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1  Einleitung

Die Unterscheidung zwischen gesund und krank ist die tagliche Aufgabe eines Arztes, die er unter
Zuhilfenahme von diagnostischen Methoden und Geraten treffen muss. Im klinischen Alltag der
zahnarztlichen Tatigkeit spielt die Beurteilung der Vitalitdt der Pulpa eine wichtige Rolle bei Therapie-
entscheidungen. Derzeit werden in der Praxis Sensibilitdtstests zur indirekten Beurteilung der
Vitalitdt der Pulpa angewandt, die sich auf die subjektive Wahrnehmung des Patienten und des
Arztes bezieht. Die Vitalitatsbestimmung ist daher aufgrund maoglicher mangelnder Compliance bei
Kindern, Behinderten und intensivpflichtigen Patienten schwierig bis unmoglich. Auch bei
Zahntraumata fiihren derzeitige Methoden haufig zu Fehldiagnosen, die zu einer Behandlung mit
unnétigem Verlust von Zahnhartsubstanz und vitalem Pulpagewebe fiihren kann. Deshalb hat es sich
das Projekt , Entwicklung einer Methode zur Beurteilung der Vitalitdt von Zdhnen mittels optischer
Detektion der Pulpadurchblutung” zur Aufgabe gemacht, objektive Vitalitatsbestimmungsmethoden
zu erforschen. Dieses umfangreiche Projekt ist eine gemeinschaftliche Arbeit der Mechatronics
Research Unit (MRU) der Ostbayerischen Technischen Hochschule, des Terahertz-Zentrums an der
Fakultdt far Physik der Universitdat Regensburg und der Poliklinik fiir Zahnerhaltung und
Parodontologie des Universitatsklinikums Regensburg. Es wurden bereits von Niklas [167],
Jaeger [105], Brandt [22] und Knorzer [117] in vitro Studien zur Anwendbarkeit der
Photoplethysmographie zur Detektion des Blutflusses in der Zahnpulpa durchgefiihrt. Dabei wurde
erkannt, dass diese zur Detektion des Blutflusses geeignet ist, jedoch Einflliisse des gingivalen
Blutflusses nicht hinreichend abgeschirmt werden kdnnen [168]. Aufgrund der Tatsache, dass bei
Licht durch die starke Streuung im Zahn keine Moglichkeit besteht, den Ursprung des Signals zu
bestimmen, sollte eine Moglichkeit zur ortsaufgelosten Blutflussmessung gefunden werden. Es
wurde die Anwendung von Ultraschall in Betracht gezogen und in der vorliegenden Arbeit
untersucht. Da Ultraschall an der Zahnhartsubstanz angewandt werden sollte, jedoch kein
kommerziell erhaltliches, an den Zahn angepasstes Ankopplungsmedium existiert, ist das erste Ziel
der Studie, einen Beitrag zur Lésung des Problems, der Ubertragung von Ultraschallwellen auf die
Zahnhartsubstanz, zu leisten. Das zweite Ziel ist es, ein in vitro Verfahren zur ortsaufgelosten
Blutflussmessung, basierend auf dem akustooptischen Effekt am Zahn, zu entwickeln und im Sinne
eines Proof of Principle anzuwenden. Dazu wurden Untersuchungen zur Frequenzdetektion von

gepulsten Erythrozytenkonzentraten an einem Durchblutungsmodell durchgefiihrt.



2 Literatur

2.1 Anatomie der Zahnhartsubstanz und des umgebenden Weichgewebes

2.1.1 Der Zahnschmelz

Der Zahnschmelz (Abb. 1A) enthdlt 1,5-4 Gew.-% Wasser und kleine Mengen organischer
Bestandteile in Form von Proteinen und Lipiden. Der anorganische Hauptbestandteil betragt
93 - 98 Gew.-%; dazu gehoren u. a. Kalzium, Phosphat, Magnesium, Natrium und Fluorid. Kristalle
aus Kalziumphosphatverbindungen, das sogenannte Hydroxylapatit, weisen einen hexagonalen
Querschnitt mit einem Durchmesser von ca. 40 nm auf und sind von einer Hydrationsschale
umgeben. Etwa 100 Apatitkristalle sind in Schmelzprismen angeordnet. Sie verlaufen sowohl in
horizontaler, wie vertikaler Richtung geschwungen, sind im Langsschnitt als Hunter-Schreger-
Faserstreifung erkennbar und zeigen sich als Vertiefungen (Perikymatien) an der Zahnoberflache. Die
Prismen sind in eine interprismatische Substanz eingebettet, die aus ungeordneten Schmelzkristallen
besteht. Durch diese gleichformige Anordnung des Zahnschmelzes, mit dicht gepackten Kristallen,
dringt Licht durch ihn hindurch und wird vom Dentin absorbiert oder reflektiert. Der interkristalline
Raum wird auch als Porenvolumen bezeichnet und ist malRgeblich an der Streuung und Reflexion des
Lichtes beteiligt. Ein Milchzahn, dessen Porenvolumen groRBer ist als im bleibenden Zahn, erscheint
dadurch weiRer. Klinisch betrachtet, erscheint die Zahnoberfliche glatt, doch bei einer starken
VergroRBerung weist die Oberflache zahlreiche Unebenheiten, Risse und anatomische Merkmale, wie
die Gribchen der Tomes-Fortsdtze auf (Abb. 1B) [74,93,155]. So werden in der Literatur

Oberflachenrauigkeiten von 0,03 um bis 4,5 um angegeben [20].

Abb. 1:
A
Zahnschmelz
Schmelz- £
Kr Dentin- "Q ol
one Grenze —_
Dentin :
Pulpa- '
hohle ——
Wourzelkanal
Wurzel
Zement —
Abb. 1: A: Schnitt durch einen humanen Molar mit den Hauptbestandteilen des Zahns

B: Rasterelektronenmikroskopaufnahme einer Schmelzoberflaiche mit Entwicklungs-
defekten in Form von Griibchen der Tomes-Fortsatze (Quelle: modifiziert nach [155])



Diese Oberflicheneigenschaften beeinflussen die Ubertragung von Schallwellen auf den Zahn.
Schallwellen im Schmelz breiten sich mit einer Geschwindigkeit von 5219 — 6450 m/s aus. Hierbei
gibt es jedoch auch innerhalb eines Zahnes grofle Variationen. Die akustische Impedanz
(Schallimpedanz) betrégt 15,3 — 18,3 - 10° Ns/m3. Die Dichte und der Elastizitatskoeffizient werden
mit 2900 kg/m3' bzw. 109,8 - 10° N/m? angegeben [11,121,128,146,148,166,182,206]. Fir viele
Untersuchungen muss der Zahn nach der Extraktion vor Austrocknung geschiitzt werden, da es die
physikalischen Eigenschaften beeinflusst [86,220]. Spektroskopische Untersuchungen am Schmelz
zeigen eine starke Lichtstreuung bei Wellenldngen zwischen 400 nm und 700 nm, die jedoch ab
700 nm exponentiell abnehmen und Transmissionsmessungen im langeren Wellenlangenbereich

beglinstigen [71,105,108].

2.1.2 Das Dentin-Pulpa Organ

Das Dentin (Abb. 1A) steht in seiner Entwicklung und Funktion in engem Zusammenhang mit der
Pulpa. Die fiir die Dentinbildung zustdndigen Odontoblasten sind nur durch die zellfreie Weil’sche
Zone von den Pulpazellen getrennt. Dentin ist ein lebendes Gewebe und wird im Gegensatz zum
Schmelz als Sekundar- und Tertidardentin nach Abschluss der Kronenentwicklung gebildet. Dies fiihrt
im Laufe des Lebens zu einer Verkleinerung der Pulpahdhle. Das Dentin enthédlt ca. 70 Gew.-%
anorganisches Material, das wie auch beim Schmelz, aus Hydroxylapatitkristallen besteht. Sie sind
allerdings kleiner und nicht in Prismenform angeordnet, sondern dicht gepackt. 20 Gew.-% bestehen
aus organischem Material und der Rest (ca. 10 Gew.-%) ist Wasser. Der organische Anteil besteht aus
meist kollagenartigen Verbindungen und bildet eine Dentinkanédlchenstruktur aus, die von den
Odontoblasten-Fortsdtzen durchzogen wird. Die Dentinkanadlchen verlaufen im koronalen Bereich
s-formig und im Wurzelbereich geradlinig. Der Durchmesser und das Volumen sinken mit dem Alter
des Patienten; so werden Werte von 3-5pum als Durchmesser angegeben. Zudem sinkt die
Querschnittsflaiche des Tubulilumens von pulpanah nach pulpafern. Das gesamte Dentin besteht aus
peritubuldrem- und intertubuldarem Dentin und wird in vier Zonen untergliedert: Die erste Zone, an
der Schmelz-Dentin-Grenze (siehe Abb. 1A) liegend, ist das weniger mineralisierte Manteldentin. Es
folgt das zirkumpulpale Dentin, eine Mineralisationszone —das Zwischendentin und das nicht
vollstdndig ausgereifte, hypomineralisierte Pradentin an der Grenze zur Pulpa. Topographisch kann
die Pulpa in zwei Bereiche untergliedert werden, die Kronen- und die Wurzelpulpa. Ihre Ausdehnung
folgt in verkleinerter Form dem Zahnumriss. Der gréBte Anteil der Pulpa befindet sich meist auf Héhe
der Schmelz-Zement-Grenze und des Zahnfleischrandes. Die Grundsubstanz der Pulpa besitzt eine
gelartige Konsistenz, besteht aus Glykosaminoglykanen bzw. Proteoglykanen und ist mit einem
Kollagenfasernetzwerk durchzogen. Darin sind Fibroblasten, pulpale Stammzellen und Abwehrzellen
eingelagert. Das GefaRRsystem aus Arteriolen und Venolen mit zahlreichen Anastomosen ist fir die

Regulation des pulpalen Blutflusses verantwortlich. An der Peripherie der Pulpa wird eine dichter



Kapillarplexus gebildet, der vor allem fiir die Versorgung der Odontoblasten mit Nadhrstoffen und
Sauerstoff bendtigt wird [74,93,120,155]. Die Durchblutung der Pulpa betragt fir 100 g Pulpagewebe
ca. 15-80 ml/min [16,114,152,243], bei einem Blutdruck von 43 mmHg im arteriellen, 35 mmHg im
kapillaren und etwa 19 mmHg im vendsen Stromgebiet [221]. Die sensorischen Funktionen werden
Uber afferente Nervenfasern vermittelt. Diese werden in A-Beta-, A-Delta- und C-Fasern eingeteilt;
sie unterscheiden sich in ihrem Myelinisierungsgrad und in der Leitungsgeschwindigkeit. So sind
hauptsachlich die A-Delta-Fasern an der Reizweiterleitung fiir den schnell einschieRenden, ,hellen”
und die C-Fasern fir den lang anhaltenden, dauerhaften Schmerz verantwortlich [74,93]. Durch die
Nervenfasern werden auch Kalte- und Warmereize vermittelt, die ab einer Temperatur von Uber
40 °C zu irreversiblen Schaden fiihren kdnnen [74]. Fir ausfihrlichere Erlauterungen der pulpalen
Anatomie wird auf die Dissertationen von Klingebiel, Niklas und Jaeger verwiesen [105,115,167].

Die Schallwellen im Dentin breiten sich mit einer Geschwindigkeit von 3200 — 4570 m/s aus. Die
akustische Impedanz betragt 7,8 - 10,0 - 10° Ns/m3. Die Dichte und der Elastizititskoeffizient werden
mit 2140 kg/m3' bzw. 33,5+ 10° N/m? angegeben [11,121,128,142,146,148,166,182,206]. In Bezug auf
die Transmission von Licht zeigten sich in einer Studie unserer Arbeitsgruppe hohe Werte zwischen
900 nm und 1330 nm [94]. Strawn et al. [214] beobachteten einen Bereich erhéhter Transmission

von 600 nm bis 1200 nm.

2.1.3 Das Parodont

Das Parodont — der Zahnhalteapparat — hat die Aufgaben, den Zahn im Knochen zu verankern, die
Kaukrafte zu dampfen, duBere Noxen abzuwehren und die Zahnwurzel vom Mundhohlenmilieu zu
trennen. Es besteht aus der Gingiva, dem Wurzelzement, dem Desmodont und dem Alveolarfortsatz.
Die freie marginale Gingiva verlauft girlandenférmig, knapp oberhalb der Schmelz-Zement-Grenze
und geht in die befestigte Gingiva Uber. Diese ist 1 — 9 mm breit und mit dem Alveolarknochen und
Wurzelzement Uber Bindegewebsfasern verbunden. Sie ist im Gegensatz zur apikal angrenzenden
Alveolarmukosa unverschieblich. Die Blutversorgung der Gingiva erfolgt Uber GefdaBRaste der
A. alveolaris superior posterior und der A. alveolaris inferior, die durch das Desmodont, interdentale
Knochensepten und das Periost ziehen [93,212]. Fir die Durchblutung auf 100 g Gewebe werden

Werte von 11 — 51 ml/min angegeben [52-54,77,172].



2.1.4 Unterschiede von humanem und bovinem Zahn

Die bovinen Zahnhartsubstanzen entsprechen in vielen Eigenschaften und Zusammensetzungen den
humanen Zahnhartsubstanzen [64]. Folgende Parameter zeigen im Schmelz dhnliche Werte: Zug-
festigkeit, Elastizitaitsmodul [189], Brechungsindex [210], Lumineszenz [209] und Transluzenz [18].
Die Anzahl, aber nicht der Durchmesser, der Dentintubuli unterscheiden sich [28]. Dies korreliert mit
den Ergebnissen der Streuung [245]. Bei der Dentinpermeabilitdit wurden keine signifikanten
Unterschiede gemessen [195]. Die Knoop-Héarte im Dentin ist dhnlich, jedoch treten im Schmelz
altersabhdngige Variationen auf [239]. Zur Radioopazitdit im Schmelz und Dentin werden
widersprichliche Aussagen gemacht [68,69,218]. Die Schallgeschwindigkeiten, Dichte, akustische
Impedanz und der Elastizitdtskoeffizient im Schmelz und Dentin zeigen entsprechende
Werte (5400 — 5800 m/s; 3600 m/s) [128]. Zur ausfiihrlicheren Darstellung wird auf die Ubersichts-

Arbeit von Yassen et al. verwiesen [239].

2.2 Ultraschall
2.2.1 Physikalische und Technische Grundlagen

Schallwellen sind mechanische Schwingungen, die sich in Form von Druckdnderungen longitudinal
und transversal in einem Medium ausbreiten kdnnen. KenngréBen einer Schallwelle sind Amplitude,
Frequenz, Wellenldnge und Schallgeschwindigkeit. Der Ablauf der Amplitude entspricht der
Druckanderung, dadurch ist die Hohe der Amplitude die maximale Druckdnderung. Die Frequenz (f)
beschreibt die Anzahl der Schwingungen pro Sekunde mit der Einheit Hertz (Hz). Die Wellenldnge (4)
gibt den minimalen Abstand der Punkte gleicher Phase an, also z. B. zweier benachbarter Maxima.
Die Schallgeschwindigkeit (c) ist die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Schallwelle im Medium und
von dessen Eigenschaften abhdngig [47]. ¢ wird von der Dichte (p) und in Flissigkeiten und Gasen

von dem Kompressionsmodul (K ), bei Festkorpern vom Elastizititsmodul ( E ) beeinflusst

(cruissigkeit, Gas = \/K_/p; CFestkirper = \/E_/p) [48]. Frequenz, Wellenldnge und Schallgeschwindigkeit sind
voneinander abhdngig: f = c/A4; je hoher die Frequenz, desto kirzer die Wellenldnge.
Ultraschall (US), der fiir das menschliche Ohr nicht mehr wahrnehmbar ist, beginnt bei einer
Frequenz von 20 kHz und reicht bis 1 GHz [47,88,118,265]. Im therapeutischen Bereich, z. B. bei der
Behandlung von muskuloskelettalen Beschwerden [57] oder der Zahnsteinentfernung [260], werden
Frequenzen von 20 kHz bis 4 MHz eingesetzt. Der verwendete Frequenzbereich in der medizinischen
Diagnostik reicht von 1 MHz (z.B. transkranieller Ultraschall) bis ca. 200 MHz in der
Ultraschallmikroskopie [118,265].

US-Wellen breiten sich in biologischen Weichgeweben in Form von Longitudinalwellen aus, deren
Schwingungs- und Ausbreitungsrichtung identisch sind. In Festkoérpern, wie z.B. Knochen oder

Zahnen breiten sie sich zudem als Transversalwellen aus [88,265]. Um diese zu erzeugen, wird in der
5



medizinischen Diagnostik der piezoelektrische Effekt genutzt. Piezoelektrische Kristalle und
Keramiken werden durch das Anlegen einer elektrischen Wechselspannung verformt und geraten so
in periodische Schwingungen, die Schallwellen erzeugen. Dieser Effekt ist umkehrbar, so kdnnen
Schallwellen durch Piezoelemente in ein elektrisches Signal umgewandelt werden und damit sowohl
als US-Sender als auch -Empfanger verwendet werden [47]. Eine andere Moglichkeit zur Erzeugung
von US-Wellen beruht auf dem Effekt der Magnetostriktion, bei dem es durch ein angelegtes
Magnetfeld zur Deformation des Materials kommt. Diese kommt haufig bei zahnmedizinischen US-
Scalern zum Einsatz [127]. Werden US-Wellen in ein Medium eingebracht, treffen sie auf
Grenzflachen, an denen sie zum Teil reflektiert werden. Solche Grenzflachen entstehen durch die
unterschiedlichen akustischen Eigenschaften von Medien, welche durch die akustische Impedanz (Z),
auch als Schallimpedanz bezeichnet, beschrieben werden [47]. Diese ist ein Mal fiir den Widerstand,
den ein Medium einer Welle entgegensetzt und ergibt sich auch aus dem Produkt von Dichte (p) und
Schallgeschwindigkeit (c): Z = p - ¢ [72,88]. In Tab. 1 sind akustisch relevante Werte von einigen

Geweben und Materialien dargestellt.

Tab. 1:
Material ¢ [m/s] p [kg/m?] Z [10°Ns/m3]
Luft 330 1,2 0,0004
Wasser 1497 1000 1,497
Blut 1575 1055 1,66
Gehirn 1550 1030 1,60
Weichgewebe (0) 1561 1043 1,63
Knochen, kortikal 3476 1975 7,38
Knochen, trabekular 1886 1055 1,45
Dentin 3800 2100 8,0
Schmelz 5700 2900 16,5
Pulpa 1570 1000 1,57
Glycerin 1923 1260 2,42
Aluminiumoxid 10520 3860 40,6
Siliziumdioxid 5900 2200 13
Aluminium 6420 2700 17,33
Magnesium 5800 1738 10,0
Ga-In-Legierung 2740 6350 17,4
Atemkalk (soda lime) 6000 2240 13,4
Tab. 1: Schallgeschwindigkeit (c), Dichte (p), akustische Impedanz (Z) von verschiedenen

Materialien (Quellen: [7,39,41,75,92,248-250])

Der Reflexionsgrad (R) ist das Verhaltnis aus der Intensitat der reflektierten (Ir) zur einfallenden (Ie)

Schallwelle und ist umso grofer, je unterschiedlicher die Impedanzen der beiden Medien (Z1,Z2)

2
sind: R = LI ) [48]. Luft, die einen hohen Impedanzunterschied zu Gewebe aufweist,

(Zl—ZZ
Ie

Z1+Z2

reflektiert fast 100 % der Schallwellen. Diese diinne Schicht, die zwischen einem US-Kopf und den
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Unebenheiten der Haut eines Patienten vorhanden ist, muss mit einem Ankopplungsmedium
Uberbriickt werden. Dieses sollte biokompatibel sein und eine geeignete Konsistenz besitzen, die sich
durch Standfestigkeit und Gleitfahigkeit auszeichnet. Der Absorptionskoeffizient spielt bei diesen
sehr diinnen Schichten eine zu vernachldssigende Rolle. Entscheidend ist, dass das Ankopplungs-
medium eine dhnliche Impedanz hat, wie das zu untersuchende Gewebe. Da das biologische Gewebe
grofltenteils aus Wasser besteht, wird deshalb fiir diese Anwendung ein Gel auf Wasserbasis
verwendet [31,208,252]. Breiten sich US-Wellen im Gewebe aus, unterliegen sie Streuungs- und
Brechungsphdnomenen und ihre Bewegungsenergie wird durch Absorption in Warme
umgewandelt [47]. Dieser Erwarmungseffekt wird unter anderem in der Ultraschall-Tumortherapie
gezielt verwendet [157]. Ultraschall besitzt auf flissige Medien einen Kavitationseffekt, der sich
durch Blaschenbildung auszeichnet. Beim Zerplatzen wird lokal Energie frei, was zu Gewebeschaden
fihren kann, aber auch bei der Plagueentfernung eingesetzt wird [102,111,127]. Zusammen mit
akustischen Mikrostromungen, die durch die Schwingungen einer Feile oder der Gasbldschen
entstehen, machen sie die endodontische Ultraschschallspiilung sehr effektiv [187,222].

Es kann abhdngig von Intensitdt, Dauer und Frequenz durch Kavitation und Erwdrmung zu
Thrombusbildung und Lyse von Erythrozyten kommen. Dieser Effekt wurde auch in vivo beobachtet
[30,45,127,237]. Durch die Kraft des Schallfeldes einer stehenden Ultraschallwelle kann es zur
bandférmigen Aggregation und Stillstand von Blut in GefaBen kommen [56].

Eine weitere grundlegende Eigenschaft von Wellen stellt der von Christian Doppler im Jahr 1842
beschriebene Doppler-Effekt dar. Bewegen sich Schallsender und Schallempfinger relativ zu-
einander, kommt es zu einer Verdnderung der Frequenz, wie es am Phanomen des vorbeifahrenden
Rettungswagens bekannt ist. Aus dieser Frequenzverschiebung kann die FlieRgeschwindigkeit von
Blut errechnet und im gepulsten Blutkreislauf die Herz-Frequenz bestimmt werden [47,196].

Ein Erzeugungs-Prinzip, wie es in den Versuchen in Kapitel 4.2 zur Anwendung kam, ist das
Continuous-Wave-Verfahren. In einem US-Kopf werden von piezoelektrische Kristallen oder
Keramiken kontinuierlich Schallwellen erzeugt und ausgesendet [47,88].

Ein anderes Erzeugungs-Prinzip ist das Puls-Echo-Verfahren, das in der bildgebenden Diagnostik im
sogenannten A-Mode verwendet wird. (Abb. 2A). Ein US-Puls wird von einem US-Kopf ausgesendet
und die von den Grenzflichen reflektierten Echos (Reflexionen) empfangen. Die Intensitdten
(Amplituden) der Reflexionen werden auf einer Zeitachse dargestellt und es lasst sich bei bekannter
Schallgeschwindigkeit die Entfernung der einzelnen Echos bzw. der Grenzflachen von der US-Sonde
bestimmen. AuBerdem kann aus der Intensitadt eine Information iber die Impedanz des Mediums an
der Grenzfliche gewonnen werden [47]. Diese Technik wurde bei den Versuchen in Kapitel 4.1
verwendet. Im sogenannten B-Mode wird jedem Amplitudenwert ein Grauwert zugeordnet. Bei

vielen einzelnen Piezokristallen entsteht so das bekannte Ultraschallbild (Abb. 2B).



Abb. 2:
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Abb. 2: A: Puls-Echo-Prinzip im A-Mode: US-Puls wird von US-Kopf ausgesendet und die von den
Grenzflachen reflektierten Echos empfangen. Die Intensitdt der Reflexionen wird auf
einer Zeitachse dargestellt; die Laufzeit (t) entspricht der doppelten Wegstrecke (s);
bei bekannter Schallgeschwindigkeit ldsst sich die Entfernung der Grenzflachen von
der US-Sonde bestimmen. (Quelle: modifiziert nach [47])
B: Ultraschallbild eines adlteren B-Mode-Gerates; man erkennt deutlich, dass das Bild aus
Grauwert-Linien zusammengesetzt wurde. (Quelle: modifiziert nach [47])

2.2.2 Ultraschall in der Zahnmedizin

2.2.2.1 Uberblick der Anwendungsméglichkeiten

Schall und Ultraschall finden in der Zahnmedizin haufig Verwendung. Einer der ersten Berichte zur
Anwendung in der Zahnmedizin stammt aus dem Jahr 1953 von Catuna, der einen Ultraschall-Bohrer
zur Kavitdtenpraparation entwickelte [32]. Auch heutzutage werden diese Techniken in der
prothetischen und konservierenden Zahnheilkunde angewendet, z.B. fiir die minimalinvasive
Praparation [4,225], die Kariesexkavation [4,240] und dem Einsetzen von Zahnersatz [29,173]. Ferner
werden Instrumente und Zahnersatz im Ultraschallreinigungsbad gesaubert [60,80,226]. In der
Parodontologie kommen Schall- und Ultraschallinstrumente seit den sechziger Jahren zur Entfernung
von Zahnstein und Konkrementen zum Einsatz [82]. Es wurden auch Studien zur Messung des
Parodontalen Attachment Levels [141] und der Gingivastarke mittels Ultraschall durchgefiihrt [59].
Diese Techniken finden jedoch im zahnérztlichen Alltag keine Verwendung. In den achtziger Jahren
wurden erstmals Ultraschallsysteme zur Aufbereitung und Desinfektion von Wourzelkanédlen
angewendet [149]. Heute wird Ultraschall zur Dentinprdparation, um einen verbesserten Zugang zum
Wurzelkanalsystem zu erhalten, und fiir die Aktivierung von Spillésungen eingesetzt [222,223]. Fir
die eigentliche Wurzelkanalaufbereitung wird er in der modernen Endodontie nicht mehr empfohlen
[35]. Des Weiteren kommt er beim Entfernen von Stiften oder frakturierten Instrumenten und bei
der Applikation von Sealern oder Mineral Trioxid Aggregaten (MTA) zum Einsatz [222]. Therapeutisch
wird Ultraschall ebenfalls genutzt, da er einen stimulierenden Effekt auf den Knochenstoffwechsel

zeigt, der in der Mund-Kiefer-Gesichts-Chirurgie [84,199], Parodontologie [83] und Kieferortho-



padie [107] erforscht und angewendet wird. /n vitro zeigte sich auch ein Einfluss auf die Proliferation
und Differenzierung von Odontoblasten-ahnlichen-Zellen, der moéglicherweise zur Regeneration von
Pulpa und Dentin dienen kann [144].

In der zahnarztlichen Chirurgie kénnen mit piezoelektrischen, chirurgischen Instrumenten und
Operationsverfahren prazise Osteotomien, Knochenaugmentationstechniken wie die Sinusboden-
elevation und das Bone-Splitting, sowie retrograde Wurzelkanalprdparationen sicherer und leichter
als mit den herkémmlichen Methoden durchgefiihrt werden [125,193]. Der Vorteil liegt in der
Risikominimierung durch selektives Schneiden von Hartgewebe unter Schonung und Schutz des
Weichgewebes [35]. Die klinische Anwendung der Ultraschallsonographie hat sich auf
Speicheldriisen, zervikale Lymphknoten und oberflachliche Weichgewebe, wie z. B. Muskulatur und
GefaBe, beschrankt. In den letzten Jahren wurde aussichtsreich versucht, sie fiir die Darstellung von
Zungenkarzinomen und periapikalen Ldsionen, sowie fiir Untersuchungen bei Craniomandibuldren
Dysfunktionen (CMD) und Frakturen zu verwenden [38,43,46,91,124,145,165,181,204]. Die Vorteile
dieser Bildgebung sind, dass keine ionisierenden Strahlen erforderlich sind, es eine non-invasive
Technik ist und in Echtzeit angewendet werden kann. Das bedeutet, Bilderzeugung und Beurteilung
kann unmittelbar am Patienten stattfinden [148]. Chen et al. [35] bieten einen ausfihrlichen
Uberblick iber die Anwendungsmoéglichkeiten und Entwicklungen von Ultraschall in der

Zahnmedizin.

2.2.2.2 Anwendung zur Darstellung von Zéihnen

Salmon und Le Denmat [188] haben im Jahr 2012 ein intraorales B-Mode Ultraschall-Gerat, mit dem
sie Zahne, Implantate und die umgebenden Gewebe darstellen konnten, entwickelt und an Patienten
getestet. Komplexer ist die Untersuchung von Hartgewebe wie die Zahnhartsubstanz oder Knochen,
da in diesen Geweben Schall sich mit einer héheren Geschwindigkeit ausbreitet und einer starkeren
Absorption unterliegt. Das erste Mal wurde im Jahr 1963 von Baum et al. [14] ein Bildgebungs-
verfahren aus der Augenheilkunde an Zahnen verwendet, das jedoch mit der Qualitdt der Signale
noch nicht tGiberzeugen konnte. Die Studiengruppe um Culjat [42] erstellten ein 2-D Bild eines dritten
Oberkiefermolaren, in dem sich durch die komplexe Zahnanatomie Fehler und Verzerrungen in der
Darstellung zeigten, da der Ultraschall reflektiert und gestreut wurde. Um diese Probleme und die
Ausbreitung der Wellen im Zahn besser zu verstehen, haben Sun et al. [215] eine 3D Finite Element
Simulation durchgefiihrt, die mit den Ergebnissen von in vitro Tests Ubereinstimmten und so fir
weitere Untersuchungen zur Verfligung stehen.

Es wurden aullerdem einige Studien zur Messung von Schmelzschichtstarken mit Ultraschall-
frequenzen von 15-50 MHz gemacht, die Ergebnisse mit Abweichungen von bis zu 10 % der
Gesamtdicke lieferten. Die Genauigkeit ist durch die Erkennung der Schallreflexion, der mangel-

haften Anpassung des Schallkopfes an den Zahn und die nicht exakt bekannte Schallgeschwindigkeit



im Schmelz eingeschrankt [21,55,89,98,216,219]. Eine praktische Anwendung dieser Messungen
waére die Kontrolle von Erosionen, jedoch ist hierzu die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse noch nicht ausreichend [140].

Diese Moglichkeiten der Ultraschalluntersuchung von Zahnhartsubstanz werden auch in der Karies-
diagnostik verwendet. Tagtekin et al. [217] verglichen DIAGNOdent (KaVo, Deutschland) mit einem
Karies-Ultraschallgerdt (Nova Scope 4500, NDT, USA) in vitro mit dem Ergebnis einer hohen
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit fiir beide Gerate. Pretty [178] beurteilte in einer Literatur-
Ubersichtsarbeit, dass aussichtsreiche Entdeckungen in der Karieserkennung gemacht wurden, die
Studien jedoch unterschiedliche Erfolgsgrade aufwiesen [178]. Aufgrund der positiven Erfahrungen
ihrer in vitro Studie wendeten Matalon et al. [150,151] einen Prototypen (Novadent Ltd., Israel) in
einer klinischen Studie an und mussten feststellen, dass im Vergleich zur radiologischen Diagnose
zwar eine hdhere Sensitivitat bestand, jedoch eine niedrigere Spezifitdt. Von den Autoren wurde
vorgeschlagen, durch die Verbesserung der Signalverarbeitung die Anzahl der falsch positiven
Befunde reduzieren zu kénnen [150,151]. Mit demselben Prinzip, wie in der Schichtdickenmessung
und der Kariesdetektion, kdnnen auch Frakturen und Risse am Zahnmodell und an Zdhnen in vitro
erkannt  werden [40,190,205]. Fir eine ausfihrlichere Erdorterung der darstellenden
Ultraschallanwendung in der Zahnmedizin wird an dieser Stelle auf die Ubersichts-Arbeit von
Marotti et al. [148] verwiesen, die unter anderem Studien zu weiteren Anwendungsmaoglichkeiten
verglichen haben: Untersuchungen von Weichgewebsldsionen, periapikale und parodontale
Lasionen, Frakturen, CMD, in der Implantologie und zur Schichtstarkenmessung von Gingiva und

Muskeln.

2.2.2.3 Optimierung der Ultraschall-Ankopplung

Ein Problem bei Ultraschallanwendungen am Zahn ist die Ankopplung, die durch hohe
Schallimpedanz-Werte eingeschriankt ist. Wie in der Sonographie von Weichgewebe (siehe
Kapitel 2.2.1) muss auch hier ein Ankopplungsmedium verwendet werden, das in der Schallimpedanz
dem Untersuchungsgewebe &dhnlich ist, um moglichst geringe Reflexionen an der Oberflache zu
erhalten. Es wurden hierzu verschiedene Losungsmoglichkeiten fiir die Ankopplung am Zahn
untersucht. Vor tber 40 Jahren wurde von Reich und Porter [182] Quecksilber vorgeschlagen und
getestet, welches von seinen physikalischen Eigenschaften, jedoch nicht von seinen biologischen und
praktischen Eigenschaften, geeignet ware. Neben Wasser bzw. auf wasser-basierendem,
medizinischem Ultraschallgel [55,166,242] und Ol (Rizinusél) [129] wurde in einigen Studien auch
Glycerin als Ankopplungsmedium verwendet. Es hat eine hohere akustische Impedanz als Wasser
und ist auch in der zerstorungsfreien Werkstoffprifung im Einsatz [41,87,89,101,140]. Eine weitere
Méglichkeit zur Verbesserung der Ankopplung ist die Ubertragung des Schalls mit einer Sondenspitze

aus einem Material mit hoher Schallimpedanz, &hnlich dem Schmelz. So verwendeten
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Barber et al. [11] und Lee et al. [130] eine Aluminiumspitze an humanen, bovinen und caninen
Zahnen in vitro. Gegenstand der genannten Studien war jedoch nicht explizit die Verbesserung der
Ankopplung. Erst 2005 haben Culjat et al. [41] dies gezielt versucht, indem sie die akustischen
Eigenschaften von folgenden Materialien untersucht haben: Gallium-Indium-Legierung, Luft, Wasser,
Quecksilber, medizinisches Ultraschallgel, Silikonél und ein auf Glycerin basierendes, industrielles
Ultraschallgel (High Z, Sonotech Inc., USA). Die Sondenspitze war aus Atemkalk (soda lime glass), das
eine Impedanz von 13,4 - 10°Ns/m? hat (vgl. Schmelz 16,5 - 10° Ns/m3). Zwischen dieser und einem
2 mm entfernten Glasblock (soda lime glass) wurden die Materialien eingebracht und anhand der
Echos verglichen. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass sich die Legierung, die wie Quecksilber bei
Raumtemperatur flissig ist, als Ankopplungsmedium am Zahn eignen wiirde, da die physikalischen
Werte ¢ =2740 m/s; Z = 17,4 - 10°Ns/m3; p = 6350 kg/m3 bestimmt wurden (Tab. 1).

Alle vorherigen Studien basieren auf dem Prinzip der direkten Ankopplung. Eine weitere Moglichkeit,
die auch in der zerstorungsfreien Werkstoffprifung verwendet wird, ist die Tauch-Technik. Es
werden US-Sonde und Prifkorper in ein Wasserbad getaucht, wobei kein direkter Kontakt vorhanden
ist, da der Schall Uber die Vorlaufstrecke im Wasser auf den Prifkérper fokussiert wird [49]. In
einigen Studien wird das Prinzip bei Schichtdicken- [55,219] und Schallgeschwindigkeitsmessungen
am Zahn verwendet [166]. Dwyser-Joyce et al. [55] verglichen diese Technik mit der direkten
Ankopplung. Sie wurde unter Laborbedingungen am Zahn angewandt und ist in dieser Art
nicht auf den Patienten (ibertragbar, aber sie erwies sich in dieser Studie als eine gute

Ankopplungsmoglichkeit mit einer hoheren Auflésung als die Direkte.

2.3  Humanes Blut und humanes Erythrozytenkonzentrat

Das Blut dient als Transport- und Kommunikationssystem im Korper und verteilt dabei Sauerstoff,
Nahrstoffe, Botenstoffe, Stoffwechselprodukte und Warme. Es ist fiir die Abwehr von Pathogenen
zustandig und schitzt bei Verletzungen den Kérper durch das Gerinnungssystem vor Blutverlust. Das
Blutvolumen macht 6 — 8 % des Korpergewichts eines Erwachsenen aus. Die zelluldren Bestandteile
des Blutes sind Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten. Erythrozyten sind rote, kernlose,
bikonkav-scheibenformige Zellen mit einem Durchmesser von 7,5 um und haben den groften
Volumenanteil am gesamten Blutvolumen. Durch ihre hohe Deformierbarkeit aufgrund ihrer
flexiblen Membran kénnen sie selbst durch kleinste Kapillaren flieBen. Die Zahl der Erythrozyten
betragt bei der Frau (4,2-5,410°%pul Blut) und ist etwas niedriger als beim Mann
(4,6 - 5,9 10%/ul Blut). Demnach variiert auch die Hamoglobinkonzentration (120 - 160 g/l;
140 - 180 g/l). Das Blutplasma macht 46 — 63 % des Blutvolumens aus, besteht zu 90 % aus Wasser
und enthélt Proteine, Elektrolyte und niedermolekulare Stoffe [116,197].

Die Erythrozytenkonzentrate, wie sie in der vorliegenden Arbeit verwendet werden, befinden sich in

einem sterilen Beutelsystem und enthalten CPD, eine Zusammensetzung aus Stabilisatoren und
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Antikoagulanzien (Natriumcitrat, Citronensdauremonohydrat, Glucosemonohydrat, Natriumdihydro-
genphoshatdihydrat). Um unerwiinschte Wirkungen zu reduzieren, wird eine Abreicherung der
Leukozyten durch Filterung (Leukozytendepletion) durchgefiihrt. Bei der empfohlenen Lagerung der
Erythrozytenkonzentrate bei 4 °C(+2°C) ist eine Haltbarkeit von bis zu 7 Wochen je nach
Aufbereitungsverfahren gewadhrleistet. Dennoch bedingt die Lagerung einen morphologischen
Formenwandel in Kugelzellen und Stechapfelformen (Abb. 3). Diese sind nach Transfusion innerhalb
von 48 — 72 Stunden reversibel, haben aber bei schwerkranken Patienten nach neuesten Daten einen
negativen Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit [95,96,119,162].

Abb. 3:

Abb. 3: Rasferelektronenmikroskopische Aufnahmen von Erythrozytenkonzentrat nach 21 (A)
und 35 Tagen (B) unter den empfohlenen Lagerungsbedingungen; VergrofRerung original:
4400x (Quelle: [95])

Das Absorptionsverhalten von Blut zeigt im sichtbaren Bereich Maxima bei den Wellenlangen 420 nm
und 540 nm [103,184]. Untersuchungen von unserer Arbeitsgruppe an humanem Blut ergaben fir
den Wellenldangenbereich von 600 nm bis 2500 nm zwei relative Transmissionsminima bei
A =1450 nm und A = 1900 nm, sowie drei relative Maxima bei A = 1300 nm, 1700 nm und 2200 nm.
Das beste Verhaltnis zwischen der Dentintransparenz und der Blutabsorption lag im Bereich zwischen

850 nm und 1380 nm [94].

2.4 Diagnostische Verfahren zur Vitalitatspriifung von humanen Ziahnen

2.4.1 Bestimmung der Zahnsensibilitat

In der zahnmedizinischen Behandlung spielt die Beurteilung des Zustands und der Vitalitat der Pulpa
eine therapieentscheidende Rolle. Die derzeitigen Verfahren zur Bestimmung der Zahnvitalitat
beschranken sich auf die Uberpriifung der Sensibilitit durch thermische, elektrische oder
mechanische Reize. Sie basieren auf den Beobachtungen, dass eine gesunde Pulpa auf die
einwirkenden Reize normal reagiert, wahrend eine entziindete Pulpa lberempfindlich und eine

nekrotische Pulpa unempfindlich reagiert. Dies beruht jedoch auf der subjektiven Schmerzsensation
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des Patienten und ist mit den bekannten Einschrankungen verbunden [93]. Das Absterben der Pulpa
geht mit dem Stillstand des Blutflusses einher, selbst wenn die sensorischen Funktionen noch
vorhanden sind. Die Pulpa kann sich nur bei intakter Blutzirkulation in einem gesunden Zustand
befinden. Die Schmerzsensation ist somit weit weniger bedeutend in der Bestimmung der
Zahnvitalitat als die Durchblutung der Pulpa, weshalb Techniken zur Blutflussmessung als direkte,

objektive Methode vermehrt vorgeschlagen und im folgenden Kapitel vorgestellt werden [1].

2.4.2 Bestimmung der Zahndurchblutung

2.4.2.1 Photoplethysmographie und Photopulsographie

Die Photoplethysmographie (PPG) ist eine optische, non-invasive Technik, die zur Blutflussmessung
eingesetzt wird. Das zu untersuchende Gewebe wird von Licht durchstrahlt und von einer Photo-
diode detektiert. Es wird durch das durchblutete Gewebe absorbiert, gestreut und
reflektiert [33,110]. Das PPG-Signal enthalt eine pulsierende AC-Komponente (Wechselspannungs-
anteil), die durch Druck-, Volumenanderung und der Ausrichtung der Erythrozyten zustande
kommt [8,81,139,156]. Diese Komponente ist einer nichtpulsierenden, sich langsam verdndernden
DC-Komponente (Gleichstromanteil) aufgelagert, die maRgeblich durch das Blutvolumen des
durchstrahlten Gewebes beeinflusst wird [33]. Auch ohne die Volumenidnderung konnten
Naslung et al. [164] ein pulsierendes AC-Signal in einem starren GefdaR nachweisen. Dies bekraftigt
die Tatsache, dass die physikalischen Grundlagen des PPG-Signals noch nicht vollstandig verstanden
sind [3]. Auch die Anwendung der PPG in der Zahnmedizin wird von vielen untersucht und fir
aussichtsreich in Bezug auf die Durchblutungsmessung und die Vitalitdtsbestimmung
befunden [44,50,51,103,106,112,159,169].

Ein weiteres Messverfahren auf Grundlage der PPG ist die Pulsoximetrie, die in der Medizin in Form
von Finger- und Ohrlappchensensoren breite Verwendung findet. Das Prinzip beruht auf dem
unterschiedlichen Absorptionsverhalten von oxygeniertem und desoyxgeniertem Hamoglobin im

roten (660 nm) und infraroten Bereich (850 — 940 nm), wodurch sich die Sauerstoffsattigung des

Blutes und die Pulsfrequenz bestimmen ldsst. Auch in der Zahnmedizin wird dieses Verfahren zur
Bestimmung der Zahnvitalitdit empfohlen [27,78,106,112,158,160,163,169,198]. Die Arbeitsgruppe
um Caliletal.[27] konnte bei 28 von 32, im Kaltetest als vital bestimmte Zahne, eine
Sauerstoffsattigung messen. Nebenbei zeigte sich, dass die in Zdhnen gemessene Sauerstoffsattigung
niedriger war, als die am Finger des Patienten gemessene Sattigung [27]. In einer Studie von
Gopikrishnana et al. [79] wurde fiir die Pulsoximetrie eine héhere Sensitivitat beschrieben als fiir den
konventionellen Kiltetest oder den elektrischen Vitalitatstest [79]. Es wurden keine Studien tGber den
Einfluss des gingivalen Blutflusses gefunden. Die in vitro Studien von Niklas etal. [168] wurden

urspriinglich der PPG zugeordnet, da die Zuordnung fraglich erschien wurden sie von Knoérzer [117]
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als Photopulsographie bezeichnet. Die Ergebnisse zeigten, dass eine Abschirmung der gingivalen
Durchblutungssignale nicht moglich war bzw. auch ohne pulpalen Blutfluss die Signale der Gingiva

gemessen wurden. Fir die genauere Darstellung wird auf die Arbeiten verwiesen. [22,105]

2.4.2.2 Laser-Doppler-Blutflussmessung

Die Laser-Doppler-Blutflussmessung (LDF) ist eine non-invasive, schmerzfreie und objektive
Methode, die zur Messung des pulpalen Blutflusses (PBF) eingesetzt werden kann. Als Lichtquelle
wird entweder eine Helium-Neon (HeNe; 632 nm; rot) oder eine Gallium-Aluminium (GalAlAs;
780 — 820 nm; infrarot) Laserdiode verwendet. Das Laserlicht wird (iber einen Lichtwellenleiter in die
Zahnhartsubstanz und die Pulpa eingestrahlt und von einer Photodiode detektiert [186]. In Analogie
zum Doppler-Effekt beim Ultraschall (siehe Kapitel 2.2.1) unterliegt das von den in den pulpalen
Blutgefdllen zirkulierenden Erythrozyten zuriickgestreute Licht einer Frequenzverschiebung, im
Gegensatz zu den ruhenden Geweben, die keine Frequenzverschiebung verursachen [163]. Die
Ergebnisse der Bestimmung des pulpalen Blutflusses sind widerspriichlich. Einige Autoren
berichteten, vitale Zdhne von nekrotischen unterscheiden zu kénnen [170,171], wahrend andere
zeigten, dass zum GrofRteil die Durchblutung der umgebenden parodontalen Gewebe gemessen
werden und es somit keine verladssliche Methode fiir die Vitalitdtsbestimmung sei [175,207]. Eine
Methode, den Einfluss der umgebenden Gewebe zu reduzieren, ist die Abschirmung der Gingiva mit
Kofferdam [90,207] oder einer opaken Parodontalpaste [2]. Eine vollstandige Abschirmung ist jedoch
nicht moglich [176]. Ein weiterer Aspekt ist die Positionierung der Messsonde. Zum einen muss sie
wahrend der Messung starr fixiert werden, um Bewegungsartefakte zu vermeiden [153,171], zum
anderen spielt auch die Position eine Rolle und so wurde ein Abstand von 2 — 3 mm zum Gingivarand
empfohlen [90,163]. Diese Empfehlung beruht auf dem Aspekt, dass die Nahe der Gingiva das Signal
verfalscht, aber genau dort die grofSte Ausdehnung des Pulpenkavums ist [183]. Die LDF kann nur
den pulpalen Blutfluss des koronalen Anteils detektieren, der unter Umstinden nicht den
eigentlichen Blutfluss darstellt, da keine Ortsauflosung gegeben ist [163]. Die Streuung des Lichtes im
Zahn bis in die umgebenden Weichgewebe und den Alveolarknochen spielt dabei eine entscheidende
Rolle [2,90,104,175-177]. Nicht anwendbar ist die LDF bei Zdhnen mit Kronen oder groRen

Fillungsrestaurationen [163].

2.4.2.3 Ultraschall-Doppler-Blutflussmessung

Wie in Kapitel 2.2.1 bereits erwdhnt, kann der Doppler-Effekt zur Blutflussmessung verwendet
werden (Ultrasonic Flowmetry, UFM). Hierbei wird ein Ultraschall-Sondensystem meist im Puls-Echo-
oder seltener im Continuous-Wave-Verfahren verwendet. In Russland haben Wissenschaftler ein US-

Doppler-Gerat (MM-D-K, Minimax, Russland) zur Diagnostik in der Pravention und Friihbehandlung
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von Parodontalen Lasionen angewandt [122,161]. Yoon et al. [241] benutzten dieses Gerat, um den
pulpalen Blutfluss zu bestimmen. Dazu verglichen sie in ihrer Studie vitale und wurzelkanalgefiillte
Frontzadhne von 11 Patienten. Eine 20-MHz US-Sonde, die bis zu einer Tiefe von 0,8 cm den Blutfluss
bestimmen kann, wurde mit Ultraschallgel im 60° Winkel, zervikal an die Zahne angelegt und die
Messungen durchgefiihrt. Sie erkannten auch die Schwierigkeit der Ankopplung, aber es zeigten sich
dennoch Puls-Wellen bei den vitalen und nicht-gepulste Signale bei den wurzelkanalgefillten
Zahnen. In einer weiteren Studie untersuchten sie an 18 Patienten erfolgreich die Verdanderung des
pulpalen Blutflusses von Oberkiefer-Frontzahnen durch die Applikation eines adrenalin-haltigen
Lokalandsthetikums. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass das US-Doppler-Gerat die Anderung des
pulpalen Blutflusses erkennen kann. In der klinischen Anwendung sollte zum Vergleich auch der
kontralaterale Zahn als Kontrolle hinzugezogen werden, da aufgrund der Zahnanatomie eine
Messung mit dem Gerat nicht moglich sein konnte [241,242]. Cho und Park [37] beschrieben in
einem Fallbericht die Anwendung dieses Gerates zur Vitalitatsbestimmung von verfarbten Zdahnen
nach einem Trauma. Kélte- und elektrische Vitalitatstests (EPT) waren negativ, mit der Ultraschall-
Doppler-Blutflussmessung konnten die Zdhne als vital bestimmt werden. Zwei Falle reagierten nach
10 Wochen positiv auf Kalte und EPT. Der dritte Fall zeigte nach 9 Monaten trotz positiver Vitalitdt im
US-Doppler keine Antwort auf Kéalte oder EPT. Falsch positive Tests der Ultraschall-Doppler-
Blutflussmessung wurden bis jetzt noch nicht untersucht und die Autoren schlagen weitere,
umfangreichere Studien dazu vor [37]. Die Vorteile der Ultraschall-Doppler-Blutflussmessung sind
laut Orekhova und Barmasheva [171], dass eine lokalisierte Blutflussmessung in schwer zuganglichen
Bereichen wie Zahn und Gingiva moglich ist, es keine Einschrankungen durch Metallrestaurationen
gibt und es eine kurze, gut vom Patienten tolerierte und wiederholbare Messmethode ist. Es sind
dabei aber einige Regeln einzuhalten, so sollte der Patient in Ruhe bei Zimmertemperatur liegen oder
sitzen, und nicht geraucht und gekaut haben. Die Sonde sollte wahrend der Messungen ohne Druck
in derselben Position gehalten werden. Jedoch empfehlen Orekhova und Barmasheva eine
Kombination von LDF und Ultraschall-Doppler-Blutflussmessung zur detaillierten und genaueren
Untersuchung des pulpalen Blutflusses [171]. Ein Ultraschall-Doppler-Blutflussmessgerdt zur

Vitalitdatsbestimmung ist am freien Markt noch nicht verfligbar.

2.4.3 Weitere Methoden zur Blutflussmessung in der Medizin

2.4.3.1 Grundlagen des photoakustischen und des akustooptischen Effekts

Beim photoakustischen Effekt, auch als optoakustischer Effekt bezeichnet, wird gepulstes Laserlicht
in einem Medium absorbiert. Dabei kommt es lokal zu einem Temperaturanstieg und Uber die
thermoelastische Ausdehnung zur Druckdnderung, die sich in Form einer US-Welle ausbreitet und
von einem US-Kopf detektiert werden kann (Abb. 4A). Diesen Effekt verwendet die Photoakustische

Tomographie (PAT) zur Bildgebung [5,65,233,236]. In der akustooptischen Tomographie (AOT) wird
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genau der umgekehrte Effekt zur Bildgebung genutzt. Eine US-Welle wird in ein Medium fokussiert
und Licht, das durch diesen markierten Bereich strahlt, wird vom Ultraschall mit dessen Frequenz

kodiert und moduliert (Abb. 4B) [113,132,147,229,232].

Abb. 4:
A B
)
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Abb. 4: A: Photoakustischer Effekt: Ein Laser (1) erzeugt ein gepulstes Laserlicht (4), das in ein

Medium (2) fokussiert und absorbiert wird. Dadurch entstehen US-Wellen (6), die von
einem US-Kopf detektiert werden konnen (3).

B: Akustooptischer Effekt: US-Wellen (6), die vom US-Kopf (3) erzeugt werden, werden
in ein Medium (2) fokussiert. Ein vom Laser (1) erzeugtes Laserlicht (4), das durch den
markierten Bereich strahlt, wird mit der Frequenz (5) des Ultraschalls moduliert (7).

Das Prinzip der Modulation kann anhand eines Beispiels aus der Rundfunktechnik erklart
werden (Abb. 5). Die Sprechfrequenzen eines Radiomoderators (Nutzsignal) verandern (modulieren)
ein Tragersignal (Mittelwellenrundfunk mit Frequenzbereich von 526,5-1606,5kHz [97])
das beim Empfanger demoduliert und daraus das Nutzsignal zuriickgewonnen werden kann (Abb.
5) [67,76,235]. Die gerichtete Ultraschall-Markierung bietet somit auch eine rdumliche Information
Uber den Ort der Markierung [143]. Es wurden drei mogliche Mechanismen fir diesen Effekt
vorgeschlagen: Ultraschall fiihrt zur Druck und Dichtednderung im Medium und verdndert die
optischen Eigenschaften des Mediums einschlieRlich des Absorptions- und Streuungskoeffizienten
sowie des Brechungsindexes. Der zweite Mechanismus basiert auf der Verdnderung der optischen
Phase aufgrund der ultraschallinduzierten Bewegungen der streuenden Partikel, der Dritte auf
Veranderung der optischen Phase durch die Ultraschall-Modulation des Brechungsindexes [228,232].

Abb. 5:

N N Nutzsignal
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Moduliertes Tragersignal

Abb. 5: Amplitudenmodulation: Ein Nutzsignal (Sprechfrequenzen eines Radiomoderators) wird
mit einem Tragersignal (Mittelwellenrundfunk) durch Modulation der Amplitude
verbunden (Moduliertes Tragersignal).(Quelle: modifiziert nach [76])

Ziel beider Methoden (PAT, AOT) ist es, die Vorteile des optischen Kontrasts von Licht und den
Auflésungsvorteil durch die geringere Streuung des Ultraschalls zu kombinieren. Die Auflésung und

die Darstellungstiefen konnen durch die Ultraschallfrequenz variiert werden. Es kdnnten sogar beide
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Methoden simultan eingesetzt werden, um den diagnostischen Wert zusatzlich zu erhéhen. Ein
Problem, das bei der Ultraschalltechnologie immer vorhanden ist, ist die akustische Ankopplung.
Auch die akustische Heterogenitat, wie sie beim menschlichen Knochen vorhanden ist, stellt eine
Herausforderung dar [232]. Der Photoakustische Effekt wurde in den letzten Jahren bereits zur
Bestimmung der akustischen Eigenschaften und Darstellung von Schmelz, Dentin, Karies und des
Pulpenkavums verwendet. Abb. 6 zeigt einen moglichen klinischen Einsatz. [17,19,61-
63,136,137,202,227]

Abb. 6:
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Abb. 6: Vision einer photoakustischen Bildgebung eines Zahnes: gepulstes Laserlicht (1) eines
Lasers (2) erzeugt US-Wellen in der Pulpa, die von US-Kopf (3) und US-Gerat (4) und
gemessen und mit Hilfe digitaler Signalaufbereitung analysiert werden (5) (Quelle:
modifiziert nach [211])

2.4.3.2 Photoakustische-Doppler-Blutflussmessung

Grundlage der Photoakustischen-Doppler-Blutflussmessung ist der Photoakustische Effekt. Die US-
Wellen, die durch ein amplitudenmoduliertes Laserlicht in einem Medium erzeugt werden,
entstehen mit dessen Amplituden-Frequenz. Wie beim US-Doppler-Effekt kommt es auch beim
Photoakustischen-Doppler-Effekt (PAD) zum Doppler-Shift, der Frequenzverschiebung proportional
zur Flussgeschwindigkeit. Wenn sich die Partikel bewegen, kommt es zur Frequenzanderung, die von
einem US-Kopf detektiert werden kann. Im Gegensatz zur Ultraschall-Doppler-Blutflussmessung ist es
moglich, auch sehr niedrige FlieRgeschwindigkeiten und im Gegensatz zur LDF die FlieRrichtung zu
messen [65,66]. Diese Technik wurde bereits in vivo an der Maus und am Hihnchenembryo
erfolgreich getestet [238]. Eine Variation dieser Technik, die Kreuz-Korrelations-Methode, wendeten
Brunker und Beard [23-26] in vitro an. Eine vereinfachte Erklarung soll das Prinzip erldutern: Ein US-
Empfanger ist auf ein BlutgefaR fokussiert. Eine Gruppe von Erythrozyten tritt in diesen Fokus ein
und es werden durch zwei aufeinander folgende Laserimpulse photoakustische Wellen erzeugt.

Diese Wellen haben ein flr die Gruppe von Erythrozyten charakteristisches Muster, das zeitversetzt
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am US-Empfanger aufgezeichnet wird. Dadurch lasst sich mit Hilfe der Kreuz-Korrelations-Funktion
und der Zeitdifferenz, der Ort und somit die FlieBgeschwindigkeit errechnen [23-26]. Die
Photoakustische-Doppler-Blutflussmessung bleibt jedoch in tieferen Gewebeschichten eine

Herausforderung [230].

2.4.3.3 Ultraschall-markierte Blutflussmessung

Die Studiengruppe um Racheli [180] und Ron [185] haben eine neue Methode basierend auf dem
akustooptischen Effekt zur Messung von Blutfluss entwickelt. Bei dieser Methode wird das zu
untersuchende Gewebe mit kohdarentem Laserlicht und zugleich mit Ultraschall durchstrahlt. Der
Ultraschall moduliert das Licht nach dem akustooptischen Effekt und markiert es damit (Ultrasonic
tagging of light; UTL). Das aus dem Gewebe zuriickgestrahlte Licht erzeugt ein Speckle-Muster, das
mit einem Photodetektor registriert wird (Abb. 7). Das detektierte Speckle-Muster enthilt einen
Anteil, der mit der Ultraschallfrequenz moduliert ist. Bewegungen durch den Blutfluss innerhalb des
untersuchten Gewebes verdndern das Laserlicht und somit das Speckle-Muster. Der Kontrast im
Speckle-Muster nimmt mit zunehmender FlieBgeschwindigkeit ab, die Uber die Zeit integriert
errechnet werden kann. Aufbauend auf dieser Technik wurde ein Gerat zur Messung des zerebralen
Blutflusses durch die Schadelkalotte entwickelt, das Laserlicht im Nahinfrarotbereich und einen
1-MHz US-Kopf verwendet (Ornim Medical, Israel) [13,143,180,185]. Nach Studien am Schwein
wurde dieses Gerdt von Schytz et al. [201] an 10 Patienten angewandt und der verdnderte zerebrale
Blutfluss nach Gabe eines durchblutungsfordernden Medikamentes (Acetazolamid) gemessen und

133Xe-SPECT) verglichen. Sie waren mit beiden

anschlieBend mit einem Standard-Messverfahren (
Verfahren in der Lage, den Anstieg nach 15 Minuten zu messen und behaupteten, dass dies eine
vielversprechende Technik fiir non-invasive Echtzeitmessungen ist. Es werden jedoch weitere,
ausfihrlichere Studien bendtigt, in welchen die Anwendung unter klinischen Bedingungen genauer

untersucht werden [201].

Abb. 7:
A B

T 0
Abb.7:  A: Aufnahme eines an einer Oberflache reflektierten Laser

B: Aufnahme eines Speckle Musters mit einem CCD-Sensor (Quelle: [12])
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3  Fragestellung

Der erste Teil der vorgelegten Dissertation befasste sich mit der Ankopplung von Ultraschall an die
Zahnhartsubstanz. Diese wird in der Literatur immer wieder als Problem beschrieben, da der Zahn
aus Materialien mit hoher akustischer Impedanz besteht und somit einen GrofRteil des Ultraschalls an
der Oberfliche reflektiert. Deshalb wurde in der vorliegenden Studie Untersuchungen zur
Verbesserung der Ultraschall-Ankopplung an die Zahnhartsubstanz durchgefiihrt. Im ersten Schritt
wurde eine Apparatur zur indirekten Messung von Ankopplungsmedien fir die Zahnhartsubstanz
entwickelt, um dann im zweiten Schritt gebrauchsfertige und individuell hergestellte, optimierte

Medien untersuchen und vergleichen zu kénnen.

Im zweiten Teil der vorgelegten Dissertation wurde versucht das Problem der Licht-Streuung in der
Zahnhartsubstanz zu umgehen, das bei optischen Verfahren zur Vitalitatsbestimmung mittels
Durchblutungsmessung der Pulpa zu einer starken Beeinflussung der Signale durch die ebenfalls
durchbluteten parodontalen Strukturen fihren kann. Ein Moglichkeit ware Ultraschall, der im Zahn
weniger gestreut wird, zur Vitalitdtsbestimmung einzusetzen. In der Literatur [171] wird empfohlen
die Laser-Doppler-Blutflussmessung und die Ultraschall-Doppler-Blutflussmessung getrennt
voneinander zur Diagnostik zu verwenden, um eine hohere Sensitivitdt und Spezifitat bei der
Beurteilung der Vitalitdt zu erzielen. Deshalb war die Grundlage der Untersuchungen ein neues
Verfahren aus der Akustooptik, das die Vorteile von Laserlicht und Ultraschall, also der Laser-
Doppler-Blutflussmessung und der Ultraschall-Doppler-Blutflussmessung, vereint, in die
Zahnheilkunde zur Vitalitdtsbestimmung der Pulpa zu lbertragen. Hierzu wurde ein Versuchsaufbau
zur ultraschall-markierten Frequenzdetektion von gepulsten Erythrozytenkonzentraten in
verschiedenen Konzentrationen an einem Durchblutungsmodell entwickelt und geprift. AuRerdem
wurde der Einfluss des Ultraschalls auf die Erythrozyten hinsichtlich Temperatur und

morphologischen Verdanderungen bei den Versuchsbedingungen untersucht.

Die Fragestellungen in der vorliegenden Arbeit sind Teil eines gréBeren Forschungsprojektes und
stehen im Zusammenhang mit den Publikationen von Niklas et al. [168], Hirmer et al. [94] und
Schulz et al. [200], der Bachelorarbeit von Plank [174], so wie den Dissertationen von

Klingebiel [115], Niklas [167], Jaeger [105], Brandt [22] und Knérzer [117].
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4 Material und Methoden

4.1 Entwicklung und Untersuchung von Ultraschallgelen zur Anwendung am Zahn

4.1.1 Entwicklung der Versuchsanordnung fiir die Untersuchung von Ultraschallgelen

Ein frisch extrahierter Frontzahn eines Rindes wurde mittels Paladur Kunststoff (Heraeus Kulzer,
Deutschland) mit der Labialflaiche horizontal auf der Halterung eines Sagemikrotoms (Leica SP 1600,
S/N: 025.097.052, Leica, Wetzlar, Deutschland) fixiert und eine 2,0 mm dicke, planparallele Scheibe
herausgeschnitten (Abb. 8B). Uberpriift wurde die Dicke mit einem digitalen Mikrometer (Art.-Nr.:
293-521-30, Mitutoyo, Japan). In die Zahnscheibe mit einer Ldnge von 22 mm und einer Breite von
11 mm wurde mit einer Bohr-Frase-Maschine (Emco Compact 5, Maier + Co. Austria, Osterreich) eine
Messstelle im Dentin (2; Abb. 8) in einer Tiefe von 1,25 mm mit einer Rest-Dicke von 0,75 mm, 8 mm
von apikal entfernt in mesiodistaler Richtung gefrast (HOLEX VHM-Fraser 3 mm, Art.-Nr.: 202130-3,
Hoffmann GmbH, Minchen, Deutschland). Eine weitere Messstelle im Schmelz (Dicke 2,0 mm)
wurde 6,5 mm ausgehend von apikal festgelegt (1; Abb. 8).

Diese Stelle wurde nach Abschluss der Messungen mit einer Trennscheibe (Standard, Henry Schein
Dental Depot GmbH, Langen, Deutschland) und einem Multifunktionswerkzeug (Proxxon FBS 240/E,
Fohren Deutschland) durchtrennt und unter dem Makroskop (Makroskop M420, S/N: 258994, Wild
Heerbrugg, Schweiz; Leica KL 1500 electronic Lichtquelle; Leica EC3 Kamera, Best.-Nr.: 12730079,
Leica Microsystems, Schweiz) anhand beider Schnittflichen die Schmelz und Dentinstarken
gemessen. Daraus ergab sich eine mediane Dicke von 0,43 mm Schmelz und 1,60 mm Dentin. In den

nachfolgenden Ausfiihrungen wurden diese als Schmelz-Messstelle und Dentin-Messstelle

bezeichnet.
Abb. 8:
A B
22 mm 8 mm |3mm 11 mm
1 | N N
I - —— r T T T T 1
LiLi i 65 | 95 . d
0,4 3
2,0
16 0,75
apikal inzisal i 2
—~— . B @ 4@ O
i 5 o
d:f/’://
Abb. 8: A: Rinderzahnscheibe mit Schmelz- (1) und Dentin-Messstelle (2)

B: Schematische Darstellung der Rinderzahnscheibe mit Lokalisation des Schnittbereichs
(Quelle: modifiziert nach [131]). Schmelz- (1), Dentin-Messstelle (2), Schmelz (3) und
Dentin (4). MalRe in mm.
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Die Zahnscheibe wurde in physiologischer Kochsalzlosung in einem Gefall mit Schraubverschluss (BD
Falcon 50 ml, Best.-Nr.: 352098, Becton Dickinson Biosciences, USA) bei 4 — 6 °C aufbewahrt.

Es kam ein indirektes Verfahren zur Messung der Testgele zum Einsatz, bei dem eine US-
Sonde (Pencil Probe, T-481-4507, Checkline Europe, Gronau, Deutschland; Abb. 9) mit medizinischem
Ultraschall-Kontakt-Gel (US-Gel, G1; Best.-Nr.: 7873, Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland; siehe Tab.
3) an den Zahn angekoppelt wurde. Das zu untersuchende Testgel wurde an der gegeniiberliegenden
Grenzfliche Zahn - Luft aufgetragen, um den Ubergang der Schallwellen von Zahn in Testgel zu
untersuchen. Abb. 10 zeigt den schematischen Aufbau der Versuchsanordnung.

Abb. 9:
5 3 i ) 2

Abb. 9: US-Sonde (1) wurde mit 2 Madenschrauben (4) mit Kunststoff-Adapter (3) fixiert. Die
Sonden-Spitze (2) war 7 mm lang und begann mit einer Breite von 1,6 mm. Das
Anschlusskabel (5) der US-Sonde (1) fiihrte zum Oszilloskop.

Abb. 10:

Abb. 10:  Zahnscheibe bestehend aus Schmelz (4) und Dentin (5); US-Sonde (1; Abb. 9) wurde an
der Schmelz-Messstelle (2) oder der Dentin-Messstelle (3) mit medizinischem US-Gel
(G1) angekoppelt; Testgel (6) wurde auf der gegeniberliegenden Grenzflache
aufgetragen und bei (3) mit einer weiteren Zahnscheibe (7; 20 x 11 x 2 mm) abgedeckt;
Halterung der Zahnscheibe (8).

Als Halterung der Zahnscheibe (Abb. 11) wurde ein Aluminiumblech auf die MaRe 11 x7,5cm
zugeschnitten und eine Aussparung von 6 x 15 mm eingefrast, um von unten Zugang zu der darauf
befestigten Zahnscheibe zu erhalten. Die Zahnscheibe wurde mit der Ausfrasung nach oben, von
inzisal (Position wie in Abb. 8A) mit einem Aluminiumblech (6 x3,5cm, Standard) und
Fligelschrauben fixiert (Abb. 11). Die Fixierung reichte bis 2 mm vor die Ausfrasung. Um die
Befestigung zu optimieren, wurde ein Schaumstoffstiick zwischen die beiden Bleche eingebracht, um

eine moglichst parallele Fixierung zu ermoglichen.
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Abb. 11:

Abb. 11: A: Ansicht in positive x-Richtung; Zahnscheibe (1) wurde in Halterung (3) eingeklemmt
und Uber ein Aluminiumblech mit 2 Fligelschrauben fixiert. Eine US-Sonde (2) wurde
von unten an den Zahn angelegt (Beschreibung folgt).

B: Ansicht von oben; ohne Zahnscheibe. US-Sonde in Halterung (1); Zahnscheiben-
Halterung (2).

Ein Bohrerstander (mechanische Werkstatt Physik, Universitdt Regensburg, Deutschland, Abb. 12),
mit einer nach oben gerichteten Bohrerhalterung, wurde verwendet, um die US-Sonde zu befestigen.
Diese wurde mit einem Adapter, der in der mechanischen Werkstatt Physik aus Kunststoff (15 mm
Durchmesser; Abb. 9) hergestellt und mit 2 Madenschrauben mit der US-Sonde verbunden wurde, im
Bohrerstander fixiert. Sie wurde so eingespannt, dass die PMMA-Spitze (7 mm Lange, 1,6 mm Breite
an der Spitze) das Rohr der Halterung (iberragt (Abb. 11, Abb. 12), hierdurch konnte ein
Anpressdruck von 2,8 N/mm? auf der Zahnscheibe erreicht werden. Die wirkende Kraft auf die Spitze
mit einer Fliche von 2 mm? war 5,6 N.

Die Zahnscheiben-Halterung wurde (iber eine Winkel-Konstruktion (Abb. 12) an einem in x-Achse
verschiebbaren und skalierten Tisch befestigt, um zwischen den Messstellen wechseln zu kdénnen.
Durch die Winkel-Konstruktion wurde die Position der Zahnscheibe auf der y- und z-Achse festgelegt.
Die Fixierung des Tisches erfolgte (ber eine Stativschiene. Der Bohrerstinder und die
Probenhalterung (Tisch mit Stativschiene und Zahnscheiben-Halterung) wurden mittels Schraub-
zwingen am Tisch befestigt.

Ein US-Gerat (Model 5077PR Square Wave Pulser/Receiver, S/N: 120211004, Olympus NDT Inc., USA;
Abb. 12) in Kombination mit der US-Sonde diente gleichzeitig als Sender und Empfanger der US-
Wellen. Die Daten des Gerats wurden Uber den BNC-Ausgang am Oszilloskop (Tektronix DP02014,
S/N: C000512, Tektronix, Inc., USA; Abb. 12) ausgelesen, notiert und auf einem USB-

Wechseldatentrager gespeichert.
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Abb. 12:
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Abb. 12: Durch den skalierten Tisch (2) konnte die in der Halterung (1) befindliche Zahnscheibe
auf der x-Achse verschoben werden. Die US-Sonde in der Bohrerhalterung (5) wurde
Uber den Federmechanismus an die Zahnscheibe angekoppelt. Das US-Gerat (4), dessen
Signale mit einem Oszilloskop (3) ausgelesen wurden, diente als Sender und Empfanger.

4.1.2 Entwicklung von Ultraschallgelen zur Anwendung am Zahn

Die grundlegende Idee war, medizinisches US-Gel (G1) mit Pulvern, die eine hdhere akustische
Impedanz besitzen, zu vermischen, um die Impedanz zu erhéhen und somit ndher an der Impedanz
der Zahnhartsubstanzen zu sein. Damit ware eine bessere Ankopplung von Ultraschall an den Zahn
gewadhrleistet. Die Testgele wurden nach folgender Anleitung hergestellt:

Mit einer 1 ml Spritze (BD Plastipak 1,0 ml, LOT 0802023, Becton Dickinson Biosciences, USA) wurde
das US-Gel (G1) in die auf einer Laborwaage (BP 3100 S, S/N: 50309336, Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland) befindlichen Eppendorf Tubes 1,5ml (Best.-Nr.: 0030125.215, LOT A145640R,
Eppendorf AG, Deutschland) zu jeweils 0,5 g eingebracht. Die Tubes wurden 5 Sekunden in einer
Eppendorf Zentrifuge 5415C (S/N: B 65364, Geratebau Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland) bei

1000 U/min zentrifugiert, um das US-Gel (G1) am Boden der Tubes zu sammeln. Auf der Laborwaage
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wurden, die in der Tab. 2 genannten Pulver, zu 0,50 g und 0,25 g abgewogen und hinzugegeben. Mit
einem Universalmischgerat (Silamat S6, S/N: 103899, Ivoclar vivadent, Austria) wurden die Testgele
5 x 30 Sekunden durchmischt und mit einer Pipettenspitze 200 ul (Best.-Nr.: 70.760.002, Sarstedt,
Nimbrecht, Deutschland) zwischen den Vorgdngen von Hand vermengt und abschlieRend durch
kurzes zentrifugieren auf dem Boden gesammelt. Von den jeweiligen Konzentrationen wurden 2
Testgele hergestellt. Bei dem Buehler Micropolish 1l 0,05 um Pulver (P9) wurden die
Mischungsverhaltnisse 0,5 g Gel + 0,1 g und 0,5 g Gel + 0,05 g Pulver verwendet.

Tab. 2:

Pulver Ref.-ID

Spezial Edelkorund EW 60 (250 um; Al,O; [255]; Harnisch+Rieth GmbH+Co.KG, | P1
Deutschland)

Rocatec plus (110 um; Al,05 + SiO, [246]; LOT 460283, 3M ESPE, Deutschland) P2
Spezial Edelkorund 30B (50 um; Al,O3 [255]; Harnisch+Rieth GmbH+Co.KG, Deutschland) P3

Glanzstrahlmittel Klasse 55A (50 um; 72,5 % SiO,, 13,7 % Na,O, 9,8 % CaO, 3,3 % MgO, | P4
0,4% AlL,O;, 0,2% FeO/Fe,0,, 0,1% K,0 [256]; Harnisch+Rieth GmbH+Co.KG,
Deutschland)

Schott dentalglass (37,64 um; 30 % SiO,, 30 % Al,O,, 15 % Flouride, 10 % CaO, <10 % | P5
Na,0, <10 % P,05[261]; ID1012242; Material GM35429, Schott AG, Deutschland)

Rocatec soft (30 um; Al,O3 + SiO, [246]. Best.-Nr.: 06829, 3M ESPE, Deutschland) P6
Buehler Micropolish Il 1 um (Al,03 [251]; 40-6321-016, LOT F401, Buehler, USA) P7
Buehler Micropolish 11 0,3 um (Al,O3 [251]; 40-6323-016, LOT H086, Buehler, USA) P8
Buehler Micropolish 11 0,05 um (Al,O3 [251]; 40-6325-008, LOT E701, Buehler, USA) P9
Tab. 2: Ubersicht und Zusammensetzung der Pulver nach absteigender KorngréRe sortiert.

Ref.-ID dient zur einfachen ldentifizierung.

4.1.3 Untersuchungsgruppen

In Tab. 3 werden alle gebrauchsfertigen Untersuchungsgruppen und die dazugehdrigen Referenz-
Identifikationsnummern (Ref.-ID) aufgefiihrt. Die Zusammensetzungen der Testgele sind, soweit
bekannt, enthalten. In Tab. 4 sind die individuell hergestellten Untersuchungsgruppen und deren

Zusammensetzung aufgefihrt.

Tab. 3:
Testgel Ref.-ID

Medizinisches Ultraschall-Kontakt-Gel (US-Gel; Best.-Nr.: 7873, LOT 11096301, Caesar & | G1
Loretz GmbH, Hilden, Deutschland)

Zusammensetzung: 74 %Aqua purificata, 25 % Propylenglykol, 1 % Natriumpolyacrylat
[252]; Schallgeschwindigkeit Wasser: 1497 m/s bei 25 °C [92]
Zahnpasta ElImex (LOT 03471K, GABA GmbH, Hamburg, Deutschland); G2

Zusammensetzung: Aqua, Hydrated Silica, Sorbitol, Hydroxyethylcellulose, Olaflur,
Aroma, Limonene, Titanium Dioxide, Saccharin [254]

Liquid Strip (LOT P56774, Ivoclar vivadent, Lichtenstein) Glycerin-Gel zur Vermeidung der | G3
sauerstoffinhibierten Schicht beim Einsetzen von Keramik-Restaurationen

Zusammensetzung: wasserlosl. Paste auf Glycerinbasis; Glycerinanteil 50 — 100 % [257]
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Sonotech Soundsafe (25-004 10222 A, US NSN: 6850-01-157-4348; Sonotech, USA); G4
Zusammensetzung: 70 % Wasser, 10-30% Propylene Glycol, 5-20% Glycerin;
Schallgeschwindigkeit laut Hersteller: 1600 — 1650 m/s [263,264]
Hydroxylapatit 300 nm 10 % (C73-33-300 BO0O50 v. 29.08.12, DR. KURT WOLFF GMBH & | G5
CO. KG Bielefeld, Deutschland)
Zusammensetzung: Die Hydroxylapatit-Gele sind in einem wassrigen Gel dispergiert mit
dem Gelbildner Hydroxyethylcellulose
Hydroxylapatit 300 nm 20 % (C73-33-300 BO00104 v. 07.08.12, siehe G5) G6
Hydroxylapatit 2000 nm 10 % (C73-33-1000 B0O00504 v. 30.08.12, siehe G5) G7
Hydroxylapatit 2000 nm 20 % (C73-33-1000 BO00503 v. 30.08.12, siehe G5) G8
Glycerin 99 % (Glycerol, G5516-1L, LOT BCBH7875V, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, | G9
Taufkirchen, Deutschland); Schallgeschwindigkeit: 1923 m/s bei 25 °C [70]; 1904 m/s bei
20 °C [92]
Glycerin 75 % (verdiinnt mit aqua dest., 3 C3HgO3 + 1 H,0) G10
Glycerin 50 % (verdiinnt mit aqua dest., 1 C3HgO3 + 1 H,0) G11
Glycerin 25 % (verdiinnt mit aqua dest., 1 C3HgO3 + 3 H,0) G12
Tab. 3: Ubersicht und Zusammensetzung der gebrauchsfertigen Untersuchungsgruppen
(Testgele). Ref.-ID dient zur einfachen Identifizierung.
Tab. 4:
Testgel-Komponente 1 (Pulver) Testgel-Komponente 2 (Gel) Ref.-ID
EW 60 250 um (P1); 0,5 g P1 0,5gG1 G13
EW 60 250 um (P1); 0,25 g P1 0,5gG1 G14
Rocatec Plus 110 um (P2); 0,5 g P2 0,5gG1 G15
Rocatec Plus 110 um (P2); 0,25 g P2 0,5gG1 G16
30B 50 um (P3); 0,5 g P3 0,5gG1 G17
30B 50 um (P3); 0,25 g P3 0,5gG1 G18
55A 50 um (P4); 0,5 g P4 0,5gG1 G19
55A 50 um (P4); 0,25 g P4 0,5gG1 G20
Schott dentalglass 37,64 um (P5); 0,5 g P5 0,5gG1 G21
Schott dentalglass 37,64 um (P5); 0,25 g P5 0,5gG1 G22
Rocatec Soft 30 um (P6); 0,5 g P6 0,5gG1 G23
Rocatec Soft 30 um (P6); 0,25 g P6 0,5gG1 G24
Buehler Micropolish Il 1 um (P7); 0,5 g P7 0,5gG1 G25
Buehler Micropolish Il 1 um (P7); 0,25 g P7 0,5gG1 G26
Buehler Micropolish 11 0,3 um (P8); 0,5 g P8 0,5gG1 G27
Buehler Micropolish 11 0,3 um (P8); 0,25 g P8 0,5gG1 G28
Buehler Micropolish 11 0,05 um (P9); 0,1 g P9 0,5gG1 G29
Buehler Micropolish 11 0,05 um (P9); 0,05 g P9 0,5gG1 G30
Buehler Micropolish 11 0,3 um (P8); 0,5 g P8 0,5gG9 G31
Buehler Micropolish 11 0,3 um (P8); 0,25 g P8 0,5gG9 G32
Tab. 4: Ubersicht und Zusammensetzung der individuell hergestellten Untersuchungsgruppen

(Testgele) aus den Testgel-Komponenten. Ref.-ID dient zur einfachen Identifizierung.
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4.1.4 Durchfiihrung

Das Prinzip der Messung beruhte auf einem indirekten Verfahren. Das zu untersuchende Testgel
wurde an der gegeniberliegenden Grenzfliche Zahn — Luft aufgetragen, um den Ubergang der
Schallwellen von Zahn in Testgel zu untersuchen. Abb. 10 zeigt den schematischen Aufbau der
Versuchsanordnung.

1. Vorbereitende MalRnahmen: Die in die Halterung eingespannte Zahnscheibe wurde mit Hilfe des
verschiebbaren Tisches bis zur Dentin-Messstelle (6,5 mm Position, Abb. 8B) gefahren. Dies
entsprach der Messstellen-Mitte in x- und z-Richtung. Am US-Gerat wurden folgende Einstellungen
vorgenommen: PRF (Pulse Recurrence Frequency) 100 Hz, PulserVoltage 100V, Transducer Freq
10 MHz, Gain 30 db, HPF (high-pass filter) off, LPF (low-pass filter) off.

2.: Die US-Sonde wurde vor jeder einzelnen Messung mit medizinischem US-Gel (G1) an der durch
den Tisch definierten Messstelle der Zahnscheibe angekoppelt und durch Feinjustierung ein Signal
ohne Testgel gegen Luft mit einer Amplitude von 2,48 V fiir Peak 1.1 (U1) und Peak 2 (U2zs) am
Oszilloskop eingestellt (Abb. 13A). Diese Messung war eine Referenzmessung, die vor allen
Messungen an der Dentin-Messstelle durchgefiihrt wurde.

3.: Das Testgel wurde mit Hilfe eines Spatels auf die Messstelle gebracht und mit einer weiteren
Zahnscheibe (20 x 11 x2 mm; Dentin —unten) abgedeckt. Diese diente dazu, um aufgrund der
Reflexion an der Grenzflache, eine Aussage lGber die Dampfung im Testgel zu machen.

4.: Der Messwert U2 wurde bestimmt und daraus der Messparameter AU2 errechnet. Dieser ergab
sich aus der Differenz der Referenzmessung gegen Luft (U2ge) und der Testgel-Messung (U2). Alle
Messwerte wurden im Oszilloskop markiert, gesichert und in eine Tabelle eingetragen.

5.: AbschlieRend wurde die Zahnscheibe beidseits mit einem feuchten Wattestabchen (Bel Premium,
Hartmann, Deutschland) gereinigt und befeuchtet.

Als zweite Messreihe wurden Messungen an der 2 mm Schmelz-Messstelle (9 mm Position; Abb. 8B)
durchgefiihrt. Die Referenzmessung entsprach 2,48V fir Peak 1.1 (Ul) und 1,76 V fir
Peak 2 (U2ge; Abb. 14A). Das Testgel wurde im Gegensatz zur ersten Messreihe nicht mit einer
Zahnscheibe abgedeckt, sondern eine erbsengrole Menge Testgel aufgebracht. Das Vorgehen

entsprach der ersten Messreihe.
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4.1.5 Datenverarbeitung und statistische Analyse

Die Abb. 13A und Abb. 14A zeigen die Referenzmessungen vor jeder Messung des Testgels.
Gemessen wurde bei Peak 1 immer der erste Peak (1.1) und bei Peak 2 der GroRBte (2). Somit zeigte
Peak 1 (U1) die Reflexion der US-Wellen am Ubergang von der US-Sonde auf den Zahn. Dieser sollte
moglichst gering sein, damit ein groBer Anteil der Schallenergie auf den Zahn {ibertragen werden
konnte. Peak 2 (U2) entspricht dem Ubergang von Zahn auf Luft, welcher moglichst hohe Werte
haben sollte, um eine grolRe Differenz zwischen Referenzmessung und Testgel-Messung zu haben.
Die Amplitude von Peak 2 war von Peak 1 abhdngig. Mehr Schallenergie im Zahn entsprach héheren
Reflexionen an den Grenzflachen. In Abb. 13B und Abb. 14B konnte die reduzierte Amplitude an
Peak 2 gemessen werden, nachdem hier ein Testgel aufgebracht wurde. Die Grenzfliche bei U2
zeigte durch das Aufbringen eines Testgels eine geringere Reflexion der US-Wellen und somit ist die
Zunahme von AU2 ein Mal fiir die Erhéhung der Schallimpedanz im Testgel. Der Peak 3 entstand
durch den Ubergang von Testgel auf die abdeckende Zahnscheibe, die nur bei den Dentin-
Messungen verwendet wurde. Bei der Schmelz-Messung in den Abb. 14 weist Peak 2 eine andere
Form auf (2a, 2b). Das war auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass auch eine Reflexion durch den
Ubergang der US-Wellen von Dentin in den Schmelz entstand. Es zeigte sich hier, dass durch das
Auftragen des Testgels Peak 2a und 2b keine Verdnderungen aufwiesen, sondern nur Peak 2, welcher
der Grenzflaiche Schmelz — Testgel entsprach.

Auf diese Weise wurden von den in Tab. 3 genannten Untersuchungsgruppen 5 Stichproben
gemessen, bei G1, G7, G13-G32 wurden 10 Stichproben gemessen, da bei den individuell
hergestellten Testgelen von jeder Konzentration zwei hergestellt wurden, um mogliche Fehler bei der
Mischung zu kompensieren. In einer ersten Versuchsreihe wurden die Gele G1 bis G30 untersucht.
Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden die Testgele G31 und G32 entwickelt und zusammen mit G1
und G7 erneut vermessen. Der Messparameter war AU2, das als MaR fir die Reduktion der Reflexion
der US-Wellen durch die Anpassung des Testgels an die Zahnhartsubstanzen galt. Diese Anpassung
geschah durch eine Erhéhung der Schallimpedanz im Testgel, die zu einer geringeren Impedanz-
Differenz der Medien (Testgel, Zahnhartsubstanzen) fiihrte. Die statistische Analyse erfolgte gegen
G1 non-parametrisch mit dem Mann-Whitney-Test auf dem Signifikanzniveau a =0,05 fir die

Untersuchungsgruppen, getrennt fiir Schmelz und Dentin.
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Abb. 13:

A: Dentin-Referenzmessung (Dentin — Luft) mit einer Amplitude von 2,48 V fiir Peak 1.1
(U1) und Peak 2 (U2ge). ), die vor jeder Messung durchgefiihrt wurde und als
Kalibrierung der Messung galt. Peak 1.2 wurde nicht beriicksichtigt.

B: Dentin-Testgel-Messung (Dentin — Testgel); Die Grenzflache bei U2 zeigte durch das
Aufbringen eines Testgels eine geringere Reflexion durch die Anpassung des Testgels
an die Zahnhartsubstanz. Der Messparameter AU2 ergab sich aus der Differenz der
Referenzmessung gegen Luft (U2ge) und der Testgel-Messung (U2). Die Zunahme von
AU2 ist ein Mal fir die Erhéhung der Schallimpedanz im Testgel, aufgrund einer
geringeren Impedanz-Differenz der Medien (Dentin, Testgel). Peak 3 entstand durch
die Abdeckung des Testgels mit der Zahnscheibe.
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Abb. 14:

Ul
UzRef
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AU2=U2,,-U2

A: Schmelz-Referenzmessung (Schmelz — Luft) mit einer Amplitude von 2,48V fir

Peak 1.1 (U1) und 1,76 V fir Peak 2 (U2ge), die vor jeder Messung durchgefiihrt
wurde und als Kalibrierung der Messung galt. Peak 1.2 wurde nicht bertcksichtigt.
Peak 2 weist eine andere Form auf (2a, 2b), diese entstand durch eine Reflexion beim
Ubergang der US-Wellen von Dentin in den Schmelz.

: Schmelz-Testgel-Messung (Schmelz — Testgel); Die Grenzflache bei U2 zeigte durch das

Aufbringen eines Testgels eine geringere Reflexion durch die Anpassung des Testgels
an die Zahnhartsubstanz. Der Messparameter AU2 ergab sich aus der Differenz der
Referenzmessung gegen Luft (U2ges) und der Testgel-Messung (U2). Die Zunahme von
AU2 ist ein Mal fir die Erhéhung der Schallimpedanz im Testgel, aufgrund einer
geringeren Impedanz-Differenz der Medien (Dentin, Testgel). Die andere Form von
Peak 2 (2a, 2b) zeigt durch das Aufbringen des Testgels keine Verdanderung.
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4.2 Frequenzdetektion von Testmedien mit ultraschall-markiertem Licht in vitro

Die Ultraschall-Markierung von Licht soll am Durchblutungsmodell untersucht werden. Ziel ist es,
mit Ultraschall im Testmedium ein Laserlicht zu markieren und im detektierten Lasersignal

unterschiedliche Frequenzen eines pulsierend gepumpten Erythrozytenkonzentrats zu erkennen.

4.2.1 Entwicklung der Versuchsanordnung

Der Aufbau ist im Detail in Abb. 15 und in einer Ubersicht in Abb. 16 dargestellt. Abb. 17 zeigt ein Bild
des Versuchsaufbaus. Der Blutkreislauf wurde mit einer Pumpe (Ismatec ISK1078B, S/N: 211837-8,
IDEX Health & Science GmbH, Wertheim, Deutschland), Silikon Schldauche (Tygon T3303-23,
2,4 mm ID, 5,6 mm OD, Saint-Gobain Performance Plastics, Frankreich) und einer Kiivette aus
Kunststoff (VersaFlour Microcuvette, Art.-Nr.: 170-2416, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) simuliert.
Ausgehend von einem Becherglas wurde das Testmedium lber die Pumpe mit einem 120 cm langen
Schlauch zur Kivette und mit einem 45 cm langen Schlauch zuriick in das Becherglas transportiert.
Der Pumpenschlauch hatte definierte Markierungen (Abstand 24 cm) zum Einbringen in die Pumpe,
der Abstand Becherglas — Pumpe war 34 cm und Pumpe — Kiivette 60 cm. Der Boden der Kivette
wurde mit der Trennscheibe und dem Multifunktionswerkzeug abgetrennt. Die Hohe (y-Achse) der
Kivette betrug 33 mm, sie war quadratisch mit einer duleren Grundflache von 4,8 mm (x- und z-
Achse) und 0,9 mm Wanddicke; das Volumen war 0,3 ml. Die Verbindung von Schlauch und Kiivette
wurde durch Einfihren der Kivette in die Schlauchenden mit Hilfe einer Sprengringzange
vorgenommen. Es wurden Durchflussraten von ca. 48 ml/min bei Pumpeneinstellung 19 und ca.
69 ml/min bei 27 gemessen.

Ein Ultraschall-Generator (800 kHz, 16 W + 1 W, Art.-Nr.: 1175.39, S/N: 531, PHYWE Systeme GmbH
& Co. KG, Gottingen, Deutschland) erzeugte in einem US-Kopf (Durchmesser 27 mm) die US-Wellen.
Die Kivettenmitte wurde liber Glycerin 99 % als Ankopplungsmedium in Kontakt zum Zentrum des
US-Kopfes gebracht und fixiert. Auf diese Weise wurden die US-Wellen auf das Testmedium
Ubertragen. Die Wellenlange im Testmedium betrug ca. 1,85 mm bei einer angenommen
Schallgeschwindigkeit von 1497 m/s [92]).

Eine Continuous-Wave-Laserdiode (L785P025, 25 mW, 785nm; Thorlabs GmbH, Dachau,
Deutschland) mit einem Transformator (Elektronikwerkstatt Physik, Universitdt Regensburg,
Deutschland) emittierte ein Laserlicht, welches auf dem gegeniberliegenden, individuell
hergestellten Detektor mit einer Photodiode (BPW34, Siemens, Miinchen, Deutschland) auftraf.
Ausgelesen wurde das Signal mit einem Lock-in Verstirker (HF2LI, S/N: HF2-DEV321, Zurich
Instruments AG, Schweiz) und der Software ziControl 12.02 auf einem Laptop (Acer Aspire 5830TG,
S/N: LXRHK02044119349841601, China). In diesen Lock-in Verstarker wurde auch das Frequenzsignal
des US-Generators eingespeist, das zur Datenverarbeitung benotigt wurde.

Die Laserhalterung, die Detektorhalterung und die Halterung fir die Kivette und den US-Kopf
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wurden mit drei Montageschlitten auf einem Alu-Profil (120 x 9 x 9 cm) montiert. Laser, Detektor
und Kivette befanden sich auf der x-Achse. Die Kivette mit dem US-Kopf konnte durch die Montage
auf einem skalierten Tisch in y- und z-Richtung mit Drehradern bewegt und feinjustiert werden.

Die Laserposition wurde festgelegt, der Detektor auf den Laserstrahl ausgerichtet und die Kiivette in
den Strahlengang eingebracht. Der Abstand Detektor — Kiivette betrug 5 mm, Kiivette — Laser
28 mm. Fir die Messungen wurden die y-z-Positionen 14,5 mm und 22,5 mm gewadhlt. Das Laserlicht
durchstrahlte die Kivette in Hohe der US-Kopf-Mitte und 0,5 mm vor der distalen Kivettenwand.
Das Testmedium floss in y-Richtung von oben nach unten, in z-Richtung wurde es von den US-Wellen
durchdrungen und in x-Richtung wurde es vom Laserlicht durchstrahlt (Abb. 15A und B).

Zusatzlich wurden zu den gepumpten und stehenden Testmedien Untersuchungen mit konstantem
Fluss durchgefiihrt. Hierzu musste ein verdnderter Versuchsaufbau erstellt werden (Abb. 16B). Der
Versuchsaufbau unterschied sich nur in der Art und Weise wie die Testmedien durch die
Kivette flossen. Nach der Pumpe wurde an den vorhandenen Schlauch mit einem Schlauch-
verbinder (Rotilabo, Best.-Nr.: CT58.1, LOT 21021031, Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) ein Schlauch (110 cm; VWR Peroxide Silicone Tubing, innen 1 mm, auen 3 mm, Best.-
Nr.: 228-0700, LOT 738585, VWR Int. GmbH, Darmstadt, Deutschland) angeschlossen, der das
Medium in eine 50 ml Birette (Best.-Nr.: 13568,. Brand GmbH + Co. KG, SILBERBRAND, Wertheim,
Deutschland) transportierte. In der Biirette wurde ein Fiillstand-Pegel von 37 ml gehalten, um einen
konstanten Fluss zu erzeugen. Die Bilrette wurde auf einem Stander montiert und durch einen 15 cm
Schlauch (Tygon T3303-23) mit der Kiivette verbunden. Je nach Medium und Ausstopfung der
Kuvette wurden Durchflussraten von 28 ml/min bis 84 ml/min gemessen.

Abb. 15:
A

Abb. 15: A, B: Detailschema und -aufnahme: Photodiode (1) zur Detektion des vom Laser (3) in x-
Richtung emittierten Lichts (6); US-Kopf (2) erzeugte in z-Richtung Ultraschallwellen
im Testmedium, das Uber die Schlduche (5) und die Kiivette (4) den Blutkreislauf in
y-Richtung von oben nach unten simulierte; Befestigung der Kivette an US-Kopf
und Tisch (8); Halterung der Photodiode (7), die auf das Laserlicht ausgerichtet
wurde
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Abb. 16:

A: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der gepulsten und stehenden

Testmedien: Pumpe (1) simulierte mit Testmedium (2) und Kivette (9) den Blut-
Kreislauf. US-Generator (8) und US-Kopf (6) markierten Testmedium und Licht des
Lasers (7). Photodiode (5) detektierte das Laserlicht und wurde {ber Lock-in
Verstarker (4) und Laptop (3) ausgelesen. Optionaler Temperatur-Kontaktfiihler (10)
diente zur Temperaturmessung (siehe Kapitel 4.2.5).

B: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der Testmedien mit kontinuierlichem

Fluss: Pumpe (1) sorgte fiir einen konstanten Fillstandspegel des Testmediums (2) in
der Birette (11), um einen kontinuierlichen Fluss in der Klvette (9) zu erzeugen. US-
Generator (8) und US-Kopf (6) markierten Testmedium und Licht des Lasers (7).
Photodiode (5) detektierte das Laserlicht und wurde (iber Lock-in Verstarker (4) und
Laptop (3) ausgelesen. Optionaler Temperatur-Kontaktfiihler (10) diente zur
Temperaturmessung (siehe Kapitel 4.2.5).
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Abb. 17:

Abb. 17: Bild des Versuchsaufbaus: Pumpe (1) simulierte den Blutkreislauf. US-Generator (2) mit
US-Kopf erzeugte US-Wellen. Laptop (3) diente mit Lock-in Verstirker (4) zur
Signalverarbeitung. Laser (5) sendete Laserlicht durch die mit Testmedium befillte
Kivette. Der skalierte Tisch (6) ermoglichte Verschiebung der Kivette in y- und z-
Richtung. Photodiodensteuerung und Laser-Transformator (7); Becherglas mit Test-
medium (8)

4.2.2 Herstellung der Testmedien

Die Testmedien wurden mit leukozytendepletiertem Human-Erythrozytenkonzentraten (EK; Blutbank
Universitatsklinikum Regensburg, Deutschland) hergestellt. Von jedem EK wurde die Anzahl der
Erythrozyten/ul standardmaRig mit einer Zahlkammer (Typ Neubauer Improved, Tiefe 0,1 mm,
0,0025 mm?; Laboroptik, UK) unter einem Durchlichtmikroskop bestimmt. Die resultierenden
Erythrozytenkonzentrationen sind in Tab. 5 dargestellt. Die mechanische Zerstérung und Aggregation
der Erythrozyten wahrend der Versuchsdauer wurde in Anlehnung an Klingebiel [115] durch Zugabe
von Synperonic F68 (Best.-Nr.: 35724, LOT 070431, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland) reduziert.
Fiir die Untersuchungen wurden aus jeder Konserve drei Testmedien (EK 1:1 unverdiinnt, EK 1:10
und EK 1:100) mit folgender Verdiinnungsreihe [105,167] hergestellt:

1. 10%ige Synperonik/NaCl Losung: 1 g Synperonik + 10 ml NaCl

2. EK1:1 unverdiinnt: 600 pl 10%ige Synperonik/NaCl Lésung + 59,4 ml EK

3. EK1:10: 54 ml NaCl Lésung + 6 ml EK 1:1 unverdiinnt

4. EK1:100:59,4 ml NaCl Losung + 600 ul EK 1:1 unverdiinnt
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Tab. 5:

EK-ID EK-Nr. Anzahl der Erythrozyten/ul
1 3530931 5,46 x 10°
2 3739190 4,73 x 10°
3 3457864 4,04 x 10°
4 366328 4,86 x 10°
5 324008 4,54 x 10°
6 3354661 5,20 x 10°
Tab. 5: Ubersicht tber die verwendeten Erythrozytenkonzentrate

mit der Anzahl der Erythrozyten pro ul, der ID- und
Blutkonserven-Nummer (EK-Nr.)

4.2.3 Durchfiihrung

Lock-in Verstarker werden auch als Tragerfrequenzverstarker bezeichnet und kénnen sehr kleine
Signale in einem tausendfach starkeren Rauschen detektieren und messen. Sie kdnnen durch das
Koppeln des gesuchten Signals mit einer Referenzfrequenz (Tragerfrequenz) das Rauschen auf alle
anderen Frequenzen ausblenden und dadurch ein besseres Signal-Rausch-Verhéltnis erreichen. Diese
Verbindung von Signalen mit einem Tragersignal wird als Modulation bezeichnet [126,247] (siehe
Kapitel 2.4.3.1). In unserem Versuchsaufbau wurde das gesuchte Nutzsignal (das gepulste Test-
medium) mit Hilfe des Ultraschalls mit der gemessenen Referenzfrequenz von etwa 811 kHz
moduliert und damit markiert. Die Information Uber die Referenzfrequenz stellte der US-Generator
dem Lock-in Verstarker bereit, ohne die es ihm nicht moglich gewesen ware ein Signal zu erkennen.
Aus diesem Signal wurde zur weiteren Rauschunterdriickung ein Frequenzspektrum mit Hilfe der Fast
Fourier Transformation (FFT) erstellt. Das Ergebnis einer solchen Frequenzanalyse zeigte die
Intensitdt von Frequenzen im Signal (siehe Kapitel 4.2.4).

Der Lock-in Verstirker und die Software wurden mit folgenden Einstellungen betrieben:
225 Samples/s wurden vom Gerat aufgezeichnet, fir die Frequenzanalyse mit Hilfe der FFT wurden
1024 Samples bendtigt. Dem entsprach eine Dauer von 4,5 s fiir eine FFT. Durch die Anzahl (Number
of Averages) von 5, 10 und 20 wurde die Messdauer angepasst, wodurch sich fiir EK 1:100, EK 1:10
und EK 1:1 Messdauern von 22,5 s, 45 s und 90 s ergaben. Als Einheit wurde Vrms?/Hz gewahlt.

Die Kiivette wurde mit Glycerin 99 % angekoppelt, zentral auf den US-Kopf ausgerichtet und mit der
Fixierschraube befestigt. Der US-Generator wurde eingeschaltet und der gepulste Kreislauf durch die
Pumpe mit der Geschwindigkeit 19 (F1 = 2,2 Hz) gestartet (to; Abb. 18A). Nach einer Zeit der
Justierung und des Einschwingens des Systems (ca. 30 s) wurde der Messvorgang gestartet (t;). Nach
der Messung F1 (t) mit einer Dauer von 22,5 s bis 90 s wurde das Ergebnis mit Hilfe der Software
gesichert und die Pumpe auf Geschwindigkeit 27 (F2 = 3,2 Hz) gestellt. Ca. 30 s nach t, wurde der
Messvorgang fiir F2 erneut gestartet (t;; Dauer 22,5s — 90s). AnschlieBend wurde die Pumpe

abgeschaltet (FO=0Hz) (t;) und nach 30s die nachste Messung FO durchgefiihrt (ts;
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Dauer 22,5s — 905s). Nach den Messungen (ts) wurde der Kreislauf entleert, mit 0,9%iger NaCl-
Losung gesplilt, die Kiivette neu angekoppelt und das System mit dem nachsten Testmedium in
absteigender Verdiinnung befiillt.

Abb. 18:
A B

F1 F2 FO Fk
I I l 1 l l I1 l |
] 1 1 1 1 L} 1 1

T
to30s t: 22,5/45/90s t.30s ts 22,5/45/90s t.30s ts 22,5/45/90s +tsto30s t. 22,5/45/90s t.

Abb. 18: A: Messablauf bei gepulstem (F1, F2) und stehendem Testmedium (FO)
B: Messablauf bei kontinuierlichem Fluss des Testmediums (Fk)
to—ty, t — t3, t4 — ts: Dauer der Justierung und des Einschwingens des Systems (30 s).
t; —tp, tz —t4, ts — te: Messdauern F1, F2, FO, Fk (je nach Testmedium 22,5 s, 45 s oder
90 s).

Zur weiteren Variation der Untersuchungsgruppen wurde eine Kiivette mit Watte (Filterwatte;
Assistent Glaswolle extrafein No. 1408/2, Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG, Sondheim v. d.
Rhon, Deutschland) versehen, um die laminare Stromung zu storen und einen diffusen Fluss zu
simulieren. Der Versuch wurde genauso wie vorher beschrieben durchgefiihrt. Im Versuch mit
konstantem Fluss (Fk) wurden die Messungen der Testmedien in absteigender Verdiinnung,
abwechselnd mit und ohne Watte, gemacht. Das Vorgehen und die Einstellungen entsprachen ty—t,
der vorherigen Beschreibung (Abb. 18B). Auf diese Art und Weise wurden die Versuche mit den
Pumpfrequenzen (F1, F2), stehend (FO) und mit kontinuierlichem Fluss (Fk) mit allen flnf
Erythrozytenkonzentraten (EK-ID 1—-5) in den unterschiedlichen Konzentrationen (EK 1:1, EK 1:10,

EK 1:100) bei den beiden Versuchsbedingungen (mit und ohne Watte) durchgefiihrt.

4.2.4 Datenverarbeitung und statistische Analyse

Durch den Ultraschall wurde das Laserlicht mit der Frequenz des Ultraschalls (811 kHz)
amplitudenmoduliert. Die Pulsationen des Testmediums durch die Pumpe fiihrten zu einer weiteren
Amplitudenmodulation des 811 kHz Signals mit der Pulsfrequenz. Die 811 kHz entsprachen der
Tragerfrequenz eines Radiosenders auf der nochmals die Sprechfrequenz (hier die Pulsation des
Testmediums) aufmoduliert ist. Der Lock-In Verstarker fiihrte eine frequenzselektive
Amplitudenmodulation des 811 kHz Signals durch, ahnlich einem Radioempfinger. Durch die
gewdhlte Zeitkonstante der Integration wurde die 811 kHz Modulation unterdriickt und die
interessierende, niederfrequente Pulsation des Testmediums blieb erhalten. Um die
Pulsationsfrequenz vom Rauschen durch turbulente Strémungen unterscheiden zu kénnen, wurde
das Ausgangssignal des Demodulators (Abb. 19A), in dem Periodizitaten erkannt werden kdnnen,
einer Frequenzanalyse mit Hilfe der Fast Fourier Transformation (FFT) unterzogen. Abb. 19B zeigt das
Ergebnis der Frequenzanalyse, in dem sich die Pulsationsfrequenz (3,2 Hz und Vielfache davon) als
schmaler Peak vom Rauschuntergrund abhebt. Diese Frequenzanalyse stellt die Intensitdt der

unterschiedlichen Frequenzen im Signal dar und wurde zur weiteren Analyse abgespeichert.
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Abb. 19:
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Abb. 19: A: Ausgangssignal des Demodulators im Lock-in Verstarker.
B: Darstellung des Frequenzanalyse-Ergebnisses des Demodulatorsignals mit Hilfe der
Fast Fourier Transformation (FFT), in dem sich die Pulsationsfrequenz als schmaler
Peak (gelber Pfeil) vom Rauschuntergrund abhebt.

Die Daten aus der Software des Lock-in Verstarkers wurden mit Hilfe von Microsoft Excel aufbereitet
und sortiert. Anschliefend wurden in SigmaPlot (Version 12.5, Systat Software GmbH, Deutschland)
die einzelnen Graphen in 3D-Wasserfall-Plots (Abb. 20) zusammengefasst. Durch die Peaks, die sich
auf einer Linie befinden und mit der Frequenz korrelieren, konnte die Konstanz der Frequenzsignale
anschaulich dargestellt werden. Exemplarisch wurden die einzelnen Graphen in Abb. 20 zur besseren
Unterscheidung in Farben dargestellt und nach der Amplitudenhohe sortiert. Die y-Achse wurde
logarithmisch dargestellt, da die einzelnen Graphen sehr unterschiedliche Amplitudenhdhen
aufwiesen, die jedoch keinen Einfluss auf das Ergebnis hatten. Fir die Darstellung der Ergebnisse
wurden die verschiedenen Testmedien (EK 1:1, EK 1:10, EK 1:100) aus den Erythrozytenkonzentraten

1 -5 (Tab. 5) in den Grafiken zu den verschiedenen Versuchsbedingungen zusammengefasst.
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Abb. 20:
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Abb. 20: 3D-Wasserfall-Plot von Testmedien aus den Erythrozytenkonzentraten mit der
EK-ID 1 -5 (Tab. 5) in der Verdiinnung EK 1:10, mit der Frequenz 2,2 Hz ohne Watte; zur
besseren Unterscheidung der einzelnen Signale wurden sie farblich markiert. Die Peaks
befinden sich auf einer Linie (rot) bei 2,2 Hz und Vielfachen davon, sie stellen die
Konstanz der Messungen dar.

Zudem wurden in Balkendiagrammen die maximalen Amplitudenhdhen dargestellt, die mit der
Pumpenfrequenz korrelierten. Es wurden die Verdinnungen, jedoch ohne Bertlicksichtigung der
einzelnen Erythrozytenkonzentrate (EK), mit und ohne Watte, in Untersuchungsgruppen zusammen-
gefasst. Die statistische Analyse erfolgte non-parametrisch mit dem Mann-Whitney-Test auf dem

Signifikanzniveau a = 0,05 fir die Untersuchungsgruppen mit einem Stichprobenumfang von fiinf.

4.2.5 Messung der Temperaturanderung der Testmedien

Ziel dieser Untersuchung war es, die Temperaturdanderung der Testmedien wahrend der
Frequenzmessungen zu untersuchen. Da durch die Schallabsorption von US-Wellen Energie in

Warme umgewandelt wird, sollte die Auswirkung dieses Effektes betrachtet werden.

4.2.5.1 Entwicklung der Messeinrichtung

Es wurde jeweils der Aufbau der Frequenzmessungen fiir gepulsten und konstanten Fluss verwendet,
der um eine Moglichkeit zur Temperaturmessung erweitert wurde (Abb. 16). Hierzu wurde 3 cm nach
der Kuvette ein Temperatur-Kontaktfiihler (K-Typ) eines Multimeters (Abb. 16, S/N: 11048817,
Voltcraft MT52, Conrad Electronic SE, Hirschau, Deutschland), mit einer Auflésung von 0,1 °C
Genauigkeit (£3 %), in den Kreislauf Gber einen Y-Schlauchverbinder (4 mm, Best.-Nr.: 70464, Kartell,
Italien) eingebracht. Zur Abdichtung wurde ein 3 cm Stick des Silikon-Schlauches verwendet, das

zusatzlich mit Zahnseide (Oral-B Essential Floss, Procter & Gamble, USA) fixiert wurde (Abb. 21).
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Abb. 21:
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Abb. 21: Messeinrichtung zur Temperaturmessung: Der Temperatur-Kontaktfiihler (4) wurde

Uber einen Y-Verbinder (3) in den Kreislauf aus Kivette (1) und Schlduchen (2)
eingebracht. Die Abdichtung erfolgte mit einem Schlauch (2).

Fiir die Temperaturmessung der stehenden Testmedien wurde eine Kiivette mit Boden verwendet, in
welche das zu untersuchende Testmedium Uber eine Spritze mit Kanile (2 ml BD Discardit Il Spritze,
Becton Dickinson, USA; 0,9 x 22 mm Miraject PL Super, Hager & Werken GmbH & Co. KG, Duisburg,
Deutschland) eingebracht wurde. Die Kiivette wurde mit Glycerin 99 % an den US-Kopf angekoppelt.
Die Pumpe und die Schlduche wurden in diesem Versuchsaufbau nicht benotigt. Der Temperatur-
Kontaktfiihler wurde vor und wahrend der Beschallung aufRerhalb des Schallfeldes in der Kiivette
platziert und unmittelbar nach Ausschalten des Ultraschalls in die Kivetten-Mitte vorgeschoben,

damit die Temperatur gemessen werden konnte.

4.2.5.2 Durchfiihrung

Das Vorgehen bei den Versuchen (F1,F2, Fk) entsprach dem Ablauf wahrend den
Frequenzmessungen. Einziger Unterschied war, dass die Messungen nach t; endeten, da FO getrennt
untersucht werden musste (siehe Abb. 18). Bei FO wurde eine Kiivette mit Boden verwendet und mit
der entsprechenden Zeit beschallt. Es wurde das EK-ID 6 in den Konzentrationen (1:1, 1:10, 1:100)

verwendet. In Tab. 6 befindet sich eine Ubersicht der Versuchsdurchfiihrung.

Tab. 6:
Mit/ohne Watte F1, F2 FO Fk
EK 1:1 unverdiinnt 240 s 120s 120s
EK 1:10 150s 75s 75s
EK 1:100 105 s 52,55 52,55
Tab. 6: Ubersicht der Untersuchungsgruppen, der Versuchsbedingungen und der Messdauern

bei den Temperaturmessungen.

Die Testmedien wurden im Becherglas auf Raumtemperatur von 22 -24°C gebracht. Die
Messdauern entsprachen den Zeiten, denen die Testmedien dem Ultraschall wahrend der
Frequenzmessung ausgesetzt waren. Vor jeder Messung wurde die Zeit von 30 s zur Vorbereitung

der Messung bericksichtigt. Die Messdauer (240 s) von EK 1:1 bei gepulstem Testmedium (F1, F2)
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setzte sich zusammen aus 30s Vorbereitung fiir F1 mit 90s Messdauer und weitere 30s
Vorbereitung fir F2 mit 90 s Messdauer. Dies entsprach t; — t4. Es schloss sich die Messung des
stehenden Testmediums (FO) an. 30 s Vorbereitungszeit gehen der Messdauer von 90 s voraus (t; —
tg). Die Temperatur wurde vor und nach Ultraschalleinfluss aufgezeichnet und die Differenz als
Temperaturanderung notiert. Diese Versuche wurden fiir jede Frequenz (F1, F2, FO, Fk) dreimal

wiederholt.

4.2.5.3 Datenverarbeitung und statistische Analyse

Von den Messwerten wurde der Medianwert der drei Messungen gebildet und in einem
Balkendiagramm dargestellt. Maximale und minimale Messwerte wurden in Form von Fehlerbalken

eingetragen.

4.2.6 Exemplarische REM-Darstellung der Testmedien

Ultraschall kann durch seine Effekte, akustische Mikrostromungen, Erwdrmung und Kavitation,
Veranderungen erzeugen (siehe Kapitel 2.2.1). Ziel war es, unter den Versuchsbedingungen den

Einfluss des Ultraschalls auf das Testmedium und die darin enthaltenen Erythrozyten zu untersuchen.

4.2.6.1 Entwicklung der Messeinrichtung

Der Versuchsaufbau entsprach dem Aufbau aus den Frequenzmessungen bzw. den
Temperaturmessungen. Bei den Messungen fiir FO mussten auch Kivetten mit Boden verwendet

werden, da aus dem Kreislauf die stehende EK nicht zur Untersuchung entnommen werden konnten.

4.2.6.2 Durchfiihrung

Die Versuche wurden analog zu den Messungen der Temperaturanderung durchgefiihrt. Es wurde
das Erythrozytenkonzentrat mit der EK-ID 4 verwendet (Tab. 5), jedoch ohne den Synperonik-Zusatz,
da es im Rasterelektronenmikroskop (REM) zur Kristallbildung fihrt (siehe Brandt [22]). Die
Verdiinnungen wurden hergestellt und die Versuche nach obiger Beschreibung mit und ohne
Ultraschall durchgefiihrt. Das Testmedium wurde mit einer Spritze mit Kanile (siehe Kapitel 4.2.5.1)
durchmischt und nach den Beschallungsdauern (Tab. 6) eine 1 ml Probe aus dem Becherglas in ein
15 ml Cellstar Tube (LOT E130905E, Greiner Bio-One Int. AG, USA) Uberfiihrt. Danach wurden mit den
bereits beschallten Testmedien die Messungen fiir die stehenden Testmedien durchgefiihrt. Diese
wurden 120, 75 s und 52,5 s dem Ultraschall ausgesetzt (Tab. 6) und in einem 15 ml Cellstar Tube

aufbewahrt. Tab. 7 zeigt eine Ubersicht der Untersuchungsgruppen zu den Versuchsbedingungen.
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Tab. 7:

Testmedium Zeit [s] uUs Pumpe Watte
EK 1:1 120 X

EK 1:1 120 X X
EK 1:1 240 X

EK 1:1 240 X X

EK 1:1 240 X X
EK 1:1 240 X X X
EK 1:10 75 X

EK 1:10 75 X X
EK 1:10 150 X

EK 1:10 150 X X

EK 1:10 150 X X
EK 1:10 150 X X X
EK 1:100 52,5 X

EK 1:100 52,5 X X
EK 1:100 105 X

EK 1:100 105 X X

EK 1:100 105 X X
EK 1:100 105 X X X
Tab. 7: Ubersicht der Untersuchungsgruppen zu den verschiedenen Versuchsbedingungen. Mit

und ohne Einwirkung von Ultraschall, stehende oder gepumpte Testmedien, sowie mit
und ohne Watte (,,x“ bedeutet ,mit“). Zeit entspricht der Versuchsdauer.

4.2.6.3 REM-Aufnahmen

Es wurde jeweils 5 ml 2,5 % Glutaraldehyd in 0,1 M Sérensen-Puffer mit 5 ml Pipetten (Stripette 5 ml,
Best.-Nr. CLS4487, Corning Costar USA; Accu-jet pro, S/N: 11F05711 Brand GmbH + Co KG, Wertheim
Deutschland) unter einem Abzug zu den Testmedien hinzugegeben und die Tubes verschlossen. Die
Einwirkzeit betrug 2 Stunden und alle 30 Minuten wurde der Inhalt mit der Pipette durchmischt.
AnschlieBend wurden die Erythrozyten 10 Minuten bei 1000/min zentrifugiert (Hettich Zentrifuge
Rotina 420R Typ 4706, Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland) und der Uberstand
verworfen. Die Testmedien wurden dreimal mit 5 ml Sérensen-Puffer gewaschen, jeweils 10 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Danach wurde analog das Waschprotokoll mit aqua
bidest. durchgefiihrt. AnschlieBend wurden 200 ul aus den Tubes mit Pipettenspitzen 200 ul
aufgenommen und auf AL Deckgldser (20 x 20 mm, Standard) ausgestrichen. Die Deckgldaser wurden
mit leitenden Kohlenstoff-Klebestreifen (Leit-Tabs 12 mm, G3347, Baltic Praparation, Niesgrau,
Deutschland) auf Aluminium-Probenteller (G301D, Baltic Praparation, Niesgrau, Deutschland) fixiert
und im Rasterelektronenmikroskop (REM; FEI Quanta 400 FEG, Niederlande) im Low-Vacuum-Mode

untersucht.
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse der Entwicklung und Untersuchung von Ultraschallgelen zur Anwendung am Zahn

Der Messparameter AU2 entsprach der Reduktion der Schallwellen-Reflexion an der Grenzflache.
Diese entstand durch eine geringere Schallimpedanz-Differenz der Medien (Zahnhartsubstanz,
Testgel) durch eine Erhohung der Schallimpedanz des Testgels. Die Ergebnisse wurden in den
Abb. 22A und B grafisch dargestellt. Die Dentin-Messungen (Abb. 22A) wurden nach aufsteigendem
AU2 (Median mit 25 — 75 % Perzentile) sortiert. Die Werte von AU2 befanden sich in einem Bereich
von 0,68 V (AU2,,,) fir G5 und 1,56 V fir G31 (AU2,,,). Das Testgel G31 mit dem hochsten AU2-Wert
war die Mischung von Buehler Micropolish 1l 0,3 um Pulver (P8) mit Glycerin 99 % (G9). Das
medizinische US-Gel (G1) hatte einen Wert von 0,76 V, daraus folgte eine Zunahme von AU2 auf G31
um 105 %. Bei G31 und G32 war Peak 3 (Abb. 13) nicht mehr zu erkennen. Es zeigte sich, dass
Glycerin in zunehmender Konzentration eine Erhohung von AU2 aufwies (G12=0,72V; G11=0,92 V;
G10=1,00V; G9=1,12V) und die glycerinhaltigen Testgele (G4=0,84V; G3=1,08V) einen
signifikant hoheren Wert als G1 hatten. Auch die Pulver beeinflussten AU2, denn es lieB sich bei den
individuell hergestellten Testgelen die Tendenz erkennen, je kleiner die KorngréRe der Pulver und je
hoher der Pulveranteil war, desto starker erhéhte sich AU2. Bei G31 und G32 sorgte die Erhéhung
der Pulvermenge von 0,25 g auf 0,5 g fiir eine Zunahme um 30 % von 1,20V auf 1,56 V. Es konnte
erkannt werden, dass KorngroRen von 50 um und kleiner bei 0,5g Pulver AU2 zunehmend
erhdhten (G17=0,92 V; G19=0,96 V; G21=0,98 V; G23=1,00V; G25=1,02V; G27=1,10V ). Eine
Ausnahme bildete hier das Buehler Micropolish Il 0,05 um Pulver (P9; G29), welches in anderen
Konzentrationen zur Anwendung kam.

Bei der Darstellung der Schmelz-Messungen wurde die Sortierung der Dentin-Messungen
Ubernommen. Man erkannte, im Vergleich zu den Dentin-Messungen, dass die gemessenen Werte
ein geringeres AU2., (0,26 V) und AU2,. (0,58 V) aufwiesen und der Werte-Bereich schmaler
war (Schmelz-Messungen: AU2,,.,— AU2,i, = 0,32 V; Dentin-Messungen: AU2,.— AU2i, =0,88 V).
Die Ergebnisse waren adhnlich. So war ebenfalls das Testgel G31, dasjenige mit dem gréRten AU2-
Wert und auch Glycerin in zunehmender Konzentration zeigte die Zunahme von AU2.

Bei den Dentin-Messungen zeigten auBer G6, G12 und G13 alle Testgele einen signifikanten
Unterschied im Vergleich zu G1. Dies galt auch fir alle Schmelz-Messungen, aulRer G12 und G14. Die

nicht signifikanten Messwerte wurden in den Grafiken gekennzeichnet (+).
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A: Darstellung der Dentin-Messungen nach aufsteigendem AU2 (Median mit 25-75%

Abb. 22:

sortiert.

)

Perzentile
B: Darstellung der Schmelz-Messungen AU2 (Median mit 25—75 % Perzentile) nach

Dentin-Messungen sortiert.
Irrtumswahrscheinlichkeit p ist den Grafiken zu entnehmen; mit ,+“ markierte Werte

waren nicht signifikant im Vergleich zu G1.

42



5.2  Ergebnisse der Frequenzdetektion von Testmedien mit ultraschall-markiertem Licht in vitro

5.2.1 Frequenzdetektion

Die Grafiken in Abb. 23 und Abb. 24 zeigen die Ergebnisse der Frequenzdetektion in Form von 3D-
Wasserfall-Plots. Die Beschreibung der Graphen kann aus Kapitel 4.2.4 entnommen werden.

In den Grafiken (Abb. 23 und Abb. 24) wurden alle Testmedien in den Testmedien-Konzentrationen
aus den Erythrozytenkonzentraten zu den jeweiligen Versuchsbedingungen (Frequenzen, konstant-
flieBend, mit und ohne Watte) zusammengefasst. Der Frequenzbereich in den Abbildungen reicht
von -8 Hz bis +8 Hz und die Amplitude wurde aufgrund der unterschiedlichen Werte logarithmisch
dargestellt.

In allen Testmedien konnten, unabhangig von der Ausstopfung mit Watte, bei F1 und F2 die
Frequenzen 2,2 Hz (F1) und 3,2 Hz (F2) oder Vielfache davon erkannt werden (rote Markierung; Abb.
23). Die Konstanz der Frequenzdetektion ist durch die auf den roten Linien befindlichen Peaks in den
3D-Wasserfall-Plots erkennbar (Abb. 23). Bei der Frequenz 0 Hz ist ebenfalls ein Peak erkennbar, der
die Haufigkeit der Frequenz O Hz darstellt, aber keine Bedeutung fiir die Messungen hat. Von
Pumpenstellung 19 zu 27 nahmen die gemessenen Frequenzen entsprechend mit dem 1,4-fachen zu
und standen somit im direkten Zusammenhang. Bei Stillstand der Pumpe (FO) und bei konstantem
Durchfluss konnte keine, der in den anderen Versuchen gemessenen Frequenzen bzw. deren
charakteristischen Peaks (F1, 2,2 Hz; F2, 3,2 Hz), identifiziert werden (Abb. 24). Im Vergleich der 3D-
Wasserfalls-Plots der beiden Abbildungen ist dies deutlich zu erkennen und diente als
Negativkontrolle. Der Einfluss der 5 unterschiedlichen Erythrozytenkonzentrate (EK-ID 1 —5), sowie

die Verdiinnungen (EK 1:1, EK 1:10, EK 1:100) spielten fiir die Frequenzdetektion keine Rolle.
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Abb. 23:
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Abb. 23:

Gepulste Testmedien mit den Frequenzen, 2,2 Hz (F1; A,B) und 3,2Hz (F2; C, D)
mit (B, D) und ohne (A, C) Watte; in unterschiedlichen Testmedien-Konzentrationen (EK
1:1, EK 1:10, EK 1:100) der Erythrozytenkonzentrate (EK-ID 1 —5). Die Peaks an den roten

Markierungen zeigen die Frequenzen und Vielfache davon, die in allen Messungen in den
3D-Wasserfall-Plots zu erkennen sind.
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Abb. 24:
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Frequenz 0 Hz (FO), ohne Watte Frequenz 0 Hz (FO), mit Watte
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Abb. 24:

D
.s‘u
876-54-321012346567839

Frequenz [Hz]
Stehende (FO; A, B) und konstant-flieBende (Fk; C, D) Testmedien mit (B, D) und
ohne (A, C) Watte; in unterschiedlichen Testmedien-Konzentrationen (EK 1:1, EK 1:10, EK
1:100) der Erythrozytenkonzentrate (EK-ID 1-05).

Diese Messungen dienten als
Negativkontrolle, um zu zeigen, dass die in den 3D-Wasserfall-Plots in Abb. 23
vorhandenen charakteristischen Frequenz-Peaks nicht zu erkennen sind.
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Die Median-Werte der Amplitudenhéhe bei den Frequenzen 2,2 Hz und 3,2 Hz reichen in den
Balkendiagrammen (Abb. 25) von 1,23e™ bis 2,17e™* Vrms?/Hz. Sie dienen der Darstellung des
Einflusses von Verdinnung und Watte auf die Amplitudenhdhe. Die Perzentilen zeigen eine hohe
Variabilitdt der Peak-Amplituden. Die Signifikanzanalyse ergab nur einen signifikanten Unterschied

der Amplituden bei Frequenz 3,2 Hz, mit Watte, EK 1:100 im Vergleich zu EK 1:1 unverdinnt

(p = 0,008).
Abb. 25:
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Abb. 25: Darstellung des Einflusses von Verdinnung und Watte auf die Amplitudenhdhe.
Medianwerte mit 25% —75% Perzentilen der Amplituden bei den Frequenzen 2,2 und
3,2Hz zu den unterschiedlichen Versuchsbedingungen — mit und ohne Watte;
EK 1:100 (A), EK1:10(B), EK1:1 unverdiinnt (C). Die Median-Werte reichen in den
Balkendiagrammen von 1,23e** bis 2,17e™ Vrms?/Hz. Die Signifikanzanalyse ergab nur
einen signifikanten Unterschied der Amplituden bei Frequenz 3,2 Hz, mit Watte,
EK 1:100 im Vergleich zu EK 1:1 unverdiinnt (p = 0,008).
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5.2.2 Temperaturanderung der Testmedien

Bei den

Pumpfrequenzen F1, F2 und bei kontinuierlichem Fluss Fk konnte maximal eine

Temperaturerhéhung von 0,8 °C gemessen werden, bei FO wurden Temperaturdnderungen von

22,9 °C beobachtet. Diese Verdnderung wurde bereits visuell sichtbar (Markierungen in Abb. 26D), in

dem eine Entmischung stattfand und sich fadenférmige Erythrozyten-Bander ausbildeten. Ob

dadurch eine Verdnderung der Erythrozyten auftrat, wurde durch die REM-Darstellung untersucht

und wird in Kapitel 5.2.3 erldutert.

In den Ergebnissen zeigte sich, dass die verdiinnten Testmedien geringere Temperaturdanderungen

aufwiesen als das Unverdiinnte. Der Einfluss der Watte auf die Temperaturanderung ist gering, zeigte

aber eine Tendenz zu einer zusatzlichen Temperaturerhéhung.
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Median-Werte mit minimaler und maximaler Temperaturanderung ausgehend von einer
Raumtemperatur der Testmedien (EK 1:100, EK 1:10, EK 1:1) von 22 —-24°C bei den
unterschiedlichen Versuchsbedingungen — mit und ohne Watte; F1, F2 (A); Fk (B) und
FO (C).

D zeigt Verdanderungen in Form von bandférmiger Anordnung der Erythrozyten (siehe
Pfeile) durch die Einwirkung von US auf stehendes Testmedium EK 1:100
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5.2.3 REM-Darstellung der Testmedien

Bei allen flieBenden Testmedien konnten im REM Erythrozyten in Form von bikonkaven runden
Scheiben und von Stechapfeln unterschieden werden. In fiinf von sechs der stehenden Testmedien
konnten in den REM-Bildern Verdnderungen, die sich in verschieden groBen Kugeln darstellten,
erkannt werden (Abb. 27e—f, Abb. 28e —f, Abb. 29e —f). In den Abbildungen wurden solche
Fragmente exemplarisch mit Pfeilen markiert. In den Proben, die wahrend dem Durchfluss dem
Ultraschall ausgesetzt waren, zeigten sich keinerlei derartige Veranderungen (Abb. 27a—d, Abb.
28a—d, Abb. 29a-d). Hierdurch konnte gezeigt werden, dass der Ultraschall unter den
Versuchsbedingungen eine verdandernde Wirkung auf die Erythrozyten hatte. In Tab. 8 befindet sich

eine Ubersicht der Versuchsbedingungen und die Zusammenfassung der Ergebnisse.

Tab. 8:

g

5 g 2

[ 3 (]

£ - aleg|l 3 £

a = EE| 3 2

v )

= g 3|82 < ]
EK1:1 240 X 27a | Stechapfelférmige und normale Erythrozyten
EK1:1 240 X | X 27b | Stechapfelférmige und normale Erythrozyten
EK1:1 240 | x | x 27c | Stechapfelféormige und normale Erythrozyten

EK1:1 240 | x | x | x 27d | Stechapfelférmige und normale Erythrozyten

Stechapfelférmige und normale Erythrozyten, kugelférmige

Ei1:1 120 | x 27e Veranderungen und Fragmente

EK 1:1 120 | x « 27f \S/’ceerzl:];:ereffJfr]ijgr;?]iier]:r;(:avg\/rer]r;iﬁtr;ormale Erythrozyten, kugelférmige
EK1:10 | 150 X 28a | Stechapfelférmige und normale Erythrozyten

EK1:10 | 150 X | X 28b | Stechapfelférmige und normale Erythrozyten

EK1:10 | 150 | x | x 28c | Stechapfelférmige und normale Erythrozyten

EK1:10 | 150 | x | x | x 28d | Stechapfelférmige und normale Erythrozyten

EK 1:10 75 X 28e | Stechapfelférmige und normale Erythrozyten

EK 1:10 75 « « »8f \S/’ceercéil:];:erefflJfr]ijgr;?]iier]:r;(:avg\/rer]r;iﬁtr;ormale Erythrozyten, kugelféormige
EK 1:100 | 105 X 29a | Stechapfelférmige und normale Erythrozyten

EK 1:100 | 105 X | X 29b | Stechapfelférmige und normale Erythrozyten

EK1:100| 105 | x | x 29c | Stechapfelféormige und normale Erythrozyten

EK1:100| 105 | x | x | x 29d | Stechapfelférmige und normale Erythrozyten

Stechapfelférmige und normale Erythrozyten, kugelférmige

EK 1:100 | 52,5 29
! X € Veranderungen und Fragmente

Stechapfelférmige und wenig normale Erythrozyten, kugelférmige

EK 1:100 | 52,5 29f
! X X Veranderungen und Fragmente

Tab.8: Ubersicht der REM-Darstellung mit Beschreibung zu den verschiedenen Versuchsbe-
dingungen. Mit und ohne Einwirkung von Ultraschall, stehende oder gepumpte Test-
medien, sowie mit und ohne Watte (,,x“ bedeutet ,,mit“). Zeit ist die Versuchsdauer.
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HV Spot Det| Mag WD HFW VacMode 10.0pm { Spot D Mag WD HFW VacMode
4.0kV 3.0 LFDE 10.0 mm 45.07 pm Low v A 40KkV 3.0 L 5000x 10.0 mm 45.07 pm Low vac

r7-
#

|

3 : p p | -
HV Spot Det WD HFW Vac S De WD HFW Vac
40KkV 3.0 LFDE 10.0 mm 45.07 pm Low v im S L 10.2 mm 45.07 pm Low v

HV SpotDet Mag WD = HFW | VacMode Sig 10.0pm st Mag WD = HFW  VacMode Sig
40KV 3.0 LFD6 10.0 mm 45.07 pm Low vacuum SE 40KkV 3.0 L 5000x 10.0 mm 45.07 pm Low vacuum SE

Abb. 27: REM-Darstellung EK 1:1 unter den Versuchsbedingungen; Versuchsdauer, Ultraschallein-
wirkung, gepumpt und stehendes Testmedium, mit und ohne Watte (,,x“ bedeutet , mit“).
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HV Spot Det WD HFW VacMode Sig X HV Spot Det ag WD HFW VacMode Sig
4.0kV 3.0 LFD x 10.0 mm 45.07 pm Low vacuum SE 4.0kV 3.0 LFD 6000x 10.1 mm 45.07 ym Low vacuum SE

HV Spot Det Mag | WD HFW je Si 10.0pm HV Spot Det| Mag | WD HFW  VacMode Sig
4.0kV 3.0 LFD/6000x 10.0 mm 45.07 ym Low v um SE 4.0kV 3.0 LFD6000x 10.0 mm 45.07 ym Low va S

: .

-

_ _ _
HV Spot Det Mag WD HFW VacMode Sig HV Spot Det Mag WD HFW VacMode Sig
4.0KkV 3.0 LFD 6000x 10.2 mm 45.07 ym Low vacuum SE 4.0kV 3.0 LFD 6000x 10.2 mm 45.07 ym Low vacuum SE

Abb. 28: REM-Darstellung EK 1:10 unter den Versuchsbedingungen; Versuchsdauer, Ultraschallein-
wirkung, gepumpt und stehendes Testmedium, mit und ohne Watte (,,x“ bedeutet ,, mit“).
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5 . - M
a _ . 2 !
HV Spot Det WD HFW VacMode Sig 10.0pm HV Spot Det ag WD de
40kV 3.0 LFD x 9.9 mm 45.07 pm Low vacuum S | 4.0kV 3.0 LFD 6000x 10.0 mm 45.07 ym Low vacuum SE

HV Spot Det Mag WD HFW VacMode Sig 10.0p HV Spot Det Mag WD HFW VacMode Sig 10.0pm
4.0KkV 3.0 LFD 6000x 10.0 mm 45.07 ym Low vacuum SE | 4.0kV 3.0 LFD 6000x 10.2 mm 45.07 ym Low vacuum SE

HFW  VacMode Sig 0.0pn HV Spot Det Mag WD HFW = VacMode Sig
0.0 mm 45.07 pm Low vacuum S 4.0kV 3.0 LFD 6000x 10.1 mm 45.07 ym Low vacuum SE

 vedum _
. [ e |
I T ST
e[ e |
e [ e |
A

EK 1:100

Abb. 29: REM-Darstellung EK 1:100 unter den Versuchsbedingungen; Versuchsdauer, Ultraschallein-
wirkung, gepumpt und stehendes Testmedium, mit und ohne Watte (,,x“ bedeutet ,, mit“).
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Methode

6.1.1 Methode der Entwicklung und Untersuchung von Ultraschallgelen zur Anwendung am Zahn

Ohne das passende Ankopplungsmedium kommt es zu groBen Reflexionsverlusten der US-Wellen an
der Oberflache, deshalb war die Optimierung der Ultraschall-Ankopplung an die Zahnhartsubstanz
ein Ziel dieser Arbeit. Dieser Anpassung lag die Idee zugrunde, dass man durch die Mischung eines
flissigen Materials mit niedriger akustischer Impedanz mit einem Pulver aus einem Material mit
hoher akustischer Impedanz ein Ankopplungsmedium erhilt, welches eine erhoéhte akustische
Impedanz aufweist. Bei den beschriebenen Mischungsverhéltnissen musste bei Buehler Micropolish
Il 0,05 um Pulver (P9; G29) eine Veranderung der Konzentrationen vorgenommen werden: In den
urspriinglichen Konzentrationen war keine Mischung moglich, da sie zur Verklumpung fihrte und das
Testgel seine gelartige Form verlor, was fir die Anwendung inakzeptabel war. Ein Vergleich der
unterschiedlich konzentrierten Testgele beziiglich der Konzentrationen ist dadurch nicht mehr
moglich. Bei der Vermischung der Gele mit der Spitze wurde darauf geachtet, moglichst keine
Rickstdande zu belassen, welche das Mischungsverhaltnis verandern kdnnten. Aullerdem wurde jede
Spitze nur einmal verwendet, um Verunreinigungen der Testgele untereinander zu vermeiden.
Ein vorbereitender Versuch brachte die Erkenntnis, dass eine direkte Messung, bei der die
unterschiedlichen Testgele zwischen US-Sonde und Zahnscheibe eingebracht wurden, nicht moglich
war, da durch die Einfliisse von Anpressdruck und den Eigenschaften der unterschiedlichen Testgele
die Ergebnisse nicht reproduziert werden konnten. Deshalb wurde ein indirektes Verfahren
entwickelt, bei dem die Sonde mit medizinischem Ultraschall-Kontakt-Gel (G1) an den Zahn
angekoppelt und das zu untersuchende Testgel an der gegeniberliegenden Grenzfliche Zahn - Luft
aufgetragen wurde, um den Ubergang der Schallwellen vom Zahn in das Testgel zu untersuchen und
Rickschlisse auf die Anpassung des Ankopplungsmediums zu ziehen. Fir die Reproduktion der
Messungen schied eine freie Filhrung der US-Sonde per Hand aus. Deshalb wurde eine justierbare
Montage lber Bohrerstander und Probentisch gewdahlt, mit der die Messposition (iber den skalierten
Tisch bestimmt werden konnte. Zudem wurde auch der Anpressdruck Gber den Federmechanismus
standardisiert. Da die vielfaltigen Einflisse auf die Ultraschallausbreitung keine direkten, vergleich-
baren Messungen zulieBen, wurde dieses Problem durch Referenzmessungen gegen Luft anstatt
Testgel vor jeder Messung geldst. Hierdurch konnten standardisierte Ausgangsbedingungen gewdahr-
leistet werden. Das Prinzip einer indirekten Messmethode, bei der ein zu untersuchendes Testgel
keinen direkten Kontakt zum US-Kopf hatte, wurde auch in Studien anderer Forschungsbereiche
verwendet. [31,123].
Aufgrund der physikalischen Eigenschaften wiirde sich Glycerin wegen seiner hoheren Impedanz fir
die Ankopplung der US-Sonde an den Zahn besser als medizinisches US-Gel (G1) eignen, da hierdurch
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mehr Schallenergie in den Zahn Ubertragen werden koénnte. Jedoch wurde in diesem Versuch
bewusst G1 verwendet, da die hohere Viskositdt von G1 den Vorteil einer besseren Handhabung
hatte. G1, welches unten an den Zahn angebracht wurde, zeigte durch seine Viskositat eine erhdhte
Ortstandigkeit.

Im Versuchsaufbau wurde ein Rinderzahn verwendet, da aus einem humanen Zahn keine Scheibe in
dieser GroRRe, Schichtdicke, mit Schmelz-Dentin-Anteilen und parallelen Flachen geschnitten werden
konnte. Dies stellte kein Problem dar, da aus der Literatur bekannt ist, dass der bovine Zahn im
Hinblick auf die akustischen Eigenschaften einem humanen Zahn ahnlich ist (siehe Kapitel 2.1.4). Die
Schichtstirken der Messstellen entsprachen den in humanen Zdhnen vorkommenden Malien. Die
Schmelz-Messstelle (2,0 mm) mit einem Dentin- (1,60 mm) und Schmelzanteil (0,43 mm) stimmte
in etwa mit den anatomischen Gegebenheiten, knapp oberhalb der Schmelz-Zement-Grenze,
Uberein [6,15,109,203], die fir die Vitalitatsbestimmung mit Ultraschalltechnik in Frage kdme. Die
Dentin-Messstelle (0,75 mm) konnte fiir Messungen am freiliegenden Zahnhals oder bei
Restdentinstarke-Messungen wahrend der Praparation oder Kariesexkavation stehen. Letztendlich
kann anhand beider Messstellen ein Vergleich der Testgele durchgefiihrt werden. Idealerweise
miusste aufgrund der unterschiedlichen Schallgeschwindigkeiten im Schmelz und Dentin fiir beide ein
eigenes Ankopplungsmedium entwickelt werden. Jedoch wiéaren hier auch die grollen
Variationen der intra- und interindividuellen Schallgeschwindigkeiten in Zdhnen zu bericksichtigen
(siehe Kapitel 2.1). Die Austrocknung des Zahnes ist unbedingt zu verhindern, da dies die
physikalischen Eigenschaften der Zahnhartsubstanz beeinflusst, wie es auch Lee und Barber [129]
berichtet haben. Sogar die Applikation von Fluoriden hat Auswirkung auf die Schallgeschwindigkeit
im Zahn [224]. In der Versuchsanordnung und den Messungen beschrieben die unterschiedlichen
Laufzeiten der Peaks die Schichtdicken der Zahnhartsubstanzen und die Schallgeschwindigkeiten. Die
errechneten Schallgeschwindigkeiten aus den bekannten GroRen waren 3125 m/s im Dentin und
5200 m/s im Schmelz. Diese Werte entsprachen in etwa der Literatur (siehe Kapitel 2.1; 3600 m/s;
5400 - 5800 m/s [128]).

Die Frequenz des Ultraschalls spielt bei der Ausbreitung, vor allem bei der Absorption und
Dampfung, eine Rolle, da mit zunehmender Frequenz mehr absorbiert wird und somit die
Eindringtiefe, sowie die Amplitude der Reflexion sinkt. Im Versuchsaufbau wurde eine Frequenz von
10 MHz gewadhlt, die auch in anderen Studien verwendet wurde und am Rande der am Zahn in der
Literatur verwendeten Frequenzen von 10 bis 50 MHz liegt [21,191,216,241]. Diese wurde
verwendet, da trotz Absorptionsverlusten eine deutliche Signalamplitude der Reflexion zu erkennen
war. Ebenso wird sie zur Vitalitdtsbestimmung am Zahn mit der ultraschall-markierten
Blutflussmessung vorgeschlagen (siehe Kapitel 6.1.2.1).

Bei der hier verwendeten Messmethode wurde die Anpassung der akustischen Impedanz an die
Zahnhartsubstanz untersucht, jedoch wurde Konsistenz und praktische Handhabung der Testgele

nicht bewertet. Um den Einfluss der Oberflaichen auf die Messungen zu reduzieren und
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reproduzierbare Ergebnisse zu bekommen, wurden an den Messstellen parallele Flachen durch
Schneiden bzw. Frasen erzeugt, um eine senkrechtes Auftreffen der US-Wellen zu erméglichen. Ware
dies nicht beachtet worden, hatte die Neigung der Oberfliche einen modglichen Fehler der
Ankopplungsposition verstarkt bzw. die Messung behindert, da bei zunehmender Neigung nur ein
geringerer Anteil der reflektierten US-Welle von der US-Sonde detektiert werden kann.

Die Pulver mit sehr kleiner KorngréBe (P7—P9) koénnten die Unebenheit und Oberflachen-
rauigkeit (siehe Kapitel 2.1.1) auffiillen, was ein Grund fir die zunehmende Differenz (AU2) bei
kleineren Pulvern sein kénnte. Das Pulver P1 (250 um) wiirde im Praxiseinsatz wahrscheinlich daran
scheitern, dass es durch die KorngroRe zu einem relativ groBen Abstand zwischen US-Sonde und
Zahn und somit einer schlechten Ankopplung kommen wiirde. Der Einfluss der KorngrofRe im
Zusammenhang mit der Oberflache miisste weiter untersucht werden. Die Dadmpfungseigenschaften
der Testgele waren nicht explizit Gegenstand der Untersuchungen, allerdings konnte durch das
Abdecken der Testgele mit der Zahnscheibe eine Verdnderung der Dampfung bei den
unterschiedlichen Testgelen beobachtet werden. Die Dampfung ist jedoch aufgrund der sehr
geringen Schichtdicken, wie sie bei der Ankopplung verwendet werden, als vernachlassigbar zu
betrachten.

Ein weiterer Schritt zu einer verbesserten Ankopplung ist die Wahl von Aluminium oder
Magnesium (Al: ¢ =6240m/s; p =2700kg/m* Z =17,33 - 10° Ns/m3 Mg: ¢ =5800 m/s;
p=1738 kg/m3; 7Z =10,0 - 10°Ns/m?3 [250]; siehe Tab. 1) als Material fiir die Sondenspitze, wie es
auch von Barber etal. [11] beschrieben wurde. Die Wahl der Sondenspitze stellt keine grolRe
Herausforderung dar, da Aluminium kostengiinstig und einfach in jegliche Form gebracht werden
kann. Auch im beschriebenen Versuchsaufbau liee sich eine Aluminiumspitze integrieren, da die
verwendete Sondenspitze (iber ein Gewinde mit dem Schallkopfgehause verschraubt ist. Dies war im
vorliegenden Fall nicht notwendig, da das Ziel der Untersuchung die Entwicklung eines angepassten
Gels ist. Culjat et al. [41] verwendeten Atemkalk (soda lime glass; Z = 13,4 x 10° Ns/m?3), obwohl
Aluminium von den akustischen Materialeigenschaften dem Zahn ndaher kommt. Ein Grund fir die
Wahl kénnte sein, dass ihr vorgeschlagenes Ankopplungsmedium, die Gallium-Indium-Legierung,
stark mit Aluminium reagiert. Es wurde zwar die Reaktivitat der Legierung genannt, aber der Grund
fir die Materialwahl wurde nicht erklart. Die Testgele wurden im Versuchsaufbau der Autoren
zwischen US-Sonde und Atemkalk-Glasblock (Abstand 2 mm) eingebracht. Durch diesen Abstand
spielte in diesem Versuchsaufbau die Dampfung, die bei der Anwendung als dinnschichtiges
Ankopplungsmedium vernachlassigbar ist, eine sehr groBe Rolle. Culjat et.al [41] konnten die
Untersuchung der Dampfung und des Ubergangs der Schallwellen an den Grenzflichen nicht
trennen. Das fihrte dazu, dass sie ein Glycerin-basiertes Gel (High Z), das ein sehr gutes und haufig
verwendetes Ankopplungsmedium in der zerstorungsfreien Werkstoffprifung ist, nicht untersuchen
konnten. Aus der Publikation geht hervor, dass jede Messung nur einmal durchgefiihrt wurde, da sie

bei der Legierungsmessung einen Fehler im Ergebnis bemerkten, der vermutlich der Ausrichtung der
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US-Sonde zugrunde lag. Dieser Fehler geschah laut ihren Aussagen im Wesentlichen durch
Beseitigung der Oxidschicht und Reinigung der chemischen Agenzien von der US-Sonde [41]. Auch
die Moglichkeit der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist in Frage zu stellen, da keine
Referenzmessung oder Wiederholungen durchgefiihrt wurden. So wéare der Fehler durch falsche
Justierung und Ausrichtung der US-Sonde aufgefallen und zu verhindern gewesen.

Eine andere Methode zur Verbesserung der Ankopplung wére die Fokussierung des Ultraschalls mit
Hilfe einer wassergefiillten Vorlaufstrecke (Abb. 30), wie es in Kapitel 2.2.2.3 beschrieben
wurde [55,166,219]. Dieses Prinzip misste jedoch an den Zahn und die Mundhdhle angepasst
werden. Uber einen Wasserstrahl werden die US-Wellen dabei auf den Zahn iibertragen. Durch die
Wahl einer geeigneten Schalllinse und der Vorlaufstrecke kdnnte eine genaue Fokussierung auf die
Pulpa erreicht werden. Darliber hinaus konnte eine variable Vorlaufstrecke sogar die
unterschiedlichen Schichtstarken der Zahnhartsubstanzen beriicksichtigten. Das austretende Wasser
in die Mundhohle stellt kein Problem dar, denn an der zahnérztlichen Behandlungseinheit ist eine
Absauganlage in der Regel integriert. Diese Moglichkeit wurde bereits zu in vitro Untersuchungen der

Zahnhartsubstanzen eingesetzt [166,216].

o i@f

Abb. 30:

6

Abb. 30: Darstellung der Wasserstrahl-Ankopplung. Das Gehduse (1) enthdlt eine Wasser-
zufiuihrung (5). Innerhalb des Wasserstrahls erzeugt eine US-Sonde (2) US-Wellen (4), die
Uber den Wasserstrahl auf den Zahn (3) fokussiert sind; Anschluss der US-Sonde (6)

55



6.1.2 Methode der Frequenzdetektion von Testmedien mit ultraschall-markiertem Licht in vitro

6.1.2.1 Frequenzdetektion

Der in dieser Arbeit verwendete Aufbau stellte ein stark vereinfachtes Durchblutungsmodell eines
Zahnes dar und diente zur Darstellung und Uberpriifung der angewandten Methode im Sinne eines
Proof of Principle. Dieses Modell stellt nur sehr eingeschrankt die komplexe Anatomie eines Zahnes
dar. So besaR die Kiivette eine Wanddicke von 0,9 mm und die MaRe des Lumens waren 3 x 3 mm.
Im Zahn hingegen finden sich genau gegenteilige Dimensionen. Auch die raue Zahnoberflache und
die Streuung von Licht wurden im Durchblutungsmodell nur eingeschrankt simuliert. Der US-Kopf
wurde mit Glycerin an die glatte Oberflache der Kiivette angekoppelt. Glycerin wurde aufgrund der
Ergebnisse aus dem ersten Teil der Arbeit verwendet, da es kostenglinstig und in groen Mengen
verfligbar ist. Eine aufwendige Herstellung von G31 zur Ankopplung war nicht nétig, da aufgrund der
anderen Grenzflachen auch mit Glycerin eine gute Schallibertragung auf die Kiivette gewahrleistet
war. Die Transmission des Laserlichts war durch die sehr geringe Absorption des klaren Kunststoffes
beglinstigt. Eine kleinere Kivette mit vier klaren und glatten Seitenflichen war nicht erhaltlich,
obwohl es die Transmission des Laserlichts durch die geringere Schichtstirke des Testmediums
zunehmend erleichtert hatte. Auch die Art und Menge der Durchblutung, die durch die starre
Kivette geleitet wurde, unterschieden sich von einer anatomischen Pulpa, die aus einer Vielzahl
kleiner Kapillaren besteht. So war das Volumen der Kivette mit 297 mm? um ein Vielfaches gréRer
als das durchschnittliche Pulpenvolumen von Zihnen (6,1 —68,2 mm® [73]). Im Modell herrschten
laminare Stromungsverhéltnisse. Durch das Einbringen der Filterwatte wurde versucht diese zu
storen und einen diffusen Fluss zu erzeugen, der den Durchblutungsverhaltnissen in der Pulpa nadher
kommt. Die Durchflussmenge betrug je nach Frequenz 48 — 69 ml/min. Im Vergleich zur Pulpa mit
einer Durchblutung von 0,15 - 0,8 ml/min pro Gramm Pulpagewebe entsprach dies jedoch keinen
physiologischen Bedingungen. Sowohl im Volumen als auch in der Durchblutung ergab sich ein um
den Faktor 50— 100 abweichender Unterschied. Die verwendete Pumpe mit den Frequenzen F1
(2,2 Hz; 132 Schlage/Minute) und F2 (3,2 Hz; 192 Schldge/Minute) simulierte einen pulsierenden
Blutfluss. Diese Frequenzen entsprachen in etwa physiologischen Werten, da die Herzfrequenz bei
einem gesunden, erwachsenen Menschen in Ruhe etwa 60 — 80 Schlage/Minute betrdgt und bei
sportlicher Betatigung auf Werte bis zu 200 Schldge/Minute steigen kann. In Anlehnung an die
Dissertationen von Niklas [167] und Jaeger [105] wurde die Pumpe auf die Frequenzen F1 (2,2 Hz)
eingestellt, fir F2 im Gegensatz zu Niklas [167] jedoch mit 3,2 Hz Werte im physiologischen Bereich
gewdhlt. FO entsprach dem Stillstand der Pumpe, welcher der fehlenden Durchblutung im devitalen
Zahn gleich kommt. FO und die Durchblutung mit konstantem Fluss (Fk) dienten als Negativkontrolle
der Frequenzdetektion. Eine Negativkontrolle durch Ausschalten des Ultraschalls oder Laserlichts

kam nicht in Frage, da im Lock-In-Messprinzip beide Signale zur Verarbeitung benétigt werden.
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Die Testmedien EK 1:1 unverdiinnt, EK1:10 und EK 1:100 wurden nach der von Niklas [167]
empfohlenen Verdiinnungsreihe hergestellt. Die verwendeten Erythrozytenkonzentrate mit einem
Erythrozytengehalt pro pl von 4,04 - 10° bis 5,46 - 10° entsprachen den physiologischen Werten, wie
sie fiir Frauen und Manner in der Literatur angegeben werden (siehe Kapitel 2.3.) Die Erythrozyten-
konzentrationen von EK 1:10 und EK 1:100 sind keinen physiologischen Bedingungen zuzuordnen,
jedoch dienten diese durch eine Reduktion der Erythrozytenkonzentrationen als Kompensation des
experimentell bedingten, groen Volumens. Ein weiterer Unterschied zum anatomischen Vorbild der
Pulpa ist die Temperatur. Die Versuche sind bei einer Raumtemperatur von 22 bis 24 °C durchgefiihrt
worden, im Korper hingegen herrscht bei gesunden Menschen eine orale Temperatur von 36,3 bis
37,1°C [116]. Da die Temperatur Einfluss auf die Schallausbreitung hat, betragt die
Schallgeschwindigkeit in Wasser bei 20 °C 1483,2 m/s, bei 40 °C 1528,4 m/s [92]. Diese geringe
Differenz konnte bei den Messungen vernachldssigt werden.

Es wurde eine Laserdiode mit einer Wellenlange von 785 nm verwendet, die auch in der Dissertation
von Jaeger [105] bei den PPG-Untersuchungen zum Einsatz kam und fiir geeignet befunden wurde.
Bei der Wahl zur Anwendung von Laserlicht am Zahn wurden die Vorschlage, langere Wellenlangen
als 600 nm zu verwenden, bericksichtigt [71,103,108,214]. Das beste Verhaltnis zwischen
Dentintransparenz und der Blutabsorption liegt im Bereich von 850 nm und 1380 nm [94]. Da der
physikalische Effekt der Ultraschall-Markierung noch nicht hinreichend verstanden wurde, ist auch
der Einfluss der Blutabsorption fraglich. Es wurde bewusst eine Wellenldnge im sichtbaren
Bereich in den Versuchsaufbau integriert, da der Laser mit einer Leistung von 25 mW nach
DIN EN 60825-1 [253] ein Produkt der Laserklasse 3B ist und eine mogliche Gefahr fiir Auge und Haut
darstellt. Auch beim aktuellen Gerat ,,c-Flow” von Ornim Medical zur zerebralen Blutflussmessung,
wird ein dhnlicher Klasse-3B-Laser mit einer Wellenldnge von 808 nm benutzt [259].

Das Laserlicht wurde mit der Photodiode BPW34 detektiert. Diese besitzt eine hohe
Fotoempfindlichkeit, mit dem Maximum bei einer Wellenldnge von 850 nm, und eine sehr kurze
Schaltzeit von 20 ns. Letztere wurde benétigt, um die hohen Frequenzen (Ultraschall) zu detektieren.
Die bestrahlungsempfindliche Fliche von 7 mm? ist ausreichend, um das Laserlicht mit einem
Durchmesser von 1 mm im Abstand der Photodiode zu detektieren. Eine weitere Verbesserung des
Detektors konnte mit Hilfe der Speckle-Technik (siehe Kapitel 2.4.2.3) realisiert werden, da nur ein
geringer Anteil des Laserlichts mit Ultraschall markiert wird. Hierbei wird das Speckle-Muster von
einem CCD-Sensor aufgenommen, wodurch ein besseres Signal-Rausch-Verhaltnis bewerkstelligt
wird. Die Veranderung der FlieRgeschwindigkeit des Blutes geht mit einer Veranderung des Speckle-
Musters einher. Diese Technik wird von vielen Autoren zur Signaldetektion verwendet und ist zudem
in das ,,c-Flow“-Gerat integriert [13,36,133-135,138,180,213,231,234].

Die verwendete GrolRRe des US-Kopfes mit einem Durchmesser von 27 mm ist, wie auch das ,,c-Flow*“-
Gerat, fur die intraorale Messung am Zahn nicht geeignet, da die SchallkopfgroRe auf einen

Durchmesser von 1 bis 3 mm reduziert werden misste. Auch die Frequenz von 811 kHz liegt im
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Bereich des c-Flow-Gerats (1 MHz), eignet sich zwar fiir das Durchblutungsmodell, jedoch scheint sie,
mit einer Wellenlange von 1,85 mm, fir die ZahngréBe nicht geeignet zu sein, da eine hohe
Ortsauflésung eines kleinen Volumens erst bei kirzerer Wellenlange moglich ist. Eine hohe
Ortsauflésung ermoglicht es, den markierten Bereich auf die Pulpa einzugrenzen. Hierzu wird eine
Frequenz von 10 MHz vorgeschlagen. Diese liegt, wie in der Literaturibersicht beschrieben, im
Randbereich der fir die Bildgebung am Zahn verwendeten Frequenzen von 10 - 50 MHz. Welche
Frequenz fur die ultraschall-markierte Blutflussmessung am Zahn am optimalsten ist, muss noch
genauer untersucht werden.

Die ultraschall-markierte Blutflussmessung ist unabhangig vom Umgebungslicht, da durch den Lock-
in Verstarker das ultraschall-markierte Licht herausgefiltert wird. Dies erleichtert die Umsetzung in
die praktische Anwendung erheblich, weil keine aufwandigen Vorkehrungen zur Abschirmung des
Umgebungslichtes, wie bei anderen Studien [22,105,117,167], getroffen werden miussen. Ein Einfluss
auf die Signale durch Bewegungsartefakte wurde nicht bemerkt, waren aber auch nicht explizit
Gegenstand der Untersuchungen. Das hauptsachliche Problem aller auf Licht basierenden Verfahren
sind die Einflisse der umgebenden Gewebe durch die Streuung im Zahn. Dem kann durch die
gezielte Markierung der Pulpa mit Ultraschall entgegengewirkt werden und ermoglicht so die
Ortsauflésung des Signals. Dadurch ist auch eine Abschirmung der Gingiva mit Kofferdam oder
Ahnlichem nicht notwendig.

Die Frequenzanalyse mit Hilfe der Fast Fourier Transformation (FFT) diente zur Uberpriifung und
ersten Anwendung der Technik, da haufig kein eindeutiges Frequenzsignal erkannt werden konnte.
Mit zunehmender optischer Dichte der Testmedien, aufgrund ihrer unterschiedlichen
Erythrozytenkonzentrationen, musste eine Anpassung der Messdauer durchgefiihrt werden, die
durch die Anzahl der FFT’s (Number of Averages) von 5, 10 und 20 vorgenommen wurde. Da eine FFT
4,5s benotigte, ergaben sich die Messdauern von 22,5, 45 und 90s. Im verwendeten
Durchschnittsberechnungs-Modus ,Peak Hold“ wurde die maximale Amplitude fir jede einzelne
Frequenz Uber die gesamte Messdauer dargestellt. Dies erhohte zwar das Rauschen, jedoch konnten
dadurch auch kurzzeitige Signale besser erkannt werden. Eine Pulsfrequenzdetektion im Zahn, die
synchron mit dem Herzschlag ist, wdare fir eine Vitalitdtsbestimmung ausreichend. Fir
differenziertere Untersuchungen ware jedoch eine Bestimmung der FlieRgeschwindigkeit

wiinschenswert, die durch eine Verdnderung der Signalverarbeitung erreicht werden kénnte.

6.1.2.2 Temperaturinderung der Testmedien

Mit der im Versuchsaufbau verwendeten Methode konnte die Verdnderung der Temperatur
dokumentiert werden. Es muss festgehalten werden, dass sowohl bei den Messungen der fliekRenden
als auch bei den stehenden Testmedien die tatsachliche Temperatur Gber der Gemessenen lag. Dies

war messtechnisch bedingt, da innerhalb des Schallfeldes im Testmedium keine exakte
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Temperaturmessung moglich war, da die Sonde durch den Ultraschall erwdarmt worden ware. Durch
die zeitlich und raumlich versetzte Messung, konnte das Testmedium in geringem Male abkihlen,
was zu einer geringen Temperaturdifferenz flihren kann. Eine Kontaktmessung an der AuRenseite der
Kivette schied ebenfalls aus, da die Kivette im Gegensatz zum Testmedium dem Ultraschall
dauerhaft ausgesetzt war und somit eine héhere Temperatur hatte. Fiir die stehenden Testmedien
musste auch der andere Aufbau mit einer Kiivette samt Boden verwendet werden, da aus den
genannten Griinden keine Mdglichkeit bestand, die stehenden Testmedien direkt zu messen. Das
vorherige Einbringen des Temperatur-Kontaktfiihlers diente dazu, ihn an den Temperaturbereich
anzupassen, um eine schnellere Messung der Temperatur zu bewerkstelligen und den Fehler durch
die Temperaturdifferenz, bedingt durch Abschalt- und Messzeitpunkt, zu minimieren. Die
Temperaturdanderungen der Testmedien stellten nur die Verdnderungen innerhalb des
Versuchsaufbaus dar und erlauben keinerlei Aussage Uber die Vorgange bei einer praktischen

Anwendung. Fir weitere Untersuchungen sollte diese Thematik beriicksichtigt werden.

6.1.2.3 REM-Darstellung der Testmedien

Die eingesetzte Methode sollte moégliche morphologische Verdnderungen der Erythrozyten durch
den Ultraschall im Versuchsaufbau Gberpriifen und darstellen. Analog zu den Temperaturmessungen
wurden flieRende und stehende Testmedien in getrennten Versuchen untersucht, da eine Entnahme
der stehenden Testmedien aus dem Kreislauf nicht moglich war. Die stehenden Testmedien wurden
zuvor fir die flieBenden Versuche verwendet, um die Versuchsbedingungen eines Frequenzversuchs
zu simulieren. Im Frequenzversuch wurden ebenfalls die Testmedien zuvor im Durchfluss beschallt
(F1,F2), bevor die Messung FO (stehendes Testmedium) durchgefiihrt wurde. Die angewandte
Aufbereitung der Testmedien eignete sich fiir die Rasterelektronenmikroskopische Bildgebung der
Erythrozyten im Niedrig-Vakuum. Das Niedrig-Vakuum ermoglichte die Aufnahmen von feuchten,
nicht- bzw. schlecht-leitenden Proben, ohne Prdparation mit einer Edelmetall- oder

Kohlenstoffschicht [58,192].
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6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Ergebnisse der Entwicklung und Untersuchung von Ultraschallgelen zur Anwendung am
Zahn

Die Ergebnisse der Gel-Untersuchung lassen auf eine Verbesserung der Ankopplung schlieRen, die
eine erhohte Schalllibertragung auf den Zahn impliziert. Erste Versuchsergebnisse haben gezeigt,
dass die Mischung (G27) von Buehler Micropolish Il 0,3 um Pulver (P8) und medizinischem US-Gel
(G1) das groRte AU2 aufwies. Ebenso konnte durch Glycerin 99 % (G9) eine hohes AU2 beobachtet
werden, was der Idee einer Mischung von P8 und G9 zu Grunde lag. Diese Mischung (G31) fuhrte
zum grofSten gemessenen AU2-Wert, der in den Abb. 22A und B zu erkennen ist. Das Fehlen von
Peak 3 (Abb. 13) ist ein Hinweis auf die erhohte Dampfung im Testgel, was jedoch aufgrund der sehr
geringen Schichtdicken, wie sie bei der Ankopplung verwendet werden, als vernachlassigbar zu
betrachten ist. Die aus der Literatur bekannte (Tab. 1), héhere Schallimpedanz von Glycerin
(G9 =1,12 V) im Vergleich zu Wasser (G1 = 0,76 V), konnte durch das hohere AU2 bestatigt werden.
Es zeigte sich, dass Glycerin in zunehmender Konzentration eine Erhohung von AU2 aufwies. Dadurch
konnte auch eine Einordnung, der oftmals nur grob vom Hersteller angegebenen Glycerin-
Konzentrationen, bei den Glycerin-Gelen Sonotech Soundsafe (G4; auf Wasser-Basis) und Liquid Strip
(G3; auf Glycerin-Basis) gemacht werden. G4 lie aufgrund des Vergleichs mit den Glycerin-
Konzentrationen 25%, 50%, 75% und 99% einen Glycerin-Gehalt von 25 - 50 % Prozent vermuten.
Liquid Strip schien einen Glycerin-Gehalt von 75 — 99 % zu haben.

Bei den Schmelz-Messungen ergaben sich im Vergleich zu den Dentin-Messungen ein schmalerer
Werte-Bereich (Schmelz-Messungen: AU2,,.,— AU2.,=0,32V; Dentin-Messungen: AU2,.—
AU2.;» =0,88 V) und auch AU2,,.,, war kleiner als AU2,,;,der Dentin-Messungen. Dies flihrte zu einer
geringeren Differenzierung der Testgele und den nicht vollstiandig Gbereinstimmenden Ergebnissen
bei den Schmelz-Messungen und war mit dem Verlust der Schallenergie auf lhrem Weg durch den
Zahn zu begriinden. Bei den Dentin-Messungen konnten dagegen die Testgele besser unterschieden
und eingeordnet werden. Fir die Anwendung des Testgels als Ankopplungsmedium waren die
Schmelz-Messungen die aussagekriftigeren Messungen, da sie den Ubergang von Gel zu Schmelz
beschreiben. Dennoch kann sowohl bei den Schmelz- als auch bei den Dentin-Messungen die
Erhohung der akustischen Impedanz des Testgels beobachtet werden.

Aufgrund der niedrigen Streuung der Messergebnisse lasst sich darauf schlieRen, dass die Versuche
gut reproduziert werden konnten. Anzumerken ist auch, dass keine absoluten Werte gemessen
wurden, sondern die Testgele relativ zueinander und in Bezug zu den Zahnhartsubstanzen verglichen
wurden.

Der nachste Schritt ware, die exakten akustischen Eigenschaften, wie Schallgeschwindigkeit, Dichte
und akustische Impedanz zu bestimmen, um die Ergebnisse der Studie besser einordnen und

vergleichen zu konnen. Als erste Verbesserung der Ultraschallankopplung an die Zahnhart-
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substanzen, sind sowohl die Ergebnisse als auch die Methoden als sehr gut anzusehen. Ein weiterer
Vorteil der gewahlten Materialien liegt in der kostengiinstigen und einfachen Herstellung. Auch die
Zulassung zur intraoralen Anwendung am Patienten diirfte keine groReren Schwierigkeiten bereiten,
da die Biokompatiblitdt der eingesetzten Stoffe gewahrleistet ist [194,251,262].

Alternativ wurde vorgeschlagen eine Gallium-Indium Legierung, dessen Reaktivitdit mit anderen
Materialien sehr hoch ist, als Ankopplungsmedium verwendet. Hinsichtlich der Biokompatibilitat
dirfte die Situation am Patienten kritisch zu beurteilen sein. Aluminium zum Beispiel zeigte bis zu
einer Tiefe von 2,5 mm Verdnderungen bei Kontakt mit der Gallium-Indium Legierung. In Verbindung
mit Kupfer und Gold wurde es ebenfalls nicht empfohlen. Bei Silizium, Silber und Magnesium ist die
chemische Reaktion der Legierung langsamer und kann so unter Umstdnden verwendet werden
[99,100]. Aufgrund dessen empfahl Hulbert [99], jedes Material, das in Kontakt mit der Legierung
kommt, auf unakzeptable, starke Verdnderungen zu Uberprifen. Auch in der Verwendung als
Fillungsmaterialien standen Gallium-Legierungen als quecksilberfreie Alternative zu Amalgam-
Legierungen zur Debatte. Die Biokompatibilitdt wurde in Studien untersucht und festgestellt, dass es
eine dhnliche oder etwas geringere Zytotoxizitdt als Amalgam hat [34,154,179], aber weitere
Untersuchungen nétig sind. Als Fillungsmaterialien konnten sie sich jedoch nicht durchsetzen, da
Expansion, Korrosion und Ausfallraten zu hoch waren [154]. Vermutlich aufgrund der negativen
Eigenschaften, schlugen Culjat et al. [40] selber vor, die Gallium-Indium-Legierung in der klinischen
Anwendung als Ankopplungsmedium innerhalb einer diinnen Membran zu verwenden. Fraglich ist,
inwieweit sich dies auf die Ubertragung der Schallwellen auswirkt, wenn durch die Membran
zusatzliche Grenzflachen entstehen. Auch ein Ausgleich der Unebenheiten des Zahns, der durch das
Ankopplungsmedium geschehen soll, ist durch die Membran nicht moglich. Insgesamt ist die
Verwendung der Gallium-Indium-Legierung trotz der ausgezeichneten akustischen Eigenschaften
kritisch zu betrachten. Weitere Untersuchungen zur direkten Ankopplung von Ultraschall an die

Zahnhartsubstanz wurden nicht gefunden.

6.2.2 Ergebnisse der Frequenzdetektion von Testmedien mit ultraschall-markiertem Licht in vitro

6.2.2.1 Frequenzdetektion

Die Detektion der verschiedenen Frequenzen zeigte die Moglichkeiten der ultraschall-markierten
Blutflussmessung auf. Es lieB sich eindeutig eine pulsierende Stromung der Testmedien feststellen
und die dazugehorige Frequenz bestimmen. Das Ausstopfen mit Watte hatte ein hoheres Rauschen
durch mehr Verwirbelungen zur Folge, aber die Pulsfrequenzen waren nach wie vor erkennbar. Eine
fehlende oder konstante Stréomung erzeugte nur Rauschen und nicht die charakteristischen
Frequenzen des gepumpten Testmediums.

Die unterschiedliche Transmission, die mit zunehmender optischer Dichte des Mediums sank und zu

einer niedrigeren Signalamplitude fiihrte, wurde Uber die Messdauer angepasst. Die
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Signifikanzanalyse, die nur einen signifikanten Unterschied zu erkennen gab, lieR eine gute
Anpassung der Signalamplituden zwischen den Messungen der unterschiedlich konzentrierten
Testmedien erkennen. Die Signale wiesen dennoch sehr unterschiedliche Amplituden auf, die durch
die Perzentilen (in Abb. 26) zu erkennen sind. Dies beeinflusste nicht die Frequenzerkennung im
Sinne einer Ja-Nein-Entscheidung. Grund fir die unterschiedlichen Amplituden sind sehr viele
verschiedene Faktoren, die bei der verwendeten Technik und dem Versuchsaufbau eine Rolle
spielten. Die Signalamplitude bezog sich auf den ultraschall-markierten Anteil des Lichtes.
Veranderungen in der Schallibertragung, die von der Kiivetten-Position, dem Ankopplungsmedium
und dem Anpressdruck abhangig waren, wirkten sich unmittelbar auf die Amplitude aus. Die
reproduzierbare Ankopplung war auch schon bei der Gelentwicklung eine Herausforderung, die tber
die Referenzmessung gelost wurde. Als weiterer Einflussfaktor kam die exakte Messposition in
Betracht. Diese konnte zwar sehr gut (iber die verschiebbaren Elemente eingestellt werden, doch
zeigten minimale Veradnderungen schon Auswirkungen auf die Messung. Zudem konnte auch die
Stromung in der Kiivette nicht als rein laminar betrachtet werden, sondern es kdnnten sich durch
den Ubergang von dem runden Schlauch auf die eckige Kiivette Turbulenzen ausgebildet haben, die
wiederum das Messergebnis beeinflussten. Bei der Ultraschallerzeugung wurden Frequenz-
veranderungen beobachtet, die bei erstmaligem Einschalten von ca. 810 kHz, in kurzer Zeit auf
811 kHz und auf bis zu 812 kHz nach langerer Betriebsdauer stiegen. Ebenso war das Frequenzsignal
des Ultraschalls keine Konstante, sondern schwankte im 1/10 kHz-Bereich. Diese Anderungen hatten
aufgrund des Lock-in-Messprinzips nur sehr geringe Bedeutung fiir die Messungen. Auch die
Raumtemperatur koénnte Einfluss auf die Messungen genommen haben, da sie mit der
Schallgeschwindigkeit zusammenhangt. Als weiterer Faktor ist der Kavitationseffekt aufzufiihren, der
bei langerer Beschallungsdauer zu Gasblaschenbildung fiihrte und so die Transmission verdandert
hatte. Jedoch konnte dieser Einfluss durch die Reinigungsvorgange weitestgehend reduziert werden.
Der Ursprung und die Entstehung der Signale sind mit diesem Messaufbau nicht vollstandig zu
erklairen und bedirfen weiterer Untersuchungen. Mdogliche Ursachen waren die
Transmissionsanderung durch Streuung, Deformation der Erythrozyten oder Doppler-Effekt. Auch
eine Kombination ware denkbar.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur ultraschall-markierten Blutflussmessung am Durchblutungs-
modell sind im Hinblick auf die Anwendung dieser Technik zur Vitalitatsbestimmung am Zahn
vielversprechend. Auch die Studiendaten des c-Flow-Gerats [201] bekraftigen dies, da am Schadel
dhnliche Bedingungen anzutreffen sind, da hier ebenfalls GefdaRe untersucht werden, die sich hinter
einem fir Licht und Schall eingeschrankt zuganglichen Bereich, dem Knochen, befinden. Trotz dieser
Einschrankungen ist es mit diesem Messprinzip und dem vorgestellten Gerdt der Firma Ornim
moglich, Messungen durchzufiihren. Dennoch bedarf es noch einiges an Entwicklungsarbeit, um

diese Methode in der klinischen Anwendung in der Zahnmedizin zu erforschen.
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6.2.2.2 Temperaturinderung der Testmedien

Durch die Schallabsorption, die in jedem Medium vorhanden ist, kommt es zu einer Erwdarmung, die
als Temperaturanderung angeben werden kann. Die verdiinnten Testmedien zeigten eine geringere
Erwdarmung als das unverdiinnte Testmedium, was auf den reduzierten Anteil der korpuskuldren
Bestandteile (Erythrozyten) zuriickgefiihrt werden kénnte. Durch den Einfluss der Watte erhohte sich
geringfligig die Temperatur. Dies konnte darauf beruhen, dass sich die Watte (iber die gesamte
Messdauer hinweg im Schallfeld befand und somit eine hohere Temperatur hatte, die sie an das
Testmedium abgeben konnte. Zudem kam es bei den stehenden Testmedien zu einer starken
Erwarmung, die eine Gefahr fiir die Pulpa darstellen kdnnte. Auch bei den flieRenden Medien konnte
eine geringe Temperaturdnderung gemessen werden, die aber in diesem Versuchsaufbau keinen
pathologischen Wert angenommen hat. Betrachtet man die Studien zum Einfluss der Temperatur auf
die Pulpa, finden sich unterschiedliche Aussagen dazu. In einer dlteren Studie am Rhesus Affen [244]
trat ab einer Erwarmung von 5,5 °C bei 15 % der Zdhne eine irreversible Pulpitis auf; bei 11,1 °C stieg
die Rate auf 60 %. Eine neuere Studie [10] konnte jedoch keine histologischen Schaden bei einer
Temperaturerhéhung um 11,2 °C erkennen. Jedoch handelt es sich nach Angaben der Autoren nur
um eine ,,Preliminary Study”.

Allerdings muss angemerkt werden, dass sich die verwendeten FlieBgeschwindigkeiten im
Versuchsaufbau von den Durchflussmengen der Pulpa unterschieden. In der Realitat ist aber
vermutlich auch in der Pulpa ein Abtransport der Warme iiber das Blut gewihrleistet. Uber eine
mogliche Erwdarmung der Pulpa, die zu einer irreversiblen Pulpitis fihren kann, kann anhand der
Ergebnisse der Untersuchungen keine Aussage getroffen werden. Die Temperaturerhéhung bleibt ein
Punkt, der weiter untersucht werden muss. Weder in den Studien zum c-Flow-Gerat noch bei der
Ultraschall-Doppler-Blutflussmessung ist ein Hinweis auf eine mogliche Schadigung aufgrund der
Ultraschallabsorption zu finden. Vermutlich wiirde in der beschriebenen Versuchsanordnung eine
Senkung der Ultraschallintensitat ausreichen, um die Temperaturveranderungen auf ein fiir die Pulpa
nicht schadigendes MaR zu reduzieren. Inwieweit dies die Ultraschall-Markierung und damit die

Messungen beeinflusst, ist zu klaren.

6.2.2.3 REM-Darstellung der Testmedien

Die REM-Aufnahmen zeigten Erythrozyten in ihren sowohl physiologischen als auch lagerungs-
bedingten Stechapfel-Formen [95] (siehe Kapitel 2.3). AuBerdem konnten Verdnderungen bei den
stehenden Testmedien, die sich in Form von verschieden groRen Kugeln und Fragmenten darstellten,
erkannt werden. Diese Ergebnisse passen gut zu den Temperaturmessungen, die bei stehenden
Testmedien sowohl eine starke Temperaturerhéhung als auch visuelle Veranderungen ergaben.

Unklar ist, ob die Temperaturerh6hung oder Effekte des Ultraschalls (Kavitation, Mikrostromung) fir
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die Veranderungen verantwortlich waren. Williams et al. [237] haben dazu eine Untersuchung durch
Ultraschall-Beschallung von Ratten durchgefiihrt und sie kamen zu dem Ergebnis, dass in erster Linie
der thermische Effekt, der von der Frequenz und der Intensitdt abhangig ist, die Zellen schadigt. Um
diese Zellschdden zu verhindern, musste, wie schon beschrieben, die Intensitdt des Ultraschalls
reduziert werden. Eine weitere, makroskopische Beobachtung zeigte sich in Form einer Anordnung
von feinen Erythrozyten-Bandern durch die Einwirkung des Ultraschalls, die bei EK 1:10 und EK 1:100
auftraten (siehe Abb. 26D). Dieser Effekt, der durch stehende Ultraschallwellen eines Continuous-
Wave-Schallkopfes erzeugt wird, konnte auch von Dyson etal.[56] in Hihnchen-Embryonen
beobachtet werden. Es kam zu einer bandférmigen Anordnung und einem Stillstand in den
Blutgefdlen aufgrund der Druckverhaltnisse der stehenden Ultraschallwelle und zu
Endothelschaden [56,85]. Baker et al. [9] hielten diesen Effekt fiir klinisch irrelevant, weil er nur in
homogenen Medien mit geringer Dampfung (Wasser) entsteht und es fir die Ausbildung der
stehenden Welle zuséatzlich eines senkrecht zum Ultraschallstrahl befindlichen Reflektors bedarf, was
in vivo nicht der Fall sein dirfte. Diese Gefahren und Effekte, die durch Ultraschall unter Umstéanden
auftreten kénnen, missen bei der weiteren Entwicklung zur Anwendung am Zahn bertcksichtigt

werden, stellen aber voraussichtlich kein Hindernis dar.

6.3 Ausblick

Es bleiben Fragen offen, die durch weiterflihrende Untersuchungen geklart werden missen. So
sollten die akustischen Eigenschaften der entwickelten Testgele, wie Schallgeschwindigkeit, Dichte
und Impedanz, analysiert werden und im direkten Einsatz als Ankopplungsmedium in einem
geeigneten Versuchsaufbau untersucht werden. Auch andere aussichtsreiche Verfahren, wie die
Wasserstrahl-Ankopplung, konnten weiter auf ihre Anwendbarkeit am Zahn liberprift werden.

Die nicht vollig verstandenen Ursachen und physikalischen Vorgange der ultraschall-markierten
Blutflussmessung konnten weiter erforscht werden. Im Hinblick auf die Vitalitatsbestimmung sind
einige Veranderungen des Versuchsaufbaus notig. Das Durchblutungsmodell kénnte in einem ersten
Schritt auf allen Seiten mit Zahnscheiben versehen werden und in einem weiteren durch einen
humanen Zahn ersetzt werden, wie er in den anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe verwendet
wurde. Ebenso sollte sowohl beim Detektor die Photodiode durch einen CCD-Sensor ersetzt werden,
als auch der US-Kopf in GrofRe und Frequenz an den Zahn angepasst werden. Eine weitere
Optimierung kdonnte durch Verbesserung der technischen Signalverarbeitung geschehen. Den in vitro
Untersuchungen missen dann in vivo Untersuchungen folgen, um Aussagen Uber die klinische
Anwendung treffen zu kénnen, da die umgebenden Weichgewebe und Durchblutungsbedingungen
in der Pulpa nicht hinreichend simuliert wurden. AbschlieRend ist zu sagen, dass die Anwendung der
ultraschall-markierten Blutflussmessung zu einer sehr vielversprechenden, objektiven Methode in

der Vitalitatsbestimmung von Zahnen entwickelt werden kénnte.
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7  Zusammenfassung

Im ersten Teil der vorliegenden in vitro Studie wurde ein Beitrag zur optimierten Ankopplung von
Ultraschall an Materialien mit hoher akustischer Impedanz, wie der Zahnhartsubstanz, geleistet. In
der medizinischen Ultraschalldiagnostik kommt ein Ultraschallgel auf Wasserbasis zum Ausgleich der
Unebenheiten der Haut zum Einsatz, welches eine dhnliche akustische Impedanz hat, wie das zu
untersuchende Gewebe. Wie auch bei der Haut, kommt es bei der Ankopplung eines
Ultraschallkopfes an den Zahn durch die raue Oberflache zu Lufteinschliissen. Da an der Grenzflache
zwischen Luft und Zahn ein sehr hoher Impedanzunterschied herrscht, kommt es zu starken
Reflexionen, die mit Hilfe eines an den Zahn angepassten Ankopplungsmediums reduziert werden
konnen. Dazu wurde ein geeigneter Versuchsaufbau mit einer Zahnscheibe entwickelt, um
gebrauchsfertige und individuell hergestellte Testgele zu untersuchen. Diese wurden durch das
Mischen von Pulvern mit hoher akustischer Impedanz mit einem fliissigen oder gelartigen Medium
niedriger Impedanz hergestellt. Diese Testgele filhrten zu einer reduzierten Reflexion an der
Grenzflache, was auf eine erhéhte Impedanz im Testgel und eine bessere Ankopplung schliefRen Iasst.
Die erhohte akustische Impedanz von unterschiedlichen Glycerin-Konzentrationen konnte bestatigt
werden. Die besten Ergebnisse lieferte, die Mischung (G31) von 0,5 g Buehler Micropolish Il 0,3 um
Aluminiumoxid Pulver (P8) mit 0,5 g Glycerin 99% (G9). Im Vergleich zu medizinischem Ultraschall-
Gel (G1) entspricht dies einer reduzierten Reflexion des Ultraschalls und somit einer Verbesserung
der Ankopplung um 105 %.

Im zweiten Teil der Studie wurde ein Versuchsaufbau zur ultraschall-markierten Blutflussmessung
entwickelt. Ein Problem der auf Licht basierenden Systeme (z. B. Photoplethysmographie, Laser-
Doppler-Blutflussmessung) zur objektiven Vitalitdtsbestimmung am Zahn, ist die Streuung. Ein
Einfluss der umgebenden Gewebe kann haufig nicht ausreichend abgeschirmt werden, wodurch es
zu fehlerhaften Messungen kommen kann. Um Sicherheit tGber den Ursprung des Signals zu haben,
wurde die Markierung des Lichts mit Hilfe von Ultraschall und dem akustooptischen Effekt
vorgeschlagen. Da Ultraschall im Zahn nur einer geringen Streuung unterliegt, kann durch gezieltes
Markieren der Pulpa eine ortsaufgeléste Messung erreicht werden. In einem Versuchsaufbau wurde
das grundlegende Prinzip einer ultraschall-markierten Blutflussmessung durch die Frequenzdetektion
von verschiedenen gepulsten, stehenden und flieBenden  Erythrozytenkonzentraten
unterschiedlicher Verdinnung (1:1 unverdinnt, 1:10, 1:100), bei laminarem und diffusem Fluss,
Uberprift. Unter allen Versuchsbedingungen, die einen gepulsten Fluss aufwiesen, konnten die
entsprechenden Frequenzen detektiert werden. Bei stehenden oder kontinuierlich flieRenden
Versuchsbedingungen konnten keine der charakteristischen Frequenzen erkannt werden. Im Hinblick
auf ein spateres in vivo Verfahren sind die Ergebnisse der Untersuchungen als sehr aussichtsreich zu

bewerten.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

A. Arteria P Pulver
Abb. Abbildung P,0Os Phosphorpentoxid
AC Alternating current, PAD Photoakustischen-Doppler-Effekt
Wechselstrom
Al,O3 Aluminiumoxid PAT Photoakustische Tomographie
AOT akustooptische Tomographie PBF Pulpaler Blutfluss
c Schallgeschwindigkeit PMMA | Polymethylmethacrylat
Ca0 Kalziumoxid PPG Photoplethysmographie
CCD Charged-coupled Device R Reflexionsgrad
CMD Craniomandibulédre Dysfunktion Ref.-ID | Reference Identification
DC Direct current, Gleichstrom REM Rasterelektronenmikroskop
E Elastizitatsmodul S/N Seriennummer
EK Erythrozytenkonzentrat SiO, Siliziumdioxid
EK 1:1 Testmedium: EK 1:1 unverdiinnt Tab. Tabelle
EK 1:10 Testmedium: EK 1:10 verdiinnt u Spannung
EK 1:100 Testmedium: EK 1:100 verdiinnt UFM Ultrasonic Flowmetry
EPT Elektrischer Vitalitatstest us Ultraschall
et al. und andere (lateinisch) Z Schallleitfahigkeit, akustische
f Frequenz Impedanz
FO Frequenz FO = 0 Hz, Stillstand AU Delta U = Signalamplitude in Volt
F1 Frequenz F1= 2,2 Hz A Wellenldnge (Lambda)
F2 Frequenz F2= 3,2Hz p Dichte (Rho)
Fk Frequenz Fk = konstanter Fluss Physikalische Einheiten
FeO/Fe,04 Eisenoxid cm Zentimeter
FFT Fast Fourier Transformation g Gramm
G Gel GHz Gigahertz
Ga Gallium Hz Hertz, phys. Einheit fiir die Frequenz
Gew.-% Gewichtsprozent kg Kilogramm
ID Inside diameter; kHz Kilohertz
Innendurchmesser
Ie Intensitat der einfallenden I Liter
Schallwelle
In Indium MHz Megahertz
Ir Intensitat der reflektierten min Minute
Schallwelle
K Kompressionsmodul ml Milliliter
K,O Kaliumoxid mm Millimeter
LDF Laser-Doppler-Blutflussmessung mmHg | Millimeter Quecksilbersaule
LOT Chargennummer mwW Milliwatt
Lsg. Losung nm Nanometer
MgO Magnesiumoxid s Sekunde
Na,O Natriumoxid Y, Volt
NacCl Natriumchlorid, Kochsalz ul Mikroliter
oD Outside diameter; pum Mikrometer
AuRRendurchmesser °C Grad Celsius

66




8.2 Danksagung

Zuallererst danke ich vielmals Herrn Professor Dr. Gottfried Schmalz fiir die Uberlassung und
Betreuung dieser interessanten Dissertationsarbeit und die groRziigige finanzielle und geistige

Unterstitzung der Versuche.

Ich danke ganz besonders Herrn Dr. Karl-Anton Hiller fiir die hervorragende, intensive Betreuung
wahrend der gesamten Arbeit. Er stand mir immer hilfsbereit mit seiner Diskussionsbereitschaft zur
Seite und war sowohl bei der Versuchsplanung und Auswertung als auch beim Erstellen der
schriftlichen Arbeit eine grolle Hilfe. Seine Motivationsfahigkeit und die aufbauenden Worte halfen

mir sehr.

Den Herren Dr. Andreas Niklas, Dr. Andreas Jaeger, Max Brandt und Stephan Knorzer, die maRgeblich

am Projekt mitgewirkt haben, méchte ich besonders fir die produktive Zusammenarbeit danken.

Herzlichen Dank auch an die Mitarbeiter des Forschungsbereichs der Poliklinik fiir Zahnerhaltung und

Parodontologie. Sie haben mich mit ihrer fachliche Beratung und Hilfsbereitschaft sehr unterstitzt.

Herrn Dipl. Phys. Jirgen Putzger bin ich fir seinen fachlichen Beistand zu sehr groRem Dank
verpflichtet. Ohne ihn ware die vorliegende Arbeit nicht moglich gewesen, da er mit seinem
physikalischen Fachwissen der kreative Kopf hinter der Arbeit war. Er hat mit den zur Verfligung
gestellten Materialien und konstruktiven Anregungen entscheidend zum Gelingen dieser Arbeit

beigetragen.

Weiter mochte ich mich bei Herrn Professor Dr. Gareth Monkman von der Fakultat fiir Elektro- und
Informationstechnik der Hochschule Regensburg bedanken, der das Projekt mit viel Engagement
unterstitzt hat. Insbesondere gilt auch mein Dank seiner wissenschaftlichen Mitarbeiterin Frau Irene

Schulz, die mir mit ihrem unermudliche Engagement und Wissen zur Seite stand.

Ebenfalls danke ich dem Team des Terahertz Zentrums Regensburg an der Fakultat fiir Physik der
Universitdt Regensburg unter der Leitung von Herrn Professor Dr. Sergey Ganichev, die an diesem

Projekt mitgearbeitet haben.

Mein Dank gilt auch Norbert Sommer und seinen Mitarbeitern der physikalischen Werkstatt der
Universitdt Regensburg fir die Einfihrung in die mechanische Werkstoffverarbeitung und die

Unterstitzung bei der Anfertigung der Versuchsaufbauten.

Ich moéchte mich bei allen, die ich nicht ausdriicklich genannt habe und bei denen, die mir als
Freunde zur Seite gestanden sind, herzlich bedanken. Sie haben durch ihre Unterstiitzung zu diesem

Projekt und dem Gelingen dieser Arbeit beigetragen.

67



Meiner ganzen Familie danke ich fir ihre Unterstiitzung und Liebe, besonders auch meinen

Schwiegereltern fiir das Wecken des Interesses an diesem vielseitigen und schonen Beruf.

Auch meiner Frau Elisabeth danke ich von ganzem Herzen fir ihre Liebe und Hilfe. Sie hat mich bei

der umfangreichen Dissertationsarbeit und dem Studium immer unterstiitzt und begleitet.

Der groflte Dank gilt meinen Eltern, die immer an mich geglaubt und mich auf meinem Weg nie
alleine gelassen haben. Sie haben mir geholfen, wo sie nur konnten und mir das Studium der

Zahnmedizin Gberhaupt erst ermdoglicht.

Uber allem steht der Dank an Gott, fiir sein wunderbares Wirken und die Fiihrung in meinem Leben.

68



8.3
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