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Spare deine guten Lehren 

Für den eigenen Genuß. 

Kaum auch wirst du wen bekehren, 

Zeigst du, wie man’s machen muß. 

Laß ihn im Galoppe tollen, 

Reite ruhig deinen Trab. 

Ein zu ungestümes Wollen 

Wirft von selbst den Reiter ab. 

(Wilhelm Busch, 1909) 

 



Zusammenfassung 
Seit Anfang der 80er Jahre erweitern Lasersysteme das operative Spektrum im Be-
reich des Bohrens und Schneidens von Geweben. Etablierte Lasersysteme wie 
Er:YAG-Laser und CO2-Laser können jedoch zur thermischen oder photoakustischen 
Schädigung des an den Ablationsort angrenzenden Gewebes führen. Durch die Ent-
wicklung der Femtosekundentechnologie (FST), deren Materialabtrag auf Photodis-
ruption basiert, könnten neue Anwendungsbereiche für die Chirurgie erschlossen 
werden.  
In der vorliegenden Arbeit wurden Effekte auf Gewebe und Zellen durch die Be-
strahlung mit einem gepulsten und verstärkten Titan-Saphir-Laser (Femtosekunden-
Laser) lichtmikroskopisch, rasterelektronenmikroskopisch und toxikologisch unter-
sucht. 
Es konnte gezeigt werden, daß die applizierten Femtosekundenpulse (Pulslänge 
150fs, Pulsenergie 30µJ-100µJ, Repetitionsrate 5kHz) bei Knochengewebe von 
Meerschweinchen keine mikroskopisch nachweisbaren thermischen Schäden erzeu-
gen. Bei Weichgeweben (Nervengewebe, Fettgewebe, Muskelgewebe) von Meer-
schweinchen und Hausschwein konnten keine Karbonisierungs- oder Koagulations-
zonen bei Pulsenergien zwischen 33µJ-130µJ (Pulslänge 150fs, Repetitionsrate 
5kHz) gefunden werden.  
Photoakustische Schäden wurden an Nervengewebe und freipräparierten Kochleae 
von Meerschweinchen untersucht. Bei Pulsenergien von 100µJ (Pulslänge 150fs, 
Repetitionsrate 5kHz) zeigten sich Strukturauflockerungen in den Nervengeweben 
und zwischen Hensenschen Zellen und Phalangenzellen der Kochleae, sowie Sche-
rungen der Zilien der Haarzellen. Bei Pulsenergien von 50µJ und 80µJ konnten der-
artige Schäden nicht erkannt werden. In photoakustisch sensiblen, wabenförmigen 
Bestrahlungsmustern zur Oberflächenvergrößerung zum Ankleben eines Pistons 
wurden die Pulsenergien 50µJ und 80µJ an einem Incus vom Meerschweinchen er-
probt. Die Ergebnisse zeigten, daß eine durchschnittliche Pulsenergie von 50µJ 
(Pulslänge 150fs, Repetitionsrate 5kHz) einen Kompromiß zwischen maximalem 
Abtrag und thermischem, bzw. photoakustischem Schaden darstellt.  
Die Abtragsraten von Geweben (Knochengewebe, Nervengewebe, Muskelgewebe 
und Knorpelgewebe vom Hausschwein) wurden in Abhängigkeit von der eingestrahl-
ten Pulsenergie eines Femtosekunden-Lasers zwischen 30µJ und 160µJ (Pulslänge 
150fs, Repetitionsrate 5kHz) an definierten Semidünnschnitten gemessen. Dabei 
wurde der Wasseranteil der Gewebeproben zwischen physiologischem Gehalt und 
wasserfreien Gewebeproben variiert. Besonders bei der Knochenablation konnte ein 
direkter Einfluß des Gewebefeuchtigkeitsgehalts auf die Abtragsraten ermittelt wer-
den; die Abtragsraten lagen bei physiologischen Wasseranteilen und einer Pulsener-
gie von 80µJ bis 110µJ um den Faktor 100 über denen der wasserfreien Proben. 
Auf zellulärer Ebene konnten an humanen Fibroblasten energiedosisabhängige zyto- 
und gentoxische Strahlungseffekte beim Femtosekunden-Laser zwischen 0,77J/cm² 
und 7,75J/cm² (Nachweisgrenze für den Kometen-Assay) gemessen werden. Durch 
den Einsatz des Radikalfängers DMSO wurde indirekt die Beteiligung von Hy-
droxylradikalen an den DNA-Schäden nachgewiesen. 
Zusammenfassend stellt der Femtosekunden-Laser gegenüber Er:YAG- und CO2-
Laser, im Hinblick auf die thermischen und photoakustischen Schäden, eine Verbes-
serung der bisherigen Laser-OP-Methoden (Bohren und Schneiden) dar. Die bei allen 
Pulsenergien des Femtosekunden-Lasers entstehenden strahlungsinduzierten DNA-
Schäden könnten jedoch ein Risiko für die klinische Anwendung darstellen. 
 
Schlagworte: Femtosekunden-Laser, Chirurgie, Toxizität  
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Abstract 
Ever since the early 1980s, various laser systems have been implemented in 
numerous operative spectrums dealing primarily with the drilling and slicing of 
tissue. Experimentally established laser systems such as the Er:YAG laser and the 
CO2 laser have been known to thermally or photoacoustically damage tissue at the 
sight of ablation. Due to the development of femtosecond technology (FST), in 
which material ablation is based upon photodisruption, it may soon be possible to 
employ this technology for newly developed surgical procedures. 
The results established in the present thesis were gathered by studying the effects of 
treated tissue and cell samples, which were irradiated with a pulsed and intensified 
Ti:sapphire laser (femtosecond laser). The samples were examined using 
toxicological screening methods as well as both light and electron microscopy. 
It could be demonstrated microscopically that the applied femtosecond pulses (pulse 
length 150fs, pulse energy 30µJ-100µJ, repetition rate 5kHz) did not generate any 
thermal damage upon application (guinea pig bone samples). Carbonisation and 
coagulation zones were also absent upon applying pulse energies between 33µJ-
130µJ (pulse length 150fs, repetition rate 5kHz) to soft tissue samples (nerve, fat, 
muscle) of guinea and domestic pigs. 
In addition, photoacoustic damage of nerve tissue and freely dissected cochleae 
belonging to the guinea pigs were examined as well. Structural instability was seen 
in the nerve tissue between the Hensen’s cells and the phalangeal cells of the cochlea 
upon using a pulse energy of 100µJ (pulse length 150fs, repetition rate 5kHz). 
Tearing of the hair cells was also noted upon applying the given pulse energy. These 
injuries could not be detected upon using pulse energies between 50µJ and 80µJ. In 
order to experimentally attach a piston to the incus of a guinea pig, photoacoustic 
sensitive comb-like irradiation patterns (50µJ and 80µJ) were produced for the 
purpose of surface area enlargement. The results demonstrated that an average pulse 
energy of 50µJ (pulse length 150fs, repetition rate 5kHz) represents a compromise 
between maximal ablation and thermal/photoacoustic damage. 
The tissue (bone, nerve, muscle and cartilage) ablation rates were measured using a 
femtosecond laser pulse energy between 30µJ and 160µJ (pulse length 150fs, 
repetition rate 5kHz) and compared to defined semithin section standards. In addition 
the water content of the tissue samples was varied in the experiments ranging 
between a physiological and completely dehydrated level. The direct influence that 
tissue hydration levels have on ablation rates could especially be established in the 
bone ablation samples; the ablation rates of the samples containing a physiological 
water content were 100 times that of the dehydrated samples upon being irradiated 
with a pulse energy of 80µJ-110µJ. 
On a cellular level, energy dose dependent cyto- and genotoxic radiation effects of 
the femtosecond laser were measured between 0.77J/cm2 and 7.75J/cm2 (detectable 
threshold for the comet assay) using human fibroblasts. By implementing the free 
radical binder DMSO, the participation of hydroxyl radicals in DNA damage could 
indirectly be proven. 
In summary, it can be stated that when compared to the Er:YAG laser and CO2 laser, 
in relation to thermal and photoacoustic damage, the femtosecond laser provides an 
improvement to the previous operative laser methods (drilling and slicing). Risks 
could however be involved when considering clinical application of the femtosecond 
laser. These were demonstrated by the radiation induced DNA damage that occurred 
regardless of the utilized pulse energy.     
 
Key words: femtosecond laser, surgery, toxicity 
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Jörg Bornemann                                                                                         1. Einleitung 

1.  Einleitung 
Der Einsatz von Lasern in der Medizin eröffnet seit mehr als 20 Jahren verfeinerte 

Techniken der minimal-invasiven Therapie. In der Mikrochirurgie sind durch das 

"optische Skalpell" viele neuartige Operationen erst möglich geworden. Verände-

rungen einzelner Behandlungskonzepte haben sich bereits in den letzten Jahren fest 

etabliert. Problematisch ist jedoch weiterhin die thermische Schädigung des angren-

zenden Gewebes, die differenzierte intraoperative Entfernung von Gewebe und die 

unterschiedliche und somit nicht genau vorhersehbare Laserwirkung an den ver-

schiedenen Gewebearten. 

Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, welche Effekte an Geweben durch 

die Bestrahlung mit einem gepulsten und verstärkten Titan-Saphir-Laser auftreten. 

Dazu werden licht- und rasterelektronenmikroskopische Präparate angefertigt. 

Neben den Rahmenparametern Temperatur- und Druckentwicklung sollen Abtragsra-

ten für verschiedene Gewebe ermittelt werden. 

Aufgrund der ionisierenden Wirkung der ultrakurzen Laserpulse soll weiterhin unter-

sucht werden, ob es zu einer Bildung von Radikalen kommt und ob diese die Kern-

DNA von Zellen schädigen. In Zellkulturversuchen sollen mögliche gen- und zyto-

toxische Effekte aufgezeigt werden. 

Die Arbeiten wurden in den Forschungslaboren der Klinik für Hals-Nasen-Ohren-

Heilkunde an der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) und im Laserzentrum 

Hannover (LZH) durchgeführt. 

 

In Kapitel 1 werden die Grundlagen der Lasertechnologie, das Wirkungsprinzip und 

die Entwicklung der Festkörperlaser bis zur Femtosekundentechnologie (FST) be-

handelt. Neben einer exemplarischen Übersicht auf die zur Zeit praktizierten An-

wendungsbereiche der FST in Industrie und „Life Sciences“ wird auf Laser-Gewebe-

Wechselwirkungen in Abhängigkeit von Laserintensität und Wirkungsdauer einge-

gangen. Dabei werden strahlungsinduzierte genetische Veränderungen, deren Repa-

ratur und die möglichen Folgen auf zellulärer Ebene betrachtet. Ein Überblick der 

bisher durchgeführten Untersuchungen auf die DNA-schädigende Wirkung bei La-

sersystemen mit unterschiedlichen Wellenlängen bildet den Abschluß des ersten Ka-

pitels. 
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Das zweite Kapitel behandelt den Aufbau und das Funktionsprinzip des verwendeten 

Titan-Saphir-Lasers. Das Resonator-/Oszillatorsystem zur Erzeugung ultrakurzer 

Pulse und das Ultrakurzpuls-Verstärker-System werden beschrieben. Es folgt eine 

kurze Auflistung der verwendeten Zellinien und Gewebe, deren versuchsbezogene 

Aufarbeitung im nachfolgenden Methodenteil beschrieben wird. Dort werden auch 

die einzelnen Meßverfahren (thermisch, photoakustisch, gewebespezifischer Abtrag, 

toxikologisch) erklärt. 

Im dritten Kapitel werden die Ergebnisse zu den Messungen in Form von Tabellen, 

graphischen Abbildungen und mikroskopischen Aufnahmen dargestellt.  

In Kapitel 4 werden die Ergebnisse kritisch diskutiert. Es werden Stärken und 

Schwächen der Versuchsaufbauten und -durchführungen herausgestellt und Vor-

schläge zu weiterführenden Messungen benannt. 

Das fünfte Kapitel beinhaltet die nach Erstautor in alphabetischer Reinfolge sortierte 

Auflistung der für diese Arbeit verwendeten Literatur. 

Im Anhang befinden sich Auflistungen der Chemikalien, die Zusammensetzungen 

von Puffer und Lösungen sowie die verwendeten Geräte und Software. 

 

1.1 Grundlagen der Lasertechnologie 

Wirkungsprinzip Laser 

Der Begriff  LASER (Light amplification by stimulated emission of radiation) steht 

für eine artifizielle Emission von Photonen mit gleicher Energie und gleicher Rich-

tung. Außerdem sind die Photonen zueinander in Phase, ihre Maxima und Minima 

der  transversalen Wellenbewegung sind zeitgleich (kohärent).  

Nach dem Bohrschen Atommodell, bei dem Elektronen auf Bahnen mit einem be-

stimmten Radius und bestimmter Energie um den Atomkern kreisen, steigt das Ener-

gieniveau eines Elektrons mit zunehmender Entfernung vom Kern. Wird elektro-

magnetische Strahlung mit ausreichender Energie von einem Atom absorbiert, so 

können die Elektronen auf eine Bahn mit größerem Radius übergehen (das Atom 

wird angeregt). Die gleiche Energie wird wieder in Form von Strahlung emittiert, 

wenn die Elektronen auf ihre Ausgangsbahnen zurückkehren (Quantensprung). Trifft 

ein Photon mit ausreichender Energie auf ein Atom im bereits angeregten Zustand, 

so geht das Elektron nicht auf eine weitere Bahn über, sondern kehrt auf eine ener-

giearme Bahn zurück und gibt seine Energie in Form eines weiteren Photons ab, des-
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sen Energie gleich der des stimulierenden Photons ist. Die Intensität des Lichts ist 

verstärkt (Abb. 1).  

 

 

 

 

 

 
Abb. 1: Stimulierte Emission durch ein Photon gleicher Energie (E=h⋅f; h=Plancksches Wirkungs-
quantum, f=Frequenz der elektromagnetischen Strahlung; aus Gonsior, 1984). 
 

Das Prinzip der stimulierten Photonenemission wurde von Albert Einstein postuliert 

(Einstein, 1917) und bildet die theoretische Grundlage der Lasertechnologie. Als 

Medium für Atome dienen bei Festkörperlasern meistens Kristalle mit Metallantei-

len, die viele dicht in einem Valenzband liegende Anregungsenergien aufweisen und 

durch Lichtenergie auf ein höheres Energieniveau gebracht werden (optisches Pum-

pen). Dabei liegt der effektive Wirkungsgrad vieler Laser (zum Beispiel Ar+-Laser), 

definiert als Quotient zwischen abgegebener Strahlungsleistung und aufgewendeter 

elektrischer Leistung, meist unter 0,1% (Kneubühl & Sigrist, 1999). Bei der Betrach-

tung des differentiellen Wirkungsgrades, definiert als Quotient von Laserausgangs-

leistung zu Pumpstromleistung, erreichen Dioden-Laser etwa 50% (Kneubühl &  

Sigrist, 1999). 

 

Entwicklung der Festkörperlaser 

Die Realisierung des ersten Lasers gelang Maiman in der Mitte des 20. Jahrhunderts 

(Maiman, 1960). Es handelte sich dabei um einen Rubin-Laser (Cr³+:Al2O3) mit einer 

Ausgangsleistung von etwa einem Watt. Bereits im folgenden Jahr wurde die Idee 

der aktiven Güteschaltung (engl.: Q-switch) entwickelt (Hellwarth, 1961), mit deren 

Hilfe der zu verstärkende Lichtstrahl erst dann am Kristall ankommt, wenn die Elek-

tronen ihre maximal mögliche Anregung besitzen. Die nach diesem Prinzip kon-

struierten Laser werden auch als Riesenpulslaser bezeichnet. 

In Form einer rotierenden Blende kam die aktive Güteschaltung ein Jahr später zum 

Einsatz (Collins & Kisliuk, 1962). Die so erreichbaren Laserpulsdauern liegen bei 50 

– 100ns mit Spitzenleistungen im Megawatt-Bereich (Kneubühl & Sigrist, 1999).  
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Um eine noch kürzere Pulsdauer und höhere Spitzenleistungen zu bekommen, be-

durfte es einer weiteren Technik: der Modenkopplung oder Modensynchronisation 

(engl.: mode-locking). Als Moden werden die elektromagnetischen Eigenschwin-

gungen in einem Hohlraum (hier: im Laser-Resonator) bezeichnet, unter Kopplung 

versteht man die Einstellung einer festen Phasendifferenz/-beziehung (Voraus-

setzung: zwischen die Spiegel des Resonators dürfen nur ganzzahlige Vielfache der 

Wellenlängen passen). Als Resultat der Phasenkopplung interferieren die Moden im 

Resonator konstruktiv und die Laserstrahlung wird in Form kurzer Pulse emittiert 

(Beschreibung Modenkopplung siehe Kap. 2.1.1.2). 

Daraus folgt, daß die Pulse umso kürzer werden, je größer die Modenanzahl mit Pha-

sendifferenz wird. Limitierend wirkt dabei das Lasermedium, das nur eine begrenzte 

spektrale Linienbreite zur Anregung toleriert. So können Gaslaser keine Pulsdauern 

unter ca. 0,1ns erzeugen, während bei Festkörperlaser mit den entsprechend großen 

Linienbreiten Pulsdauern im fs-Bereich (Kneubühl & Sigrist, 1999) möglich sind. 

Die ersten aktiven Modenkopplungen konnten von Hargrove, Fork und Pollack 

(1964) und Harris und Targ (1964) demonstriert werden. Aktiv bedeutet, daß durch 

einen extern gesteuerten Modulator die optische Wellenlänge im Resonator so ver-

ändert wird, daß es zur einer Modenmodulation kommt. 

Passive Modenkopplung in einem Rubin-Laser gelang Mocker und Collins (1965) 

mit Hilfe eines sättigbaren Absorbers. Ein sättigbarer Absorber (zum Beispiel ein 

Kristall, der bei der Laserwellenlänge absorbiert) wird als passiver Schalter einge-

setzt, bei dem der Schaltzeitpunkt nicht von außen vorgegeben, sondern durch die 

Strahlungsintensität selbst bestimmt wird. Ein derartiges Schaltelement stellt die ein-

fachste Methode für die Güteschaltung (engl.: Q-switch) dar (Koechner, 1996). Pulse 

im ps-Bereich durch passive Modenkopplung erzielten DeMaria, Stetser und Heynau 

(1966) bei einem Nd-Glas-Laser. 

Obwohl es bei Farbstoff-Lasern bereits 1974 gelang, Pulse unter einer Pikosekunde 

zu erzeugen (Shank & Ippen, 1974), dauerte die Entwicklung bei Festkörper-Lasern 

an. Erst die Kombination aus dem 1982 entwickelten Ti:Saphir-Laser (Moulton, 

1982) und der Chirped-Pulse-Verstärkung (engl.: chirped-pulse-amplification, CPA; 

Strickland & Mourou, 1985) ergab ultrakurze Pulse (τ < 1ps) mit einer Pulsenergie, 

die eine Materialbearbeitung ermöglichten. 

Die Technik der CPA erlaubt eine Verstärkung um den Faktor 10000 oder mehr 

(Bloembergen, 1999). Sie beruht auf einer zeitlichen Dehnung der vom Femtosekun-
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den-Oszillator erzeugten Pulse mittels optischer Gitter, die nach Verstärkung an ei-

nem weiteren Gitter wieder komprimiert werden (Beschreibung CPA siehe Kap. 

2.1.1.3). 

Die kürzesten Pulsdauern betragen für Festkörper-Laser etwa 6,5fs bei ca. 800nm 

Wellenlänge (Jung et al., 1997; Keller et al., 1996). Dabei handelt es sich um einen 

Ti:Saphir-Laser, welcher mit einer Kerr-Linsen-Modenkopplung (KLM; engl.: Kerr-

lens modelocking; siehe Kap. 2.1.1.2) ausgerüstet ist. Die allerkürzesten erzeugten 

Laserpulse mit einer Dauer von 4,5fs wurden durch die Kompression von 20fs-

Pulsen eines Ti:Saphir-Lasers in einer gasgefüllten hohlen Silikatfaser erzeugt     

(Nisoli et al., 1997). 

Die Pulsspitzenleistung reicht bei Hochleistungsgeräten von Tera- bis zu Petawatt 

(Perry & Mourou, 1994; Mourou et al., 1998). 

 

Anwendungsbereiche der Femtosekundentechnologie 

Die Anwendungsbereiche der Femtosekundentechnologie (FST) sind vielfältig; sie 

reichen von der industriellen Nutzung bis zum Einsatz in Kliniken und den soge-

nannten „Life Sciences“. 

 

Industrielle Fertigungstechniken und –verfahren 

• Herstellung und Bearbeitung von technischen Oberflächen zur Erstellung von 

Mikro- und Nanotexturen (zum Beispiel in der Autoindustrie und im Flug-

zeugbau; Kulik, 2003) 

• Produktion von Leiterbahnen nach dem Maskenabbildungsverfahren (Kulik, 

2003) 

• Kristallisationsverfahren zur Produktion von LCD Displays (Pippert, 2003) 

• Bow Tie Scanning (BTS; Anwendung bei der Solarzellenproduktion; Booth, 

2003) 

• Synchronised Image Scanning (SIS; Anwendung bei der Produktion von Tin-

tenstrahldruckerdüsen; Booth, 2003). 

 

Einsatz in Klinik und „Life Sciences“ 

In der Ophthalmologie eröffnet die Femtosekundentechnologie die Möglichkeit der 

Hornhautkorrektur (Kurtz et al., 1998) ohne den Einsatz von mechanischen Schnei-

dewerkzeugen (Mikrokeratomen), welche als fs-LASIK (engl.: Laser in situ kerato-
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mileusis; Abb. 2) bezeichnet wird. Histologische Untersuchungen zeigen den scho-

nenden und sehr präzisen Gewebeabtrag mittels ultrakurzer Laserpulse                 

(Lubatschowski et al., 2000; Heisterkamp et al., 2001, Heisterkamp, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 2: Hornhautkorrektur mittels fs-LASIK (aus Hopkins & Sibbett, 2000). 
 

Im Bereich der Zahnmedizin sind minimal-invasive Behandlungen von Karies von 

zunehmender Bedeutung: Wie Untersuchungen zeigen, können bei den etablierten 

Verfahren wie Mikrobohrer (Xu et al., 1997) und Er:YAG-Laser (Frentzen und 

Hamrol, 2000) durch mechanische und thermische Belastungen Mikrorisse im Zahn-

schmelz entstehen. Diese Risse stellen mögliche Bereiche neuer Kariesbildung dar. 

Die FST ermöglicht hier durch ihre Arbeitsweise eine schonende Materialbearbei-

tung: Mikrorisse und Schmelzzonen konnten nicht nachgewiesen werden             

(Lubatschowski et al., 2003). 

Für Anwendungen in der Mittelohrchirurgie, zum Beispiel der Stapedektomie (Shea, 

1958), konnten sehr exakte Kavitäten (Präzision in lateraler Richtung im Mikrome-

terbereich) in humanen Ossikeln erzeugt werden. Thermische Wechselwirkungen 

wurden nicht gefunden (Schwab et al., 2004). 

Eine weitere mögliche Anwendung der FST findet sich im Bereich kardiovaskulärer 

Erkrankungen: Bei Atherosklerose (Verengung von Blutgefäßen durch Ablagerun-

gen) besteht durch reduzierten Blutdurchfluß die Gefahr von Herzinfarkt oder 

Schlaganfall. Etablierte Techniken wie Bypass oder Ballon-Angioplastie sollen eine 

weitere Blutversorgung sicherstellen. Mittels Lasertechnik soll nun in einem neuen 

Verfahren (ELAN; engl.: Extraluminal laser angioplasty) versucht werden, Oberflä-

chengewebe im Bereich des Gefäßverschlusses zu entfernen. Durch den Blutdruck 

führt die Reduzierung der Gefäßwanddicke zu einer Weitung der Ader, der Blutfluß 

erhöht sich (Lubatschowski et al., 2003). 
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In den „Life Sciences“ findet die FST weniger Anwendung im Entfernen von Mate-

rial, als vielmehr in der Verfeinerung von Meß- und Darstellungsverfahren. Als „Op-

tische Pinzette“ (engl.: laser tweezers, optical traps) wird sie für Mikromanipulatio-

nen an Zellen und zur Zellsortierung benutzt (König, 2000). Im Bereich der bildge-

benden Verfahren findet sie Anwendung als Strahlenquelle für Fluoreszenzdarstel-

lungen bei Multiphotonen-Laser-Scanning-Mikroskopen (König, 2000). 

 

1.2 Laser-Gewebe-Wechselwirkungen 

Prozeßbereiche 

Betrachtet man die Laser-Gewebe-Wechselwirkungen in Abhängigkeit von Intensität 

und Wechselwirkungsdauer der Strahlung, so lassen sich fünf verschiedene Prozeß-

bereiche einteilen (Abb. 3). 
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Abb. 3: Prozeßbereiche der Laser-Gewebe-Wechselwirkungen in Abhängigkeit von Laserintensität 
und Wirkungsdauer (nach Lubatschowski, 1994 und Boulnois, 1986). 
 

Photochemie 

Bei niedrigen Laserintensitäten und langer Einstrahlungsdauer steht die sogenannte 

Photochemie im Vordergrund. Reaktionen auf makromolekularer Ebene finden satt: 

Ein Beispiel ist die Photodynamische Therapie (PDT), bei der durch den strahlungs-

bedingten Zerfall von zuvor eingebrachten Farbstoffmolekülen (Photosensitizer) 

Tumoren durch toxische Reaktionen bekämpft werden. Bereits zu Beginn des 20. 

Jahrhunderts wurden die ersten Photosensitizer erprobt (Tappeiner & Jesionek, 
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1903). Ein weiteres Gebiet ist die Biostimulation von Stoffwechselprozessen: So 

kann zum Beispiel durch Übertragung der Photonenenergie auf die Redox-Zentren 

der Enzymkomplexe der Atmungskette die ATP-Synthese an der Mitochondrien-

membran gesteigert werden (Karu, 1989a; Karu, 1989b). 

 

Vaporisation und Koagulation 

Erhöht sich die Laserintensität (von 1W/cm² bis 1KW/cm²), und die Einstrahlungs-

dauer liegt im Bereich von Millisekunden bis zu einigen Sekunden, so werden ther-

mische Effekte sichtbar: Koagulation (Gerinnung) und, bei höheren Intensitäten, Va-

porisation (Verdampfung). Neben einer Temperaturabhängigkeit besteht bei Laser-

Gewebe-Wechselwirkungen auch eine zeitliche Abhängigkeit, die mathematisch 

durch die Arrhenius-Gleichung beschrieben wird. 

In der Medizin kommen Laser mit thermischem Wirkungsbereich (zum Beispiel 

CO2-Laser) beim gewünschten Gewebeschnitt ohne Einblutung zum Einsatz: Durch-

trennte Blutgefäße werden durch Koagulation sofort wieder verschlossen. 

 

Photoablation 

Bei der Photoablation (Srinivasan & Mayne-Banton, 1982) steht nicht ein bestimmter 

Wechselwirkungsmechanismus im Vordergrund, vielmehr steht der Begriff für einen 

extrem schonenden und präzisen Abtrag, wobei der zugrundeliegende Mechanismus 

bei unterschiedlichen Strahlungsquellen differieren kann. Bei der Photoablation 

durch UV-Strahlung (Excimer-Laser) werden direkt Molekülbindungen gespalten 

(Photolyse), während bei Strahlungen im Nah-Infrarotbereich (Nd:YAG-Laser) das 

im Gewebe befindliche Wasser zur Verdampfung gebracht wird. Die Definition des 

Begriffes Ablation vollzieht sich daher über die Phänomenologie des erzielten Er-

gebnisses und die dafür benötigten Laserparameter (Lubatschowski, 1994). Die 

Wechselwirkungszeiten zum Erreichen der Photoablation liegen im Nano- bis Mikro-

sekunden-Bereich verbunden mit Laserintensitäten von 106 – 108W/cm². 

Um große thermische Schädigungszonen in benachbarten Geweben zu verhindern, 

sollte die Dauer des Laserpulses kürzer als die thermische Relaxationszeit sein     

(Lubatschowski, 1994). Die thermische Relaxationszeit eines bestrahlten Körpers 

gibt an, wie schnell eine lokal absorbierte Energiedosis in benachbarte Bereiche un-

ter Abkühlung abgegeben wird. Energie, die innerhalb der thermischen Relaxations-

zeit einem Körper zugeführt wird, bleibt auf diesen konzentriert und entfaltet nur 
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eine geringe Wirkung auf angrenzende Bereiche. Daraus ergibt sich eine Pulsdauer, 

je nach Gewebe, von etwa 1µs bis 100µs.  

Ein weiterer möglicher thermischer Effekt ist die Ausbildung von Kavitationsblasen 

in wässerigen Medien. Da Weichgewebe meistens aus über 70% Wasser bestehen 

(Duck, 1990), kann folgender Effekt eintreten: Durch den Temperaturanstieg um den 

Fokus herum dehnt sich das Gewebe aus und reißt. Es entsteht ein wasserdampfge-

füllter Hohlraum, eine Kavitationsblase. Die Größe dieser Blasen kann bis zu einigen 

Millimetern betragen und die angestrebte Präzision beim Abtrag verhindern        

(Lubatschowski, 1994). Besonders in der Nähe von Grenzflächen biologischer Ge-

webe kann der Effekt der Kavitation durch die sogenannte Jetbildung noch zu einer 

verstärkten Gewebeschädigung führen (Vogel et al., 1996).  

Kavitation ist jedoch nicht nur auf den Bereich der Photoablation beschränkt, sie 

kann auch bei der Photodisruption auftreten. 

Alle bisher angesprochenen Laser-Gewebe-Wechselwirkungen (Photochemie, Koa-

gulation, Vaporisation, Photoablation) basieren auf linearer Absorption, das heißt die 

Absorptionseigenschaften des Materials und die eingetragene Energie bestimmen 

den Ort der strahlungsinduzierten Effekte. 

 

Photodisruption  

Bei der Photodisruption (ab einer Laserintensität von 1GW/cm² und Wechselwir-

kungszeiten im ns-Bereich oder kürzer) dominiert nicht-lineare Absorption den Ab-

trag, während die lineare Absorption im Pikosekunden- und Femtosekundenbereich 

eine vernachlässigbare Rolle spielt (Heisterkamp, 2002). Das bedeutet, daß ein Ef-

fekt fast nur noch von der eingetragenen Energie abhängig ist, Absorptionseigen-

schaften von Materialien verlieren ihren Einfluß. Daraus resultiert, daß sich fast alle 

Materialien bearbeiten lassen. 

Die gleichzeitige Absorption mehrerer Photonen durch ein Atom oder Molekül führt 

zu einer Energiesummation, die die zur Ionisation notwendige Energie überschreitet 

und zur Plasmazündung führt (Multi-Photonen-Ionisation (MPI); Stuart et al., 1995). 

Die Temperaturentwicklung im Plasma kann bis zu 15000°C betragen (Birngruber et 

al., 1977), jedoch wird diese Energie innerhalb einiger Pikosekunden an die Ionen 

und Atome abgegeben (Nolte, 1999). 

Ein additiver Effekt zur Multi-Photonen-Ionisation ist die Kaskaden-Ionisation. Sind 

bereits freie Elektronen vorhanden (zum Beispiel durch MPI oder lineare Absorpti-
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on), so können diese freien Elektronen (engl.: lucky electrons, seed-electrons) durch 

die Strahlung beschleunigt werden und mit anderen Atomen kollidieren. Eine Ionisa-

tion dieser Atome ist die Folge, wobei pro Atom ein weiteres Elektron freigesetzt 

wird. Eine Kaskade der Ionisation läuft ab.  

Bei einem 100fs-Puls greift zu Pulsbeginn die Multi-Photonen-Ionisation und führt 

über die Pulslaufzeit zur Kaskaden-Ionisation. Am Ende des Pulses sind etwa 99% 

aller freien Elektronen durch Kaskaden-Ionisation erzeugt worden. Erst ab Pulsdau-

ern von weniger als 40fs wird die MPI der dominante Effekt zur Plasmabildung 

(Feng et al., 1997). 

Die Plasmabildung wird als laser-induzierter optischer Durchbruch (LIB; engl.: laser 

induced breakdown) bezeichnet und erlaubt über explosionsartige Verdampfung 

(Photodisruption) einen Materialabtrag. Im Falle langer Pulse (τ > 10ps) absorbiert 

das entstandene Plasma teilweise die Laserstrahlung (Nolte, 1999). Bedingt durch 

diese Plasmaabschirmung (engl.: plasma-shielding) bewirkt nicht die gesamte Puls-

energie einen Materialabtrag, sondern sie induziert vielmehr thermische Schädi-

gungszonen im Randbereich des Fokus. Im Gegensatz dazu kann dieser Effekt bei 

ultrakurzen Pulsen in der Form nicht auftreten, da sich, wenn der Puls endet, das 

Plasma noch nicht voll entwickelt hat (Nolte, 1999). 

Die Bildung von Kavitationsblasen (wasserdampfgefüllte Hohlräume) kann auch bei 

der Photodisruption eintreten. Da jedoch die Größe der Kavitationsblase in Abhän-

gigkeit zur eingebrachten Energie steht, und bei ultrakurzen Pulsen für einen opti-

schen Durchbruch deutlich geringere Energien notwendig sind, ist die Blasengröße 

bei Femtosekunden-Lasern stark reduziert. Bei Pulsen im Nanosekundenbereich 

(10J/cm² bis 100J/cm²) wurden Blasendurchmesser von 700µm bis 2500µm gemes-

sen (Vogel et al., 1993), bei Pulsen im Femtosekundenbereich (1J/cm² bis 3J/cm²) 

Blasendurchmesser von weniger als 80µm (Heisterkamp, 2002). Damit ist bei der 

Photodisruption, gegenüber der Photoablation, eine deutlich höhere Präzision bei der 

Gewebebearbeitung möglich. 

 

Mutationen durch ionisierende Strahlung 

Schon seit den 20er Jahren ist bekannt, daß ionisierende Strahlen in der Lage sind, 

Mutationen auszulösen (Muller, 1925; Muller, 1927). Im medizinischen Zusammen-

hang ist diese Tatsache bedeutsam, weil sie, wenn Mutationen in der Keimbahn auf-

treten, zu Folgen für die Nachkommenschaft führen und auf somatischer Ebene Aus-
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gang für Tumorentstehung sein können. Strahleninduzierte Mutationen sind grund-

sätzlich ungerichtet, das heißt ihre Lokalisation innerhalb des Genoms folgt aus-

schließlich statistischen Gesetzen (Jaschke et al., 2001).  

Man unterscheidet Genom- und Chromosomenmutationen von sogenannten intrage-

nischen Gen- oder Punktmutationen: Unter Genommutationen versteht man Verän-

derungen des gesamten Genoms, zum Beispiel eine Vervielfachung der Zahl der 

Chromosomen (bei Trisomien). Bei der Chromosomenmutation liegen Veränderun-

gen in der Form und der Struktur von Chromosomen vor (Translokation, Deletion, 

Insertion und Inversion; Knippers et al., 1990), während bei Gen- oder Punktmuta-

tionen es zu Variationen auf Ebene der organischen Basen kommt. 

 

Chromosomenmutation 

Ionisierende Strahlen führen in der Regel nicht zu numerischen Chromosomenaber-

rationen, das heißt zu Abweichungen in der Chromosomenzahl, wohl aber zu Verän-

derungen ihrer Struktur (Chromosomenmutationen). Bei einem Doppelstrangbruch 

(DSB; engl.: double strand break) kann zum Beispiel ein azentrisches (das heißt zen-

tromerloses) Fragment abgetrennt werden. Durch anschließende Zellteilungen kann 

das Fragment verlorengehen, was in den meisten Fällen zum Zelltod führt. Von grö-

ßerer Bedeutung sind Veränderungen, an denen zwei latente Brüche beteiligt sind: 

Dazu gehören Inversion (Verdrehung eines Chromosomenabschnitts um 180°) und 

Translokation (Verlagerung eines Chromosomenstücks von seinem ursprünglichen 

Ort auf ein anderes Chromosom oder an eine andere Stelle des gleichen Chromo-

soms), bei denen kein genetisches Material verlorengeht, sondern nur umgelagert 

wird (Abb. 4).  
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Abb. 4: Chromosomen-Strukturveränderungen als Folge von Bestrahlungen. Die Dreiecke kennzeich-
nen Orte mit Doppelstrangbrüchen (aus Knippers, 1990). 
 

Mit Veränderungen in der Chromosomenstruktur können schwerwiegende genetische 

Effekte verbunden sein, da es dabei zur Expression normalerweise supprimierter Ge-

ne und unter Umständen zur neoplastischen Transformation kommen kann. Das be-

kannteste Beispiel ist das sogenannte „Philadelphia-Chromosom“ aus einer Translo-

kation zwischen den Chromosomen 9 und 22, das bei Leukämie gefunden wird. 

 

Gen- oder Punktmutation 

Intragenische Punktmutationen entstehen durch Veränderungen in der Basenfolge 

(Purine: Adenin (A), Guanin (G); Pyrimidine: Cytosin (C), Thymin (T)): Durch De-

letion oder Insertion einer Base kann das für eine bestimmte Aminosäure kodierende 

Basentriplett innerhalb eines Exons so verändert werden, daß es für eine andere   

Aminosäure kodiert (Leseraster-Wechsel; engl.: frame-shift). Diese Falschinforma-

tion wird dann durch mRNA zur Proteinsynthese weitergegeben. 

Bei einem Nucleotidaustausch (Transition: AT GC; Transversion: Purin Pyrimi-

din) kommt es ebenfalls zu einem anderen Basentriplett. Dabei muß es aber nicht 

zwangsläufig zu einer Veränderung des Gen-Produktes führen: Er kann folgenlos 

bleiben, wenn ein Codon in ein synonymes Codon mutiert. Die Aminosäureabfolge 

im Protein bleibt dann unverändert. Wird jedoch für eine andere Aminosäure kodiert 

(„missense“ Mutation), so können die Folgen sehr unterschiedlich sein, je nach Art 

der ausgetauschten Aminosäure (sauer, basisch, neutral) und deren Lage im Protein 

(aktives Zentrum, terminale Bereiche). Unter Umständen kann es auch zur Bildung 
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von Stop-Codons kommen („nonsense“ Mutation), die dann den vorzeitigen Protein-

syntheseabbruch bewirken. Diese Peptidfragmente bedeuten in der Regel den Funk-

tionsverlust des Proteins. 

 

Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS; engl.: reactive oxygen species) 

Mutationen, DNA-Schäden allgemein und Membranschäden können bei ionisieren-

der Strahlung direkt und indirekt erfolgen. Trifft die Strahlung unmittelbar auf ein 

Makromolekül, so können direkt Elektronen des Moleküls freigesetzt werden. Freie 

Elektronen können direkt zu Einzelstrang- und Doppelstrangbrüchen in der DNA 

führen (Boudaiffa et al., 2000). Treffen die Photonen zuerst auf Moleküle des Zell-

inneren, gewöhnlich Wasser-Moleküle, so werden erst deren Elektronen freisetzt, die 

ihrerseits dann auf andere Moleküle einwirken (Abb. 5). Es entsteht ein indirekter 

Strahlungsschaden. 

 

 
A 

 

 B
 

 
C 

 
D 

 

 
Abb. 5: Strahlenschäden an der DNA. Ionisierende Strahlung setzt Elektronen frei oder führt bei Was-
sermolekülen zur Bildung von Hydroxylradikalen. A) Kovalente Verknüpfung zwischen gegenüber-
liegenden Nucleotiden (engl.: cross links); B) Doppelstrangbruch (DSB); C) Einzelstrangbruch (SSB); 
D) Zerstörung oder Strukturveränderungen von DNA-Basen (aus Ward, 1988). 
 

Da Zellen zu ca. 70% aus Wasser bestehen (Duck, 1990), sind strahleninduzierte 

Veränderungen dieses Moleküls von besonderer Bedeutung: Bei Ionisationen, die zur 

Ablösung von Elektronen führen, kann es zu einer homolytischen Spaltung in die 

neutralen Radikalbruchstücke H• und OH• (Hydroxylradikal) kommen (Sonntag, 

1989). Diese Radikale dürfen nicht mit den bei der normalen Dissoziation auftreten-

den H+- und OH--Ionen verwechselt werden. Aufgrund ihrer Elektronenkonfiguration 
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sind Radikale, besonders das Hydroxylradikal, außerordentlich aggressiv und reagie-

ren äußerst schnell mit Molekülen in ihrer Umgebung (Reaktionszeit Hydroxylradi-

kal: ~10-9 Sekunden; Timberlake et al., 1997).  

DNA-Schäden oder -Veränderungen innerhalb einer Zelle entstehen aber nicht nur 

durch extrazelluläre Einflüsse wie Strahlung oder chemische Substanzen (oder deren 

Kombinationswirkungen), sondern teilweise auch bei intrazellulären Reaktionsabläu-

fen, zum Beispiel bei der mitochondrialen Atmungskette (Adenosintriphosphat-

bildung). Molekularer Sauerstoff dient dabei als terminaler Akzeptor und wird zu 

Wasser reduziert. Bei der durch die Cytochrom-Reduktase katalysierten Elektronen-

übertragung kann es allerdings zu Fehlern kommen, die eine Bildung von reduzierten 

Sauerstofformen zur Folge haben können (Joenje, 1989; Turrens et al., 1991). Diese 

Formen werden als reaktive Sauerstoffspezies (ROS; engl.: reactive oxygen species) 

bezeichnet (Williams, 1995). Zu den ROS gehören verschiedene Sauerstofformen, 

die sich folgendermaßen einteilen lassen: 

• radikalische Formen: Hydroxylradikal (OH•), Superoxidradikalanion (O2
•-), 

RO• allgemein (zum Beispiel Stickstoffmonoxidradikal (NO•)), etc. 

• nicht radikalische Formen: Wasserstoffperoxid (H2O2), Ozon (O3), Singulett-

Sauerstoff (1O2), etc. 

Bei der Immunantwort kommt es ebenfalls zur Bildung von O2
•- durch Makropha-

gen, neutrophile Granulozyten und Mikroglia im ZNS. Das Superoxidradikalanion 

dient dabei unter anderem der Bakterienabwehr (Curnette & Babior, 1987). Doch 

auch in immunpassiven Zelltypen (Fibroblasten,  Endothelzellen) konnte eine O2
•--

Produktion in kleinen Menge nachgewiesen werden (Maly, 1990; Meier et al., 1990; 

Murell et al., 1990). Eine intrazelluläre Signaltransduktionsfunktion wird daher ver-

mutet (Halliwell & Gutteridge, 1992; Remacle et al., 1995; Finkel & Holbrock, 

2000; Chandel & Schumacker, 2000). Superoxidradikale sind milde Oxidantien mit 

limitierter Reaktivität (Imlay & Linn, 1988; Wiseman & Halliwell, 1996) und unter 

physiologischen Bedingungen nicht in der Lage direkte DNA-Schäden zu induzieren 

(Brawn & Fridovich, 1981; Halliwell & Gutteridge, 1989). Ihre Gefährlichkeit be-

steht zum einen in den Abbau- und Folgeprodukten, zum anderen in der Fähigkeit 

Enzyme zu inaktivieren (Halliwell, 1992), zum Beispiel innerhalb der mitochondria-

len Elektronentransportkette (Zhang et al., 1990). Mit Wasserstoffprotonen kann das 

Superoxidradikalanion zu Wasserstoffperoxid und molekularem Sauerstoff dismutie-

ren (Henderson & Chappell, 1993).  
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2 O2
•- + 2H+ → H2O2 + O2     [I] 

 

Diese Reaktion läuft sehr langsam ab (Fridovich, 1986), kann aber durch die kataly-

tische Wirkung der Superoxid-Dismutase (SOD) beschleunigt werden (Jaeschke, 

1995). Durch Katalase kann Wasserstoffperoxid in Wasser und molekularen Sauer-

stoff reduziert werden, allerdings arbeitet das Enzym nur bei hohen H2O2-

Konzentrationen (Phillis, 1994; Bains & Shaw, 1997).  
 

2 H2O2 → 2H2O + O2      [II] 
 

Liegt Wasserstoffperoxid in der Zelle vor, so kann es mit reduzierten Metallionen, 

vorrangig mit Übergangsmetallen wie Eisen, Kupfer und Chrom (Stohs & Bagchi, 

1995), reagieren. Diese Metallionen sind in biologischen Systemen komplex gebun-

den (Eisen-Schwefel-Proteine, Cytochrom-c-Oxidase, usw.). Die Reduktion des 

Wasserstoffperoxids erfolgt mit Fe2+-Ionen (Fenton, 1894) oder Cu+-Ionen und führt 

zur Bildung des Hydroxylradikals. 
 

  Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH- + OH•    [III] 
 

Somit können auch intrazelluläre Prozesse zu DNA-Schäden führen, was sich in ei-

ner Vielzahl von Modifikationen ausdrückt (Tab. 1). 

 
Tab.1: Geschätzte DNA-Schädigungen in Humanzellen pro Tag (nach Saul & Ames, 1986; Bernstein 
& Bernstein, 1991). 
 

Schaden Häufigkeit/Zelle/Tag Ursache 

Basenverlust Purine (A,G) 14000 spontan 

Basenverlust Pyrimidine (C, T) 1000 spontan 

Basendimerisierung 50000 UV 

Basenoxidation 3000 oxidativer Metabolismus 

Doppelstrangbrüche 9 spontan 

Einzelstrangbrüche 55000 spontan 
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DNA-Reparatursysteme 

Die Zellen verfügen jedoch über DNA-Reparatursysteme, mit denen sie ein Gleich-

gewicht zwischen den zum Beispiel durch ROS entstehenden Schäden und deren 

Beseitigung herstellen. Diese Systeme können fehlgepaarte, veränderte oder fehlende 

Basen in der DNA sowie strukturelle Verzerrungen der Doppelhelix erkennen. Exci-

sionsreparatursysteme spalten die DNA nahe einer Schadensstelle, entfernen einen 

Strang und synthetisieren eine neue Sequenz, um das ausgeschnittene Material zu 

ersetzen (Abb. 6). Dabei ist bei Säugerzellen die DNA-Menge, die an jeder Scha-

densstelle neusynthetisiert wird, heterogen – bei Schäden aufgrund ionisierender 

Strahlung werden nur drei bis vier Reparaturbasen eingefügt (Lewin, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 6: Reparatur von Strahlenschäden an der DNA: molekulare Mechanismen zur Heilung von 
Strangbrüchen oder Basenschäden. a) Heilung eines Einzelstrangbruchs durch direkte enzymatische 
Verknüpfung; b) Heilung eines Einzelstrangbruchs mit geschädigten Endgruppen (Excisionsrepara-
tur); c) Heilung von Basenschäden oder alkalilabilen Läsionen (aus Kauffmann et al., 1996). 
 

Desweiteren schützen nicht-enzymatische Antioxidantien, die reaktive Radikale in 

stabile Formen überführen können (Jaeschke, 1995). Als natürliche Antioxidantien 

gelten Vitamin C (Ascorbinsäure), Vitamin E (α-Tocopherol), Vitamin A (Retinol) 

(Williams, 1995), sowie Harnsäure, Bilirubin (Jesberger & Richardson, 1991), Ho-

mocystein, Ubichinon und Glutathion (Bains & Shaw, 1997). 

 

Oxidativer Streß 

Kommt es zu einer Störung des Gleichgewichts zwischen ROS-induzierten Schäden 

und deren Beseitigung, so wird ein verstärktes Auftreten der verschiedenen Sauer-

stofformen als oxidativer Streß bezeichnet (Halliwell, 1994). Neben der Schädigung 

von DNA und Proteinen können auch Schäden an Lipidmembranen entstehen, be-
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sonders im Bereich ungesättigter Bindungen (Porter, 1986). Dieser als Lipidper-

oxidation bezeichnete Vorgang kann zu strukturellen und funktionellen Veränderun-

gen in den Membranen führen (Jesberger & Richardson, 1991; Esterbauer et al., 

1992; Bongarzone et al., 1995) und wird unter anderem für Alterungsprozesse ver-

antwortlich gemacht (Ames & Shigenaga, 1993; Ames et al., 1993; Halliwell, 1994). 

Produkte der Lipidperoxidation können ihrerseits die DNA schädigen (Joenje, 1989; 

Esterbauer et al., 1990) und stehen als Promotoren der Kanzerogenese in der Diskus-

sion (Cerruti, 1985; Cheeseman, 1993), ebenso wie die oxidativen DNA-Schäden 

durch ROS (Trush & Kensler, 1991; Janssen et al., 1993; Wiseman & Halliwell, 

1996; Loft & Poulsen, 1996). 

 

Apoptose und Nekrose 

Oxidativer Streß kann zum Zelltod durch Apoptose (PCD; engl.: programmed cell 

death) oder Nekrose führen (Kerr et al., 1972; Thompson, 1995).  

Die Apoptose ist durch eine Vielzahl von geregelten aktiven Prozessen biochemi-

scher und morphologischer Veränderungen im Zellkern, im Zytoplasma und in ver-

schiedenen Zellorganellen definiert (Wyllie et al., 1984; Wyllie 1992; Green & 

Kroemer, 1998), die zur Zellschrumpfung führen (Vaux, 1993), wobei die Zell-

membran intakt bleibt. Durch Veränderungen in der Zytoskelettstruktur der Zelle 

kommt es zur Abschnürung einzelner Membrankompartimente (Cohen, 1993), den 

sogenannten apoptotischen Körperchen (engl.: apoptotic bodies). Diese Körperchen 

und die eigentliche apoptotische Zelle werden anschließend von Makrophagen und 

den umgebenden Zellen phagozytiert (Savill et al., 1993). Dadurch bleiben lokale 

Entzündungsreaktionen aus. 

Anders bei der Nekrose, die durch eine Lyse der Organellen und eine frühzeitige 

Zerstörung der Zellmembran gekennzeichnet ist (Majno & Joris, 1995). Durch die 

Freisetzung von denaturierten Proteinen und DNA-Fragmenten in den interzellulären 

Raum können entzündliche Reaktionen hervorgerufen werden, die ihrerseits eine 

massive Lyse von Zellen auslösen können (Bredesen, 1995).  

Nekrose wird beispielsweise durch lytische Infektion oder extreme Streßsituationen 

(Hitzeschock, mangelnde Sauerstoffversorgung nach Schlaganfall, Entzündungspro-

zesse, hohe Dosen chemischer Stressoren wie Ethanol) ausgelöst (Hetts, 1998).  

Es gibt jedoch Hinweise darauf, daß beide Formen des Zelltodes nicht strikt vonein-

ander getrennt ablaufen, sondern eher Extreme eines ineinander verlaufenden Spek-
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trums von Möglichkeiten darstellen (Leist & Nicotera, 1997). So führt zum Beispiel 

eine Behandlung von HL-60 Zellen (Leukämiezellinie) mit einer geringen Konzen-

tration Wasserstoffperoxid zu Apoptose, während bei höheren Konzentrationen Ne-

krose induziert wird (Slater et al., 1995a; Slater et al., 1995b). 

Der Begriff Oxytose wurde für den durch oxidativen Streß induzierten Zelltod einge-

führt, der sowohl Charakteristika von Apoptose als auch von Nekrose aufweist (Tan 

et al., 1998; Tan et al., 2001). 

 
Ionisierende Strahlung

 

 
intakte DNA

 
direkter 
Schaden

Schaden durch 
Radikale

Biochemische Modifikation 

 

 

 
geschädigte DNA 

 korrekte Reparatur fehlerhafte Reparatur 

 
Zellüberleben Mutation Zelltod 

Abb. 7: Zusammenfassung von DNA-Schädigung und -Reparatur nach ionisierender Strahlung (nach 
Powell & McMillan, 1990). 
 

DNA-Schäden bei Lasersystemen mit unterschiedlichen Wellenlängen 

Mit energiereicher Strahlung verschiedener Wellenlängen wurden bereits Untersu-

chungen auf ihre DNA-schädigende Wirkung durchgeführt. Innerhalb der Gruppe 

der Excimer-Laser konnte gezeigt werden, das es bei differierenden Wellenlängen zu 

unterschiedlich stark ausgeprägten Sekundäreffekten kommen kann: Beim KrF-

Excimer-Laser führte die Strahlung bei 248nm zu einer erhöhten Mutagenität und 

Zytotoxizität, während der ArF-Excimer-Laser bei 193nm keine Sekundäreffekte 

aufwies (Green et al., 1987). Grund dafür ist die sogenannte Zell-Abschirmung 

(engl.: cell-shielding) durch Zellmembran und Zytoplasma. Das Material absorbiert 

die Strahlung so stark, daß keine nachweisbaren Schäden in der Nucleus-DNA ent-

stehen (Green et al., 1987).  

Bei den Nd:YAG-Lasern zeigten sich ebenfalls Sekundäreffekte, sowohl bei 532nm 

Wellenlänge (Hefetz et al., 1990), als auch bei 1060nm (Timberlake et al., 1997; 

Mohanty et al., 2002). 
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Bei den langwelligen CO2-Lasern (λ = 10600nm) konnten nach der Bestrahlung von 

Gewebeproben gentoxische und mutagene Effekte nachgewiesen werden (Stocker et 

al., 1998). 

Die Ti:Saphir-Laser, gemessen von 750-850nm im ungepulsten Modus (cw;  engl.: 

continuous wave), erzeugten ebenfalls gentoxische und mutagene Effekte mit einer 

signifikanten Maximalschädigung bei 760nm (Mohanty et al., 2002). Strangbrüche 

in der DNA (Shafirovich et al., 1999; Tirlapur & König, 2001) und Zelltod konnten 

gezeigt werden (Tirlapur et al., 2001).  

Benutzt wurden für die Messungen am Ti:Saphir-Laser unverstärkte Oszillatoren 

(seed-Laser). Untersuchungen mit verstärkten Ti:Saphir-Lasern, die sich aufgrund 

ihrer höheren Leistung gegenüber unverstärkten Systemen für klinische Anwendun-

gen eignen, sind bisher nicht erfolgt. 
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2.  Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Gepulster Ti:Saphir-Laser (Femtosekunden-Laser) zur Er-
zeugung ultrakurzer Pulse 

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete „BRIGHT Multi-KiloHertz Hochenergie 

Ti:Saphir-Femtosekunden-System“ (Abb. 8) stammte von der französischen Firma 

THALES Laser und besaß folgende Leistungsdaten: 

• Zentralwellenlänge:  780nm ± 5nm 

• Pulsdauer:   ≥ 130fs 

• Repetitionsrate:  bis 5kHz 

• Pulsenergie:   bis 300µJ 

• Durchschnittsleistung: bis 1,5W 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 8: Ti:Saphir-Femtosekunden-System der Firma THALES 
 

2.1.1.1 Überblick 

Ultrakurzpuls-Laser setzen sich aus zwei Komponenten zusammen: Einem Oszilla-

tor-System (seed-Laser) zur Erzeugung von ultrakurzen Pulsen nach dem Prinzip der 

passiven Modenkopplung (siehe Kap. 2.1.1.2) und einem verstärkenden System, 

welches bei dem verwendeten Gerät nach dem CPA-Verfahren (engl.: chirped pulse 

amplification) arbeitete (siehe Kap. 2.1.1.3).  

Ti:Saphir-Laser können auf verschiedene Arten optisch gepumpt (verstärkt) werden: 

Gepulste Ti:Saphir-Laser werden mit frequenzverdoppelten Nd:YAG oder Nd:YLF-
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Lasern gepumpt. Kontinuierlicher Betrieb (cw; engl.: continuous wave) wird zum 

Beispiel durch Pumpen mit einem Ar+-Ionenlaser bei 514nm erreicht. 

Als Scanner für Laserbewegungen zur Bestrahlung von Flächen wurde ein Gerät der 

Firma Scanlab AG mit einer Linse der Brennweite f=250mm benutzt. Der daraus 

resultierende Fokusdurchmesser des Lasers lag bei ca. 40µm (Herstellerangabe). Bei 

der verwendeten Linse handelte es sich um keine F-θ-Optik. Um mögliche Fehler 

durch Fokuslageänderungen aufgrund von Winkelvergrößerungen bei lateralen Be-

strahlungen großer Flächen zu verhindern, durfte jeweils nur ein kleiner Scan-

Bereich gewählt werden. Größere Scanflächen, wie zum Beispiel bei der Bestrahlung 

der Objektträger für den Kometen-Assay (24 x 32mm), wurden unterteilt. Die be-

strahlte einzelne Fläche betrug dann 24 x 16mm (siehe Kap. 2.2.9). 

Eine Überschneidung der einzelnen Laserpulse wurde bei den Toxizitätsuntersu-

chungen vermieden, da sonst die Gefahr eines zusätzlichen Meßfehlers aufgrund 

einer Verdopplung der Energiedosis für einige Zellen bestanden hätte. Bei den Un-

tersuchungen zu thermischen und photoakustischen Effekten an Weich- und Hartge-

weben betrug der Überschneidungsbereich der einzelnen Pulse etwa 35%. Zur Er-

mittlung der Abtragsraten wurde keine bewegte Strahlführung durch den Scanner 

benötigt, der Überschneidungsbereich der Pulse lag damit bei 100%. 

 

2.1.1.2 Resonator-/Oszillatorsystem 

Um sehr kurze Pulse zu erhalten, wurde die sogenannte Modenkopplung entwickelt: 

In einem Resonator schwingen verschiedene Wellenlängen (Moden), sie stehen zu-

einander in fester Phasenbeziehung. Durch konstruktive Interferenz kann es zu einer 

Pulsbildung mit Intensitätssteigerung kommen (Abb. 9).  
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Abb. 9: Erzeugung kurzer Pulse. a) Zwischen zwei Spiegeln in einem Hohlraum (Resonator) hin und 
zurück reflektiertes Licht wird jedesmal verstärkt, wenn es das angeregte Verstärkungsmedium pas-
siert. b) Viele verschiedene Wellenlängen, sogenannte Moden, oszillieren im Resonanzhohlraum 
synchron. c) Durch konstruktive Interferenz bildet sich ein kurzer Puls, der durch einen Shutter (zum 
Beispiel ein teildurchlässiger Spiegel) austritt (aus Hopkins & Sibbett, 2000). 
 

Um eine feste Phasenbeziehung zu erhalten (Modenkopplung), gibt es verschiedene 

Verfahren. Der verwendete Femtosekunden-Oszillator arbeitete mit der Technik ei-

nes modengekoppelten Erbium-Faserlasers. Dabei wird der Strahl in eine mit Erbi-

um3+-Ionen dotierte Faser eingekoppelt. Innerhalb der Faser kommt es dann durch 

nichtlineare Effekte (zum Beispiel dem optischen Kerr-Effekt) zu Intensitätssteige-

rungen. Dieser verstärkte Puls wird dann auf einen Polarisationsstrahlteiler geführt 

und dort ausgekoppelt. Da die Polarisation des Pulses intensitätsabhängig ist, besitzt 

das Pulsmaximum eine andere Polarisationsrichtung als die intensitätsschwächeren 

Pulsflanken. Wird die Auskopplung am Strahlteiler der Polarisationsrichtung des 

Pulsmaximums angepaßt, so werden die Pulsflanken abgeschnitten (Verlustmodula-

tion) und der Puls verkürzt. 

 

Desweiteren gibt es das Prinzip der passiven Modenkopplung durch einen Kerr-

Festkörperkristall (zum Beispiel ein Titan-Saphir-Kristall). Die Kerr-Linsen-

Modenkopplung (KLM; engl.: Kerr-lens modelocking) beruht auf der Selbstfokussie-

rung eines Laserstrahls durch Laufzeitunterschiede (in Abhängigkeit von der Strah-

lungsintensität) in einem nicht-linearen Kerr-Medium. Das Kerr-Medium bewirkt, 

daß der Laserstrahl bei hoher Intensität im Strahlzentrum eine Lochblende passiert 
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(Abb. 10), während die intensitätsniederen Flanken des Strahls durch die Blende ab-

geschnitten werden, er somit verkürzt wird (Spence et al., 1991; Keller, 1994).  

Da die so erzeugten Pulsenergien für einen effektiven Abtrag mittels optischem 

Durchbruch aber nicht ausreichen, müssen sie noch verstärkt werden (siehe Kap. 

2.1.1.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 10: Aufgrund des optischen Kerr-Effektes bewegt sich Licht genügend hoher Intensität langsa-
mer fort als weniger intensives. a) Auf einen Lichtstrahl, dessen Intensität im Zentrum sehr hoch ist, 
wirkt ein Kerr-Medium (zum Beispiel der Ti:Saphir-Kristall) wie eine fokussierende Linse. b) Eine 
Lochblende unterdrückt den kontinuierlichen Laserstrahl; er wird nicht intensiv genug, um den Kerr-
Effekt auszulösen. c) Das Kerr-Medium fokussiert einen hochintensiven Puls; er passiert die Blende 
ungehindert (aus Hopkins & Sibbett, 2000). 
 

2.1.1.3 Ultrakurzpuls-Verstärker-System 

Eine direkte Verstärkung der vom Femtosekunden-Oszillator erzeugten ultrakurzen 

Pulse (τ ≈ 100fs; Herstellerangabe) gestaltet sich aufgrund der hohen Pulsspitzenin-

tensitäten als schwierig. Um mögliche Beschädigungen oder Zerstörungen von Ver-

stärkerkomponenten zu verhindern, werden mittels optischer Gitter im „Strecker“ 

diese Pulse zeitlich gedehnt (Prinzip der CPA; engl.: chirped pulse amplification): 

Durch Beugung kommt es am Gitter zu wellenlängenabhängigen Laufzeitunterschie-

den zwischen den verschiedenen Anteilen des Pulses (Abb. 12). Langwelligere An-

teile (rot) laufen kürzer als die kurzwelligen Anteile (blau). Bei diesem „positiven 

chirp“ laufen somit die langwelligeren roten Anteile den kurzwelligeren blauen An-

teilen voraus (Frequenzzunahme über den Pulsverlauf). Als Effekt, neben der zeitli-

chen Komponente (τ ≈ 100-500ps; Herstellerangabe), nimmt die Spitzenintensität 
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des Pulses deutlich ab, eine Verstärkung ist nun ohne Materialbeschädigungen mög-

lich (Abb. 11). Die Verstärkung erfolgte mittels eines frequenzverdoppelten 

Nd:YLF-Lasers (1053nm -> 527nm Wellenlänge) mit 1kHz bis 5kHz Repetitionsrate 

auf einen Ti:Saphir-Kristall im Zentrum eines Resonators, der den sogenannten rege-

nerativen Verstärker bildete. Beim regenerativen Verstärker wird ein Oszillatorpuls 

in den Resonator eingekoppelt, durch mehrere Umläufe in dem gepumpten 

Ti:Saphir-Kristall verstärkt, und dann wieder ausgekoppelt. Aufgrund der begrenzten 

Pumpleistung des Nd:YLF-Lasers und der limitierenden thermischen Belastbarkeit 

des Verstärkers kann nur eine geringe Anzahl der Oszillatorpulse für den regenerati-

ven Verstärker genutzt werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 11: Prinzip der CPA (engl.: chirped pulse amplification): Durch räumliche und zeitliche Deh-
nung des Pulses mittels optischer Gitter wird eine Beschädigung von optischen Verstärkerkomponen-
ten verhindert. Die hohe Pulsspitzenleistung wird erst anschließend durch Pulskompression erzielt. 

fs-Oszillator Kompressor VerstärkerStrecker

  fs-Puls 
(verstärkt) 

    fs-Puls 
(unverstärkt) 

 

Nach erfolgter Verstärkung werden die Pulse in einem dem „Strecker“ ähnlichen 

Aufbau, dem „Kompressor“, wieder zeitlich gestaucht (Abb. 12). 

 Strecker Kompressor 
 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 12: Funktionsprinzip von Strecker und Kompressor zur zeitlichen Pulsveränderung (aus       
Meschede, 1999). 
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2.1.2 Zellinien und Gewebe 

Folgende Zellinien wurden für die MTT-Tests und die Kometen-Assays benutzt: 

NHDF: Normale humane dermale Fibroblasten; PromoCell GmbH, Heidel-

berg.  

GM 05757: Primäre humane dermale Fibroblasten (Abkürzung N57); NIGMS 

Human Genetic Mutant Cell Repository, Camden, NJ, USA. 

Die Zellen beider Zellinien wuchsen asynchron, das heißt alle Stadien des Zellzyklus 

lagen in den Kulturen vor. Die Proliferationsrate war, unter gleichen Kulturbedin-

gungen (MEM 12%, 37°C), bei der NHDF-Kultur etwa doppelt so hoch gegenüber 

der N57-Kultur. 

Die Zellen wurden, entsprechend den Vorschriften von Hessling et al. (1980), auf 

Mykoplasmenkontaminationen untersucht. 

Für die Ermittlung der Abtragsraten, und von thermischen und photoakustischen Ef-

fekten, wurden folgende Weich- und Hartgewebe benutzt: 

Hausschwein (sus scrofa domesticus): Nerv, Muskulatur, Fett, Knochen 

Meerschweinchen (Cavia aperea):  Nerv, Amboß, Kochlea 

 

Die Gewebe wurden vom Zentralen Tierlabor der Medizinischen Hochschule      

Hannover zur Verfügung gestellt. 

Die verwendeten Chemikalien, die Zusammensetzungen der Puffer und Lösungen 

und die Geräte und Software sind im Anhang aufgeführt. 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Paraffineinbettung, Schneiden und HE-Färbung von Weich-
geweben 

Vor der Laserbestrahlung wurde das Gewebe (Nerv und Muskulatur vom Haus-

schwein, Sus scrofa domesticus; Nerv vom Meerschweinchen, Cavia aperea) mit 

Feinnadeln (Durchmesser 100µm) auf Silikonplättchen fixiert, dann bestrahlt und 

anschließend in Paraformaldehyd überführt, wo es über Nacht lagerte. 

Am nächsten Tag wurde die Probe für zwei Stunden in PBS-Puffer (0,1M) gespült 

und danach in einer aufsteigenden Ethanolreihe entwässert (2x 2 Stunden in 50%, 2x 

2 Stunden in 70% Ethanol). Die Lagerung über Nacht erfolgte in 70% Ethanol. 

Am darauffolgenden Morgen wurde die Entwässerung fortgesetzt (2x 2 Stunden in 

90%, 2x 2 Stunden in 100% Ethanol). Danach Überführung in Methylbenzoat und 

Lagerung über Nacht. 

Nach etwa 17 Stunden wurde das Gewebe nochmals für 2x 2 Stunden in jeweils fri-

schem Methylbenzoat gespült. Zum Auswaschen des Methylbenzoats erfolgte ab-

schließend eine Überführung in Benzol für 10 Minuten. Danach wurden die Silikon-

plättchen entfernt und die Probe über Nacht in flüssigem Paraffin bei 68°C im Wär-

meschrank gelagert. 

Am nächsten Tag konnte das Gewebe dann in eine geeignete Gußform überführt und 

diese mit frischem Paraffin befüllt werden. Die Aushärtung erfolgte bei Raumtempe-

ratur. 

Vor dem Schneiden des Weichgewebes wurde zuerst der Paraffinblock auf einen 

Sockel (Holz, Kunststoff) aufgebracht, um eine mechanische Beschädigung der Pro-

be zu vermeiden. Dann wurde überschüssiges Paraffin um das eingebettete Gewebe 

entfernt („Trimmung“), um die Gefahr eines Aufrollens der Schnitte zu minimieren. 

Das Schneiden am Mikrotom erfolgte in konsekutiven Serien mit einer Schnittdicke 

von 10-15µm, je nach Art und Elastizität der fixierten Gewebe. Die Schnitte wurden 

zur Entspannung in ein Wasserbad überführt und mit zuvor beschichteten Objektträ-

gern (Beschichtung: Poly-L-Lysin 0,1% in Reinstwasser) aufgenommen. Die Trock-

nung erfolgte auf einer Heizplatte bei 37°C. 

Um eine lichtmikroskopische Betrachtung von eventuell thermisch oder photoakus-

tisch geschädigten Weichgeweben zu ermöglichen, mußten diese zur Kontrastierung 
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angefärbt werden. Dies wurde mit Hämalaun/Eosin (Hämalaun färbt Zellkerne, Eosin 

zytoplasmatische Bestandteile) durchgeführt. 

Da beide Farbstoffe nur im wässerigen Milieu binden, mußte vor einer Färbung das 

Paraffin aus den Schnitten entfernt werden. Dazu erfolgte eine Waschung in Xylol 

(2x 5 Minuten). Das Xylol wurde durch Karbolxylol entfernt (1x 5 Sekunden). An-

schließend wurde in einer absteigenden Ethanolreihe langsam der Wasseranteil er-

höht (100%, 90%, 70% Ethanol, 100% entmineralisiertes Wasser; für jeweils 5 Mi-

nuten). Es folgten die Hämalaun – Färbung (Hämalaunlösung nach Mayer, 100%) für 

4 Minuten und die Eosin G – Färbung (0,1%) für 1,5 Minuten mit jeweils nachfol-

gender Wasserspülung (je 5 Minuten mit Wasserwechsel). 

Um eine dauerhafte Lagerung von histologischen Schnittpräparaten zu erzielen, wur-

den diese in Entellan oder Corbit-Balsam auf den Objektträgern fixiert und mit ei-

nem Deckgläschen verschlossen. Da beide oben genannten Fixierungsmittel jedoch 

nicht im wässerigen Milieu wirksam sind, mußte zuvor das Wasser wieder entzogen 

werden. Dazu wurde in einer aufsteigenden Alkoholreihe der Wasseranteil durch 

Ethanol verdrängt (70%, 90%, 100% Ethanol für jeweils 5 Minuten). Das Ethanol 

wurde mit Karbolxylol ausgewaschen (1x 5 Sekunden) und anschließend die Probe 

mit Xylol gespült (2x 5 Minuten). Danach erfolgte die eigentliche Fixierung. 

Nach einer Trocknungszeit von 48-72 Stunden konnten die Schnitte lichtmikrosko-

pisch ausgewertet werden. Dokumentiert wurden die histologischen Präparate mit 

einer CCD-Farbkamera (ColorView 12) bei unterschiedlichen Vergrößerungen. 

 

2.2.2 Haarzellpräparation 

Sollen durch Auswertung von Lage und Formung der Zilien mögliche Schädigungen 

in den Kochleae nachgewiesen werden, so müssen die Hörschnecken den Tieren 

(Meerschweinchen) möglichst frisch entnommen werden. Bereits eine Stunde nach 

Eintritt des Todes können die Zilien massive Beschädigungen zeigen. 

Das Tier wurde unmittelbar nach dem Tod dekapitiert, der Schädel geöffnet und die 

beiden Felsenbeine entnommen. Die Bulla wurde mittels Knochenzange weiträumig 

aufpräpariert. Es folgte der Laserbeschuß, wobei durch die knöcherne Kapsel in die 

Lymphe der Kochlea gestrahlt wurde. Nach Abschluß der Bestrahlung wurde die 

Schnecke in Glutaraldehyd (2%) mit einer Feinpinzette apikal geöffnet. Zur Fixie-

rung des Cortischen Organs wurde dann mit einer Spritze mehrfach Glutaraldehyd 

durch das eröffnete runde und das ovale Fenster der Kochlea gespült. Die sich im 
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Inneren der Kochlea befindliche Lymphe trat durch die Öffnung im apikalen Bereich 

aus. Die Nachfixierung erfolgte über Nacht in Glutaraldehyd (2%). 

Am nächsten Morgen wurde durch Spülen für eine Stunde in physiologischer Koch-

salzlösung das Glutaraldehyd entfernt. Es folgte die Dehydration: Mittels einer auf-

steigenden Aceton-Reihe (30%, 50%, 70%, 90% für jeweils 2x 10 Minuten; 100% 

für 30 Minuten) wurde der Probe der größte Wasseranteil entzogen. Um letzte 

Feuchtigkeitsreste zu entfernen, wurde das Verfahren der Kritisch-Punkt-Trocknung 

(CPD; engl.: Critical-Point-Drying) angewandt. Bei der CPD wird das Flüssigmedi-

um (zum Beispiel Ethanol, Aceton, etc.) unter Druck durch ein flüssiges Gas (zum 

Beispiel CO2, Freon 13, N2O, etc.) ersetzt und durch Temperaturerhöhung der kriti-

sche Punkt dieses Gases überschritten. Der kritische Punkt bezeichnet den Druck-/ 

Temperaturbereich, an dem die Phasengrenze flüssig/gasförmig aufgehoben wird und 

das Flüssiggas bei gleichbleibender Dichte direkt in die Gasform übergeht. Span-

nungsartefakte der Proben werden somit vermieden. Bei Wasser liegt dieser Punkt 

bei 374°C und 217,7bar. Biologische Proben können aufgrund der hohen Temperatur 

nicht mit Wasser als Medium aufgearbeitet werden. 

 

Durch mehrmaliges Spülen mit Kohlendioxid wurde das Aceton entfernt und an-

schließend langsam die Temperatur in der Probenkammer erhöht. Bei 31,1°C und 

einem Druck von 72,8bar war der kritische Punkt für CO2 erreicht, die Phasengrenze 

wurde überschritten und die Probe war trocken. Beim Ablassen des Kohlendioxids 

mußte jedoch beachtet werden, daß es durch Abkühlung des Gases, aufgrund der 

Expansion bei der Druckreduzierung (Joule-Thompson-Effekt), zu einer Rekonden-

sation kommen kann. Daher wurde die Temperatur auf etwa 40°C erhöht und der 

Druck sehr langsam verringert. Die Proben wurden zur Lagerung über Nacht in ei-

nem Exsikkator unter leichtem Vakuum aufbewahrt, um eine Aufnahme von Luft-

feuchtigkeit zu verhindern. 

Vor der Mikrodissektion wurde die Kochlea mit Kohleleitfilm auf einem REM-

Tellerchen aufgeklebt. Es erfolgte anschließend die Öffnung der Kochlea mittels 

Feinpinzette von basal nach apikal durch Entfernung der knöchernen Kapsel. Das 

Cortische Organ lag damit frei und wurde für die Rasterelektronenmikroskopie mit 

Gold-Palladium überzogen (siehe Kap. 2.2.3). 
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2.2.3 Vorbereitung für die Rasterelektronenmikroskopie (REM) 

Bei der Rasterelektronenmikroskopie werden im Vakuum mittels beschleunigter 

(Primär-) Elektronen aus einem mit einem elektrisch leitfähigen Material (zum Bei-

spiel Gold-Palladium) überzogenen Präparat (Sekundär-) Elektronen erzeugt. Diese 

(Sekundär-) Elektronen werden von einer Elektronenfänger/-detektoreinheit aufge-

nommen und zur Erzeugung der Mikrographien benutzt. 

Um ein explosionsartiges Verdampfen der Restfeuchtigkeit aus einem elektronen-

mikroskopischen Präparat im Vakuum zu vermeiden, und um es mit Gold-Palladium 

leitend machen zu können, muß es zuvor getrocknet werden. Eine Trocknung an der 

Luft ist ungeeignet, da dreidimensionale Strukturen durch die Oberflächenspannung 

an der Grenzfläche Flüssigkeit-Luft zerstört werden könnten. 

Mittels einer aufsteigenden Aceton-Reihe und anschließender Kritisch-Punkt-

Trocknung wurde alles Wasser der Probe entzogen (siehe Kap. 2.2.2). Die Lagerung 

erfolgte über Nacht in einem Exsikkator. 

 

Das Beschichten des Präparates („besputtern“) mit Gold-Palladium wurde in einer 

evakuierten Probenkammer unter Argon-Atmosphäre bei reduziertem Druck (< 0,1 

mbar) durchgeführt. Dabei wird zwischen einer Anode (Probentisch) und der Katho-

de (sogenanntes Target, hier: Gold-Palladium) eine Glimmentladung gezündet. Die 

dabei entstehenden positiv geladenen Argonionen werden zur Kathode beschleunigt 

und schlagen dort Metallatome aus dem Target. Es entsteht eine Atomwolke, die sich 

homogen auf der Probe niederschlägt und später beim Mikroskopieren der Erzeu-

gung von (Sekundär-) Elektronen und der Vermeidung von elektromagnetischen 

Aufladungen dient.  

Die Aufnahme der Mikrographien erfolgte bei unterschiedlichen Vergrößerungen. 

Als Probenmaterial dienten Kochleae und Ambosse vom Meerschweinchen (Cavia 

aperea) und Nervengewebe vom Hausschwein (Sus scrofa domesticus). 

 

2.2.4 Temperaturmessung/-effekte 

Die Messung der Temperaturveränderungen von Wasser bei Bestrahlung mit einem 

Ti:Saphir-Laser (780nm; 130fs; 30mW, 60mW und 120mW (mittlere Leistung) bei 

je 3kHz), einem gepulsten CO2-Laser (10640nm; 50mW und 100mW bei je 4Hz) 

und einem freilaufenden (nicht gütegeschalteten) Er:YAG-Laser (2940nm; 33mW 
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bei 3,7Hz; 57mW bei 3,7Hz; 63mW bei 3Hz) erfolgte in einer Plexiglas®-Kammer 

(PMMA; Polymethylmethacrylat), die mittig eine Bohrung besaß. Der Temperatur-

sensor (Heißleiter NTC Siemens M104-J) wurde für die Messung durch einen 

PVDF-Hohlzylinder (Polyvinylidenfluorid) geführt, der Zylinder wiederum dann in 

die Plexiglas®-Kammer gesteckt (Abb. 13) und unterwärts abgedichtet. 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 13: Plexiglas®-Kammer (PMMA) für die Temperaturmessung mit PVDF-Zylinder und Tempera-
tursensor 
 

Die Kalibrierung des Sensors (ein temperaturabhängiger Widerstand; je höher die 

Temperatur, desto geringer der Widerstand) erfolgte am Oszilloskop. Um ein linea-

res Verhältnis zwischen der Spannungsanzeige und der Temperatur zu erzielen (je 

höher die Temperatur, desto größer die Spannung), mußte mittels Kompensations-

schaltung korrigiert werden (Eigenbau D. Hagner). 

Als Füllvolumen für die Meßkammer wurden 300µl gewählt, anschließend die 

Kammer mit einem Deckgläschen verschlossen (außer beim CO2-Laser; die Energie-

verluste durch das Glas waren zu groß). 

Der jeweilige Laser wurde in die Flüssigkeit seitlich neben den Temperatursensor 

fokussiert, um eine direkte Bestrahlung des Sensors zu verhindern. Eine künstliche 

Durchmischung des Wasserkörpers wurde nicht durchgeführt.  

Die Messungen erfolgten bei Raumtemperatur über einen Zeitraum von 6,5 Minuten 

bis 21 Minuten. Es wurde nicht der Temperaturverlauf während eines Pulses gemes-

sen, sondern der für eine Summe mehrerer Pulse. 

Um die maximal erreichbare Temperatur berechnen zu können, wurde nach einem 

mathematischen Modell gesucht, daß sowohl den Zustand in der Meßkammer zu 

Strahlungsbeginn (keine Konvektion, keine Wärmeabgabe an die PMMA-Kammer), 

als auch zu einem späteren Zeitpunkt, beschreibt. 
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Folgendes Temperaturmodell wurde zur Berechnung der erreichbaren Maximaltem-

peratur verwendet: 
 

Temperatur [°C] = y0+a·(1-exp(-b·x))+c·(1-exp(-d·x)) [IV] 
 

Dabei gibt y0 die Ausgangstemperatur und die Parameter a-d die Lage und die Stei-

gung an. Die vier Parameter wurden aus den Meßdaten mit dem Modell geschätzt. 

Die Qualität der Anpassungen wurde durch das korrigierte Bestimmtheitsmaß (R²) 

beurteilt. 

 

2.2.5 Druckmessung/-effekte 

Für die Druckmessungen wurde der fs-Laser (130fs und 700fs; 10Hz) in einen mit 

physiologischer Kochsalzlösung (0,9% NaCl) befüllten Behälter fokussiert (Brenn-

weite der Linse: f=40mm). An dessen Boden befand sich ein zuvor geeichter Druck-

sensor aus PVDF-Folie (Eigenbau D. Hagner), der nach dem piezoelektrischen Ef-

fekt arbeitete. Der piezoelektrische Effekt beschreibt eine Ladungsverschiebung in-

nerhalb eines Ionengitters aufgrund einer Formveränderung durch nichtelektrische 

Kräfte (Lindner, 1999). Diese Ladungsverschiebung kann als ein Spannungssignal 

detektiert werden. Die aktive Fläche des Sensors betrug 1mm2 mit einer Ansprech-

zeit von 5ns, welche ausreichend wäre, wenn die zeitliche Länge der Druckwelle 

über der Ansprechzeit des Sensors läge. Die Halbwertsbreite der Druckwelle betrug 

etwa 100ns. 

Mittels einer Photodiode wurde das Oszilloskop auf den ankommenden Laserpuls 

getriggert (Abb. 14) und in Abhängigkeit von der Pulsenergie die maximale Druck-

amplitude eines Einzelpulses gemessen.  

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 14: Schematischer Versuchsaufbau zur Messung der Druckentwicklung in vitro (Versuchsdurch-
führung W. Müller). 
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Der Abstand zwischen Fokus (Durchmesser etwa 40µm) und Drucksensor wurde aus 

der gemessenen Zeitdifferenz zwischen Triggersignal und der detektierten Druck-

schwankung über die Laufzeit von Schall in Wasser (1480m/s bei 20°C) berechnet. 

Eine Spannungsänderung von 8,3mV am Oszilloskop entsprach einer dynamischen 

Druckänderung von einem Bar. 

 

2.2.6 Bestimmung gewebespezifischer Abtragsraten 

Mit einem Vibratom (Leica VT1000S) wurden Semidünnschnitte (etwa 500µm) por-

ciner Weichgewebe (Nerv, Muskel und Knorpel vom Hausschwein; Sus scrofa    

domesticus) erzeugt. Dazu wurde das jeweilige Gewebe grob vorgeschnitten, in eine 

vorgewärmte Aluminiumform (42°C) überführt und diese mit Agaroselösung (7%, 

45°C) befüllt. Bei Raumtemperatur erfolgte die Aushärtung. 

Nachdem die Agarose erstarrt war, wurde der Gewebe-Agarose-Block aus der Form 

genommen und in der Schnittkammer des Vibratoms fixiert. Die Kammer wurde 

anschließend mit Wasser befüllt und das Gewebe bei langsamen Messervorschub 

schichtweise geschnitten. Die Gewebe-Agarose-Schnitte wurden in physiologischer 

Kochsalzlösung kurzzeitig gelagert. 

Unmittelbar vor Versuchsdurchführung wurden die Gewebeschnitte auf graphitbe-

schichtete Objektträger aufgebracht. Die Beschichtung sollte verhindern, daß bei 

dem eigentlichen Beschuß der Laser durch eine vorzeitige Strahlungsregistrierung 

eines Photodetektors gestoppt wird. 

Anschließend erfolgte die Dickenmessung des Gewebeschnittes direkt über der zu-

künftigen Ablationsstelle. Dazu wurde über eine Mikrometerschraube mit Digitalan-

zeige eine Metallkugel langsam auf das feuchte Gewebe abgesenkt, bis der erste  

elektrische Kontakt der Kugel mit dem Gewebe ein akustisches Signal auslöste (Abb. 

15). Der hierbei gemessene Abstand zwischen Objektträger und Gewebeoberfläche 

wurde als Wert für die Gewebedicke übernommen. Bei Hartgewebe (Knochen, 

feucht), das vor der Benutzung plangeschliffen wurde, erfolgte die Dickenmessung 

ebenfalls mittels Kontakttaster.  
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1) Mikrometerschraube 
 
 
2) Metallkugel 
 
 
3) graphitbeschichteter 
    Objektträger 

1 

2 

3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 15: Meßtool für Gewebedickenbestimmung (Entwicklung D. Hagner) mit digitalem Pulszähler 
(unten). 
 

Anschließend wurde das Gewebe mit unterschiedlichen Laserleistungen bei 5kHz 

und 150fs Pulslänge solange bestrahlt, bis die ersten Lichtpulse das Gewebe und die 

Graphitschicht durchdrungen hatten (Abb. 16). Ein Photodetektor (Centronix AEPX 

65) regelte die Abschaltung des Lasers, ein digitaler Pulszähler (Trumeter 7110 DIN 

AS) gab die benötigte Pulszahl aus.  

Bei Knochen im trockenen Zustand wurde der Abtrag lichtmikroskopisch ermittelt. 

 

 

 1) Metallkugel 
 
 
2) graphitbeschichteter 
    Objektträger 

1 

2 

 

 

 

 

 

 
Abb. 16: Fs-Laser abladiert nach erfolgter Dickenmessung porcines Muskelgewebe auf einem gra-
phitbeschichteten Objektträger. 
 

 

 

 48



Jörg Bornemann                                                                    2. Material und Methoden 

Um Vorhersagen über die Abtragsraten nichtgetesteter Laserleistungen treffen zu 

können, wurde nach einem Modell gesucht, das die Messungen möglichst genau be-

schreibt. Ein lineares Modell wurde nicht gewählt, da folgende These aufgestellt 

wurde: Bei einer Erhöhung der Pulsenergie wird die optische Eindringtiefe des La-

sers in das jeweilige Material zur abtragslimitierenden Größe. Daher darf ein Ge-

samtmodell nicht linear sein. 

Folgendes sigmoide Modell wurde für den Gewebeabtrag benutzt: 

 

Abtrag [µm/Puls] = a·(1-exp(-b·x))^c   [V] 

 

Dabei geben die Parameter a-c die Lage und die Steigung an. Die drei Parameter 

wurden aus den Meßdaten mit dem Modell geschätzt. Die Qualität der Anpassungen 

wurde durch das korrigierte Bestimmtheitsmaß (R²) beurteilt. Das Konfidenzintervall 

(CI 95%) gibt die prozentuale Aufenthaltswahrscheinlichkeit des wahren Wertes 

innerhalb des Vertrauensbereiches an. Die ermittelten Parallelwerte wurden, zur Eli-

minierung von Meßwertausreißern, zuvor dem Grubbs-Test [VI] unterzogen 

(Dinkloh et al., 1980; nach Grubbs, 1972). 

 

2.2.7 Zellkultivierung 

Die Kultivierung der primären humanen Fibroblasten der Zellinien NHDF und N57 

erfolgte getrennt im Brutschrank bei 37°C in 5%iger CO2-Atmosphäre (pH-

Regulation) und 95% relativer Luftfeuchtigkeit (Verminderung der Evaporation des 

Mediums). Als Kultivierungsbehältnisse dienten beschichtete Kunststoff-Petrischa-

len vom Typ Nunclon Surface (Nunc; 5ml) und unbeschichtete Kunststoff-Petrischa-

len vom Typ Tissue Culture Dish (Falcon; 15ml).  

Das Wachstum beider Zellinien erfolgte in MEM (minimum essential medium) mit 

EARLE's Salzen und L-Glutamin. Der Anteil an fötalem Kälberserum (FKS) betrug 

12%. 

Zur Weiterkultivierung wurde das serumhaltige Medium abgesogen und die Zellen 

mit Trypsinlösung (0,124%) bei 37°C für 10-20 Sekunden gespült. Der Überstand 

wurde anschließend mittels Pipette entfernt („Trockentrypsinierung“). 

Nach 3-5 Minuten nahmen die Zellen eine kugelförmige Gestalt an, lösten sich von 

den Petrischalen und konnten mit serumhaltigem Medium oder PBS (siehe Kap. 

2.2.8) aufgenommen werden. 
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Die erhaltenen Zellsuspensionen im MEM wurden, je nach Bedarf, weiterkultiviert 

(passagiert; im Verhältnis 1:2 oder 1:3) oder in Gefrierröhrchen mit Flüssigstickstoff 

kryokonserviert (mit 10% DMSO im MEM). 

Da das Alter der Zellen (Bayreuther et al., 1988), die verschiedenen Stadien ihrer 

Wachstumsphase (Goldenberg et al., 1971) und die Teilungsrate (Aujard & Trincal, 

1985) in Bezug auf ihre Sensitivität in toxikologischen Untersuchungen von ent-

scheidender Bedeutung sind, wurden folgende Standardbedingungen festgelegt: 

• Die für die Experimente verwendeten primären Zellen befanden sich in der 

4.-15. Passage (NHDF), bzw. 13.-20. Passage (N57) 

• Das Passagieren erfolgte nur aus Petrischalen heraus, in denen die Zellen ma-

ximal 3-4 Tage (NHDF), bzw. 7 Tage (N57) nach der letzten Passage sub-

konfluent bis konfluent gewachsen waren. 

 

2.2.8 Bestimmung der akuten Zytotoxizität mit dem MTT-Test 

Dieses Testsystem, entwickelt von Mosmann (1983) und modifiziert durch Hansen et 

al. (1989), gibt Aufschluß über die Zytotoxizität von Testsubstanzen oder Strah-

lungsquellen. Der MTT-Test nutzt die Succinat-Dehydrogenaseaktivität der Mito-

chondrien als Kennzeichen der Vitalität der Zellen. Tetrazoliumbromid (MTT) dif-

fundiert in die Zellen, die Succinat-Dehydrogenase öffnet den Tetrazoliumring und 

durch Reduktion mittels Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADPH) oder Ni-

cotinamidadenindinucleotid (NADH) bildet sich das alkohollösliche, dunkelblaue 

Formazan (Slater et al., 1963). Die Hemmung des Enzyms gilt als direktes Maß für 

akut toxische Wirkungen (Borenfreund et al., 1988; Husøy et al., 1993) und wird als 

Vitalitätsverlust bezeichnet. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 17: Reaktionsschema und molekulare Struktur von MTT und Formazan. 
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Je nach Zellinie wurden 96 Stunden (NHDF) oder 120 Stunden (N57) vor Durchfüh-

rung der Experimente etwa 1000 Zellen pro Kammer auf den Chamber slides ausge-

sät (außer für den Blindwert) und bei 37°C, 5% CO2 und etwa 95% Luftfeuchtigkeit 

inkubiert. 

Vor dem weiteren Versuchsablauf fand eine Überprüfung der Zellanheftung und auf 

konfluentes Wachstum in den Chamber slides statt, um einheitliche Versuchsbedin-

gungen zu gewährleisten. 

Am Versuchstag wurde das Medium abgesaugt, zweimal pro Kammer mit einem 

Milliliter temperierten serumfreien Medium (SFM) gespült und jede Kammer mit 

1,5ml SFM befüllt. Es erfolgte der Transport zum Laser in einer vorgewärmten 

Thermotasche. Dort wurde das SFM abgezogen und die einzelnen Chamber slides (je 

4 Kammern) bestrahlt (Bestrahlungsplan: siehe Tab. 2). Die Zeit zwischen Befüllung 

der Kammern und der Bestrahlung betrug etwa eine Stunde (Fahrt zum Laser). 

 
Tab. 2: Bestrahlungsplan für den MTT-Test (150fs, 5kHz, Scanner: Zeilenabstand 0,03mm, Geschw. 
150mm/s). 
 

Chamber Slide-Nummer  

(je 4 Kammern) 

Energiedosis [J/cm²] Anmerkung 

1 0 Blindwert, keine Zellen, nur 750µl 
MTT-Gebrauchslösung + 750µl Lyse-

puffer 
2 0 Maximalwert (Nullprobe), 750µl MTT-

Gebrauchslösung + 750µl Lysepuffer 
3 0,31 750µl MTT-Gebrauchslösung +  

750µl Lysepuffer 
4 0,77 750µl MTT-Gebrauchslösung + 

750µl Lysepuffer 
5 1,55 750µl MTT-Gebrauchslösung + 

750µl Lysepuffer 
6 3,10 750µl MTT-Gebrauchslösung + 

750µl Lysepuffer 
7 4,65 750µl MTT-Gebrauchslösung + 

750µl Lysepuffer 
8 6,20 750µl MTT-Gebrauchslösung + 

750µl Lysepuffer 
9 7,75 750µl MTT-Gebrauchslösung + 

750µl Lysepuffer 
10 9,30 750µl MTT-Gebrauchslösung + 

750µl Lysepuffer 
11 10,85 750µl MTT-Gebrauchslösung + 

750µl Lysepuffer 
12 12,40 750µl MTT-Gebrauchslösung + 

750µl Lysepuffer 
 

Nach dem Laserbeschuß erfolgte die Zugabe von 750µl MTT-Arbeitslösung pro 

Kammer. Da das MTT-Molekül photoempfindlich ist, wurden die Zugabe der Lö-

sung und alle folgenden Abläufe unter Verdunkelung der Proben durchgeführt. 
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Der Rücktransport zum Brutschrank erfolgte ebenfalls wieder in der vorgewärmten 

Thermotasche (Dauer etwa 45-60 Minuten). 

Nach dreistündiger Inkubation im Brutschrank (37°C) wurden, um die Zellen zu ly-

sieren, je Kammer 750µl SDS-Lysepuffer zugesetzt und mittels Pipette die Lösungen 

durchmischt. Die vollständige Lyse und das Lösen der Formazankristalle erfolgte im 

Dunkeln über Nacht bei 30°C auf einem Schüttler (~100rpm).  

Am folgenden Tag wurden aus jeder Kammer jeweils 150µl Lösung in zwei Wells 

einer Mikrotiterplatte (96-Wells, glatter Boden) überführt, so daß nach der letzten 

Kammer alle Wells befüllt waren. 

Die Absorption des Formazans wurde photometrisch bei 570nm Wellenlänge (Refe-

renzwellenlänge: 650nm) im Microplate-Reader gemessen. Die ermittelten Parallel-

werte wurden, zur Eliminierung von Meßwertausreißern, dem Grubbs-Test unterzo-

gen (Dinkloh et al., 1980; nach Grubbs, 1972). Dazu wurde aus den gemessenen  

Analysenwerten eine Prüfgröße (PG) ermittelt [VI] und mit den Grubbs-

Tabellenwerten, die in Abhängigkeit zur Anzahl der Analysenwerte stehen, vergli-

chen. War die Prüfgröße (PG) größer als der Grubbs-Tabellenwert, so wurde der 

untersuchte Analysenwert aus dem Datensatz entfernt. 

Die Schätzfunktion des Grubbs-Test für einzelne laborinterne Ausreißerwerte (statis-

tische Sicherheit P=90% (zweiseitig), bzw. P=95% (einseitig)) lautet: 

 

∗

∗∗ −
=

l

llk

S

XX
PG                    [VI] 

Mit: 

PG  : Prüfgröße (PG); wird mit dem Grubbs-Tabellenwert (α=0,1; 
Dinkloh et al., 1980; nach Grubbs, 1972) verglichen 

 
  :  gemessener Laborwert ∗

lkX

 
∗
lX  :  Labormittelwert 

   :  Laborstandardabweichung ∗
lS

 

Nach Eliminierung von Meßwertausreißern wurden in jeder Gruppe Mittelwert und 

Standardabweichung berechnet. Auf eine statistische Auswertung wurde verzichtet, 

da die Stichprobenanzahl pro Gruppe (n=4; vier Kammern pro Chamber slide) sehr 

klein war.  
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2.2.9 Bestimmung energiedosisabhängiger DNA-Strangbruch-
induktion mit dem Kometen-Assay 

Der Kometen-Assay (Einzelzellgelelektrophorese; SCGE; engl.: single cell gel    

electrophoresis) ist eine sensitive Methode zur Erfassung von DNA-Schäden in ein-

zelnen Zellen (Östling und Johanson, 1984; Singh et al., 1988). Im pH-neutralen 

Milieu eignet er sich zum Nachweis von DNA-Doppelstrangbrüchen (DSB; engl.: 

double strand breaks), im alkalischen Milieu (pH ≥ 13) zum Nachweis von DNA-

Einzelstrangbrüchen (SSB; engl.: single strand breaks) und alkalilabilen Stellen 

(ALS; engl.: alkali-labile sites). Diese ALS (Apyrimidin-/Apurin-Stellen und Schä-

den im Zuckerphosphatgerüst) werden durch die Eliminierung von Wasserstoffbrü-

cken zwischen den DNA-Strängen in Einzelstrangbrüche überführt. 

Beim alkalischen Kometen-Assay wurden die zu untersuchenden Zellen in Agarose 

eingebettet, bestrahlt und anschließend lysiert. Die freigesetzte DNA wurde dann 

durch ein alkalisches Milieu in relaxierte Einzelstränge überführt (beim neutralen 

Assay wurde darauf verzichtet), elektrophoresiert und mit einem Fluoreszenzfarb-

stoff (hier: Ethidiumbromid) angefärbt. Die DNA-Schäden wurden dann mittels Flu-

oreszenzmikroskopie analysiert (Singh et al., 1988). 

Aufgrund der negativen Ladungen am Zuckerphosphatgerüst wandern DNA-

Fragmente, in Abhängigkeit von ihrer Größe, aus dem Bereich der Zelle zur Anode, 

während ungeschädigte DNA im Zellbereich verbleibt. Je größer die Anzahl der 

Strangbrüche, desto kleiner werden die Fragmente, die dann weiter im elektrischen 

Feld wandern. Es entsteht der charakteristische „Komet“ (Abb. 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A B 

Abb. 18: Ungeschädigte DNA mit Verbleib im Zellbereich (A). Geschädigte DNA wurde im elektri-
schen Feld bewegt und bildet einen Kometen (B). 
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Einen Tag vor Versuchsdurchführung wurden Objektträger mit Ethanol (70%) gerei-

nigt und mit einer Agarosebasalschicht (1,5%ige Standardagaroselösung) versehen. 

Die Agarose wurde in PBS-Puffer angesetzt, zweimal aufgekocht und die Objektträ-

ger kurz darin eingetaucht. Die Agarose auf der Glasunterseite wurde entfernt und 

die Träger über Nacht horizontal liegend an der Luft getrocknet. 

 

Am Versuchstag wurde das Wachstum der zu benutzenden Zellen überprüft. Sie soll-

ten, um einheitliche Versuchsbedingungen zu gewährleisten, subkonfluent bis kon-

fluent gewachsen sein (Abb. 19). Dazu wurden sie 4-5 Tage (NHDF), beziehungs-

weise 5-8 Tage (N57), vor Versuchsdurchführung ausgesät. 

Um vorzeitige DNA-Schäden zu unterbinden, wurden alle nachfolgenden Schritte 

unter größtmöglichem Lichtausschluß durchgeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

A B 

Abb. 19: Angeheftete Fibroblasten in Petrischalen. A) Subkonfluent gewachsen (NHDF, 40x).          
B) Konfluent gewachsen (N57, 40x). 
 

Entsprach das Wachstum den Anforderungen, so wurde das Medium abgezogen und 

die Zellen zweimal mit warmen PBS-Puffer (37°C; je 4ml) gespült. Die Zellablösung 

von den Petrischalen erfolgte durch Spülung mit 3ml Trypsinlösung (0,124%) bei 

37°C für 10-20 Sekunden. Der Überstand wurde anschließend mittels Pipette entfernt 

(„Trockentrypsinierung“). 

Nach 3-5 Minuten nahmen die Zellen eine kugelige Gestalt an, lösten sich von der 

Petrischale und wurden mit 150µl PBS-Puffer aufgenommen. Um eine homogene 

Zellsuspension zu bekommen, wurde mittels Pipette mehrfach durchmischt. An-

schließend wurden je 10µl Zellsuspension mit 90µl 37°C warmer LMP-Agarose 
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(0,5%) gemischt, auf einen beschichteten Objektträger pipettiert und mit einem 

Deckgläschen (24 x 32mm) versehen. Zum Aushärten der Agarose wurden die Ob-

jektträger etwa 3-5 Minuten bei Raumtemperatur gelagert. Der Transport zum Laser 

erfolgte in einer Thermotasche.  

Bei den Versuchen mit DMSO (Dimethylsulfoxid) als Fänger für Hydroxylradikale 

wurde eine Stunde vor dem Ablösen der Zellen mit Trypsin das Medium mit der 

Chemikalie versetzt. Der LMP-Agarose wurde ebenfalls DMSO zugegeben. Die 

Konzentration betrug im Medium und in der Agarose 8%. Der weitere Versuchsab-

lauf erfolgte wie oben beschrieben. 

Vor der Laserbestrahlung wurde das Deckgläschen abgezogen und der jeweilige Ob-

jektträger unter dem Scanner ausgerichtet. Da aufgrund des Arbeitsabstandes zwi-

schen Scanner und Objektträger (~250mm) eine einheitliche Bestrahlung der gesam-

ten zellenthaltenden Agarosefläche (24 x 32mm) auf einmal nicht möglich war (Feh-

ler durch größerwerdenden Winkel bei lateralen Bestrahlungen), wurde das Strahl-

feld in zwei Bereiche mit je 24 x 16mm geteilt. Der Objektträger wurde mit dem 

ersten Feld unter dem Scanner zentriert und bestrahlt. Anschließend wurde durch 

Verschieben des Objektträgers das zweite Feld zentriert und unter denselben Parame-

tern beschossen (Tab. 3). Fremdstrahlung durch Lichtquellen wurde vermieden. 

 
Tab. 3: Bestrahlungsplan für den Kometen-Assay (Variationen: NHDF oder N57; mit DMSO (8%) 
oder ohne; 150fs oder 400fs). Repetitionsrate 5kHz, Scanner: Zeilenabstand 0,03mm, Geschw. 
150mm/s. Ausnahmen: Versuch NHDF bei 150fs auf SSB ist aus drei separaten Versuchen zusam-
mengesetzt; Versuch NHDF bei 150fs auf DSB ist aus zwei separaten Versuchen zusammengesetzt. 
 

Objektträger-Nummer Energiedosis [J/cm²] Anmerkung 

1 + 2 0 Blindwert (Nullprobe) 

3 + 4 0,77  

5 + 6 1,55  

7 + 8 3,10  

9 + 10 4,65  

11 + 12 6,20  

13 + 14 7,75  

 

Um eine Reparatur durch die Zellen zu verhindern, wurden die Objektträger direkt 

nach der Bestrahlung des zweiten Feldes in eiskalten Lysepuffer überführt. Dort 

blieben sie für 3-3,5 Stunden.  

 55



Jörg Bornemann                                                                    2. Material und Methoden 

Nach erfolgter Lyse von Zell- und Kernmembranen wurden die Objektträger in eine 

mit Eis gekühlte und mit Elektrophoresepuffer (pH ≥ 13) befüllte horizontale Elek-

trophoresekammer überführt. Dort erfolgte innerhalb von 40 Minuten, aufgrund das 

alkalischen Milieus, die Auftrennung des DNA-Doppelstranges in die relaxierte Ein-

zelstrangform (engl.: alkaline unwinding) und die Überführung von ALS in Strang-

brüche. Anschließend wurde eine 20-minütige Elektrophorese bei 25V und 300mA 

durchgeführt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Objektträger aus der 

Kammer genommen, horizontal auf ein Abtropfgestell gelegt, dreimal für insgesamt 

5 Minuten mit Neutralisationspuffer überschichtet und abschließend in Reinstwasser 

gespült. Die Trocknung erfolgte über Nacht bei Raumtemperatur.  

 

Für die Fluoreszenzauswertung wurde auf den zellenthaltenden Bereich der trocke-

nen Objektträger je 60µl Ethidiumbromidlösung (20µg/ml) pipettiert und mit einem 

Deckgläschen (24 x 32mm) versehen. Nach etwa 15 Minuten wurde die durch Ethi-

diumbromid angefärbte DNA (LePecq & Paoletti, 1967) am Fluoreszenzmikroskop 

mit einer CCD-Kamera (ColorView 12) als Bilder (Vergrößerung 400x, Belich-

tungszeit eine Sekunde) im TIF-Format (engl.: tagged image file) aufgenommen 

(Bildaufnahmesoftware: analySIS® Pro 3.2). Pro Objektträger wurden etwa 50 zufäl-

lig detektierte Kometen aufgenommen, bei den hohen Energiedosen des Lasers etwas 

weniger. Da für jede Energiedosis zwei Objektträger unabhängig bestrahlt und foto-

grafiert wurden, betrug die zur Auswertung benutzte Kometenanzahl pro Energiedo-

sis im Durchschnitt 100 Aufnahmen. 

Der Fluoreszenzfiltersatz hatte folgende spektrale Daten: der Anregungsfilter lag bei 

546nm und der Barrierefilter bei 590nm. Die Auswertung der Bilder erfolgte durch 

die Software „Scion Image for Windows“ in Verbindung mit dem Kometen-Makro 

„Scion comet 1.3“ (Helma & Uhl, 2000). Mittels dieser Software wurde das soge-

nannte „tail moment“ bestimmt, das als das Produkt aus der Länge des Kometen-

Schweifes und dem prozentualen Anteil der DNA im Kometen-Schweif definiert ist 

(Ashby et al., 1995). Die Höhe des „tail moments“ nimmt mit der Anzahl der DNA-

Schädigungen (Strangbrüche) zu. Das maximale „tail moment“ lag bei der verwende-

ten Konfiguration und Aufnahmetechnik bei 57000 (relative Einheit). Zellen, deren 

DNA so stark geschädigt war, daß diese nicht mehr korrekt mit der Software detek-

tierbar war, wurden in die Auswertung mit einbezogen, indem ihr „tail moment“ 

gleich dem maximal möglichen „tail moment“ gesetzt wurde. Konnten mehr als 50% 
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aller Zellen einer Gruppe nicht korrekt ausgewertet werden, so wurde das „tail mo-

ment“ der Gruppe als größer 57000 eingestuft. 

Aufnahmen, die durch technische Faktoren nicht auswertbar waren (Unter- oder 

Überbelichtung, ungenaue Zuordnung der Kopfregion des Kometen durch die Soft-

ware, usw.), wurden nicht für die Auswertung verwendet. 

 

Nachdem die „tail momente“ innerhalb einer Versuchsgruppe ermittelt waren, wur-

den mögliche Meßwertausreißer durch den Grubbs-Test eliminiert (Beschreibung 

Grubbs-Test siehe Kap. 2.2.7) und das Konfidenzintervall (CI 95%) für die prozen-

tuale Aufenthaltswahrscheinlichkeit des wahren Wertes innerhalb des Vertrauensbe-

reiches berechnet. Es folgte die deskriptive Statistik. Dazu wurden die Werte einer 

Gruppe in 3000er Schritten zusammengefaßt und anschließend auf Normalverteilung 

mittels Kolmogorov-Smirnov-Test überprüft. Waren die Werte zweier zu verglei-

chender Gruppen normalverteilt (und die Varianzen gleich), so wurde die Überprü-

fung auf Signifikanz zwischen den Gruppen mittels t-Test durchgeführt. War eine 

Normalverteilung nicht gegeben, so wurde der Mann-Whitney-Test (oder auch U-

Test genannt) benutzt. 
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3.  Ergebnisse 

3.1 Temperaturmessung/-effekte 

Temperaturmessungen: 

Thermische Veränderungen von Wasser (300µl) wurden direkt mittels Thermosensor 

bei der Bestrahlung mit einem Ti:Saphir-Laser detektiert (Abb. 20). Vergleichende 

Messungen wurden an einem freilaufenden Er:YAG-Laser (Abb. 21) und einem ge-

pulsten CO2-Laser (Abb. 22) durchgeführt. Anhand der gemessenen Temperaturen 

wurde ein Modell erstellt [IV], mit dem sich die Maximaltemperatur je Laser und 

Leistung berechnen lassen. In Tabelle 4 werden die jeweiligen Parameter des ver-

wendeten Temperaturmodells angegeben. 
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Abb. 20: Temperaturänderung von Wasser bei Bestrahlung mit einem gepulsten Ti:Saphir-Laser 
(30mW, 60mW und 120mW bei 3kHz; Fokusdurchmesser: 40µm; Pulslänge: 130fs). Berechnete 
Maximaltemperatur und korrigiertes Bestimmtheitsmaß sind mit angegeben. Temperaturmodelle [IV] 
sind als schwarze Linien und Meßwerte als Kreise dargestellt. Weitere Modellparameter sind Tabelle 
4 zu entnehmen. 
 
 
Tab. 4: Starttemperatur und die Modell-Parameter zur Lage und Steigung der Temperaturmessung bei 
Er:YAG-Laser, CO2-Laser und Ti:Saphir-Laser. 
 

\Lasertyp 
Parameter\ 

Er:YAG 
33mW 

Er:YAG
57mW 

Er:YAG
64mW 

CO2
50mW

CO2
100mW

Ti:Saphir 
30mW 

Ti:Saphir 
60mW 

Ti:Saphir 
120mW 

Starttemp. 
[°C] 

20 20 20 20 20 18 18 18 

a 1,4157 1,8344 1,8395 2,5429 5,4842 1,0641 1,2436 2,1971 
b 0,5846 0,6398 0,7695 0,3051 0,2868 0,8376 4,4059 5,5720 
c 0,4021 2,6492 4,8651 2,8097 5,5333 0,5526 1,1799 3,1554 
d 0,1817 0,1687 0,1176 0,3052 0,2868 0,1398 0,1260 0,1347 
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Abb. 21: Temperaturänderung von Wasser bei Bestrahlung mit einem freilaufenden Er:YAG-Laser 
(33mW bei 3,7Hz; 57mW bei 3,7Hz; 64mW bei 3Hz; Fokusdurchmesser: 200µm). Berechnete Maxi-
maltemperatur und korrigiertes Bestimmtheitsmaß sind mit angegeben. Temperaturmodelle [IV] sind 
als schwarze Linien und Meßwerte als Kreise dargestellt. Weitere Modellparameter sind Tabelle 4 zu 
entnehmen. 
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Abb. 22: Temperaturänderung von Wasser bei Bestrahlung mit einem gepulsten CO2-Laser (50mW 
und 100mW bei 4Hz; Fokusdurchmesser: 300µm). Berechnete Maximaltemperatur und korrigiertes 
Bestimmtheitsmaß sind mit angegeben. Temperaturmodelle [IV] sind als schwarze Linie und Meß-
werte als Kreise dargestellt. Weitere Modellparameter sind Tabelle 4 zu entnehmen. 
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Das Verhältnis zwischen der mittleren eingestrahlten Leistung und der relativen 

Temperaturerhöhung ist in Abb. 23 dargestellt. 
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Abb. 23: Temperaturerhöhung [°C] in Abhängigkeit von der mittleren eingestrahlten Leistung [mW] 
verschiedener Lasertypen. Die Steigung der Modellgeraden ist jeweils angegeben. Kreise: CO2-Laser. 
Quadrate: Er:YAG-Laser. Dreiecke: Ti:Saphir-Laser. 
 

Von den drei verwendeten Lasern zeigte der CO2-Laser in diesem Versuch die größte 

relative Temperaturänderung pro eingestrahlter Leistung, der Ti:Saphir-Laser die 

geringste relative Temperaturänderung. Um einen Anstieg um einen Grad Celsius zu 

erzielen, beträgt der Faktor der aufzuwendenden Leistung zwischen Ti:Saphir-Laser 

und CO2-Laser etwa 2,5, zwischen Ti:Saphir-Laser und Er:YAG-Laser etwa 1,5 (sie-

he Tab. 5). 

 
Tab. 5: Verhältnis von eingebrachter Leistung pro Temperaturerhöhung um einen Grad Celsius bei 
CO2-Laser, Er:YAG-Laser und Ti:Saphir-Laser. 
 

Lasertyp/ 
Fokusdurchmesser 

mittlere einge-
strahlte 

Leistung [mW] 

maximale 
Temperaturerhöhung [°C]

mW/°C durchschnittl. 
mW/°C 

CO2/300µm 50 5,4 9,259 9,2 
 100 11 9,091  

Er:YAG/200µm 33 1,8 18,333 13,5 
 57 4,5 12,667  
 64 6,7 9,552  

Ti:Saphir/40µm 30 1,6 18,750 22,0 
 60 2,4 25,000  
 120 5,4 22,222  
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Thermische Veränderungen von Hart- und Weichgeweben nach Laserablation: 

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Hartgeweben (Kochlea und Am-

boß (Incus) des Meerschweinchens), sowie histomorphologische Schnitte von 

Weichgeweben (Nervengewebe vom Meerschweinchen; Fett- und Muskelgewebe 

vom Hausschwein), sollten mögliche Gewebeveränderungen durch Temperaturerhö-

hung aufzeigen.  

Veränderungen in der Oberflächenstruktur von Kochleae nach Laserbestrahlung sind 

in Abb. 24 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

  
A B 

Abb. 24: Oberfläche bestrahlter Kochleae (Meerschweinchen), Durchmesser 200µm. A) Er:YAG-
Laser, Fokusdurchmesser 200µm, 4 x 3mJ mit Verschmelzung der Knochenoberfläche im Ablations-
bereich. B) Ti:Saphir-Laser, Fokusdurchmesser 40µm, Pulsüberlappung etwa 35%, 30 Scans x 60µJ, 
5kHz, ohne Verschmelzungen. Die feinporöse Knochenstruktur ist erhalten geblieben. 
 

Beim Er:YAG-Laser konnte eine deutliche Verschmelzung der Knochenoberfläche 

gezeigt werden (Abb. 24A), während beim Ti:Saphir-Laser die feinporöse Struktur 

des Knochens erhalten blieb (Abb. 24B). 

Um Aussagen über mögliche thermische Schäden in lateraler Richtung zur Abla-

tionsachse treffen zu können, wurde der auf den Steigbügel (Stapes) einwirkende 

Fortsatz eines Ambosses (Incus) mit einem Ti:Saphir-Laser abgetrennt (Abb. 25). 
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Abb. 25: Oberfläche eines abgetrennten Amboß-Fortsatzes (Meerschweinchen), lateral zur Abla-
tionsachse. Ti:Saphir-Laser, 6000 Scans x 50µJ, 5kHz. Keine Schmelzzonen erkennbar. 
 

In keinem Fall, unabhängig von der gewählten Pulsenergie (20-100µJ, 5kHz), konn-

ten Schmelzzonen an Hartgeweben nach Ti:Saphir-Laserbestrahlung gefunden wer-

den. 

In histomorphologischen Schnitten sollten mögliche Veränderungen an Weichgewe-

ben gezeigt werden. Dazu wurde Nervengewebe (Nervus infraorbitalis, Haus-

schwein, Abb. 26; Nervus facialis, Meerschweinchen, Abb. 27), Muskelgewebe und 

Fettgewebe (Masseter, Hausschwein, Abb. 28) bestrahlt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

100µm 

A B 

Abb. 26: Nervengewebe vom Hausschwein nach Bestrahlung. Ablationskrater lateral zur Strahlachse. 
Ti:Saphir-Laser, 33µJ, 3kHz. Keine thermischen Schädigungszonen erkennbar. A) Histologischer 
Schnitt, HE-Färbung. B) Korrelierende REM-Aufnahme. 
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Abb. 27: Nervengewebe vom Meerschweinchen nach Bestrahlung. Ablationskrater lateral zur Strahl-
achse. Ti:Saphir-Laser, 5kHz. A) 15 Scans x 50µJ. B) 9 Scans x 80µJ. C) 5 Scans x 100µJ. Mögliche 
thermische Schädigungszonen im subzellulären Bereich. Thionin-Färbung. Vergrößerung 100x. 
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40µm 100µm 

Abb. 28: Fett- und Muskelgewebe vom Hausschwein nach Bestrahlung. Ablationskrater lateral zur 
Strahlachse. Ti:Saphir-Laser, 3kHz. A) Übergang Fett-/Muskelgewebe, 130µJ. B) Muskelgewebe, 
33µJ. Mögliche thermische Schädigungszonen liegen im subzellulären Bereich. HE-Färbung. 
 

Die thermischen Schäden bewegten sich bei allen Geweben im subzellulären Grö-

ßenbereich. Es konnten keine ausgeprägten Karbonisierungs- oder Koagulationszo-

nen gefunden werden. 
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Im Vergleich zu den Ablationskratern eines Ti:Saphir-Lasers ist in Abb. 29 ein typi-

scher Krater nach Er:YAG-Laserbestrahlung mit deutlichem thermischen Schaden zu 

sehen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 29: Nervengewebe vom Hausschwein nach Bestrahlung. Ablationskrater lateral zur Strahlachse. 
Er:YAG-Laser, freilaufend. Einzelpuls, 15mJ. Thermische Schädigungszonen reichen etwa 20-30µm 
ins Gewebe. HE-Färbung. 
 

3.2 Druckmessung/-effekte 

Druckmessungen: 

Die Druckmessungen erfolgten in einem mit physiologischer Kochsalzlösung befüll-

ten Behälter, an dessen Boden sich ein Drucksensor befand. Die Druckentwicklung 

jeweils eines Einzelpulses wurde beim Ti:Saphir-Laser gemessen und mit der Druck-

entwicklung beim freilaufenden Er:YAG-Laser verglichen (Abb. 30).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 30: Spitzendruckentwicklung (peak to peak) in Abhängigkeit vom Abstand zwischen Laserfokus 
und Drucksensor. A) Ti:Saphir-Laser, kurze Pulse (blaue Rauten) und lange Pulse (rote Kreise), 
Druckangaben in Millibar. B) Er:YAG-Laser (freilaufend), Abstand 2,5mm (schwarze Kreise), Ab-
stand 5mm (rote Dreiecke) und Abstand 10mm (blaue Rauten), Druckangaben in Bar. 
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Wie die Messungen zeigten, bewegt sich der Spitzendruck beim Ti:Saphir-Laser, bei 

einem Fokusabstand von etwa 2,8mm, im Millibar-Bereich. Die Pulslänge von 130fs 

zu 700fs übt kaum einen Einfluß aus (Abb. 30A). Beim Er:YAG-Laser liegt der Spit-

zendruck deutlich höher im Bar-Bereich (Fokusabstand 2,5mm, Abb. 30B). Mit zu-

nehmendem Fokusabstand nimmt er deutlich ab. 

 

Photoakustische Veränderungen von Hart- und Weichgeweben nach Laserablation:

Sowohl rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Hartgeweben, als auch 

histomorphologische Schnitte von Weichgeweben, sollten mögliche Gewebever-

änderungen durch photoakustische Effekte aufzeigen. 

Dazu wurde die oberflächennahe Struktur von Hartgewebe (Amboß des Meer-

schweinchens) nach Laserbestrahlung untersucht. Als Maß für photoakustische Ef-

fekte wurde der minimal mögliche Linienabstand zwischen zwei Geraden ermittelt 

(Abb. 31). Jede Gerade war 500µm lang und der Abstand zwischen ihnen wurde von 

100µm auf 40µm reduziert. 

Der kritische Abstand lag bei einer Pulsenergie von 80µJ bei 40-45µm (siehe unters-

ter Steg bei Abb. 31A + B). 

 

 

 

 

 

 

 

 
A B 

Abb. 31: Ermittlung des minimal möglichen Linienabstandes bei Hartgewebe (Amboß Meerschwein-
chen). Abstand zwischen den Linien (von oben nach unten): 100, 90, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 
40µm. Ti:Saphir-Laser, 5kHz. A) 38 Scans x 80µJ. B) 76 Scans x 80µJ. 
 

Um den ermittelten minimalen Linienabstand in einem mechanisch sensibleren Mo-

dell zu bestätigen, wurde ein Wabenmuster mit schmalen Verbindungsstegen (etwa 

40µm) gewählt (Abb. 32). Die Pulsenergie wurde für die Bestrahlung auf 50µJ redu-

ziert. 
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Abb. 32: Wabenförmig bestrahlter Amboß (Meerschweinchen), Stegbreite zwischen den Waben etwa 
40µm. Ti:Saphir-Laser, 40 Scans x 50µJ, 5kHz. A) Übersichtsaufnahme. B) Vergrößerung. Es sind 
kaum Schäden durch photoakustische Effekte sichtbar. 
 

Wie in Abb. 32B gut zu erkennen, sind die Stege zwischen den Waben kaum be-

schädigt. Auch im direkten Oberflächenbereich sind sie größtenteils unbeschädigt. 

Die Riffelungen an den Wabenrändern resultieren aus dem gewählten Scan-

Zeilenabstand von 25µm innerhalb der Wabenfläche und stellen keine Schadensform 

dar.  

An Weichgewebe sollte ebenfalls das Auftreten möglicher photoakustischer Effekte 

untersucht werden. Dazu wurde Nervengewebe (vom Hausschwein) benutzt, um eine 

Aussage über eventuelle Reizleitungsschäden bei Laserfokusannäherung treffen zu 

können.  

Bei allen Versuchen und den anschließenden Aufarbeitungsschritten wurde unbe-

strahltes Gewebe als Nullprobe mitgeführt (Abb. 33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 33: Unbestrahltes Nervengewebe (Nervus cochlearis; Meerschweinchen) mit sternförmigen 
Zerreißungen im mittleren Bereich als Entwässerungs-/Schneideartefakt. Thionin-Färbung. Vergröße-
rung 100x. 
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Bei einer Pulsenergie von 50µJ konnten keine photoakustischen Schäden am Nerven-

gewebe gefunden werden (Abb. 34). Bei den zu erkennenden Zerreißungen handelte 

es sich um Artefakte der Entwässerung/des Schneidens (Abb. 33). 
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Abb. 34: Bestrahltes Nervengewebe vom Meerschweinchen. Ablationskrater liegt lateral zur Strahl-
achse (Pfeil). Ti:Saphir-Laser, 25 Scans x 50µJ, 5kHz. A) Nervus ischiadicus (Vergrößerung 40x).   
B) Nervus facialis (Vergrößerung 100x). Thionin-Färbung. 
 

Wurde die Pulsenergie auf 100µJ erhöht, so konnten bei einigen Proben deutliche 

Gewebeauflockerungen entlang der Strahlachse gefunden werden (Abb. 35), die sich 

in ihrem Aussehen (Verlauf längs zur Strahlachse) deutlich von den beschriebenen 

Artefakten unterschieden. 
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Abb. 35: Bestrahltes Nervengewebe vom Meerschweinchen (Nervus facialis). Ablationskrater liegt 
lateral zur Strahlachse (Pfeil in Abb. A). Ti:Saphir-Laser, 15 Scans x 100µJ, 5kHz. A) Übersichtsauf-
nahme (Vergrößerung 40x). B) Vergrößerung (100x) mit deutlichen Gewebeauflockerungen (Pfeile) 
entlang der Strahlachse (gestrichelte Linie). Thionin-Färbung. 
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Besonders geeignet für photoakustische Untersuchungen sind die Zilien der Haarzel-

len des Innenohres (Abb. 36). Sie reagieren, aufgrund ihrer sehr feinen Struktur, aus-

gesprochen sensibel auf Druckwellen. Diese Druckwellen können Effekte von Ver-

formung bis Abscherung der Zilien bewirken. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb. 36: Ungeschädigte Zilien eines Innenohres (Meerschweinchen), bestehend aus drei Reihen äuße-
rer Zilien (v-förmig) und einer Reihe innerer Zilien (linienförmig). 
 

Nach Bestrahlungen mit verschiedenen Pulsenergien eines Ti:Saphir-Lasers wurden 

die Zilien der Haarzellen auf mögliche photoakustische Schäden untersucht (Abb. 

37-39) und mit den Zilien nach Er:YAG-Laserbeschuß (Abb. 40, 41) verglichen. 
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Abb. 37: Intakte Zilien einer Kochlea (Meerschweinchen) direkt neben einem Ablationskrater (Pfeil). 
Ti:Saphir-Laser, 50µJ, Gesamtscananzahl 600, 5kHz. A) Übersichtsaufnahme. B) Vergrößerung. 
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Bei einer Pulsenergie von 50µJ konnte keine mechanische Beschädigung der Zilien 

gefunden werden (Abb. 37B). Direkt neben der Ablationsstelle waren weder Sche-

rungen noch Verformungen der Zilien zu erkennen. 
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Abb. 38: Intakte Zilien einer Kochlea (Meerschweinchen) direkt neben einem Ablationskrater. 
Ti:Saphir-Laser, 80µJ, Gesamtscananzahl 200, 5kHz. A) Übersichtsaufnahme. B) Vergrößerung. 
 

Auch bei einer Pulsenergie von 80µJ konnten in unmittelbarer Nähe zum Ablations-

krater keine deformierten Zilienareale gefunden werden (Abb. 38B). 
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Abb. 39: Zilien einer Kochlea (Meerschweinchen) neben einem Ablationskrater. Sie sind zum Teil 
noch erhalten, aber es zeigen sich deutliche Strukturauflockerungen zwischen Hensenschen Zellen 
und Phalangenzellen. Ti:Saphir-Laser, 100µJ, Gesamtscananzahl 300, 5kHz. A) Übersichtsaufnahme. 
B) Vergrößerung. 
 

Bei einer Pulsenergie von 100µJ waren einige äußere Zilien mechanisch beschädigt, 

sie lagen zum Teil und zeigten nicht mehr ihre charakteristische V-Form. Das die 

äußeren Haarzellen umgebende Gewebe, bestehend aus Hensenschen Zellen und 

Phalangenzellen, zeigte deutliche strukturelle Auflockerungen, zum Teil Zerrei-
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ßungen der Gewebe (Abb. 39B). Höhere Pulsenergien wurden aufgrund dieser Er-

kenntnis nicht getestet. 

Um die Ergebnisse des Ti:Saphir-Lasers einordnen zu können, wurden die Versuche 

mit einem freilaufenden Er:YAG-Laser wiederholt (Abb. 40 + 41). 
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Abb. 40: Zilien einer Kochlea (Meerschweinchen) mit Verformungen. Er:YAG-Laser, 6,7mJ, Ge-
samtpulsanzahl 6. A) Übersichtsaufnahme. B) Vergrößerung. 
 

Bei einer Pulsenergie von 6,7mJ lagen einige wenige Zilien, beziehungsweise zeig-

ten eine untypische Formung. Einzelne Zilien zeigten auffällige Deformationen im 

apikalen Bereich (Abb. 40B). 
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Abb. 41: Zilien einer Kochlea (Meerschweinchen) mit Verformungen und Scherungen. Er:YAG-
Laser, 13,3mJ, Gesamtpulsanzahl 9. A) Übersichtsaufnahme. B) Vergrößerung. 
 

Wurde die Pulsenergie auf 13,3mJ erhöht, so waren auch in größeren Abständen vom 

Ablationskrater die Zilien niedergedrückt (Abb. 41B). In unmittelbarer Kraternähe 

waren sie zum Teil durch Scherkräfte ganz entfernt. Auf eine weitere Erhöhung der 

Pulsenergie wurde verzichtet. 
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3.3 Bestimmung gewebespezifischer Abtragsraten 

Die Abtragsraten eines Ti:Saphir-Lasers sollten gewebespezifisch bestimmt werden. 

Dazu wurden verschiedene Weichgewebe (Nerv, Muskel, Knorpel) und Hartgewebe 

(Knochen) vom Hausschwein mit unterschiedlichen Pulsenergien bestrahlt und die 

Abtragsrate pro Puls berechnet (Abb. 42). Der Wassergehalt der Gewebeproben  

wurde dabei durch künstliche Befeuchtung variiert. Die Bezeichnung „trocken“ steht 

für wasserfreie Gewebeschnitte, während „feucht“ den Erhalt des physiologischen 

Wasseranteils beschreibt. 

Die Abb. 42 beinhaltet das Konfidenzintervall (Aufenthaltswahrscheinlichkeit des 

wahren Wertes innerhalb des Vertrauensbereiches) und das korrigierte Bestimmt-

heitsmaß (Qualität der Modellanpassung) der jeweiligen Meßwerte. Die Parameter 

für das benutzte Gewebeabtragsmodell [V] sind in Tabelle 6 aufgeführt. 
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Abb. 42: Abtragsraten für Knochen feucht (blau), Knochen trocken (grün), Nerv feucht (gelb), Muskel 
feucht (rot) und Knorpel feucht (grau) in Abhängigkeit der gewählten Pulsenergie. Alle Gewebe 
stammen vom Hausschwein. Korrigiertes Bestimmtheitsmaß der Modellanpassung pro Gewebe ist mit 
angegeben. Gewebeabtragsmodelle [V] sind jeweils als Linie, Mittelwerte als Kreise und CI 95% als 
Balken dargestellt. Weitere Modellparameter sind Tabelle 6 zu entnehmen. 
     

Bei niedrigeren Energien (80µJ und 110µJ) wurde aus der Gruppe der Weichgewebe 

das Nervengewebe besonders gut abladiert (Abb. 42). 
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Anhand der Ergebnisse läßt sich eine deutliche Abhängigkeit zwischen Wassergehalt 

des Gewebes und Abtragsrate erkennen: Für Knochengewebe mit unterschiedlichem 

Wassergehalt konnte eine Differenz in der Abtragseffizienz bis Faktor 100 für Puls-

energien von 60-160µJ (entsprechend 300-800mW Leistung) nachgewiesen werden. 

Bei den Weichgeweben war die Abhängigkeit zwischen Wassergehalt und Abtrags-

rate eingeschränkt. Erst bei starker Gewebeaustrocknung konnte eine Zunahme der 

zur Gewebedurchdringung benötigten Pulszahlen beobachtet werden (nicht darge-

stellt).  

 
Tab. 6: Modell-Parameter [V] zur Lage und Steigung des jeweiligen Gewebeabtragsmodells der ver-
schiedenen Gewebe. 

\Gewebe
Parameter\ 

Knochen, 
feucht 

Knochen, 
trocken 

Nerv, 
feucht 

Muskel, 
feucht 

Knorpel, 
feucht 

a 39,1066 7,0567 5,9073 7,0968 949,3068
b 0,2161 0,0012 0,0486 0,0188 0,0065
c 1949376,6488 1,2288 20,0927 9,2948 9,6899

 

3.4 Bestimmung der akuten Zytotoxizität mit dem MTT-Test 

Mit Hilfe der Succinat-Dehydrogenaseaktivität der Mitochondrien kann die Zyto-

toxizität von Strahlungsquellen gemessen werden. Als toxische Größen können so-

wohl photoakustische und thermische Effekte, als auch Radikalbildungen und freie 

Elektronen, wirken. 

Für die Untersuchungen am Ti:Saphir-Laser wurden zwei nicht transformierte huma-

ne Fibroblastenzellinien benutzt, eine schnell proliferierende Zellinie (NHDF) und 

eine langsam proliferierende Zellinie (N57). Zellen beider Linien wurden mit unter-

schiedlichen Energiedosen bestrahlt, danach für drei Stunden inkubiert und dann die 

Vitalität (Aktivität) mittels Farbstoffreduktion photometrisch gemessen (Abb. 43).  
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Abb. 43: Vitalitätsveränderung der Fibroblasten in Abhängigkeit von der eingestrahlten Energiedosis 
[J/cm²]. Pulslänge 150fs. Mittelwerte sind als Kreise und Standardabweichungen als Balken angege-
ben. A) NHDF. B) N57. 
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Bei beiden Zellinien war bei einer Energiedosis von 0,31J/cm² eine Erhöhung der 

Zellvitalität gegenüber der unbestrahlten Nullprobe zu erkennen. Ab einer Energie-

dosis von 0,77J/cm² fiel die Vitalität beider Zellinien unter die der jeweiligen Null-

probe. Während bei der schnellproliferierenden NHDF-Kultur die Vitalität mit stei-

gender Energiedosis deutlich exponentiell abnahm, war eine exponentielle Verringe-

rung der Vitalität bei der langsamproliferierenden N57-Kultur nicht deutlich zu er-

kennen. Die Vitalitätsabnahme vollzog sich bei N57 wesentlich langsamer: Während 

der EC30-Wert (engl.: effect concentration 30%; der Wert der Energiedosis, bei dem 

ein zu messender Effekt von 30% vorliegt; hier: Verlust der Vitalität) bei NHDF um 

etwa 2,5J/cm² lag, wurde bei N57 der EC30 erst bei fast 5J/cm² erreicht. Beim EC50 

(EC70) verhielt es sich ganz ähnlich: Er war bei NHDF mit 3,4J/cm² (5,2J/cm²) etwa 

halb so hoch wie bei N57 mit 6,2 J/cm² (11,4J/cm²). 

Bei beiden Zellkulturen konnte keine Vitalität von < 15% erreicht werden. 

 

3.5 Bestimmung energiedosisabhängiger DNA-Strangbruch-
induktion (Gentoxizität) mit dem Kometen-Assay 

 
Aufgrund des Wirkungsprinzips beim Abtrag durch den verwendeten Ti:Saphir-

Laser (Materialionisation durch Multi-Photonen- und Kasakaden-Ionisation) kommt 

es zur Ausbildung einer großen Anzahl freier Elektronen. Diese Elektronen können 

direkt oder indirekt (Bildung von ROS) zu Schäden an zellulären Strukturen (Mem-

branen, DNA, Zellorganellen, usw.) führen. 

Mit Hilfe der Einzelzellgelelektrophorese (Kometen-Assay) sollte untersucht wer-

den, ob es bei einem für den klinischen Einsatz verstärkten Lasersystem zu einer 

Erhöhung der DNA-Strangbruchanzahl kommt. 

Dazu wurden mehrere Parameter variiert und getestet:  

• schnell und langsam proliferierende Zellinie (NHDF, N57) 

• Länge der Laserpulse (150fs, 400fs) 

• mit/ohne DMSO als Radikalfänger 

Um Mehrfachbestrahlungen von Zellen durch überschneidende Laserfokusse im 

Scan-Raster zu verhindern, wurde zuerst der sich für die höchste benutzte Pulsener-

gie ergebende Ablationsdurchmesser in Agarose vermessen (Abb. 44). 
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Abb. 44: Vermessung der Ablationskrater in Agarose (0,5%) des Ti:Saphir-Lasers bei einer Pulsener-
gie von 40µJ. 
 

Aus der Vermessung der Ablationskrater wurde ersichtlich, daß der Fokusdurchmes-

ser (Ablationsdurchmesser) linear mit der gewählten Pulsenergie korreliert (Abb. 

45). 
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Abb. 45: Lineares Verhältnis zwischen eingestrahlter Pulsenergie und Fokusdurchmesser (Ablations-
durchmesser), getestet in Agarose (0,5%). Meßwerte sind als Kreise dargestellt. 
 

Aufgrund der linearen Abhängigkeit zwischen Pulsenergie und Ablationsdurchmes-

ser wurde ein Scan-Raster gewählt, das keine Überschneidungen der Laserfokusse 

zuließ (Abb. 46).  
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Abb. 46: Scan-Raster des Ti:Saphir-Lasers in Agarose (0,5%). Pulsenergie 50µJ, 5kHz, Zeilenabstand 
30µm. Vergrößerung 200x. 
 

Alle Objektträger im Rahmen der Kometen-Assays wurden mit einem Zeilenabstand 

von 30µm und einem Vorlauf von 150mm/s im Scan bestrahlt. 

 

Im Verlauf der Kometen-Assays wurden die DNA-Fragmente mittels Elektrophorese 

durch die sie umgebende Agarose zur Anode gezogen. Vor den eigentlichen Versu-

chen wurde getestet, wie groß der Einfluß der Agarosekonzentration auf das Scha-

densergebnis („tail moment“) ist. Dazu wurde die in der Literatur beschriebene Stan-

dardkonzentration von 0,5% Agarose auf 0,35% reduziert (Abb. 47). 
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Abb. 47: Einfluß des LMP-Agarosegehaltes als Einbettmedium auf das „tail moment“ bestrahlter 
Zellen. Mittelwerte sind als Säulen und CI 95% als Balken dargestellt. Blindwerte sind bereits abge-
zogen. Weiß: Agarosegehalt 0,5%. Grau: Agarosegehalt 0,35%. Bei einer Energiedosis von 7,75J/cm² 
wurde die Nachweisgrenze überschritten. 
 

Der zu detektierende Schaden war bei einer Agarosekonzentration von 0,35% größer 

als bei einer Konzentration von 0,5%. Allerdings befand sich die Agarose bei 0,35% 
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am Rande der Aushärtungsgrenze (bei einer Konzentration von 0,25% blieb die Aga-

roselösung flüssig). Aus diesem Grunde wurden alle folgenden Versuche mit 0,5% 

Agarose durchgeführt.  

Um einen Vergleich zwischen der Sensitivität und dem Verhältnis zwischen Einzel-

strangbrüchen (SSBs) und Doppelstrangbrüchen (DSBs) ziehen zu können, wurde 

die DNA von NHDF-Zellen nach erfolgter Bestrahlung sowohl im alkalischen als 

auch im neutralen Milieu der Elektrophorese unterzogen (Abb. 48).  
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Abb. 48: Verhältnis zwischen Einzelstrangbrüchen (SSBs) und Doppelstrangbrüchen (DSBs) bei 
NHDF-Zellen nach erfolgter Bestrahlung mit einem Ti:Saphir-Laser. Pulslänge 150fs. Mittelwerte 
sind als geometrische Figuren und CI 95% als Balken dargestellt. Blindwerte sind bereits abgezogen. 
Kreuze: SSBs. Punkte: DSBs; aus zwei separaten Versuchen zusammengesetzt. Bei einer Energiedo-
sis von 7,75J/cm² wurde die Nachweisgrenze für SSBs überschritten. 
 

Beim alkalischen Kometen-Assay wurden deutlich höhere „tail momente“ erreicht, 

das heißt die Anzahl der detektierten DNA-Strangbrüche war nach Abzug der Null-

probe deutlich von Null verschieden. Beim neutralen Kometen-Assay hingegen lag 

das „tail moment“, selbst bei einer Energiedosis von 12,4J/cm², nur bei 1337. 

Die Detektion von SSBs zeigte sich im Energiedosis-Bereich bis 7,75J/cm² als sehr 

sensitiv und wurde daher für alle weiteren Kometen-Assays benutzt. 

Als nächstes sollte untersucht werden, ob es Unterschiede in den Strahlenschäden bei 

verschiedenen Fibroblastenkulturen gibt. Dazu wurden bei einer Pulslänge von 150fs 

die schnellproliferierenden NHDF und die langsamproliferierenden N57 bestrahlt 

(Abb. 49). 
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Abb. 49: Einzelstrangbrüche (SSBs) bei NHDF-Zellen und N57-Zellen nach erfolgter Bestrahlung mit 
einem Ti:Saphir-Laser. Pulslänge 150fs. Mittelwerte sind als geometrische Figuren und CI 95% als 
Balken dargestellt. Blindwerte sind bereits abgezogen. Kreise: NHDF; aus drei separaten Versuchen 
zusammengesetzt. Dreiecke: N57. Bei einer Energiedosis von 7,75J/cm² wurde die Nachweisgrenze 
überschritten. Signifikanz: P<0,05 (ein Stern); P<0,01 (zwei Sterne); P<0,001 (drei Sterne). 
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Die NHDF zeigten bei allen Energiedosen (bei 7,75J/cm² keine Aussage möglich, da 

Nachweisgrenze überschritten) eine signifikant größere Schädigung. 

Danach wurde die Pulslänge auf 400fs erhöht und der Versuch mit den schnellproli-

ferierenden NHDF und den langsamproliferierenden N57 wiederholt, um einen mög-

lichen Einfluß der Pulslänge zu erkennen (Abb. 50). 
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Abb. 50: Einzelstrangbrüche (SSBs) bei NHDF-Zellen und N57-Zellen nach erfolgter Bestrahlung mit 
einem Ti:Saphir-Laser. Pulslänge 400fs. Mittelwerte sind als geometrische Figuren und CI 95% als 
Balken dargestellt. Blindwerte sind bereits abgezogen. Kreise: NHDF. Dreiecke: N57. Bei einer Ener-
giedosis von 7,75J/cm² wurde die Nachweisgrenze überschritten. Signifikanz: P<0,05 (ein Stern); 
P<0,01 (zwei Sterne); P<0,001 (drei Sterne). 
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Die Anzahl der Schäden ist bei beiden Zellinien sehr ausgeglichen, lediglich bei 

0,77J/cm² und bei 6,20J/cm² treten signifikante Unterschiede auf. Das „tail moment“ 

ist bei 0,77J/cm² für NHDF signifikant größer, bei 6,20J/cm² ist es für N57 signifi-

kant größer. 

Um einen möglichen Einfluß der Pulslänge innerhalb einer Zellinie zu verdeutlichen, 

wurden bei NHDF die Schäden direkt verglichen (Abb. 51). 
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Abb. 51: Einzelstrangbrüche (SSBs) bei NHDF-Zellen nach erfolgter Bestrahlung mit einem 
Ti:Saphir-Laser. Pulslänge 150fs und 400fs. Mittelwerte sind als geometrische Figuren und CI 95% 
als Balken dargestellt. Blindwerte sind bereits abgezogen. Schwarze Kreise: 150fs. Weiße Kreise: 
400fs. Bei einer Energiedosis von 7,75J/cm² wurde die Nachweisgrenze überschritten. Signifikanz: 
P<0,05 (ein Stern); P<0,01 (zwei Sterne); P<0,001 (drei Sterne). 
 

Beim direkten Vergleich der Auswirkungen der Pulslänge innerhalb einer Zellinie 

zeigten sich nur bei 0,77J/cm² und 3,10J/cm² signifikante Unterschiede. Bei beiden 

Energiedosen war der Schaden bei einer Pulslänge von 150fs gegenüber 400fs signi-

fikant erhöht. 

 

Um einen indirekten Nachweis zur Entstehung und Reaktion von Radikalen zu füh-

ren, wurde den Zellinien (NHDF, Abb. 52; N57, Abb. 53) DMSO als Fänger für Hy-

droxylradikale sowohl im Medium als auch in der Agarose zugesetzt. 
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Abb. 52: Einzelstrangbrüche (SSBs) bei NHDF-Zellen nach erfolgter Bestrahlung mit einem 
Ti:Saphir-Laser in Ab- und Anwesenheit von DMSO (8%). Pulslänge 150fs. Mittelwerte sind als 
geometrische Figuren und CI 95% als Balken dargestellt. Blindwerte sind bereits abgezogen. Schwar-
ze Kreise: ohne DMSO. Weiße Quadrate: mit DMSO. Bei einer Energiedosis von 7,75J/cm² wurde die 
Nachweisgrenze für die Versuchsreihe ohne DMSO überschritten. Signifikanz: P<0,05 (ein Stern); 
P<0,01 (zwei Sterne); P<0,001 (drei Sterne). 
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Abb. 53: Einzelstrangbrüche (SSBs) bei N57-Zellen nach erfolgter Bestrahlung mit einem Ti:Saphir-
Laser in Ab- und Anwesenheit von DMSO (8%). Pulslänge 150fs. Mittelwerte sind als geometrische 
Figuren und CI 95% als Balken dargestellt. Blindwerte sind bereits abgezogen. Schwarze Dreiecke: 
ohne DMSO. Weiße Rauten: mit DMSO. Bei einer Energiedosis von 7,75J/cm² wurde die Nachweis-
grenze für die Versuchsreihe ohne DMSO überschritten. Signifikanz: P<0,05 (ein Stern); P<0,01 
(zwei Sterne); P<0,001 (drei Sterne). 
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Bei beiden Zellinien ist eine signifikante Schadensreduzierung festzustellen. Bei 

NHDF sind für alle Energiedosen signifikante Unterschiede vorhanden, der Signifi-

kanzbereich schwankt jedoch zwischen den einzelnen Meßgrößen. Über die Meß-

werte der Energiedosis 7,75J/cm² kann keine Aussage bezüglich der Signifikanz ge-

macht werden, da das „tail moment“ ohne DMSO jenseits der Nachweisgrenze lag. 

Bei N57 sind bei allen Energiedosen die Unterschiede zwischen Schaden mit und 

ohne DMSO höchst signifikant, jedoch konnte bei einer Energiedosis von 6,20J/cm² 

kein signifikanter Unterschied im „tail moment“ gemessen werden. Über das Scha-

densverhältnis bei 7,75J/cm² ist auch hier keine Aussage bezüglich der Signifikanz 

möglich, da auch hier die Meßwerte für das „tail moment“ ohne DMSO über der 

Nachweisgrenze lagen. 

 

Das „tail moment“ wird als Maß für den Schädigungsgrad der DNA benutzt, jedoch 

kann die Streuung der Einzelmeßwerte pro Energiedosis Informationen über charak-

teristische Verteilungsmuster, zum Beispiel aufgrund ungerichteter Radikalreaktio-

nen, liefern. Die Verteilung der „tail momente“ der Einzelmeßwerte für N57 ohne 

DMSO (Abb. 54) und mit DMSO (Abb. 55) wurden in 3000er Schritten zusammen-

gefaßt. Die Pulslänge betrug 150fs. 
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Abb. 54: Individuelle DNA-Schadensverteilung bei N57-Zellen nach erfolgter Bestrahlung mit einem 
Ti:Saphir-Laser in Abhängigkeit von der jeweiligen Energiedosis. Blindwerte sind bereits abgezogen. 
Pulslänge 150fs. Blau: 0,77J/cm². Grün: 1,55J/cm². Braun: 3,10J/cm². Zyan: 4,65J/cm². Rot: 
6,20J/cm². Bei einer Energiedosis von 7,75J/cm² wurde die Nachweisgrenze überschritten, daher hier 
nicht dargestellt. 
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Wie in Abb. 54 zu erkennen ist, lagen bei einer Energiedosis von 0,77J/cm² (blaue 

Balken) kaum Schäden über einem „tail moment“ von 3000 vor. Mit zunehmender 

Energiedosis sank die Anzahl der geringst geschädigten Zellen rasch ab und es ergab 

sich eine Wertestreuung bis zu einem „tail moment“ von etwa 30000 bei 3,10J/cm² 

(braune Balken) und 36000 bei 4,65J/cm² (zyane Balken), die keiner Normalvertei-

lung entsprach. Bei einer Energiedosis von 4,65J/cm² traten die ersten, aufgrund ei-

ner zu großen Schädigung, nicht mehr auswertbaren Kometen auf. Bei einer Ener-

giedosis von 6,20J/cm² (rote Balken) waren kaum noch Zellen im mittleren Schädi-

gungsbereich (tm  = 15000 bis 36000) zu finden, dafür erhöhte sich der Anteil der 

nicht mehr auswertbaren Zellen auf etwa ein Drittel der Gesamtzellzahl. Im untersten 

Schadensbereich (bis tm = 3000) waren immer noch Zellen zu finden. Wurde die 

Energiedosis auf 7,75J/cm² erhöht, lagen über 50% aller Zellen im nicht mehr aus-

wertbaren Bereich (nicht dargestellt). 
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Abb. 55: Individuelle DNA-Schadensverteilung bei N57-Zellen mit DMSO nach erfolgter Bestrah-
lung mit einem Ti:Saphir-Laser in Abhängigkeit von der jeweiligen Energiedosis. Blindwerte sind 
bereits abgezogen. Pulslänge 150fs. Blau: 0,77J/cm². Grün: 1,55J/cm². Braun: 3,10J/cm². Zyan: 
4,65J/cm². Rot: 6,20J/cm². Gelb: 7,75J/cm². 
 

In Gegenwart von DMSO (Abb. 55) lag die Verteilung der Schäden bei einer Ener-

giedosis von 0,77J/cm² (blaue Balken) und 1,55J/cm² (grüne Balken) sehr ähnlich. 

Auch bei 3,10J/cm² (braune Balken) waren keine Schäden über einem „tail moment“ 

von 12000 zu erkennen, jedoch nahm der Anteil an geringstgeschädigten Zellen (tm 
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bis 3000) gegenüber den beiden niedrigeren Energiedosen ab. Die Verteilung zeigte 

eine exponentielle Abnahme der Zellzahl bei zunehmender Schädigung. Erst bei ei-

ner Energiedosis von 4,65J/cm² (zyaner Balken) wurde das mittlere Schadensmaß 

(tm = 15000 bis 36000) erreicht. Eine langgestreckte Meßwertstreuung, wie bei 

3,10J/cm² (braune Balken) in Abb. 54, ergab sich in Anwesenheit von DMSO bei 

einer Energiedosis von 6,20J/cm² (rote Balken), die eine Normalverteilung zeigte. 

Wurde die eingebrachte Energie auf 7,75J/cm² erhöht, so wurde die Streuung der 

Meßwerte noch größer und es traten die ersten hochgeschädigten Zellen (tm = 54000 

bis 57000) auf. Zellen, die aufgrund des Schadens nicht mehr zu messen wären, wur-

den aber nicht gefunden. 

 

Als nächstes sollte überprüft werden, ob die Einzelmeßwertverteilung zweier unter-

schiedlicher Meßreihen beim selben „tail moment“ gleich war. Dazu wurden N57-

Zellen mit und ohne DMSO bei einer Pulslänge von 150fs bei einem durchschnittli-

chen „tail moment“ von etwa 12000 miteinander verglichen (Abb. 56). 

Die Überprüfung der Einzelmeßwertverteilung wurde ebenfalls mit Zellen der Linien 

NHDF und N57 bei einer Pulslänge von 400fs und einem durchschnittlichen „tail 

moment“ von etwa 3300 durchgeführt (Abb. 57). 
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Abb. 56: Individuelle DNA-Schadensverteilung bei N57-Zellen nach erfolgter Bestrahlung mit einem 
Ti:Saphir-Laser in Ab- und Anwesenheit von DMSO (8%) bei einem durchschnittlichen „tail mo-
ment“ von etwa 12000. Blindwerte sind bereits abgezogen. Pulslänge 150fs. Gelb: ohne DMSO,  
Energiedosis 4,65J/cm². Rot: mit DMSO, Energiedosis 6,20J/cm². 
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Beim Vergleich der Einzelmeßwertverteilung bei N57 mit und ohne DMSO bei ei-

nem durchschnittlichen „tail moment“ von etwa 12000 (Abb. 56) zeigten sich Unter-

schiede, wenn auch nicht so deutlich wie in Abb. 57. Beide Verteilungen waren 

langgestreckt und zeigten eine größere Zellanzahl (etwa 20 Zählungen) im untersten 

Schadensbereich. Während in Anwesenheit von DMSO, und bei einer Energiedosis 

von 6,20J/cm², die Streuung normalverteilt war, lag ohne DMSO, bei einer Energie-

dosis von 4,65J/cm², keine Normalverteilung vor. Weiterhin waren ohne DMSO ei-

nige Zellen nicht mehr auswertbar, obwohl die Energiedosis um 1,55J/cm² geringer 

war. 
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Abb. 57: Individuelle DNA-Schadensverteilung bei NHDF-Zellen und N57-Zellen nach erfolgter 
Bestrahlung mit einem Ti:Saphir-Laser bei einem durchschnittlichen „tail moment“ von etwa 3300. 
Blindwerte sind bereits abgezogen. Pulslänge 400fs. Energiedosis 1,55J/cm². Grün: NHDF. Blau: 
N57. 
 

Obwohl die gewählten Parameter (Pulslänge, Energiedosis) und das durchschnitt-

liche „tail moment“ bei beiden Zellinien gleich war, zeigten sich Unterschiede in den 

Einzelmeßwertverteilungen (Abb. 57). Bei N57 (blaue Balken) zeigte die Verteilung 

eine exponentielle Abnahme der Zellzahl bei zunehmender Schädigung. Das maxi-

male „tail moment“ wurde bei etwa 18000 erreicht. Die Zellen der Linie NHDF 

(grüne Balken) zeigten hingegen eine eher langgestreckte Verteilung mit einer ma-

ximalen Schädigung bei etwa 30000. Die Zahl der geringstgeschädigten Zellen (tm ≤ 

3000) war bei beiden Zellinien annähernd gleich. 
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4.  Diskussion 

4.1 Temperaturmessung/-effekte 

Temperaturmessungen: 

Die Messungen der Temperaturentwicklungen verschiedener Laser bei unterschied-

lichen Strahlungsleistungen erfolgten in Wasser mittels eines Thermosensors. Alle 

Laser pulsten dabei im Dauerbetrieb über mehrere Minuten, was im klinischen Ein-

satz selten vorkommen dürfte, da mögliche Bestrahlungsobjekte (Tumoren, Blutge-

fäße, usw.) eher kleine Volumina besitzen und damit nur kürzere Bestrahlungszeiten 

erforderlich sind. 

Beim Ti:Saphir-Laser zeigten sich relativ geringe Temperaturerhöhungen, bezogen 

auf die berechnete Maximaltemperatur: Bei 30mW um 1,6°C, bei 60mW um 2,4°C 

und bei 120mW um 5,4°C. Im Vergleich dazu betrug beim CO2-Laser die Tempera-

turerhöhung bei 100mW um die 11°C. Der Er:YAG-Laser zeigte bei 64mW eine 

Temperaturerhöhung von 6,7°C (Tab. 5). 

Setzte man die berechnete Temperaturerhöhung mit der eingebrachten Leistung in 

Relation, so zeigten die Geraden der drei Lasertypen deutliche Unterschiede: Der 

Ti:Saphir-Laser erzeugte trotz der höchsten eingebrachten Leistung (120mW) nicht 

die größte Temperaturerhöhung. Diese entsprach mit 5,4°C der eines CO2-Lasers bei 

50mW. 

Die größten berechneten Temperaturerhöhungen erzeugte der CO2-Laser, was auch 

aus dem Verhältnis von aufzuwendender Leistung pro Erhöhung um einen Grad Cel-

sius zwischen den Lasern deutlich wird (Tab. 5): Der Faktor lag zwischen Ti:Saphir-

Laser und CO2-Laser bei etwa 2,5, zwischen Ti:Saphir-Laser und Er:YAG-Laser bei 

etwa 1,5. Zu beachten ist, daß bei den Versuchen mit dem CO2-Laser das Deckgläs-

chen zur Abdeckung der Wasserkammer fehlte. Es hätte zu sehr hohen Leistungsver-

lusten geführt. Bei den anderen beiden Lasern lagen die Verluste unter 5%. Eine 

Wärmeaufnahme aus der Luft bei der CO2-Messung ist damit wahrscheinlich, was 

bedeutet, daß der wirkliche Temperaturanstieg unterhalb der Meßergebnisse liegen 

müßte und damit der Er:YAG-Messung nahekommen würde. 
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Die Temperaturentwicklung läßt sich theoretisch beschreiben: 

 

    ΔT [K] = ΔQ / m·c     [VII] 

 

Dabei ist ΔQ die zugeführte Wärmemenge [J], m die Masse [kg] und c die spezifi-

sche Wärmekapazität des Wasser [J/kg·K]. 

Vergleicht man die jeweils gemessene Temperaturentwicklung mit der theoretischen 

Beschreibung der Temperaturentwicklung [VII], dann liegen die theoretischen Werte 

in allen Fällen über den gemessenen Werten. Eine Erklärung für diese Differenz liegt 

in der Tatsache begründet, daß in der Berechnung davon ausgegangen wird, daß die 

gesamte eingebrachte Laserenergie im Wasser absorbiert wird. Wärmeverluste an die 

Luft und die Meßkammer werden genauso wenig berücksichtigt wie Unterschiede in 

den Wellenlängen der Laserstrahlung und den damit verbundenen Unterschieden in 

den Absorptionskoeffizienten des Wassers. Untersuchungen zeigten jedoch, daß etwa 

30% der im Plasma erzeugten Wärmeenergie an die Umgebung abgegeben wird 

(Noack, 1998). 

Durch die hohen Absorptionskoeffizienten von Wasser bei etwa 3µm und 10µm 

Wellenlänge, in Verbindung mit einer langen Pulsdauer von 100-200µs, kam es bei 

Er:YAG-Laser und CO2-Laser zu einem deutlichen Temperaturanstieg. 

Beim Ti:Saphir-Laser mit seinen sehr kurzen Pulsdauern, und dem sehr geringen 

Absorptionskoeffizienten von Wasser bei 780nm Wellenlänge, blieben größere ther-

mische Erhöhungen aus. Das bedeutet, daß die Temperaturerhöhungen in Geweben 

mit hohen Wasseranteilen zu keinen oder kaum thermischen Effekten über eine grö-

ßere Fläche führen werden. Effekte im Fokusnahbereich sind davon ausgenommen. 

 

Für geschlossene knöcherne Hohlräume, wie im Falle der Kochlea, zeigen die Mes-

sungen die richtige Tendenz der Temperaturentwicklung, sind aber mit einem Fehler 

behaftet, da der Hohlzylinder aus PVDF gefertigt wurde. PVDF hat nicht dieselben 

Wärmeparameter wie die Knochenhöhlung der Kochlea.  

Für Untersuchungen, die sich speziell mit der Kochlea befassen, sollte auch der Zy-

linder aus einem Material mit knochenähnlichen thermischen Eigenschaften (zum 

Beispiel PMMA) gewählt werden. Um dem Bereich der physiologischen Körpertem-

peratur möglichst nahe zu kommen, sollte die Ausgangstemperatur bei 37°C liegen. 

Das Volumen der humanen Kochlea beträgt etwa 19-25µl (Yost, 1994). 
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Thermische Veränderungen von Hart- und Weichgeweben nach Laserablation: 

Beim Vergleich von Knochenstrukturen nach Bestrahlung mit einem freilaufenden 

Er:YAG-Laser und einem Ti:Saphir-Laser waren deutliche Unterschiede in der fo-

kusnahen Oberflächenbeschaffenheit zu erkennen. Beim Er:YAG traten Verschmel-

zungen entlang der Strahlachse auf. Die feinporöse Knochentextur war nicht mehr zu 

erkennen, Schmelzringe verliefen innerhalb des Ablationskraters (Abb. 24A). Der 

Beschuß von Knochengewebe mit einem Er:YAG-Laser wurde mehrfach wiederholt, 

wobei das Ergebnis immer sehr ähnlich war. Eine thermische Schädigung aufgrund 

einer Defokussierung ist somit auszuschließen. 

Beim Ti:Saphir-Laser waren die feinporösen Strukturen des Knochens immer er-

kennbar (Abb. 24B). Selbst bei defokussierten Bestrahlungen konnten keine 

Schmelzzonen erkannnt werden (nicht dargestellt), lediglich der Abtrag war redu-

ziert. Die zu erkennende hohe Kantensteilheit in Abb. 24B kann als ein Maß für ge-

ringe Schädigungen betrachtet werden. Im lateralen Bereich zur Ablationsachse wur-

den ebenfalls keine Anzeichen thermischer Effekte gefunden (Abb. 25). Auch dort 

blieben die Feintexturen der Kanälchen erhalten. 

Nach Bestrahlung von Weichgeweben mit einem Ti:Saphir-Laser zeigte sich ein sehr 

ähnliches Bild, die Strukturen blieben größtenteils erhalten. Bei Nervengewebe 

konnten bei einer Pulsenergie von 33µJ und einer Repetitionsrate von 3kHz histolo-

gisch keine thermischen Schädigungen in Form von Karbonisierung oder Koagulati-

on gefunden werden (Abb. 26A). Rasterelektronenmikroskopische Überprüfungen 

belegten, daß das Gewebe mit den einzelnen Nervenfasern keine sichtbaren thermi-

schen Schäden erlitten hatte (Abb. 26B). Auch bei Versuchen mit höheren Pulsener-

gien (50µJ, 80µJ, 100µJ bei jeweils 5kHz) konnten keine thermischen Schäden 

nachgewiesen werden (Abb. 27). 

Um eventuelle gewebespezifische Eigenheiten von Nervengewebe auszuschließen, 

wurden ebenfalls Fettgewebe (130µJ) und Muskelgewebe (33µJ) bestrahlt. Auch bei 

diesen beiden Gewebetypen konnte keine großflächige, tief ins Gewebe eindringende 

thermische Schädigung gefunden werden (Abb. 28). Sollten Schäden entstanden sein 

(in Abb. 28 erscheint der laterale Ablationsbereich bei beiden Geweben etwas dun-

kler), so lagen diese im subzellulären Bereich. Schadensbereiche unterhalb einer 

Zellgröße sind tolerabel, da sie zu keiner kompletten Inaktivierung eines Gewebes, 

auch nicht bei Nerven, führen. 
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Als Vergleich zum Ti:Saphir-Laser wurden die nach Beschuß mit einem freilaufen-

den Er:YAG-Laser angefertigten histologischen Schnitte herangezogen (15mJ, Abb. 

29). Deutlich ist entlang des Ablationskraters eine dunkle Verfärbung im Gewebe zu 

erkennen, die sich etwa 20-30µm seitlich ins Gewebe hineinzieht und auf eine ein-

setzende Karbonisierung des Gewebes hindeutet. Diese Dunkelfärbung war anschei-

nend von der Pulsenergie unabhängig und damit typisch für die Gewebeschnitte nach 

Er:YAG-Beschuß. Beim Ti:Saphir-Laser wurden derartige Veränderungen in dieser 

Größendimension nie gefunden. 

Eine Erklärung für die Unterschiede hinsichtlich der thermischen Effekte zwischen 

Er:YAG-Laser und Ti:Saphir-Laser in den histologischen Schnitten liegt in den un-

terschiedlichen Prozessen (Pulsdauern) und emittierten Wellenlängen. Während beim 

Er:YAG-Laser (τ = 2940nm) die lineare Absorption (Pulsdauer im Mikrosekunden-

bereich bei hohem Absorptionskoeffizienten von Wasser), und damit die Photoabla-

tion durch Wasserverdampfung, zum Gewebeabtrag führt, unterliegt der Ti:Saphir-

Laser (τ = 780nm) der nicht-linearen Absorption (Pulsdauer im Femtosekundenbe-

reich bei geringem Absorptionskoeffizienten von Wasser). Bei diesem Laser führt 

die gleichzeitige Absorption mehrerer Photonen durch ein Atom oder Molekül zu 

einer Energiesummierung, die ein zur Ionisation notwendiges Energieniveau über-

schreitet und zur Plasmazündung führt. Der Materialabtrag erfolgt über explosions-

artige Verdampfung (Photodisruption).  

Die eingebrachte Energie eines Lasers wird innerhalb einiger Pikosekunden an Ionen 

und Atome abgegeben, und es kommt zu einer lokalen Erwärmung. Da es sich je-

doch im Falle des Ti:Saphir-Lasers um ein Volumen handelte, das nur für Femtose-

kunden bestrahlt wurde, blieb eine Energieabgabe an die Ionen und Atome, und da-

mit eine Erwärmung der Umgebung, aus. 

Für thermische Schädigungszonen von 1-10µm in wasserreichen Geweben ergeben 

sich maximale Laserpulsdauern von 1-100µs (Lubatschowski, 1994). Im Gegensatz 

zum Ti:Saphir-Laser lag die Dauer des Laserpulses beim verwendeten Er:YAG-

Laser bei 120µs (bei 15mJ). Die Energie wurde an Ionen und Atome abgegeben, 

überschritt die thermische Relaxationszeit des Gewebes und verursachte dadurch 

eine Gewebeschädigung.  
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4.2 Druckmessung/-effekte 

Druckmessungen: 

Die Druckmessungen in physiologischer Kochsalzlösung wurden bei einem 

Ti:Saphir-Laser und vergleichend bei einem freilaufenden Er:YAG-Laser durchge-

führt. Dabei wurde beim Ti:Saphir-Laser die Pulslänge (130fs, 700fs) und beim 

Er:YAG-Laser der Abstand zwischen Fokus und Drucksensor (2,5mm, 5mm, 10mm) 

variiert. 

Beim Ti:Saphir-Laser streuten die Meßwerte, in Abhängigkeit von der jeweiligen 

Pulsenergie (40-147µJ), zwischen 50-410mbar. Die Spitzendrücke bei den genannten 

Pulslängen unterschieden sich in einem Abstand von 2,8mm zum Fokus kaum von-

einander (Abb. 30A). Wahrscheinlich waren aufgrund der Entfernung zum Fokus die 

akustischen Ereignisse zu auslaufenden Schallwellen reduziert. 

Beim Anlegen einer linearen Trendlinie zeigten sich geringfügig verringerte Spitzen-

drücke bei 150fs Pulslänge gegenüber 700fs Pulslänge. Dabei könnte es sich um ein 

zufälliges Ergebnis aufgrund der Streuung der Einzelmeßwerte handeln. 

Für Effekte der Kavitationsblasendynamik war die zeitliche Dauer der Druckände-

rungen (für etwa 150ns; ca. 300ns nach Plasmazündung) zu kurz, vorausgesetzt der 

Drucksensor wäre sensitiv genug gewesen, da die Entfernung zum Fokus 2,8mm 

betrug (Abnahme des Spitzendrucks bei zunehmender Entfernung vom Fokus;     

Noack, 1998). Die Entwicklung einer Kavitationsblase bei einer Pulsenergie von 5µJ 

(Pulsdauer 175fs) beginnt etwa 50ns nach Erzeugung des optischen Durchbruchs und 

endet ca. 2,65µs nach Plasmabildung mit dem Blasenkollaps. Danach erfolgt noch 

zweimal ein Schwingungszyklus der Blase. Der gesamte Verlauf der Kavitation dau-

ert etwa 10µs (Ripken, 2000). Damit sind Kavitationseffekte für die hier gezeigten 

Ergebnisse eher auszuschließen. 

Beim Er:YAG-Laser lagen die Druckspitzen bei ähnlichem Fokusabstand (2,5mm) 

um mehr als eine Größenordnung über denen des Ti:Saphir-Lasers (Abb. 30B). Deut-

lich ist eine Abhängigkeit zwischen Spitzendruck und Fokusabstand zu erkennen, die 

auch für den Ti:Saphir-Laser gilt. Bei einem Abstand von 1mm zum Fokus wurde 

bei einer Pulsenergie von 4µJ (Pulslänge 250fs) bereits ein Spitzendruck von 4bar 

gemessen, der bei weiterer Annäherung (200µm Abstand) auf etwa 7bar anstieg 

(Maatz, 1999). Berechnungen deuten auf Spitzendrücke von einigen Kilobar in un-

mittelbarer Fokusnähe hin (Noack, 1998). 

 

 88



Jörg Bornemann                                                                                        4. Diskussion 

Photoakustische Veränderungen von Hart- und Weichgeweben nach Laserablation: 

Mögliche Auswirkungen der Spitzendrücke sollten an verschiedenen Geweben auf-

gezeigt werden, deren physiologischer Wassergehalt beibehalten wurde. Dazu wurde 

Hartgewebe mit abnehmenden Linienabständen und verschiedenen Laserdurchläufen 

(Scans) mittels Ti:Saphir-Laser bestrahlt (Abb. 31). Bei einer Pulsenergie von 80µJ 

bei 76 Scans traten bei einem Linienabstand (Stegbreite) von 40µm deutliche Schä-

den in Form von Gewebeverlusten im oberflächennahen Bereich auf (Abb. 31B). 

Wurde die Anzahl der Scans bei gleicher Pulsenergie halbiert, so war noch immer 

ein Schaden am 40µm breiten Gewebesteg zu erkennen, wenn auch deutlich geringer 

ausgeprägt (Abb. 31A). Ob es sich bei den Schäden jedoch um einen rein photoakus-

tischen Effekt handelte, konnte nicht geklärt werden. Bei breiteren Gewebestegen 

traten keine derartigen Schäden auf. Für die Erstellung feiner Strukturen in Hartge-

weben scheint damit eine Pulsenergie von 80µJ nur bedingt geeignet zu sein. 

An einem mechanisch sensibleren Modell (Wabenmuster in Knochen) wurde der 

Grad der Gewebeschädigung bei einer reduzierten Pulsenergie von 50µJ und einer 

Stegbreite von etwa 40µm weiter untersucht (Abb. 32). Die dort entstandenen Schä-

den (Gewebeverluste) waren vereinzelt und minimal und lagen nur im direkten Ober-

flächenbereich des Gewebes (Abb. 32B). Die Bestrahlungsdauer zur Erstellung des 

Wabenmusters bei 50µJ (Repetitionsrate 5kHz) war nur geringfügig länger als die 

Bestrahlungsdauer zur Erstellung des Linienmusters bei 80µJ (Repetitionsrate 5kHz). 

Damit stellt eine Pulsenergie von 50µJ eine geeignete Energiegröße für die zeitlich 

effektive Bearbeitung feiner Strukturen in Knochengewebe dar. 

Auch Weichgewebe sollte auf photoakustische Effekte nach Ti:Saphir-

Laserbestrahlung untersucht werden. Dazu wurden zuerst mehrere unbestrahlte Ge-

webeproben aufgearbeitet, um mögliche Bearbeitungsartefakte von photoakustischen 

Schäden differenzieren zu können. Als Gewebetyp wurde Nervengewebe benutzt, da 

es ein sehr sensibles Gewebe ist. Außerdem können Schäden an Nerven zu den größ-

ten Beeinträchtigungen führen, da sie den Ausfall von Sinnesorganen oder Muskel-

gruppen herbeiführen können.  

Wie die dargestellte Nullprobe (Abb. 33) zeigt, traten durch Entwässerung und 

Schneiden am Mikrotom sternförmige Zerreißungen innerhalb der Gewebeproben als 

Artefakte auf. Diese Zerreißungen variierten in ihrer Größe und Anzahl, waren aber 

bei fast allen Gewebeschnitten vorhanden. Bei der Bewertung bestrahlter Gewebe 

wurden diese Artefakte mit berücksichtigt. 
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Bei einer Pulsenergie von 50µJ (Abb. 34) konnten keine eindeutigen Druckeffekte in 

den Gewebeschnitten gefunden werden. Zwar waren in einigen Nervenbündeln Zer-

reißungen zu sehen, da diese aber sternförmig waren, handelte es sich wahrscheinlich 

um Artefakte. 

Nach Bestrahlung mit einer Pulsenergie von 100µJ waren ebenfalls Zerreißungen als 

Artefakte zu erkennen (Abb. 35). Es traten jedoch auch längs zur Strahlachse Gewe-

beauflockerungen auf, die nicht sternförmig ausgebildet waren, sondern einen eher 

länglichen, zur Strahlachse parallelen Verlauf zeigten. Diese Auflockerungen kamen 

nur in unmittelbarer Nähe der Strahlachse vor. Wären es Artefakte des Schneidens 

gewesen, dann hätten sie über die ganzen Schnitte verteilt zu finden sein müssen. 

Das war jedoch nicht der Fall. 

Aufgrund der aufgetretenen Auflockerungen stellt sich eine Gewebeablation am 

Nerven mit einer Pulsenergie von 100µJ als ungeeignet dar. Ob und in welchen Ma-

ßen diese Auflockerungen zu einer Verringerung der Reizleitung führen, kann auf-

grund der durchgeführten Versuche und Beobachtungen nicht beantwortet werden. 

Elektrophysiologische Untersuchungen könnten dazu nähere Erkenntnisse liefern. 

 

Eine weitere drucksensitive Struktur, für die Hals-Nasen-Ohrenheilkunde von beson-

derem Interesse, ist die Kochlea. Sie besitzt in ihrem flüssigkeitsgefüllten Hohlraum 

Haarzellen, die vier Reihen von Zilien ausbilden. Diese empfindlichen Zellausläufer 

können durch Druckeffekte Verformungen oder Lageveränderungen bis hin zur Ab-

scherung erfahren. In unbestrahlten Proben zeigen die drei Reihen äußerer Zilien 

(gebildet von etwa 12.000 Haarzellen pro Kochlea beim Menschen; Yost, 1994) eine 

v-förmige Anordnung, während die eine Reihe innerer Zilien (gebildet von etwa 

3.500 Haarzellen pro Kochlea beim Menschen; Yost, 1994) eine linienförmige An-

ordnung zeigt (Abb. 36). Da die Hörschnecke des Meerschweinchens im Aufbau der 

menschlichen Kochlea ähnlich ist (die humane Schnecke hat mit fast 3 kompletten 

Windungen etwa 1,5 Windungen weniger; Yost, 1994), sind Meerschweinchen als 

Tiermodell besonders geeignet. 

Die Präparation der Kochlea zur Freilegung der Zilien stellte aufgrund der Sensitivi-

tät der Strukturen eine besondere Herausforderung dar. Deformierte Haarzellen  

mußten nicht zwangsläufig ein Resultat der Laserapplikationen sein, sie konnten sich 

auch als Artefakte der Präparation darstellen. Daher wurden alle nachfolgenden Ver-

suche mehrfach durchgeführt. Bei bestrahlten Kochleae, deren Zilien keine sichtba-
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ren Schäden zeigten, konnte daraus resultierend davon ausgegangen werden, daß der 

Laserbeschuß zumindest zu keinen unmittelbaren Schäden führte. 

Bei einer Bestrahlung mit einer Pulsenergie von 50µJ konnten keine druckspezifi-

schen Schäden an den Zilien erkannt werden (Abb. 37). Auch in unmittelbarer Nähe 

zum Ablationsort (Pfeil) zeigten die äußeren Zilien ihre v-förmige Struktur. Da in 

wässerigen Lösungen mit zunehmender Entfernung vom Fokus die Druckspitzen 

sehr stark abnehmen (Noack, 1998), war mit einer Schädigung der Zilien in größe-

rem Abstand nicht zu rechnen.  

Bei einer Pulsenergie von 80µJ ergab sich ein sehr ähnliches Bild mit optisch unge-

schädigten Zilien in unmittelbarer Nähe zum Ablationsort (Abb. 38). Zwar zeigten 

einige äußere Zilien eine leicht seitlich geneigte Form, bei den inneren Zilien hinge-

gen konnte keine abweichende Morphologie gefunden werden. Damit stellten die 

leichten Verformungen wahrscheinlich ein Artefakt der rasterelektronenmikrosko-

pischen Aufarbeitung dar.  

Wurde die Pulsenergie auf 100µJ erhöht, dann zeigten sich teilweise Schädigungen 

an den äußeren Zilien in Form von Strukturverlusten (Abb. 39). Die charakteristische 

V-Form der Zilienanordnung war stellenweise verlorengegangen und die Zilien lagen 

auf den eigentlichen Zellkörpern. Auch bei den inneren Zilien konnten derartige 

Formverluste beobachtet werden. Am auffälligsten waren jedoch die strukturellen 

Auflockerungen aufgrund von photoakustischen Effekten in dem die Haarzellen um-

gebenden Gewebe. Der äußere Tunnel unterhalb der äußeren Haarzellen, gebildet 

von Hensenschen Zellen und Phalangenzellen, wurde in Richtung Tektorialmembran 

aufgerissen. Dabei wurden die dünnen Phalangenzellen vom Ablationsort wegge-

drückt. Teilweise waren die Gewebe auch direkt zerrissen. Bei der Parallelprobe 

zeigte sich ein ähnliches Bild. Das Aufplatzen des äußeren Tunnels konnte bei miß-

glückten Haarzellpräparationen in dieser Form nicht beobachtet werden. Somit ist ein 

Präparationsartefakt unwahrscheinlich. Inwieweit die Schallwahrnehmung und Reiz-

leitung durch diese photoakustischen Effekte beeinträchtigt werden, kann hier nicht 

beantwortet werden. Elektrophysiologische Untersuchungen könnten auch hier er-

gänzende Erkenntnisse liefern. 

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde auf eine weitere Erhöhung der Pulsenergie 

verzichtet. Eine Verringerung der Pulsenergie auf unter 50µJ wurde nicht durchge-

führt, da bei 50µJ kein Schaden optisch detektierbar war und sich der Pulsspitzen-

druck mit abnehmender Pulsenergie ebenfalls verringert. 
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Die Meßergebnisse lassen folgende Schlußfolgerung zu: Bei Laserapplikationen an 

Nervengewebe und am Innenohr sollten die verwendeten Pulsenergien deutlich unter 

100µJ liegen. Kommt dazu noch eine möglichst feine Bearbeitung von Knochenge-

webe, dann stellt eine Pulsenergie von 50µJ einen Kompromiß zwischen geringst-

möglichem Schaden und maximaler Abtragseffizienz dar. Es muß jedoch beachtet 

werden, daß die beobachteten Schäden nur unmittelbar sichtbare Schäden waren. 

Langzeiteffekte, zum Beispiel durch Schädigungen der Zellmembranen, wurden 

nicht untersucht.  

Um den Ti:Saphir-Laser mit einem etablierten Lasersystem vergleichen zu können, 

wurden die Haarzelluntersuchungen mit einem Er:YAG-Laser wiederholt. Die dazu 

verwendeten Pulsenergien lagen mit 6,7mJ und 13,3mJ im anwendungstypischen 

Bereich. In Abb. 40 sind deutliche Verformungen an einzelnen Haarzellen zu erken-

nen, die über 100µm vom Ablationsort entfernt lagen. Die dabei verwendete Puls-

energie rangierte mit 6,7mJ im eher unteren Anwendungsbereich. Wurde die Puls-

energie auf 13,3mJ erhöht, so kam es zu großflächigen Zilienverformungen, stellen-

weise zu Abscherungen (Abb. 41). Die Entfernung zum Ablationsort lag dabei eben-

falls über 100µm. 

Im direkten Vergleich der photoakustischen Effekte im Innenohr zwischen Ti:Saphir-

Laser und Er:YAG-Laser verursacht anscheinend, bei rein morphologischer Betrach-

tung, der Ultrakurzpuls-Laser den geringeren Schaden. Der Grund dafür liegt in den 

Parametern der beiden Laser: Beim Er:YAG-Laser war der Fokus mit einem Durch-

messer von 200µm etwa fünfmal größer als beim verwendeten Ti:Saphir-Laser. Die 

für die Ablation verwendete durchschnittliche Pulsenergie lag beim Er:YAG-Laser 

im Millijoule-Bereich, beim Ultrakurzpuls-Laser hingegen im Mikrojoule-Bereich. 

Würde der Fokusdurchmesser beim Er:YAG-Laser reduziert werden, dann könnte 

auch die Pulsenergie gesenkt werden. Bei geringeren Pulsenergien wären auch die 

Spitzendrücke reduziert.  
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4.3 Gewebespezifische Abtragsraten 

Neben den physikalischen Parametern Temperatur und Druck sollte auf Unterschiede 

in den gewebespezifischen Abtragsraten in Abhängigkeit der verwendeten Pulsener-

gie untersucht werden. Dazu wurden verschiedene Weichgewebe und Hartgewebe 

vom Hausschwein benutzt, bei denen der Wassergehalt der jeweiligen Gewebeprobe 

künstlich variiert wurde. 

Die Messungen der Abtragsraten sollten einen Hinweis auf eine mögliche Abschät-

zung der benötigten Pulsanzahl einer Pulsenergie bei bekannter Gewebedicke liefern. 

Da beim verwendeten Ti:Saphir-Laser der Abtrag nach dem Prinzip der Kaskaden-

Ionisation erfolgte, wurde eine ähnliche, Gewebetyp unabhängige Abtragsrate pro 

Puls vermutet.  

Wie in Abb. 42 zu erkennen ist, unterschieden sich die Weichgewebe (Muskel, Nerv, 

Knorpel) bei Bestrahlung im Zustand relativ hohen Feuchtigkeitsgehaltes in der Ab-

tragsrate nicht sehr stark voneinander. Bei einer Pulsenergie von 40µJ gab es fast 

keinen Unterschied; die Abtragsrate war bei allen Geweben sehr gering 

(<500nm/Puls). Wurde die Pulsenergie auf 80µJ verdoppelt, stieg die Abtragsrate für 

Nervengewebe auf fast 4µm/Puls an, während sich für die beiden anderen Gewebe 

nur geringe Erhöhungen ergaben. Bei einer Pulsenergie von 110µJ stieg die Rate bei 

allen drei Geweben an, jedoch war auch hier der Abtrag bei Nervengewebe am größ-

ten, gefolgt von Muskelgewebe und Knorpelgewebe.  Mit zunehmender Pulsenergie 

glichen sich die Abtragsraten der drei Gewebe immer mehr an: Bei 130µJ über-

schnitten sich das Konfidenzintervall von Nervengewebe und Knorpelgewebe deut-

lich, bei 160µJ das Konfidenzintervall von Nervengewebe und Knorpelgewebe. 

Für Hartgewebe sah die Entwicklung des Abtragsratenverlaufs gegenüber den 

Weichgeweben deutlich anders aus. Bei Knochengewebe im trockenen Zustand 

konnte keine massive Abtragsratenerhöhung wie bei den feuchten Weichgeweben 

erzielt werden. Bei einer Pulsenergie von 160µJ lag die Rate für Knochengewebe 

(trocken) im Mittel noch immer unter einem Mikrometer pro Puls. War das 

Knochengewebe jedoch zuvor künstlich befeuchtet worden, zeigte sich eine ganz 

andere Entwicklung: Während bei einer Pulsenergie von 60µJ die durchschnittliche 

Abtragsrate noch bei etwa 400nm/Puls lag, stieg sie bei einer Pulsenergie von 80µJ 

auf über 36µm/Puls an. Wurde die Pulsenergie auf 110µJ erhöht, lag die Rate sogar 

bei über 39µm/Puls. Vergleicht man die benötigten Pulszahlen für die Durchdrin-

gung der Knochenscheiben im trockenen und feuchten Zustand, so differieren die 
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Zahlen maximal um den Faktor 100. Beachtet man das Konfidenzintervall für die 

Abtragsraten bei 80µJ und 110µJ, so können die wahren Mittelwerte deutlich tiefer, 

aber auch deutlich höher liegen. Sicher ist jedoch, daß es eine große Differenz in der 

Abtragsrate gibt, die durch den Wassergehalt bestimmt wird. Welcher Effekt bei der 

verstärkten Ablation greift, ist zur Zeit noch ungewiß:  

1. Das Wasser könnte die pulsbedingte Druckwelle (und/oder Kavitationsblase) 

besser als Luft an das poröse Knochengewebe weiterleiten. Dadurch könnte 

es in seiner Struktur bereits geschädigt und beim nachfolgenden Puls entfernt 

werden. 

2. Die Ionisation des Wassers könnte zu verstärkten Radikalbildungen führen, 

die die Knochenstruktur zerstören. 

Vielleicht sind auch beide Erklärungsansätze zutreffend. 

Unterschiede in den Abtragsraten durch Variation des Wasseranteils auf den Gewe-

beoberflächen traten auch bei den Weichgeweben auf. Sie waren gegenüber dem 

Hartgewebe deutlich geringer ausgeprägt. 

Höhere Pulsenergien als 160µJ wurden nicht benutzt, da durch die zuvor durchge-

führten Untersuchungen zu möglichen Druckeffekten abzusehen war, daß der geeig-

nete Pulsenergiebereich mit 160µJ bereits überschritten wurde. 

Das verwendete Gewebeabtragsmodell [V] eignete sich sehr gut zur Beschreibung 

der gewonnenen Meßwerte, wie die jeweiligen Modellanpassungen (R²) zeigen. Da-

mit sind auch Aussagen über Abtragsraten bei Pulsenergien möglich, die nicht expe-

rimentell gemessen wurden.  

 

Die beschriebene Methode (siehe Kap. 2.2.5) ermöglicht eine direkte Abtragsraten-

messung mit geringem zeitlichen Aufwand. Die mechanische Ungenauigkeit liegt 

unter 10µm (entspricht 2% der Schnittdicke), die Ungenauigkeit der Pulszahlmes-

sung ist mit ≤ 1 Puls nicht von Bedeutung. Mögliche Meßungenauigkeiten könnten 

aber bei der Gewebedickenbestimmung durch Wasseranziehung der Metallkugel 

entstehen, das Gewebe würde gegenüber dem realen Wert als dicker gemessen wer-

den. Bei der Berechnung der Abtragsrate würde diese dann als zu groß ausfallen. 

Daher darf keine Wasserfläche auf dem Gewebe stehen, sondern es soll nur eine 

Austrocknung verhindert werden. Ein Betupfen des Gewebes mit einem wasserge-

tränkten Papier ist geeignet. 
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Der Einsatz der Meßmethode ist nicht auf Ti:Saphir-Laser beschränkt, bei Ver-

wendung entsprechender Photodetektoren können die Abtragsraten für unterschiedli-

che Laser bestimmt werden.  

Um einen größtmöglichen Abtrag zu erzielen, besonders bei der Bestrahlung von 

Knochengeweben (zum Beispiel der Kochlea), ergibt sich aus dem gezeigten Einfluß 

des Wassergehaltes die Notwendigkeit einer zusätzlichen Befeuchtung. Eine online-

Kontrolle wird notwendig sein, wenn eine Präzision beim Abtrag wie bei homogenen 

Materialien erzielt werden soll. Eine hinreichende Vorhersage der Abtragsrate, nur 

auf Basis der gewählten Pulsenergie, ist aufgrund von Schwankungen im Feuchtig-

keitsgehalt der Gewebe während der Bestrahlung nicht möglich. 
 

4.4 Akute Zytotoxizität (MTT-Test) 

Die Aktivität der Succinat-Dehydrogenase der Mitochondrien ist ein direktes Maß 

für die Vitalität von eukaryotischen Zellen. Nach der Bestrahlung mit unterschiedli-

chen Energiedosen wurde die Zellaktivität von NHDF und N57 nach dreistündiger 

Nachinkubation photometrisch gemessen. 

Bei beiden Zellinien war ein Anstieg der Vitalität auf 105% (NHDF), bzw. 108% 

(N57) bei einer Dosis von 0,31J/cm² zu erkennen (Abb. 43). Dieses Phänomen wird 

als „Hormesis“ bezeichnet. Unter der Strahlungshormesis versteht man die stimulie-

rende Wirkung kleiner Dosen ionisierender Strahlung auf Organismen (BfS, 2003). 

Die strahlenbiologische Forschung zeigt, daß lebende Systeme gerade auf kleine Do-

sen ionisierender Strahlen adaptiv für eine bestimmte Zeit von Stunden bis mehreren 

Wochen oder sogar Monaten reagieren können (Feinendegen et al., 1995; Wolff, 

1998; Feinendegen, 1999). Sie stellen den Versuch des biologischen Systems zur 

Anpassung an die Strahlenbelastung dar und dienen der Aufrechterhaltung der struk-

turellen und funktionellen Integrität. Zellen und Gewebe sollen wahrscheinlich einer 

erneuten Belastung durch Strahlung effektiv begegnen können. Dazu wurden eine 

Vielzahl biopositiver Effekte beschrieben: 

• ROS abbauende biochemische Reaktionen durch Antioxidantien               

(Feinendegen et al., 1995; Zamboglou et al., 1981; Feinendegen et al., 1987; 

Kojima et al., 1998) 

• erhöhte Reparaturrate von DNA-Schäden durch verstärkte Genexpression    

(Ikushima et al., 1996; Le et al., 1998; Raaphorst & Boyden, 1999) 
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• genauere Reparatur von Doppelstrangbrüchen (Tachibana, 2004) 

• Einleitung von Apoptose (Chandra et al., 2000; Bauer, 2000; Kondo, 1988) 

• positive Stimulation des Immunsystems (James & Makinodan, 1990;         

Anderson, 1992). 

Der meßbare Schutz ähnelt den durch erhöhte ROS-Konzentrationen ausgelösten 

physiologischen Streßreaktionen, die Schädigungen der DNA und deren Akkumula-

tion verhindern sollen (Finkel & Holbrook, 2000; Chandra et al., 2000). 

Wird die Strahlendosis über die maximale Reparaturkapazität der Zellen erhöht, so 

kommt es zu Schädigungen, die die Vitalität verringern. Bei beiden Zellinien 

(NHDF, N57) nahm die Vitalität mit steigender Energiedosis ab. Bei einer Dosis von 

0,77J/cm² fiel die Zellvitalität der beiden Fibroblastenkulturen unter die 100% Aus-

gangsvitalität der Nullproben. Während bei NHDF die Abnahme exponentiell erfolg-

te, war bei N57 eine exponentielle Abnahme nicht eindeutig zu erkennen. Der Ver-

gleich der EC30- und EC50-Werte zeigte, daß die Vitalitätshemmung bei NHDF zu 

N57 etwa doppelt so groß war, obwohl die Aktivität (bezogen auf die Teilungsrate) 

bei N57 zu NHDF nur halb so groß war. Eine mögliche Erklärung könnte in unter-

schiedlichen Reparaturkapazitäten der beiden Kulturen liegen. Aufgrund der Ergeb-

nisse ist anscheinend die Reparaturkapazität bei N57 gegenüber NHDF größer. Wel-

che Mechanismen dafür verantwortlich sind, kann hier nicht geklärt werden. Es ist 

aber möglich, daß die N57-Zellen schon während der Kultivierung verstärkt Repara-

turmechanismen aufgrund nicht optimaler Wachstumsbedingungen aktiviert hatten. 

Das wäre eine mögliche Erklärung für ihre geringere Teilungsrate. 

Auffällig war bei beiden Zellinien, daß auch mit höheren Energiedosen (zum Bei-

spiel 12,4J/cm²) keine Vitalität unterhalb von 15% erreicht werden konnte. Das 

könnte bedeuten, daß entweder die Zellen mit nicht ausreichend hohen Dosen be-

strahlt wurden und sie tatsächlich noch die Vitalität besaßen, oder hier eine falsch 

positive Aktivität aufgrund von Versuchsartefakten sichtbar wird. Ein mögliches 

Artefakt liegt in der nicht vollständigen Bestrahlung aller Zellen. Da es sich bei dem 

verwendeten Laser um einen gepulsten Ti:Saphir-Laser handelte, konnte gegenüber 

einem cw-Modell keine einheitliche und gleichmäßige Bestrahlung der Chamber 

slides erfolgen. Um eine Überlappung der Laserpulse, und damit Verdopplung der 

Energiedosis auf der jeweiligen Fläche, zu verhindern, wurden die Einzelpulse in 

Reihen nebeneinander appliziert. Dadurch entstanden Flächen, die keiner direkten 

Bestrahlung ausgesetzt waren. Befanden sich Zellen auf diesen Flächen, wurden die-
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se nicht von einem Puls getroffen. Durch die sehr kurzen Reaktionszeiten von Radi-

kalen könnten diese Zellen nicht oder kaum geschädigt worden sein. Ebenso könnte 

es sich bei Zellen am unmittelbaren Rand der jeweiligen Chamber slides verhalten. 

Ein direkter Beschuß der Kunststoffränder mußte, um die nach erfolgter Bestrahlung 

mit MTT-Lösung zu befüllende Reaktionskammer nicht zu beschädigen, verhindert 

werden. Diese nicht geschädigten Zellen könnten mehr oder weniger unbeeinflußt 

den MTT-Farbstoff durch ihre Mitochondrien zu Formazan umsetzen. Eine in den 

Meßergebnissen sichtbare „Rest- oder Mindestvitalität“ wäre die Folge. 

Eine andere Erklärung liegt möglicherweise in einer Enzymaktivität, die trotz Zellin-

aktivierung noch etwas länger anhält. Auch wenn der Fibroblast durch den Laserpuls 

irreparabel geschädigt sein und sich das Zytoplasma mit Kulturmedium füllen sollte, 

könnten die Mitochondrien noch eine Zeit aktiv bleiben und das MTT umsetzen, bis 

ihre endogen befindlichen Substanzen (wie zum Beispiel Adenosindiphosphat, Nico-

tinamidadenindinucleotid, Brenztraubensäureanion (Pyruvat)) aufgebraucht wären. 

Um diese möglichen Artefakte zu eliminieren, sollten die MTT-Versuche mit einem 

Laser im cw-Betrieb wiederholt werden. Das würde den Anteil unbestrahlter Zellen 

verringern. Würde dann noch die Zeit der Nachinkubation verlängert werden, könnte 

der fehlerhafte Einfluß noch aktiver Mitochondrien weiter reduziert werden. Aller-

dings müßten Teilungen vitaler Zellen dabei verhindert werden. 

Da die Ergebnisse im MTT-Test auch von den Reparaturkapazitäten der kultivierten 

Zellen abhängig sind, sollten die Messungen, um eine definiertere Aussage über den 

tatsächlichen Schädigungsgrad der Strahlung zu erhalten, mit anderen Körperzellkul-

turen wiederholt werden. 

 

4.5 Gentoxizität (Kometen-Assay) 

Mittels Kometen-Assay (Einzelzellgelelektrophorese) sollte untersucht werden, ob es  

aufgrund des Wirkungsprinzips des Ti:Saphir-Lasers zu einer Schädigung der nukle-

ären DNA kommt. Dazu wurden verschiedene Zellinien mit unterschiedlichen Puls-

längen und in An- oder Abwesenheit von DMSO bei verschiedenen Pulsenergien 

bestrahlt.  

Vor Beginn der eigentlichen Zellbestrahlungen wurde die Fokusgröße des Lasers 

durch Beschuß von Agarose ermittelt. Mehrfachmessungen (Abb. 44) ergaben einen 

Durchmesser von etwa 40µm bei einer Pulsenergie von 80µJ. Bei höheren Pulsener-
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gien änderte sich der Durchmesser nicht, bei kleineren Pulsenergien nahm er linear 

ab (Abb. 45). Durch die Ermittlung des maximalen Fokusdurchmessers sollten bei 

den nachfolgenden Versuchen Mehrfachbestrahlungen von Zellen durch Überschnei-

dungen der einzelnen Pulse verhindert werden. Als Folge aufgrund von Mehrfachbe-

strahlungen der Zellen würde die Bandbreite der Meßwerte der Einzelmessungen pro 

Energiedosis deutlich erhöht werden. Eine falsche Erhöhung der Strahlungsschäden 

wäre die Folge. 

Mit Hilfe des ermittelten Durchmessers wurde ein Scan-Raster programmiert, das bei 

kleinen Pulsenergien möglichst geringe Abstände zwischen den Fokussen zuließ, 

ohne bei höheren Pulsenergien zu Überschneidungen der Fokusse zu führen. Es 

konnte, aufgrund der kreisförmigen Geometrie des Laserfokus, jedoch nicht verhin-

dert werden, daß Agarosestege, die Bereiche niedrigster Strahlung darstellen, bei der 

Applikation stehenblieben (Abb. 46). In diesen Bereichen liegende Zellen würden 

bei den Versuchen geringeren Strahlendosen ausgesetzt sein und ihre Schädigung 

wäre damit wesentlich kleiner, da Hydroxylradikale aufgrund ihrer Reaktivität nicht 

aus einer Zellkomponente zum Kern wandern und dort Schäden verursachen können. 

Sie können nur ein oder zwei Molekülebenen passieren und würden spätestens dann 

mit einer Zellkomponente reagieren (Pryor, 1986). Dieser Fehler in den Messungen 

konnte nicht verhindert werden, aber mit zunehmender Pulsenergie wurde er auf-

grund der Vergrößerung des Fokusdurchmessers kleiner. 

Einen weiteren Einfluß auf die Meßergebnisse übte die gewählte LMP-

Agarosekonzentration aus. Je größer der prozentuale Anteil der in Wasser gelösten 

Agarose, desto weniger wurde die DNA des Zellkerns während der Elektrophorese 

bewegt (Abb. 47). Wurde der Anteil der Agarose von 0,5% auf 0,35% reduziert, so 

erhöhte sich der meßbare Schaden bei den mittleren Energiedosen signifikant. Aller-

dings befand sich die Agaroselösung bei einer Konzentration von 0,35% an der Aus-

härtungsgrenze, die einen sicheren Transport der Objektträger verhinderte. Daher 

wurde die vielfach in der Literatur angegebene Konzentration von 0,5% für die Ver-

suche gewählt. Es muß daraus resultierend bei allen Ergebnissen berücksichtigt wer-

den, daß der wirkliche Schaden größer sein muß. 

Beim Kometen-Assay kann, je nach pH-Wert des Elektrophoresepuffers, zwischen 

der Detektion von SSBs und DSBs gewählt werden. Doppelstrangbrüche stellen für 

die Zelle den größeren Schaden dar, da sie zu Veränderungen in der Chromosomen-

struktur führen können, während Einzelstrangbrüche Auswirkungen auf Basenpaa-
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rungen haben können. Wie in Abb. 48 zu erkennen ist, war der Anteil von DSBs am 

Gesamtschaden nach erfolgter Bestrahlung sehr gering, während die Anzahl der 

SSBs bei allen Energiedosen um ein Vielfaches höher war. Diese Beobachtung ent-

spricht den Angaben in der Literatur (Olive, 1999). Die untere Nachweisgrenze lag 

für SSBs bei etwa 0,77J/cm², während sie für DSBs bei etwa 1,55J/cm² lag. Damit 

zeigte sich die SSB-Detektion als sensiblere Meßmethode, besonders in den unteren 

Energiedosen, und wurde daraufhin für die nachfolgenden Versuche benutzt. 

Der erste Versuch mit beiden Zellinien (NHDF, N57) wurde bei einer Pulslänge von 

150fs durchgeführt. Dabei sollte untersucht werden, ob es möglicherweise Unter-

schiede zwischen verschiedenen Fibroblastenkulturen in Hinblick auf entstehende 

Strahlenschäden gibt. Das Ergebnis (Abb. 49) zeigte für die schnellproliferierenden 

NHDF bei allen Energiedosen ein signifikant höheres „tail moment“ an. Trotz der 

höheren Aktivität der NHDF war bei ihnen die Reparatur, bzw. der Schutz vor Strah-

lung, weniger effizient als bei N57. Die zugrundeliegenden Reparaturmechanismen 

müssen sich daher bei beiden Fibroblastenkulturen unterscheiden. Sollte die Prolife-

rationsrate von N57 aufgrund nicht optimaler Wachstumsbedingungen reduziert 

worden sein, so könnte die Ursache dafür ROS-bedingter oxidativer Streß gewesen 

sein, was eine erhöhte Grundreparaturrate zur Folge gehabt hätte. Ein kultivierungs-

bedingter Hormesis-Effekt könnte somit einen größeren Strahlungsschaden, zumin-

dest bei den geringeren Energiedosen, verhindert haben. Die Erforschung von Streß-

effekten aufgrund von ROS hat gezeigt, daß der beste Schutz vor Streß der Streß 

selbst ist (Finkel & Holbrook, 2000). 

Der Versuch wurde mit einer auf 400fs erhöhten Pulslänge wiederholt (Abb. 50), um 

einen möglichen Einfluß der Pulslänge auf die bei 150fs Pulslänge gemachten Beob-

achtungen aufzuzeigen. Der Anstieg des „tail moments“ in Abhängigkeit von der 

Pulsenergie zeigte kaum signifikante Unterschiede zwischen NHDF und N57. Ledig-

lich bei 0,77J/cm² und 6,20J/cm² zeigte sich eine statistische Differenz. Es muß je-

doch für die Dosis 0,77J/cm² bezüglich der Schäden (NHDF: tm = 190, N57 = 90) 

beachtet werden, daß diese sehr nahe der rechnerischen Nullinie (Nullinie = gemes-

sener Stahlenschaden minus Schaden Nullprobe) lagen und damit in direkter Abhän-

gigkeit der Nullprobe standen. Bei der Dosis 6,20J/cm² lag der Strahlungsschaden 

der N57-Zellinie über der von NHDF. Bei allen Versuchen, unabhängig von Pulslän-

ge und DMSO-Gehalt, war das der einzig höhere Meßwert für N57 gegenüber 

NHDF. Es ist daher möglich, daß an diesem Versuchsmeßpunkt ein Fehler bei der 
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N57-Bestrahlung oder Aufarbeitung, geltend für beide Objektträger des Doppelver-

suches, auftrat. Ob jedoch die Zellschädigung beim Fixieren in Agarose auf den Ob-

jektträgern auftrat (zum Beispiel durch zu heiße Agarose), während des eigentlichen 

Bestrahlens mit dem Laser durch zusätzliche Fremdstrahlung (Einschalten der 

Raumbeleuchtung) oder während der nachfolgenden Aufarbeitung der Proben im 

Labor durch zusätzliche Fremdstrahlung, kann nachträglich nicht geklärt werden. 

Sicher ist jedoch, daß es sich nicht um eine fehlerhafte Laserbestrahlung (zum Bei-

spiel durch eine falsche Fokuslage) handeln konnte, da nur ein Meßmittelwert betrof-

fen war.  

Vergleicht man die Meßwerte für N57 bei den Pulslängen 150fs und 400fs miteinan-

der, so zeigten sich in den Strahlungsschäden keine einseitigen Unterschiede, die 

Schadensgrößen wechselten (keine Abbildung). Bei NHDF lag das „tail moment“ bei 

150fs Pulslänge immer über dem von 400fs Pulslänge (Abb. 51). Eine Signifikanz 

lag aber nur bei 0,77J/cm² und 3,10J/cm² vor. Damit könnte die Pulslänge bei NHDF 

einen Einfluß auf den Schadensgrad haben, wenn dieser auch nicht statistisch signi-

fikant war. Bei N57 konnte ein Einfluß der Pulslänge nicht erkannt werden. Das 

könnte aber an dem bereits zuvor in Betracht gezogenen Hormesis-Effekt und den 

daraus resultierenden aktivierten Reparaturmechanismen gelegen haben.  

Ob die bei den bereits beschriebenen Versuchen entstandenen DNA-Schäden wirk-

lich durch Radikale und nicht durch zum Beispiel photoakustische Effekte verursacht 

wurden, sollten Versuche mit DMSO als Radikalfänger für Hydroxylradikale zeigen. 

Da diese Radikale, die unter anderem durch die Ionisation von Wasser entstehen 

können, sehr reaktionsfreudig sind und nur sehr kurze Zeit existieren, ist eine direkte 

Analytik sehr schwierig. Mit Hilfe von Radikalfängern ist jedoch ein indirekter 

Nachweis möglich. Dazu wurden die Medien und die LMP-Agarose zur Fixierung 

der Zellinien NHDF und N57 mit 8% DMSO versetzt. Bei NHDF war eine signifi-

kante Reduzierung der Strahlenschäden bei allen Energiedosen zu erkennen (Abb. 

52). Bei 0,77J/cm² war in Anwesenheit von DMSO noch kein Schaden zu messen. 

Erst ab 1,55J/cm² stieg das „tail moment“ langsam an. Ab einer Dosis von 4,65J/cm² 

stieg die Differenz in den Schäden mit und ohne DMSO deutlich an. Dieses Ergebnis 

belegte, daß durch den Ti:Saphir-Laser tatsächlich Hydroxylradikale entstanden sind, 

die durch das DMSO teilweise abgefangen wurden. Bei den Versuchen an N57-

Zellen war die Differenz in den Schäden mit und ohne DMSO noch eindeutiger ge-

genüber den NHDF-Zellen (Abb. 53). Die Schadensreduzierung war bei fast allen 

 100



Jörg Bornemann                                                                                        4. Diskussion 

Energiedosen höchst signifikant, die ersten deutlich meßbaren Schäden in Anwesen-

heit von DMSO traten erst bei 4,65J/cm² auf. Das belegte zum einen die Radikalent-

stehung und -blockung durch DMSO wie bei NHDF, zum anderen deutete es auf die 

möglicherweise entstandene Hormesis bei N57 hin. Ein additiver Effekt von aktivier-

ten Reparaturmechanismen und DMSO bei N57 könnte für eine so starke Schadens-

reduzierung gegenüber N57 ohne DMSO und NHDF mit DMSO sprechen. Beim 

Vergleich dieser Effektreduzierung von Radikalwirkungen in Gegenwart von DMSO 

zu Literaturdaten treten jedoch Unterschiede auf: Während bei den hier durchgeführ-

ten Untersuchungen die Schadensreduzierung mit 8% DMSO bei etwa 40-60% lag, 

wird sie beispielsweise für Zigarettenrauch und Asbest bei 0,7% DMSO mit fast 

100% angegeben (Jackson et al., 1987). Diese Differenz resultiert aus der besonde-

ren Arbeitsweise des Ti:Saphir-Laser (Kaskaden-Ionisation). Die Ionisation des Ma-

terials bewirkt nicht nur die Bildung von Radikalen, sondern auch eine sehr große 

Anzahl freier Elektronen, die ebenfalls die DNA schädigen können (vgl. Abb. 5). 

Diese freien Elektronen können nicht komplett vom DMSO abgefangen werden, die 

Bildung von SSBs ist die Folge. 

Strahlenschäden durch Radikale und Elektronen unterliegen keinen gerichteten Re-

aktionen, vielmehr reagieren sie mehr oder weniger zufällig mit den Molekülen in 

ihrer Umgebung. Aus dieser Tatsache ergab sich die Überlegung, daß die Strahlen-

schäden bei hohen Dosen, resultierten sie denn aus Radikalreaktionen, keiner Nor-

malverteilung unterliegen dürften, sondern ein anderes Verteilungsmuster zeigen 

müßten. Um das zu überprüfen, wurden die Einzelmeßwerte der N57-Versuche mit 

und ohne DMSO in „tail moment“-Gruppen zusammengefaßt und gegen die jeweili-

ge Zellzahl aufgetragen. In Abb. 54 ist die Verteilung ohne DMSO dargestellt. Wäh-

rend bei den geringen Energiedosen (0,77/cm², 1,55J/cm²) der Anteil der nicht oder 

geringstgeschädigten Zellen (bis tm = 3000) deutlich überwog, nahm bei den höher-

en Dosen diese Gruppe rasch ab. Die Verteilung der Meßwerte streute bei zuneh-

mender Dosis ebenfalls zunehmend über mehrere Gruppen. Ab 4,65J/cm² traten die 

ersten nicht auswertbaren Kometen auf, deren Anzahl sich mit steigender Dosis wei-

ter erhöhte. Die anteilsmäßige Verteilung der Meßwerte bei den jeweiligen Energie-

dosen bestätigte in der anschließenden statistischen Überprüfung die zuvor gemachte 

Überlegung, daß die Verteilung der Meßwerte nicht normal sein dürfte. Als Ver-

gleich wurden die Daten für die N57-Zellinie mit DMSO herangezogen (Abb. 55). 

Der Anteil der nicht oder geringstgeschädigten Zellen (bis tm = 3000) lag bis zu ei-
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ner Dosis von 4,65J/cm² deutlich über den anderen Gruppenzellzahlen der jeweiligen 

Dosis. Ab 6,20J/cm² erstreckte sich die Verteilung über eine deutlich größere Grup-

penzahl. Nicht auswertbare Kometen traten nicht auf. Die statistische Überprüfung 

zeigte, daß ab einer Dosis von 4,65J/cm² eine Normalverteilung vorlag. Damit wurde 

nochmals indirekt die Beteiligung von Radikalen an den Strahlenschäden des 

Ti:Saphir-Lasers bestätigt. Bauer et al. (1998) haben bei ihren Untersuchungen ge-

zeigt, daß durch UV-A-Strahlung induzierte „tail moments“ nicht einer Normalver-

teilung folgen, sie sind eher einer Chi-Quadratverteilung ähnlich. Diese Beobachtung 

konnten durch die hier durchgeführten Messungen bestätigt werden. 

Die unterschiedlichen Schadensverteilungen (normal verteilt, nicht normal verteilt) 

bei An- und Abwesenheit von DMSO als Radikalfänger dürfte nicht nur bei der ent-

sprechenden Energiedosis zu finden sein, vielmehr müßte es auch Verteilungsunter-

schiede beim selben durchschnittlichen „tail moment“ geben. Diese Theorie wurde 

an den Einzelmeßwertverteilungen bei einem „tail moment“ von etwa 12000 über-

prüft. In Abb. 56 wurde die gezählte Zellzahl pro Schadensgruppe mit und ohne 

DMSO in den Zellen dargestellt. Auch hier wurde im statistischen Test die unter-

schiedliche Verteilungslage der Meßwerte deutlich. Trotz desselben Schadensmaßes 

war in Anwesenheit von DMSO die Verteilung der Werte normal, bei Abwesenheit 

entsprach sie nicht dem Gausschen Modell. Das bestätigt nochmals die Literatur 

(Bauer et al., 1998). Die Methode des Vergleichs der Schadensverteilung beim sel-

ben durchschnittlichen „tail moment“ kann somit Unterschiede in der Reparatur, 

bzw. in der Schutzkapazität von Zellen, bzw. Versuchsgruppen aufzeigen. Im Hin-

blick auf die Vermutung eines Hormesis-Effektes bei der N57-Kultur wurde deswe-

gen die Verteilungslage bei NHDF und N57 bei einem durchschnittlichen „tail mo-

ment“ von etwa 3300 und einer Pulslänge von 400fs überprüft (Abb. 57). Wie deut-

lich zu erkennen war, differierte die Zellzahl pro Gruppe zwischen den beiden Fibro-

blastenlinien stark. Während bei N57 die Anzahl an Zellen pro Schadensgruppe ex-

ponentiell schnell abnahm, zeigte sich bei NHDF eine langgestreckte Verteilung mit 

relativ geringen Zellzahlen pro Gruppe. Vergleicht man die Zellzahlsumme der un-

tersten drei Gruppen von NHDF und N57 miteinander, so lagen dort für NHDF 65% 

aller Zellen des „tail moments“, bei N57 waren es 85% der Zellen. Da aufgrund der 

Versuchsdurchführung eine effektive Reparatur der DNA durch die Zellen nach der 

Bestrahlung nicht möglich war, die Objektträger beider Zellinien kamen sofort nach 
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der Laserapplikation in den eiskalten Lysepuffer, müssen bei N57 bereits Reparatur-

mechanismen aktiviert gewesen sein. 

Alle hier angegebenen „tail moments“ dürfen nicht als absolute Schadensgrößen ver-

standen werden. Die wirklichen DNA-Schäden werden  

• bei allen Energiedosen größer sein, da im Versuch die erstarrte LMP-Agarose 

mit 0,5% das Auswandern der DNA-Fragmente während der Elektrophorese 

erschwert 

• bei kleinen Energiedosen größer sein, da im Versuch bei kleiner Energiede-

position Agarosestege (Flächen geringer Bestrahlung) entstanden 

• bei großen Energiedosen größer sein, da im Versuch nur sichtbare (erkennba-

re) Kometen ausgewertet werden konnten. 

 

Beim Vergleich der zytotoxischen (Abb. 43) und gentoxischen Effekte (Abb. 49) der 

Nah-Infrarotstrahlung (NIR) in Abhängigkeit von der Energiedosis wird deutlich, 

daß die Zytotoxizität wahrscheinlich nicht nur durch die Gentoxizität bedingt wird, 

sondern auch durch Membranschäden. Genaue Aussagen sind aber nur nach Mes-

sung der Reparaturkapazitäten möglich. 

Eine Übertragung der Ergebnisse auf andere Körperzellen in Kultur ist möglich, so-

lange die Reparaturmechanismen der unterschiedlichen Körperzellen nicht berück-

sichtigt werden müssen. Werden bei den Messungen jedoch Reparaturkapazitäten 

mit einbezogen, zum Beispiel durch Apoptose- oder Reparaturmessungen, dann ist 

eine Übertragbarkeit nicht mehr gegeben. Grund dafür sind unterschiedliche Repara-

turkapazitäten (bedingt durch Alter des Zellspenders, Passagezahl der Zellen, 

Grundmetabolismus, usw.) zwischen den Zellinien oder Zellarten. 

Zukünftige Untersuchungen könnten sich mit der DNA-Reparatur beschäftigen (zum 

Beispiel Messung der Reparatur nach 15, 30, 60, 120 Minuten bei gleicher Pulsener-

gie), um einen Hinweis auf den biologischen Grad der DNA-Schäden zu liefern. In 

diesem Zusammenhang wären Untersuchungen zur Induzierung von Apoptose inte-

ressant, um Aussagen über die Gefahr möglicher Zellentartungen durch Laserstrah-

lung machen zu können. 

Ein Vergleich der hier vorgestellten Ergebnisse mit Literaturdaten zur Gentoxizität 

des Ti:Saphir-Lasers oder anderer Lasersysteme ist kaum möglich, da nur in ganz 

wenigen Fällen der Kometen-Assay als Meßmethode benutzt wurde. Stocker et al. 

(1998) untersuchten unter anderem mittels Kometen-Assay die Gentoxizität beim 
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CO2-Laser. Als DNA-Träger benutzten sie Vollblut aus humanen Venen. Allerdings 

wurden nicht wie in der vorliegenden Arbeit direkte Strahlungsschäden betrachtet, 

sondern die durch strahlungsbedingte Pyrolyseprodukte verschiedener Gewebe indu-

zierten Schäden. Daher ist ein Vergleich mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnis-

sen nicht möglich. 

Bei Mohanty et al. (2002) wurde ebenfalls der Kometen-Assay zur Bestimmung der 

Gentoxizität benutzt. Als Zellen verwendeten sie kultivierte humane Lymphoblasten 

(NC-37), die mit verschiedenen Wellenlängen (1064nm, Nd:YAG-Laser im cw-

Mode; 750-850nm, Ti:Saphir-Laser im cw-Mode) bestrahlt wurden. Der dort ver-

wendete Ti:Saphir-Laser war ein unverstärkter seed-Laser. Der größte Schaden an 

der DNA trat zwischen 750-780nm Wellenlänge, mit einem Spitzenwert bei etwa 

760nm Wellenlänge, auf. Die Schäden bei 800-1064nm Wellenlänge waren nur halb 

so groß. Die Bestrahlungszeiten der Zellen bei beiden Lasern lagen bei 30 Sekunden 

und 60 Sekunden mit jeweils 60mW und 120mW Leistung. Damit ist ein Vergleich 

mit den Ergebnissen dieser Arbeit aufgrund der differierenden Zeit- und Leistungs-

parameter ebenfalls nicht möglich. 

Die Messungen bei Mohanty et al. (2002) belegen, daß es Unterschiede in den DNA-

Schäden in Abhängigkeit von der Laserwellenlänge und den damit verbundenen 

Ablations- und Wirkungsmechanismen gibt. Es muß jedoch beachtet werden, daß es 

bei allen Wellenlängenbereichen der Lasersysteme zu genetischen Schäden kommt 

(siehe Kap. 1.2 – DNA-Schäden bei Lasersystemen mit unterschiedlichen Wellen-

längen). Wie bereits erwähnt, können diese aber aufgrund unterschiedlicher Meß-

methoden nicht miteinander verglichen werden. 

 

4.6 Schlußfolgerung 

Für den klinischen Einsatz bedeutet der Ti:Saphir-Laser eine Erweiterung und Ver-

besserung der bestehenden Möglichkeiten von Bohren und Schneiden mittels Laser. 

Aufgrund der geringen thermischen und photoakustischen Schäden ist er etablierten 

Lasersystemen (CO2-Laser, Er:YAG-Laser) überlegen. Eine durchschnittlichen Puls-

energie von 50µJ (5kHz, 150fs) stellt einen Kompromiß zwischen geringstmög-

lichem Schaden und maximalem Abtrag dar und ist sowohl für Weichgewebe, als 

auch für Hartgewebe, geeignet.  
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Besonders bei Hartgeweben besteht eine direkte Abhängigkeit zwischen der zu erzie-

lenden Abtragsrate und dem Wassergehalt des Gewebes. Bei zeitlich aufwendigeren 

Operationen an Knochengeweben sollte dieser Einfluß berücksichtigt und gegebe-

nenfalls künstlich nachbefeuchtet werden. 

Auf zellulärer Ebene ergeben sich strahlungsinduzierte DNA-Schäden. Ob ein indu-

zierter Schaden zu einer Tumorbildung des Gewebes führen würde, kann hier nicht 

beantwortet werden, das Risiko von sich manifestierenden DNA-Schäden wird aber 

steigen. 
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Anhang A.  Chemikalien 
 

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, im höchstmöglichen Rein-

heitsgrad verwendet. 

 

• Aceton; Baker, Deventer, Holland 

• Agarose: I.D.NA® Agarose; FMC BioProducts, Rockland, USA 

SeaPlaque® GTG® Agarose; BMA, Rockland, USA 

• Aminosäuren (essentiell); Biochrom, Berlin 

• Aminosäuren (nicht essentiell); Biochrom, Berlin 

• Benzol; Merck, Darmstadt 

• Chlorwasserstoff (Salzsäure, 25%); Merck, Darmstadt 

• Chlorwasserstoff (Salzsäure, 1M); Merck, Darmstadt 

• Corbit-Balsam; Hecht, Kiel-Hassee 

• N,N-Dimethylformamid (DFM); Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Dimethylsulfoxid (DMSO); Merck, Darmstadt 

• 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT); Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat; Baker, Deventer, Holland 

• Dinatriumhydrogenphosphatmonohydrat; Merck, Darmstadt 

• Eosin G (gelblich); Merck, Darmstadt 

• Essigsäure (80%); Merck, Darmstadt 

• Ethidiumbromid; Merck, Darmstadt 

• Ethylendinitrilotetraessigsäuredinatriumdihydrat (Titriplex® III); Merck, Darm-

stadt 

• Fötales Kälberserum (FKS); Invitrogen, Life Technologies®, Karlsruhe 

• Glutaraldehyd (25%ige Lösung in Wasser); Merck-Schuchardt, Hohenbrunn 

• Hämalaunlösung nach Mayer; Merck, Darmstadt 

• Kaliumchlorid; Merck, Darmstadt 

• Kaliumdihydrogenphosphat; Merck, Darmstadt 

• Karbolxylol; Merck, Darmstadt 

• Kohleleitfilm, Plano, Wetzlar 
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• Methylbenzoat; Merck, Darmstadt 

• Minimum essential medium (MEM) mit EARLE's Salzen und L-Glutamin; Bio-

chrom, Berlin 

• Natriumchlorid; Merck, Darmstadt 

• Natriumdihydrogenphosphatmonohydrat; Merck, Darmstadt 

• Natriumdodecylsulfat (SDS); ICN Biomedicals, Aurora, OH, USA 

• Natriumhydrogencarbonat; Biochrom, Berlin 

• Natriumhydroxid; Merck, Darmstadt 

• N-Lauroyl-Sarkosinnatrium; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Paraffin; Merck, Darmstadt 

• Paraformaldehyd; Merck-Schuchardt, Hohenbrunn 

• Penicillin (10.000U/ml) / Streptomycin (10.000µg/ml); Biochrom, Berlin 

• Poly-L-Lysin; Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA 

• Reinstwasser (Leitfähigkeit 0,055µS/cm); Seral Reinstwasser-Systeme, Rans-

bach-Baumbach  

• Tris-[hydroxymethyl]aminomethan (Tris); ICN Biomedicals, Aurora, OH, USA 

• Triton® X-100; Merck, Darmstadt 

• Trypsin, 1:250 aus Rinderpankreas (4U/ml); Serva, Heidelberg 

• Vitamine; Biochrom, Berlin 

• Xylol; Baker, Deventer, Holland 
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Anhang B.  Puffer und Lösungen 
 

Zellkulturmedien: 

• Serumfreies Medium (SFM) 

- 1 Packung (für 5l-Ansatz) minimum essential medium (MEM) mit 

EARLE's Salzen und L-Glutamin in 4.500ml Reinstwasser lösen 

- 150ml 7,5%ige (11,25g in 150ml) NaHCO3-Lösung 

- 60ml nicht essentielle Aminosäuren (100x) 

- 120ml essentielle Aminosäuren (50x) 

- 60ml Vitamine 

auf 5.000ml mit Reinstwasser auffüllen; steril filtrieren 
 

• Medium mit 12% fötalem Kälberserum (FKS) 

- 360ml serumfreies Medium (SFM) 

- 50ml fötales Kälberserum (FKS) 

- 4ml Penicillin (10.000U/ml) / Streptomycin (10.000µg/ml) 

 

• Trypsinlösung (0,124%); pH 7,4 

- 500ml Reinstwasser  

- 0,62g Trypsin 

- 4g NaCl 

- 0,1g KCl 

- 0,1g KH2PO4 

- 0,57g Na2HPO4 x 2H2O 

- 0,62g Titriplex III 

steril filtrieren 
 

• PBS-Puffer (phosphate buffered saline), Ca2+- und Mg2+-frei; pH 7,4 

- 950ml Reinstwasser 

- 8g NaCl 

- 0,2g KCl 

- 1,44g Na2HPO4 x 2H2O 

- 0,2g KH2PO4 

auf 1.000ml mit Reinstwasser auffüllen 
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Kometen-Assay (SCGE): 

• Agarose zum Beschichten der Objektträger 

- 1,5g Agarose (I.D.NA® Agarose) 

in 100ml PBS-Puffer lösen 
 

• LMP-Agarose 

- 0,25g LMP-Agarose (Sea Plaque GTG Agarose) 

in 50ml PBS-Puffer lösen 
 

• Lysepuffer-Stammlösung; pH 10 

- 146,1g NaCl 

- 37,2g Titriplex III 

- 1,2g Tris 

- 10g Na-Lauroylsarkosinat 

auf 890ml mit Reinstwasser auffüllen 
 

• Lysepuffer-Gebrauchslösung für 150ml 

- 133,5ml Lyse-Stammlösung 

- 1,5ml Triton X-100 

- 15ml DMSO 
 

• Elektrophoresepuffer-Stammlösungen 

- 20g NaOH / 50ml Reinstwasser ->  10M NaOH, max. 14 Tage lagern 

- 3,72g Titriplex III / 50ml Reinstwasser ->  200mM Titriplex III;  

pH 10 
 

• Elektrophoresepuffer-Gebrauchslösung; pH ≥ 13 

- 15ml 10M NaOH 

- 2,5ml 200mM Titriplex III 

auf 500ml mit Reinstwasser auffüllen 
 

• Neutralisationspuffer; pH 7,5 

- 24,3g Tris 

auf 500ml mit Reinstwasser auffüllen 
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• Ethidiumbromid-Stammlösung 

- 5mg Ethidiumbromid 

in 25ml Reinstwasser lösen 
 

• Ethidiumbromid-Gebrauchslösung 

- 0,5ml Stammlösung 

- 4,5ml Reinstwasser 

 

MTT-Test: 

• MTT-Stammlösung 

- 5mg MTT/ml PBS-Puffer 
 

• MTT-Gebrauchslösung (vor Gebrauch frisch ansetzen) 

- 2,5ml MTT-Stammlösung 

- 10ml Medium (mit 12% fötales Kälberserum) 
 

• SDS-Lysepuffer, pH 4,2 

- 20g SDS 

- 500ml N,N-Dimethylformamid (DFM) 

- 500ml Reinstwasser 

- 25ml Essigsäure (80%) 

- 25ml 1 mol/l HCl 

pH-Wert mit NaOH einstellen 

 

Paraffineinbettung von Weichgeweben: 

• PBS-Puffer (phosphate buffered saline), pH 7,4 

- 115,7g Na2HPO4 x H2O in 3,5 Liter Reinstwasser 

- 27,6g NaH2PO4 x H2O in 1 Liter Reinstwasser 

- 16g NaCl in 1 Liter Reinstwasser 

Dinatriumhydrogenphosphatmonohydrat-Lösung (3,5 Liter) langsam mit 

Natriumdihydrogenphosphatmonohydrat-Lösung auffüllen, bis pH 7,4 

erreicht wird (-> 0,2mol/l PB (phosphate buffer)) 

- pro Liter Phosphat-Puffer ein Liter Salzlösung dazugeben 

(-> 0,1mol/l PBS) 

 

 121



Jörg Bornemann                                                         Anhang B.  Puffer und Lösungen 

• Paraformaldehyd-Lösung (PFA), 4%ig 

- 2g Paraformaldehyd in 50ml PBS (phosphate buffered saline) 

unter Rühren auf 60°C erhitzen bis Lösung transparent wird 

- gegebenenfalls tropfenweise 10M NaOH zugeben 

Lösung abkühlen lassen und nicht länger als 5 Tage lagern 

 

Hämalaun / Eosin (HE) - Färbung: 

• Eosin G – Lösung 

- 0,1% Eosin G in 70% Ethanol lösen 

- 4 Tropfen Eisessig zugeben 

Lösung filtrieren 
 

• Hämalaunlösung nach Mayer 

- wird unverdünnt benutzt 

 

Agaroseeinbettung von Weichgewebe: 

• Agaroselösung 7%ig 

- 7g Agarose langsam in 100ml kaltes Wasser einrühren und vorsichtig 

erhitzen (nicht kochen) 

- Agaroselösung unter Rühren auf etwa 45°C abkühlen lassen 

- Gewebe in vorgewärmte Aluminiumform (42°C) legen, mit Agarose-

lösung befüllen und bei Raumtemperatur aushärten lassen 

 

Haarzellpräparation: 

• PB-Puffer (phosphate buffer), pH 7,4 

- 115,7g Na2HPO4 x H2O in 3,5 Liter Reinstwasser  (Lösung 1) 

- 27,6g NaH2PO4 x H2O in 1 Liter Reinstwasser (Lösung 2) 

Lösung 1 (3,5 Liter) langsam mit Lösung 2 auffüllen, bis pH 7,4 erreicht 

wird (-> 0,2mol/l PB) 
 

• Glutaraldehyd 2%ig 

- 20ml Glutaraldehyd-Stammlösung (25%ig) 

- 230ml 0,1mol/l PB (verdünnte 0,2mol/l PB (phosphate buffer), pH 

7,4) 
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Anhang C.  Geräte und Software 
 

• Bildverarbeitungskarte: Soft Imaging System GmbH, GrabBit Framegrabber, 

Münster 

• Brutschrank: Heraeus Instruments, B 5060 EK-CO2, Hanau 

• Chamber slides: Falcon®, CultureSlide, Chamber Polystyrene Vessel Tissue 

Culture Treated Glass Slide 

• Cleanbench: Clean Air Techniek bv, CA/REV 4, Woerden, Niederlande 

• Digitalwaage: Kern, 510-63, Albstadt 

• Elektrophorese-Kammer: Kodak, BioMax MP 1015, Kodak GmbH, Stuttgart 

• Gefrierröhrchen: Nalge Company, Nalgene® Cryoware™ 1,8ml, Rochester, 

NY, USA 

• Kamera: Soft Imaging System GmbH, CCD-Farbkamera ColorView 12, 

Münster 

• Kritisch-Punkt-Trocknung: Bal-Tec AG, Balzers CPD 030, Liechtenstein 

• Laser (CO2): ESC Sharplan, Sharplan 40 C, Unterhaching 

• Laser (Er:YAG): Carl Zeiss AG, mod. OPMI TwinER, Oberkochen 

• Laser (Ti:Saphir): Thales Laser, BRIGHT Multi-KiloHertz High Energy Ti-

Sapphire Femtosecond System, Orsay Cedex, Frankreich 

• Leistungsmeßgerät: Spectra-Physics, Model 407 A, Mountain View, CA, 

USA 

• Microplate-Reader: Thermo Electron GmbH, Multiskan Ascent, Dreieich 

• Mikrometerschraube (digital): Preisser Messtechnik, Elektronisches Digital-

Mikrometer 0-25mm, Gammertingen 

• Mikroskop (Invers-): Olympus, CKX 41, Hamburg 

• Mikroskop (Fluoreszenz-): Zeiss, Axioskop, Jena 

• Mikroskop (Fluoreszenz-) - Objektiv: Zeiss, Plan-NEOFLUAR 40x, Jena 

• Mikroskopleuchte für Fluoreszenz: Zeiss, HBO 50, Jena 

und Filtersatz: Anregung 546nm, Barriere 590nm 

• Mikrotiterplatte (96-Wells): Falcon, Tissue Culture Plate, 96 wells, Flat 

Bottom with Low Evaporation Lid, No 353072 

• Mikrotom: Thermo Electron GmbH, Shandon Finesse 315, Dreieich 
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• Oszilloskop: Tektronix, TDS 220, Beaverton, OR, USA 

• Petrischalen: Nunc, Nunclon Surface, 5ml 

• Petrischalen: Falcon®, Tissue Culture Dish, 100 x 20mm, 15ml 

• Photodetektor: Centronix Electronics, AEPX 65, Taiwan 

• Pulszähler (digital): Trumeter Deutschland, 7110 DIN AS, Steinenbronn 

• Rasterelektronenmikroskop: Philips, SEM 505, Hamburg 

• REM-Tellerchen: Plano, Wetzlar 

• Scanner: Scanlab AG, SCANgine® 14 mit Linse (f = 250mm), Puchheim 

• Schüttler: Infors AG, Labotron, Bottmingen, Schweiz 

• Spannungsversorgung für Elektrophorese: Novex, Power Ease™ 500, San 

Diego, CA, USA 

• Sputterer / Coater: Quorum Technologies, Polaron E 5400, Newhaven, UK 

• Temperatursensor: Siemens AG, Heißleiter NTC M104-J, München 

• Vibratom: Leica Mikrosysteme, VT 1000 S, Bensheim 

• Wärmeplatte: Harry Gestigkeit GmbH, Präzitherm PZ 28-1, Düsseldorf 

• Zählkammer (Neubauer): Jürgens, Tiefe 0,1mm, Feld 0,04mm², Hannover 

 

 

• Bildaufnahme: Soft Imaging System GmbH, analySIS® Pro 3.2, Münster 

• Bildanalyse: Scion Corp., Scion Image for Windows Beta 4.0.2, based on 

NIH Image, Frederick, MD, USA 

• Bildanalyse-Makro: Helma & Uhl, Scion comet 1.3, Freiburg 

• Grafik: Microsoft Deutschland GmbH, Excel 2000, Unterschleißheim 

• Grafik + Modell: SPSS Inc., SigmaPlot 4.01 for Windows, Chicago, IL, USA 

• Scannersteuerung: SCAPS GmbH, SAM 2D (Version 2.5.14), München 

• Statistik: GraphPad Software Inc., Prism 3.02, San Diego, CA, USA 
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