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Abstract

Selective destruction of fissue structures, with a higher absorption
than the surrounding tissue, is possible when using pulsed irradia-
tion of a svitable wavelength and pulse duration. Matching the
pulse duration to the thermal relaxation time of the absorbing struc-
ture prevents thermal damage to the surrounding tissue. This prin-
ciple of selective photothermolysis is used for laser freatment of var-
ious diseases, using haemoglobin or melanin as the primary ab-
sorber. With microsecond laser pulses, even a selective destruction
of a single cell layer in the eye is possible. An extension of the se-
lective thermolysis to submicrometer structures or even macro-
molecules is currently being investigated.

Kurzfassung

Durch die Verwendung gepulster Laserstrahlung geeigneter Wel-
lenldnge und Pulsdauer kénnen Gewebestrukiuren, die eine héhe-
re Absorption als ihre Umgebung besitzen, gezielt zerstort wer-
den. Die Anpassung der Pulslange an die thermische Equilibrie-
rungszeit der absorbierenden Strukturen verhindert dabei eine
thermische Schadigung des umgebenden Gewebes und erlaubt ei-
ne selektive Therapie. Dieses Prinzip wird selektive Photothermoly-
se genannt und wird bereits bei der Therapie einer Reihe von Er-
krankungen eingesetzt, bei denen Gefdfe oder pigmentierte Zel-
len selektiv zerstort werden sollen. Mit Laserpulsen von einigen Mi-
krosekunden Lange ist es sogar méglich, eine einzelne Zelllage im
Auge selektiv zu zerstoren. Inwieweit es mit diesem Prinzip auch
moglich ist, Strukturen im Submikrometerbereich oder sogar ein-
zelne Makromolekiile durch exogene absorbierende Nanopartikel
zu zerstdren, wird im Moment intensiv erforscht.
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1 Einleitung

Biologisches Gewebe ist ein hoch organisiertes Gebilde mit Struk-
turen, deren Abmessungen sich iber mehrere GréBenordnungen
erstrecken. Organe mit Abmessungen im Millimeter- bis Dezime-
terbereich besitzen Substrukturen wie Gefafe, Driisen oder Epithe-
lien mit Dimensionen von 10 pm bis 1 mm. Grundbausteine aller
Gewebe sind Zellen mit Abmessungen von 1 bis 10 pm, die wie-
der aus Zellorganellen (100 nm bis 1 pm) und schlieBlich Mem-
branen, Proteinen und anderen Makromolekiilen (1 bis 10 nm) auf-
gebaut sind.

Ziel der Anwendung des Lasers in der Medizin ist eine moglichst
gezielte Modifikation oder Zerstérung von Geweben oder Ge-
websstrukturen, deren Gréfen sich iiber diesen weiten Bereich von
Nanometern bis Dezimetern erstrecken kénnen. Dies kann durch
einen entsprechend gebiindelten Laserstrahl, der auf die Zielstruk-
tur gerichtet wird, wie zum Beispiel bei der klassischen Laserchir-
urgie oder der Zellchirurgie mit Mikrostrahlapparaturen, bewerk-
stelligt werden. Die réumliche Prazision ist dabei durch die Fokus-
sierbarkeit der Laserstrahlung begrenzt und liegt unter giinstigsten
Umstéanden bei ungefdhr 0,5 bis 1 pm (Abb. 1q). Ein alternatives
Verfahren besteht darin, eine stérkere Absorption der Zielstruktur
auszunutzen, um begrenzte Gewebseffekte zu erzielen. Die Laser-
strahlung muss dabei nicht ausschlieBlich auf die Zielstrukiur ge-
richtet werden, sondern es kann groffldchig bestrahlt werden
(Abb. 1b). Der Hauptvorteil bei diesem Verfahren besteht darin,
dass die Selektivitat nicht durch ,Zielen” mit dem Laserstrahl er-
reicht wird, sondern durch die Absorption des Gewebes und durch
die Wahl geeigneter Bestrahlungsparameter. Somit kénnen im
Zielgewebe gleichzeitig an vielen Stellen Verénderungen erzeugt
werden. Neben natiirlichen Unterschieden in der Gewebsabsorp-
tion kénnen auch gezielt Farbstoffe an die Zielstrukturen gebracht
werden. Nur die Gréfe der absorbierenden Struktur und die Aus-
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Abb. 1 Erzeugung laserinduzierter Mikroeffekte durch direkte
Fokussierung des Laserstrahls (a) und mittels selektiver Photother-
molyse unter Ausnutzung einer hoheren Absorption der Zielstruktur
(b)

Fig. 1  Generation of laser-induced micro effects by direct fo-
cussing of the laser beam (a) and by selective photothermolysis
utilizing a higher optical absorption of the target structure (b)

dehnung der erzeugten Gewebseffekte begrenzen bei diesem Ver-
fahren, das im weiteren als selektive Photothermolyse bezeichnet
wird, die rdumliche Prazision.

2 Das Prinzip der selektiven
Photothermolyse

Die Gewebseffekte kénnen nach Absorption des Bestrahlungslich-
tes in den Zielstrukturen durch verschiedene Mechanismen hervor-
gerufen werden. Eine deutliche Erhdhung der Temperatur iiber die
Kérpertemperatur kann zu thermischer Gewebszerstérung durch
Denaturierung wichtiger Zellprofeine oder anderer Makromo-
lekile fihren. Oberhalb einer Temperatur von 100 °C kann das
Wasser des Gewebes verdampfen. Bei Bestrahlung mit kurzen La-
serpulsen fihrt dies zu einer schlagartigen VolumenvergroBBerung,
die die Gewebestrukturen zerreifit. Sind die Heizzeiten kiirzer als
es fiir den akustischen Einschluf erforderlich ist, kénnen StoBwel-
len entstehen, die ebenfalls Gewebsschaden hervorrufen kénnen.

Die Voraussetzung daofiir, dass die Lasereffekte auf die absorbie-
renden Strukturen und ihre unmittelbare Umgebung begrenzt blei-
ben, ist ein thermischer Einschluss, realisiert durch die Wahl einer
ausreichend kurzen Bestrahlungszeit, um den Abfluss thermischer
Energie in die Umgebung zu minimieren. Dies ist in Abbildung 2
dargestellt, in der Temperaturen in drei absorbierenden Schichten
unter Bestrahlung mit unterschiedlich langen Pulsen berechnet wur-
den. Fir spharische absorbierende Strukturen skalieren die fiir den
thermischen Einschluss notwendigen Zeiten 7 quadratisch mit dem
Durchmesser d und kénnen mit folgender Gleichung abgeschétzt
werden:

d:
- 1
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Wie in Abbildung 3 dargestellt, sind im Gewebe, dessen thermi-
sche Diffusivitdt o ungeféhr der von Wasser entspricht, Heizdau-
ern, d. h. Pulslingen, von weniger als einer Sekunde fiir eine Pra-
zision im Millimeterbereich angemessen. Fiir eine selektive Zer-
stérung von GeféBen oder anderen Gewebestrukturen mit Durch-
messern im Bereich von 30 bis 300 pm sollten die Pulsléngen 0,2
bis 20 ms betragen. Zum selekfiven Erhitzen von Strukturen mit ei-
ner Abmessung von einigen Mikrometern ist eine Pulslinge von ei-
nigen Mikrosekunden notwendig. Wesentlich kiirzer als 7 sollte die
Bestrahlungszeit nicht gewdhlt werden, da, falls die Zeiten fiir ei-
nen akusfischen Einschlu} unterschritten werden, photomechani-
sche Schéaden durch StoBwellen auftreten kénnen. Zudem kénnen
dann, wie in Abbildung 2 demonstriert, Schiden durch Absorber,
die wesentlich kleiner als die Zielstruktur sind, verhindert werden.
Dieses Prinzip lokalisierter thermischer Schéden wurde unter dem
Namen ,selective photothermolysis” von Anderson und Parrish
1983 vorgestellt und die mégliche Selektivitat an Blutgeféfen und
melaninhaltigen Zellen mit Pulsdavern von Mikrosekunden bezie-
hungsweise Nanosekunden demonstriert [1].

T

Mit kleiner werdendem Zielvolumen, d. h. mit starkerer Lokalisie-
rung der Schaden, nimmt die Zeit, die fir einen thermischen Scha-
den zur Verfiigung steht, immer weiter ab. Dies begrenzt die Még-
lichkeit selektiver thermischer Gewebseffekte, da neben der Tem-
peratur auch die Zeit, fir die die Biomolekile, Zellen oder Gewe-
be erhdhter Temperatur ausgesetzt sind, einen Einfluss auf die
Schédigung hat. Je hdher die Temperatur, desto schneller tritt der
Schaden ein. Die Abhdngigkeit der Schadenszeit t von der Tem-
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50 us Abb. 2 Selektive thermische Wirkung ge-
pulster Laserstrahlung. Temperaturverteilung
in einem Gewebe mit drei absorbierenden
10 ms Schichten [Absorptionskoeffizient 50 pm-'),
100 ms die eine Dicke von 1 pm beziehungsweise 10 pm

besitzen. Die Bestrahlung betrug 1 J/cm?. Die
Pulsléngen wurden in den Berechnungen von
I 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 (ab-
sorption coefficient 50 pm’) of 1 pm and 10 pm
thickness after irradiation with 1 J/cm?. For
the calculations, the pulse width was varied
between 1 ps and 0.1 s.
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bei Untersuchungen der Mechanismen von
Netzhautschéden durch Laserstrahlung [2].
Bei Bestrahlung des Augenhintergrundes
wurden thermische Schaden, die sich durch
die Arrheniusgleichung (2) beschreiben las-
sen, bis in den Submillisekundenbereich be-
obachtet. Kirzere Pulse mit Pulsldngen im
Bereich von Mikro- und Nanosekunden ver-
ursachten dagegen mechanische Gewebs-
zerstdrungen. Abschatzungen mit Hilfe der
Arrheniusgleichung zeigen, dass die Tempe-
ratur in den bestrahlten Bereichen bei Sub-
mikrosekundenpulsen deutlich iber 100 °C
liegen muB.

Dies zeigt eine prinzipielle Grenze von ther-
mischen Mikro- und Nanoeffekten. Bei sehr
kleinen Strukturen und den hieraus folgen-
den kurzen Heizzeiten kénnen die fir ther-
mische Schaden notwendigen Temperaturen
so hoch werden, dass es durch Verdamp-

" Abb. 3 Pulsléngen, die bei verschieden groBen absorbierenden
Strukturen fir den thermischen und akustischen Einschluss
notwendig sind

Fig. 3  Pulse width necessary for thermal and acoustic confine-
ment in absorbing structures of different sizes

peratur folgt in erster Néherung einem Gesetz, das von Arrhenius
vor 110 Jahren entdeckt wurde:

fung von Wasser in der Umgebung der Ab-
sorber zu einer schlagartigen VolumenvergréBerung kommt, die
Gewebsstrukturen zerreifien kann. Ein derartiger photodisruptiver
Mechanismus kann aber durchaus prézise Gewebsschéden er-
zeugen und deshalb auch fir Mikroeffekte genutzt werden. Zell-
experimente haben gezeigt, dass Zellen, die Absorber von eini-
gen Mikrometern Grofle enthalten, mit Nanosekundenpulsen se-
lektiv zerstort werden kénnen [3, 4] (Abb. 5). Unter Bestrahlung
mit Nanosekundenpulsen bilden sich um die Absorber rasch ex-

E, pandierende transiente Gasblasen, die auf die Zellen begrenzt
failiohT 2 sind und nach wenigen Mikrosekunden wieder zusammenfallen.
Ay Benachbarte Zellen ohne absorbierende Mikropartikel werden da-
Bei Zimmertemperatur fihrt die vergleichs-
weise hohe Aktivierungsenergie E,, die im il it € 1
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Der Integrand ist die reziproke Schadi-
gungszeit 7, die auch Schadigungsrate ge-
nannt wird. Die Integration wird iber den
zeitlichen Temperaturverlauf durchgefihrt.
Diese Formulierung zeigt auch eine wichtige
Eigenschoft thermischer Schaden: sie addie-
ren sich.

Gut untersucht wurde die Abhdngigkeit ther-
mischer Schaden von Zeit und Temperatur
bei Netzhautkoagulationen im Auge und

Abb. 4 Arrheniusdarstellung der Schddigungszeit fiir thermische Gewebsschdden am
Augenhintergrund (rechte Ordinate). Die Gerade wurde aus Messungen, die in dem fett
gezeichnetem Bereich zwischen 107 und 1s durchgefiihrt wurden, extrapoliert. Zum
Vergleich wurde die nach Gleichung (4) abgeschditzte Verdampfungstemperatur in Ab-
héngigkeit von der GrofBe der erhitzten Struktur eingezeichnet (linke Ordinate).

Fig. 4  Arrhenius diagram showing the time necessary for thermal damage of the reti-
na (right ordinate). For drawing the line, the Arrhenius parameters A, and E,, calculat-
ed from measurements between 107 und 1 s (bold part], were used. For comparison, the
boiling temperature, estimated from equation (4) for different sizes of the heated volume,
was plofted (left ordinate).
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bei nicht geschadigt. Die Schadensreichweite héngt von der ma-
ximalen GréBe der entstehenden Blase ab, die wiederum in kom-
plexer und noch nicht vollsténdig untersuchter Weise von der Ab-
sorbergréfe, den mechanischen Eigenschafien des Gewebes, der
Pulslénge und der Pulsenergie abhéngt.

3 Klinische Anwendungen

Bei klinischen Anwendungen der selektiven Photothermolyse wer-
den meist die natiirlicherweise im Gewebe vorkommenden Absor-

ber Hamoglobin und Melanin genutzt. Wie unmittelbar zu sehen
ist, besitzen beide Farbstoffe sehr starke Absorptionen und domi-
nieren deshalb die optischen Eigenschaften des Gewebes im sicht-
baren Spektralbereich. Hamoglobin ist verantwortlich fir eine star-
ke Absorption der Gefifle im griinen Spektralbereich. Das breit-
bandig absorbierende Melanin ist in einigen Zellen vor allem der
Haut und des Auges als Partikel mit einer Gréf3e von ungefdhr ei-
nem Mikrometer eingelagert.

3.1 Dermatologische Anwendungen

vor der Bestrahlung wiahrend der Bestrahlung

nach der Bestrahlung

Die klassische medizinische Anwendung
der selektiven Thermolyse ist die Behand-
lung von GefdBmissbildungen. Heutzutage
ist ein blitzZlampengepumpter Farbstofflaser
mit Pulslangen von einigen Millisekunden
und Wellenléngen zwischen 580 und
595 nm fiir diese Behandlung der Laser der
Wahl. Die verwendeten Pulslingen entspre-
chen der thermischen Relaxationszeit einer
100 pm groBen Struktur. Die verwendeten
Wellenléngen sind ein Kompromiss aus ei-
ner hohen Absorption in den Gef&aBen und
einer hohen Eindringtiefe des Lichtes in das
Gewebe. Bei kirzeren Wellenlangen steigt
die Blutabsorption zwar noch weiter an,
aber wegen der gleichzeitigen Zunahme
der Gewebesireuung kénnen nur sehr ober-
fiéchliche GeféBe behandelt werden. Ober-
halb von 600 nm sinkt die Absorption des
Blutfarbstoffes um mehr als eine GréBenord-
nung. Der Absorptionsunterschied zwischen
GefaBen und dem umliegenden Gewebe
wird geringer. Zur Optimierung der Selekti-

A
M P

Abb. 5 Bestrahlung melaninhaltiger Zellen mit Nanosekunden-
pulsen. Der Zelltod wurde durch eine Fluoreszenzanférbung visu-
dlisiert. Fluoresceindiacetat férbt Zellen mit intakter Plasmamem-
bran griin an, wéhrend Ethidiumbromid Zellen, deren Kernmem-
bran zerstort ist, rot farbt,

a) Zellen vor der Bestrahlung. Die Melaninpartikel (M) sind deut-
lich auf Grund ihrer starken Absorption zu erkennen. b} Die Zellen
wdhrend der Bestrahlung. Die Kurzzeitphotographie zeigt tran-
siente Gasblasen (B). c] Zellen nach der Bestrahlung. d) Fluo-
reszenzaufnahme vor der Bestrahlung. e) Fluoreszenzaufnahme
nach der Bestrahlung. Geschédigte Zellen zeigen statt der Griin-
fluoreszenz nur eine Rotfluoreszenz der Zellkerne. Die Zellschéden
korrelieren gut mit der Blasenbildung.

(Die Abbildung wurde freundlicherweise von C. P. Lin zur Verfi-
gung gestellt)

Fig. 5 Irradiation of melanin-containing cells with nanosecond
laser pulses. Fluorescence staining was used to probe cell dam-
age. Fluorescein diacetate induces a green fluorecence in cells
with functioning plasma membrane, whereas ethidium bromide
stains DNA red in cells with a defect membrane of the nucleus.

a) Cells before irradiation. Melanin particles (M) can be seen due
to their strong absorption. b) Flash photography of transient gas
bubbles (B) in the cells during irradiation. c) Cells after irradiation.
d] Fluorescence image before irradiation. e] Fluorescence image
after irradiation. Cells in which bubble formation was observed
were damaged, as seen by the red fluorescence.

(Images were provided by C. P. Lin)
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vitét wurden umfangreiche Berechnungen,
die die Llichtausbreitung und die Wérmeleitung im Gewebe
beriicksichtigen, durchgefilhrt, um die optimale Wellenlénge und
Pulsdaver zu bestimmen [5].
Eine neue Anwendung der selektiven Thermolyse ist die Entfernung
unerwiinschter Behaarung. Als Absorber wird entweder die Pig-
mentierung der Haarwurzeln ausgenutzt, oder es werden Gra-
phitpartikel tber den Haarschaft in die Haarwurzeln eingerieben.
Unter Bestrahlung mit Millisekundenpulsen werden die Zellen zer-
stort, die in den ungefdhr einen halben Millimeter groBen Haar-
wurzeln fir das Wachstum der Haare verantwortlich sind. Eine
lénger anhaltende Enthaarung ist mit diesem Verfahren méglich
[6].
Weitere Anwendungen selektiver Lasereffekte sind Entfernungen
von Tatowierungen und Pigmentflecken der Haut. Hierzu werden
Pulsléngen im Nanosekundenbereich verwendet. Durch thermo-
mechanische Effekte werden die absorbierenden Partikel (Melanin
oder Farbpigmente] beziehungsweise ihre Umgebung zerstért.
Dies filhrt zu einem biologischen Abbau der Partikel.

3.2. Ophthalmologische Anwendungen
3.2.1 Selektive Zerstérung des retinalen
Pigmentepithels
Hochprézise Lasereffekte sind besonders interessant fiir ophthal-
mologische Anwendungen, da im Auge funktionell differenzierte
Zellverbande sehr eng beieinander liegen. So liegt zum Beispiel
zwischen der neuronalen Netzhaut mit den Photorezeptoren und
der Aderhaut das refinale Pigmentepithel (RPE), eine einlagige
Schicht aus sehr stark pigmentierten Zellen, die fir die Versorgung




der Photorezeptoren und den Abbau des Sehfarbstoffes verant-
wortlich ist. Die starke Pigmentierung, das Melanin, nimmt unge-
fahr ein Drittel der Zellen ein und erfillt unter anderem die Funkti-
on einer Lichthofschutzschicht. Das Melanin in den RPE-Zellen ver-
hindert, dass Licht, das die Photorezeptoren passiert hat, an tiefer
liegenden Gewebeschichten zuriick gestreut wird und den Kon-
trast der visuellen Wahrnehmung verringert. Aufgrund ihrer Funk-
tion bei der Versorgung der Photorezeptoren werden eine Reihe
von klinischen Krankheitsbildern wie zum Beispiel das diabetische
Makulaédem, Drusen und die Retinopathie serosa centralis mit
Fehlfunktionen des RPEs in Verbindung gebracht. Nach einer ge-

S bhoto-
rezeptoren

RPE
Choroidia

, Photo-
@y rezeptoren

! RPE
Choroidia

Abb. 6 Selektive Zerstérung von RPE-Zellen durch Mikrosekun-
denpulse.

a) Mikroskopische Aufnahme der Retina nach Bestrahlung mit 500
Pulsen einer Pulslinge von 5 ps. Die Pulsenergie war doppelt so
hoch, wie fiir angiographisch sichtbare Schiden notwendig ist.
Die Pfeile zeigen die bestrahlten Gebiete. b) Schéden nach kon-
tinvierlicher Bestrahlung (1sec] an der angiographischen
Schwelle. Die Photorezeptoren sind im bestrahlten Gebiet (*) zer-
stort.

(Die Abbildung wurde freundlicherweise von J. Roider zur Verfi-
gung gestelli)

Fig. 6 Selective destruction of RPE cells by microsecond laser
pulses.

a) Microscopic image of the retina after irradiation with 500 pul-
ses at a pulse duration of 5 pm. The pulse energy was twice the en-
ergy needed for damage visible by fluorescence angiography. Ar-
rows show the irradiated areas of the RPE. b) Damage by cw irro-
diation (1 s ot the angiographic threshold. In the irradiated areas
the photoreceptors are destroyed.

(Images were provided by J. Roider)

zielten Zerstdrung krankhafter RPE-Zellen kénnen noch funktions-
fahige Zellen deren Platz einnehmen, und es besteht die Hoffnung,
diese Krankheitsbilder positiv zu beeinflussen. Die hohe Absorpti-
on des Melanins, die bei 500 nm ungeféhr 1 pm™' betrdgt, pré-
destiniert die RPE-Zellen als Ziel fir die selektive Photothermolyse.
Bei Laserbestrahlung des Augenhintergrundes mit griilnem Licht
wird ein GroBteil der Strahlung in den RPE-Zellen iiber einen Be-
reich von nur 6 pm absorbiert. Bei der klassischen Laserkoagulati-
on mit Expositionszeiten von 100 ms werden allerdings durch die
Warmeleitung bei einer Besirahlung nicht nur die RPE-Zellen, son-
dern auch die Photorezeptoren irreversibel geschadigt. Erst mit La-
serpulsen unter 50 ps Lénge lassen sich die Effekte auf das RPE be-
grenzen. Die Temperaturen, die notwendig sind, um Schéaden an
den Zellen innerhalb dieser Zeiten zu erreichen, liegen allerdings
bei 100 °C oder sogar dariiber. Deshalb lassen sich, wie schon
bei 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 duBern, nicht erzielen. Einen Ausweg bie-
tet die Verwendung von Pulsserien, deren Wiederholrate so be-
messen ist, dass zwischen den Pulsen die Temperatur fast vollstén-
dig auf den Ausgangswert absinkt. Wéhrend der Spitzentempe-
ratur wird jeweils mit hoher réumlicher Auflésung ein Bruchteil des
Zellschadens bewirkt, der sich iber den Pulszug dann aufsum-
miert. Tierexperimente und Behandlungen von Patienten belegen,
dass mit Pulsserien von 500 Pulsen und einer Pulslénge von eini-
gen Mikrosekunden eine selektive Zerstérung des refinalen Pig-
mentepithels méglich ist [7] (Abb. é). Das Potential dieser repetie-
renden Photokoagulation mit Mikrosekundenpulsen wird im Mo-
ment in klinischen Studien untersucht. Die Pulslénge fiir dieses Be-
handlungsverfahren wurden so lang gewdhlt, dass eine thermi-
sche Zerstérung der RPE-Zellen erwartet werden konnte. Neuere
In-vitro-Untersuchungen zum Mechanismus laserinduzierter Sché-
den an RPE-Zellen durch Bestrahlung mit verschiedenen Pulslangen
von 10 ns bis 5 ps zeigen, dass in diesem Ubergangsbereich auch
Pulslingen im Mikrosekundenbereich Zellschéden durch Blasen-
bildung hervorrufen. AbschlieBend konnten die Mechanismen bei
diesem Behandlungsverfahren noch nicht aufgeklart werden.

3.2.2 Selektive Lasertrabekuloplastik

Auch das Trabekelsystem im Kammerwinkel des Auges enthélt pig-
mentierte Zellen, die sich als Ziel einer selektiven Laserbehandlung
anbieten. Bei bestimmten Glaukomformen kann durch Koagulation
des Kammerwinkels mit kontinuierlicher Laserstrahlung der Augen-
innendruck abgesenkt werden. Dabei werden sowohl die pigmen-
tierten Zellen im Trabekelsystem als auch das feine Geflecht aus
Kollagenfasern, das wie ein Filter fir die an dieser Stelle ab-
flieBende Fliissigkeit des Augeninneren wirkt, thermisch zerstort.
Steigt nach der Behandlung der Augeninnendruck wieder an, ist
eine zweite Behandlung schwierig, da weite Bereiche des Trabe-
kelsystems dann zerstért sind. Mit einzelnen Pulsen von 10 ns und
1 ps Lange ist eine selektive Zerstérung der pigmentierten Zellen
méglich. Dies wurde an konfluenten Zellkulturen aus pigmentierten
und nichtpigmentierten Zellen des Trabekelsystems gezeigt. In
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden dabei Zer-
reiBungen der die Melaninpartikel umgebenden Membranen be-
obachtet. Wahrscheinlich werden deshalb die Zellen durch laser-
induzierte Blasenbildung, wie in Abbildung 5 dargestellt, und
nicht durch thermische Effekte zerstért. Eine klinische Studie mit
Glaukompatienten zeigt, dass durch Bestrahlung mit Nanosekun-
denpulsen eine Senkung des Augeninnendruckes erreicht werden
kann [8]. Den Erfolg dieses neuen Verfahrens werden aber erst
Langzeituntersuchungen zeigen.
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Abb. 7 Messung der Aktivitét der an Absorber gekoppelten Pro-
teine mittels eines Chemolumineszenzverfahrens nach Bestrahlung
mit unterschiedlichen Pulsenergien. Die Bestrahlung wurde jeweils
mit 1000 Pulsen von 3 ps Lénge durchgefiihrt.

Fig. 7  Activity of proteins coupled to absorbing spheres after ir-
radiation with different pulse energies. Samples were irradiated
with 1000 pulses of 3 ps pulses duration.

4 Molekulare thermische Effekte

Diese Beispiele klinischer Anwendungen zeigen, dass die selekti-
ve Photothermolyse eine groBe Prézision bis hinunter auf die zel-
lulére Ebene erméglicht. Es stellt sich natiirlich die Frage, ob durch
eine noch weitere Verfeinerung der Prézision selektiv einzelne Zell-
organellen, Proteine oder sogar Teile der DNA zerstort werden
konnten. Das ultimative Ziel der selektiven Thermolyse wére die
Zerstdrung von Strukturen mit Abmessungen von 1 bis 10 nm. Vor-
aussetzung fir derart kleine Schadensradien sind ulirakurze Lo-
serpulse. Der zur Vermeidung thermischer Schédigungen der Um-
gebung notwendige thermische Einschluss wird bei einem wenige
Nanometer groBen Volumen erst mit Pulsdauern von einigen Piko-
sekunden erreicht (Abb. 3). Wie schon dargestellt, sind Laseref-
fekte derart kurzer Pulse in der Regel mit starken mechanischen
Schaden durch Zerreissungen oder Druckwellen verbunden. Es
gibt jedoch zwei Effekte, die thermische Schiiden im Nanometer-
bereich dennoch erméglichen kénnen. Durch die Additivitét ther-
mischer Wirkung kann die notwendige Spitzentemperatur gesenkt
werden, ohne dass die raumliche Prézision leidet. Werden 10°
Nanosekundenpulse appliziert, so sollte sich der gleiche thermi-
sche Effekt wie bei einem Puls mit einer Lange von 100 ps ergeben.
Mit hochrepetitiven Lasersystemen kénnen derart hohe Pulszahlen
in vertretbarer Zeit appliziert werden. Verdampfung von Wasser
begrenzt die maximale Temperatur, die ohne mechanische Scha-
den im Gewebe erzeugt werden kann, und legt damit auch die mi-
nimale Zeit fest, in der Gewebe mit hoher Ortsauflésung thermisch
zerstort werden kann. Bei Partikeln mit Durchmessern im Submi-
krometerbereich kénnen jedoch auf der Partikeloberfléche sehr ho-
he Temperaturen erreicht werden, ohne dass es zur Verdampfung
von Wasser kommt. Wahrend fiir makroskopische Strukiuren die
Verdampfungsschwelle im Gewebe bei ungefshr 100°C liegt,
steigt die Verdampfungstemperatur bei mikroskopischen Absor-
bern durch den Einfluss der Oberfléchenspannung stark an, da fiir
die Entstehung von Gasblasen im Wasser Nukleationskeime not-
wendig sind. Ohne diese Keime ist eine Uberhitzung méglich. Ex-
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perimentell wurden 280 °C erreicht [9]. Die theoretische Grenze
liegt bei etwa 300 °C. Mit einer einfachen Betrachtung wird plau-
sibel, dass mit kleiner werdendem Durchmesser des erhitzten Vo-
lumens die Verdampfungstemperatur ansteigen muss. Entsteht an
einem Nukleationskeim eine Blase mit dem Durchmesser d, so
muss, damit sie weiter wachsen kann, der Dampfdruck P, des er-
hitzten Wassers gréBer sein als die Summe aus hydrostatischem
Druck P, und dem Druck, der durch die Oberflachenspannung o
des Wassers in der Blase erzeugt wird.

Pp,a,,%“ (4)

Der Beitrag der Oberflichenspannung nimmt unterhalb von eini-
gen Mikrometern mit abnehmendem Blasendurchmesser stark zu.
Bei 2 pm betragt er bereits 1 bar und steigt bei 10 nm Durchmes-
ser auf iiber 200 bar. Die Temperatur, die notwendig ist, um die-
sen Dampfdruck zu erzeugen, steigt damit ebenfalls auf iber
200°C bei 100nm Partikeldurchmesser. Diese Abschatzung
zeigt, dass in kleinen Volumina durchaus sehr hohe Temperaturen
erreicht werden kénnen, ohne dass es zu einer Verdampfung von
Wasser kommt. Experimentell wurde an 2 pm grofen Melaninpar-
tikeln schon eine Verdampfungstemperatur von 150 °C gemessen
[9]. Vergleicht man fiir eine bestimmie AbsorbergréBe die Ver-
dampfungstemperatur mit der Temperatur, die innerhalb der Zeit
fir den thermischen Einschluss (Gleichung 1) thermische Schéden
erzeugt, so fallt ein interessanter Effekt auf. Unterhalb eines Durch-
messers von 1 pm steigt die Verdampfungstemperatur starker an
als die nach der Arrheniusgleichung (2) extrapolierte Temperatur.
Falls die Extrapolation des Arrheniusgesetzes in diesen Zeitbereich
zulassig ist, ergibt sich hier ein weiteres Fenster fir thermische
Schaden mit einer réumlichen Ausdehnung im Nanometerbereich.
Effekte durch StoBwellen kénnen durch Wahl einer ausreichend
langen Pulsdauer verhindert werden, da bis in den Nanometerbe-
reich die Zeit fir den akustischen Einschluss geringer ist als fir den
thermischen Einschluss.

Nach diesen Abschatzungen besteht durchaus die Méglichkeit se-
lektiver thermischer Effekte mit makromolekularer Prazision. Am
Medizinischen Laserzentrum Lilbeck werden deshalb ,thermische
Nanoeffekte” und die ihnen zu Grunde liegenden physikalisch-
chemischen Mechanismen an Modellsystemen untersucht [10].
Wegen ihrer Rolle bei thermischen Zellschéaden und ihrer Bedeu-
tung fir den Zellstoffwechsel werden die thermischen Effekte an
Proteinen, die an stark absorbierende Eisenoxid- oder Goldparti-
kel gekoppelt sind, untersucht. Derartige Partikel werden fir ma-
gnetische Aufreinigungsverfahren oder fir Antikérpermarkierun-
gen in der Elektronenmikroskopie verwendet. Eisenoxidpartikel
decken einen GréfBenbereich von 100 nm bis & pm ab, wihrend
Goldpartikel in GréBen von einigen Nanometern bis 80 nm er-
héltlich sind. Fir das Modellsystem werden Enzyme ausgewdhlt,
deren Funktion einfach und empfindlich mit spekiroskopischen Ver-
fahren (Absorption, Fluoreszenz oder Chemolumineszenz) nach-
weisbar sind. Die Abnahme der Enzymaktivitét der an die Absor-
ber gekoppelten Proteine wird nach Bestrahlung mit verschiedenen
Pulslangen und Pulsenergien gemessen. Mittels Temperaturrech-
nungen kann so auf die Abhangigkeit der Inakfivierung von der
Oberflachentemperatur und der Heizzeit geschlossen werden.
Parallel dazu wird die Denaturierungskinetik direkt mit einem Tem-
peratursprungexperiment bestimmt, bei dem die thermische Dena-
turierung der Proteine zeitaufgeldst durch Absorptionsmessungen
verfolgt wird. Eine Zeitaufldsung von 300 ps wurde bisher ver-
wirklicht, angestrebt wird 1 ps. Mit diesen Messungen soll die Arr-
heniusgleichung der Denaturierungsraten bei den untersuchten
Proteinen direkt verifiziert werden. Bisherige Experimente mit al-




kalischer Phosphatase, fiir die ein einfaches und sehr empfindli-
ches Funktionsassay zur Verfiigung steht, zeigen, dass mit 3 pm
groBBen Absorbern eine Inakfivierung mit einzelnen Pulsen, deren
Dauver wenige Mikrosekunden betragt, nicht méglich ist. Die er-
reichbaren Oberfléchentemperaturen, die bei diesen Partikeln nur
wenig iiber 100°C liegen, sind nicht ausreichend fir eine In-
aktivierung in Mikrosekunden. Erst nach Bestrahlung mit Puls-
serien von 10* bis 10° Pulsen sinkt die Aktivitt der Phosphatase
(Abb. 7).

5 Zusammenfassung und Ausblick

Das Prinzip der selektiven Photothermolyse erlaubt eine selektive
Zerstorung von Gewebsstrukturen, die fiir eine Reihe von thera-
peutischen Anwendungen ausgenutzt werden kann. Die Prazision
ist ausreichend, um einzelne Zellen im Zellverband gezielt zu zer-
stéren, sofern starke Absorber eingelagert sind. Neben efablierten
Verfahren zur Behandlung von GefaBmissbildungen und Pigment-
storungen sowie der Entfernung von Téatowierungen sind auch
neue medizinische Anwendungen in der klinischen Erprobung. Da-
bei stellen sich auch eine Reihe neuer technisch-wissenschaftlicher
Probleme. Wie lassen sich Mikrosekundenpulse mit einer Wieder-
holrate von einem kHz mit fir die Klinik tauglichen Lasern erzeu-
gen? Wie ist eine Visualisierung von Effekten mit Einzelzellprazisi-
on méglich, um die Behandlung zu stevern?

Die Frage nach den Grenzen der selektiven Photothermolyse fihr-
te zu dem Konzept laserinduzierter Nanoeffekte, die mittels ziel-
spezifischer exogener Absorber erzeugt werden sollen. Sollte es
sich als méglich erweisen, einzelne Proteine zu inaktivieren, kénn-
ten sich véllig neve medizinische oder biologische Anwendungen
ergeben, bei denen die Nanopartikel mittels geeigneter Tragersy-
steme, wie zum Beispiel Antikérper oder Lipoproteine, an entspre-
chende Zielstrukturen gebracht werden. Eine Zerstérung bestimm-
ter Rezeptoren oder Proteine in Zellen, die sich in gréferen Zell-
verbdnden oder im Gewebe befinden, ercffnet Méglichkeiten,
nicht nur Zellen zu zerstéren, sondern auch gezielt ihre Funktionen
zu modifizieren.
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