DAGA 2014 Oldenburg

Laseranwendungen an der Cochlea — Bildgebung und Stimulation
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Einleitung

Uber Laserstrahlung lassen sich beriihrungslos und
hochauflosend Gewebe charakterisieren, manipulieren oder
bearbeiten. Mittels optischer Tomographie konnen in
Modellsystemen und im Tier einzelne Haarzellen bzw. sogar
die Auslenkung der Basilarmembran aufgeldst und
charakterisiert werden. Im Rahmen der Optoakustik kann
Laserstrahlung genutzt werden, um Schall mittels Lasern im
Gewebe zu generieren. Dieses Phdnomen kann einerseits
wiederum zur Bildgebung und andererseits zur Stimulation
der Cochlea genutzt werden. In Untersuchungen am Standort
Hannover wurden neben der optischen Abbildung cochleérer
Strukturen insbesondere die direkte Stimulation von
Sinneszellen mit Laserstrahlung untersucht und hinsichtlich
der moglichen zugrunde liegenden Mechanismen studiert.
Weitere optische Verfahren erlauben iiber zusitzliche
Mechanismen die Auslosung von Aktionspotentialen am
Hornerv.

Laser-basierte Bildgebung der Cochlea

Im Rahmen einer hochauslésenden optischen Bildgebung
kommen im wesentlichen mikroskopische Verfahren zum
Einsatz, die subzelluldre Strukturen aufzuldsen vermogen,
jedoch durch Streuung und Absorption im Gewebe auf etwa
unter hundert Mikrometer Eindringtiefe begrenzt sind. Die
konfokale Lasermikroskopie kann subzelluldre Auflésungen
liefern, um eine entsprechend gro3e Probe wie die gesamte
Cochlea z.B. des Meerschweinchens darzustellen, muss
zusitzlicher Aufwand betricben werden, um die dominante
Streuung im Gewebe und knochernen  Strukturen
herabzusetzen. Fixierte Proben kdnnen daher beispielsweise
mittels Spalteholz-Losung (Methyl-Salicylat-Benzyl-
Benzoat; MSBB [1]) aufgeklart werden, wodurch deutlich
hohere Eindringtiefen und somit eine Bildgebung der
gesamten Struktur bei zelluldrer Auflosung erfolgen kann

2].

Ahnliche 3D-Bilddaten lassen sich iiber optische
Projektionstomographie (OPT) erstellen, die ihren Ursprung
in der Beobachtung der Embryonalentwicklung hat und
durch James Sharpe begriindet wurde [3]. Die OPT arbeitet
dabei vergleichbar mit der Computertomographie-
Bildgebung, Lichtquelle und Detektor rotieren relativ zur
Probe bzw. die Probe wird rotiert und die projezierten Daten
werden durch mathematische Riicktransformation in 3D-
Daten umgesetzt.
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Diese Projektionstechnik nimmt zusammen mit den
Lichtblattmikroskopie-Techniken =~ und der  optischen
Kohirenztomographie (OCT) den wichtigen Bereich der
mesoskaligen Objekte bzw. ProbengroBen ab, der mit den
Standardverfahren der Mikroskopie nicht erreichbar ist.
Abbildung 1 gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen
Bildgebungsmodalititen und deren erreichbaren
Auflosungen bei entsprechender Probengrofle.
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Abbildung 1: Skalen der optischen Bildgebungstechniken im
Vergleich zu klinischen Verfahren (MRT, Ultraschall). Neben
den hochauflésenden und sog. Superresolution-Verfahren die
bei groBeren Objekten (mm-cm-Bereich) versagen, bieten sich
Tomographie-Verfahren wie OCT und OPT an, um bei relativ
guter Aufldsung noch die gesamte Probe abbilden zu kénnen.

Am Laser Zentrum Hannover wurde diese Technik durch
Integration einer scannenden Laserquelle erweitert und so in
der erreichbaren Sammeleffizienz deutlich verbessert [4],
[S]. Mit der sog. Scanning Laser Optical Tomography
(SLOT) lassen sich hochauflosend nichtangefarbte (iiber
Streuung und Absorption) als auch fluoreszenz-markierte
Proben vermessen. Abbildung 2 zeigt einen 3D Datensatz
einer fixierten und aufgeklarten Meerschweinchen-Cornea,
ein Dummy eines Cochlea-Implantates ist am Eingang der
Cochlea zu erkennen.



Abbildung 2: Cochlea (vom Meerschweinchen) mit
Silikonimplantat, Vorbehandlung: fixiert und optisch

aufgeklart mit Methylsalicylat, Kontrastmechanismus:
Autofluoreszenz (Anregung:532nm, Detektionsfilter:
624nm/40nm)

Laser-basierte Stimulation

Uber fokussierte Laserstrahlung lassen sich nicht nur
hochauflésend Objekte abbilden und charakterisieren
sondern auch, bei entsprechend hoéherer Leistung,
manipulieren bzw. bearbeiten. So treten beispielsweise bei
der Ablation von Gewebe mittels Laserstrahlung immer
begleitende akustische Phénomene auf, wie z.B. das
Ausbilden einer thermoelastischen Druckwelle. Uber diese
erzeugte Druckwelle lieBe sich bei intakten Sinneszellen
eine Stimulation der Cochlea realisieren. Dariiberhinaus
wurde in der Gruppe von Richter und Walsh postuliert, dass
eine  direkte Stimulation von Nervenzellen bzw.
beschéadigten Sinneszellen mittels nah-infraroter
Laserstrahlung moglich ist [6]. Eine Realisierung eines
optischen Cochlea-Implantats erschien damit moglich.

Untersuchungen am Laser Zentrum Hannover und am
Vianna sowie der Medizinischen Hochschule Hannover hatte
diese direkte Stimulation von Nervenzellen zum Gegenstand
und verglichen die erreichbaren Schwellen und Parameter
mit der sog. optoakustischen Stimulation, die durch die
Laserstrahlung erzeugte Druckwelle an intakten Sinneszellen
erzeugt werden kann. Sowohl im Tiermodell [7] als auch an
Zellen in Zellkultur [8] (in Patch-Clamp-Ableitung) konnten
dabei nicht die publizierten Ergebnisse hinsichtlich einer
direkt optischen Stimulation erreicht werden. Vielmehr
sprechen die gefundenen Schwellwerte hinsichtlich
Laserpulsdauer ~und  Bestrahlungsstirke  fir  eine
optoakustische Stimulation, die gut mit der Absorption der
Laserstrahlung in Perilymphe und umliegendem Gewebe
korreliert [7].

Fazit

Laser-basierte Verfahren eignen sich hervorragend fiir eine
schadigungsarme Bildgebung von mesoskaligen Objekten
wie der Cochlea, wobei auf aufwindige
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Praparationstechniken wie Histologie verzichtet werden
kann, jedoch chemische Aufklarungsprotokolle fiir eine
Reduktion der Streuung in der Probe hingenommen werden
mussen.

Zusiétzlich

konnen  akustische  Phdnomene  durch

Laserstrahlen hervorgerufen werden, eine in der Literatur
viel diskutierten direkte Nervenstimulation mittels Laser lie3
sich jedoch nicht verifizieren. Neue Wege konnte in dieser
Hinsicht die Einbringung von Genkonstrukten in die zu
stimulierenden Zellen erdffnen, die im Rahmen der sog.
Optogenetik eine direkte Stimulation und Auslésung von
Aktionspotentialen in Zellen mittels Laserstrahlung erlaubt

[10].
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