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Berithrungsloses Fiihlen

Licht ermdglicht eine nichtinvasive in vivo-Elastographie von Zellverbanden.

Jurgen Czarske, Jochen Guck, Raimund Schlii8ler und Stephanie Moélimert

Licht erlaubt es, die mechanischen Eigenschaften von
Zellen und Geweben beriihrungslos und mit hoher
Auflésung zu messen. Fortschritte in der Optik und
Photonik haben zu einer neuartigen Bildgebung der
elastischen Eigenschaften von Zellverbanden gefiihrt.
Diese Elastographie nutzt die Brillouin-Streuung, die
auf einer Wechselwirkung von akustischen Phononen
und Photonen basiert. Der Paradigmenwechsel von
taktilen zu optischen Methoden fiihrt zu vielen Allein-
stellungsmerkmalen und ist fiir die Erforschung von
Krankheiten von groBer Bedeutung.

ie mechanischen Eigenschaften von biologischen

Geweben sind eng mit ihren funktionalen Féhig-

keiten verwandt und spielen in vielen Bereichen
der Biologie und Medizin eine bedeutende Rolle. Hip-
pokrates von Kos (* um 460 v. Chr.; + um 370 v. Chr.),
der als Begriinder der Medizin als Wissenschaft gilt,
nutzte bereits diesen Zusammenhang. Beim Abtasten
von Gewebe werden die mechanischen Eigenschaften
erfithlt, woraus sich Erkenntnisse fiir viele Krankheiten
folgern lassen. Heute wissen wir, dass verschiedene
Krankheiten mit der Viskoelastizitit von Gewebe
korreliert sind. Koronare Arterien, die durch Arterio-
sklerose eine verringerte Elastizitdt aufweisen, konnen
zu Herz-Kreislaufproblemen fithren. Mechanisch ge-
schwichte Knochen stellen bei einer Osteoporose ein
ernsthaftes orthopadisches Problem dar. Die altersbe-
dingte Versteifung der kristallinen Linse ist die prima-
re Ursache der Presbyopie (Alterssichtigkeit) und auch
am Ausbruch von Katarakten beteiligt — die haufigste
Ursache fiir Blindheit in unserer Welt. In der Onko-
logie ermoglichen es die elastischen Eigenschaften,
zwischen gesundem Gewebe und bosartiger Gewebe-
neubildung (maligne Neoplasie) zu unterscheiden.
Bei der Vorsorgeuntersuchung zu Brustkrebs wird
abgetastet, um gehdrtete Knoten zu erfithlen. Zudem
beeinflusst die Steifigkeit der extrazelluldren Matrix die
Motilitdt von Zellen. Aus diesen Griinden ist es wich-
tig, die viskoelastischen Eigenschaften von Gewebe
und Zellen zu erfassen. Doch welche physikalischen
Methoden stehen dafiir zur Verfiigung?

In den Materialwissenschaften ist der Elastizitats-
modul E (Youngscher Modul) als Quotient der me-
chanischen Spannung und der Dehnung definiert. Der
Elastizitatsmodul weist einen umso grofieren Betrag
auf, je mehr Widerstand das Material der Verformung
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Entlang der roten Linie des 2D-Brillouin-Spektrums liegen
die vier Signale, die zur elastischen Lichtstreuung (Rayleigh)
bzw. zur unelastischen Brillouin-Streuung (Anti-Stokes- und
Stokes-Linie) gehoren.

entgegenbringt, also je steifer es ist. Konventionelle
mechanische Priifungen, z. B. die dynamisch-
mechanische Analyse und die Rheologie, erfordern
mechanische Krifte und damit einen Kontakt zu den
Proben. Ex vivo sind an Gewebeproben durch eine
Schwingungsanregung Untersuchungen zur Elastizitat
moglich. Dabei ist die mechanische Spannung durch
die Anregung bekannt, und die Dehnung lésst sich
durch Oberflichenmesstechniken wie die Holographie
erfassen. Die notwendige Entnahme von Gewebepro-
ben fiihrt aber zu Lasionen und kann die Messgrofien
beeinflussen. Daher sind in vivo-Messmethoden nétig.
In der Medizin sind zur Messung und Kartierung der

® Brillouin-Streuung, also die unelastische Streuung von
Photonen an akustischen Phononen, liefert Informatio-
nen Uber die Viskoelastizitdt von biologischen Proben.

m Fortschritte in Optik und Photonik erméglichen hoch-
aufgeldste Brillouin-Mikroskope, die wiederum eine
berlihrungslose in vivo-Elastographie erlauben.

m Elastogramme liefern wichtige Informationen fir die
Grundlagenforschung zu Krankheiten.

® Mechanosensitivitat ist ein neuer Ansatz, um Heilungs-
prozesse bei Riickenmarksverletzungen zu verstehen.
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einfallendes Licht Brillouin-gestreutes Licht

derungen erfiillt die Rasterkraft-Mikroskopie, aber nur
fiir Oberflachenmessungen. Die Messung ist kontakt-
basiert, sehr zeitintensiv und erfordert bei biologischen
Gewebeproben eine aufwindige und invasive Proben-
9 préaparation. Licht ermdglicht dagegen einen beriih-
rungslosen Messvorgang. In diesem Beitrag beschrei-
ben wir, wie sich die Viskoelastizitdt von Gewebe und
Zellen mit Licht in vivo, labelfrei, dreidimensional und
W mit subzelluldrer Auflosung erfassen lasst. Ziel dabei
N ist es, die Technologieliicke zwischen der Sonographie
und der Rasterkraft-Mikroskopie zu schlieflen.

Unelastisch gestreut

Die Streuung von Sonnenlicht an Luftmolekiilen
Abb.1  Bei der Brillouin-Streuung wird eine monochroma- fithrt zum blauen Himmel. Diese Rayleigh-Streuung
tische Lichtwelle in einem Medium an Schallwellen gestreut, ist elastisch und verindert die Energie der gestreu-
die mit der Geschwindigkeit Vx propagieren. Es ergibt sich ei- ten Photonen somit nicht. Demgegenﬁber fiihrt die
ne Doppler- bzw. Brillouin-Frequenzverschiebung von Av = .
Va/A, mit A=2/[2n cos(6/2)] als Interferenzstreifenabstand. unelastische Streuung von Photonen an Phononen,

den Quasiteilchen der Gitterschwingungen in einem

Festkorper, zu einer Anderung der Photonenenergie.
elastischen Eigenschaften von Leberfibrose oder Brust-  Bei der Raman-Streuung éndert sich die Energie der
krebs die Magnetresonanztomographie und die Sono-  Photonen durch inkohirente optische Phononen,

graphie (Ultraschallmesstechnik) bekannt. Diese lie- die auf Rotations-, Rotations-Schwingungs- oder

fern nicht-invasive Elastogramme mit Millimeterauf- Schwingungsiibergange zuriickgehen. Da chemische
16sung. Beide Verfahren sind aber in der Auflésung Bindungen ein charakteristisches Raman-Spektrum
physikalisch grundlegend begrenzt. Bei der Sonogra- ~ aufweisen, handelt es sich um einen Fingerabdruck,
phie begrenzen Beugungseffekte bei der Ausbreitung aus dem die chemische Zusammensetzung einer Probe
von Ultraschallwellen die raumliche Auflosung. Eine qualitativ und quantitativ zu ermitteln ist.

hohere Frequenz (und damit kleinere Wellenlédnge) Zufillige Schwankungen der lokalen Dichte fithren
ermoglicht zwar eine bessere Auflosung, allerdings ebenfalls zur unelastischen Streuung von Licht, wie

erhohen sich auch die Verluste durch Absorption von  es Marian Smoluchowski und Albert Einstein 1908
Ultraschallwellen in Gewebe. Dadurch verringern sich ~ bzw. 1910 beschrieben haben. Léon Brillouin unter-
die Eindringtiefe und das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis  suchte 1922 grundlegend die Streuung von Photo-

drastisch. nen an kohdrenten akustischen Phononen [1]. Diese
Wiinschenswert ist es, einzelne Zellen oder sogar nach ihm benannte Brillouin-Streuung fiihrt durch
kleinere Strukturen auflosen zu konnen. Diese Anfor-  die Vernichtung und Erzeugung einer phasenange-

passten Schallwelle (akustische Phononen) zu einer
optischen Doppler-Frequenzverschiebung gegeniiber
Etalon d der eingestrahlten Lichtwelle. Quantenmechanisch
\ ldsst sich dieser Zusammenhang mit dem Energie-
erhaltungssatz fiir eine Photon-Phonon-Wechsel-
wirkung beschreiben. Ein einfallendes Photon der
Frequenz v, wird durch Vernichtung oder Erzeugung
eines Phonons mit der Frequenz vs in ein Photon mit
der Frequenz vg = vy £ vs gestreut (Anti-Stokes- bzw.
Stokes-Streuung). Fiir ein isotropes Material und eine
monochromatische Laserwelle folgt die Brillouin-Fre-
quenzverschiebung Av=vg - v.= £ 2n Vycos(0/2)/A,
mit dem Brechungsindex #, der Schallgeschwindigkeit
Va, dem Streuwinkel 0 zwischen der Laserwelle und
der Brillouin-Lichtwelle und der Laserwellenlinge A
(Abb. 1).
Fiir eine Riickstreuanordnung liegt als Mittelwert
ein Streuwinkel 0 = 0° vor. Unter der Annahme einer

R=100%

lllender Strahl

R=0%

Abb.2 Diese Prmmpzelchnung des.V|r- sc.hobene V|rtue.||e Bllder). Aufgrunq der longitudinalen Schallwelle mit der Geschwindigkeit
tually Imaged Phased Array zeigt die In- Divergenz der Eingangslichtwelle wird

terferenz von mehreren optischen Wel-  das Licht spektral aufgespalten, sodass Va =E/p folgt mit dem Elastizitdtsmodul E und der

len, die im Fabry-Pérot-Interferometer sich das raumlich vorliegende Spektrum Dichte p:
einen Gangunterschied erfahren (ver- mit einer Kamera aufnehmen lasst.
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Av=+24E 1)
Die Laserwellenldnge ist dabei bekannt. Die sog.
Lorentz-Lorenz-Gleichung erlaubt es zudem, einen
Zusammenhang zwischen dem Brechungsindex # und
der Dichte p der Probe herzustellen. Die Gleichung
driickt den Brechungsindex » abhingig von der Polari-
sierbarkeit & und der Anzahl N der Molekiile pro Ein-
heitsvolumen aus: n* = 1 + 4 N . Hierbei ist N pro-
portional zur Dichte, womit sich die Abhéngigkeiten
nhjp teilweise kompensieren. Die Brillouin-Frequenz-
verschiebung hangt somit nur von den mechanischen
Eigenschaften der Probe — der Dichte und der Elasti-
zitdt — ab. Um Mehrdeutigkeiten zu vermeiden und
die Elastizitat quantitativ bestimmen zu konnen, sind
multimodale Verfahren, z. B. Fluoreszenzmessungen
und optische Tomographiemethoden, zur simultanen
Messung des Brechungsindex nétig.

Weiterhin enthélt das Brillouin-Spektrum neben
der Elastizitat auch Informationen iiber die Viskositit.
Aus der Linienbreite ergibt sich die Lebensdauer der
Phononen, woraus sich die akustische Dampfung und
damit die Viskositit ableiten. Somit ist eine kontakt-
lose Messung der Viskoelastizitdt mit der Auswertung
des Brillouin-Spektrums méglich. Es bestehen aber
mehrere physikalische Herausforderungen, denen wir
im Folgenden nachgehen wollen.

Messtechnische Methoden

Die Brillouin-Frequenzverschiebung ist im Vergleich
zur Lichtfrequenz sehr klein. Fiir biologische Medien
betragt sie typischerweise 5 GHz bei einer Wellenldnge
von 780 nm bzw. einer Lichtfrequenz von 380 THz.
Diese Grofie gilt es, mit Messunsicherheiten von klei-
ner als 50 MHz zu erfassen. Es ergibt sich eine relative
Auflosung von etwa sieben Groflenordnungen, die tib-
liche optische Spektrometer unter Nutzung von Beu-
gungsgittern nicht erreichen. Daher liegt es nahe, die

C
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Brillouin-Lichtwelle und die Laserwelle zu tiberlagern.
Mittels Zweifachinterferenz in einem Photodetektor
entsteht ein elektrisches Schwebungssignal, dessen
Frequenz gleich der Differenzfrequenz der optischen
Wellen, d.h. der Brillouin-Frequenzverschiebung Av,
ist [2]. Fiir Medien mit geringen optischen Verlusten
wie Glasfasern erlaubt es diese Methode, ein Brillouin-
Spektrum hochaufgelost zu erfassen. Dies wurde
fiir Temperaturmessungen entlang von Glasfasern
demonstriert [3]. Derartige Brillouin-Fasersensoren
kommen zum Einsatz, um Ddmme und Gebiude zu
tiberwachen. In triiben Medien wie biologischem
Gewebe ruft eine grofie elastische Lichtstreuung ein
starkes Hintergrundsignal hervor. Fiir biologisches Ge-
webe erlaubt die Nutzung von Vielfachinterferenz im
Brillouin-Spektrometer hochaufgelgste Messungen [4].
Eine Herausforderung ist hierbei, eine hohe Selek-
tivitat zwischen der elastischen und unelastischen
Lichtstreuung zu erreichen und Einzelaufnahmen
des gesamten Brillouin-Spektrums (Single-Shot-Mes-
sungen) vorzunehmen. Im Gewebe treten Rayleigh-
und Mie-Streuung auf. Zusammen mit Fresnel-Refle-
xen an optischen Grenzflichen liegt fiir die elastische
Streuung bzw. Reflexion eine um viele Grofienord-
nungen hohere Leistung als fiir die Brillouin-Streuung
vor. Der geringe Frequenzunterschied zwischen
Rayleigh- und Brillouin-Streuung erschwert die Aus-
wertung erheblich. Fiir Raman-Streuung betrégt der
Frequenzunterschied dagegen mehrere THz, wodurch
sich die Raman-Signale ohne Probleme spektral vom
anregenden Laserlicht trennen lassen. Diese Aufgabe
bei der Brillouin-Streuung ist vergleichbar mit der op-
tischen Erfassung eines kleinen Gebdudes aus der Fer-
ne, das in Nachbarschaft des Burj Khalifa steht! Eine
hohe spektrale Trennschirfe ist somit erforderlich. Die
Vielfachinterferenz in einem Fabry-Pérot-Resonator
erlaubt eine scharfe Selektion der Brillouin-Linie.
Allerdings ist meist ein zeitintensives Scanning der
Frequenz notig, sodass pro Pixel die Messung Minuten
dauert.

VIPA 2 Maske sCMOS-Kamera b L j
y i | m e
' | [T Metharlprbe [}
Sammellinsen O \ beweglicher
S Spiegel
——|—— Maske _ ) e Abb.3  Zum Brillouin-Mikroskop geho-
Rubidium- Referenzphotodetektor B
VIPA#1 Absorotionszell Kurzpass- ren ein Diodenlaser mit einem Bragg-
\ op o - I spiegel Gitter zur spektralen Reinigung des La-
% | i 650 nm serspektrums und der Einkopplungsein-
Zylinderlinsen y Bandpass Kurzpass heit fir eine Single-Mode-Faser (a), ein
780/10 nm el konfokales Mikroskop (b) und Brillouin-

Bragg-Gitter
Faserkopplung
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Spektrometer (c). Das in der Probe ge-
streute Licht wird in Rickstreurichtung
konfokal gesammelt und in ein zweistu-
figes VIPA-basiertes Spektrometer ge-
koppelt. Eine Rubidium-Absorptionszel-
le dampft das elastisch gestreute Licht
zusatzlich. Das Brillouin-Spektrum wird
mit einer sSCMOS-Kamera erfasst und

O Single-Mode-Faser

J
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mittels MATLAB ausgewertet.
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Abb.4  Im Brillouin-Spektrum von Methanol (Methylalkohol,
CH;0H) dominieren die vier spektralen Linien der elastischen
Rayleigh-Streuung, der Anti-Stokes-Brillouin-Streuung und
der Stokes-Brillouin-Streuung. Das Signal der Rayleigh-Streu-
ung wiederholt sich nach dem freien Spektralbereich (FSR)
des VIPA-basierten Fabry-Pérot Interferometers.

Im Gegensatz dazu ermoglicht es die raumliche
Darstellung des Brillouin-Spektrums mittels eines
Virtually Imaged Phased Array (VIPA, Abb. 2), ein
Spektrum mit einer Einzelmessung in weniger als einer
Sekunde zu erfassen. Ein VIPA ist eine Modifikation
des Fabry-Pérot-Interferometers und fithrt zu einer
rdumlichen Aufspaltung des Brillouin-Spektrums
[4]. Denn die Divergenz von fokussiertem Laserlicht
ergibt einen winkelabhéngigen Gangunterschied der
interferierenden Wellen. Ein VIPA weist drei unter-
schiedliche Facetten auf: eine Anti-Reflex-Schicht
(= 0 % Reflexionsgrad) fiir die Einkopplung der Laser-
strahlung, eine riickseitige Spiegelschicht (= 100 %
Reflexionsgrad) und eine vorderseitige teilverspiegelte
Schicht (~95 % Reflexionsgrad) fiir die Auskopplung
der Laserstrahlung. Dies ermoglicht zusammen eine
hohe Lichteffizienz.

Brillouin-Mikroskopie

Das von uns realisierte Brillouin-Mikroskop nutzt
ein zweistufiges, VIPA-basiertes Spektrometer und
ein konfokales Mikroskop (Abb. 3). Ein frequenz-
modulierter Diodenlaser (Toptica) bei einer Wellen-
linge von 780,24 nm wird auf den D2-Ubergang von
Rb stabilisiert. Die Rubidium-Absorptionszelle
dampft das elastisch gestreute oder reflektierte Licht.
Laserlicht von etwa 15 mW Leistung gelangt zu einem
Mikroskop (Zeiss Axiovert 200M), das als Erweiterung
eine spezielle konfokale Einheit besitzt. Das riick-
wartige Streulicht von den biologischen Proben wird
zum Brillouin-Spektrometer gefiihrt und durch zwei
VIPA-Interferometer transmittiert, um eine spektrale
Aufspaltung und eine Trennung der elastisch gestreu-
ten Anteile zu erreichen. Eine rauscharme sCMOS-
Kamera (Andor Zyla 4.2 PLUS) erfasst das gesamte
Brillouin-Spektrum durch eine Einzelaufnahme.
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Das Brillouin-Spektrum von Methanol eignet sich
mit seinen ausgeprégten Linien als Referenz fiir die
Kalibrierung der Messungen (Abb. 4). Im Brillouin-
Mikroskop befindet sich daher eine Probenkammer
mit Methanol. Erste anwendungsorientierte Mes-
sungen erfolgten an einem Hydrogel-Kiigelchen
(Abb.5). Dieses besitzt einen hohen Wassergehalt, ohne
aber selbst wasserldslich zu sein. Die im Hydrogel ein-
gebauten hydrophilen Polymerkomponenten weisen
ein dreidimensionales Netzwerk auf, das im Kontakt
mit einem Losungsmittel betrdchtlich an Volumen
zunimmt und dabei seine Form bewahrt. Hydrogele
finden Anwendung als Superabsorber, Implantate,
weiche Kontaktlinsen und fiir Wundauflagen [5]. Die
Messungen unterstreichen das hohe Potenzial der
Brillouin-Mikroskopie.

Viskoelastizitat im Riickenmark

Mechanosensitivitit bezeichnet das Vermogen von
Zellen, mechanische Signale wahrzunehmen. Diese
sind in lebenden Organismen auf die mechanischen
Materialeigenschaften umliegender Gewebe zuriickzu-
fithren und finden zunehmend als Teil von Signalkas-
kaden in der Entwicklungsbiologie und bei patholo-
gischen Prozessen Beachtung. Als Reaktion auf einen
mechanischen Stimulus verdndern viele Zelltypen, ein-
schlieflich Neurone und Gliazellen, ihre Eigenschaften
und ihr Verhalten. Dazu gehdren Verdnderungen der
Morphologie sowie im Migrationsverhalten, bei der
Proliferation und bei der Differenzierung. Da diese
zelluldren Vorgénge auch bei Erkrankungen und Ver-
letzungen des zentralen Nervensystems involviert sind,
liegt es nahe, dass sich die mechanischen Eigenschaf-
ten des Nervengewebes im Krankheitsverlauf andern
und dadurch bestimmte, eventuell veranderte, mecha-
nische Stimuli bereitstellen.

aus [5]

Av/GHz

yinpm

Xinpm

Abb.5 Die Brillouin-Frequenzverschiebung eines Polyacryla-
mid-Hydrogel-Kiigelchens in einer phosphatgepufferten
Kochsalzldsung ist deutlich héher als die des umgebenden
Losungsmittels. In lateraler Richtung betragt die Auflésung
etwa 0,5 um, in axialer Richtung weniger als 3 um.
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Ein Beispiel sind Riickenmarksverletzungen, die
bei Saugetieren komplexe biochemische Signalkaska-
den nach sich ziehen. Sie fithren zur Entstehung von
Narbengewebe, was neuronale Regeneration verhin-
dert und letztlich zu irreversiblem Funktionsverlust
des Riickenmarks fithrt. Zebrabérblinge hingegen
stellen nach einer solchen Verletzung geschadigtes
Nervengewebe wieder her und erlangen motorische
Funktionen zuriick. Diese funktionelle Regenera-
tion wird vom Nachwachsen durchtrennter Axone
und der Erzeugung neuer Nerven- und Gliazellen
begleitet. Des Weiteren induziert die Verletzung
zelluldre Prozesse wie Proliferation, Migration, Dif-
ferenzierung und morphologische Verdnderungen.
Wie bereits erwahnt, hangen diese Prozesse bei me-
chanosensitiven Zelltypen von den mechanischen
Eigenschaften des umgebenden Gewebes ab und
weisen somit auf eine Beteiligung mechanischer Fak-
toren hin. Die mechanische Charakterisierung von
regenerierendem Riickenmarksgewebe von Zebra-
bérblingen erginzt bisherige biochemische Unter-
suchungen fundamental und kénnte noch unbekannte
Mechanismen aufdecken, die zur erfolgreichen
Riickenmarksregeneration im Zebrabarbling beitragen
oder deren Versagen bei Sdugetieren erkléren.

Aus diesem Grund wollen wir das faszinierende
Zusammenspiel von zelluldrer Mechanosensitivitat
und den mechanischen Eigenschaften umliegender
Gewebe verstehen. Um die mechanischen Eigenschaf-
ten von biologischen Proben zu quantifizieren, gab es
bisher sog. Indentationsmessungen mit dem Raster-
kraftmikroskop [6]. Diese Kraftmikroskopie bendtigt
den direkten physikalischen Kontakt zur Probe und
kann nur an der Oberflache messen. Aussagen iiber
mechanische Materialeigenschaften innerhalb eines
Volumens bzw. innerhalb nicht freiliegender Organe
in lebenden Organismen sind nicht moglich. Die er-
forderliche Gewebepraparation fiir diese Messungen
beinhaltet zudem oft die Organentnahme und das

UBERBLICK

Schneiden des Gewebes, um eine plane Oberfldche zu
erzeugen. Die Brillouin-Mikroskopie erméglicht den
Paradigmenwechsel zur beriithrungslosen, labelfreien
in vivo-Elastographie [4, 6]. Da das Larvengewebe des
Zebrabdrblings eine hohe optische Transparenz auf-
weist und nach Riickenmarksdurchtrennung spontan
regeneriert, ist es ein perfekter Modellorganismus.

Die Messungen an einer lebenden Zebrabarblings-
larve zeigen im Vergleich zum Notochord eine hohere
Brillouin-Frequenzverschiebung fiir den Dottersack,
das Muskelgewebe und das Riickenmark (Abb. 6). Da die
Brillouin-Frequenzverschiebung proportional zur Ela-
stizitat des Larvengewebes ist, erlaubt es die Brillouin-
Elastographie, die mechanischen Eigenschaften in ver-
schiedenen Entwicklungsstadien des Zebrabirblings
zu bestimmen. Dies kann zur Aufkldrung bestimmter
Entwicklungsprozesse entscheidend beitragen.

Um zu verstehen, wie das Regenerationspotential
mit den mechanischen Eigenschaften der beteilig-
ten Gewebe und zelluldrer Mechanosensitivitat
zusammenhingt, wurde das Riickenmark von Zebra-
bérblingslarven durchtrennt und anschlieflend der
einsetzende Regenerationsprozess mittels Brillouin-
Elastographie untersucht. Durch die spinale Verletzung
nahm die Brillouin-Frequenzverschiebung voriiber-
gehend ab (Abb. 7).

Mittels einer Zellkorperfairbung und Fluoreszenz-
mikroskopie fanden wir eine positive Korrelation zur
Zellkorperdichte in den untersuchten Gewebeabschnit-
ten. Riickenmarksverletzte Zebrabarblinge zeigten eine
unorganisierte Anordnung und eine geringere Anzahl
von Zellkernen an der Lasionsstelle. Wenige Tage nach
der Lision stieg die Brillouin-Frequenzverschiebung
an, erreichte aber nicht den Wert der unverletzten
Tiere. Die Regeneration des larvalen Riickenmarks im
Zebrabirbling geht demnach mit einer Zunahme der
Brillouin-Frequenzverschiebung einher. Da diese pro-
portional zur Elastizitét ist, lasst sich ein veranderter
mechanischer Stimulus vermuten, der wiederum

aus [7]

Brillouin-Frequenzverschiebung Av/GHz

Kaudale
Arterie

Dottersack

1Tmm ~o

. -Eb -Eb
Flosse :(y : erle' i 55
Riickenmark 54
53
Muskelgewebe ;
Kaudale V
audale Vene 2 52
.

Flosse

200 pm

200 pm

Flossen, Dottersack, Urogenital6ffnung sowie Brillouin-Frequenzverschiebung ist proportio-
kaudale Arterie und Vene (b). Die Gewebe- nal zu den elastischen Eigenschaften des Gewe-
elastizitat des Zebrabarblings lasst sich durch bes.

Brillouin-Mikroskopie kartieren (c), denn die

Abb.6 Hellfeldaufnahme einer vier Tage alten
Zebrabarblingslarve, die betaubt und immobili-
siert wurde (a). Der vergroBerte Ausschnitt
zeigt Rlickenmark, Notochord, Muskelgewebe,
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Abb.7 Die Brillouin-Mikroskopie er-
laubte es an einer reprasentativen Ze-

aus [7]

Hellfeldbild Brillouin-Verschiebung Av/GHz

bung. Die Larven wurden an Tag 3 nach
Befruchtung (3 dpf) verletzt und un-

brabéarblingslarve, den Verlauf der Rege-  mittelbar vor und eine Stunde nach
neration nach einer Rtickenmarksdurch- (3* dpf) dem Eingriff vermessen sowie

trennung zu verfolgen. Gezeigt ist
jeweils die Brillouin-Frequenzverschie-

an den beiden folgenden Tagen (4 dpf
und 5 dpf).

mechanosensitive Neurone und Gliazellen beeinflusst
und somit direkt zur Regenerationsfdhigkeit beitragen
konnte.

Diskussion

Licht hat das Potenzial, die Urspriinge von Krank-
heiten zu erkennen, ihnen vorzubeugen oder sie frith-
zeitig und schonend zu heilen. In diesem Beitrag ha-
ben wir gezeigt, dass die Brillouin-Elastographie in der
Lage ist, die mechanischen Eigenschaften unterschied-
licher anatomischer Strukturen zu erfassen, ohne die

DIE AUTOREN

natiirliche Entwicklung des Tieres zu beeintrichtigen.
Wihrend die meisten Techniken zur mikroskopischen
Elastographie invasive Probenpraparation erfordern,
erlaubt es die Brillouin-Elastographie, in kontakt- und
labelfreier Weise zu quantifizieren. Die mechanischen
Eigenschaften des nativen Zebrabérblinggewebes wur-
den in vivo untersucht und der Selbstheilungsprozess
nach Riickenmarksverletzungen beobachtet. Die stiir-
mischen Entwicklungen auf dem Gebiet der Optogene-
tik, welches mit Licht eine Stimulation von Neuronen
ermoglicht, lassen ebenfalls Fortschritte bei der The-
rapie von Riickenmarksverletzungen von Sdugetieren
erwarten [8].

Citius, altius, fortius ist das heutige Motto der
Olympischen Spiele. Schneller, hoher und starker
gilt auch fiir die Entwicklungsrichtung der Brillouin-
Elastographie. Bisher ging es hier um die spontane
Brillouin-Streuung. Das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis
lasst sich aber mit der stimulierten Brillouin-Streuung
um viele Groflenordnungen erhohen, was entspre-
chend schnellere Messungen ermdéglicht [9]. Diese und
weitere Entwicklungen werden neue Impulse fiir die
neugiergetriebene Wissenschaft und die Translation in
die Biomedizin und Kliniken ausldsen.
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