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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Die Membrana limitans interna (ILM) ist die innerste Schicht der Netzhaut und grenzt
diese zum Glaskoérper hin ab (Abb.1). Sie ist die Basalmembran der Miullerschen-
Stltzzellen und geht anterior in die Basalmembran des nichtpigmentierten Ziliarepithels
Uber. Die ILM ist aus Kollagen Typ | und Typ IV, aus den typischen Strukturproteinen

Laminin und Fibronectin und aus Proteoglykanen aufgebaut. Sie ist azellular, transparent

und nur wenige Mikrometer dick.
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Abb. 1. Schematischer Aufbau der Netzhaut. (ILM= Membrana limitans interna; NFS=
Nervenfaserschicht; GZS= Ganglienzellschicht; IPS= innere plexiforme Schicht; IKS=
innere Kérnerschicht; APS= &uRere plexiforme Schicht; AKS= &uRere Kérnerschicht;
PRS= Photorezeptorschicht; RPE= Retinales Pigmentepithel; CH= Choroidea)

In den letzten Jahren hat sich die Entfernung der Membrana limitans interna zu einer
etablierten Methode in der Makulachirurgie entwickelt. Verschiedene Studien weisen
darauf hin, dafl durch die Entfernung der Membrana limitans interna die primare
VerschluBrate und der Visusgewinn bei Patienten mit einem Makulaloch deutlich erhéht
werden kann [1, 10, 20, 53, 57, 58, 68]. Andere Untersuchungen zeigen einen positiven
EinfluR der ILM-Entfernung auf die Resorption der intraretinalen Flissigkeit bei Patienten
mit diffusem diabetischen Makuladédem [3, 31, 83, 88].
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Auch im Rahmen der chirurgischen Entfernung von epiretinalen Membranen scheint ein
zusatzlich durchgefihrtes ILM-Peeling das Risiko fiir Rezidive zu verringern [7].

Bisher lasst sich die Membrana limitans interna nur im Rahmen einer Vitrektomie
mechanisch mittels kleiner Glaskoérper-Hakchen und -Zangen entfernen. Eine 1999 unter
vitreoretinalen Chirurgen im Rahmen der Vitreous Society gestellte Umfrage stufte die
sogenannte ILM-Entfernung als schweres bzw. sehr schweres Verfahren mit langer
Lernkurve ein [80]. Als Komplikationen der mechanischen ILM-Entfernung traten
regelmaBig intraretinale Blutungen und Defekte in der tiefer gelegenen
Nervenfaserschicht auf, welche zu zentralen Gesichtsfelddefekten fihren kénnen. So
wiesen Haritoglou und Mitarbeiter nach Makulaloch-Chirurgie bei allen Patienten
mikroperimetrisch parafoveale Skotome nach [35]. In einer jungeren Fallstudie wurden
nach unkomplizierter ILM-Entfernung im Zuge makulachirurgischer Verfahren sogar

parazentrale Netzhautlécher beobachtet [89].

Die chirurgische Technik der ILM-Entfernung wurde 2000 durch Kadonosono und
Mitarbeiter durch die Einfihrung von Indocyaningrin (ICG) zur Anfarbung der ILM
erheblich erleichtert [47]. ICG ist ein Vitalfarbstoff, der eine hohe Affinitdt zu
extrazelluldren Matrixproteinen wie Kollagen und Laminin aufweist, die Hauptbestandteil
der ILM sind. Indocyaningrin ist damit in der Lage, die Membrana limitans interna selektiv
anzufarben. In den folgenden Jahren wiesen jedoch mehrere Untersuchungen auf
mogliche toxische Nebeneffekte der ICG-Anfarbung hin. In vitro Studien haben gezeigt,
daf} Indocyaningrin eine Apoptose von Zellen des Retinalen Pigmentepithels (RPE)
induzieren kann [85] bzw. dosisabhangig das Wachstum von RPE-Zellen hemmt [42].
Ferner wurden Schadigungen von Miiller-Zell-Fortsatzen beobachtet [73]. Gandorfer und
Mitarbeiter vermuteten einen photodynamischen Effekt des Indocyaningriins. Die von
ihnen beobachteten Schaden waren abhangig von der verwandten Bestrahlungs-
Wellenlange [30]. Auch klinische Studien weisen auf mdgliche toxische Schaden des
Indocyaningrins hin: Ando und Mitarbeiter beobachteten nach ICG-gestitztem ILM-
Peeling bei Patienten mit diabetischem Makuladdem in 46,7% der Falle eine
Papillenatrophie mit resultierendem Gesichtsfeldausfall vor allem im nasalen Quadranten
[2]. Die Gruppe um Uemura und Kanda [94] wies nach ICG-assistiertem ILM-Peeling in
57% der Augen Gesichtfelddefekte nach, auch hier vornehmlich im nasalen Bereich.

In einer Folgestudie beobachteten Kanda, Uemura und Mitarbeiter abhangig von

Konzentration und Expositionszeit Gesichtsfelddefekte [49].
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Bereits eine 3-minltige Exposition der Netzhaut mit einer 0,5%igen ICG-Ldsung flhrte in
allen Augen zu postoperativen Gesichtsfeldausfallen. Wurde die 0,5%ige ICG-L6sung
sofort ausgewaschen, wurden immerhin noch in 25% der Falle Gesichtsfelddefekte
nachgewiesen. In anderen Untersuchungen wurden postoperativ zirkulare Atrophien des
retinalen Pigmentepithels beobachtet [12, 23].

Anhand von Autofluoreszenz-Messungen wurde zudem eine Persistenz des
Indocyaningrins im Makulabereich von bis zu 7 bzw. 8 Monaten nachgewiesen [13, 72].
Diese lange Bindungszeit im Bereich des retinalen Pigmentepithels und der

Nervenfaserschicht kdnnte prolongierte Gewebeschadigungen bedingen.

Ein anderer Farbstoff, der spater als das ICG zur intravitrealen Anwendung eingefuhrt
wurde, ist das Trypanblau. Trypanblau ist ein saurer, anionische Farbstoff aus der Gruppe
der Azofarbstoffe, dessen Anion an Zellproteine bindet. Es farbt epiretinale Membranen
starker an als die ILM, ist wasserldslicher als ICG und wird deshalb intraoperativ schneller
ausgewaschen. Im Vergleich zu Indocyaningrin ist der Farbeeffekt weniger intensiv und
nicht selektiv fur die Membrana limitans interna. Auch bei Trypanblau wurden in
experimentellen Studien zytotoxische Schadigungen des Retinalen Pigmentepithels
nachgewiesen [46]. In einer weiteren tierexperimentellen Untersuchung zeigte sich nach
Applikation von Trypanblau im Elektroretinogramm (ERG) eine signifikante Reduktion der
B-Wellen [64].

Andere geeignete Vitalfarbstoffe sind zur Zeit in Erprobung. Vor kurzem wurde Brilliant
Blue® zugelassen. Klinische Studien hierzu sind jedoch noch nicht produziert. Es besteht
also nach wie vor der Bedarf fur eine prazisere und unkomplizierte Form der Abtragung
der Membrana limitans interna ohne Farbstoffeinsatz bei gleichzeitiger Schonung der
tiefer liegenden Netzhautschichten. Als alternative Methode wurde daher die
Laserabtragung in Betracht gezogen. Um eine definierte Abtragungstiefe von wenigen
Mikrometern zu erreichen, darf das Laserlicht nur eine nur geringe optische Eindringtiefe
aufweisen. Eine Warmeleitung in die tiefer gelegenen Schichten sollte mdglichst
vermieden werden, um mdgliche thermische Nekrosen auszuschlieRen. Sowohl Excimer-
Laser als auch Infrarot-Laser erfullen diese Voraussetzungen. Die optische Eindringtiefe
(d) hangt vom Absorptionskoeffizient (ua) ab, es gilt d= 1/ pa.. Der Absorptionskoeffizient
des 193 nm ArF- Excimer-Lasers betragt 40.000 cm ', die optische Eindringtiefe liegt
damit bei 1/4 ym. Aufgrund dieser geringen optischen Eindringtiefe eignet sich der 193

nm ArF-Excimer-Laser besonders fiir eine oberflachliche Abtragung von Hornhautgewebe
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und kommt weltweit im Rahmen der refraktiven Chirurgie zur Behandlung von
Fehlsichtigkeit zum Einsatz [24, 26, 65, 87]. Nachteil des Excimer-Lasers ist jedoch die
Grolle des Gerates, ein Einbau in kleine Handstlcke ist nicht mdglich. Fur einen
intraokularen Einsatz mufite das Laserlicht in sehr lange Fasern eingekoppelt werden,
aufgrund der sehr geringen optischen Eindringtiefe ware der Energieverlust durch
Absorption dann jedoch zu hoch. Der Energieverlust durch Absorption kénnte durch den
Einsatz von Hohlleitern umgangen werden. Durch Hohlleiter wird durch das Prinzip der
Totalreflexion eine Weiterleitung des Laserlichtes ohne signifikante Absorption ermdglicht.
Ein intraokularer Einsatz von Hohlleitern ist aber problematisch: Hohlleiter mit gréRerem
Durchmesser wirden sich mit Flussigkeit vollsaugen, die Verwendung von Hohlleitern mit
sehr kleinem Durchmesser wirde dies Problem zwar umgehen, fur eine
Flachenabtragung waren diese aber nicht geeignet.

Die Arbeitsgruppe um Lewis und Palanker versuchte, einen vitreoretinalen Einsatz durch
die Entwicklung eines speziellen Applikators zu ermdglichen [38, 59, 76]. Der Applikator
war jedoch relativ starr und unflexibel, Gberdies wurde als Zugang eine 1,5 mm grof3e
Sklerotomie bendotigt, womit der Schnitt deutlich Gber dem durchschnittlichen Standard-
Sklerotomie-Durchmesser von 0,9 mm liegt und mehr Komplikationen bedingen kann.
Eine Gewebeabtragung wurde nur im direkten Kontakt-Verfahren und unter Luft
durchgefihrt. Zudem musste wahrend der Abtragung ein kontinuierlicher Luftstrom auf die
Retinaoberflache geleitet werden, was klinisch nur schwer zu realisieren ist. Eine
Reduktion des Luftstroms flhrte zu einer deutlichen bzw. vollstdndigen Abnahme der
Ablationsrate. Alles in allem ist im routinemaRigen klinischen Einsatz eine gezielte
Abtragung innerer Netzhautschichten mit dem Excimer-Laser nicht maoglich.
Lubatschowski et al. wiesen zudem nach 193nm-Excimer-Laser-Ablation eine
laserinduzierte Emission einer Sekundarstrahlung im Bereich von 200-800 nm nach [62,
63]. Aufgrund der bekannten genetischen Aktivitat von UV-Strahlung bei 240-280 nm
kénnten durch diese Sekundarstrahlung mutagene Schaden entstehen. Vor allem im
Bereich von 248 nm hat das Laserlicht eine hohe optische Eindringtiefe und dringt bis auf
die Ebene des Zellkerns durch ohne dabei die gesamte Zelle dabei zu zerstéren. Die DNA
im Zellkern wird geschadigt, die Zelle stirbt jedoch nicht ab, es entstehen Mutationen. Fur
die alternativen Excimer-Laser-Wellenlangen von 248 nm und 308 nm stehen zwar
einfacher optische Lichtleiter zur Verfligung, in vitro Studien weisen jedoch ebenfalls auf
eine cytotoxische und mutagene Wirkung dieser Laserstrahlung hin [32, 54, 82]. Ein

weiterer Nachteil des Excimer-Lasers sind die hohen Anschaffungs- und Betriebskosten.
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Alternative Laser flir eine superfizielle Gewebeabtragung sind Infrarot-Laser. Infrarot-
Laser wie der Nd:YAG, der CO,, der Er:YSGG und der Er:-YAG-Laser benutzen Wasser
als Chromophor, welches Hauptbestandteil aller biologischen Gewebe ist. Ihre Ablation ist
somit hauptsachlich abhangig von der Absorption der jeweiligen Wellenlange in Wasser.
Die Wellenlange des Er:YAG-Lasers von 2,94 um korrespondiert mit dem
Absorptionsmaximum von Wasser im mittleren Infrarotbereich.

-1

Der Absorptionskoeffizient des Er:YAG-Lasers betragt 10.000 cm
Eindringtiefe in Wasser liegt damit bei 1 um [34, 97,102, Abb.2].
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Abb. 2. Absorptionskoeffizienten von Wasser in Abhangigkeit der Wellenlange und

optische Eindringtiefe; aus Hale und Querry [32]

Im Vergleich zu anderen Infrarot-Lasern hat der Erbium:YAG-Laser die geringste optische
Eindringtiefe, eine prazise Gewebeabtragung wird dadurch ermdglicht.

Das Erbium:YAG-Lasersystem wurde in unserer Studie in ein Handstlck eingebaut und
lieferte damit ein kompaktes, mobiles, kostengiinstiges und einfach zu sterilisierendes

Instrument.

10
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Es liegen zahlreiche Studien zur Anwendung des Er:YAG-Lasers in der Ophthalmologie
vor. Im Rahmen der Glaukomchirurgie wurde der Erbium:YAG-Laser zur Durchfuhrung
von Tiefen Sklerektomien eingesetzt [52, 96], zum Einsatz in der Hornhautchirurgie finden
sich erste experimentelle Untersuchungen [91].

Der Erbium:YAG-Laser eignet sich tberdies zur sicheren und effektiven Linsenentfernung
[19, 40, 90, 95]. Auch im Bereich der vitreoretinalen Chirurgie wurden mehrere
experimentelle und klinische Arbeiten publiziert: der Erbium:YAG-Laser zeigte sich dabei
sowohl geeignet fur die Entfernung des Glaskérpers [5, 51, 55, 56, 70, 77] als auch fur
eine Durchtrennung von Glaskdrperstrangen [66].

D Amico und Mitarbeiter erzeugten unter Luft am enukleierten Kaninchenauge
Netzhautdefekte von 30 um Tiefe bis hin zur kompletten Retinotomie [18]. In Folgestudien
unternahm die gleiche Arbeitsgruppe ebenfalls unter Luft Durchtrennungen von
Glaskorper,- sowie epi- und subretinalen Membranen [16, 17].

Brazitikos und Mitarbeiter berichteten lber eine Inzision von Glaskorper- und epiretinalen
Membranen am Kaninchenauge, ihre Versuche wurden aber nicht nur unter Luft, sondern
auch unter Wasser und Perfluorkarbon (PFCL) durchgefiihrt [8]. In der Folge wurde von
verschiedenen Autoren Uber erste retinale Abtragungsversuche an enukleierten
Schweineaugen berichtet [9, 29, 99]. Eine gezielte Abtragung der Membrana limitans

interna wurde jedoch von keiner der genannten Studiengruppen versucht.

11
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2. ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNGEN

Im Rahmen dieser experimentellen in vitro-Studie sollte an enukleierten Schweineaugen
untersucht werden, ob sich der Erbium:YAG-Laser zur gezielten und sicheren Abtragung

innerer Netzhautschichten, insbesondere der Membrana limitans interna, eignet.

¢ In Vorversuchen sollten durch mehrfache Modifikationen des Versuchsaufbaus
zunachst die Voraussetzungen geschaffen werden, um einen realitatsnahen
Versuchsaufbau fur die optimale Untersuchung des Lasers zu gewahrleisten und um

andere Einfliisse auszuschlieRen.

¢ Zur Einkopplung des Erbium:YAG-Laserlichtes kamen 2 verschiedene Fasersysteme
zur Anwendung: Low-OH-Quarz und Saphir. Durch Wechsel der Faser sollte
herausgefunden werden, ob die Eigenschaften des Fasermaterials einen signifikanten

EinfluR auf die Abtragungseigenschaften und -ergebnisse des Erbium:YAG-Lasers haben.

¢ Die Laserablation wurde vergleichend sowohl unter Luft, als auch unter flissigem
Perfluorkarbon vorgenommen. Es sollte hiermit untersucht werden, ob und inwieweit das

umgebende Medium bei einer Laserablation die Abtragung verandert.

¢ Als Schnelltest zur sofortigen Beurteilung der behandelten Proben wurde der Prototyp
eines spaltlampenadaptierten Optischen Koharenztomographie-Gerates eingesetzt. Durch
Vergleich zwischen lichtmikroskopischer Aufnahme und OCT-Bild sollte herausgefunden
werden, inwieweit sich die Optische Koharenztomographie als bildgebendes Verfahren fir

eine Visualisierung der Abtragung innerer Netzhautschichten in vivo eignen wirde.

12
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3.1. Erbium:YAG-Laser

3.1.1. Allgemeine Grundlagen

A
E1
® ® ®
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4 l. l.
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/' l. /
/. / /
,
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E2
® = Elektron
E1 = Energieniveau 1 B = spontane Emission
E2 = Energieniveau 2 C = stimulierte Emission

Abb. 3. spontane und stimulierte Emission

Das Grundprinzip aller Laser ist die stimulierte Emission.

Trifft ein Photon auf ein Elektron im Grundzustand E1, so geht dieses Elektron durch
Einstrahlung des Photons in den angeregten Zustand E2 tber (Abb. 3, A) Das angeregte
Elektron im Zustand E2 fallt spontan wieder in den Grundzustand E1 zurlck, hierbei
kommt es zur Abstrahlung eines Photons (Abb. 3, B). Diesen Proze3 nennt man
spontane Emission.

Trifft ein Photon nun aber auf ein Elektron im angeregten Zustand E2, so kommt es beim
anschlieBenden spontanen Ubergang in den Grundzustand zur Abstrahlung von 2
Photonen (Abb. 3, C). Dies bezeichnet man als stimulierte Emission. Das Photon wird
durch stimulierte Emission also verdoppelt. Die entstehenden zwei Photonen haben
dieselbe Wellenlange, d.h. sie sind monochromatisch. Zudem schwingen sie in derselben

Phase, sind damit zeitlich und rdumlich zusammenhangend, d.h. sie sind koharent.

13
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Bei der stimulierten Emission ist nur dann ein Energiegewinn moglich, wenn sich mehr
Elektronen im angeregten Energieniveau E2 als im Grundzustand E1 befinden. Laser
bedienen sich zur Erlangung dieses Ziels eines zusatzlichen 3. bzw. 4. Energieniveaus
(Abb.4.).

E2 = kurzlebiges angeregtes Energieniveau

A
\ E3 = langlebiges angeregtes Energieniveau / oberes Laserniveau

E4 = langlebiges angeregtes Energieniveau / unteres Laserniveau

E1 = Grundniveau

Abb. 4. Energieniveaus eines Lasers

Ziel aller Laser ist Inversion: Inversion ist gegeben, wenn die Besetzungsdichte der
Elektronen im energetisch hdher gelegenen Zustand E3 gréRer als im energetisch niedrig
gelegenen Energiezustand E4 ist. Die fur die Anhebung der Elektronen in die héheren

Energieniveaus erforderliche Energie wird dem System durch eine Pumplampe zugefiihrt.

Ein Laser besteht aus einem aktiven Medium, das nach Energiezufuhr tber eine optische
Pumplampe das Licht in einem Resonator durch stimulierte Emission verstarkt. Der
optische Resonator besteht aus zwei, einander gegeniiberliegenden Spiegeln, die genau
parallel in einer Achse ausgerichtet sind. Innerhalb des Resonators kann sich durch
Reflexion eine stehende Lichtwelle aufbauen, die beim Durchgang durch das aktive
Medium verstarkt wird. Durch Verwendung eines teilreflektierenden Spiegels wird an
einem Ende ein koharenter Laserstrahl ausgekoppelt (Abb.5).

Der in unserer Studie verwendete Erbium:YAG-Laser gehoért zur Gruppe der
Festkorperlaser. Das aktive Medium besteht aus Erbium-lonen, die in einen Kristall als

Tragermaterial eingebaut (dotiert) sind.

14
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Erbium, ein Selterdenmetall mit der Wertigkeit 3+, gehért zu den Elementen der 3.
Nebengruppe des Periodensystems. Als Kristall wird ein Granat, das Y3 Ais Oq2 (YAG =
Yttrium Aluminium Garnet), benutzt [15, 21, 22, 50, 92].

< Resonator >

vollreflektierender teilreflektierender
Spiegel Spiegel
aktives Medium t
ausgekoppelter
A T T T T A Laserstrahl

optische Pumplampe

Abb. 5. Funktionsprinzip von Festkérperlasern, modifiziert nach Karamanolis [50]

Das Prinzip der Gewebeabtragung mit dem Erbium:YAG-Laser ist das der Photoablation
[74]: hierbei handelt es sich um einen nicht-linearen Vorgang, mafigeblich dabei ist die
pro Volumen und Zeit zugeflihrte Laserenergie. Nach Absorption der Laserstrahlung fihrt
die Photonenenergie zu einer Anregung von H,O-Molekulen. Aufgrund der sehr geringen
thermischen Relaxationszeit von < 1 psec. in Wasser, wird das bestrahlte Volumen
schlagartig aufgeheizt und verdampft im Form einer Mikroexplosion (Abb. 6).

Diesen ProzeRR bezeichnet man auch als photothermische Ablation. Die Abgabe von
Warme in das umliegende Gewebe kann vernachlassigt werden. Der Erbium:YAG-Laser

ist deshalb besonders geeignet fur oberflachliche Gewebeabtragungen.

15
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3.1.2. Laser-Spezifikationen und Fasermaterialien

Far die Versuche wurde ein freilaufender Erbium:YAG-Laser (Schwind, Aschaffenburg,
Deutschland) mit einer Wellenlange von 2,94 um verwendet, der direkt in ein
Applikationshandstick eingebaut ist.

Anhand der Pulsdauer wird zwischen freilaufenden und gutegeschalteten Lasern
unterschieden. Die Pulsdauer eines freilaufenden Lasers liegt =2 100 psec., die
Inversionsdauer entspricht hier der Pumplampen/ Blitzlampen-Dauer. Die Pulsdauer eines
gutegeschalteten Lasers ist sehr viel kiirzer und betragt < 100 nsec. Ein Giteschalter,
auch Q-switch genannt, ist ein optischer Baustein, der zur Erzeugung von Laserimpulsen
hoher Intensitat dient. Der teilreflektierende Spiegel innerhalb des Lasers wird durch den
Guteschalter fir einen definierten Zeitraum blockiert. Hierdurch tritt keine Laseraktivitat
ein, die Inversion wird maximal. Wird der Gulteschalter dann aufgemacht, so wird die
gesamte Inversion/ Energie in einem einzigen Puls abgerdumt. Die Intensitat in einem
gltegeschalteten Laser ist deshalb ca. 2000fach hdher als beim freilaufenden Laser. Fir
eine sehr oberflachliche Gewebeabtragung scheint die Guteschaltung somit nicht
geeignet zu sein, in unseren Versuchen wurde deshalb ein freilaufender Laser eingesetzt.

Die Pulsdauer lag in allen Versuchsreihen bei 400 psec.
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3. MATERIAL UND METHODEN

Fasermaterialien zur Einkopplung des Erbium:YAG-Laserlichtes sind Saphir, Zirkonium

Fluorid, Germanium Oxid und Silizium/ Quarz (Tabelle 1).

Fasermaterial Transmissionsrate Kurzzeitig méglicher Toxizitat
bei 2,94 ym Kriimmungsradius

Saphir 65-80% prom 8cm keine

Zirkonium Fluorid 90% pro m 2-4 cm hoch

Germanium Oxid 70% prom 1,5cm ja

Silizium / Quarz 60-70% pro cm sehr briichig keine

Tab. 1. Fasermaterialien fur Erbium:YAG-Laser, aus Neubaur et al. [75]

Saphir, Zirkonium Fluorid und Germanium Oxid haben mit 65-90% pro m eine sehr gute
Transmissionsrate, Silizium bzw. Quarz hingegen weisen eine deutlich geringere Eignung
auf. Fur eine klinische Anwendung spielt vor allem auch eine mdgliche Toxizitat des
Materials eine entscheidende Rolle: Saphir und Silizium/Quarz weisen hier im Gegensatz
zu Zirkonium Fluorid und Germanium Oxid keinerlei toxische Effekte auf. Nachteil der
Saphirfaser sind die héheren Herstellungskosten: aufgrund der Harte von Saphir ist ein

Schleifen und Polieren des Faserendes nur mit Diamanttiichern méglich.

In den Vorversuchen sowie der ersten Versuchsreihe des Hauptversuchs wurde der
Erbium:YAG-Laser in eine 10 cm lange Low-OH-Quarzfaser (Ceram Optec, Bonn,
Deutschland) mit einem Kerndurchmesser von 400 um eingekoppelt.

Die weiteren Versuche wurden mit einer 2 m langen Saphirfaser (Photran, Amherst, NH,
USA) durchgefihrt. Der Kerndurchmesser lag hier bei 425 um.

Durch den Wechsel der Fasern sollte im Rahmen unserer Versuche herausgefunden
werden, ob die Auswahl des Fasermaterials einen Einflul auf die
Abtragungseigenschaften des Erbium:YAG-Lasers hat und somit der finanzielle Aufwand

bei Einsatz einer Saphirfaser notwendig ist.
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3.2. Kavitationsblasen

Die Entstehung von Kavitationsblasen im wassrigen Medium spielt in der Laserchirurgie
eine entscheidende Rolle und mul bei der Planung und Interpretation der Versuche
berlcksichtigt werden [27, 28, 44, 69]. Befindet sich das Faserende des Lasers nicht in
direktem Kontakt mit dem zu behandelnden Gewebe, so wird die Laserenergie in der
residuellen wassrigen Flussigkeitsschicht zwischen Faser und Gewebe absorbiert. Die nur
sehr geringe Warmediffusion in Wasser fuhrt dazu, daR die Laserenergie eine
Umwandlung des Wassers in Wasserdampf bewirkt. Der entstehende Wasserdampf hat
einen hohen Anfangsdruck und dehnt sich rotationssymmetrisch aus. Durch die so
entstehende Strémung kommt es zur Ausbildung einer Kavitationsblase und Abstrahlung
einer StolRwelle. Die kinetische Energie der Stromung nimmt solange zu, bis sie mit dem
umliegenden hydrostatischen Druck im Gleichgewicht steht. Aufgrund ihrer
Massentragheit setzt die Flussigkeit ihre Bewegung aber noch fort, wenn das
Gleichgewicht schon erreicht ist. Dadurch sinkt der Blaseninnendruck weiter ab und es
kommt im folgenden zum Kollaps der Blase und zur Abstrahlung einer zweiten Stol3welle.
Die Kavitationsblase breitet sich somit zylindrisch in axialer Richtung aus, der Kollaps der
Blase fuhrt zum Aufbau einer starken Druckwelle.

Ein weiterer Mechanismus kann zusatzliche schadigende Nebeneffekte verursachen: da
der Absorptionskoeffizient von Wasserdampf wesentlich geringer ist als der von Wasser,
kann die Laserstrahlung innerhalb der Kavitationsblase eine Wegstrecke zurlcklegen, die
weit Uber ihrer Eindringtiefe in Wasser liegt. Dadurch kénnen Laserspitzen durch die
Blase hindurch fortgeleitet werden und zu Gewebeschaden am distalen Ende der Blase
fuhren [60]. Die Dynamik der Kavitationsblase und die StoRwellenabstrahlung kdnnen
somit zu unerwunschten mechanischen Nebeneffekten fuhren, die die eigentliche Wirkung

des Lasers auf das Gewebe verandern.

Nachdem anfangliche Abtragungsversuche unter Luft erfolgten, wurden die Proben in
einer zweiten Versuchsreihe vor Applikation der Laserpulse mit einer 5 mm dicken Schicht
von fliissigem Perfluorkarbon (PFCL) iberschichtet; die Entstehung von Kavitationsblasen

in wassrigem Medium sollte durch PFCL verhindert werden.
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3.3. Flussige Perfluorkarbone (PFCL)

Flussige Perfluorkarbone sind synthetische gesattigte fluorinierte Karbonverbindungen,
die bereits seit langerem in der Glaskérper-und Netzhaut-Chirurgie als intraoperatives
Hilfsmittel zur Anwendung kommen [6, 14, 25, 79]. Sie sind farblos, optisch klar und
kénnen aufgrund ihrer Stabilitat im Kdérper nicht abgebaut werden. Die am haufigsten
klinisch eingesetzten Vertreter sind das Perfluoroktan (PFO) und das Perfluordekalin

(PFD). Die physikochemischen Eigenschaften sind in Tab. 2 dargestellt.

Wasser Perfluoroktan Perfluordekalin
Molekulargewicht (g/mol) 18 438 462
Dichte (kg/l) 0,97 1,78 1,92
Oberflachenspannung (mN/m) 73 14 17,6
Brechungsindex 1,33 1,27 1,31

Tab. 2. physikochemische Eigenschaften verschiedener PFCL, aus Faude et al. [25]

Perfluorkarbone absorbieren keine Laserstrahlen [25]. Durch ihre hohe Transmissionsrate
fur Erbium:YAG-Laserlicht garantieren sie eine verlustfreie Ubertragung der Laserenergie
auf das abzutragende Gewebe [28].

Durch seine hohe Dichte im Vergleich zu Wasser (Tab. 1) sind PFCL in der Lage, auf der
Retinaoberflache verbliebene wassrige Flussigkeitsreste zu verdrangen. Die
Abtragungseffizienz bei gleicher Energiedosis wird unter PFCL erhéht. Uberdies
entstehen im Gegensatz zur Ablation unter Wasser bei der Verwendung von PFCL keine
starken Druckwellen im Gewebe [28, 29]. Stérende mechanische Nebeneffekte, die das
Abtragungsergebnis negativ beeinflussen, kdnnen unter PFCL somit vermieden werden.
In unseren Versuchsreihen wurde PFCL der Firma Bausch & Lomb Surgical (Minchen)

verwendet.
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3.4. Vorversuche

Die im folgenden aufgefiuhrten Vorversuche waren notwendig, um einen mdglichst
realitatsnahen Versuchsaufbau flir den Hauptversuch zu entwickeln. Einzelne Schritte des
Versuchsaufbaus wurden mehrfach tberarbeitet und verbessert, um eine reproduzierbare
und vergleichbare Methode zur optimalen Evaluation des Erbium:YAG-Lasers fur die

Abtragung innerer Netzhautschichten zu schaffen.

3.4.1. Handgehaltene Applikation am Schweinebulbus
Methode

Die Schweinebulbi wurden etwas unterhalb des Limbus mit dem Skalpell eréffnet und
dann der Glaskérper vorsichtig herausgekippt. Makroskopisch auf der Netzhautoberflache
erkennbare Flissigkeitsreste wurden vorsichtig mit einem Keiltupfer abgesaugt. Die
Applikation der Laserpulse erfolgte handgehalten im Kontakt mit der Retinaoberflache.
Zwischen den grolRen Gefallbégen wurde makulanah ein Bereich von etwa 3 mm
Durchmesser mit einzelnen Laserherden behandelt. Der Bulbus wurde anschlieRend
komplett in Paraffin eingebettet, geschnitten und mit Hdmatoxilin-Eosin gefarbt.

Insgesamt wurden 5 Augen untersucht. Ein Auge wurde mit einer Energiedosis von 4,0

Joule/ cm? behandelt, 4 Augen mit 3,2 Joule/ cm?.

Ergebnisse

Unter 4,0 Joule/ cm? fanden sich bis zur Ganglienzellschicht reichende Lésionen (Abb. 7,
Pfeile), die Defekttiefe lag bei 44 um. Eine Reduktion auf 3,2 Joule/ cm? fiihrte wider
Erwarten zu einer Gewebeablation bis in den Bereich der inneren Kérnerschicht (Abb. 8,
Pfeile), die Abtragungstiefe war 96-120 ym. In keinem Praparat wurden thermische
Nekrosezonen gesehen. Ein weiteres Auge wurde mit einer Energiedosis von 1,2 Joule/

cm? behandelt, es konnten hier aber keinerlei Defekte nachgewiesen werden.
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Abb. 7. LM-Aufnahme
150 pm (Vergroferung 125x,
HE-gefarbt)

4,0 J / cm? unter Luft,

Low-OH-Quarzfaser,

handgehalten,
Schweinebulbus.

Man sieht mehrere bis

zur Ganglienzellschicht
reichende Defekte
(Pfeile).

Abb. 8. LM-Aufnahme
(VergréRRerung 125x,
HE-gefarbt)

3,2 J / cm? unter Luft,

Low-OH-Quarzfaser,

handgehalten,
Schweinebulbus.

Die Abtragung (Pfeile)
erreicht die aulere

Kornerschicht.

Schlussfolgerungen

In dieser Vorversuchsreihe waren vor allem die unterschiedlichen Abtragungstiefen
auffallig. Im Gegensatz zu 4,0 Joule/ cm? zeigten sich unter 3,2 deutlich tiefere Lésionen.
Diese Diskrepanz musste auf stérende Nebeneffekte zurlckgefuhrt werden: bei einer
handgehaltenen Applikation der Laserpulse in Kontakt mit der Retinaoberflache unter rein
makroskopischer Kontrolle konnte der Abstand zur Retinaoberflache nicht sicher
abgeschatzt werden, unerwiinschte mechanische Effekte konnten somit nicht sicher

ausgeschlossen werden.
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Ein Auftreten von Kavitationsblasen konnte zu zusatzlichen schadigenden Nebeneffekten
fuhren. Weitere mogliche Ursachen liegen in der histologischen Beurteilung, da die
Aufarbeitung der Proben zunachst dadurch erschwert war, daf’ der Schweinebulbus nach
der Entwasserung und Paraffinierung sehr hart wurde und sich schwer schneiden liel3.
Dadurch waren nicht alle Schnitte verwertbar.

AuBerdem stellte sich heraus, dall der gelaserte Bereich im Verhaltnis zum
Gesamtpraparat zu klein war, um die einzeln gesetzten Laserherde bei komplett
eingebettetem Bulbus sicher und einfach wieder aufzufinden. Reproduzierbare

Ablationsergebnisse waren unter diesen Versuchsbedingungen nicht maglich.

3.4.2. Mechanische Applikation am Schweinebulbus

Methode

Zur Verbesserung der Abstandskontrolle wurde im folgenden der Erbium:YAG-Laser in
eine Halterung eingespannt, die durch ein mechanisches Absenken der Laserhandstiicks
im 90°-Winkel zur Retinaoberflache eine bessere Positionierung der Faser erlaubte (Abb.
8). Die Faser wurde damit mdglichst dicht auf die Retina abgesenkt ohne jedoch direkten
Kontakt zur Retinaoberflache zu haben. Die Abstandskontrolle erfolgte rein visuell.

Die einzelnen Laserherde wurden in einer Linie zwischen den beiden groRen GefalRbdgen
gesetzt. Durch horizontale Verschiebung mit Hilfe einer Mikrometerschraube wurde eine
annahernd 50%ige Uberlappung der Herde erreicht. Die so produzierte Defektlinie sollte
es ermoglichen, in der anschlieBenden histologischen Aufarbeitung in jedem Schnitt einen
Defekt aufzufinden. Um Kavitationsblasen zu vermeiden, wurde der Bulbus mit PFCL
aufgefullt (Abb. 9).

Laser Abb. 9.

Mechanische

/ \ Applikation am
PFCL-geflllten
PFCL Schweinebulbus

Schweinebulbus
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Erst nach der Laserbehandlung wurde aus dem Bereich zwischen den GefaRbdgen ein
Bulbusstuck ausgestanzt und nur dieses dann eingebettet und geschnitten.

Mit dem Ziel der selektiven Abtragung der Membrana limitans interna wurden insgesamt 5
Augen nur im niedrigen Dosisbereich behandelt: jeweils 2 Augen unter 2,0 Joule / cm?

und 1,5 Joule / cm? sowie ein Auge unter 1,0 Joule / cm?.
Ergebnisse
In allen 5 Praparaten lieRen sich in der Lichtmikroskopie keine Defekte nachweisen.

Schlussfolgerungen

Da die Laserherde makroskopisch nicht sichtbar waren, konnte bei ungenigender
visueller Kontrolle konnte nicht sicher gewahrleistet werden, ob mit der Stanze auch
wirklich der gelaserte Bereich exzidiert wurde. Ferner lagen die gewahlten Energiedosen
moglicherweise unterhalb der Ablationsschwelle. Letztlich konnte bei eingeschranktem
Einblick in den Bulbus der Abstand des Lasers zur Netzhautoberflache nur schwer
eingeschatzt werden. Der Versuchsaufbau musste im folgenden weiter Uberarbeitet

werden.

3.4.3. Mechanische Applikation an der Bulbusstanze

Methode

Aus den Schweinebulbi wurde nun zuerst eine Stanze entnommen, welche dann
behandelt wurde. Die Ubrige Versuchsdurchfihrung entsprach der unter 3.3.2.

dargestellten Methode. Es wurde in aufsteigender Dosis mit 3,0/ 3,3/3,6/5,0/6,4 /8,0

Joule/ cm? gelasert; pro Energiestufe wurde jeweils 1 Auge behandelt.

Ergebnisse

Histologisch waren im unteren Dosisbereich von 3,0 bis 3,6 Joule / cm? erneut keine

Defekte nachweisbar.
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Mit einer Dosis von 5,0 , 6,4 und 8,0 Joule / cm? lieR sich hingegen eine vollstindige
Durchtrennung der neurosensorischen Netzhaut erzeugen (Abb. 10), begleitend fanden

sich thermische Nekrosen (Pfeil).

Abb. 10. LM-Aufnahme
150 ym (VergréRRerung 125x,
HE-gefarbt)

6,4 J / cm® unter Luft,

Low-OH-Quarzfaser,

mechanische Applikation,

Bulbusstanze.
Die neurosensorische
Retina ist vollstandig

durchtrennt.

Schlussfolgerungen

Trotz Verbesserung der Methode waren keine mittleren oder oberflachlichen Abtragungen
moglich. Auffallig war das stark unterschiedliche Abtragungsergebnis zwischen 3,6 und
5,0 Joule / cm?. Eine vergleichsweise nur geringe Erhdhung der Energiedosis fiihrte hier
zu einem deutlich unterschiedlichen Ablationsergebnis.

Ein weiterhin bestehendes Problem war eine immer noch unzureichende Kontrolle des

Abstandes der Faser zur Retina.

Die Abstandskontrolle wurde deshalb durch Einbau eines Standmikroskops und
Absenken der Faser mittels Mikrometerschrauben weiter verbessert (Abb. 11) und der
Abstand von Faserspitze und Retina konnte so auf exakt 0,5 mm eingestellt werden. Der
in Abb. 11 dargestellte Aufbau wurde fiur die Durchfiuhrung der Hauptversuche

beibehalten.
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Abb. 11.
Versuchsaufbau
Erbium:YAG-Laser.

A= Faser

B= Retinaprobe

C= Standmikroskop

D= Mikrometerschraube
zur horizontalen
Verschiebung des
Objekttisches

Fir eine definierte Abstandseinstellung erschien die Oberflache der Stanze aber immer
noch zu unregelmaflig. Durch das Aufbringen der neurosensorischen Retina auf eine
glatte Oberflache (einen Filter) sollten im folgenden Unebenheiten reduziert werden. Im
Kapitel 3.4. wird auf die Herstellung eines solchen Retinaorganexplantates im Detail
eingegangen. Die Vorraussetzung fir eine moglichst realitdtsnahe Versuchsdurchfiihrung

im Rahmen des Hauptversuchs war nun gegeben.

3.5. Hauptversuch

3.5.1. Herstellung der Retinaorganexplantate

Die Versuche wurden an frisch enukleierten Schweinebulbi aus dem Schlachthof (nicht
alter als 4 h post-mortem) durchgefiihrt. Sofort nach der Enukleation wurden die Bulbi in
sterile PBS-Lésung (Phosphat-gepufferte-Kochsalzlésung, bestehend aus NaCl 137 mM /
KCI 2,7 mM / Na,HPO, . 7H,0=4,3 mM / KH,PO, 1,4 mM, pH 7,3) gegeben und in einer
Kihlbox in das Labor transportiert. Die Schweinebulbi wurden limbusnah aufgeschnitten,
das Vordersegment und der Glaskorper entfernt.

Verbliebene Flissigkeits- und Glaskérperreste wurden vorsichtig mittels eines Keiltupfers
so vollstandig wie modglich abgesaugt. Die folgende Herstellung des
Retinaorganexplantates orientierte sich an der von Winkler und Mitarbeitern entwickelten
Methode [100].
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Im zentralen Netzhautbereich wurde ein kreisrundes Stuck Retina mit 5 mm Durchmesser
ausgestanzt (Biopsie-Stanzen, ultrascharf, 5 mm, REF 48-000.00, pfm: Produkte fir die
Medizin GmbH, KdIn) und die neurosensorische Retina mit einer Pinzette vorsichtig vom
Pigmentepithel abgehoben. Auf die Oberflache eines Filters (Millicel-HA® culture plate
inserts: 30 mm Durchmesser; Millipore Corporation, Bedford, U.S.A.) wurde ein Tropfen
Wasser gesetzt und die abpraparierte Retina vorsichtig auf diesen gegeben. Durch die
hohe Oberflachenspannung des Wassers entfaltete sich die Netzhaut auf dem Tropfen.
AnschlieRend wurde der Wassertropfen vorsichtig mit einer Pipette abgesaugt. Die
Netzhaut haftete nun auf der hydrophilen Filteroberflache sehr plan und ohne erkennbare
Unregelmaligkeiten. Der Filter wurde zirkular im Abstand von ca. 0,5 mm zur Retina
ausgeschnitten und die Probe an einer Seite begradigt, um spater eine
Orientierungsflache flr das Setzen der Laserherde zu erhalten. Die vorbereitete Probe
wurde dann auf den mit Wachs (Morsa Modellierwachs, 1 mm Dicke) ausgelegten Boden
einer flachen Petrischale gelegt und der auf3ere Filterrand durch leichten Druck auf dem
Wachs befestigt (Abb. 12).

Laser

Abb. 12.
Versuchsaufbau
Erbium:YAG-Laser

Neurosensorische Retina
Filter

Wachsschicht

26



3. MATERIAL UND METHODEN

3.5.2. Erbium:YAG-Laser-Abtragung

3.5.2.1. Low-OH-Quarzfaser

Die Retinaexplantate wurden mit einer Dosis von 5,0 / 3,0 und 2,0 Joule / cm? pro Puls
bestrahlt. In einer ersten Versuchsreihe erfolgte die Abtragung unter Luft, in einer zweiten
Reihe wurden die Proben vor der Applikation der Laserpulse mit einer 5 mm dicken
Schicht von Perfluordekalin (ADATODECA, Bausch & Lomb Surgical, Minchen)
Uberschichtet. Unter Luft wurden insgesamt 6 Augen, unter Perfluordekalin 9 Augen
behandelt.

3.5.2.2. Saphirfaser

Die Proben wurden mit einer Energiedosis 5,0 / 4,0 / 3,0 /2,0 / 1,0 und 0,5 Joule / cm?
bestrahlt. Unter Luft wurden stichprobenartig nur 2 Augen mit 5,0 und 1,0 Joule / cm?
behandelt, alle weiteren Augen wurden dann vor der Laserbehandlung mit Perfluoroktalin
(Perfluoroktan, ADATOOCTA, Bausch & Lomb Surgical, Minchen) Uberschichtet. Unter

Perfluoroktalin wurden insgesamt 12 Augen behandelt.

3.5.3. Optische Kohdrenztomographie (OCT)

3.5.3.1: Grundlagen der OCT

Die optische Koharenztomographie funktioniert &hnlich dem B-Scan der
Ultraschalluntersuchung, nur daf} hier anstatt akustischer Wellen die Interferenz von
reflektiertem Licht gemessen wird. Grundlage der Messungen ist die Interferometrie mit
kurzkoharentem Licht [36, 41, 43, 81, 86]. Ein teilreflektierender Spiegel spaltet dabei das
Licht einer Superlumineszenzdiode in 2 Strahlen auf. Ein Strahl wird auf die zu
untersuchende Probe geleitet, der zweite auf einen Referenzspiegel mit bekannter
raumlicher Position. Der von der Probe reflektierte Strahl wird mit dem Referenzstrahl
kombiniert und von einem Detektor aufgenommen (Abb. 13). Wenn die Wegstrecken, die
der Referenzstrahl und der Probenstrahl zurlicklegen, im Bereich einer Koharenzlange

Ubereinstimmen, kommt es zur Interferenz.
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Referenzspiegel

I
flv
'

I

 1+— < 7/
7

Superlumineszenzdiode 2
Probe

Detektor

Abb. 13. schematische Darstellung eines Interferometers, aus Puliafito et al. [81]

Durch definierte Positionsveranderung des Referenzspiegels und daraus resultierender
Zeitverzdgerung des Referenzstrahls kann eine Tiefenabtastung der zu untersuchenden
Probe erzielt werden. Durch Verarbeitung zahlreicher axialer Messungen in
verschiedenen transversalen Positionen wird ein zweidimensionales Bild erzeugt.

Wird eine kontinuierliche kurzkoharente Lichtquelle verwendet, so hangt die Auflésung
von der Koharenzlange der Lichtquelle ab und entspricht dem kleinsten Abstand, bei dem
zwei Signale gerade noch getrennt voneinander differenzierbar sind. Die Darstellung der
ermittelten Reflektions-Daten erfolgt graphisch mittels einer kodierten Farbskala [40].
Weild bzw. rot-gefarbte Bereiche entsprechen einer hohen Reflektion, niedrig

reflektierende Strukturen stellen sich blau bzw. schwarz dar.

3.5.3.2. OCT-Prototyp und Modifikation

Die Optische Koharenztomographie (OCT) wurde im Hauptversuch direkt nach der
Laserbehandlung als Schnelltest zur sofortigen Beurteilung der in vitro Proben eingesetzt.
Mittlerweile sind mehrere OCT-Systeme kommerziell erhaltlich.

Unsere Versuche wurden mit einem vom Institut fiir Biomedizinische Optik (BMO) und der
Firma Schwind entwickelten spaltlampenadaptierten Prototyp durchgefiihrt, der sich
sowohl zur Untersuchung des hinteren aber auch des vorderen Augensegments eignete.
In unserer Studie wurde dieser Prototyp modifiziert. Der MeRstrahl wurde statt durch die

Spaltlampe Uber einen Umlenkspiegel auf die zu untersuchende Probe geleitet (Abb.14).
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Lichtquelle

Scanner teildurchlassiger Spiegel

s\ Umlenkspiegel

|| Beleuchtungsstrahl

B OCT-MenRstrahl

Abb. 14. Schema des modifizierten OCT-Prototyps

Als Lichtquelle diente eine Superlumineszenzdiode (SLD361, Superlum, Moskau,
RuRland) mit einer Wellenlange von 830 nm und einer Lichtleistung von < 200 uWatt. Die
Koharenzladnge und damit die axiale Auflésung lag bei 15 um, die laterale Aufldsung
betrug 20 um. Das Gerat erzeugte innerhalb von 2 Sek. aus 100 Tiefenabtastungen ein
zweidimensionales Schnittbild des Netzhautpraparates mit variabler Scanlange. Die
behandelten Explantate wurden mit einer axialen Scanlange von 1,15-2,08 mm bzw. mit
einer lateralen Scanlange von 0,609-3,65 mm vermessen. Aufgrund der mangelnden
Differenzierbarkeit einzelner Netzhautschichten wurde in der OCT auf eine exakte

Vermessung der Defekttiefe verzichtet und nur der Defektdurchmesser bestimmt.
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3.5.4. Histologische Aufarbeitung der Proben

Nach den Messungen wurden die Proben in frisch angesetzte und filtrierte Bouin'sche
Lésung (aus 15 ml gesattigter wassriger Pikrinsdure, 5 ml Formalin 36%ig und 1 ml
Eisessig 100 %ig) gegeben und uber Nacht im Kuhlschrank aufgehoben. Nach einer
Fixationszeit von etwa 12 Stunden wurde die Bouin'sche Lésung abpipettiert und die
Proben solange mit 70%igem Isopropylalkohol gespiilt, bis keine auffallige Gelbfarbung
der Lésung mehr zu erkennen war. Daraufhin wurden die Praparate in aufsteigender

Isopropylalkohol-Reihe entwassert und in Paraffin eingebettet (Tab. 3).

Fixierung: Bouin’sche Lésung Uber Nacht (ca. 12 Std.)
Vorbehandlung : 70 % lIsopropylalkohol mehrfaches Splilen
Entwasserung: 70 % lIsopropylalkohol 3x wechseln a 20 Min.

80 % lIsopropylalkohol 20-30 Min.

90 % lIsopropylalkohol 30-45 Min.

96 % Isopropylalkohol 30-60 Min.

2x 100 % lIsopropylalkohol jeweils 30-60 Min.

100 % Isopropylalkohol Uber Nacht

Isopropylalkohol/Paraplast 1:1 Uber Nacht

3x Paraplast jeweils 24-48 Std.
Einbetten in Paraffin

Tab. 3. Paraffin-Einbettung

Von jeder Probe wurden mit dem Mikrotom mindestens 10 Schnitte von 4 um Dicke
angefertigt (Leica Mikrotom RM2165, Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland)
und in Ublicher Weise mit Hamatoxilin-Eosin gefarbt. Die Schnitte wurden unter einem
Lichtmikroskop (Zeiss Axiophot, Oberkochen, Deutschland) beurteilt, fotografiert (Kodak
Ektachrome 64 T) und anschlieliend mit den OCT-Befunden verglichen. Die Vermessung
der histologischen Schnitte erfolgte unter Verwendung eines 25er Planapo-Obijektives in
Kombination mit einem Mikrometer-Okular und einem Mikrometer-Objekttrager (PZO

Warschau). Bestimmt wurden jeweils Defekttiefe und Defektdurchmesser.
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4 ERGEBNISSE

4.1. Unbehandeltes Retina-Organexplantat

4.1.1. OCT-Darstellung des Retina-Organexplantates

Abb.15 zeigt das OCT-Bild eines auf Filter und Wachsschicht liegenden unbehandelten
Retinaorganexplantates. Die neurosensorische Retina kommt als obere hyperreflektive
Schicht zur Darstellung. Innerhalb dieser sind keine Binnenstrukturen abgrenzbar. Die
darunter liegende aufgelockert erscheinende Zwischenschicht stellt den vermutlich mit
Flussigkeit (Wasser) geflllten Raum zwischen Netzhaut und Filter dar. Er ist von Praparat

zu Praparat unterschiedlich dick. Der Millicell®-Filter und die Wachsschicht erscheinen als

unterer dichter hyperreflektiver Komplex.

Abb.15. OCT-Aufnahme
(Scanlange 3,65 mm)

eines unbehandelten
Retinaorganexplantats

R= neurosensorische Retina
F= Filter/ Wachsschicht

*= FlUssigkeitsschicht

4.1.2. Lichtmikroskopische Darstellung des Retina-Organexplantates
Abb. 16 zeigt die lichtmikroskopische Aufnahme (LM-Aufnahme) eines unbehandelten

Retinaorgantransplantates. Die einzelnen hier erkennbaren Netzhautschichten sind, von

innen nach auRen, dem Weg des Lichtes entsprechend aufgelistet.
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4. ERGEBNISSE

Abb. 16. LM-Aufnahme (VergréRerung 125x, HE-gefarbt)

eines unbehandelten Retinaorganexplantates

innere Grenzmembran (Membrana limitans interna)
Nervenfaserschicht
Ganglienzellschicht

innere plexiforme Schicht
aullere plexiforme Schicht

aullere Kornerschicht

1

2

3

4

5 innere Kornerschicht
6

7

8 a&uRere Grenzmembran (Membrana limitans externa)
9

Photorezeptorschicht (Schicht der Stabchen und Zapfen)

4.2. Retinale Photoablation

4.2.1. Allgemeine Beobachtungen

Im Rahmen der Laserablation wurden unabhangig von der Art der verwendeten Faser
folgende Beobachtungen gemacht: bereits makroskopisch lielen sich bei héheren

Bestrahlungsdosen von 5,0 Joule/ cm? sowohl unter Luft als auch unter PFCL tiefe

durchgreifende Netzhautdefekte erkennen.
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Bei Bestrahlungsdosen von 3,0 bis 4,0 Joule/ cm? konnte man unter 10-facher
Vergroferung die Uberlappenden Laserherde als eine feine grauliche Linie beobachten.
Eine weitere Dosisreduktion unter 2,0 Joule/ cm? fiihrte dazu, daR die Herde auch unter
dem Operationsmikroskop nicht mehr erkennbar waren.

Speziell unter PFCL kam es wahrend der Laserablation an der Spitze der Faser zur
Ausbildung makroskopisch sichtbarer feiner Blaschen, die langsam im PFCL nach oben
stiegen. Die Anzahl dieser Blaschen sowie ihre GroRe korrelierte mit der Intensitat der
Laserpulse. Im niedrigen Dosisbereich < 2,0 Joule/ cm? waren sie makroskopisch nicht
mehr auszumachen. Die Ausbildung der Blaschen fiihrte zu keiner erkennbaren Triibung
des PFCL.

4.2.2. Low-OH-Quarzfaser

4.2.2.1. Photoablation unter Luft

Bei den mit einer Dosis von 5,0 Joule/ cm? bestrahlten Praparaten lielen sich in der

Optischen Kohéarenztomographie Defekte nachweisen, die durch die gesamte

neurosensorische Netzhaut reichten (Abb. 17). Bei gleicher Bestrahlungsdosis fanden
sich in der OCT jedoch auch Defekte mit nur mittlerer Ablationstiefe (Abb. 18). Der
Defektdurchmesser lag bei 360-370 um.

Abb.17. OCT-Aufnahme
(Scanlange 2,08 mm)

5,0 J / cm? unter Luft,
Low-OH-Quarzfaser.

Man sieht einen durch-
greifenden ausgestanzten
Defekt (Pfeil) in der
neurosensorischen
Netzhaut.
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Abb.18. OCT-Aufnahme
(Scanlange 2,08 mm)
5,0 J / cm? unter Luft,
Low-OH-Quarzfaser.
Die Gewebeabtragung
(Pfeil) reicht nur bis in
den mittleren Bereich
der neurosensorischen
Netzhaut.

Abb. 19 zeigt die zur Abb. 17 korrespondierende Histologie. Man sieht einen scharf
begrenzten durchgreifenden Defekt. Die Defekttiefe betrug 148 um. Im Randbereich
erkannte man zudem eine schmale thermische Nekrosezone von bis zu 10 um Dicke
(Abb. 19). In einem anderen Praparat lag die Defekttiefe bei 132 um, auch hier fanden
sich an den Réandern thermische Nekrosen. Die Defekttiefen variierten also zwischen 132

und 148 um, der Defektdurchmesser lag zwischen 380- 400 um.

Abb. 19. LM-Aufnahme
150 pm (VergréBerung 125x,
HE-gefarbt)

5,0 J / cm? unter Luft,
Low-OH-Quarzfaser.
Es findet sich ein
durchgreifender Defekt

mit thermischen

Nekrosezonen (Pfeil)

im Randbereich.
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Wurde die Bestrahlungsdosis auf 3,0 Joule/ cm?

reduziert, waren die Effekte deutlich

geringer und lielen sich der optischen Koharenztomographie nur noch als 280 uym breite

oberflachliche Reflektivitdtsverdanderungen nachweisen (Abb. 20).

Abb. 20. OCT-Aufnahme
(Scanlange 2,08 mm)
3,0 J / cm? unter Luft,
Low-OH-Quarzfaser.
Erkennbar sind lediglich
oberflachliche
Reflektivitats-

veranderungen (Pfeile).

Histologisch fanden sich unterschiedliche Schadigungen von 16- 48 um Tiefe, der

Defektdurchmesser

lag zwischen 240-328 um. Abb. 21 zeigt einen bis zur

Ganglienzellschicht reichenden Defekt mit oberflachlicher thermischer Nekrosezone. Die

gesamte Netzhaut erschien im gelaserten Bereich leicht nach innen gewdlbt und die

Netzhaut etwas von der Unterlage abgehoben.
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Abb. 21. LM-Aufnahme
(VergréBerung 125x,
HE-gefarbt)

3,0 J/ cm? unter Lutft,
Low-OH-Quarzfaser.

Es zeigt sich ein bis zur
Ganglienzellschicht reichender
Defekt (Pfeile) mit thermischer

Nekrosezone.
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Bei Bestrahlungsdosen von 2,0 Joule/ cm® waren weder in der OCT noch histologisch

Defekte nachweisbar.

In Tabelle 4 sind die mit der Low-OH-Quarzfaser unter Luft erzielten Abtragungstiefen in

Abhangigkeit von der Bestrahlungsenergiedosis aufgelistet.

Energiedosis : Abtragungstiefe:
5,0 Joule / cm? 148 um

5,0 Joule / cm? 132 um

3,0 Joule / cm? 24 um, 36 um, 48 um
3,0 Joule / cm? 16 um

2,0 Joule / cm? 0 um

2,0 Joule / cm? 0 um

Tab. 4. Photoablation unter Luft, Low-OH-Quarzfaser

4.2.2.2. Photoablation unter fliissigem PFCL

Mit einer Bestrahlungsdosis von 5,0 Joule/ cm? lieR sich reproduzierbar ein durch die
gesamte neurosensorische Netzhaut reichender Defekt erzeugen, der dem unter Luft sehr
ahnelte (Abb. 22). Der Defektdurchmesser lag in der OCT oberflachlich bei 380 ym und
am Grund des Defektes bei 190 ym. Histologisch fand sich auch hier ein durchgreifender,
160 um tiefer, scharf begrenzter Schaden mit thermischer Nekrosezone von etwa 8 um
Dicke (Abb.23). Der Defektdurchmesser betrug lichtmikroskopisch in den oberen
Netzhautschichten etwa 320 um, abnehmend zu den tieferen Schichte hin bis auf 120 um.
Der Filter erschien zudem im Defektbereich zystisch aufgelockert, was ebenfalls auf eine

thermische Lasereinwirkung zurtickzufiihren war.
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Abb. 22. OCT-Aufnahme
(Scanlange 2,08 mm)

5,0 J / cm? unter PFCL,
Low-OH-Quarzfaser.
Erkennbar ist ein durch-
greifender Defekt (Pfeil),
die neurosensorische
Retina ist vom Filter durch
eine Flussigkeitsschicht

(Sternchen) getrennt.

Abb. 23. LM-Aufnahme
(VergréRRerung 125x,
HE-gefarbt)

5,0 J / cm? unter PFCL,
Low-OH-Quarzfaser.

Es findet sich ein durch-
greifender Defekt mit
thermischer Nekrose
(Pfeilspitze) und zystisch

verandertem Filter (Pfeil).

Eine Dosisreduktion auf 3,0 Joule/ cm? filhrte zu unterschiedlichen Ablationsmustern. In
den OCT-Aufnahmen sah man neben nur mittleren Schadigungstiefen (Abb. 24) auch fast
durch die gesamte Netzhaut reichende Defekte (Abb. 25). Teilweise fand sich begleitend
eine leichte Aufwdlbung der neurosensorischen Netzhaut im Defektbereich (Abb. 24). Der

anhand der OCT bestimmte Defektdurchmesser lag zwischen 300- 320 pm.
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4. ERGEBNISSE

Abb. 24. OCT-Aufnahme
(Scanlange 2,08 mm)

3,0 J / cm? unter PFCL,
Low-OH-Quarzfaser.

Die Gewebeabtragung
erreicht mittlere Tiefe, die
neurosensorische Netzhaut
ist im Defektbereich leicht

nach oben gewdlbt (Pfeil).

Abb. 25. OCT-Aufnahme
(Scanlange 2,08 mm)
3,0 J / cm? unter PFCL,
Low-OH-Quarzfaser.

Es zeigt sich ein
keilférmig zulaufender,
fast durch die gesamte
neurosensorische
Netzhaut reichender
Defekt (Pfeil).

In den lichtmikroskopischen Aufnahmen fanden sich entsprechend unterschiedliche
Defekte, die von der oberen &auBeren plexiformen Schicht (Abb. 26) bis hin zur
Koérnerschicht reichten (Abb. 27). Auch hier erschien die neurosensorische Netzhaut
teilweise aufgewdlbt. Die Defekttiefe schwankte zwischen 48-108 um. In allen Schnitten
fanden sich wiederum thermische Nekrosezonen von etwa 10-16 um Dicke. Der

Defektdurchmesser lag zwischen 400 und 480 um.
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Abb. 26. LM-Aufnahme
(VergréRRerung 125x,
HE-gefarbt)

3,0 J / cm? unter PFCL,
Low-OH-Quarzfaser.
Man sieht einen bis in die
obere plexiforme Schicht
reichenden Defekt mit
deutlicher thermischer
Nekrose (Pfeile).

Abb. 27. LM-Aufnahme
(VergréRRerung 125x,
HE-gefarbt)

3,0 J / cm? unter PFCL,
Low-OH-Quarzfaser.
Erkennbar ist ein tiefer keil-
formiger Defekt (Pfeile), die
aulere Kornerschicht ist
am Grund verdichtet

sichtbar (Pfeilspitze)

Bei Bestrahlungswerten von 2,0 Joule/ cm? zeigte sich in der OCT eine punktuelle

schollige Unterbrechung der

darunterliegenden, unregelmaflig dinnen hyporeflektivem Areal (Abb. 28).

Durchmesser des Defektareals betrug in der OCT 360 um.

hyperreflektiven Netzhautoberflache mit einem

Der
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Abb. 28. OCT-Aufnahme
(Scanlange 2,08 mm)
2,0 J / cm® unter PFCL,
Low-OH-Quarzfaser.

Es findet sich eine
schollige Unterbrechung
der Oberflache (Pfeile)
mit darunterliegendem

hyporeflektivem Areal.

Histologisch fand sich eine schollig abgehobene thermische Nekrose von etwa 24 um

Dicke. Der bis in die Nervenfaserschicht und zentral knapp unter die Ganglienzellschicht

reichende Defekt war insgesamt 32 um tief, der Defektdurchmesser betrug 348 um

Abb. 29. LM-Aufnahme
(VergréRRerung 125x,
HE-gefarbt)

2,0 J/ cm® unter PFCL,
Low-OH-Quarzfaser.

Man findet einen bis knapp
unter die Ganglienzell-
schicht reichenden Defekt
mit scholliger thermischer
Nekrose (Pfeile).
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Die mit der Low-OH-Quarzfaser unter PFCL erzielten Abtragungstiefen in Abhangigkeit

von der Bestrahlungsenergiedosis sind in Tabelle 5 dargestellt.

Energiedosis : Abtragungstiefe:
5,0 Joule / cm? 160 um

5,0 Joule / cm? 140 um

5,0 Joule / cm? 112 um

3,0 Joule / cm? 108 um

3,0 Joule / cm? 52 um

3,0 Joule / cm? 48 um

2,0 Joule / cm? 36 um

2,0 Joule / cm? 34 um

2,0 Joule / cm? 32 um

Tab. 5. Photoablation unter PFCL, Low-OH-Quarzfaser
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4. ERGEBNISSE

4.2.2.3. Ablationsiibersicht Low-OH-Quarzfaser

Zusammenfassend sind in Abb. 30 die mit der Low-OH-Quarzfaser erzielten Abtragungs-
tiefen bei unterschiedlicher Energiedosis unter Luft und unter PFCL graphisch dargestellit.
Sowohl unter Luft als auch unter PFCL zeigen sich noch deutliche Schwankungen der

Ablationstiefe, die beiden Medien unterscheiden sich hier kaum.
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Abb. 30. Ablationsuibersicht Low-OH-Quarzfaser
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4.2.3. Saphirfaser
4.2.3.1. Photoablation unter Luft

Unter Luft wurden stichprobenartig 2 Augen behandelt. Bei dem mit einer Dosis von 5,0
Joule/ cm? bestrahlten Praparat konnte in der OCT ein Defekt mittlerer Schadigungstiefe
nachgewiesen werden (Abb. 31). Die Defekttiefe lag bei etwa einem Drittel der
Retinadicke, der Durchmesser betrug 500- 540 ym. Histologisch zeigte sich die Netzhaut

im Ablationsbereich deutlich gewdlbt und von der Unterlage abgehoben (Abb. 32).

Abb. 31. OCT-Aufnahme
(Scanlange 2,05 mm)

5,0 J / cm? unter Luft,
Saphir-Faser.

Man sieht einen Defekt mit
mittlerer Schadigungstiefe
(Pfeile), die Abtragung
umfasst etwa ein Drittel der
neurosensorischen
Netzhaut.

Abb. 32. LM-Aufnahme
(VergréRRerung 125x,
HE-gefarbt)

5,0 J / cm? unter Luft,
Saphirfaser.

Die Gewebeablation reicht
bis zur inneren plexiformen
Schicht (Pfeile), die Netz-

haut ist insgesamt von der

Unterlage abgehoben.
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Die Gewebeabtragung unter 5,0 Joule/ cm? reichte bis zur inneren plexiformen Schicht,
thermische Nekrosen wurden nicht gesehen. Die ausgemessene Defekttiefe betrug 48-68

um, der Defektdurchmesser lag bei 480-520 um.

Bei einem zweiten, mit einer Dosis von 1,0 Joule/ cm? bestrahlten Praparat, konnte weder
in der optischen Koharenztomographie noch histologisch ein Defekt nachgewiesen

werden.

In Tabelle 6 sind die mit der Saphirfaser unter Luft erzielten Abtragungstiefen in

Abhangigkeit von der Energiedosis aufgelistet.

Energiedosis : Abtraqungstiefe:
5,0 Joule / cm? 48, 60, 68 um
1,0 Joule / cm? 0 um

Tab. 6. Photoablation unter Luft, Saphirfaser

4.2.3.2. Photoablation unter PFCL

Bei einer Bestrahlungsdosis von 5,0 Joule/ cm? zeigte sich sowohl makroskopisch als

auch in der optischen Koharenztomographie eine vollstandige Durchtrennung der Retina
(Abb. 33).

Abb. 33. OCT-Aufnahme
(Scanlange 2,05 mm)
5,0 J / cm? unter PFCL,
Saphirfaser.

Es zeigt sich eine
komplette Durchtrennung
der neurosensorischen
Netzhaut (Pfeil), die
Netzhaut ist insgesamt

vom Filter abgehoben.
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Auf eine weitere histologische Aufarbeitung dieser Probe wurde aufgrund des eindeutigen

Befundes verzichtet.

Eine Dosisreduktion auf 4,0 Joule/ cm? war im OCT als nur oberflachliche Schadigung mit
Aufwoélbung der Rander nachweisbar (Abb. 34). Die Gewebeabtragung erfasste etwa ein

Drittel der Gesamtdicke der neurosensorischen Retina, der im OCT bestimmte

Defektdurchmesser lag bei 210 pm.

Abb. 34. OCT-Aufnahme
(Scanlange 1,15 mm)

4,0 J / cm® unter PCL,
Saphirfaser.

Der Defekt (Pfeil) weist
leicht aufgewolbte Rander
auf, die Abtragungstiefe
umfalt etwa ein Drittel
der neurosensorischen
Netzhaut.

Die korrespondierende lichtmikroskopische Aufnahme zeigte einen bis in die innere
plexiforme Schicht reichenden Defekt ohne thermische Nekrosen (Abb. 35). Im Zentrum
erreichte dieser fast die Ebene der inneren Kérnerschicht, im Randbereich flachte er
etwas ab und ging hier nur bis zur Ganglienzellschicht. Die duRere plexiforme Schicht
zeigte sich histologisch von der duferen Koérnerschicht abgehoben (Abb.35). Diese
Abhebung war in der OCT nicht nachweisbar und stellt somit wohl ein
praparationsbedingtes Artefakt dar. Die ermittelte Defekttiefe aller unter 4,0 Joule/ cm?
behandelter Praparate lag zwischen 44 und 60 um, der Defektdurchmesser lag zwischen
400 und 416 um.

45



4. ERGEBNISSE

"’

Ll i._.._i

g

2 ‘Mﬁl. ;';\_,l__ L

e
GRS S A
.
AR
e ;

Abb. 35. LM-Aufnahme
(VergroBerung 125x,
HE-gefarbt)

4,0 J / cm® unter PFCL,
Saphirfaser.

Es findet sich ein zentral
bis knapp an die innere

Kornerschicht heran-

reichender Defekt (Pfeil),

nach auf3en hin flacht er

etwas ab.

Eine Bestrahlungsdosis von 3,0 Joule/ cm® verursachte in der optischen
Koharenztomographie eine nur sehr oberflachliche Lasion, der Randbereich erschien
ebenfalls gering aufgeworfen, der Defektdurchmesser lag bei 300 um (Abb.
36).Histologisch fand sich ein bis zur Ganglienzellschicht reichender Defekt (Abb. 37),
auch hier zeigte sich die bereits unter 4,0 Joule/ cm? nachweisbare, wahrscheinlich
praparationsbedingte Abhebung zwischen aullerer plexiformer Schicht und auRerer
Kdrnerschicht. In einem anderen Praparat war die Schadigung ahnlich tief, hier sahen wir

jedoch zusatzlich eine 8 um dicke thermische Nekrosezone. Die Defekttiefe aller unter 3,0

Joule/ cm? bestrahlter Proben lag zwischen 52 und 56 um, der Defektdurchmesser
erreichte 400 bis 420 um.

Abb. 36. OCT-Aufnahme
(Scanlange 1,15 mm)

3,0 J / cm? unter PFCL,
Saphirfaser.

Erkennbar ist ein sehr
oberflachlicher Defekt mit
gering aufgeworfenen
Randern (Pfeile).
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Abb. 37. LM-Aufname
(VergroBerung 125x,
HE-gefarbt)

3,0 J / cm? unter PFCL,
Saphirfaser.

Die Gewebeablation
(Pfeile) reicht bis zur
Ebene der Ganglienzell-

schicht.

Eine weitere Dosisreduktion auf 2,0 Joule/ cm? ergab in der OCT einen nur sehr

oberflachlichen Defekt. Auch hier sahen wir eine leichte Aufwerfung der Rander, der

Defektdurchmesser betrug 420 um (Abb. 38).

Abb. 38. OCT-Aufnahme
(Scanlange 1,15 mm)
2,0 J/ cm® unter PFCL,
Saphirfaser.

Es findet sich ein sehr
oberflachlicher Defekt mit
gering aufgewoélbten
Randern (Pfeile).
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In der lichtmikroskopischen Aufnahme fanden sich korrespondierend ebenfalls nur sehr

oberflachliche, bis in die obere Nervenfaserschicht reichende Lasionen (Abb. 39).

Abb. 39. LM-Aufnahme
(VergréRRerung 125x,
HE-gefarbt)

2,0 J / cm® unter PFCL,
Saphirfaser.

Nachweisbar ist ein sehr
oberflachlicher, bis in die
obere Nervenfaserschicht
reichender Defekt (Pfeile).

In anderen mit der gleichen Energiedosis bestrahlten Praparaten war die Schadigung

etwas tiefer und erreichte die Ganglienzellschicht (Abb. 40). Die gemessene Defekttiefe

aller bei 2,0 Joule/ cm? behandelten Proben schwankte zwischen 20 und 44 um,

der Defektdurchmesser betrug 360-460 um. Bei allen diesen Praparaten wurden keine

thermischen Nekrosen nachgewiesen.
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Abb. 40. LM-Aufnahme
(VergroBerung 125x,
HE-gefarbt)

2,0 J / cm® unter PFCL,
Saphirfaser.

Man sieht eine bis zur
Ganglienzellschicht
reichende Gewebe-
abtragung (Pfeile) ohne

thermische Nekrosen.
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Mit einer Bestrahlungsdosis von 1,0 Joule/ cm? war der Nachweis eines Defektes in der
optischen Koharenztomographie deutlich erschwert, eine Lasion nur noch sehr flach zu
erahnen (Abb. 41). In der lichtmikroskopischen Aufnahme fand sich eine nur

oberflachliche Gewebeauflockerung (Abb. 42), die Schadigungstiefe lag bei etwa 12 um.

Abb. 41. OCT-Aufnahme
(Scanlange 1,15 mm)

2,0 J / cm® unter PFCL,
Saphirfaser.

Der nur sehr flache Defekt
(Pfeile) ist anhand der
geringen Reflektivitats-
verdichtung der Ober-

flache zu erahnen.

Auf eine genaue Vermessung des Defektdurchmessers wurde aufgrund der
eingeschrankten Beurteilbarkeit verzichtet, er entspricht aber in etwa dem bei Behandlung

mit 2,0 oder 3,0 Joule/ cm?.

Abb. 42. LM-Aufnahme
(VergroBerung 125x,
.,.', h' S _”,h-“ ,-._\ HE-gefarbt)

: i o s M 1,0 J / cm? unter PFCL,
Saphirfaser.

Erkennbar ist eine nur
sehr oberflachliche
Gewebeauflockerung
150 um ¢ (Pfeile).
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Bei einer Dosisreduktion auf 0,5 Joule/ cm? konnte weder in der OCT noch in der

Lichtmikroskopie ein Defekt nachgewiesen werden.

Die mit der Saphirfaser unter PFCL erzielten Abtragungstiefen in Abhangigkeit von der

Bestrahlungsenergiedosis sind in Tabelle 7 dargestellt.

Energiedosis :

Abtragungstiefe:

5,0 Joule / cm?

komplett (160 um)

4,0 Joule / cm? 40, 60 um
4,0 Joule / cm? 56 um
3,0 Joule / cm? 56 um
3,0 Joule / cm? 52, 56 um

2,0 Joule / cm?

28, 36, 40, 44 um

2,0 Joule / cm? 20, 28, 32 um
2,0 Joule / cm? 20, 24 um

1,0 Joule / cm? 12 um

1,0 Joule / cm? 0 um

1,0 Joule / cm? 0 um

0,5 Joule / cm? 0 um

Tab. 7. Photoablation unter PFCL, Saphirfaser
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4.2.3.3. Ablationsiibersicht Saphirfaser

Die mit der Saphirfaser unter Luft und unter PFCL erzielten Abtragungstiefen in
Abhangigkeit von der Energiedosis sind zusammenfassend in Abb. 43 dargestellt. Im
Vergleich zur Low-OH-Quarzfaser ist das Abtragungsbild unter PFCL mit der Saphirfaser
deutlich homogener, die Schwankungen der Ablationstiefe sind geringer. Eine Ablation im
Bereich von 2-4 ym, die fur eine selektive Entfernung der Membrana limitans interna

notig ware, wurde jedoch nicht erreicht.
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Abb. 43. Ablationsiibersicht Saphirfaser
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5. DISKUSSION

5.1. Literaturvergleich mit anderen Studien

In den letzten Jahren wurden vermehrt Untersuchungen zum moglichen Einsatz des
Erbium:YAG-Lasers in der vitreoretinalen Chirurgie durchgeflhrt.

Peyman und Katoh sowie Tsubota unternahmen erste in vitro Experimente an der Retina
sowie der Kornea, Iris und Linse [78, 93]. Sie haben vor allem tiefgreifende Defekte

erzeugt und ihre Oberflachenstruktur rasterelektronenmikroskopisch untersucht.

D'Amico und Mitarbeiter flihrten mit einem gepulsten Erbium:YAG-Laser an 8
Kaninchenaugen in vitro exemplarisch erste retinale Abtragungsversuche durch [18]. Das
Laserlicht wurde dabei in eine Saphirfaser mit einem Faserdurchmesser von 375 um
eingekoppelt, die Pulsdauer betrug 300 psec, die Energiedosis lag bei 0,91-3,9
Joule/cm®. Die Versuche wurden alle unter Luft, in einem Fall auch unter isotoner
Kochsalzlésung durchgefihrt. Unter Luft konnte bei einem Abstand der Faser zur Retina
von 0,4 mm mit einem einzelnen Puls von 3,9 Joule/ cm? eine vollstdndige Retinotomie
erzeugt werden, umgebend fand sich eine thermische Koagulationsnekrose von 40 um
Breite. 20 Pulse von 2,6 Joule/ cm?, ebenfalls im Abstand von 0,4 mm, fiihrten zu einer
gleichtiefen Schadigung, hier jedoch mit 50 um breiter Koagulationszone. Im Vergleich
wurden in unserer Studie mit einer Saphirfaser unter Luft bei einer Energiedosis von 5,0
Joule/ cm? deutlich geringere Ablationstiefen erzielt, die Defekte reichten lediglich bis zur
inneren plexiformen Schicht, die Defekttiefe lag bei 48-68 um. Der in unserer Studie etwas
hohere Abstand der Faser zur Retina erklart nicht den Unterschied in der Defekttiefe,
jedoch unterscheidet sich die Anatomie der Netzhaut des Kaninchenauges von der des
Schweineauges erheblich. Ein direkter Vergleich der Ergebnisse ist deshalb nicht mdglich.
Die Retinaanatomie des Schweineauges hingegen ist der des Menschen sehr viel
ahnlicher. Unter isotoner Kochsalzlésung wurde von der Arbeitsgruppe von D'Amico im
Kontakt-Verfahren bei 2,6 Joule/ cm? eine vollstandige Netzhaut-Durchtrennung erzielt, es
zeigte sich jedoch eine deutlich grofRere thermische Nekrosezone von 1 mm. Wurde der
Abstand der Faser zur Retinaoberflache auf 3 mm erhéht, produzierte eine Energie von
2,6 Joule/ cm? lediglich einen oberflachlichen Defekt von 30 um Tiefe. Ebenfalls unter Luft
bei einem Abstand von 0,4 mm konnten mit 0,91 Joule/ cm? keinerlei Lasionen
nachgewiesen werden, unter 1,3 Joule/ cm? fanden sich 30 um tiefe Defekte mit

thermischer Nekrose von 20 um.
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Auch in unserer Studie fuhrten wir die vor allem im Rahmen der Vorversuche stark
differierenden Abtragungsergebnisse bzw. die mangelnde Abtragung trotz erhdhter Dosis
auf relevante Variationen des Abstandes bzw. eine nur unzureichende Abstandskontrolle
zuruck.

Weitere Abtragungsversuche im niedrigen Dosisbereich wurden von D Amico und
Mitarbeitern nicht unternommen, ihre Studienbemihungen zielten vielmehr auf die
Durchtrennung von Membranen bzw. auf die Durchflhrung einer Retinotomie hin.

Nach ihren oben genannten in vitro Versuchen am Kaninchenaugenmodell sammelte die
Arbeitsgruppe um D Amico im folgenden erste klinische Erfahrungen mit dem Einsatz des
Erbium:YAG-Lasers in der vitreoretinalen Chirurgie [16, 17]. Zum Einsatz kam die bereits
in der ersten Studie benutzte Saphirfaser, der Faserdurchmesser lag aber bei 100, 200
bzw. 365 um, die Energiedosis pro Puls betrug 0,2-5,0 mJoule und die Repetitionsrate
war 2-10 Hertz. Die Versuche wurden sowohl unter Flissigkeit als auch unter Luft
vorgenommen. Es gelang ihnen eine Durchtrennung von Glaskérpermembranen sowie
epi- und subretinalen Membranen, Retinotomien und eine Abtragung von Linsenresten.
Auch hintere Kapsulotomien und Iridektomien wurden durchgefiihrt. Eine selektive
Abtragung innerer Netzhautschichten wurde von D Amico und Mitarbeitern jedoch

weiterhin nicht versucht.

Die Arbeitsgruppe um Brazitikos und Mitarbeitern fihrte an Kaninchenaugen mit dem
Erbium:YAG-Laser ebenfalls erfolgreich eine Durchtrennung von Glaskérpermembranen,
Retinotomien sowie eine Inzision und Abtragung von epiretinalen Membranen durch [8]. In
ihrer Studie wurde eine hochtransmittierende Faser in ein Quarz- bzw. Saphir-
Faserendstiuck mit einem Faserdurchmesser von 75-375 pym eingekoppelt, die Versuche
wurden unter Wasser, unter Luft und unter Perfluoro-N-Oktan unternommen, die
Energiedosis betrug 1,8-50 Joule/ cm?, die Pulswiederholungsrate lag bei 2-10 Hertz.

Bei einem Faserdurchmesser von 175 pm war eine Durchtrennung von
Glaskdrpermembranen im Kontaktverfahren bei 5,9-10 Joule/ cm? méglich. Bei einer
Reduktion des Faserdurchmessers auf 75 pm muBten hdéhere Energien (6,8-50 Joule/
cm?) zur Erzielung dquivalenter Effekte aufgebracht werden. Eine Inzision von epiretinalen
Membranen im wassrigen Medium im Abstand von 0,5 mm erfolgte bei 2,9-8,3 Joule/ cm?.
Unter Luft war damit eine epiretinale Membranentfernung mit 2,1-4,2 Joule/ cm?
erfolgreich maoglich. Im Vergleich dazu war unter Perfluoro-N-Oktan bei gleichem
Faserdurchmesser und gleichem Abstand eine hohere Energiedosis zur Inzision

epiretinaler Membranen notwendig, sie lag bei 2,5-10,4 Joule/ cm?.
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Diese Beobachtung widerspricht unseren Daten: in unseren Untersuchungen war sowohl
unter Perfluoroctan als auch unter Perfluordekalin im Vergleich zu Luft eine niedrigere

Energiedosis zur Erzielung gleichtiefer Defekte ausreichend.

In einer Folgestudie an Schweineaugen untersuchten Brazitikos und Mitarbeiter den
EinfluR der Pulswiederholungsrate bei der Durchfihrung von Retinotomien,
Retinaablationen, hinteren Kapsulotomien, Linsenabtragungen und Iridektomien [9]. Der
Erbium:YAG-Laser wurde in eine Quarzfaser mit einem Durchmesser von 100 bzw. 200
pm eingekoppelt, die Energiedosis lag bei 0,2-25 mJoule pro Puls.

Die Versuche wurden unter isotoner Kochsalzlésung durchgefiihrt. Im Vergleich zu einer
Pulswiederholungsrate von 30 Hertz schien eine Pulsrate von 200 Hertz Uberlegen zu
sein: die Abtragung war mit 200 Hertz effizienter und schneller moglich und die
abladierten Areale wiesen eine glattere Oberflache auf. Brazitikos und Mitarbeiter
unternahmen in dieser Studie zwar auch Abtragungsversuche an der Retina, diese
wurden jedoch nur mit einer konstanten Energiedosis von 1,0 Joule pro Puls durchgefiihrt
und erzielten eine Gewebeabtragung bis in den mittleren Bereich der Ganglienzellschicht.

Eine superfizielle retinale Ablation wurde auch in dieser Studie nicht versucht.

Als SchluRfolgerung der o.g. Studien ware einer Ablation unter Luft im Vergleich zur
Abtragung unter wassriger Flussigkeit der Vorzug zu geben. Unter Luft kam es
vergleichsweise zu geringeren thermischen Nekrosen und weniger unerwinschten
Koagulationseffekten, aulerdem waren geringere Bestrahlungsenergien zur Erzielung

gleichtiefer Inzisionen ausreichend.

Die Arbeitsgruppen um M. Frenz und Mitarbeitern unternahmen unter Perfluordekalin
retinale Abtragungsversuche mit einem freilaufenden Erbium:YAG-Laser. Das Laserlicht
wurde hierflr in eine Zirkonium-Fluorid-Faser mit Quarzfaserspitze eingekoppelt, der
Faserdurchmesser lag bei 1000 pm.

Der Abstand von der Faserspitze zur Retina betrug 1,0 mm. Ziel ihrer ersten beiden
Studien war zunachst die Abtragung von epiretinalen Membranen in vitro. Die Proben
wurden hier mit einer Energiedosis von 1,0 / 3,0 / 5,0 und 10,0 Joule/ cm? behandelt. In
ihrer ersten Studie wurde unter 1,0 Joule/cm? eine Abtragungstiefe von 0-10 pym erzielt,
bei 3,0 Joule/ cm? fanden sich 10-30 um tiefe Defekte, bei 5,0 Joule/ cm? reichten die

Schadigungen bis in eine Tiefe von 20-40 pm [29].
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In eine Folgestudie waren die bei gleicher Energiedosis erzielten Ablationstiefen mit
diesen Werten nicht exakt Ubereinstimmend, die Ablationstiefe war im Vergleich geringer
[99]: unter 1,0 Joule/ cm? lag die Schadigung nun bei 0-6,9 um, bei 3,0 Joule/ cm? betrug
die Defekttiefe 2,9-16,9 ym und bei 5,0 Joule/ cm? wurde die Retina bis in einen Bereich
von 12,8-25,6 um abgetragen.

Im Vergleich zu diesen Studien differieren unsere eigenen Abtragungsergebnisse hier
deutlich. Bei Verwendung der Low-OH-Quarzfaser wurden bei 3,0 Joule/ cm? 48-108 um
tiefe Defekte erzeugt, bei 5,0 Joule/ cm? lag die Schadigungstiefe bei 112-160 um.

Bei Verwendung der Saphirfaser lagen die erzielten Defekttiefen nach wie vor deutlich
Uber den in den Studien von Frenz und Mitarbeitern aufgelisteten Werten. In unserer
Studie betrug die Ablationstiefe bei 1,0 Joule/ cm? 0-12 um.

Bei 3,0 Joule/ cm? lag sie bei 52-56 um und bei 5,0 Joule/ cm? wurde eine vollstandige
Retinotomie (entsprechend 160 pm Abtragungstiefe) erzielt. Erklarung flr diese
Unterschiede in der Ablationstiefe kdnnten erneut relevante Abstandsveranderungen sein.
In unserer Studie war der Abstand der Faser zur Retina mit 0,5 mm nur halb so grof3 wie
der Abstand in den Studien von Frenz und Mitarbeitern. Kommt es am Ende der
Faserspitze zur Divergenz des Laserlichtstrahlenblndels, so wird hierdurch eine Art
Kegelform beschrieben (Abb. 44). Die auf die Netzhaut einwirkende Energiedosis wirde
sich somit auf die Kreisfliche M am Ende des Kegels verteilen. Gemal der bekannten
Formel xr* wiirdeeine Verdopplung des Abstandes h zu einer Verdopplung des Radius r
und somit zu einer Vervierfachung der Kreisflache M fuhren. Die pro Flache ankommende
Energiedosis wilrde sich demnach auf 1/4 reduzieren. Diese Berechnungen
verdeutlichen, welchen hohen Einflull Abstandsvariationen auf das Ablationsergebnis

haben konnen.

Abb. 44. Kegel und Kegelflache

h= Hohe

r= Radius

M= Kreisflache am Kegelende,

entsprechend = r?
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5.2. Beeinflussende Faktoren bei der Ablation der Membrana limitans interna
mit dem Erbium:YAG-Laser

Aufgrund seiner nur sehr geringen optischen Eindringtiefe scheint der Erbium:YAG-Laser
optimal geeignet zu sein fur eine selektive Abtragung innerer Netzhautschichten wie der
Membrana limitans interna. Um das Ablationsergebnis stérende mechanische Schaden zu
vermeiden, ist eine Gewebeabtragung im non-Kontakt-Verfahren zu favorisieren. Damit
die Laserenergie hierbei nicht schon vor Erreichen der Retinaoberflache absorbiert wird
und Uberdies ein moglichst homogenes und reproduzierbares Ablationsergebnis erzielt
werden kann, missen eine Vielzahl von EinfluRfaktoren bertcksichtigt werden. Hierzu
gehdren das umgebende Medium, die Wahl der Faser sowie der Versuchsaufbau selbst.
Uberdies muf geprift werden, inwieweit sich die gewonnenen in vitro-Ergebnisse

Uberhaupt auf einen intraoperativen Einsatz Gbertragen lassen.

5.2.1. Vor- und Nachteile von Luft und PFCL als Ablationsmedium

In unseren Versuchsreihen war eine Visualisierung der Abstandskontrolle von Faserspitze
zu Retinaorganexplantat sowohl unter Luft als auch unter Perfluorkarbon problemlos
moglich. Intraoperativ hingegen ware der Einblick unter Luft deutlich schlechter und eine
exakte Abstandskontrolle damit schwierig. Ursache hierfir sind die unterschiedlichen

Brechungsindizes der Medien fir sichtbares Licht (Tab.8).

Medium Brechungsindex
Luft 1,00
Wasser 1,33
Hornhaut 1,38
Kammerwasser/ Glaskorper 1,34
Linse 1,35
Perfluoroktan 1,27
Perfluordekalin 1,31

Tab.8 Brechungsindizes verschiedener Medien fiir sichtbares Licht, aus Faude et al. [25]
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Wahrend Luft einen Brechungsindex von 1,0 hat, liegen die Brechungsindizes von
Perfluoroktan und Perfluordekalin bei 1,27 bzw. 1,31 und &hneln damit starker den
Brechungsindizes der transparenten Medien des Auges [25]. Perfluorkarbone erweisen
sich damit im Vergleich zu Luft also als vorteilhafter, da sie eine bessere intraoperative

Visualisierung und Kontrolle der Manipulationen erlauben.

Perfluorkarbone besitzen eine um etwa 80-90% hohere Dichte als Wasser [25], sie
kénnen damit auf der Retina verbliebene wassrige Flussigkeitsreste verdrangen und somit
die Ausbildung von Kavitationsblasen in einer solchen residuellen wassrigen Schicht
vermeiden.

Frenz und Mitarbeiter zeigten, dal die mit einem Erbium:YAG-Laser unter Perfluorkarbon
erzeugten Blasen eine andere Dynamik aufweisen als die unter Wasser hervorgerufenen
Kavitationsblasen [28, 29]. Im Gegensatz zur Laserbehandlung unter Wasser werden
unter Perfluorkarbon Kavitationsblasen durch die Absorption der Laserenergie im Gewebe
und dem resultierenden Materialaussto® hervorgerufen. Mit steigendem Volumen des
abladierten Gewebes steigt auch die Groflie der erzeugten Blasen.

Blasenaufbau und anschlieBender Blasenkollaps geschehen dabei viel langsamer als in
Wasser. Im Gegensatz zu Wasser entsteht beim Kollaps der Blase keine starke
Druckwelle [28, 29]. Aufgrund dieses Verhaltens kénnen durch die Verwendung von PFCL
auf die Netzhaut einwirkende schadigende mechanische Nebeneffekte vermieden

werden.

Uberdies konnte im Vergleich zu den Ergebnissen unter Luft durch die Verwendung von
Perfluorkarbon die Abtragungseffizienz bei gleicher Energiedosis signifikant erhoht
werden. Perfluorkarbone ermdglichen durch ihre hohe Transmissionsrate fir das
Erbium:YAG-Laserlicht eine verlustfreie Ubertragung der Laserenergie auf das zu
abladierende Gewebe [28]. Unter PFCL konnten bei gleicher Energiedosis nicht nur
tiefgreifendere Defekte erzeugt werden, die Schwankungsbreite der Defekttiefe war unter
PFCL zudem deutlich geringer als unter Luft. Beispielsweise betrug die Defekttiefe bei
Verwendung einer Low-OH-Faser und einer Energiedosis von 3,0 Joule/ cm? unter Luft
16-48 ym und unter PFCL 48-108 um. Mit einer Energiedosis von 2,0 Joule/ cm? konnten
hier unter Luft keinerlei Defekte nachgewiesen werden, unter PFCL hingegen lag die
Ablationstiefe zwischen 32-36 ym. Vor allem flir eine gezielte Ablation im niedrigen
Dosisbereich zeigte sich die Verwendung von Luft als umgebendes Medium als nicht

geeignet.
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Die von Brazitikos und Mitarbeitern wahrend der Laserbehandlung beobachtete
zunehmende diffuse Eintribung des Perfluorkarbons mit deutlicher Beeintrachtigung der
Visualisierung [8] wurde in unserer Studie nicht gesehen. Es fanden sich im Rahmen
unserer Versuche bei der Verwendung héherer Energiedosen = 3,0 Joule/ cm? zwar
vereinzelte, von der Faserspitze aus aufsteigende kleine Blaschen im PFCL, diese
beeintrachtigten die Versuchsdurchfiihrung aber in keiner Weise. Die Arbeitsgruppen von
Jahnknecht und Mitarbeitern [45] sowie Wesendahl und Mitarbeitern [99] machten
ahnliche Beobachtungen. Auch in ihren Studien wurden im Perfluorkarbon simultan zur
Laserbehandlung an der Faserspitze auftretende Blaschenbildungen gesehen, auch hier
kam es jedoch nicht zu einer dauerhaften Akkumulation der Blaschen mit Reduktion der
Visualisierung.

In unseren Versuchen wurde jedoch nur eine solitédre Defektlinie erzeugt, im Rahmen der
Makulachirurgie wird hingegen eine flachenhafte Membranabtragung im Makulabereich
durchgefuhrt, hierfir wéare eine deutlich héhere Anzahl an Laserpulsen notwendig.

Vor einem Kklinischen Einsatz mifite deshalb erneut geklart werden, ob eine
Flachenabtragung moglicherweise doch zu einer gesteigerten Akkumulation von Blaschen
im PFCL und damit zu einer Beeintrachtigung der Versuchsdurchflihrung fihren kénnte.
Mrochen und Mitarbeiter wiesen Uberdies auf Temperaturerhéhungen bei einem Einsatz
des Erbium:YAG Lasers unter Perfluorkarbon hin [71]. Bei einer Erbium:YAG-Laser-
Vitrektomie mit einer Laserenergie von 3-15 mJoule, einer Pulsdauer von 200 ys und
einer kontinuierlichen Aspiration wurden unter Perfluorkarbon Temperaturerhéhungen von
33 K gemessen. Die maximale, direkt an der Aspirations6ffnung gemessene Temperatur
lag unter PFCL bei 58°C. Unter Wasser hingegen lag die Temperaturerhéhung nur bei 2
K, die Maximaltemperatur betrug 23,5°C. Solche Temperaturerhdhungen unter PFCL
kénnten zu unerwiinschten thermischen Schadigungen des umliegenden Gewebes flihren
und sie sind bei einer Anwendung des Erbium:YAG-Laser bei einer ILM-Abtragung zu
berlcksichtigen. Allerdings weisen unsere eigenen Ergebnisse nicht auf einen solchen
Unterschied hin. Bei Verwendung einer Low-OH-Quarzfaser fanden sich sowohl unter
Luft, als auch unter Perfluorkarbon thermische Nekrosen. Ein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Medien war diesbezuglich nicht erkennbar. Wurde das Laserlicht in eine
Saphirfaser eingekoppelt, lielen sich unter PFCL keine auffalligen thermischen Nekrosen
mehr nachweisen. Die Wahl des Fasermaterials scheint somit auf die Ausbildung von

thermischen Nekrosen einen starkeren Effekt zu haben als das umgebende Medium.
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5.2.2. Grundlagen, EinfluB und Vergleich beider Fasermaterialien

Die Ausbreitung des Laserlichtes innerhalb einer optischen Faser erfolgt nach den
Grundlagen der Wellenoptik. Basis einer Unterscheidung der in unserer Studie
verwendeten Fasermaterialien ist die Kenntnis der Prinzipien von konstruktiver bzw.
destruktiver Interferenz sowie der Modenmischung (mode scrambling):

aufgrund von Interferenzeffekten werden Wellen innerhalb der Faser nur dann
weitergeleitet, wenn der Ausbreitungswinkel innerhalb der Faser dazu fuhrt, daR® die Welle
nach zweifacher Reflexion wieder in Phase mit der einlaufenden Welle ist. Dies wird auch
als konstruktive Interferenz bezeichnet.

Ist der Ausbreitungswinkel ein anderer, so kommt es aufgrund von destruktiver Interferenz
zu einer Ausloschung der Welle. Die moglichen Winkel innerhalb einer Faser, die zur
Ausbreitung des Laserlichtes fuhren, werden auch Faser-Moden genannt.

Wird eine Faser nun verlangert und gleichzeitig gebogen, so kommt es zu einer
Durchmischung der Faser-Moden und zu einer Uberkopplung der Moden ineinander, dem
sogenannten mode scrambling.

Eine solche Modenmischung ermdglicht eine gleichmaliigere Intensitatsverteilung am
Faserende. Sie ist jedoch nur mdglich, wenn die Faser eine ausreichend hohe
Transmissionsrate hat, um ohne relevanten Energieverlust moglichst lang gewahlt werden
zu kénnen und wenn die Briichigkeit der Faser eine Biegung zulasst. Im Gegensatz zur
Low-OH-Quarzfaser hat die Saphirfaser eine etwa 100-fach hohere Transmissionsrate fir
das Erbium:YAG-Laserlicht [71], die Faserlange kann deshalb ohne signifikanten
Energieverlust deutlich héher gewahlt werden. Die in unserer Studie verwendete Low-OH-
Quarzfaser hatte eine Lange von 10 cm, die Saphirfaser hingegen war mit einer Lange
von 2m im Vergleich 20mal langer. Durch die uUberdies geringere Bruchigkeit der
Saphirfaser [71] war neben der Verlangerung der Faser auch eine Biegung moglich. Die
Saphirfaser wurde in unseren Versuchen in Kreisform gekrummt. Die durch die so
erreichte Modenmischung verbesserte Intensitatsverteilung am Faserende flhrte bei
Verwendung einer Saphirfaser zu vergleichsweise homogeneren Ablationsergebnissen
als bei der Low-OH-Quarzfaser. Auch thermische Nekrosen, deren Entstehung
moglicherweise durch eine irregulare Intensitatsverteilung am Faserende begunstigt wird,
wurden bei den Versuchen mit einer Saphirfaser nicht mehr gesehen. Unsere Ergebnisse
haben gezeigt, dal sich die Saphirfaser im Vergleich deutlich besser fir eine gezielte

retinale Oberflachenabtragung eignet als die Low-OH-Quarzfaser.
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5.2.3. EinfluB von Pulsdauer und Pulswiederholungsrate

Neben der Wahl des Fasermaterials beeinflusst auch die Pulsdauer des Erbium:YAG-
Lasers die Abtragungsergebnisse. Hill und Mitarbeiter untersuchten den Einflu® der
Pulslange bei der photothermischen Trabekelablation [39]. Sie wiesen bei Erhéhung der
Pulslange neben einer VergroRerung des Ablationsareals auch einen ansteigenden
thermischen Schaden nach. Bei einer Pulslange von 50 ps lag das Ablationsareal bei 0-
140 ym und die thermische Nekrose bei < 10 um. Eine Erhéhung der Pulslange auf 150
us fuhrte zu einer Ablation von 115-120 ym und einer gesteigerten thermischen Nekrose
von 10-20 ym. Unter 250 ps lag die Abtragung bei 180-220 ym und die Nekrosezone war
= 50 ym. Die Arbeitsgruppe um Walsh verglichen an Haut, Kornea, Aorta und Knochen
die Ablationszonen eines freilaufenden Erbium:YAG-Lasers mit einer Pulsdauer von 200
s mit einem gutegeschalteten Laser mit einer Pulsdauer von 90 ns [98]. Wahrend bei
200 ps eine thermische Nekrosezone von 10-50 pm resultierte, wurden bei 90 ns deutlich
geringere thermische Schaden von nur 5-10 ym beobachtet. Auch Ren und Mitarbeiter
verglichen einen freilaufenden Erbium:YAG-Laser mit einer Pulsdauer von 200 ys mit
einem gutegeschalteten Laser, hier mit einer Pulsdauer von 100 ns [84]. Mit der
Gulteschaltung konnten sie eine Reduktion der Schadigungszone von 14-18 ym auf 2-6
um erzielen. Die Arbeitsgruppe von Kampmeier machte in vitro dhnliche Beobachtungen
am Schweineauge [48]. Die thermischen Schaden eines freilaufenden Erbium:YAG-
Lasers mit einer Pulsdauer von 50 us lagen in ihrer Studie bei 10-25 uym. Bei einer
Guteschaltung und einer Pulsdauer von 200 ns fanden sich nur 4,5-7,5 ym thermische
Nekrosen, rasterelektronenmikroskopisch zeigten die Ablationsbereiche Uberdies im
Vergleich eine homogenere und glattere Oberflache. Der von Kampmeier und Mitarbeitern
unternommene direkte Vergleich ihrer Untersuchungsergebnisse mufd jedoch kritisch
gesehen werden, da nicht nur die Pulsdauer verandert wurde, sondern auch die
Pulswiederholungsrate in beiden Gruppen modifiziert wurde. Im Fall des freilaufenden
Lasers lag die Pulswiederholungsrate bei 80 Hz und im Fall des gltegeschalteten Lasers
bei 20 Hz. Nicht nur die Pulsdauer, sondern auch die Pulswiederholungsrate verandert
das Abtragungsergebnis. Krause und Mitarbeiter wiesen bei Pulswiederholungsraten
zwischen 10-200 Hz einen linearen Anstieg der Ablationsrate bei Erhdhung der
Pulswiederholungsrate nach [55]. Allein die Reduktion der Pulswiederholungsrate des
gutegeschalteten Lasers auf 1/4 kann somit in den Versuchen von Kampmeier und

Mitarbeitern zur Verminderung der thermischen Nekrosezone gefiihrt haben.
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Insgesamt gesehen scheinen Pulsdauern im niedrigen Dosisbereich bzw. eine
Giteschaltung sowie niedrige Pulswiederholungsraten zu einem homogeneren
Abtragungsergebnis mit geringeren thermischen Nekrosen zu flhren.

Bende und Mitarbeiter machten jedoch gegenteilige Beobachtungen. Sie untersuchten an
Schweineaugen den Einflul von Pulslangen zwischen 100 ps und 1300 ps auf die
Photoablation von Kornea und Sklera [4]. Benutzt wurde auch hier ein freilaufender
Erbium:YAG-Laser. Obwohl die Pulslange in ihren Untersuchungen um mehr als eine
GroRenordnung variiert wurde, waren die erzielten Abtragungsraten sowie die

thermischen Schadigungszonen quasi konstant.

5.2.4. Eignung des Versuchsaufbaus/ Modells

Trotz vergleichsweise homogenerer Ablation bei Verwendung einer Saphirfaser zeigten
sich auch hier bei gleicher Bestrahlungsdosis variierende Defektmuster und
Ablationstiefen. Auch innerhalb der gleichen Probe fanden sich von Puls zu Puls
unterschiedliche Defekttiefen. Bei 2,0 Joule/ cm® lagen diese Schwankungen
beispielsweise zwischen 28 und 44 pm. Auch die bereits aufgeflihrten Ergebnisse der
anderen Studien zum Einsatz des Erbium:YAG-Lasers in der vitreoretinalen Chirurgie
weisen eine deutliche Schwankungsbreite der Ablationstiefen auf. Solche starken
Schwankungsbreiten machen eine gezielte Oberflachenabtragung so subtiler Strukturen
wir der Membrana limitans interna, also in Bereichen von 2-4 ym, quasi unmdglich.
Mdgliche Ursache der unterschiedlichen Abtragungstiefen kénnen Variationen des
Abstandes von Faserspitze und Retinaoberflache sein.

Durch mehrfache Modifikation und Verbesserung des Versuchsaufbaus mit Aufbringung
der Retina auf eine glatte Filteroberflache und Absenken der Faserspitze mittels
Mikrometerschrauben wurden in unseren Versuchen Abstandsvariationen zwar minimiert,
vor allem unter klinischen Bedingungen, bei denen der Operateur ein Laserinstrument
unter manueller Kontrolle filhren misste, kdnnten ablationsrelevante Schwankungen des

Abstandes aber nur schwer ausgeschlossen werden.

Schwierigkeiten bei einer intraoperativen selektiven Laserablation der Membrana limitans
interna mit dem Erbium:YAG-Laser ergeben sich auch aufgrund der mdglichen
individuellen Variabilitat der ILM-Dicke. Heegaard zeigte, dal® die Dicke der ILM von

Erwachsenen im Bereich der Makula im Vergleich zur Aquatorialregion bzw. Ora serrata

61



5. DISKUSSION

deutlich héher ist, auch wies er Schwankungen in Abhangigkeit vom Lebensalter nach
[37]. Die von ihm bestimmte ILM-Dicke im Makulabereich lag zwischen dem 20.-90.
Lebensjahr bei 1,7 bis 4,0 pym. Matsunaga und Mitarbeiter wiesen eine signifikante
Verdickung der ILM im Makulabereich bei Patienten mit diabetischem Makulaédem nach.
Die mittlere ILM-Dicke war 4,8 +/- 1,6 um, die ILM-Dicke der Kontrollgruppe betrug nur 1,8
+/- 0,6 ym [67]. Inwieweit andere Krankheiten einen Einflul auf die Beschaffenheit und
Dicke der ILM haben, ist noch nicht untersucht. Es stehen zudem aktuell keine
Méglichkeiten zur Verfigung, pra- bzw. intraoperativ die genaue Dicke der Membrana
limitans interna zu bestimmen. Die genannten mdglichen Schwankungen der ILM-Dicke
im Bereich von 1,7 bis 6,4 ym machen eine exakte Dosisfindung fur ein selektives ILM-

Peeling schwierig.

Hauptproblem ist auch die geringe optische Eindringtiefe des Erbium:YAG-Laserlichtes in
Wasser, diese liegt nur bei etwa 1 ym [34, 97, 102].

Hierdurch wird zwar auf der einen Seite die Voraussetzung fir eine nur oberflachliche
Gewebeablation geschaffen, auf der anderen Seite kdnnen bereits sehr geringe auf der
Netzhautoberflache verbliebene residuelle Flissigkeitsschichten bzw. Glaskoérperreste zu
einer deutlichen Abschwachung der Laserenergie und damit zu einer Reduktion der
Ablationstiefe fuhren. Janknecht und Mitarbeiter bestatigen dies. Sie unternahmen in vivo
mit dem Erbium:YAG-Laser ILM-Abtragungsversuche an Schweineaugen unter
Perfluorkarbon [43]. In den Augen, in denen histologisch noch Glaskdrperreste auf der
Netzhaut nachweisbar waren, war die ILM auch nach der Laserbehandlung noch
vollstandig intakt, es waren hier keinerlei Lasereffekte nachweisbar. Obwohl
Perfluorkarbone aufgrund ihrer hohen Dichte theoretisch in der Lage sein sollten, auf der
Netzhaut verbliebene wassrige Flissigkeits- bzw. Glaskdrperreste zu verdrangen, war
dies in ihren Versuchen somit nicht immer der Fall. Heegaard liefert eine mogliche
Begrindung dafur, da selbst Perfluorkarbon die Glaskdrperreste nicht vollstandig zu
verdrangen vermag. Er zeigte, dal® Kollagenfilamente des Glaskdérpers an der ILM
inserieren [37]. Nach Glaskérperentfernung kénnten einige solcher Filamente auf der
Retinaoberflache verbleiben und aufgrund ihrer Adhdrenz mit der ILM auch durch
Perfluorkarbone nicht verdrangbar sein.

Eine mdglichst vollstdndige hintere Glaskdrperabhebung und Entfernung aller
Glaskodrperreste von der Netzhaut ist fur ein erfolgreiches ILM-Peeling mit dem
Erbium:YAG-Laser unabdingbar. Intraoperativ 1dsst sich dies allerdings bislang nicht

sicher bestimmen.
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In den Versuchen von Janknecht und Mitarbeitern wurde zwar in allen Fallen vom
Operateur angenommen, daR die hintere Glaskdrperabhebung vollstandig durchgefuhrt
wurde, in 4 von 9 Augen waren histologisch jedoch auf der Netzhaut haftende
Glaskdrperreste nachweisbar. Eine rein visuelle Kontrolle der Glaskdrperabhebung und -
entfernung durch den Operateur scheint somit nicht ausreichend zu sein. Mdéglicherweise
kénnte der Einsatz ultra-hochauflésender Optischer Koharenztomographie-Gerate eine
bessere Visualisierung von auf der Netzhaut verbliebenen Flissigkeits- und

Glaskorperresten ermoglichen und somit die Versuchsbedingungen verbessern.

5.3. Optische Koharenztomographie
5.3.1. Korrelation von OCT und Histologie

Ein Hauptproblem im Rahmen einer selektiven Abtragung der Membrana limitans interna
mit dem Erbium:YAG-Laser ist auch die fehlende visuelle Kontrolle der Ablation. Wurde
mit einer héheren Energiedosis von 3,0-5,0 Joule/ cm? bestrahlt, so waren die
Lasereffekte in 10-facher VergroRerung noch als feine grauliche Oberflachenverfarbung
erkennbar. Im niedrigen Dosisbereich hingegen konnten in unseren Versuchen wahrend
der Laserbehandlung auch unter Vergréfierung makroskopisch keinerlei Veranderungen
der Netzhautoberfliche wahrgenommen werden. Die in unserer Studie eingesetzte
Optische Koharenztomographie kann dieses Problem |6sen.

Sie stellt eine einfach zu handhabende, nicht-invasive Methode zur Darstellung der
Ablationstiefe dar. Sie ermdglicht eine Visualisierung der erzielten Abtragung unmittelbar
nach der Laserbehandlung, eine direkte Ablationskontrolle wird somit moglich. In keiner
Vergleichsstudie zur Anwendung des Erbium:YAG-Lasers bei der Abtragung innerer
Netzhautschichten wie der Membrana limitans interna wurde eine Korrelation zwischen
Optischer Koharenztomographie und Lichtmikroskopie beschrieben. In unseren
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal} die mittels Optischer Koharenztomographie
bestimmten Defektdurchmesser im mittleren und hohen Dosisbereich eine gute
Korellation zur Lichtmikroskopie aufweisen (Tabelle 9). Ausgenommen hiervon sind vor
allem die unter 3,0 Joule/ cm? unter PFCL mit der Low-OH-Quarzfaser sowie die unter 4,0
Joule/ cm? unter PFCL mit der Saphirfaser bestimmten Defektdurchmesser, diese liegen
in der OCT bei 300-320 pm bzw. bei 210 ym und in der Lichtmikroskopie bei 400-480 pm
bzw. 400-416 pm.
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Defektdurchmesser | Defektdurchmesser
in der OCT in der Lichtmikroskopie

5,0 Joule / cm?, Low-OH, Luft 360- 370 ym 380- 400 ym

3,0 Joule / cm?, Low-OH, Luft 280 pym 240- 328 um

5,0 Joule / cm?, Low-OH, PFCL 380 ym 320 ym

3,0 Joule / cm?, Low-OH, PFCL 300- 320 ym 400- 480 pm

2,0 Joule / cm?, Low-OH, PFCL 360 pm 348 pm

5,0 Joule / cm?, Saphir, PFCL 500- 540 ym 480- 520 uym

4,0 Joule / cm?, Saphir, PFCL 210 um 400- 416 um

3,0 Joule / cm?, Saphir, PFCL 300 pm 400- 420 um

2,0 Joule / cm?, Saphir, PFCL 420 um 360- 460 um

Tab. 9. Defektdurchmesser im Vergleich zwischen OCT und Lichtmikroskopie

Die mittels OCT bestimmten Defektdurchmesser sind in diesen Proben im Vergleich zur
lichtmikroskopischen Vermessung deutlich geringer. Eine Erklarung fir diese
Abweichungen konnte die in diesen Praparaten vorhandene Aufwdlbung der
neurosensorischen Netzhaut sein, in den anderen Praparaten ist diese nicht erkennbar.
Diese Elevation scheint eine exakte Vermessung zu erschweren. Die Aufldsungskraft
unseres OCT-Gerates liegt bei etwa 15 pym und ist damit zu gering flr eine genaue
Differenzierung einzelner Netzhautschichten.

Vor allem wenn die Ablation von einer Aufwdlbung der neurosensorischen Netzhaut
begleitet ist, kann aufgrund der mangelnden Differenzierung der
Netzhautbinnenstrukturen keine sichere Aussage Uber die GrolRe des Defektes gemacht
werden. Die Aufwdlbungen kénnten histologische Artefakte sein, die durch
praparationsbedingte Schrumpfungsprozesse entstanden sind. Andere mdégliche Ursache
der Elevation kénnten auftretende Krafte beim Kollaps einer Kavitationsblase sein. Brujan,
Vogel und Mitarbeiter [11] untersuchten die Dynamik von laserinduzierten
Kavitationsblasen an elastischen Grenzflachen anhand eines Polyacrylamidgels: wird die
Kavitationsblase unmittelbar an der Oberflache/ Grenzflache des Polyacrylamidgels
erzeugt, so wird die Grenzflache nach anfanglicher Deformation zurtickgezogen, Ubrig
bleibt eine leichte Aufwdlbung des Gels (Abb. 45, Pfeil).
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Abb.45. Interaktion einer laserinduzierten Kavitationsblase an einer elastischen

Grenzflache, aus Brujan, Vogel und Mitarbeitern [11]: nach dem Kollaps der

Kavitationsblase kommt es zu einer leichten Aufwdlbung des Polyacrylamidgels (Pfeil)

Diese vertikal gerichteten Traktionskrafte beim Kollaps der Kavitationsblase kénnten somit
Ursache der in unseren Versuchen zeitweise beobachteten Elevation der
neurosensorischen Netzhaut sein. Mdglicherweise treten diese Effekte unter klinischen
Bedingungen nicht auf, da die Netzhaut in vivo fester am darunter liegenden

Pigmentepithel haftet.

5.3.2. Eignung des OCT zur Ablationskontrolle

Die Auflésungsgrenze des in unserer Studie verwendeten OCT-Gerates liegt bei etwa 15
um. Eine Beurteilung und Darstellung von Ablationen sehr oberflachlicher Strukturen wie
der Membrana limitans interna, also in einer Gréf3enordnung von 2-6 pym, ist mit dem in
unserer Studie eingesetzten OCT-Gerat deshalb nicht suffizient mdglich. Als Schnelltest
zur sofortigen Kontrolle von Abtragungen im Bereich >15 pym scheint das verwendete
OCT-Gerat aber geeignet zu sein.

Die Aufldsungsgrenze der optischen Koharenztomographie konnte in jingster Zeit durch
die Entwicklung neuer ultra-hochauflésender Gerate aber deutlich verbessert werden und
liegt nun im Bereich von 2 ym [33, 53, 61, 101].
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Mit diesen ultra-hochauflésenden Geraten koénnen einzelne Netzhautschichten
voneinander differenziert werden, hierdurch wird eine wesentlich exaktere Vermessung
von Laserablationen moglich.

Mit der Optischen Koharenztomographie steht somit ein vielversprechendes Instrument
zur beruhrungsfreien intraoperativen Visualisierung einer Ablation innerer
Netzhautschichten wie der Membrana limitans interna zur Verfigung. Durch den
kombinierten Einsatz von Erbium:YAG-Laser und OCT kdnnten in Zukunft Versuche zur
Abtragung und Inzision von okuldarem Gewebe vereinfacht und besser kontrollierbar
werden, die Sicherheit und Prazision einer intraoperativen Anwendung des Erbium:YAG-

Lasers konnte so deutlich erhoht werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Vergleich zur Low-OH-Quarzfaser ist die Saphirfaser besser geeignet fur eine selektive
Ablation innerer Netzhautschichten, ihr Abtragungsprofil ist homogener, es finden sich
weniger thermische Nekrosen. Bei Verwendung einer Saphirfaser und einer
Laserbehandlung unter Perfluorkarbon konnte mit dem Erbium:YAG-Laser unter 1,0
Joule/cm? eine oberflachliche Ablation bis in den Bereich der oberen Nervenfaserschicht
erzielt werden, die Abtragungstiefe lag bei 12 uym, thermische Nekrosen wurden nicht
gesehen. Eine Abtragung oberflachlicher Netzhautschichten mit dem Erbium:YAG-Laser
ist also moglich, eine gezielte Ablation der nur etwa 2-6 ym dicken Membrana limitans
interna konnte in unserer Studie jedoch noch nicht erreicht werden.

Der Erbium:YAG-Laser eignet sich aber fur eine traktionsfreie Durchtrennung der Retina.
Diese wurde in unserer Studie mit einer Energiedosis von 5,0 Joule/cm? erreicht. Er
kdnnte damit die im Rahmen der Makulatranslokationschirurgie notwendige periphere
360°-Retinotomie erleichtern und ggf. beschleunigen, da die Schnittfihrung mit dem
Erbium:YAG-Laser im Vergleich zur mechanischen Durchtrennung mit Schere oder
Okutom besser kontrollierbar ware und die resultierenden Schnittkanten weniger irregular
waren. Weitere mogliche Anwendungsgebiete waren die Abtragung epiretinaler, anteriorer
oder subretinaler Membranen.

Flr eine gezielte Abtragung der Membrana limitans interna scheint, Bezug nehmend auf
die Ergebnisse von Vergleichsstudien, ein gltegeschalteter Erbium:YAG-Laser mit einer
niedrigen Pulsdauer von etwa 90 [98] bzw. 100 ns [84] bis 50 s [39, 48] und einer
Wiederholungsrate von =200 Hertz [9] die besten Voraussetzungen zu liefern. Auch eine
Erhéhung des Faserdurchmessers scheint die Abtragungseffizienz zu steigern [8], unter
Beibehaltung hochstmoglicher Homogenitat und mit Reduktion thermischer Nekrosen.
Die Ablation unter diesen Bedingungen scheint im Vergleich am homogensten und
effizientesten zu sein und das Auftreten von thermische Nekrosen wird reduziert. Weitere
Studien muissen zeigen, ob eine gezielte ILM-Abtragung bei Verwendung dieser
Parameter moglich sein wird.

Ein weiter bestehendes Hauptproblem bei der gezielten Anwendung des Erbium:YAG-
Lasers ist die fehlende genaue intraoperative Visualisierung der erzielten Abtragungstiefe.
Die in unserer Studie eingesetzte Optische Koharenztomographie schafft hier Abhilfe. Sie
ist ein einfach zu handhabendes, nicht-invasives Verfahren zur Darstellung der
Ablationstiefe. Im mittleren und hohen Dosisbereich zeigten unsere Untersuchungen eine

gute Korrelation zwischen Optischer Koharenztomographie und Lichtmikroskopie.
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Die Auflésungskraft unseres Gerates war mit etwa 15 pym jedoch noch zu gering fur eine
Darstellung sehr oberflachlicher Ablationen im Bereich von 2-6 pm.

Neue ultra-hochauflésende OCT-Gerate konnten aufgrund ihrer verbesserten Auflésung
von 2 pm eine ausreichende intraoperative Visualisierung einer Ablation innerer
Netzhautschichten wie der Membrana limitans interna ermoglichen [33, 53, 61, 101].
Versuche zur Abtragung und Inzision von okularem Gewebe kénnten in Zukunft durch den
kombinierten Einsatz von Erbium:YAG-Laser und Optischer Koharenztomographie

vereinfacht und besser kontrollierbar werden.
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