
Albrecht v. Graefes Arch. kiln. exp. Ophthal. 
203, 57-66 (1977) 

Graefes Archiv 
ffir k l in ische und experimentelle 

Ophthalmologie 
�9 by Springer-Verlag 1977 

Laserinduzierte Hornhautl isionen beim Kaninchen 

H. Bahte und B. Rassow 

Abteilung fiir Medizinische Optik (Abteilungsvorsteher: Priv.-Doz. Dr. rer. nat. B. Rassow) der 
Universitiits-Augenklinik Hamburg (Direktor: Prof. Dr. h.c.H. Sauter) 

Lesions of the Rabbit Cornea Produced by Laser Light 

Summary. Threshold radiant exposure of the cornea of gray rabbits was evaluated 
for Argon- and YAG-Laser light. 

Threshold for the Argonlaser is about 15 kJ/cm 2 (exposure time 200 ms to 
2 s, spot size 65 gtm ). 

For experimental and methodical reasons the value for the YAG-Laser 
(115 kJ/cm 2) is of  limited accuracy. 

The healing process of supraliminal lesions of the cornea is observed clini- 
cally and histologycally up to six weeks following exposure to laser radiation. 

Zusammenfassung. Mit einem YAG- und einem Argon-Laser wurden die Horn- 
Mute lebender, grauer Kaninchen bestrahk, um die Grenzschwellendosis beider 
Lasertypen fiir Kaninchenhornh~iute zu ermitteln. Es ergab sich ffir den YAG- 
Laser mit sehr kurzen Strahlungsimpulsen eine Schwellendosis yon 115 kJ/cm 2. 
F/Jr den Argon-Laser liegt der entsprechende Wert (bei Bestrahlungszeiten zwi- 
schen 200 ms und 2 s) bei 15 kJ/cm 2. Der erste Wert hat wegen methodischer 
und experimenteller Schwierigkeiten nur einen orientierenden Wert. 

Es wurde weiterhin der Heilungsverlauf fiberschwelliger L~isionen bis zu 
6 Wochen nach Bestrahlung beobachtet. 

I. Einleitung 

Zur Lichtkoagulation der Netzhaut finden in den letzten Jahren Argon-Laserger/ite 
im steigenden Mage Anwendung. Ein wesentlicher Vorteil ist dabei, dag dieser Laser 
sein Licht (Wellenl/inge um 500 nm) nur im Wellenl~genbereich der maximalen 
Transmission der optischen Medien emittiert. Dies bedeutet, dalg 9 0 - 9 5  % der auf 
die Hornhaut auftreffenden Energie die Netzhaut a uch erreicht und nur 5 - 1 0  % 
vorher absorbiert wird. Diese geringe Absorbtion des Argonlaserlichtes kann jedoch, 
wenn der Strahl auf die vorderen Augenmedien fokussiert ist und somit dort sehr 
hohe Leistungsdichten erreicht werden, bereits ScMdigungen in diesen Schichten 
hervorrufen. 
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Abb, 1. Argon-Laser: Schematische Darstellung des Laserstrahlverlaufes zwischen Lichtquelle 
und Koagulationsebene 

Der Anteil. der vor der Netzhaut absorbierten Energie steigt schnell auf 8 0 - 9 0  % 
an, wenn man zu Lasern anderer Wellenl~ingenbereiche, zu den Infrarot- und Ultra- 
violettlasern, iibergeht. Derartige Lasergergte werden in steigender Zahl in Wissen- 
schaft und Technik eingesetzt, so dag die Frage nach der Sch~idigungsschwelle der 
vorderen okut~iren Medien yon besonderem [nteresse wird. Darfiber hinaus ist abet 
auch ein therapeutischer Einsatz der verschiedensten Lasertypen am vorderen Augen- 
abschnitt immer mehr in den Mittelpunkt des Interesses geriiekt. Auch hierfiir ist 
eine Kenntnis der Sch~digungsgrenzen in diesem Bereich des Auges Voraussetzung. 
Untersuchungen in dieser Richtung wurden von Campbell (1968), Fine et a1+(1968) 
und Hallmann et al. (1968) durchgefiihrt. Ziel unserer Messungen war neben der 
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Abb. 2. Prinzipieller Aufbau der YAG-Laserbestrahlungsvorrichtung und die dazugeh6rige Meg- 
anlage 

Oberprfifung der Schwellendosis der Hornhaut f/ir YAG- und Argonlaserlicht auch 
die histologische und klinische Kontrolle des Heilungsverlaufs von iiberschwelligen 
L/isionen. 

I I .  M e t h o d i k  

Es wurde ein Argonlaser (Fa. Coherent Radiation, Modell 53), der fiber bewegliche 
Spiegel und Prismen an einer Zeiss-Spaltlampe angeschlossen war (Rassow, 1973), 
verwendet. Bei einem Durchmesser des fokussierten Laserstrahls von etwa 65 #m 
stand eine eingestrahlte Leistung an der Cornea zwischen 100 mW und 5 W zur Ver- 
ffigung. Dutch einen elektromagnetischen Verschlu6 lie6 sich die Bestrahlungszeit 
zwischen 20 ms und Dauerbestrahlung kontinuierlich einstellen. Den Strahlengang 
zeigt die Abbildung 1. 

Bei dem zweiten Laser handelt es sich um einen YAG-Laser (Siemens SLY 3Q1), 
dessen Emission im nahen Infrarot (1060 nm) erfolgt. Der Laser arbeitet im Q-switch- 
Betrieb und hat bei 50 Hz Folgefrequenz und ca. 1 0 - 3 0  ns Impulsdauer eine Impuls- 
spitzenleistung yon max. 800 W. Durch Verwendung verschiedener Fokussierungs- 
linsen liegen sich Brennp/mkte von 120--200 #m Fleckdurchmesser erzeugen (Abb. 2). 

Wfihrend die Bestrahlungsdaten am Argonlaser recht genau bekannt waren und 
auf wenige Prozent reproduzierbar eingestellt werden konnten, gab es bei der Messung 
am YAG-Laser erhebliche methodische Schwierigkeiten, die einerseits in einer In- 
stabilit/it des Lasers und zum zweiten in der Wellenl/inge des Laserlichtes begrfindet 
waren. Letztere machte ein exaktes Justieren und Fixieren der zu behandelnden 
Tiere w/ihrend der Dauer der Bestrahlungszeit, die ffir eindeutige L/isionen bis zu 
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Abb. 3. u in Hornhautoberflgche~ t Std nach Bestrahlung (680 mW, f = 1,4 cm); 
Epithel fehlt, Stroma aufgequollen, oberfliichliche Fasern im Schuf~bereich unterbrochen. Keine 
zellige Reaktion. Artifizielle Spalten im Stroma. HE, Vergr. 9,3 X 

Abb. 4. YAG-Laserkrater, (5 Tage, 720 mW, f = 1,4 cm): Bis zur Mitte der Hornhautdicke reichend 
und mit einem unregelm~ilgigen Epithel ausgekleidet. Im Hornhautstroma zeigt sich eine diffuse teu- 
kocyt~re Infiltration. Das proliferierte Epithel fiJllt den Stromadefekt z.T. aus und ist peripher da- 
yon stark abgeflacht. HE, Vergr. 6,3 x 

20 S betrug, recht schwierig. Die Fehlerbrei tender Ergebnisse mit dem YAG-Laser 

liegen dementsprechend sehr viel hSher. 
Zur Verwendung kamen graue Kaninchen (Irisfarbe grau-braun) yon durch- 

schnittlich 2 - 3  kg Gewicht, die mit Nembutal i.v. aniisthesiert wurden. Wiihrend 
der Bestrahlungszeiten wurde die Hornhaut der Tiere st~ndig mit physiologischer 
Kochsalzl/Ssung yon Zimmertemperatur gespiilt, nachdem beobachtet wurde, daf~ 
sonst bei l~ingeren Bestrahlungszeiten ein Austrocknungsvorgang einsetzt. Diet zeigt 
sich darin, daf~ in den ersten Sekunden keine Reaktionen auftraten und dann pl/Stz- 



Laserinduzierte Hornhautl~isionen 61 

% 

100 

90 

80 

~ 70 
._~ 60 
"5 

50, 

-~ 40 

2O 

10 

Y A G - Laser 

0 
0 

I 

I 

PO 
/ 

/ 

/o 

J I l I I I I i ; 
20 40 60 80 100 120 140 160 180 

KJ/qcm 

Abb. 5. Graphische Darstellung der prozentualen Defekth~iufigkeit in Abhiingigkeit vonder 
YAG-Laserenergiedichte 

lich innerhalb yon wenigen Millisekunden sehr starke L~ionen entstehen. Bei stfin- 
dige~ Spfilung wurde diese Vorg~nge nicht beobachtet. 

Die meisten Tiere wurden sofort nach der Bestrahlung enukleiert, bei den rest- 
lichen wurde der Abheilungsprozess bis zu 6 Wochen beobachtet. Das F~rben der 
angefertigten histologischen Schnitte erfolgte nach H.E. 

III. Klinische und histologische Ergebnisse 

1. YAG-Laser 

Lichtmikroskopisch sicher verwertbare Befunde erzielte man mit den zwei kleinsten 
Brennflecken (110 und 120 #rn) unter Verwendung der beiden st/irksten Leistungs- 
stufen des Lasers (zeitliche Mittelwerte ca. 600 und 800 roW). Die Einteilung der 
histologischen Ergebnisse erfolgte entsprechend nach geringgradiger und nach maxi- 
rnaler Bestrahlung. Das histologische Bild ist einheitlich: direkt nach geringgradiger 
Bestrahlung zeigt sich eine Kondensierung und Abtragung der beiden oberen Epithel- 
schichten. Die Basalzellschicht und Basalmembran k6nnen erhalten bleiben. Groge 
Intensiditen erzeugen regelrechte Ulcera mit perifokalen Odemen. Das Parenchym 
er~cheint verquollen (Abb. 3). Schon nach 12 Std kann das Odem verschwunden sein, 
und es beginnt eine vom Rande ausgehende Epithelialisierung des Kraters. Im Stroma 
erscheint nach 4 - 5  Tagen eine leucocyt~ire Infiltration; nach weiteren 2 Tagen mit 
deutlicher eosinophiler Tfipfelung sind die Leucocyten zum Krater perifokal ange- 
ordnet (Abb. 4). Weder eine Vascularisation noch eine ver~inderte Anf~bbarkeit bei 
Haematoxilin Eosin konnte beobachtet werden. Nach etwa 14 Tagen am Ende der 
entzfindlichen Phase bilden sich Fibroblasten, welche schlieglich zur Narbenbildung 
in der nunmehr verdickten Hornhaut ffihren, Von einer manchmal beobachteten 
Hyperplasie abgesehen, stellt sich das Epithel jetzt wieder unauff~illig dar. 
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Abb. 6. Schwerer Argonlaser-Epitheldefekt, (24 Std, 1,95 W, 0,2 sec): Das eingedellte kompri- 
mierte Stroma hat ortst~ndige Keratocyten verloren. Das Epithel dartiber ist ungeordnet proli- 
feriert und weist ZeUen auf. HE, Vergr. 16 X 

Abb. 7. Argon-Laserkrater, (1 Std, 3,25 W, 1 sec): In das hintere Stroma reichender Argon- 
Laserkrater. Das anliegende Epithel scheint unveriindert; die Kollagenfasern des Stromas wir- 
ken in der Niihe des Kraters kondensiert und verbacken. Die unterschiedliche Anfiirbung ist 
zu erkennen. HE, Vergr. 16 X 

Die in Abbi ldung 5 dargestelke Kurve zeigt die Abh~ingigkeit der prozentua len  

H~iufigkeit aller e rkennbaren  Defekte  (gemessen an der Gesamtzahl  der Bestrahlungen) 

yon der Leistungsdichte.  
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Abb. 8. Hornhautperforation dutch den Argonlaser, (3 Tage, 3,25 W, 2 sec): Das verbrannte 
Epithel ist verdickt und strukturlos; der Defekt ist mit einem Epithelzellenpfropf ganz ausge- 
fiillt; yon der vordcren Augenkammer her ist ein fibrin6ser Pfropf:vorgelagert, der 6demat6s 
verbreitert, basophil angef~rbt ist und Kerntri~mmer enth~ilt. HE, Vergr. 6,3 X 
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Abb. 9. Graphische Darstellung der prozentualen Defekthiiufigkeit in Abh~ingigkeit yon der 
Argon-Laserenergiedichte 
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2. Argon-Laser 

Gerade fiber der L~isionsschwelle liegende Energiemengen verursachen Hornhautde- 
fekte, welche nur innerhalb des Hornhautepithels liegen (Abb. 6) und bis zu 6 Tagen 
beobachtet werden k6nnen. Erst eine welt h6here Energie erzeugte Stromadefekte 
mit einem mikroskopisch zu verfolgenden Heilungsverlauf von fiber 14 Tagen 
(Abb. 7). Bei maximaler Laserleistung konnten z.T. Perforationen beobachtet werden, 
welche sp~itestens nach 3 Tagen vonder vorderen Augenkammer her mit einem Fi- 
brinpfropf verschlossen waren (Abb. 8). Perifokal zeigte sich dann ein starkes Odem 
mit Verlust der Doppelbrechung, aber basophiler Anf//rbbarkeit der Kollagenfasern. 
Die Basophilie war noch nach 3 Wochen zu erkennen. 

Nekrotisches Epithel f~trbte sich unter Haematoxilin Eosin eosinrot an und er- 
schien im weiteren Heilungsverlauf z.T. als Epithelsequester. Bestrahlungsulcera im 
Stroma wurden frfihzeitig vom Epithel ausgekleidet und angeffillt. In solchen F~llen 
konnte im Kraterfundus stark ver~nderte Epithelzellen gefunden werden. In nur 
einem geringem Umfang traten eosinrot auff~rbbare Leucocyten und junge Fibro- 
cyten auf. Abbildung 9 zeigt die Defekth~iufigkeit als Funktion der Leistungsdichte 
der Strahlung des Argonlasers. 

IV. Diskussion 

I. Schwellenwerte 

Unter Grenzschwellendosis wollen wir diejenige Energiedichte verstehen, bei der mit 
50%iger Wahrscheinlichkeit eine makroskopisch sichtbare L/ision innerhalb einer Std 
hervorgerufen wird. Diese liegen weit fiber den Werten, welche bei der Netzhautkoagu- 
lation verwendet werden. Ursache ist die hohe Transparenz der brechenden Augen- 
medien ffir sichtbares Licht. Mit starker Fokussierung des Laserstrahls ist es dennoch 
m6glich, Effekte auf der nicht 100%ig transparenten Kaninchenhornhaut zu erzielen. 

YAG-Laser. Bei der Wellenl~inge des YAG-Laser von ~ = 1,06/2m betr~igt der Absorp- 
tionskoeffizient der Hornhaut 30 % (Geeraets et al., 1968). Die Grenzschwellen- 
dosis liegt nach unseren Messungen um 115 kJ/cm 2 (Abb. 5). Diese durch zeitliche 
Mittelwertbildung erhaltene Zahl ist jedoch nur bedingt mit der Grenzschwellendosis 
des Argon-Lasers vergleichbar; denn der YAG-Laser gibt seine Energie in Impulsen 
von 30 nsec Dauer bei einer Folgefrequenz yon 50 Hz ab. Der zeitliche Energiever- 
lauf innerhalb eines Impulses war nicht bekannt. Der zeitliche Abstand zweier Im- 
pulse betr~gt 20 ms und damit verhalten sich Bestrahlungs- zu Pausenzeit wie 1:106 . 
Daher ist trotz der Tr~igheit von W~meausgleichsvorg/ingen die einfache Addition 
der Wirkung der einzelnen Impulse unzul~ssig. Beim Eintreffen eines Impulses ist die 
Wirkung des vorhergehenden weitgehend abgeklungen. D% wie oben erl~utert, auch 
erhebliche experimentelle Schwierigkeiten beim YAG-Laser auftraten kann, der ange- 
gebene Grenzsehwellenwert nur orientierenden Charakter haben. 

Argon-Laser. Die Absorption in der Hornhaut betr~igt ffir die Wellenl~inge des Argon- 
Lasers 20 % (Geeraets et al., 1968). Der gefundene Grenzschwellenwert ffir Hornhaut- 
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1/isionen an Kaninchen ergibt sich zu 15 kJ/cm 2 (Abb. 9). Diese Werte gelten fiir konti- 
nuierliche Bestrahlungszeiten yon 200 ms bis etwa 2 s. Bei kfirzeren Einstrahlzeiten, fiir 
die ein gepulster Argon-Laser ben6tigt wiirde, ist mit einer h6heren Energieschwelle zu 
rechnen. 

2. f)berscbwellige Laserbestrablungen 

YAG-Laser. Laserbestrahlungen der tierischen Hornhaut wurden bisher meist mit 
einem CO2-Laser vorgenommen (Fine et al., 1968; Geeraets et al., 1969; Leibowitz 
et al., 1969; Campbell et al., 1968; Peppers et al., 1969). Die Resultate unserer Unter- 
suchung sind am ehesten vergleichbar mit den Ergebnissen an einem gepulstem Erbium- 
Laser (Lund et al., 1970) und einem Neodym-Laser (Campbell et al., 1968) und sind 
mit diesen in guter r 

Als bisher nicht beobachtete Befunde sind zu nennen: 
1) die nach mehreren Tagen einsetzende Infiltration eosinophil anf/irbbarer Granulo- 
cyten und 
2) die fehlende Vascularisation der Hornhautbestrahlungsdefekte. 

Argon-Laser. Da Bestrahlungen des Auges mit diesem Lasertyp sich bisher fiberwiegend 
auf die Netzhaut konzentrierten, bleibt als vergleichbare Arbeit jene von Hallmann et 
al. (1968). Er verwendete einen Argon-Laser mit einer'Ausgangsleistung yon nur 3 mW, 
mit einem Brennfleckdurchmesser yon 0,5 mm und einer Brennweite yon 10 cm. Bei 
einer Bestrahlungszeit bis zu 2 min erreichte er hiermit 6dematSse Stromaver~nderun- 
gen mit dazugeh6r~gen Epitheldefekten. 

Demgegeniiber waren bei sonst ~ihnlichen Befunden in der vorliegenden Arbeit 
ein Basophilie und Verlust der Doppelbrechung der Kollagenfasern im perifokalen 
Bereich der L/isionen auff~illig. Als Ursache k6nnte die durch starke Hitzeentwicklung 
hervorgerufene Freisetzung von basophilen Kernbestandteilen herangezogen werden 
oder das Entstehen yon Mucopolysacchariden nach Bestrahlung. Fiir die letzte An-~ 
nahme spricht die vergleichbare histologische Anf~irbbarkeit yon Teilen der Hornhaut, 
bedingt durch das Auftreten von sauren Mucopolysacchariden bei Arbeitern, welche 
mit dem Farbstoff Hydrochinon in Kontakt gekommen sind (Naumann, 1966). 

Weiterhin ist das Erscheinen yon stark ver/inderten Epithelzellen im Fundus tief- 
reichender Bestrahlungsdefekte erw~ihnenswert und, gemessen an den YAG-Laser- 
Befunden, eine geringgradige, perifokale granulozyt~ire Infiltration. 
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