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Referat

Die akustische Rastermikroskopie (Scanning Acoustic Microscopy - SAM) ist ein Verfahren
zur Untersuchung der Mikrostruktur von Geweben, das die herkdmmlichen Verfahren der
Licht- und Elektronenmikroskopie erganzt. Bei der akustischen Rastermikroskopie entsteht
der Bildkontrast durch lokale Unterschiede der akustischen Impedanz.

Fir die SAM ist eine plane und extrem glatte Oberflache der Untersuchungspraparate
erforderlich. 41 Gehdrkndchelchen wurden in Polymethylmethacrylat (PMMA) eingebettet,
anschlielend geschliffen und poliert. Die Messungen wurden mit den akustischen
Rastermikroskopen KSI 100 und KSI 2000 der Firma Kramer Scientific Instruments
(Herborn) bei einer Arbeitsfrequenz von 25 und 900 MHz durchgeflihrt.

Die mittlere akustische Impedanz bei einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz war fir die
untersuchten Hammer mit 7,13 Mrayl am grofdten. Die Steigbligel (4,67 Mrayl) wiesen die
geringste akustische Impedanz unter den Gehdrkndchelchen auf. Die Ambosse lagen mit
6,74 Mrayl dazwischen.

In den eigenen Untersuchungen konnte erstmals gezeigt werden, dass auch bei einer
Arbeitsfrequenz von 900 MHz die Verteilung der akustischen Impedanz in den Schnitten von
Hammer, Amboss und Steigblgel inhomogen ist. Die bei einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz
ermittelte akustische Impedanz der untersuchten Gehérknéchelchen lag bei 3,2 bis 4,0
Mrayl. Die niedrigeren Impedanzwerte sind Folge der héheren Arbeitsfrequenz.

Die praktische Anwendung dieser Untersuchungen besteht darin, dass die ermittelten
akustischen Impedanzen der Gehoérkndchelchen Parameter fir neu zu entwickelnde
Mittelohrprothesen und auch Eingangsgréfen fur Finite Elemente Modelle liefern kénnen.
Gegenstand  weiterer  Studien kann  die Bestimmung richtungsabhangiger
Elastizitatsunterschiede der Gehorknochelchen sein, die sich in unterschiedlichen
Impedanzen bei verschiedenen Schnittwinkeln widerspiegeln. Mit der akustischen
Rastermikroskopie koénnen aullerdem pathologische Prozesse im Mittelohr untersucht
werden. Dabei konnten eventuell schon vor einer funktionellen  Stérung

Impedanzanderungen als mikrostruktureller Krankheitsindikator nachweisbar sein.

Gudziol, Silke: Ultraschallrastermikroskopie zur Bestimmung der Verteilung der akustischen
Impedanz in Schnitten menschlicher Gehérknéchelchen.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 75 Seiten, 2001
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1 Abklrzungen und Symbole
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2 Einleitung und Zielsetzung

Zur Rehabilitation des Hoérvermogens bei einer Schallleitungsschwerhdrigkeit wird die
Gehorknochelchenkette haufig operativ. mit Knochenersatzmaterialien rekonstruiert. Die
Vielfalt der verwendbaren Materialien macht es schwer, das glinstigste auszuwahlen [21].
Ersatzmaterialien fur diese kleinen Knochen mussen oft Uber Jahrzehnte ihre Funktion
erfillen. Neben der Auswahl nach Gesichtspunkten der Biokompatibilitat [6] ist eine Auswahl
hinsichtlich einer optimalen Schwingungsankopplung zwischen biologischem und
Prothesenmaterial erforderlich. Der zweite Punkt spielte bisher nur eine untergeordnete
Rolle.

Fir das Verstandnis der Materialeigenschaften von Gehdrkndchelchen ist die
Charakterisierung der komplexen Mikrostruktur essentiell. Die Strukturen der
Gehorknochelchen sind mit vielfaltigen Methoden untersucht worden, wie z.B. der
Lichtmikroskopie [48], [76], der Elektronenmikroskopie [47], [71], [28], der Mikroradiographie
[34], [77], der chemischen Analytik [2] und der Osteomikropneumographie [19].

Die akustische Rastermikroskopie (Scanning Acoustic Microscopy-SAM) ist ein modernes
Verfahren fir die Untersuchung der Mikrostruktur von Geweben, das die herkdmmlichen
Verfahren der Licht- und Elektronenmikroskopie erganzt. Besonders geeignet ist es fiir
Untersuchungen an Knochengewebe, weil mit ihm Aufschluss Uber die Verteilung
mechanischer Kennwerte der mikroskopischen Bausteine erlangt werden kann [11], [13],
[36]. Eine ganze Reihe von Arbeiten hat gezeigt, dass SAM-Verfahren neue Erkenntnisse
Uber die mechanischen Eigenschaften und den mikrostrukturellen Aufbau u.a. von Zellen
und Hartgewebe geben kénnen [7],[8], [13], [14], [22], [20], [42], [43], [50], [58], [61], [62],
[64]. Bisher sind vorwiegend Arbeiten orthopadisch orientierter Gruppen bekannt geworden
[70], [51], [56], [73], [24]. An Gehorknbchelchen gibt es nur erste Untersuchungen von
Gaihede [17]. Bei der Anwendung der akustischen Rastermikroskopie fur
Oberflachenuntersuchungen entsteht der Bildkontrast durch die lokalen Unterschiede der

akustischen Impedanz im Knochen.

Die akustische Impedanz Z ist eine materialspezifische Gréle. Sie gibt das Verhaltnis von
einwirkendem Schalldruck und der daraus resultierenden Ortsanderungsgeschwindigkeit der
Teilchen an. Sie ist auch aus der lokalen Ausbreitungsgeschwindigkeit ¢ der Dichtewelle des
Schalls in Longitudinalrichtung und der lokalen Massendichte p des untersuchten Areals der
Knochenprobe zu berechnen (Z= c-p). Zur quantitativen Angabe von Impedanzwerten wird

das rayl mit 1 rayl=1 Ns/m? als Einheit verwendet. Als Schall wird hochfrequenter Ultraschall
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verwendet, weil seine Wellenlange kurz genug ist zur Abbildung feiner Einzelheiten bis in
den Mikrometerbereich hinein. Der Begriff Ultraschallrastermikroskopie wird deshalb
synonym fir den Begriff akustische Rastermikroskopie verwendet. Als Koppelmedium
zwischen der Ultraschalllinse und dem Objekt dient Wasser. Das Verfahren ist pradestiniert
fir die Untersuchung biologischer Proben und wird auch zunehmend in diesem
Zusammenhang angewendet [59], [60], [75], [25], [74].

Ein besonderes Potential der akustischen Rastermikroskopie an Gehdérknéchelchen liegt in
der Ermittlung der akustischen Impedanz mit unterschiedlicher Ortsauflésung. Daraus sind
Erkenntnisse Uber die mechanische Belastbarkeit des Knochengewebes und flr die

Entwicklung von Werkstoffen flir die rekonstruktive Mittelohrchirurgie zu gewinnen.

Ziel dieser Arbeit war die Anwendung der akustischen Rastermikroskopie auf die
systematische Untersuchung von menschlichen Gehdérknéchelchen in gréRerer Anzahl und
mit statistischer Absicherung. Es sollte die Verteilung der akustischen Impedanz in Schnitten
von Hammer, Amboss und Steigblgel bei Arbeitsfrequenzen von 25 und 900 MHz qualitativ
ermittelt werden. Desweiteren bestand die Aufgabe, die akustische Impedanz bei
Arbeitsfrequenzen von 25 MHz und 900 MHz quantitativ zu bestimmen und mit der
akustischen Impedanz von Ersatzmaterialien, die in der Mittelohrchirurgie Verwendung

finden, zu vergleichen.
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3 Grundlagen des Mittelohres

3.1 ANATOMIE DES MITTELOHRES

Es wird zwischen dem &ufReren Ohr, Auris externa, dem Mittelohr, Auris media, und dem

Innenohr, Auris interna, unterschieden (Abbildung 1).

Crus breve incudis

Lig. mall. sup Recessus Lig. incudis post
epitympanicus

Caput mallei

M. tensor tympani

7 4 z
LA / Manubrium Lig. mallei lat r
47/

malle ' Proc. lat. mallei /f_,l ¢
—~
Y Proc. ant. malle

Cartilago tubae

Lamina membranacea

.f"'.r',';" - M. levator veli palatini
,

Abbildung 1: Schematische Ubersicht der Anatomie des dufReren Ohres, des Mittelohres

und des Innenohres [5]

Das Trommelfell hat die Form eines Trichters. Die Spitze erscheint als Einziehung und wird
als Umbo membranae tympanicae bezeichnet. Es wird eine Pars tensa , welche mittels des
Anulus fibrocartilagineus in den Sulcus tympanicus eingefalzt ist, von einer Pars flaccida

unterschieden.

Das Mittelohr stellt sich als System mit Schleimhaut ausgekleideter, lufthaltiger Raume dar,
bestehend aus der Paukenhohle, den pneumatisierten Nebenraumen und der Ohrtrompete.
Die Paukenhdhle wird in Mesotympanon, Recessus epitympanicus und Recessus
hypotympnicus unterteilt und enthadlt die drei Gehorkndchelchen (Abbildung 2). Die
Gehorknochelchen sind durch Gelenke miteinander verbunden und bilden eine Kette, die
vom Trommelfell bis zur Fenestra vestibuli reicht. Sie Ubertragen die Bewegungen des

Trommelfells auf das Innenohr.
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Der Hammer, malleus, artikuliert mit seinem Kopf, Caput mallei, mit dem Korper des
Ambosses. Er liegt im Recessus epitympanicus und wird durch Ligamente gehalten. Der
Handgriff, Manubrium mallei, und der Processus lateralis sind mit dem Trommelfell
verwachsen. Der Processus anterior verlauft vom Hammerhals nach vorn unten zur Fissura
petrotympanica. Der Amboss, incus, besteht aus dem Korper, Corpus incudis, und zwei
Schenkeln, einem langen, Crus longum incudis, und einem kurzem, Crus breve incudis. Das
freie Ende des langen Schenkels biegt nach innen um und tragt ein ovales Kopfchen, den
Processus lenticularis, das sich mit dem Steigbligelképfchen verbindet. Der Steigblgel,
stapes, stellt mit seinem lateralwarts gerichteten Kopf, Caput stapedis, die Verbindung mit
dem Processus lenticularis des Ambosses her. Der kirzere Schenkel, Crus anterius, weist
nach vorn, der langere Schenkel, Crus posterius, nach hinten. Die Steigbiigelplatte, Basis
stapedis , ist in das ovale Fenster eingelassen [72]. Die Anatomie der Ossikel wird durch die
durch den Lebensraum vorgegebenen Belastungen bestimmt. Bei Meereslebewesen
ergeben sich u.a. durch wesentlich héhere statische Driicke massivere Ausfiihrungen der
Gehorkndchelchen [31].

laterales Hammerband

I‘_’{f

oberes Hammerband oberes Ambossband
Kopf~—=m l 74

— - kurzer
Ambossschenkel

kurzer —
Hammerfortsatz
vorderes L
Hammerband bt

e Ambossband
langer
Ha%merfortsatz ——— langer Ambossschenkel
Hals — o
Y S Vy/ ———— Processus lenticularis
tympani Kopf
Hammergriff ———— - Hals

/ < M. stapedius
umbo—— (&
L
\
vorderer Schenkel FuRplatte hinterer Schenkel

Abbildung 2: Ossikelkette, bestehend aus Hammer, Amboss und Steigbligel mit
Darstellung der Ansétze der Mittelohrmuskeln (M. tensor tympani, M.
stapedius) [53]
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3.2 HISTOLOGIE DES MITTELOHRES

Das Trommelfell ist eine dinne Membran, welche auf3en von mehrschichtigem Plattenepithel
und innen von der Mukosa der Paukenhdhle Gberzogen ist. Im Umbo laufen die radidren
Kollagenfasern der Lamina propria der Pars tensa zusammen. Verbunden werden radiare
und zirkulare Fasern durch parabelférmig angeordnete Kollagenfasen. In der Pars flaccida

verlaufen die hauptsachlich elastischen Fasern ungerichtet.

Die Schleimhaut des Mittelohrs tragt im hinteren Paukenabschnitt endothelartiges Epithel mit
langsgestellten Kernen und einer schmalen Tunica propria, in der Gegend der tympanalen
Tubendffnung ein mehrschichtiges kubisches Epithel mit breiter, gefalireicher Submucosa
[3]. Die Schleimhaut kleidet das gesamte Tympanon aus und dringt in die Cellulae
mastoideae ein. Bei den Gehorkndchelchen finden sich unter einem zarten
Schleimhauttberzug und einem dunnen Periost Strdhnenknochen, geflechtartiger Knochen
und verkalkte Knorpelreste, wahrend Lamellenknochen im Gegensatz zum ubrigen Skelett
nur sparlich vorhanden ist [3], [76]. In Abbildung 3 ist beispielhaft der Aufbau eines kurzen

Ambossschenkels dargestellt.
Knochengewebe besteht grundsatzlich aus Zellen und Interzellularsubstanz.

Diese werden unterteilt in Vorlauferzellen, an der dufleren Knochenoberflaiche liegende
proliferative Zellen und basophile Osteoblasten, welche die organische Grundsubstanz des
Knochens (Osteoid: bestehend u.a. aus Kollagen Typ |, Proteoglykane, Osteopontin) bilden
und an der Mineralisation beteiligt sind. Desweiteren findet man von Knochengrundsubstanz
umgebene Osteozyten, welche in Lagunen liegen und Uber zahlreiche Fortsatze

untereinander in Verbindung stehen.

Die Interzellularsubstanz setzt sich aus anorganischen (u.a. Calcium und Phosphat in Form
von Apatit), organischen (Osteoid) Bestandteilen und ca. 10% Wasser zusammen, wobei der

Wassergehalt im Geflechtknochen héher als im Lamellenknochen ist.

Nach der Anordnung von Osteozyten und Kollagenfasern lassen sich in den

Gehorknochelchen Bezirke mit Geflecht- und Lamellenknochen unterscheiden.

Der Lamellenknochen zeichnet sich durch eine parallele Anordnung von Kollagenfasern in
den Einzellamellen aus. Mehrere konzentrisch um ein Gefal} (Havers-Kanal) angeordnete
Einzellamellen bilden eine Grundlamelle. Uber zwischen den Lamellen befindliche
Osteozyten erfolgt der Stofftransport vom und zum Havers-Kanal. Reste abgebauter

Osteone (Einheit aus Grundlamelle und Havers-Kanal) werden als Schaltlamelle bezeichnet.

Geflechtknochen ist zellreicher als Lamellenknochen und weniger mineralisiert. Ungeordnete
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Bindel von Kollagenfasern und in der GroRRe, Orientierung und Verteilung sehr variable
Osteozyten zeichnen den Geflechtknochen aus. Die Mineralisierung ist ebenfalls sehr

unregelmafig, und es finden sich sehr variable Mineraldepots [41].

In Knorpelresten und den Gehdrkndchelchenverbindungen kann man typisches
Knorpelgewebe bestehend aus Chondrozyten, elastischen und kollagenen Fasern und

Interzellularsubstanz finden [15].

Das den Knochen umhillende Periost besteht aus einem auReren Stratum fibrosum und

einem inneren Stratum cellulare und dient der Erndhrung und Knochenneubildung.

Die Gehoérknéchelchen sind Uber Gelenke miteinander verbunden. Die Verbindung zwischen
Hammer und Amboss besteht aus einem Sattelgelenk . Amboss und Steigbligel sind durch
ein flaches Kugelgelenk verbunden. Die Gelenke sind von einer aus reichlich elastischen
Fasern bestehenden Kapsel umgeben. Die Gelenkflache besteht innen aus einer
Knochenlage. Nach aulen folgt eine Zone verkalkten Knorpels, hyalinen Knorpels und eine
Terminallage. Diese kann sich aus Bindegewebe, Faserknorpel, Endothel und homologen

Substanzen zusammensetzen und enthalt reichlich elastische Fasern [15], [3].

Gfl.

Abbildung 3: Kurzer Ambossschenkel. Str. -Strdhnenknochen; M. -Markhohle; . —
Interglobularraum; L. -kleine Lamellen; Gr. -Grenze zwischen periostalem

und enchondralem Knochen mit Knorpelresten, Gfl. -geflechtartiger Knochen
[48]
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3.3 PHYSIOLOGIE DES MITTELOHRES

Das Mittelohr hat die Aufgabe, vom &ul3eren Ohr aufgenommene Schallwellen an die
sensiblen Strukturen des Innenohres weiterzuleiten. Dazu missen die Schwingungen der
Luft (Kennimpedanz Z, von 390 Ns/m?®) in Schwingungen der cochledren Flissigkeit
(Perilymphe) umgesetzt werden. Die Kennimpedanz von Perilymphe entspricht ca. der
Kennimpedanz von Wasser (1500000 Ns/m®). Auf Grund dieses Impedanzsprunges wiirde
bei einem direkten Ubergang von Luft auf Perilymphe ca. 99,9 % der Schallenergie reflektiert
werden. Durch das Mittelohr findet eine Anpassung der Impedanzen statt. Hierflr sind die
Flachentransformation vom Trommelfell auf die SteigblgelfuBplatte und die Hebelwirkung

der Gehorknochelchen die entscheidenden Mechanismen.

Das Trommelfell empfangt Schalldricke in einem weiten Dynamikbereich mit hoher
Empfindlichkeit und setzt sie in effektive Bewegungen der Ossikel um. Es kompensiert
Veranderungen des atmospharischen Luftdruckes und schitzt damit das Ohr vor einer

UbermaRigen Druckbelastung.

Die Ossikelkette stellt das zentrale Element fir die Druckverstarkung zur
Impedanzanpassung dar. Das geschieht im Wesentlichen durch zwei Mechanismen: Der
schwingende Anteil des Trommelfells betragt im Mittel 60 mm? . Die StapesfuRplatte wird mit
ca. 3 mm? angegeben. Durch dieses Verhéltnis wird der durch das Mittelohr aufgenommene
Druck 20-fach verstarkt. AulRerdem bewirken die Hebelarme der Gehdrkndchelchenkette und
die Form des Trommelfells eine weitere Druckerhdhung, die aber eher eine untergeordnete
Rolle spielt, denn die Gehdrknochelchen sind bis zu hohen Schalldruckpegeln funktionell
fixiert, und die Kette schwingt praktisch kolbenférmig als Einheit [32]. Flr die Hebelwirkung
der Kette werden beim Menschen Werte von ca. 1,4:1 angesetzt [39]. Das Manubrium ist
Uber seine gesamte Lange mit dem Trommelfell gekoppelt, so dass das Hebelverhaltnis
wahrscheinlich noch kleiner ist. Es wird angenommen, dass dieser Faktor mit nur etwa 55%
bis 65 % des oben angegebenen Wertes in die Transformation eingeht [35]. In
Modellrechnungen wurde die Mittelohrverstarkung mit 20 dB bei 500 Hz auf 25 dB bei 1 kHz
ansteigend und anschliefend um 6 dB pro Oktave abfallend angegeben [46]. Zur
Frequenzabhangigkeit tragen sowohl die Massen als auch die Nachgiebigkeiten des
Trommelfells, der Ossikelkette, des Stapesringbandes, der Innenohrflissigkeit sowie das als

Luftpolster wirkende Pauken- und Mastoidvolumen bei.

Nicht umfassend ist die Funktion der Bander und Muskeln des Mittelohres geklart. Es wird
vermutet, dass diese weniger eine akustomechanische als vielmehr stabilisierende Aufgabe
im Bereich der Gelenke Ubernehmen. Akustisch ist nur eine Kontraktion des M. stapedius

und nicht des M. tensor tympani auslosbar [30]. Die Funktion des M. stapedius besteht
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moglicherweise darin, bei Autophonien die durch die Vokale erzeugte tieffrequente
Schallenergie abzusenken. Dadurch kénnen akustische Informationen aufgenommen

werden, die sonst verdeckt wirden [30].
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4 Grundlagen der akustischen Rastermikroskopie

4.1 AKUSTISCHE RASTERMIKROSKOPIE IM UBERBLICK

1936 demonstrierte Sokolov ein akustisches Mikroskop bei 1 MHz. 1959 verwendeten Dunn
und Fry ein 12 MHz Ultraschallabsorptionsmikroskop und 1972 entwickelte Kessler ein
Scanning Laser Acoustic Microscope (SLAM). Die akustische Mikroskopie erhielt neue
Impulse in den siebziger Jahren mit der Entwicklung eines mechanischen akustischen
Rastermikroskops von Lemons und Quate [38]. Dieses erste Ultraschallmikroskop bestand
aus zwei konfokal angeordneten akustischen Linsen, in deren gemeinsamem Brennpunkt
sich die Probe befindet. Diese wird mit dem Scanner in der Brennebene der Ultraschalllinsen
so bewegt, dass sich aus den Messpunkten ein zweidimensionales Bild zusammensetzen

lant ( SAM, Scanning Acoustic Microscopy).

Je hoher die Ultraschallfrequenz, desto groRer ist die laterale Auflésung und um so geringer
die Eindringtiefe. Die hochauflésende akustische Rastermikroskopie in Transmission eignet
sich nicht fir die Untersuchung dickerer Objekte, da die Abschwachung der
Ultraschallstrahlen zu grol3 ist. Dies fihrte zur Entwicklung der akustischen
Rastermikroskopie in Reflexion. Das akustische Rastermikroskop zur Untersuchung von
Probenoberflachen und oberflachennahen inneren Strukturen in Reflexion hat Anwendung
u.a. in der Medizin, der Biologie, den Materialwissenschaften und der zerstorungsfreien
Werkstoffprifung gefunden [11], [26], [40].

4.2 ULTRASCHALLMIKROSKOPIE IN REFLEXION

Im Puls-Echo-Verfahren (Abbildung 4) werden durch eine stark fokussierende akustische
Linse kurze Impulse in die Probe eingestrahlt. Dafir erzeugt ein Schallwandler mit dem
umgekehrten piezoelektrischen Effekt aus einer hochfrequenten Wechselspannung eine
mechanische Schwingung, die annahernd ebene Schallwellen in axialer Richtung in die
Saphirlinse sendet. Der Schallwandler ist elektrisch an das HF-Sende- und Empfangsteil
angeschlossen. Dieses Teil Ubertragt fur die gewilnschte Frequenz ein Maximum an
elektrischer Energie auf den Wandler. Ein elektrischer Puls 16st eine akustische Welle aus,
welche die Linse durchlauft, am Untersuchungsobjekt reflektiert und nach Durchlaufen der
Linse im Wandler wiederum in einen elektrischen Puls umgewandelt wird. Die Linse des
akustischen Rastermikroskops in Reflexion arbeitet gleichzeitig als Ultraschallsender und —
empfanger. Sie besteht z.B. aus einem Saphirkristall mit geringer Dampfung und hoher

Schallgeschwindigkeit in der Grundform eines Zylinders, dessen Achse parallel zur
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Zylinderachse verlauft. Eine konkave spharische Kalotte bildet die brechende Flache der
Linse. Die Linsenkonkavitat fokussiert die vom Wandler ausgesendeten Wellen beim
Ubertritt in das Kopplungsmedium (meist Wasser) im Richtungsverlauf des Kurvaturradius.
Der Impedanzunterschied zwischen Saphir und dem Kopplungsmedium Wasser ist sehr
hoch, wodurch die Schallwellentransmission an der Saphir-Wasser-Grenzschicht mit ca. 3%
sehr gering ausfallt. Diese akustische Fehlanpassung kann mit einer dritten Schicht
zwischen den beiden Medien verringert werden. Verwendung finden
Entspiegelungsschichten u.a. aus SiO, oder Kalk-Glas. Die Linse muss nah an das Objekt
herangebracht werden, weil die Dampfung in den Kopplungsmedien grof} ist und mit der
benutzten Schallgeschwindigkeit quadratisch ansteigt. Dieser geringe Arbeitsabstand und
die Schwierigkeit, hochortsauflésende Transduceranordnungen herzustellen, erzwingen eine

rasternde Mikroskopie, bei der die Probe Punkt flir Punkt untersucht wird.

Mechanischer
Scanner

Schallwandler-m—

Saphir-
linse

Fokusebene
Probe

Abbildung 4: Das Prinzip des Puls-Echo-Verfahrens [54]

Die von der Probe reflektierten Echos werden von dem gleichen Wandler empfangen und in
ein elektrisches Signal umgewandelt. Den prinzipiellen elektronischen Aufbau eines

akustischen Rastermikroskopes zeigt Abbildung 5.
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Computer Display
A-Scope
B-Scope
C-Scope

Wasserbad

Abbildung 5: Stark vereinfachtes Blockdiagramm des Aufbaus eines akustischen

Rastermikroskopes

Der Schallwandler befindet sich auf der ebenen Ruckseite des Saphirkorpers. Die kurze
Pulsdauer erlaubt die Trennung des reflektierten vom gesendeten Signal. Um die nach
Reflexion an der Grenzflache zum Kopplungsmedium entstehenden Echosignale von der
Linsenoberflache und die aus der Probe stammenden Empfangssignale auf Grund der
unterschiedlichen Laufzeit trennen zu kénnen, wird die Empfangszeit durch ein Zeitfenster
begrenzt. Dadurch werden Interferenzen des Empfangsignals mit Wellen, die innerhalb der
Linse nach mehrfacher Binnenreflexion verzégert zum Wandler zuriickkehren, reduziert. Das

reflektierte Signal wird in einem Echo-Verstarker aufgenommen [10], [9].

Die Helligkeitsintensitat des Rasterbildes ist proportional zur Héhe des elektrischen
Eingangssignals der reflektierten Schallwelle und héngt von dem Reflexionskoeffizienten R
fur die Probe an der gescannten Stelle ab. Bei der Knochenuntersuchung erhalt man mit
dem akustischen Rastermikroskop eine gleichzeitige Darstellung der Struktur sowie der
akusto-mechanischen Merkmale der Probe, indem die Linse in der Horizontalen mechanisch
durch eine computergesteuerte Scaneinrichtung in x- und y-Richtung rasterférmig tber das
zu untersuchende Material bewegt wird. Dadurch erhalt man ein Einzelmerkmal flir jeden
gescannten Punkt der Probe sowohl beziglich der Probenmorphologie als auch im Hinblick

auf die lokalen Elastizitatseigenschaften [54].
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Die laterale Auflésung beschreibt die Trennfahigkeit des Ultraschallgerates fir zwei
Reflexionspunkte, die nebeneinander in gleicher Entfernung vom Transducer liegen. Eine
bessere laterale Auflésung kann man durch Fokussierung erreichen, bei welcher der
Durchmesser des Strahlenbilindels verringert wird. In der akustischen Rastermikroskopie im

Reflexionsmodus errechnet sich die laterale Auflésung nach Gleichung 1.
Gleichung 1: w=0,511y N.A.
Wobei N.A. die numerische Apertur der Linse des akustischen Rastermikroskopes und i die

Wellenlange des verwendeten Ultraschalls darstellen [11].

Die Ausgangsspannung V am Wandler ist abhangig von dem Abstand z der Oberflache des
Objektes vom Fokus der Linse. Die Spannungsamplitude des reflektierten Wellenblndels
wird bestimmt durch eine charakteristische V(z)-Funktion, die bei veranderten Linsen-
Probenabstanden z fir das Spannungssignal einen materialtypischen oszillierenden Verlauf
besitzt und bei Defokussierung periodisch mehrere Nebenmaxima sowie in der Fokusweite
der Linse ein Hauptmaximum aufweist. Dieser V(z)-Verlauf ist charakteristisch fir jedes
Material. Nach [11] kann das V(z)-Verhalten mit der von der Linse abhangigen
Pupillenfunktion P(0) und dem Abstand z der Materialoberflache zum Fokus der Linse mit

Gleichung 2 beschrieben werden.
V(z) 1akt sich angeben durch die

/2

Gleichung 2:  V(z) = / P(6) R(§) e *sin(9) cos( 6 dO

0

R(0) Reflektanzfunktion

P(6) Pupillenfunktion der Linse

k Wellenvektor in der Flissigkeit mitk =2 i/ A
z Linsen-Probenabstand in Vertikalrichtung

0 Einfallswinkel des Wellenbiindels zur Probenoberflachennormalen

Die Amplitude des V(z)-Signals ist abhangig von den lokalen Materialeigenschaften der

untersuchten Knochenprobe. Sie wird bestimmt durch die Intensitit der an der
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Probenoberflache reflektierten Ultraschallwelle. Deren Energie erzeugt nach dem
rickwartigen Auftreffen auf den Saphirkdrper der Linse am piezoelektrischen ZnO-Wandler
ein elektrisches Spannungssignal, das zur quantitativen Auswertung im Fokusabstand der
Linse zur Probe selektiv aufgezeichnet wird. Im Fokusabstand ist am ehesten gewahrleistet,
dass sich die Mehrzahl der auf die Probe eintreffenden und nach der Reflexion zum Wandler
zurticklaufenden Wellen in Phase befinden und die gleiche Frequenz haben, also
monochromatisch sind. Auch stammen diese reflektierten Wellen dann aus einem
Fokusbereich von geringem Durchmesser, so dass das Signal mit hoher Auflésung den

lokalen mechanischen Eigenschaften an der Probenoberflache zugewiesen werden kann.

Wellenblindel, die in axialer Richtung auf die Probe auftreffen, werden wieder in gleicher
Richtung entlang der Linsenachse reflektiert. Wellenblindel aus weiter peripher gelegenen
Anteilen der Linse, die so reflektiert werden, dass die Verlaufsrichtung des reflektierten
Bindels symmetrisch ist zum Verlauf des einfallenden Biindels, tragen ebenfalls bei
entsprechendem Phasenverhaltnis zum V(z)-Signal bei, da sie konstruktiv mit dem axialen
Wellenanteil interferieren, soweit sie sich im Fokus in Phase mit diesem befinden. Diese
Voraussetzung ist maximal fir die symmetrischen Wellenverlaufe im Linsenfokus
gewabhrleistet. Bei einer Abstandsveranderung der Linse in axialer Richtung (z-Richtung)
nehmen die positiven Interferenzen kontinuierlich ab, da die unterschiedlichen Wellenanteile
durch die Abstandsveranderung in ein Phasenverhaltnis destruktiver Interferenz zueinander
geraten, bis mit noch weiterer z-Veranderung wieder ein relatives Phasenverhaltnis von
ganzzahligen Vielfachen von 2n erreicht ist und sekundare Nebenmaxima das
Amplitudensignal bestimmen. Dies erklart den charakteristischen periodischen Verlauf der

V(z)-Kurven mit Abstandsanderung z.
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Abbildung 6: Bildentstehung durch den Scanvorgang in der Fokusebene und
Signalabschwéchung des V(z-) Signals bei Defokussierung in z-Richtung
[54]

Die Helligkeitsintensitat des entstehenden Rasterbildes stellt die Intensitdt des
elektronischen Eingangssignals dar, das die reflektierte Ultraschallwelle erzeugt, und hangt
von dem Reflexionskoeffizienten R fir die Probe an jeder gescannten Stelle ab. Nach
Gleichung 3

_Z1dp

Gleichung 3: R= 747,

Z,: Impedanz des Kopplungsmediums Wasser
Z,: Impedanz des Untersuchungsmediums Knochen

ist der Reflexionskoeffizient hier bei angenommener Konstanz fir Z; eine allein vom

Untersuchungsmaterial abhangige Groflde.

Die Gleichung 3 gilt unter der Voraussetzung, dass keine Scherwellen angeregt werden; von
dieser Voraussetzung kann ausgegangen werden, wenn die Wellenfront senkrecht auf die
Probenoberflache auftrifft. Flr diesen Fall wird das resultierende Reflexionssignal nur durch
die Wechselwirkung der longitudinalen Schallwelle mit der Probenoberflache an der
Grenzflache zum Kopplungsmedium Wasser bestimmt. Sobald man bei Abweichungen vom

senkrechten Einfallswinkel einen kritischen Winkel Uberschreitet, werden zu der
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longitudinalen Welle auch Scherwellen an der Probenoberflache erzeugt, die zu
Ausléschungsphanomenen  flihren aufgrund einer destruktiven Interferenz  bei
Phasenunterschieden der einzelnen Anteile des Wellenblndels. Das reflektierte Signal
wirde daher falschlicherweise zu geringe Werte annehmen. Bei einem Einfallswinkel von
weniger als 10° zum Lot ist hingegen gewahrleistet, dass die in transversaler Richtung
wirkende Komponente des Wellenvektors noch keine ausreichende Energie zur Erzeugung

von Scherwellen besitzt und daher nicht bertcksichtigt zu werden braucht.

Zusammen mit der Kenntnis der Pupillenfunktion und der Einstellungen fir die
VerstarkergroRen lassen sich die elastomechanischen Eigenschaften der untersuchten
Probe bei geringen Einfallswinkeln dann quantitativ angeben. Die Erflllung dieser Bedingung
war bei den durchgefiihrten Messungen dadurch gewahrleistet, dass mit Hilfe einer
topographischen  Mehrschichtbildanalyse  [54] mit einem dazu  entwickelten
Bildanalyseprogramm nur die den genannten Bedingungen entsprechenden Anteile des

Reflexionssignals in die quantitative Auswertung einbezogen wurden [54].

Aus diesen Bedingungen a3t sich schliellich die zu bestimmende Impedanz Z; fir den
Knochen ermitteln. In dieser materialabhangigen KenngréfRe sind die elastomechanischen

Eigenschaften des Knochens uber die Beziehung

Gleichung 4: Zi=pcC (o: Massendichte; c: Schallgeschwindigkeit)

enthalten. Bei senkrechtem Einfall der Welle kann keine Scherwellenanregung erfolgen. Fir
isotrope Materialien lassen sich aus der Kenntnis der Impedanz die mechanische Groflen

Steifigkeit C und Young’'scher Modul E nach den folgenden Gleichungen bestimmen:

Gleichung 5: C=pc?=Zc c: Schallgeschwindigkeit in Longitudinalrichtung

Gleichung 6: E_- C (1+w)(1-2p) - pc>(1+u)(1-2p)
(1-p) (I-p)

p: Poissonverhaltnis aus Lateral-und Axialdehnung

In [54] beschreiben Raum et al., dass die Beziehungen flir C und E von isotropen auf
anisotrope Materialien ausgeweitet werden kann, wie es fir kortikales Knochengewebe
notwendig ist. Kennt man die Impedanz und die im Mikrostrukturbereich zum Beispiel nach

[43] ermittelte Schallgeschwindigkeit im Zielgebiet des Knochens, kann man daraus die in
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der Biomechanik gebrauchlichen Gréflen Steifigkeit C und Elastizitatsmodul E berechnen.

4.3 MATERIALEIGENSCHAFTEN DES EINBETTUNGSMEDIUMS

Die Anfertigung planparalleler Untersuchungsobjekte ist durch die Einbettung in Methacrylat
und anschlieRendes Schneiden, Schleifen und Polieren gewahrleistet. Flissiges monomeres
Methylmethacrylat durchdringt Gewebe sehr gut. Durch Polymerisation entsteht daraus
Plexiglas (Polymethylmethacrylat), dessen Hartegrad durch die Zugabe von Weichmachern
variierbar ist. Dadurch eignet es sich zu weiteren Bearbeitung. Die Praparateimpedanz wird
durch die Einbettung in PMMA nur gering erhoht [79].
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5 Material und Methoden

5.1 PROBENGEWINNUNG

Die zur Untersuchung gelangten Gehdrkndchelchen entstammen von Felsenbeinen, die bei
Sektionen des Institutes fir Pathologie der Martin-Luther-Universitat, Halle-Wittenberg
entnommen wurden. Bei den zufallig ausgewahlten Verstorbenen (17 Manner, 8 Frauen) im
Alter von 38 bis 85 Jahren (mittleres Alter = 65,4 Jahre) konnte aufgrund der
Autopsieberichte eine systemische Knochenerkrankung ausgeschlossen werden (Tabelle 1).
Die Praparation der Felsenbeine mit Entnahme der Gehérknéchelchen erfolgte unter
mikroskopischer Kontrolle Uber einen enauralen bzw. retroaurikularen Zugang. Es wurden
nur solche Gehorknochelchen als gesund betrachtet, bei denen die mikroskopische
Inspektion des Gehdérganges, des Trommelfells und der Pauke ohne pathologischen Befund

war.

5.2 EINBETTUNG IN PMMA UND BEARBEITUNG

Die Proben wurden direkt nach der Entnahme aus dem Felsenbein in 70%-tigem Ethanol
fixiert, unter wiederholter Durchtrankung mit 70 %-tigem Ethanol dann aufsteigend in
96%igem und 100%igem Ethanol entwassert, in Histoclear®-Lésung (Xylol-Ersatz, 1,4-
Dimethylbenzol) Uber 24 Stunden gereinigt und zur Polymerisation in Polymethylmethacrylat
folgender Zusammensetzung eingebettet.

Uber mehrere Tage erfolgte die Einbettung in 100 Vol.% Polymethacrylat mit 100 ppm
Hydrochinon (Merck®). Danach wurden die Gehorkndchelchen Uber 24 Stunden in 90 Vol.%
Poymethacrylat mit 10 Vol.% Dibutylphthalath und Zusatz von 1g Benzoylperoxid je 100 ml
Ansatz gegeben. Bis zur Aushartung erfolgte die Einbettung in 90 Vol.% Polymethacrylat mit
10 Vol.% Dibutylphthalath mit Zusatz von 3 g Benzoylperoxid je 100 ml Ansatzlésung.
Dibutylphthalath diente dabei als Weichmacher fiir die Proben, um Briiche bei der spateren
Verarbeitung zu vermeiden. Benzoylperoxid initiiert die Polymerisation des fir die Lagerung

mittels Hydrochinon stabilisierten flissigen Polymethacrylats.

Die langsame Aushartung erfolgte im Glasréhrchen im Wasserbad bei Raumtemperatur in
einem variablen Zeitraum zwischen 1 und 3 Monaten, um eine luftfreie Polymerisation zu
gewahrleisten. Das beschriebene Verfahren fihrt zu haltbarem, nicht entkalkten

Knochengewebe [57].

Die aus dem Glasréhrchen geldsten Blécke wurden mit einem rotierenden EXAKT®-

Schleifgerat, das Uber eine horizontal oszillierende Vakuumprobenhalterung verfligt, mit
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Schleifpapier der Kérnung 1200-2400-4000 bearbeitet. Dadurch wurde eine weitgehende
Planparallelitdt der Praparate erreicht. Unmittelbar vor der Ultraschalluntersuchung wurde
die Probenoberflache mit Diamantpaste der Kérnung 1 um und 0,25 pm am Handschleifgerat
der Firma Stuers, Danemark, poliert und mit einem in Wasser und Ethanol getrankten Tupfer

gereinigt (Abbildung 7).

Abbildung 7: In PMMA eingebetteter Amboss

5.3 AKUSTISCHE RASTERMIKROSKOPIE MIT DEM KSI SAM 100

Die Probe wird mit einer im temperierbaren Wasserbad befindlichen Haltevorrichtung fixiert.
Die akustische Rastermikroskopie mit dem KSI SAM 100 (Abbildung 8) erfolgt in Reflexion
mit einer spharischen Linse, die mit einer elektronisch gestreuerten Scaneinrichtung
(Scanner) in einem bidestillierten entgasten Wasserbad Uber die Probe gefihrt wird. Das
Signal wird von einem Panametricswandler V2324 im Puls-Mode ausgesendet. Die
Pulsdauer betragt ca. 200 ns. Die Fokussierung erfolgt unter Kontrolle des Reflexsignals auf
dem Bildschirm. Das reflektierte Signal wird in einem Echoverstarker mit groRer Bandbreite
aufgenommen. Es wurde eine Messung im Fokus durchgefiihrt. Die mit diesem Gerat
erreichte laterale Auflosung liegt bei 25 MHz und 25 °C bei ca. 150 pym. Die Bildgrof3e betragt
dabei 10x10 mm.
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Scanner —}

Linse —
Probenhalterung im
Wasserbad

Abbildung 8: Das akustische Rastermikroskop KSI SAM 100

5.4 AKUSTISCHE RASTERMIKROSKOPIE MIT DEM KSI SAM 2000

Die akustische Rastermikroskopie in Reflexion erfolgte bei dem KSI SAM 2000 mit einer
Saphir (SnO,)-Linse, die mit Hilfe einer elektronisch gesteuerten Scaneinrichtung

rasterférmig Uber die zu untersuchende Probe gefuhrt wird (Abbildung 9.)

Die Linse hat eine Bandbreite von 0,8-1,2 GHz und einen halben Offnungswinkel von 50°.
Der Linsenkrummungsradius betragt 0,1 mm. Die Linse ist mit einer Kalk-Glas-Schicht
versehen, um den Impedanzsprung und damit die Wellenreflexion von Linse zu
Kopplungmedium zu verringern. Ein ZnO-Kristall dient als piezoelektrischer Wandler an der
planaren Gegenseite der Linse. Das Signal wird im Burst-Mode ausgesendet. Die Pulsdauer
betragt dabei ca. 20 ns. Die Empfangszeit ist durch ein Zeitfenster auf 30 ns begrenzt. Das
reflektierte Signal wird in einem Echoverstarker (Dioden-Detektor) mit groRer Bandbreite, der

gegen emittierte RF-Signale aus Umschaltvorgangen abgeschirmt ist, aufgenommen.

Unter lichtmikroskopischer Kontrolle wird die Probe auf dem horizontal verschiebbaren
Probentisch fixiert und anschlielend die akustische Linse Uber die Probe geschwenkt. Die
Fokussierung erfolgt unter Amplitudenkontrolle des Reflexsignals auf dem Bildschirm. Im
Fokus betragt der Linsen-Probenabstand etwa 46 ym. Die Messungen wurden in ca. 1uym
Abstanden in positiver und negativer z-Position vom Fokus (Multi-Layer-Analysis [54]) bei
einer Artbeitsfrequenz  von 900 MHz und 25 °C durchgefihrt. Unter diesen
Untersuchungsbedingungen wird eine laterale Auflésung von ca. 1,1 um erreicht. Die

BildgréRRe betragt dabei 1x1 mm.
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Auflichtmikroskop

Elektromechachanische
Komponenten

Linse
Probentisch

Abbildung 9: Das akustische Rastermikroskop KSI SAM 2000

5.5 BESTIMMUNG DER MESSPUNKTE FUR DIE AKUSTISCHE
RASTERMIKROSKOPIE

Das akustische Rastermikroskop KSI SAM 2000 gestattet einen maximalen Messbereich von
1x1 mm pro Messung Die Préparatoberfliche wurde in 1 mm? groBen Messflichen
systematisch abgescannt. Bei Messungen mit dem akustischen Rastermikroskop KSI SAM
100 konnte die gesamte Praparatoberflache bei einem Messbereich von 10x10 mm im

Ganzen untersucht werden.

Es erfolgte die Bestimmung der akustischen Impedanz vom  gesamten
Gehdrknochelchenanschnitt und von definierten Regionen. Die Einteilung in Regionen
erfolgte aufgrund von anatomischen Strukturen (Abbildung 10). Der Hammer wurde in
Region 1 (Caput) und in Region 2 (Collum , Processus lateralis, Processus anterius,
Manubrium ) unterteilt. Die Messwerte vom Amboss wurden ebenfalls 2 Regionen
zugeordnet. Region 1 entsprach dem Corpus und Crus breve, Region 2 dem Crus longum
und Processus lenticularis. Im Steigbligel entsprachen jeweils Caput, Crus anterius, Crus

posterius und Basis einer Region.

Hammer Ambol} Steigblgel

Abbildung 10:  Einteilung der Gehérknbchelchen in Regionen
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Hammer Region 1 Caput

Region 2 Collum, Processus lateralis, Processus anterius, Manubrium
Amboss: Region 1 Cormpus, Crus breve

Region 2 Crus longum, Processus lenticularis

Steigbligel Region 1 Caput

Region 2 Crus posterius
Region 3 Crus anterius
Region 4 Basis

5.6 OFF-LINE SIGNALVERARBEITUNG

Die quantitative Bestimmung der Knochenimpedanzen erfolgte mit der durch Raum et al. [54]
am Institut fir Medizinische Physik und Biophysik der Martin-Luther-Universitat Halle-

Wittenberg entwickelten Software unter Matlab 5.2.

Fir die quantitative Impedanzbestimmung ist es erforderlich, dass sich die Oberflache des
Objektes an jedem Bildpunkt im Fokus befindet, damit die komplexe Reflektanzfunktion
durch den Reflexionskoeffizienten ersetzt werden kann. Diese Bedingungen werden bei der
Herstellung der Proben nicht immer erreicht, da durch die mechanische Behandlung
(Schleifen, Polieren) z.B. weichere Materialien starker abgetragen werden und Apatitkristalle
aus dem Kollagenverbund herausgerissen werden konnen. Dies kann zu einer starkeren

Oberflachenunebenheit flihren.

Um sicherzustellen, dass sich die Oberflache an jedem zur Auswertung herangezogenen
Objektpunkt im Fokus befindet, wurde eine Schichtbildanalyse (Multi-Layer-Analysis) vom
IMPB entwickelt und damit die topographischen Einflisse auf die Messung der
Probenimpedanz kompensiert. Bei deutlich positiver Defokussierung aller Messpunkte
wurden in Abstanden von ca. 0,5 ym Bilder aufgenommen, bis an jedem Bildpunkt eine

deutlich negative Defokussierung auftrat. Dadurch war sichergestellt, dass jeder Objektpunkt
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durch den Fokus der Linse (Maximalwert) gewandert ist. Durch die Bestimmung dieser
Werte an allen Objektpunkten kann man die Topographie und die topographiekorrigierte
Maximalwertverteilung (sogenanntes Maximumbild) erhalten. Die so ermittelten Werte
wurden fur die Impedanzbestimmung nach Gleichung 3 herangezogen. Durch Algorithmen
der Software konnten die Impedanzwerte Punkt flr Punkt berechnet und Effekte durch
Kanten, lokale Oberflachenneigungen, Stérungen an Grenzflachen mit hohen
Impedanzunterschieden und Uber- oder Untersteuerung des Signals ausgeschlossen
werden. Jedem Impedanzwert wurde in der bildlichen Darstellung eine Farbe zugeordnet.
Bildbereiche, die nur aus dem Einbettungsmedium PMMA bestanden (z.B. Randzonen, mit
PMMA aufgefillte Volkmann- und Havers-Kanale) wurden durch eine Ausschlussmaske bei
der Knochenimpedanzberechnung nicht berlcksichtigt [54]. Zur Kalibrierung der
temperaturabhangigen Schalldampfung erfolgte an Referenprobenz (PMMA, Suprasil®,
Polycarbonat) die Dichtebestimmung nach der Auftriebsmethode und Bestimmung der
Schallgeschwindigkeit durch Puls-Echo-Laufzeitmessungen. Diese Werte wurden zur
Impedanzberechnung verwendet. Als Referenzsignal wurde das Linsenecho bei bekannten
Verstarkereinstellungen Uber einen relevanten Temperaturbereich erfasst und in einer

Kalibrierungskurve aufgezeichnet.

Die statistische Auswertung (einfaktorielle Varianzanalyse) erfolgte mit Origin 6.0 OG

Professional .
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6.1 AKUSTISCHE RASTERMIKROSKOPIE MIT DEM KSI SAM 100
6.1.1 Untersuchungen am Hammer

6.1.1.1 Qualitative Analyse

Es wurde von 17 Hammern die Maximalwert- und Impedanzwertverteilung bei einer
Ultraschallfrequenz von 25 MHz ermittelt. Abbildung 11 veranschaulicht die typische
Verteilung der Maximalwerte des reflektierten Schalls in einem Hammerschnitt. Bereiche mit
einer starken Reflexion der Ultraschallwellen sind hell und Abschnitte mit einer geringern
Reflexion dunkel dargestellt. Der Hintergrundsgrauton ist ein Mal fur die akustische
Reflexion des Einbettungsmediums PMMA. Abbildung 12 zeigt die aus den Maximalwerten
berechnete Verteilung der akustischen Impedanzwerte. Bereiche hoherer akustischer
Impedanz, z.B. im Bereich des Hammerkopfes, sind im roten Farbton dargestellt. Im Bereich

des Hammergriffes sind Abschnitte mit niedriger akustischer Impedanz sichtbar (hellblauer
Farbton).

160

450

in mm

140

y-Achse

30

20

x-Achse  in mm

Abbildung 11:  Maximalwertverteilung in einem Hammerschnitt in Grauwerten (willkiirliche
Skala)
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Abbildung 12:  Impedanzwertverteilung in einem Hammerschnitt

6.1.1.2 Quantitative Analyse

Mit Hilfe der vom IMPB entwickelten Software wurden die Impedanzmittelwerte flr die
Schnittflachen durch den gesamten Hammeranschnitt, Region 1 (Caput) und Region 2
(Collum, Processus lateralis, Processus anterius, Manubrium) ermittelt. In Diagramm 1 ist die
Verteilung der Messwerte fiir die einzelnen Regionen dargestellt.
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Diagramm 1:  Punktdiagramm der Hammermesswerte

Die mittlere akustische Impedanz der gesamten Hammerschnittflache betrug (7,13 + 0,80)
Mrayl. Fir Region 1 wurde eine mittlere akustische Impedanz von (7,42 + 0,91) Mrayl und flr
Region 2 eine mittlere akustische Impedanz von (6,5 + 0,65) Mrayl ermittelt. Der Unterschied
der Impedanzmittelwerte fur Region 1 und 2 war statistisch signifikant (einfaktorielle
Varianzanalyse, p=0,003). In Diagramm 2 sind die Impedanzmittelwerte mit
Standardabweichung fur den gesamten Hammeranschnitt und die verschiedenen Regionen

des Hammers dargestellt.
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Diagramm 2:  Impedanzmittelwerte mit Standardabweichung fiir die verschiedenen

Regionen des Hammers (n=17)

Zur Untersuchung einer Altersabhangigkeit der akustischen Impedanz erfolgte die Einteilung
in drei Altersklassen.

Klasse I: <60 Jahre 7 Messungen
Klasse II: 60-70 Jahre 6 Messungen
Klasse III: | >70 Jahre 3 Messungen

Ein statistisch signifikanter Unterschied der Impedanzmittelwerte zwischen den Altersklassen

war nicht feststellbar (einfaktorielle Varianzanalyse, p>0,1).

6.1.2 Untersuchungen am Amboss

6.1.2.1 Qualitative Analyse

Es wurde von 19 Ambossen die Verteilung der Maximal- und Impedanzwerte bei einer
Ultraschallfrequenz  von 25 MHz ermittelt. Abbildung 13 verdeutlicht die
Maximalwertverteilung des reflektierten Schalls in einem typischen Ambosslangsschnitt.
Bereiche mit einer starken Reflektion der Ultraschallwellen sind hell und Abschnitte mit einer
geringeren Reflektion dunkel dargestellt, wie sie z. B. im Bereich des Crus breve und Corpus

zu sehen sind. Der Hintergrundsgrauton wird durch das Einbettungsmedium PMMA
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hervorgerufen.

Abbildung 14 zeigt das aus den Maximalwertbild ermittelte

Impedanzverteilungsbild. Bereiche hdherer Impedanz (roter Farbton, akustische Impedanz
ca. 12 Mrayl) finden sich z. B. im Bereich des Crus breve.
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Abbildung 13:
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Maximalwertverteilung in einem Ambossschnitt in Grauwerten (willkiirliche
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Abbildung 14:  Impedanzverteilung in einem Ambossschnitt

6.1.2.2 Quantitative Analyse

Es wurden von 19 Ambossen die Impedanzmittelwerte bei einer Ultraschallfrequenz von 25

MHz ermittelt. In Diagramm 3 ist fiir die einzelnen Praparate die akustische Impedanz in rayl
als Punktdiagramm dargestellt.
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Diagramm 3:  Punktdiagramm der Ambossmesswerte

Die Impedanzmittelwerte mit Standardabweichung von 19 Ambossen zeigt Diagramm 4.
Dabei betrug der Mittelwert der akustischen Impedanz der gesamten Ambossschnittflache
(6,74 + 0,97) Mrayl, fir Region 1 (Corpus, Crus breve) (6,90 + 1,03) Mrayl und fiir Region 2
(Crus longum, Processus lenticularis) (6,04 =+ 0,84) Mrayl. Der Unterschied der
Impedanzmittelwerte von Region 1 und Region 2 war statistisch signifikant (einfaktorielle

Varianzanalyse, p=0,008).
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Diagramm 4:  Impedanzmittelwerte mit Standardabweichung fiir die verschiedenen

Regionen des Amboss (n=19)

Zur Untersuchung einer Altersabhangigkeit der akustischen Impedanz erfolgte die Einteilung

in drei Altersklassen.

Klasse I: <60 Jahre 8 Messungen
Klasse II: | 60-70 Jahre 7 Messungen
Klasse III:  |>70 Jahre 5 Messungen

Ein statistisch signifikanter Unterschied der Impedanzmittelwerte zwischen den Altersklassen

war nicht feststellbar (einfaktorielle Varianzanalyse, p>0,6).

6.1.3 Untersuchungen am Steigbiligel

6.1.3.1 Qualitative Analyse

Es wurde von 5 Steigbiigeln die Maximalwert- und Impedanzwertverteilung ermittelt und
graphisch dargestellt. In Abbildung 15 ist die Maximalwertverteilung eines typischen
Steigbigels zu sehen. Hellere Farbtone findet man im Bereich der Fu3platte, welche dort auf
eine starke Reflexion der Schallwellen hinweisen. In Abbildung 16 sieht man die
Impedanzwertverteilung in diesem Steigbligel. Héhere akustische Impedanzen (gelber
Farbton, ca. 10 Mrayl) findet man z.B. im Bereich der Ful3platte.
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Abbildung 15:  Maximalwertverteilung in einem Steigbligelschnitt in Grauwerten (willkiirliche
Skala)
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Abbildung 16:  Impedanzverteilung in einem Steigbligelschnitt
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6.1.3.2 Quantitative Analyse

Es wurden die Impedanzmittelwerte von 5 gesunden Steigblgelschnitten ermittelt. In
Diagramm 5 ist die akustische Impedanz in rayl fir die einzelnen Praparate als

Punktdiagramm dargestellt.
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Diagramm 5:  Punktdiagramm der Steigbligelmesswerte

Die daraus errechneten Impedanzmittelwerte mit Standardabweichung fir die einzelnen
Regionen des Steigbligels zeigt Diagramm 6. Fir die gesamten Steigbulgelschnitte wurde
eine mittlere akustische Impedanz von (4,67 + 0,57) Mrayl ermittelt. Fir Region 1 (Caput)
betrug die mittlere akustische Impedanz (4,16 + 0,01) Mrayl, fur Region 3 (Crus anterius)
(4,39 + 0,65) Mrayl, flr Region 2 (Crus posterius) (4,52 + 0,65) Mayl und fir Region 4 (Basis)
(4,78 + 0,54) Mrayl. Statistisch signifikant war nur der Unterschied der akustischen Impedanz
zwischen Region 1 (Caput) und Region 4 (Basis) (einfaktorielle Varianzanalyse, p=0,005).
Eine Untersuchung der Altersabhangigkeit der akustischen Impedanz war aufgrund der

geringen Praparateanzahl nicht mdglich.
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Diagramm 6:  Impedanzmittelwerte mit Standardabweichung fiir die verschiedenen

Regionen des Steigbligels (n=5)

6.2 AKUSTISCHE RASTERMIKROSKOPIE MIT DEM KSI SAM 2000
6.2.1 Untersuchungen am Hammer

6.2.1.1 Qualitative Analyse

Es wurde mit dem Multi-Layer-Verfahren die Impedanzwertverteilung in einem Hammer bei
900 MHz ermittelt. Abbildung 17 bis Abbildung 20 zeigen reprasentative Bereiche (Caput,
Collum, Hammer-Amboss-Gelenk und Manubrium) als Impedanzverteilungsbild. Bereiche
héherer akustischer Impedanz sind im gelben und roten Farbton abgebildet (akustische
Impedanz von ca. 4 Mrayl). Das Einbettungsmedium PMMA, welches am Rand und in den

Lakunen sichtbar ist, weist eine akustische Impedanz von ca. 2,7 Mrayl auf.
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Abbildung 17:  Impedanzverteilung, Ausschnitt Caput
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Abbildung 18:  Impedanzverteilung, Articulatio incudomallearis
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6.2.1.2 Quantitative Analyse

Mit Hilfe der am IMPB entwickelten Software wurden die Impedanzmittelwerte fir die
Schnittflachen durch den gesamten Hammer, Region 1 (Caput) und Region 2 (Collum,
Processus lateralis, Processus anterius, Manubrium) ermittelt. In Diagramm 7 sind die
Impedanzmittelwerte mit Standardabweichung fiir die verschiedenen Regionen des

Hammers dargestellt. Dabei betrug die akustische Impedanz der gesamten

+

Hammerlangsschnittflache (3,23 + 0,28) Mrayl. Fir Region 1 wurde ein Mittelwert der
akustischen Impedanz von (3,42 + 0,30) Mrayl und fur Region 2 von (3,06 = 0,12) Mrayl
ermittelt. Es besteht ein statistisch signifikanter Unterschied der Impedanzmittelwerte

zwischen Region 1 und Region 2 (einfaktorielle Varianzanalys, p<0,05).
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Diagramm 7:  Impedanzmittelwerte mit Standardabweichung fir die verschiedenen

Regionen des Hammers (bei 900 MHz)

6.2.2 Untersuchungen am Amboss

6.2.2.1 Qualitative Analyse

Es wurde mit dem Multi-Layer-Verfahren die Impedanzwertverteilung in einem Amboss bei
900 MHz ermittelt.

Abbildung 21 bis Abbildung 24 zeigen die Verteilung der akustischen Impedanzwerte.

Bereiche hoherer akustischer Impedanz sind im gelben und roten Farbton abgebildet
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(akustische Impedanz von ca. 4 Mrayl). Das Einbettungsmedium PMMA, welches am Rand

in den Lakunen sichtbar ist, weist eine akustische Impedanz von ca. 2,7 Mrayl auf.
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Abbildung 22: Impedanzverteilung, Ausschnitt Crus breve
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Abbildung 23: Impedanzverteilung, Ausschnitt Articulatio incudomallearis
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Abbildung 24: Impedanzverteilung, Ausschnitt Crus longum
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6.2.2.2 Quantitative Analyse

Es wurden die Impedanzmittelwerte flr die Schnittflache durch den gesamten Amboss,

Region 1 (Corpus, Crus breve) und Region 2 (Crus longum, Prozessus lenticularis)
bestimmt.

In Diagramm 8 sind die Impedanzmittelwerte mit Standardabweichung fur die verschiedenen
Regionen des Amboss dargestellt. Die akustische Impedanz betrug bei 900 MHz fir die
gesamte Ambossschnittflache (3,66 + 0,37) Mrayl. Fir Region 1 wurde eine akustische
Impedanz von (3,87 + 0,27) Mrayl und fir Region 2 von (3,31 + 0,03) Mrayl ermittelt. Es
wurde ein statistisch signifikanter Unterschied der Impedanzmittelwerte zwischen Region 1

und 2 festgestellt (einfaktorielle Varianzanalyse, p<0,001).
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Diagramm 8:  Impedanzmittelwerte mit Standardabweichung fiir die verschiedenen
Regionen des Ambosses (bei 900 MHz)

6.2.3 Untersuchungen am Steigbiigel

6.2.3.1 Qualitative Analyse

Die Untersuchungen am Steigbtigel erfolgten mit 900 MHz, was einer lateralen Auflosung
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von ca. 1 ym entspricht. Der Messbereich betrug 1x1 mm. Die Impedanzverteilung im
Mikrostrukturbereich wird an reprasentativen Ausschnittsbildern deutlich. Sie wurde mit dem
Multi-Layer-Analysis-Verfahren bei 900 MHz ermittelt.

Abbildung 25 bis Abbildung 28 zeigen die Verteilung der akustischen Impedanzwerte.
Bereiche hoéherer akustischer Impedanz sind im gelben und roten Farbton abgebildet
(akustische Impedanz von ca. 4 Mrayl). Das Einbettungsmedium PMMA, welches am Rand

in den Lakunen sichtbar ist, weist eine akustische Impedanz von ca. 2,7 Mrayl auf.
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Abbildung 25: Impedanzverteilung, Ausschnitt Ubergang Steigbligelfussplatte zum
Steigbligelbogen
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Abbildung 27: Impedanzverteilung, Ausschnitt Steigbligelbogen
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Abbildung 28: Impedanzverteilung, Steigbligelképfchen

6.2.3.2 Quantitative Analyse

Es wurden die Impedanzmittelwerte fur die Schnittflache durch den gesamten Steigbulgel,
den Steigblgelkopf, den vorderen und hinteren Bogen und die Steigbuigelfussplatte ermittelt.
In Diagramm 9 sind die Impedanzmittelwerte mit Standardabweichung fiir die verschiedenen
Regionen des Steigblgels dargestellt. Die akustische Impedanz betragt fur die gesamte
Steigbugelschnittflache (3,96 + 0,32) Mrayl. Fir Region 1 (Caput) wurde eine akustische
Impedanz von (3,65 + 0,05) Mrayl, flir Region 2 (Crus posterius) von (3,71 + 0,10) Mrayl, flr
Region 3 (Crus anterius) von (3,69 + 0,05) Mrayl und fur Region 4 (Basis) von (4,30 + 0,14)
Mrayl ermittelt. Ein statistisch signifikanter Unterschied der Impedanzmittelwerte war
zwischen Region 4 und Region 1-3 nachweisbar (einfaktorielle Varianzanalyse, p<0,005).
Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Caput, Crus anterius und Crus posterius

bestand nicht (einfaktorielle Varianzanalyse, p>0,4).
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Diagramm 9:  Impedanzmittelwerte mit Standardabweichung fiir die verschiedenen
Regionen des Steigbiigels (bei 900 MHz)

6.3 VERGLEICH DER GEHORKNOCHELCHENIMPEDANZ

6.3.1 KSI SAM 100

Es erfolgte ein Vergleich der akustischen Impedanz der gesamten Hammer-, Amboss- und
Steigbugelschnitte, die bei einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz ermittelt wurde (Diagramm 10).
Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied der Impedanzmittelwerte der Hammer

(7,13 Mrayl) und der Ambosse (6,74 Mrayl) (einfaktorielle Varianzanalyse, p=0,2).

Der Unterschied der Impedanzmittelwerte von Hammer und Steigblgel (4,66 Mrayl) war
statistisch  signifikant (einfaktorielle Varianzanalyse, p<0,001). Ebenfalls waren die

Impedanzmittelwerte von Amboss und Steigbiigel statistisch signifikant (einfaktorielle
Varianzanalyse, p<0,001).
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Diagramm 10: Mittlere akustische Impedanz von Gehdrknéchelchen mit Standardabweichung bei

einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz

6.3.2 KSI SAM 2000

Es erfolgte ein Vergleich der mittleren akustischen Impedanz zwischen den einzelnen
Gehorknochelchen bei einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz. Der Unterschied zwischen
Hammer, Amboss und Steigblgel war statistisch signifikant (einfaktorielle Varianzanalyse,
p<0,02) (Diagramm 11).
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Diagramm 11: Mittlere akustische Impedanz mit Standardabweichung von

Gehébrknéchelchen bei einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz
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7 Diskussion

Mit der akustischen Rastermikroskopie ist es mdglich, die akustische Impedanz von
Gehorknéchelchen in - makroskopischer und mikroskopischer Auflésung qualitativ und

quantitativ im Ultraschallbereich zu bestimmen.

In den Schnittbildern von Hammer, Amboss und Steigbtigel zeigte sich in der akustischen
Rastermikroskopie bei einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz eine inhomogene Verteilung der
akustischen Impedanz. Gaihede et al. [17] wiesen 1997 bei der akustischen
Rastermikroskopie und gleicher Arbeitsfrequenz im Grauwertbild von Hammer, Amboss und
Steigbligel ebenfalls eine inhomogene Verteilung der Grauwertstufen und damit indirekt der
akustischen Impedanz nach. Im Ambosskérper und Hammerkopf befanden sich in den
eigenen Untersuchungen Areale erniedrigter Impedanz (akustische Impedanz < 7 Mrayl).
Der Ubergang von der Steigblgelfussplatte zum vorderen und hinteren Schenkel wies
hingegen Bereiche hoherer akustischer Impedanz auf (akustische Impedanz > 9 Mrayl bei 25
MHz). Damit wurden die Untersuchungen von Gaihede et al. [17] am Steigbligel bestatigt, in
denen ebenfalls qualitative Unterschiede der akustischen Impedanz in diesen Bereichen
festgestellt wurden. In der Literatur gibt es keine Angaben Uber die Verteilung der
akustischen Impedanz in Gehorkndchelchen bei einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz. In den
eigenen Untersuchungen konnte erstmals an Gehorkndchelchen gezeigt werden, dass auch
bei einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz die Verteilung der akustischen Impedanz in den
Schnitten von Hammer, Amboss und Steigbtigel inhomogen ist. Die Ursache dafir liegt
vermutlich an dem anisotropen Aufbau der Gehdrkndchelchen aus verschiedenen
Gewebekomponenten. Wie u.a. von Beck und Wustrow [3], [76] beschrieben, befinden sich
in den Gehorknéchelchen unter einem zarten Schleimhautiberzug und einem dinnen
Periost Strahnenknochen, geflechtartiger Knochen, Lamellenknochen und auch verkalkte
Knorpelreste.

In Lamellenknochen des Skeletts wurde in zahlreichen Untersuchungen die anisotrope
Verteilung der akustischen Impedanz nachgewiesen. So fand z.B. Hunt [33] bei einer
Arbeitsfrequenz von 50 MHz die héchsten Elastizitatsmoduln im antero-lateralen Bereich des
Femurs sowie im antero-lateralen Bereich der Tibia. Hunt fihrte diese Unterschiede des
Elastizitatsmoduls auf die Krafteverteilung beim Gang zurlick. Systematische
Untersuchungen der qualitativen Verteilung der akustischen Impedanz in Gehérknéchelchen
fehlen in der Literatur.

Ebenfalls sind in der Literatur keine Angaben Uber eine quantitative Bestimmung der
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akustischen Impedanz von Gehoérknéchelchen zu finden.

Die in den eigenen Untersuchungen ermittelte mittlere akustische Impedanz bei einer
Arbeitsfrequenz von 25 MHz war fur die untersuchten Hdmmer mit 7,13 Mrayl am grofRten.
Die Steigbugel wiesen mit 4,67 Mrayl die geringste akustische Impedanz unter den
Gehorknochelchen auf. Die akustische Impedanz der Ambosse lag mit 6,74 Mrayl
dazwischen. In Bezug auf die untersuchten Regionen der Hdmmer wies der Hammerkopf mit
7,42 Mrayl eine statistisch signifikant hohere Impedanz als das Manubrium mit einer
akustischen Impedanz von 6,5 Mrayl auf. Der Ambosskdrper und der kurze Ambossfortsatz
hatten in den geschilderten Untersuchungen bei einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz eine
akustische Impedanz von 6,9 Mrayl. Der lange Ambossfortsatz wies dagegen eine geringere
akustische Impedanz von 6,04 Mrayl auf. Dieser Unterschied der akustischen Impedanz ist
statistisch signifikant. Diese Werte werden an dieser Stelle mangels vergleichbarer
quantitativer Untersuchungen mit dem akustischen Rastermikroskop an Gehérknéchelchen
mit Werten der mechanischen Festigkeit von Gehdérknéchelchen verglichen, die Glaninger
[18] und Huttenbrink [29] in Biegungs- und Bruchversuchen ermittelten. Glaninger stellte eine
auffallend grofie Bruchfestigkeit des langen Ambossschenkels fest. Bei einer Kompression
fand er eine Berstung der Gehorknochelchenkérper erst bei Kraften von ca. 150 N. Zur
Prifung der mechanischen Festigkeit von Gehorknochelchen flihrte Huttenbrink
Bruchmessungen mit einer anatomischen Klemme durch. Er beobachtete das Zerbrechen
der Ossikelkorper, unabhangig von der Aufbewahrung, ebenfalls bei einer Belastung von ca.
150 N (entsprechend einer Belastung mit 15 kg). Die trockenen Knochen zerbrachen bei
Erreichen der Berstungsbelastung. Die feuchten Gehorkndchelchen wurden hingegen eher
zerquetscht. In der daraufhin durchgefuhrten Rontgenuntersuchung lieRen sich keine
reproduzierbaren, regelmaRigen Verlaufe der Bruchlinien feststellen. Die Untersuchung der
Gehorkndchelchen mit dem akustischen Rastermikroskop bei einer Arbeitsfrequenz von 25
MHz erbrachte eine erhdhte akustische Impedanz (vergleichbar mit der mechanischen
Steifigkeit) im Bereich der Kérper von Hammer und Amboss gegenuber den Fortsatzen. Eine
Ubereinstimmung mit den Schlussfolgerungen von Glaninger und Hittenbrink konnte hier
festgestellt werden, obwohl natlrlich beachtet werden muss, dass die akustische Impedanz

und die mechanische Bruchfestigkeit verschiedene Messgrofien darstellen.

Die mit einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz ermittelten mittleren akustischen Impedanzen
lagen bei den untersuchten Gehorkndchelchen bei 4,7 bis 7,1 Mrayl, die bei einer
Arbeitsfrequenz  von 900 MHz ermittelte akustische Impedanz der untersuchten
Gehorknoéchelchen hingegen bei 3,2 bis 4,0 Mrayl. Die akustische Impedanz ist abhangig

von der Arbeitsfrequenz. Hochfrequente Wellen werden nach Rho [55] starker durch
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beugende Materialeigenschaften des Knochens im mikroskopischen Bereich beeinflusst als
Schallwellen im mittel- bis niederfrequenten Ultraschallbereich. Es existiert offenbar eine
strukturbedingte Dispersion der akustischen Impedanz des Knochengewebes, welche die
niedrigeren Impedanzwerte bei hdéheren Frequenzen erklaren koénnte. Mangels
Vergleichswerten der akustischen Impedanz von Gehdrkndchelchen wurden die ermittelten
Impedanzwerte der Gehdrkndchelchen mit den Impedanzwerten anderer menschlicher
Knochen verglichen. Im Frequenzbereich bis 100 MHz sind mittlere Impedanzen an
kortikalem Knochen im Bereich von 7 bis 10 Mrayl ermittelt worden [67], [78], [79]. Bei einer
Arbeitsfrequenz von ca. 50 MHz fanden Weiss et al. [75] am menschlichen Femur eine
mittlere akustische Impedanz von ca. 7,7 Mrayl. Bei einer Frequenz von 70 MHz fand Lees
et al. [37] eine Schallgeschwindigkeit von 4,47 km/s. Cusack et al. [12] ermittelten in nicht
mineralisierten kollagenen Fasern bei 7 GHz eine Geschwindigkeit von 1,89 km/s in radialer
und 2,64 km/s in axialer Richtung. Ahnliche Resultate erzielten Maev et al. [43] bei einer
Frequenz von 450 MHz. Direkt vergleichbar sind nur die von Raum und Smitmans et al. [54],
[68] mit dem gleichen Gerat und unter gleichen Versuchsbedingungen an menschlichen
Femurknochen ermittelten Impedanzwerte von 2,5 bis 5,5 Mrayl bei einer Arbeitsfrequenz
von 900 MHz. Die mittleren Impedanzwerte der Gehérknéchelchen (3,2 Mrayl — 4,0 Mrayl)
liegen in dem fir den Femurknochen ermittelten Impedanzbereich. Dies kann darauf
hindeuten, dass die akustische Impedanz der Gehoérknéchelchen ahnlich der des kortikalen
Bereichs des Femurs ist.

Die Ausbreitungsgeschwindigeit von niederfrequentem Ultraschall (bei 25 MHz laterale
Auflésung ca. 150 pum) kann nur Aussagen Uuber eine grobe Anisotropie der
Gehorknéchelchen ermoglichen. Messungen mit 900 MHz und einer lateralen Auflésung von
ca. 1 uym lassen eine sensitivere Erfassung von richtungsabhangigen Unterschieden der
Schallausbreitung im Knochen zu. Hoéherfrequente Ultraschallwellen haben eine kirzere

Wellenlange und erméglichen damit eine bessere Auflésung.

Die Messungen wurden an postmortal enthommenen und in PMMA eingebetteten
Gehorknéchelchen vorgenommen. Durch die Art der Praparation kdénnen sich die
mechanischen und damit ebenso die akustischen Eigenschaften von Gewebe verandern
[63], [67]. Der Frage, inwieweit die Dehydrierung und Einbettung in PMMA die akustische
Impedanz beeinflussen, gingen Zimmermann et al. [79] in einer Studie nach. Demzufolge
bewirkt die Einbettung bei Rinderknochen eine signifikante Erhéhung der akustischen
Impedanz um ca. 5% im Vergleich zu nativem Knochen. Durch den Wegfall des interstitiellen
Wassers (Impedanz ca. 1,48 Mrayl) nach Dehydrierung mit Alkohol ist das selektive

Reflexsignal fiir die Gehorkndchelchen in-vitro wahrscheinlich grofier als in natura. In einer
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Arbeit von Mc Donald [44] wird auf die Erhéhung der Knochenfestigkeit durch die
Durchblutung des Knochens hingewiesen. Die akustische Impedanz der Gehoérknéchelchen
wird moglicherweise ebenfalls von der Durchblutung beeinflusst. In der eigenen
Untersuchung wurde versucht, die Einwirkung von PMMA bei der Impedanzbestimmung zu
reduzieren, indem eine elektronische Ausschlussmaske den Eingang der Reflexionssignale
aus PMMA-Bezirken fur die Impedanzbestimmung registrierte und von dem lokalen V(z)-
Signal digital subtrahierte, so dass nur Signalanteile aus festen Knochengewebebezirken bei
Ausschluss der dazwischen liegenden PMMA- geflllten Hohlrdume in die
Impedanzbestimmung eingingen. Die Anwendung der Ausschlussmaske erbrachte fir die
selektiven Signale aus Knochenarealen hdhere Impedanzwerte als in Kombination mit
PMMA-Reflexionssignalen, da im PMMA im Vergleich zu Knochen durchschnittlich geringere
Signalintensitaten flr das Reflexionssignal erzeugt werden.

Im Vergleich zu nativem Knochen ist aus dem gleichen Grund durch den Wegfall des
interstitiellen Wassers (Impedanz ca. 1,48 Mrayl) nach Abschluss der Einbettung in Alkohol
das selektive Reflexionssignal fir Knochen vermutlich héher als in natura. Nach Takano [69]
ist die Einbettung in PMMA jedoch unbedeutend fiir die Bestimmung der Anisotropie des
Knochens mittels akustischer Rastermikroskopie.

Die fur die akustische Rastermikroskopie gerade in hohen Frequenzen erforderliche exakt
glatte und plane Oberflache wird durch Schleifen und Polieren erreicht. Diese Bearbeitung
der filigranen Gehorknochelchen wurde erst durch die Einbettung in PMMA maglich.

Eine Messung vitaler, in situ befindlicher Gehdrknéchelchen ware winschenswert, ist aus

technischen Grunden aber bisher nicht moglich.

Ein statistisch signifikanter Einfluss des Alters auf die akustische Impedanz der
Gehorknéchelchen war in den geschilderten Versuchen bei einer Arbeitsfrequenz von 25
MHz nicht nachweisbar. Ein altersbedingter Einfluss auf die elastischen
Knocheneigenschaften wurde in verschiedenen Versuchen jedoch bei kortikalem Knochen
festgestellt [1], [68], [80]. Bezlglich der Alterseinfliisse auf die elastischen Eigenschaften von
kortikalem Knochen haben Ambardar und Ferris [1] Untersuchungen an Femora von Rindern
und Schafen durchgefihrt und eine Zunahme der Steifigkeit des Knochengewebes mit
zunehmendem Alter festgestellt. Dabei soll ein Ersatz von Kollagenstrukturen durch
amorphes Gewebe auftreten, wobei es durch die sukzessive Einlagerung von Kristallen zu
einer Abnahme der Elastizitdit kommen soll. Handschin und Stern [23] stellen ab dem 50.
Lebensjahr eine signifikanten Anderung der Kristallisationsrate von menschlichem Knochen
(Christa iliaca) fest. Das mittlere Alter der Gehérknéchelchen dieser Untersuchungsreihe lag

bei 65,4 Jahren mit einem Uberwiegenden Anteil von Ossikeln alterer Menschen. Eine
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systematische Untersuchung von Gehdrkndchelchen junger Menschen war auf Grund der
Entnahme von Felsenbeinen von hauptsachlich alteren Verstorbenen am Institut flr
Pathologie der Martin-Luther-Universitat nicht gegeben. Die akustische Impedanz von

juvenilen Gehoérkndchelchen misste in nachfolgenden Untersuchungen ermittelt werden.

Die Ultraschalltechnik ermdglicht im Gegensatz zur Lichtmikroskopie die visuelle Darstellung
von Knochenstrukturen ohne Anwendung von Farbetechniken und zusatzlich die Erfassung
der akustischen Impedanz der Knochenoberflache. Tief unter der Knochenoberflache
gelegene Regionen kdénnen mit der hochfrequenten akustischen Rastermikroskopie nicht
untersucht werden. Die benutzten Schallfrequenzen sind dazu zu hoch, um ein zur
Linsenrickflache reflektiertes Ultraschallsignal zu erhalten, da die hochfrequenten
Schallwellen eine zu starke Abschwachung im Knochengewebe erfahren.

Die Auswertung aller Proben zeigt, dass einzelne Untersuchungsareale gezielt aufgesucht
werden kénnen, um die dort vorliegenden charakteristischen Impedanzwerte zu bestimmen.
Dies kann flir die systematische Ermittlung der akustischen Impedanz von bestimmten
anatomischen Strukturen (z.B. Steigbligelkdpfchen, Hammer- und Ambosskoérper u.s.w.)
genutzt werden.

Zur Kompensation von Sekundareinflissen auf das Signal diente ein am IMPB erarbeitetes
Verfahren, bei dem Kalibrierungen fiir Reflexionssignale unter verschiedenen
Temperaturbedingungen zur Gewinnung von Referenzkurven durchgefihrt wurden
(dynamische Kalibrierung). Dabei dienten Reflexionssignale von der Linsenoberflache, die im
Zusammenhang mit jeder Probenmessung aufgenommen wurden, als Informationssignal
Uber die aktuell bei jeder Messung vorliegenden Temperaturbedingungen. Die
Linsenreflexionssignale wurden mit den Referenzwerten aus der dynamischen Kalibrierung
abgeglichen. Die Messwerte der Gehdrkndchelchen wurden entsprechend den vorliegenden
Umgebungsbedingungen im Abgleich mit den Referenzwerten korrigiert [54].

Sobald Luftblaschen im Kopplungsmedium Wasser auftraten, wurden Bereiche des
Wellenblindels vor Erreichen der Probe oder nach der Reflexion an der Probenoberflache
total reflektiert, so dass sie nicht mehr zur Signalgebung fur das Bildsignal beitrugen.

Im Versuch wurde zur Minderung dieses Fehlers entgastes und destilliertes Wasser
verwendet. Dadurch wurde eine annahernd analoge Dampfung der Schallwellenausbreitung
durch das Kopplungsmedium fiir alle Messungen gewabhrleistet.

Unterschiede im Oberflachenrelief mit einem Neigungswinkel im Bezug zur Horizontalen
lieRen sich aufgrund von mechanischen Bearbeitungsfehlern wahrend der Probenanfertigung
nicht komplett vermeiden. Das verwendete Signalanalyseprogramm (Multi-Layer-Analysis,

Kay Raum, IMPB Halle, [54]) gewahrleistete eine topographische Erfassung des
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Oberflachenreliefs der Probe und lie3 nur diejenigen Anteile des Reflexionssignals in die
Auswertung einflieRen, die bis zu einem Toleranzwinkel von maximal 10° zur Orthogonalen
auf die Probenoberflache auftrafen.

Sehr geringfligige Unterschiede in den Materialeigenschaften konnten wegen der begrenzten
Bildschirm-Farbtiefe von 64 Farben nicht mehr als Signalunterschiede des V(z)-Signals
dargestellt werden.

Stoérsignale, die durch wiederholte Echos von mehrfach innerhalb der Linse reflektierten
Schallwellen entstehen, kénnen das aktuelle Probensignal durch Interferenz tberlagern und
somit zu ungenauen Signalamplituden und zu verfalschten lokalen Impedanzwerten flhren.
Ultraschall kann in Feststoffen an deren Oberflache neben den reflektierten Wellenblindeln
auch nach transversal verlaufende Rayleigh-Wellen erzeugen, die nach Reflexion eine
Sekundarbeeinflussung des reflektierten Schallsignals zur Folge haben koénnen. Diese
kénnen nach Gardner et al. [20] fur die Messungen am Knochenmaterial vernachlassigt
werden, da der kritische Einstrahlwinkel zur Erzeugung von Rayleigh-Wellen in Knochen den
halben Offnungswinkel der Linse liberschreiten miisste, was in der vorliegenden Messreihe
nicht erfolgte. Es kdnnten sich theoretisch auch Kompressionswellen transversal an der
Probenoberflache ausbreiten, sobald ein bestimmter kritischer Einstrahlwinkel Giberschritten
wird. Diese Uberlegungen waren Anlass, die Proben nur in orthogonaler Richtung mit dem
Schall zu bestrahlen, so dass der genannte kritische Einstrahlwinkel zur Erzeugung von

Scherwellen nicht erreicht wurde und diese unberticksichtigt bleiben konnten.

Die praktische Anwendung der in diesen Untersuchungen ermittelten akustischen
Impedanzen von Gehdrkndchelchen koénnte mdglicherweise in der Entwicklung neuer
Mittelohrprothesen liegen. Bisher hat die Kenntnis der Gehorkndchelchenimpedanz fur die
Entwicklung von Mittelohrprothesen keine Rolle gespielt. Der in Tabelle 8 dargestellte
Uberblick zeigt, wie verschieden die Impedanzen von einigen ausgewahlten Materialien zur
Rekonstruktion des Schallleitungsapparates sind. Unter den Metallen weist Gold mit 64,2
Mrayl eine weitaus gréRere Impedanz als Titan mit 27,6 Mrayl auf. Polyethylen, Poycarbonat
und Teflon haben eine kleinere akustische Impedanz als Knochen. Die in dieser Arbeit
ermittelten Impedanzen der Gehoérknéchelchen lagen frequenzabhangig zwischen 3,2 und
7,2 Mrayl. In wieweit die Impedanz der Materialien zur Rekonstruktion des
Schallleitungsapparates eine Rolle bezlglich der Funktionsfahigkeit des rekonstruierten
Mittelohres spielt, lasst sich anhand dieser Untersuchungen nicht sagen. Standardisierte
Messungen zeigten jedoch, dass Mittelohrprothesen fiir eine optimale Ubertragung der
hoéheren Frequenzen des Horbereichs moglichst leicht sein sollten. Titan weist hier einen

deutlichen Vorteil gegeniiber Gold auf [45]. Die akustische Impedanz wird durch die
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Ultraschallgeschwindigkeit und die Dichte des Materials bestimmt. Es Iasst sich daraus
schlulRfolgern, dass die akustische Impedanz als Materialparameter fir die Herstellung einer

optimalen Mittelohrprothese genutzt werden konnte.

Die ermittelten akustischen Impedanzen der Gehoérknéchelchen kdnnten mdéglicherweise
auch Eingangsgrof3en fir Finite Elemente Modelle liefern. Zur Simulation des dynamischen
Verhaltens des Mittelohres wird das reale System auf ein Ersatzsystem (FEM) abgebildet
[49], [66], [16]. Physikalische Eigenschaften des mechanischen Systems ,Ohr“ kdnnen
unmittelbar durch Elemente des Ersatzsystems modelliert werden. Masse, Elastizitat und
Dampfungseigenschaften von Gehdrkndchelchen werden auf die gleichen physikalischen
Eigenschaften im Modell abgebildet [16]. Die akustische Rastermikroskopie kdnnte hier das
Bindeglied zwischen makroskopischen Messverfahren und theoretischen
mikromechanischen Modellen sein. Die akustische Rastermikroskopie konnte auf diesem

Weg die gezielte Entwicklung neuer Mittelohrprothesen unterstiitzen.

Es ist denkbar, dass die akustische Rastermikroskopie ein geeignetes Hilfsmittel sein kann,
um die Arrosion und Nekrose des langen Ambossfortsatzes an der
Prothesenanhaftungsstelle zu untersuchen.

Nach einer Otoskleroseoperation kommt es im Kontaktbereich der Prothese mit dem langen
Ambossschenkel in bestimmten Fallen zu Arrosionen und Nekrosen. Die Nekrose wird haufig
an einer erneut auftretenden, dauerhaften Schallleitungsschwerhorigkeit erkannt. Die
Nekrosen treten normalerweise nicht auf, wenn eine Operationstechnik unter Verwendung
von autologem Steigbugelersatz gewahlt wird oder bei der Verwendung eines zurecht
geschliffenen allogenen Gehdérknéchelchens [27]. Die zahlreichen Publikationen, die sich mit
der Haufigkeit von Arrosionen und Nekrosen nach Otoskleroseoperation beschaftigen,
lassen keine Rickschlisse zu, ob die Ambossschenkelzerstérung alleiniger pathologischer
Befund, Zweit- bzw. Nebenbefund oder Folge z.B. einer Fixation der Prothese durch Re-
Obliteration oder Verlagerung war [65]. Ein anderer Aspekt, die Anpassung der
Materialeigenschaften von Knochen und Implantat, wird dabei noch unzureichend
berlcksichtigt. Gerade diese Abstimmung beeinflusst die Funktionsdauer des Systems
Implantat-Knochen. Abbauprozesse des Knochens an der Koppelstelle werden u.a. der
mangelnden Blutversorgung angelastet. Bei Verwendung autologer Implantate werden keine
Abbauprozesse beobachtet. Durch Entwicklung neuer Interfaces zwischen Implantat und
Knochen konnte sich die Funktionsdauer der Implantate moglicherweise erhéhen. Der
Impedanzanpassung durch geeignete Zwischenschichten oder der Verwendung von

Prothesenmaterial gleicher Impedanz wie Gehoérknochelchen kann eine besondere
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Bedeutung zukommen. Entsprechend der Impedanzdefinition ruft bei gleicher Impedanz der
gleiche Druck eine gleich schnelle Bewegung der Teilchen in den Materialien hervor. Dieser
als Impedanzanpassung bezeichnete Effekt sorgt fir eine adaquate Belastung der
koppelnden Flachen.

In der experimentellen Beurteilung von Knochen-Implantat-Grenzzonen (Amboss-Piston-
Grenzzone) ist die akustische Rastermikroskopie wegen der hohen Sensitivitdt zur
Beurteilung von elastomechanischen Eigenschaften geeignet, die Fahigkeit der Anpassung
des Knochens an das Prothesenmaterial zu beurteilen. In der Othopadie ist bekannt, dass
sich der Knochen nach der Prothesenimplantation in einem beginnenden Remodeling-
Prozess auf die neue Krafteverteilung einstellen muss [67]. Interessant ware hier der
Nachweis eines Remodelings im Schallleitungssystem bei der Verwendung einer

alloplastischen Ossikelprothese.

Es ist ebenfalls denkbar, die akustische Rastermikroskopie fir die Beurteilung von
pathologischen Prozessen im Mittelohr zu nutzen. Bei chronischen Mittelohrentziindungen
kommt es haufig auch zu funktionellen Stérungen an der Gehdérknéchelchenkette. Von
Interesse ware, ob bei einer Mittelohrentziindung schon vor einer funktionellen Stérung eine
Anderung der akustischen Impedanz in der akustischen Rastermikroskopie des Knochens
eintritt. Bei Beeintrachtigung der Einheit von Hammer, Amboss und Steigbligel ist eine
verlustarme Weiterleitung des Schalls zum Innenohr nicht mehr gewahrleistet [4]. Eine
mogliche Anwendung der akustischen Rastermikroskopie ist die Untersuchung der
mikrostrukturellen  Veranderungen bei chronischer Schleimhauteiterung und bei
Cholesteatom. Dabei konnten eventuell schon vor einer funktionellen Stérung

Impedanzanderungen als mikrostruktureller Krankheitsindikator nachweisbar sein.
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8 Schlussfolgerungen

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass die akustische Rastermikroskopie geeignet

ist, die akustische Impedanz von Gehorkndchelchen zu bestimmen.

Die Ultraschalltechnik erméglicht im Gegensatz zum Lichtmikroskop die visuelle Darstellung
von Knochenstrukturen ohne Anwendung von Farbetechniken und zusatzlich die Erfassung

der akustischen Impedanz von der Knochenoberflache.

In den Schnittbildern von Hammer, Amboss und Steigbiigel zeigte sich in der akustischen
Rastermikroskopie bei einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz eine inhomogene Verteilung der
akustischen Impedanz. Damit wurden die Resultate von Gaihede et al. [17] bestatigt. In den
zentralen Anteilen des Ambosskorpers und des Hammerkopfes befanden sich Areale
erniedrigter Impedanz (akustische Impedanz < 7 Mrayl). Im Bereich des Ubergangs von der
Steigbugelfussplatte zum vorderen und hinteren Schenkel waren hingegen Bereiche héherer
akustischer Impedanz nachweisbar (akustische Impedanz > 9 Mrayl bei 25 MHz). Diese
Ergebnisse stimmen mit den Untersuchungen von Gaihede et al. 1997 [17] Uberein.

Die mittlere akustische Impedanz bei einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz war fir die
untersuchten Hammer mit 7,13 Mrayl am gréflten. Die Steigbligel wiesen mit 4,67 Mrayl die
geringste akustische Impedanz unter den Gehdrkndchelchen auf. Die akustische Impedanz
der Ambosse lag mit 6,74 Mrayl dazwischen. In Bezug auf die untersuchten Regionen der
Hammer wies der Hammerkopf mit 7,42 Mrayl eine statistisch signifikante héhere Impedanz
als das Manubrium mit einer akustischen Impedanz von 6,5 Mrayl auf. Der Ambosskorper
und der kurze Ambossfortsatz hatten in den geschilderten Untersuchungen bei einer
Arbeitsfrequenz von 25 MHz eine akustische Impedanz von 6,9 Mrayl. Der lange
Ambossfortsatz wies dagegen eine geringere akustische Impedanz von 6,04 Mrayl auf.

Dieser Unterschied der akustischen Impedanz war statistisch signifikant.

In den eigenen Untersuchungen konnte erstmals an Gehdrknochelchen gezeigt werden,
dass auch bei einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz die Verteilung der akustischen Impedanz

in den Schnitten von Hammer, Amboss und Steigbtigel inhomogen ist.

Die mit einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz ermittelte akustische Impedanz der untersuchten
Gehorknochelchen lag bei 3,2 bis 4,0 Mrayl. Die geringeren Impedanzwerte sind Folge der

hoheren Arbeitsfrequenz.
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Die praktische Anwendung dieser Untersuchungen koénnte darin bestehen, dass die
ermittelten akustischen Impedanzen der Gehdrkndchelchen neben Parametern fir neu zu
entwickelnde Mittelohrprothesen mdéglicherweise auch EingangsgrofRen fir Finite Elemente

Modelle liefern.

Es ist ebenfalls denkbar, die akustische Rastermikroskopie fir die Beurteilung von
pathologischen Prozessen im Mittelohr zu nutzen. Bei chronischen Mittelohrentziindungen
kommt es haufig auch zu funktionellen und morphologischen Stérungen an der
Gehdrknochelchenkette. Eine mdgliche Anwendung der akustischen Rastermikroskopie ist
die Untersuchung der mikrostrukturellen und elastischen Veranderungen in Folge von
Umbauprozessen bei chronischer Schleimhauteiterung und bei Cholesteatom. Dabei
kénnten eventuell schon vor einer funktionellen Stérung Impedanzanderungen als

mikrosktruktureller Krankheitsindikator nachweisbar sein.

In  weiteren  Studien koénnen richtungsabhangige Elastizitatsunterschiede der
Gehorknochelchen, die sich in den unterschiedlichen Impedanzen bei verschiedenen
Untersuchungswinkeln widerspiegeln, Aufschluss iber vom Schall bevorzugte Wege in den
Ossikeln geben. So konnten richtungsabhangige Elastizitdtsparameter bestimmt und mit
Hilfe bestehender Modelle Uber die Knochenstruktur im mikrostrukturellen Bereich die

Materialien zur Rekonstruktion des Schallleitungsapparates optimiert werden.



9 Zusammenfassung 56

9 Zusammenfassung

Die Ultraschall-Rastermikroskopie (auch: akustische Rastermikroskopie, Scanning Acoustic
Microscopy, SAM) erganzt die herkdbmmlichen Verfahren fiur die Untersuchung der

Mikrostruktur von Geweben.

Der Bildkontrast hangt von der Interaktion des Knochens mit Ultraschallwellen ab und gibt
daher Auskunft ber lokale Unterschiede der akustischen Impedanz im makroskopischen

und mikroskopischen Bereich.

Fur die SAM ist eine plane und extrem glatte Oberflache der Untersuchungspraparate
erforderlich. 41 Gehdrknochelchen wurden in Polymethylmethacrylat (PMMA) eingebettet,
anschlief’end geschliffen und mit Diamantspray absteigender Kérnung bis 0,25 um poliert.
Die Messungen wurden im Puls-Burst-Modus in Reflexion mit den akustischen
Rastermikroskopen KSI 100 und KSI 2000 der Firma Kramer Scientific Instruments
(Herborn) durchgeflhrt.

Mit einer neuen Software wurden die Mikroskope kalibriert, so dass quantitativ farbkodierte
Impedanzbilder der Gehdrkndchelchenschnitte hergestellt werden konnten. Auch bei der
hohen Arbeitsfrequenz von 900 MHz konnte mit Hilfe der Schichtbildanalyse die Verteilung

der akustischen Impedanz quantitativ angegeben werden.

In den Schnittbildern von Hammer, Amboss und Steigbtigel zeigte sich in der akustischen
Rastermikroskopie bei einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz eine inhomogene Verteilung der
akustischen Impedanz und bestatigen damit die Untersuchungen von Gaihede et al. 1997
[17]). In den zentralen Anteilen des Amboss befanden sich in den geschilderten
Untersuchungen Areale erniedrigter Impedanz (akustische Impedanz < 7 Mrayl). Im Bereich
des Ubergangs von der Steigbligelfussplatte zum vorderen und hinteren Bogens waren
hingegen Bereiche hoherer akustischer Impedanz nachweisbar (akustische Impedanz > 9
Mrayl bei 25 MHz). Diese Ergebnisse stimmen mit den Untersuchungen von Gaihede et al.
[17] Gberein.

In den geschilderten Untersuchungen konnte erstmals an Gehdrkndchelchen gezeigt
werden, dass auch bei einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz die Verteilung der akustischen
Impedanz in den Schnitten von Hammer, Amboss und Steigbtigel inhomogen ist. Die mittlere
akustische Impedanz bei einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz war fir die untersuchten

Hammer mit 7,13 Mrayl am groRten. Die Steigbiigel wiesen mit 4,67 Mrayl die geringste
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akustische Impedanz unter den Gehoérknéchelchen auf. Die akustische Impedanz der
Ambosse lag mit 6,74 Mrayl dazwischen. In Bezug auf die untersuchten Regionen der
Hammer wies der Hammerkopf mit 7,42 Mrayl eine statistisch signifikante héhere Impedanz
als das Manubrium mit einer akustischen Impedanz von 6,5 Mrayl auf. Der Ambosskorper
und der kurze Ambossfortsatz hatten in den geschilderten Untersuchungen bei einer
Arbeitsfrequenz von 25 MHz eine akustische Impedanz von 6,9 Mrayl. Der lange
Ambossfortsatz wies dagegen eine geringere akustische Impedanz von 6,04 Mrayl auf.

Dieser Unterschied der akustischen Impedanz war statistisch signifikant.

Die mit einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz ermittelte mittlere akustische Impedanz lag bei
den untersuchten Gehorkndchelchen bei 4,7 bis 7,1 Mrayl, die bei einer Arbeitsfrequenz von
900 MHz ermittelte akustische Impedanz der untersuchten Gehérkndchelchen hingegen bei
3,2 bis 4,0 Mrayl.

Ein besonderes Potential der akustischen Rastermikroskopie liegt in der Ermittlung der
akustischen Impedanz von menschlichen Gehdrkndchelchen. Es ist denkbar, Erkenntnisse
aus diesen Untersuchungen fir die Entwicklung von Werkstoffen der rekonstruktiven
Mittelohrchirurgie und zur Abklarung der Pathogenese von krankhaften Mittelohrprozessen

ZU nutzen.
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11  Anhang
111 PRAPARATEDATEN
Probe # [Geschlecht |Alter in Jahren [Ossikelbefund [Todesursache Seite
48 mannlich 61 gesund Z.n. Bypass-OP rechts
56 mannlich 71 gesund Z.n. Amputaton rechts
46 mannlich 38 gesund Herzinfarkt rechts
47 mannlich 62 gesund Osophaguskarzinom rechts
49 mannlich 70 gesund Bronchialkarzinom rechts
50 weiblich 64 gesund Leukamie rechts
51 weiblich 67 gesund Schock rechts
52 mannlich 74 gesund Myocardinfarkt rechts
53 mannlich 67 gesund Hypertonus,Leberverfettung rechts
54 mannlich 51 gesund Bronchialkarzinom,Myocardinfarkt |rechts
55 mannlich 56 gesund Schock rechts
57 mannlich 61 gesund Herzinfarkt rechts
58 mannlich 57 gesund Bronchialkarzinom rechts
p15 mannlich 84 gesund Bronchialkarzinom rechts
p16 mannlich 84 gesund Bronchialkarzinom rechts
p18 weiblich 77 gesund Magenkarzinom rechts
p19 mannlich 75 gesund Bauchaortenruptur rechts
p20 mannlich 85 gesund Pneumonie rechts
p21 weiblich 57 gesund Thymuskarzinom rechts
p22 weiblich 59 gesund Osophaguskarzinom rechts
p23 weiblich 55 gesund Leberversagen rechts
p24 mannlich 69 gesund Kardiomyopathie rechts
p25 mannlich 51 gesund Myocardinfarkt, Bronchialkarzinom [rechts
p26 mannlich 67 gesund Bronchialkarzinom rechts
p27 weiblich 76 gesund Herzinfarkt, Z.n. Bypass-Op rechts
Tabelle 1: Préparatedaten
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11.2 MESSWERTE KSI SAM 100

11.2.1 Hammer

Region 1 Caput

Region 2 Collum, Processus lateralis, Processus anterius, Manubrium

Probe #|Gesamt Region 1 Region 2
HammenImp. in rayl [Imp. in rayl |[Imp. in rayl
46a 7,80E+06 8,29E+06 7,10E+06
49a 8,38E+06 9,06E+06 7,67E+06
50a 7,72E+06 8,13E+06 6,84E+06
51b 8,06E+06 8,21E+06 7,20E+06
52a 7,53E+06 7,83E+06 6,81E+06
53a 7,20E+06 7,42E+06 6,83E+06
54b 7,47E+06 7,47E+06 6,67E+06
55¢ 7,25E+06 7,77TE+06 6,66E+06
57a 8,28E+06 8,53E+06 7,63E+06
58b 7,59E+06 8,25E+06 6,56E+06
p19a 6,12E+06 6,46E+06 5,68E+06
p20a 6,37E+06 6,52E+06 6,12E+06
p21a 6,27E+06 6,49E+06 5,77E+06
p22a 6,17E+06 6,31E+06 5,55E+06
p23a 6,11E+06 6,28E+06 5,81E+06
p24a 6,41E+06 6,55E+06 6,16E+06
p25a 6,49E+06 6,60E+06 6,28E+06

Tabelle 2: Akustische Impedanz bei einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz (Hédmmer)



12 Thesen

11.2.2 Amboss

Region 1 Corpus, Crus breve

Region 2 Crus longum, Processus lenticularis

Probe # |Region 1 Region 2
AmbofR [Imp. in rayl [Imp. in rayl
48 7,71E+06 7,02E+06
46b 7,71E+06 7,33E+06
47a 5,35E+06 4,57E+06
49b 5,37E+06 5,14E+06
50b 7,85E+06 6,70E+06
51a 7,67E+06 5,78E+06
52b 7,65E+06 6,08E+06
53c 7,93E+06 6,20E+06
54a 4,89E+06 4,17E+06
55b 8,80E+06 7,29E+06
58a 7,58E+06 7,02E+06
p18b 6,03E+06 5,76E+06
p19b 6,19E+06 5,70E+06
p20b 6,28E+06 5,75E+06
p21b 7,05E+06 6,34E+06
p22b 6,71E+06 5,90E+06
p23b 6,71E+06 5,96E+06
p24b 6,76E+06 5,71E+06
p25b 6,96E+06 6,41E+06

Tabelle 3: Akustische Impedanz bei einer Arbeitsfrequenz von 25 Hz (Ambosse)
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11.2.3 Steigbiigel

Region 1 Caput
Region 2 Crus posterius
Region 3 Crus anterius

Region 4 Basis

Probe # Gesamt Region 1 Region 2 Region 3 Region 4
Steigbiigel |Imp. inrayl |Imp. inrayl |Imp.inrayl |Imp.inrayl [Imp.in rayl
53b 4,64E+06 4,30E+06 4,70E+06 4,06E+06 5,16E+06
54¢ 4,64E+06 4,12E+06 3,80E+06 5,14E+06 5,14E+06
55a 4,31E+06 4,07E+06 5,06E+06 3,97E+06 4,40E+06
p20c 4,12E+06 4,11E+06 4,75E+06 4,41E+06 4,63E+06
p23c 5,61E+06 4,22E+06 4,29E+06 4,37E+06 4,57E+06

Tabelle 4: Akustische Impedanz bei einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz (Steigbiigel)
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11.3 MESSWERTE KSI SAM 2000

11.3.1 Hammer

Region 1 Caput

Region 2 Collum, Processus lateralis, Processus anterius, Manubrium

Probe #

Hammer Imp. in rayl [Region
b55c1s1 3,77E+06|Region 1
b55c1s2 3,71E+06|Region 1
b55c1s4 3,68E+06|Region 1
b55c1s5 3,80E+06|Region 1
b55¢c2s1 3,65E+06|Region 1
b55c2s2 3,28E+06|Region 1
b55c2s3 3,11E+06|Region 1
b55c2s4 3,33E+06|Region 1
b55c3s1 3,03E+06|Region 1
b55¢3s2 3,13E+06|Region 1
b55c3s3 3,19E+06|Region 1
b55c4s1 3,09E+06|Region 1
b55c4s2 3,22E+06|Region 1
b55c4s3 3,05E+06|Region 1
b55c5s1 3,22E+06|Region 1
b55c5s2 3,14E+06|Region 2
b55c5s3 3,20E+06|Region 2
b55¢c7s1 3,09E+06|Region 2
b55¢7s2 3,10E+06|Region 2
b55c8s1 3,07E+06|Region 2
b55c8s2 2,95E+06|Region 2
b55c9s1 2,89E+06|Region 2
b55c9s2 2,91E+06|Region 2
b55¢c9s3 2,91E+06|Region 2

Tabelle 5: Akustische Impedanz bei einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz (Hammer)
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11.3.2 Amboss

Region 1 Corpus, Crus breve
Region 2 Crus longum, Processus lenticularis

Probe #

AmboR |Imp. in rayl |Region
b20b1s1 3,60E+06|Region 1
b20b1s2 3,69E+06|Region 1
b20b1s3 3,82E+06|Region 1
b20b2s1 3,70E+06|Region 1
b20b2s2 4,05E+06|Region 1
b20b2s3 4,34E+06|Region 1
b20b2s4 4,08E+06|Region 1
b20b2s5 3,90E+06|Region 1
b20b2s6 3,79E+06|Region 1
b20b3k8 3,27E+06|Region 1
b20b3s1 3,60E+06|Region 1
b20b3s2 3,88E+06|Region 1
b20b3s3 4,25E+06|Region 1
b20b3s4 3,83E+06|Region 1
b20b3s5 4,13E+06|Region 1
b20b3s6 4,04E+06|Region 1
b20b5s1 3,39E+06|Region 2
b20b5s2 3,46E+06|Region 2
b20b5s3 3,49E+06|Region 2
b20b5s4 3,44E+06|Region 2
b20b5s5 3,49E+06|Region 2
b20b5s6 2,76E+06|Region 2
b20b6s1 3,32E+06|Region 2
b20b6s2 3,34E+06[Region 2
b20b7s1 3,30E+06|Region 2
b20b8s1 3,29E+06|Region 2

Tabelle 6:

Akustische Impedanz bei einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz (Amboss)
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11.3.3 Steigbiigel

Region 1
Region 2
Region 3

Region 4

Tabelle 7:

Caput
Crus posterius
Crus anterius

Basis

Probe #

Steigbiigel |Imp. in rayl |Region
b53b1s1 4,25E+06[Region 4
b53b1s2 4,21E+06[Region 4
b53b1s3 4,22E+06|Region 4
b53b1s4 4,50E+06[Region 4
b53b2s1 3,82E+06|Region 2
b53b2s2 3,65E+06|Region 2
b53b2s3 3,65E+06|Region 1
b53b2s4 3,65E+06|Region 1
b53b2s5 3,65E+06|Region 3
b53b2s6 3,72E+06|Region 3
b53b2s7 4,19E+06[Region 4

Akustische Impedanz bei einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz (Steigbligel)
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11.4 AKUSTISCHE PARAMETER AUSGEWAHLTER MATERIALIEN

Material Dichte |longitudinale Impedanz
Geschwindigkeit
kgm® |ms” Mrayl

Silber 10500 (3704 38,9
Gold 19281 [3240 64,2
Platin 21450 |3260 69,9
Titan 4508 6130 27,6
Polyethylen 920 1950 1,8
Polycarbonat 1190 |2220 2,6
Teflon 2140 |1390 3,0
Knochen (Tibia Mensch) {1900 4000 7,6

Tabelle 8: Ubersicht iiber akustische Parameter ausgewéhiter Materialien [11]
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1. Die akustische Rastermikroskopie (Scanning Acoustic Microscopy — SAM) ist ein
bildgebendes Ultraschallverfahren, mit dem die Verteilung der akustischen Impedanz in
biologischen Praparaten in mikroskopischen Dimensionen gemessen werden kann. Die
vorliegenden Untersuchungen weisen die Brauchbarkeit der SAM im sogenannten

Reflexionsmodus fir die Untersuchung von Schnittflachen der Gehérknéchelchen nach.

2. Das Ultraschallverfahren erméglicht im Gegensatz zur konventionellen Lichtmikroskopie
die visuelle Darstellung von Knochenstrukturen ohne Anwendung von Farbetechniken.
Das Bild korreliert in hoher Ortsauflésung mit mechanischen In-vitro-

Gewebeeigenschaften.

3. Inder Literatur sind nur einzelne Berichte iber qualitative SAM-Untersuchungen von
Gehorknochelchen mit einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz zu finden. Die vorliegenden
systematischen Untersuchungen fanden mit Arbeitsfrequenzen von 25 MHz und 900
MHz statt und flhrten zu neuen qualitativen und erstmals auch quantitativen

Ergebnissen.

4. Praparate fur die SAM missen eine plane und, besonders bei 900 MHz, extrem glatte
Oberflache haben. Diese Forderung wird durch Einbetten der Gehérknéchelchen in
Polymethylmethacrylat (PMMA) mit einer anschlieffenden Schleif- und Polierprozedur
erreicht. Durch die Einbettung kommt es zu einer geringfugigen Erhéhung der

akustischen Impedanz der Praparate.

5. Mit Hilfe einer neuen, im Institut fur Medizinische Physik und Biophysik der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg entwickelten Software fur die Schichtbildanalyse und
Impedanzkalibrierung waren eine Bildscharfenkorrektur und eine Zuordnung von

Bildsignal und Impedanzwert méglich.

6. In den Schnittbildern von Hammer, Amboss und Steigbtigel zeigte sich in der akustischen
Rastermikroskopie bei einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz eine inhomogene Verteilung
der akustischen Impedanz. Damit werden die Untersuchungen von Gaihede et al.

bestatigt.

7. In den zentralen Anteilen der Ambosse und der Hammer befanden sich bei einer

Arbeitsfrequenz von 25 MHz Areale niedriger Impedanz (akustische Impedanz < 7
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Mrayl). Im Bereich des Ubergangs von der Steigbiigelfuiplatte zum vorderen und
hinteren Schenkel waren hingegen Bereiche héherer akustischer Impedanz nachweisbar

(akustische Impedanz > 9 Mrayl bei 25 MHz).

Die mittlere akustische Impedanz bei einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz war fir die
untersuchten Hammer mit 7,13 Mrayl am grofdten. Die Steigbligel wiesen mit 4,67 Mrayl
die geringste akustische Impedanz unter den Gehorkndchelchen auf. Die akustische

Impedanz der Ambosse lag mit 6,74 Mrayl dazwischen.

In Bezug auf die untersuchten Regionen der Hammer weist der Hammerkopf mit 7,42
Mrayl eine statistisch signifikante hohere akustische Impedanz als das Manubrium (6,5

Mrayl) bei einer Arbeitsfrequenz von 25 MHz auf.

Der Ambosskorper und der kurze Ambossfortsatz haben eine akustische Impedanz von
6,9 Mrayl. Der lange Ambossfortsatz (6,04 Mrayl) weist dagegen eine statistisch

signifikant geringere akustische Impedanz auf.

Die Steigbugelful3platte (4,78 Mrayl) hat eine statistisch signifikant hdhere akustische
Impedanz als das Steigbugelképfchen (4,16 Mrayl).

In den eigenen Untersuchungen konnte erstmals an Gehoérknochelchen gezeigt werden,
dass auch bei einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz die Verteilung der akustischen

Impedanz in den Schnitten von Hammer, Amboss und Steigbtigel inhomogen ist.

Die bei einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz ermittelte akustische Impedanz der
untersuchten Gehoérknochelchen lag bei 3,2 bis 4,0 Mrayl. Die geringeren Impedanzwerte

sind Folge der héheren Arbeitsfrequenz.

Eine Messung vitaler, in situ befindlicher Gehdérkndchelchen ware winschenswert, ist aus

technischen Grunden aber bisher nicht moglich.

Die praktische Anwendung dieser Untersuchungen besteht darin, dass die ermittelten
akustischen Impedanzen der Gehérkndchelchen Parameter fiir neu zu entwickelnde

Mittelohrprothesen und auch Eingangsgrofien fur Finite Elemente Modelle liefern kdnnen.
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16. Gegenstand weiterer Studien kann die Bestimmung richtungsabhangiger
Elastizitatsunterschiede der Gehorknochelchen sein, die sich in unterschiedlichen
Impedanzen bei verschiedenen Schnittwinkeln widerspiegeln. Vom Schall bevorzugte

Wege in den Ossikeln kénnten damit aufgezeigt werden.

17. Mit der akustischen Rastermikroskopie kénnen pathologische Prozesse im Mittelohr
untersucht werden. Dabei konnten eventuell schon vor einer funktionellen Stérung

Impedanzanderungen als mikrostruktureller Krankheitsindikator nachweisbar sein.
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