrt zur lonisation und Bildung voeiefn Elektronen. Dies fuhrt zur
Plasmabildung (Laser induced optical breakdown}s Bkesma absorbiert weiterhin Energie

und expandiert mit begleitender Druck- und Tempeesthohung.
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Wir haben in unseren Versuchen die Geschwindigkaitsneter Uber die Software
schrittweise veréndert. Die Verlangerung der Veldeeier, mit daraus resultierender
Verlangsamung der Scangeschwindigkeit und Verrunggrder Wiederholrate, hat bis zu
einem bestimmten Wert zur Vergrol3erung der Scheitén gefiihrt. Bei weiterer
Verlangerung der Verweildauer tber diesen Wertusnanit wiederum daraus resultierender
weiterer Verlangsamung der Scangeschwindigkeit Wedringerung der Wiederholrate,
wurden die Schnittbreiten kleiner. Diese Ergebnsisel mit den genannten physikalischen
Eigenschaften zu erklaren. Eine reine Verlangerdeg Verweildauer, somit auch die
Vermehrung des Photoneneintrags Uber eine Strédke,ndmlich ab einem gewissen Punkt
zur Verkleinerung der Schnittbreiten. Das zeigt,ssdafir die Plasmabildung ein
wiederkehrender Photoneneintrag auch von groRRerelBedg ist. Die Frequenz des
wiederkehrenden Photoneneintrags (Wiederholrate)rdev bei einer hoéher werdenden
Verweildauer verkleinert. Folglich trafen auch wge Laserimpulse auf das Gewebe und die
Schnittbreiten wurden kleiner. Mit den von uns dretien Geschwindigkeitsparametern
schneidet der Laser die vordere Linsenkapsel asktefsten. Dieses Ergebnis wurde auch

bei Wiederholung der Versuche bei unterschiedlidtestungsniveaus bestétigt.

In den Versuchsreihen, in denen wir die Abtragtleig und die Abtragszeit variiert haben,
sahen wir eine lineare Abhangigkeit zwischen demitéelten Schnittbreite und der

Abtragsleistung bzw. der Abtragszeit. Vergleichtnnthe ermittelten Werte miteinander, so
kann man sehen, dass eine bestimmte Schnittbréditenterschiedlichen Parametern erreicht
werden kann. Beispielsweise kann man eine bestirichaittbreite mit einer hohen Leistung
und geringen Abtragszeit oder mit einer geringetaistung mit langerer Abtragszeit

erreichen. Das bedeutet, dass man je nach zuesrdax Schnittbreite bzw. Schnitttiefe eine
maoglichst geringe Energie zum Schneiden verwenden KWichtig hierbei ist der Zeitfaktor.

Eine akzeptable Zeit flr das Schneiden des Gewsbesn grol3er Bedeutung. Ziel ist es, das
Gewebe schnellstmdglich mit der geringsten Enepgézise zu schneiden. Je geringer die

Energie ist, desto geringer sind auch die moglidtadiateralen Schaden.

Die kleinste eindeutig messbare Schnittbreite isever Versuchsanordnung betrug ca. 0,2
um. Kleinere Werte wurden aufgrund der hohen Ungighait nicht ausgewertet. Folgende
Werte wurden als untere Grenzparameter ermittdit, whit diesen wurden noch eindeutig

auswertbare Schnitte erzielt:
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Mittlere Leistung (mW) Abtragszeit (s)
40 1

45 bis 50 1/2

60 1/4 (1/8)

70 1/60

Tab. 5.1 Untere Grenzparameter. Die angegebenen Grewerte sind mit den Geschwindigkeits-
parametern erzielt, bei denen der Laser die vorderelLinsenkapsel am effektivsten schneidet
(Verweildauer: 0,052 ms pro um, Wiederholrate: 64 4, Scangeschwindigkeit: 0,019 m/s, vgl. Kap 4.2).

Wie lange das kreisrunde Er6ffnen der vorderen dnkapsel mit dem hier verwendeten
System dauern wiirde, soll anhand folgender Bellggienung erlautert werden:

Mochte man eine Offnung mit einem Durchmesser vammé durchfiihren, so betragt der
Umfang 18,8 mm.

Mit der Abtragsleistung von 100 mW haben wir benegi Abtragszeit von 1/60 s eine
Schnittbreite von 0,326 pum (Mittelwert) ermitteBahnittbreite = Schnitttiefe). Hierbei wurde
eine Strecke von 320 um fur 1/60 s bestrahlt. BB&tman, mit dem gleichen Verhaltnis von
Strecke zur Abtragszeit, die Strecke von 18,8 mmf@uhg), so wirde man hierfur ca. 0,98 s
bendtigen. Wenn die Kapsel eine Dicke von 40 purtehétauchte man fur das Ausschneiden
ca. 120 s.

Bei dieser theoretischen Berechnung wurde angenomnrdass der Laser die Kapsel
schichtweise schneidet. In entsprechenden Versuchésste evaluiert werden, welche
Auswirkungen dies auf das Gewebe hatte. Es mubsfiift werden, ob ein spiralférmiger
Verlauf des Laserstrahls beim Schneidevorgang efekware.

Es muisste auch udberprift werden, ob die hier in déersuchen ermittelten
Geschwindigkeitsparameter, bei langeren Abtragdstre technisch umgesetzt werden

kdnnen.

5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

In den unterschiedlichen Versuchsreihen wurde ggzedass mit dem unverstarkten
Femtosekundenlaser ein prazises Schneiden der reardansenkapsel mdoglich ist. In
Kombination mit einem Laser-Scanning-Mikroskop eghight die Multiphotonen-

mikroskopie eine hochauflosende kontrastreichegeitaing. Dies erméglicht ein zielgenaues
Einsetzen des Lasers. Die unmittelbare Bildgebungiglicht eine sofortige Beurteilung des

Gewebes sowohl vor, als auch nach den Laserabtragen
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Die in dieser Arbeit ermittelten Parameter diends &rundlage fur weiterfihrende
Experimente, insbesondere in vivo Versuche. Aufdruder beobachteten linearen
Abhangigkeiten, zwischen den Abtragsparametern derdSchnittbreiten, kann ein sicherer

und kalkulierbarer Einsatz in nachfolgenden Versucérfolgen.

Die Kombination von Schneidewerkzeug und Bildgebumginem Instrument ermdglicht
eine vielseitige, prézise und sichere Anwendungs D&ehende Laserskalpell* ist ein
Konzept, das in vielen Fachbereichen neue Moglitbkein der Diagnostik und Therapie

ermdglichen wiirde.

In der Kataraktchirurgie kénnten durch eine erhdhi@zision viele Komplikationen wie z.B.
die Entwicklung des Nachstars oder operative Kokagibnen wie z.B. Linsenluxationen

reduziert bzw. vermieden werden (vgl. Kap. 2.4.3).
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