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Einleitung

Seit Erfindung der extrakorporalen Lithotripsie finden StoR3wellen
vielfaltige Anwendung in der Medizin®. In der Praxis treten bei
diesem Verfahren der Steinzertrimmerung Gewebeschadigungen
als Nebeneffekt auf. Es wurde gezeigt, dass Stowellen auch die
Aufnahme von extrazelluldren Molekilen erleichtern kénnen. Das
Einschleusen von normalerweise nicht membranpermeablen Mole-
kilen in Zellen (drug delivery) ist eine wesentliche Vorraussetzung
fir andere medizinische Anwendungen wie z.B. die Gentherapie.
Wir zeigen hier, dass Zellpermeabilisierung und die Aufnahme von
FITC-Dextran nach Stol3wellenapplikation in vitro durch Kavitati-
onsblasen verursacht wird. Die Kavitationsblasen entstehen in der
nach dem StoR auftretenden Unterdruckphase® und kollabieren
weniger als 200 ps spéter. Dabei wird ein starkes Stromungsfeld
erzeugt, welches zur Ablésung der Zellen vom Substrat, zur tran-
sienten Permeabilisierung der Membranen und zur Zerstérung der
Zellen fuhren kann. Befinden sich Kavitationskeime in der umge-
benden Flussigkeit, so wird die Aushildung von Kavitationsblasen
erleichtert. Hochgeschwindigkeitsaufnahmen zeigen, dass bereits
geringe Unterdruckamplituden von weniger als 2 MPa ausreichen,
um Levovist Kontrastmittelblasen (Schering AG) auf mehr a's das
30-fache ihres urspriinglichen Radius aufzuziehen und Zellen im
darauf folgenden Kollaps der Blasen sichtbar zu schédigen.

Material & Methoden

Die Anregung und Erzeugung der Kavitationsblasen wird auf zwel
verschiedene Weisen redlisiert: Im ersten Versuchsteil, dargestellt
in Abbildung 1, verwenden wir Levovist Kontrastmittel als Keim
flr Kavitationsblasen in einer Zellkultur von Rattenfibroblasten.
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Abbildung 1: Aufbau zur Beobachtung von druckanger egten
Kontrastmittelblasen in der Néhe von Zellen.
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Eine Druckwelle wird durch elektrischen Funkentiberschlag erzeugt
und regt die Kontrastmittelblaschen zu Schwingungen an. Die
Blasendynamik und deren Auswirkungen auf die Zellen werden mit
einer Hochgeschwindigkeitskamera durch ein Mikroskop beobach-
tet.

Im zweiten Versuchsteil wird die Wirkung von Lithotripterstof3wel -
len auf adhdrente Gebarmutterhals-Tumorzellen (HelLa) beziiglich
des Abldseverhaltens der Zellen, sowie der Membranpermeabilisie-
rung und Zellschadigung untersucht. Zu diesem Zweck werden die
Zellen mit StolRwellen eines kommerziellen Lithotripters beschos-
sen und gleichzeitig durch ein Fernmikroskop beobachtet. Tran-
siente Membranpermeabilisierung wird anschliefend durch die
Uberpriifung der Aufnahme von extrazelluldren Molekiilen (FITC-
Dextran, Calcein) festgestellt. Die Zellschadigung wird mit Viabili-
tatstests (Acridine Orange/Ethidium Bromid) ebenfalls nach der
StoRwellenapplikation im Fluoreszenzmikroskop untersucht.

Beobachtung der I nteraktionen zwischen druckan-
geregten Kontrastmittelblasen und Zellen

Abbildung 2: Aufschwingende K ontrastmittelblaschen an ein-
zelner Zelle. Einzelbildbreite: 71 um, Belichtungszeit: 200 ns,
Zwischenbildzeit: 1 us.

Die Dynamik von drei Kontrastmittelblasen nach elektrischem
Funkenuberschlag ist in Abbildung 2 dargestellt. Die Blasen kolla-
bieren zunéchst aufgrund einer ersten positiven Druckwelle. An-
schliefend werden sie durch einen geringen Unterdruckpuls
(<2 MPa) aufgezogen und erreichen ein Vielfaches (teilweise 30x)
ihres urspriinglichen Durchmessers. Wahrend der Aufschwingphase
der Blasen wird eine in der Nahe liegende Zelle geringfligig ver-
schoben und zusammengedriickt. Dieses Verhalten wurde in vielen



Durchfiihrungen des Experiments beobachtet. Es ist jedoch anzu-
nehmen, dass die geringe Verformung (abgeschétzte Membrandeh-
nung < 2%) in der Regel keine signifikante Schadigung der Zelle
verursachen wird. Beim Kollaps der Blasen hingegen konnte eine
sehr viel stérkere Deformierung und teilweise sogar Zerstérung der
Zellen beobachtet werden®. Die Blasendynamik wurde dabei im
Wesentlichen durch die Grenzfléache des Substrats, die Richtung
der Druckwelle und die Nachbarschaft zu anderen Blasen beein-
flusst. Abbildung 3 zeigt den Kollaps einer aufgeschwungenen
Kontrastmittel blase am Substrat.

Abbildung 3: Torusférmiger Kollaps einer druckangeregten
Kontrastmittelblase. Einzelbildbreite: 57 um, Belichtungszeit:
200 ns, Zwischenbildzeit: Bild 1-2: 15.5 ps, Bild 2-8: 400 ns.

Aufgrund der Grenzflache kollabiert die Kontrastmittel blase asphé-
risch. Es bildet sich ein Jet, der durch die Blase auf die Grenzflache
trifft und nach dem Kollaps eine torusformige Struktur hinter-
lasst*®. Die restlichen Blasenfragmente nehmen durch die hohe
Oberfléchenspannung schnell wieder sphérische Form an und [dsen
sich anschlief}end auf.

Kavitationsinduzierte Zellabldsung

Beschallt man adhérente Zellen mit fokussierten Sto3wellen eines
Lithotripters, so kommt es zur Abldsung der Zellen vom Substrat.
In unseren Experimenten konnten wir nur an den Stellen Zellablo-
sung beobachten, wo auch Kavitationsblasen in der Nahe erzeugt
wurden (Abbildung 4).

Abbildung 4: Abldsung von Zellen durch eine lithotripterindu-
zierte Kavitationsblase. Bildbreite: 670 pm, Bild1: vor Stol3wel-
le; Bild 2: ~ 100 ps, Bild 3: ~0.5 snach Sto3welle.

Die Blasen entstehen dabei in der Unterdruckphase der Lithotripter-
StoRRwelle. Das im vorigen Abschnitt beschriebene Kollapsverhal -
ten von druckangeregten Kontrastmittelblasen in der N&he von
Grenzflachen kann in ghnlicher Form fur die grof3eren lithotripter-
induzierten Blasen verwendet werden. Durch den Jet wird an der
Grenzfl&che eine Scherstrdmung erzeugt, welche vermutlich fir die
Zellablosung verantwortlich ist. Auf einem dicht bewachsenen
Substrat entstehen deswegen nach dem Kollaps der Kavitationsbla-
sen kreisformige zellfreie Regionen (Abbildung 5).

M embranper meabilisierung und Aufnahme extra-
zellulérer Molekile

Die Scherstrémung kann neben Zellabldsung vom Substrat und
evtl. permanenter Zellschadigung auch eine transiente Permeabili-
sierung der Zellmembranen verursachen. Die Poren, die dabei in

827

der Zellmembran entstehen, sind fur Beobachtungen im Lichtmi-
kroskop zu Kklein. Allerdings kénnen wahrend der Offnungsdauer
extrazellulére Molekule in die Zellen hineindiffundieren und so die
permeabilisierten Zellen sichtbar machen. In unseren Experimenten
wurden die Fluoreszenzfarbstoffe FITC-Dextran oder Calcein vor
StoRRwellenapplikation ins Zellmedium gegeben. Nach Stol3wellen-
applikation waren von den abgeldsten Zellen 12% permanent be-
schédigt. Dabei zeigten 11% (50%) der Uberlebenden Zellen eine
Aufnahme von FITC-Dextran (Calcein).

Abbildung 5: Fluoreszenzmikr oskopische Aufnahme von HeL a
Zellen nach dem Kollaps einer Kavitationsblase. Griine Zellen
zeigen Aufnahme von FITC-Dextran, Bildbreite: 464 pm.

Bei adhérenten Zellen wurde vornehmlich eine Aufnahme von
Molekilen um die Bereiche kavitationsinduzierter Ablésung fest-
gestellt. Es ist daher anzunehmen, dass Zellpermabilisierung eben-
so wie Zellablésung durch Kavitationsblasen verursacht wird.

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von druckangeregten Kontrast-
mittelblasen auf Zellen mit Hochgeschwindigkeitsaufnahmen un-
tersucht. Geringe Unterdruckamplituden von weniger als 2 MPa
reichen aus, um eine starke Expansion der Blasen zu hervorzurufen.
Der anschlief3ende Kollaps kann dabei zur Schéadigung der umge-
benden Zellen fuhren. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
transiente Permeabilisierung von adhérenten Hela-Zellen sowie
deren Ablésung vom Substrat nach Stof3wellenapplikation durch
Kavitationsblasen verursacht wird. Die Kavitationsblasen entstehen
in der Unterdruckphase des Lithotripterpulses und bilden beim
Kollaps aufgrund ihrer Nahe zum Substrat einen gegen die Grenz-
flache gerichteten Jet aus. Der Jet erzeugt eine starke Scherstro-
mung am Substrat, welche vermutlich fur die Ablésung der Zellen
und die transiente Membranpermeabilisierung mit nachfolgender
Aufnahme extrazellul&rer Molekile verantwortlich ist.
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