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aser-inducpd micro and nano effects - from selective - - - aa - 
hotothermolvsis to molecular nano ettects 



Abb. I Erzeugung laserinduzierter Mikroeffekte durch direkte 
Fokussierung des Laserstrahls (a) und mittels selektiver Photother- 
molyse unter Ausnutzung einer höheren Absorption der Zielstruktur 

lbl 
Fig. I Generation of laser-induced micro effects by direct fo- 
cussing of the laser beam (a) and by selective phot~thermol~sis 
utilizing a higher optical absorption of the target structure (b) 

dehnung der erzeugten Gewebseffekte begrenzen bei diesem Ver- 
fahren, das im weitergn als selektive Photothermolyse bezeichnet 

2 Das Prinzip der selektiven 
tothermolyse 

Die Gewebseffekte können nach Absorption des Bestrahlungslich- 
tes in den Zielstrukturen durch verschiedene Mechanismen hervor- 
gerufen werden. Eine deutliche Erhöhung der Temperatur über die 
Körpertemperatur kann zu thermischer Gewebszerstörung durch 
Denaturierung wichtiger Zellproteine oder anderer Makromo- 
leküle führen. Oberhalb einer Temperatur von 100 "C kann das 
Wasser des Gewebes verdampfen. Bei Bestrahlung mit kurzen La- 
serpulsen führt dies zu einer schlagartigen Volumenvergrößerung, 
die die Gewebestrukturen zerreißt. Sind die Heizzeiten kürzer als 
es für den akustischen Einschluß erforderlich ist, können Stoßwel- 
len entstehen, die ebenfalls Gewebsschäden hervorrufen können. 

.  für, dass die Lasereffekte auf die absorbit- 
und ihre unmittelbare Umgebung begrenzt blei- 

3r Einschluss, realisiert durch die Wahl einer 
3n ~estrahlungszeit, um den Abfluss thermischer 
igebung zu minimieren. Dies ist in Abbildung 2 

t, in der Temperaturen in drei absorbierenden Schichten 
Bestrahlung mit unterschiedlich langen Pulsen berechnet wur- 
'ür sphärische absorbierende Strukturen skalieren die für den 
ischen Einschluss notwendigen Zeiten zquadratisch mit dem 

ser d und können mit folgender Gleichung abgeschätzt 

Wie in Abbildung 3 dargestellt, sind im Gewebe, dessen therm; 
sche Diffusivität (Y ungefähr der von Wasser entspricht, Heizdai 
ern, d. h. Pulslängen, von weniger als einer Sekunde für eine Prä- 
zision im Millimeterbereich angemessen. Für eine selektive Zer- 
störung von Gefäßen oder anderen Gewebestrukturen mit Durch- 
messern im Bereich von 3 0  bis 300 Pm sollten die Pulslängen 0,2 
bis 20  ms betragen. Zum selektiven Erhitzen von Strukturen mit ei- 
ner Abmessung von einigen Mikrometern ist eine Pulslänge von ei- 
nigen Mikrosekunden notwendig. Wesentlich kürzer als zsollte die 
Bestrahlungszeit nicht gewählt werden, da, falls die Zeiten für ei- 
nen akustischen Einschluß unterschritten werden, photomechani- 
sche Schäden durch Stoßwellen auftreten können. Zudem können 
dann, wie in Abbildung 2 demonstriert, Schäden durch Absorbei 
die wesentlich kleiner als die Zielstruktur sind, verhindert werden 
Dieses Prinzip lokalisierter thermischer Schäden wurde unter den, 
Namen ,,selective photothermolysis" von Anderson und Parrish 
1983 vorgestellt und die mögliche Selektivität an Blutgefäßen und 
melaninhaltigen Zellen mit Pulsdauern von Mikrosekunden bezie- 
hungsweise Nanosekunden demonstriert [ I ] .  

Mit kleiner werdendem Zielvolumen, d. h. mit stärkerer Lokalisie- 
rung der Schäden, nimmt die Zeit, die für einen thermischen Scha- 
den zur Verfügung steht, immer weiter ab. Dies begrenzt die Mög- 
lichkeit selektiver thermischer Gewebseffekte, da neben der Tem- 
peratur auch die Zeit, für die die Biomoleküle, Zellen oder Gewe- 
be erhöhter Temperatur ausgesetzt sind, einen Einfluss auf die 
Schädigung hat. Je höher die Temperatur, desto schneller tritt der 
Schaden ein. Die Abhängigkeit der Schadenszeit t von der Tem- 

Tiefe im Gewebe rum1 

pulster laserstrahlung. ~ e m ~ e r a t u r v e r t ~ i l u ~ ~  
in einem Gewebe mit drei absorbierenden 
Schichten (Absorptionskoeffizient 50 pm-I), 
die eine Dicke von I pm beziehungsweise 10 pm 
besitzen. Die Bestrahlung betrug I J/cm2. Die 
Pulslängen wurden in den Berechnungen von 
1 ps bis 0, 1 s variiert. 

Fig. 2 Selective thermal effects caused by 
pulsed laser irradiation. Temperature distribu- 
tion in tissue with three absorbing layers (at 
sorption coefficient 50 pm-'J of I pm and 10 prn 
thickness after irradiation with I J/cm2. For 
the calculations, the pulse width was varied 
b e ~ e e n  I ps and 0. I s. 





sreichweite hängt von der ma- ber Hämoglobin und Melanin genutzt. W i e  unmittelbar zu sehen 
lase ab, die wiederum in korn- ist, besitzen beide Farbstoffe sehr starke Absorptionen und domi- 

untersuchter Weise von der Ab- nieren deshalb die optischen Eigenschaften des Gewebes im sicht- 
n Eiaenschaften des Gewebes, der baren Spektralbereich, Hämoqlobin ist verantwortlich für eine star- 

1 I 100 pm groOen Struktur. Die verwendeten 

vor der Bestrahlung während der Bestrahlung nach der Bestrahlung 

gung gestellt) Pulslängen im hanosekudenbereich verwendet. Durch thermo 
mechanische Effekte werden die absorbierenden Partikel (Melanin 



der Photorezeptoren und den Abbau des Sehfarbstoffes ve rane ie l t en  Zerstörung krankhafter RPE-Zellen können noch funktions- 
wortlich ist. Die starke Pigmentierung, das Melanin, nimmt unge- fähige Zellen deren Platz einnehmen, und es besteht die Hoffnung, 
fähr ein Drittel der Zellen ein und erfüllt unter anderem die Funkti- diese Krankheitsbilder positiv zu beeinflussen. Die hohe Absorpti- 
on einer Lichthofschutzschicht. Das Melanin in den RPE-Zellen ver- on des Melanins, die bei 500 nm ungefähr 1 pm-' beträgt, prä- 
hindert, dass Licht, das die Photorezeptoren passiert hat, an tiefer destiniert die RPE-Zellen als Ziel für die selektive Photothermolyse. 
liegenden Gewebeschichten zurück gestreut wird und den Kon- Bei Laserbestrahlung des Augenhintergrundes mit grünem Licht 
trast der visuellen Wahrnehmung verringert. Aufgrund ihrer Funk- wird ein Großteil der Strahlung in den RPE-Zellen über einen Be  
tion bei der Versorgung der Photorezeptoren werden eine Reihe reich von nur 6 pm absorbiert. Bei der klassischen Laserkoagulati- 
von klinischen Krankheitsbildern wie zum Beispiel das diabetische on mit Expositionszeiten von 100 ms werden allerdings durch die 

ärmeleitung bei einer Bestrahlung nicht nur die RPE-Zellen, son- 
rn auch die Photorezeptoren irreversibel geschädigt. Erst mit La- 
pulsen unter 5 0  ps Länge lassen sich die Effekte auf das RPE be- 

renzen. Die Temperaturen, die notwendig sind, um Schäden an 
en Zellen innerhalb dieser Zeiten zu erreichen, liegen allerdings 
ei 100 "C oder sogar darüber. Deshalb lassen sich, wie schon 
ei Messungen von Laserschadensschwellen am Auge beobachtet 

wurde, mit Einzelpulsen Mikroeffekte am RPE ohne disruptive Ne- 
benwirkungen, die sich in Blutungen oder der Bildung von makro- 
skopischen Gasblasen äußern, nicht erzielen. Einen Ausweg bie- 
tet die Verwendung von Pulsserien, deren Wiederholrate so be- 
messen ist, dass zwischen den Pulsen die Temperatur fast vollstän- 

id ~ ~ ~ o r - n  dig auf den Ausgangswert absinkt. Während der Spitzentempe 
ratur wird ieweils mit hoher räumlicher Auflösung ein Bruchteil des 

RPE Zellschadens bewirkt, der sich über den Pulszug dann aufsum- 
miert. Tierexperimente und Behandlungen von Patienten belegen, 
dass mit Pulsserien von 500 Pulsen und einer Pulslänae von eini- " 
gen Mikrosekunden eine selektive Zerstörung des retinalen Pig- 
mentepithels möglich ist [q (Abb. 6). Das Potential dieser repetie- 
renden Photokoagulation mit Mikrosekundenpulsen wird im Mo- 
ment in klinischen Studien untersucht. Die Pulslänge für dieses Be- 
handlungsverfahren wurden so lang gewählt, dass eine thermi- 
sche Zerstörung der RPE-Zellen erwartet werden konnte. Neuere 
In-vitro-Untersuchungen zum Mechanismus laserinduzierter Schä- 
den an RPE-Zellen durch Bestrahlung mit verschiedenen Pulslängen 
von 10 ns bis 5 ps zeigen, dass in diesem Übergangsbereich auch 
Pulslängen im Mikrosekundenbereich Zellschäden durch Blasen- 
bildung hervorrufen. Abschließend konnten die Mechanismen bei 
diesem Behandlungsverfahren noch nicht aufgeklärt werden. 
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ch das Trabekelsystem im Kammerwinkel des Auges enthält pig- 
ntierte Zellen, die sich als Ziel einer selektiven Laserbehandlung 
ieten. Bei bestimmten Glaukomformen kann durch Koagulation 
Kammerwinkels mit kontinuierlicher Laserstrahlung der Augen- 
ndruck abgesenkt werden. Dabei werden sowohl die pigmen- 
n Zellen im Trabekelsystem als auch das feine Geflecht aus 

Die Pfeile zeigen die bestrahlten Gebiete. b) Schäden nach kon- ~ ~ l l ~ ~ ~ ~ f ~ ~ ~ ~ ~ ,  das wie ein ~ i l ~ ~ ~  für die an dieser stelle ab- 
tinuierlicher ~es t rah lun~  ( I  sec) an der angiogra~hischen fließende Flüssigkeit des Augeninneren wirkt, thermisch zerstört. 
Schwelle. Die Photorezeptoren sind im bestrahlten Gebiet (*I Zer- Steigt nach der ~ ~ h ~ ~ d l ~ ~ ~  der ~ ~ ~ ~ ~ i ~ ~ ~ ~ d ~ ~ ~ k  wieder an, ist 
stört. eine zweite Behandlung schwierig, da weite Bereiche des Trabe- 
(Die Abbildung wurde freundlicherweise von J. Roider zur Verfi kelsystems dann zerstört sind. Mit einzelnen Pulsen von 10 ns und 



0 AP-Konjugate in PufFer 

I AP-Konjugate in Puffer mit zugesetzten 
denaturierten Proteinen (15 gtl) 

Abb. 7 Messung der Aktivität der an Absorber gekoppelten Pro- 
teine mittels eines Chemolumineszenzverfahrens nach Bestrahlung 
mit unterschiedlichen Pulsenergien. Die Bestrahlung wurde jeweils 

gen Mikrometern mit abnehmendem Blasendurchmesser stark zu. 
Bei 2 pm beträgt er bereits 1 bar und steigt bei 10 nm Durchmes- 
ser auf über 200 bar. Die Temperatur, die notwendig ist, um die- 
sen Dampfdruck zu erzeugen, steigt damit ebenfalls auf über 
200 "C bei 100 nm Partikeldurchmesser. Diese Abschätzung 
zeigt, dass in kleinen Volumina durchaus sehr hohe Temperaturen 
erreicht werden können, ohne dass es zu einer Verdampfuna von 

mit 1000 Pulsen von 3 ps länge durchgefuhr Wasser kommt. Experimentell wurde an 2 pm großen ~ e l a n i n ~ a  
tikeln schon eine Verdampfungstemperatur von 150 "C gemesse 

F;~. 7 A~~~~~~ of proteins coup~ed to abs [9]. Vergleicht man für eine bestimmte Absorbergröße die Ve 

radiation with different pulse energies. dam~fungstem~eratur mit der Temperatur! die innerhalb der Ze 

with 1000 pulses o f  3 PS pulses duratio für den thermischen Einschluss (Gleichung I )  thermische Schäde 
erzeugt, so fällt ein interessanter Effekt auf. Unterhalb eines Durch 
messers von 1 pm steigt die Verdampfungstemperatur stärker a 

4 Molekulare thermische als die nach der Arrheni~s~leichung (2) extrapolierte Temperatu 
Falls die Extrapolation des Arrheniusgesetzes in diesen Zeitbereic 

Diese Beispiele klinischer Anwendungen zeigen, dass die selekti- zulässig ist, ergibt sich hier ein weiteres Fenster für thermisch 
ve Photothermolyse eine große Präzision bis hinunter auf die zel- Schäden mit einer räumlichen Ausdehnung im Nanometerbere 
luläre Ebene ermöglicht. Es stellt sich natürlich die Frage, ob durch Effekte durch Stoßwellen können durch Wahl einer ausreich 
eine noch weitere Verfeinerung der Präzision selektiv einzelne Zell- langen Pulsdauer verhindert werden, da bis in den Nanomete 
organellen, Proteine oder sogar Teile der DNA zerstört werden reich die Zeit für den akustischen Einschluss geringer ist als für 
könnten. Das ultimative Ziel der selektiven Thermolyse wäre die thermischen Einschluss. 
Zerstörung von Strukturen mit Abmessungen von 1 bis 10 nm. Vor- Nach diesen Abschätzungen besteht durchaus die Möglichkei 
aussetzung für derart kleine Schadensradien sind ultrakurze La- lektiver thermischer Effekte mit makromolekularer Präzision. 
serpulse. Der zur Vermeidung thermischer Schädigungen der Um- Medizinischen Laserzentrum Lübeck werden deshalb ,,thermisc 
gebung notwendige thermische Einschluss wird bei einem wenige Nanoeffekte" und die ihnen zu Grunde liegenden physikalis 
Nanometer großen Volumen erst mit Pulsdauern von einigen Piko chemischen Mechanismen an Modellsystemen untersucht [I 
sekunden erreicht (Abb. 3). Wie schon dargestellt, sind Laseref- Wegen ihrer Rolle bei thermischen Zellschäden und ihrer Bed 
fekte derart kurzer Pulse in der Regel mit starken mechanischen tung für den Zellstoffwechsel werden die thermischen Effekte a 
Schäden durch Zerreissungen oder Druckwellen verbunden. Es Proteinen, die an stark absorbierende Eisenoxid- oder Goldparti 
gibt jedoch zwei Effekte, die thermische Schäden im Nanometer- kel gekoppelt sind, untersucht. Derartige Partikel werden Für ma 
bereich dennoch ermöglichen können. Durch die Additivität ther- gnetische Aufreinigungsverfahren oder für Antikörpermarkierun 
mischer Wirkung kann die notwendige Spitzentemperatur gesenkt gen in der Elektronenmikroskopie verwendet. Eisenoxidpartike 
werden, ohne dass die räumliche Präzision leidet. Werden 10' decken einen Größenbereich von 100 nm bis 6 pm ab, währen 
Nanosekundenpulse appliziert, so sollte sich der gleiche thermi- Goldpartikel in Größen von einigen Nanometern bis 80 nm e 
sche Effekt wie bei einem Puls mit einer Länge von 100 ps ergeben. hältlich sind. Für das Modellsystem werden Enzyme ausgewähl 
Mi t  hochrepetitiven Lasersystemen können derart hohe Pulszahlen deren Funktion einfach und empfindlich mit spektroskopischen Ve 
in vertretbarer Zeit appliziert werden. Verdampfung von Wasser fahren (Absorption, Fluoreszenz oder Chemolumineszenz) nach 
begrenzt die maximale Temperatur, die ohne mechanische Schä- weisbar sind. Die Abnahme der Enzymaktivität der an die Absor 
den im Gewebe erzeugt werden kann, und legt damit auch die mi- ber gekoppelten Proteine wird nach Bestrahlung mit verschiedener, 
nimale Zeit fest, in der Gewebe mit hoher Ortsauflösung thermisch Pulslängen und Pulsenergien gemessen. Mittels Temperaturrech- 
zerstört werden kann. Bei Partikeln mit Durchmessern im Submi- nungen kann so auf die Abhängigkeit der Inaktivierung von der 
krometerbereich können iedoch auf der Partikeloberfläche sehr ho- Oberflächentemperatur und der Heizzeit geschlossen werden. 
he Temperaturen erreicht werden, ohne dass es zur Verdampfung Parallel dazu wird die Denaturierungskinetik direkt mit einem Tem- 
von Wasser kommt. Während für makroskopische Strukturen die peratursprungexperiment bestimmt, bei dem die thermische Dena- 
Verdampfungsschwelle im Gewebe bei ungefähr 100 "C liegt, turierung der Proteine zeitaufgelöst durch Absorptionsmessungen 
steigt die Verdarnpf~n~stemperatur bei mikroskopischen Absor- verfolgt wird. Eine Zeitauflösung von 300 ps wurde bisher ver- 
bern durch den Einfluss der Oberflächenspannung stark an, da für wirklicht, angestrebt wird 1 PS. M i t  diesen Messungen soll die Arr- 
die Entstehung von Gasblasen im Wasser Nukleationskeime not- heniusgleichung der Denaturierungsraten bei den untersuchten 
wendig sind. Ohne diese Keime ist eine Uberhitzung möglich. Ex- Proteinen direkt verifiziert werden. Bisherige Experimente mit al- 




