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Referat

Referat

Mit der Ultraschallrastermikroskopie (Synonym: akustische Rastermikroskopie, englisch:
scanning acoustic microscopy, SAM) kénnen unter Verwendung von hochfrequentem Ultra-
schall mikroskopische Geflige biologischer Gewebe zerstorungsfrei, ohne Anwendung von
Farbetechniken und mit einer hohen ortlichen Aufldsung zur Darstellung gebracht werden.
Der Bildkontrast entsteht beim SAM-Verfahren durch die unterschiedlichen akustischen Im-
pedanzwerte der verschiedenen Gewebekomponenten , wodurch Aufschliisse Uber deren
lokale mechanische Eigenschaften gewonnen werden kdnnen. Ziel dieser Arbeit war es, die
SAM zur quantitativen Erfassung von morphologischen und elasto-mechanischen Verande-
rungen in Gehdrkndchelchen von Patienten mit chronischer Otitis media heranzuziehen und
mit dem konventionellen Verfahren der Auflichtmikroskopie zu vergleichen. Die Messungen
erfolgten mit den akustischen Rastermikroskopen SAM200 Ex und KSI SAM2000 sowie dem
Auflichtmikroskop Zeiss Axioplan der Orthopédischen Klinik der Universitdt Halle bei
Arbeitsfrequenzen von 50 MHz und 200 MHz an in PMMA eingebetteten 32 Resektaten
humaner Gehdrkndchelchen aus der sanierenden Mittelohrchirurgie und 20, bei Obduktionen
entnommenen Ossikeln ohne otologische Vorerkrankungen. In den Anschnitten der
gesunden Gehorknéchelchen wiesen die Ambosse bei 50 MHz mit 8,00 Mray!l die geringste
akustische Impedanz auf. Die Hammer lagen mit 8,13 Mrayl knapp dartber. Bei 200 MHz
lagen die akustischen Impedanzen bei 8,27 Mrayl (Hammer) und 8,37 Mrayl (Ambosse). Die
Schnittbilder der arrodierten Gehérknoéchelchen zeigten im Vergleich zu den gesunden
Proben sowohl bei 50 MHz als auch bei 200 MHz eine statistisch signifikant niedrigere
akustische Impedanz. So lieRen sich in den Hammern bei 50 MHz bzw. 200 MHz akustische
Impedanzen von 7,39 Mrayl bzw. 7,83 Mrayl feststellen. In den Ambossen waren mit
7,45 Mrayl bzw. 7,60 Mrayl ahnlich niedrige Werte zu bestimmen. Damit gelang es in dieser
Arbeit erstmalig, die akustische Impedanz als einen objektiven Parameter anzugeben, der
die verminderte Steifigkeit von Gehodrkndchelchen bei chronischer Mittelohrentziindung
reprasentiert. Die praktische Anwendung dieser Ergebnisse besteht in der Mdglichkeit, dass
nur Ossikelfragmente als autologe Prothesen, z.B. in der Cholesteatomchirurgie,
Verwendung finden, die bezilglich ihrer elasto-mechanischen Eigenschaften als
cholesteatomfrei eingestuft werden. Es ist ebenfalls denkbar, dass das Verfahren der hoch-
frequenten Ultraschallmikroskopie von Bedeutung fir die Grundlagenforschung auf dem
Gebiet der medikamentésen Cholesteatomtherapie sein kann. Des Weiteren kénnen mit der

akustischen Rastermikroskopie andere pathologische Mittelohrprozesse untersucht werden.

Liebhold, Susanne: Ultraschallrastermikroskopie zur Bestimmung der Verteilung der
akustischen Impedanz in Schnitten menschlicher Gehdrknéchelchen bei Otitis media
chronica. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 79 Seiten, 2009
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1. Einleitung und Zielsetzung

Chronisch entzindliche Mittelohrerkrankungen, wie das Cholesteatom nehmen aufgrund
ihrer destruierenden Prozesse an der Gehorkndchelchenkette, dem Felsenbein und dem
Mastoid h&ufig einen komplikationsreichen Verlauf. Bei den meisten der betroffenen
Patienten gehen sie wegen der stark arrodierten Ossikelkette mit einer mehr oder weniger
stark ausgepragten Schallleitungsschwerhorigkeit einher. Die Diagnose wird aufgrund
fehlender Frihsymptome h&ufig erst nach bereits deutlich fortgeschrittener Knochendes-
truktion und daraus resultierendem Horverlust gestellt. Ziel muss es daher sein, chronisch
entziindliche Mittelohrprozesse mdglichst vor Funktionsverlust des Schallleitungsapparates
zu erkennen. Die Pathomechanismen der Cholesteatomentstehung wurden wie bereits in
zahlreichen Arbeiten [1, 2, 3] erforscht. Dartber hinaus ist es essentiell, die Destruk-
tionsprozesse auf mikrostruktureller Ebene zu verstehen. Diese sind bereits mit zahlreichen
Methoden, wie z.B. der Lichtmikroskopie [4], der Elektronenmikroskopie [5, 6], der
Computer- und Magnetresonanztomographie [7, 8], der immunhistochemischen Analytik [9,
10, 11] und der Molekulargenetik [12] untersucht worden.

Eines der modernsten zur Verfigung stehenden mikroskopischen Untersuchungsverfahren,
die Ultraschallrastermikroskopie (Synonym: akustische Rastermikroskopie, englisch:
scanning acoustic microscopy, SAM), erganzt die herkdmmlichen Verfahren der Licht- und
Elektronenmikroskopie, weil sich neben der Maoglichkeit der Durchdringung optisch
undurchsichtiger Materialien, aus der elastischen Wechselwirkung der akustischen Wellen
mit dem von ihnen durchdrungenen Medium dessen elasto-mechanische Eigenschaften mit
einer Auflésung bis in den Mikrometerbereich ableiten lassen. Bisher findet die akustische
Rastermikroskopie vorwiegend Anwendung bei Untersuchungen an Knochengewebe, weil
hierdurch Erkenntnisse Uber die Verteilung akustischer Kennwerte der mikroskopischen
Gewebsbausteine erlangt werden konnten [13, 14]. Zahlreiche Arbeiten (veroéffentlicht sind
Uberwiegend Untersuchungen orthopadisch orientierter Gruppen) konnten zeigen, dass das
SAM-Verfahren wertvolle Aufschlisse tber den mikrostrukturellen Aufbau von Zellen und
Geweben sowie deren elasto-mechanischen Eigenschaften ermdglicht [15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23]. Untersuchungen an Gehotrknéchelchen gab es bisher nur von Gaihede [24]
und Gudziol [25]. Erste Arbeiten mit pathologisch verdndertem Gewebe sind auch
Uberwiegend aus der Orthopadie bekannt [26]. Ultraschallrastermikroskopische
Untersuchungen an durch chronisch entziindliche Mittelohrprozesse veranderten
Gehorknéchelchen sind in der Literatur bisher nicht zu finden. Die Bildkontrastentstehung bei
der akustischen Rastermikroskopie von Knochenanschnitten ist anders als bei der Licht-
oder Elektronenmikroskopie, bedingt durch die regionalen Unterschiede der elasto-

mechanischen Eigenschaften bzw. der akustischen Impedanz [27]. Die akustische Impedanz
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7, eine materialspezifische GroRRe, ist definiert als das Verhaltnis aus einwirkendem
Schalldruck und der daraus resultierenden Orts&dnderungsgeschwindigkeit der oszillierenden
Teilchen. Des Weiteren lasst sie sich aus der lokalen Ausbreitungsgeschwindigkeit c, der
Dichtewelle des Schalls in Longitudinalrichtung und der lokalen Massendichte p des
untersuchten Bereiches der Knochenprobe berechnen (Z=c*p). Als Einheit wird das rayl mit
1 rayl=Ns/m? verwendet.

Die akustische Rastermikroskopie gestattet aufgrund der Verwendung von Ultraschallwellen,
deren Schallfelddurchmesser und Wellenlangen wesentlich kleiner sind als die Dimensionen
der Knochensubstrukturen, die Abbildung feinster Gewebekomponenten mit einem bei
entsprechender Frequenz dem Lichtmikroskop vergleichbaren Aufldsungsvermdgen [27].
Nach Aussagen der Autoren Weiner und Wagner [14] ist gerade die Ermittlung der
mechanischen Eigenschaften des Knochens auf der Ebene der Knochenlamellen, bisher
aufgrund ihrer geringen GréRe am wenigsten auf ihre elasto-mechanischen Eigenschaften
hin untersucht, am besten geeignet, die makroskopischen Eigenschaften des Knochen-
gewebes zu beschreiben. Seit Einfihrung der ersten kommerziell nutzbaren Gerate kommt
das Verfahren daher zunehmend bei Untersuchungen biologischer Proben zur Anwendung
[28, 29, 30, 31].

Ein besonderes Potential der Ultraschallrastermikroskopie an Gehdrkndchelchen liegt in der
Erfassung pathologischer Veranderungen, die die mechanische Knochenstabilitat
beeinflussen, wie z.B. im Rahmen chronisch entzindlicher Mittelohrerkrankungen. Daraus
sind Erkenntnisse Uber ihre mechanische Belastbarkeit zu erlangen. Dies ist insbesondere
deshalb wichtig, da Gehorkndchelchenfragmente, neben kinstlichen Ersatzmaterialien, oft
zur Ossikelkettenrekonstruktion als autologes und damit biokompatibles Material verwendet
werden. Bisher galt ein Gehdrkndchelchen als cholesteatomfrei und damit geeignet fiir eine
Ossikuloplastik, wenn bei Inspektion durch das Op-Mikroskop keine adharenten
Cholesteatommassen zu finden waren oder diese oberflachlich entfernt wurden [32].
Mogliche Anderungen seiner elasto-mechanischen Eigenschaften blieben unbeachtet.

Ziel dieser Arbeit war die Anwendung der Ultraschallrastermikroskopie zur systematischen
Untersuchung von gesunden und krankhaft veranderten menschlichen Gehdérkndchelchen
bei chronischer Mittelohrentziindung in gréRerer Zahl und mit statistischer Absicherung. Es
wurde die Verteilung der akustischen Impedanz in Anschnitten von eingebetteten gesunden
und pathologisch veranderten Himmern und Ambossen bei Arbeitsfrequenzen von 50 MHz
und 200 MHz quantitativ ermittelt und anschlieBend im gesamten Knochenanschnitt sowie in
anatomisch definierten Regionen verglichen. Neben der quantitativen Bestimmung der akus-
tischen Impedanz bestand des Weiteren die Aufgabe, die bildmorphologische Darstellung

der Ossikelanschnitte mittels Auflicht- und Ultraschallmikroskopie qualitativ zu vergleichen.
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2. Das Mittelohr

2.1. MAKROSKOPISCHE STRUKTUREN DES MITTELOHRES

Als Resultat einer langandauernden Entwicklung wird das Ohr, welches zwei Sinnesorgane
beherbergt (Gehor- und Gleichgewichtsorgan), beim Menschen und anderen hoheren
Wirbeltieren in duReres Ohr (Auris externa), Mittelohr (Auris media) und Innenohr (Auris
interna) unterteilt. (Abb. 1).

Chorda tympani ——— — —['Bogenganae.
vestibuldres
Gehorkndchelchen - Labyrinth
Cellulae il — N facialis
3 B A % ‘
mastoideae B } N. vestibulo-
Paukenhohle —— ’\* cochlearis
lauBerer =il Al Kochlea
i | Gehorgang |
o ; A carotis
" : e
Trommelfell —— g e
s ‘ Sl a0 M: tensor veli
V,jugaladisintema’ palatini
Tuba
[ma = auditoria
{2 duReres Ohr Nerven =
3 Ilwr\enohr Knochen N TeSter el
Mittelohr ~ palatini

Abb. 1: Anatomie des aul3eren Ohres, des Mittelohres und des Innenohres [33])

Am Ende des aufleren Gehdrganges befindet sich das ,Fenster® zum Mittelohr, das
Trommelfell, Membrana tympani. Das gesunde Trommelfell imponiert bei otoskopischer
Betrachtung als perlmuttgraue, rund-ovale und in der Mitte trichterformig zum Nabel (Umbo)
eingezogene Flache von ca. 8,5 x 10mm. Zur Orientierung erfolgt eine Einteilung des
Trommelsfells in vier Quadranten mit dem Umbo als Mittelpunkt. Ferner wird beim
Trommelfell eine Pars flaccida (Shrapnell-Membran) zwischen den beiden Plicae mallearis
anterior et posterior, von einer Pars tensa, dem groReren gespannten Anteil unterschieden.
Durch den am Hammergriff angreifenden Muskulus tensor tympani erfolgt die
Spannungseinstellung des Trommelfells [34].

Das Mittelohr setzt sich aus einem mit Schleimhaut ausgekleideten, pneumatisierten
Raumsystem im Os temporale, bestehend aus der Paukenhohle und den lufthaltigen
Nebenrdumen, zusammen. Als Verbindung zum Rachenraum dient die Ohrtrompete. Der
Hauptraum, die Paukenh@hle, wird in drei Etagen - Mesotympanon, Recessus epitympanicus

und Recessus hypotympanicus - unterteilt und enthalt mit den drei Gehérkndchelchen den
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schallleitenden Apparat (Abb. 2). Die durch Gelenke [35] miteinander verbundenen und tber
Ligamente im Cavum tympani verankerten Gehdrknochelchen bilden eine vom Trommelfell
bis zum Vorhoffenster reichende bewegliche Kette. Sie dient der Ubertragung der
Trommelfellschwingungen auf das Innenohr.

Der Hammer (malleus) befindet sich im Epitympanon und wird ebenso wie die beiden
anderen Gehorknochelchen von Schleimhaut Uberzogen und durch Bénder gehalten. Von
der Innenseite sind der Hammergriff (Manubrium mallei) und der Processus lateralis mallei
mit dem Trommelfell verwachsen. Ausgehend vom Hammerhals zieht der Processus anterior
beim Kind nach vorn unten zur Fissura petrotympanica. Beim Erwachsen ist er
zuriickgebildet und dient als Bandansatz. Der Amboss (incus) liegt, wie der Hammer auch,
im Recessus epitymanicus. Bestehend aus dem Corpus incudis und seinen zwei ungleich
langen Fortsatzen, den Crura brevis et longum ahnelt er einem zweiwurzligen Backenzahn
[36]. Corpus incudis und Caput mallei artikulieren in einem angedeuteten Sattelgelenk
miteinander, das nur geringe Bewegung zuldsst [37]. Der nach ventral und etwas nach
medial gekimmt laufende lange Schenkel tragt an seinem Ende ein ovales Kdpfchen, den
Processus lenticularis, das mit dem Steigbtigelképfchen in Verbindung steht. Der Steigbugel
(stapes) besteht aus dem Caput stapedis, den beiden unterschiedlich langen Crura stapedis
und der Basis stapedis. Er bildet mit seinem lateralwarts gerichteten Kopf und dem
Processus lenticularis des Ambosses die einem Kugelgelenk entsprechende Articulatio
incudostapedia. Das Crus anterius weist nach vorn und ist geringfligig kirzer als das nach
hinten gebogene Crus posterius. Grund fur diese asymmetrische Formgebung sind nach [38]
die vom M. stapedius ausgelbten Zugkrafte. Die nach medial gewdlbte FuRplatte des
Steigbugels flugt sich in das ovale Fenster ein [39]. Ein GroRenunterschied zwischen rechten
und linken Gehoérknochelchen besteht nach [40] nicht. Jedoch ergeben sich aufgrund
jeweiliger Anforderungen einer Spezies an ihren Lebensraum artspezifische Unterschiede in
Form und GroRe der Ossikel. So sind die Gehodrkndchelchen von Nagern sehr leicht und

starr, um besonders hohe Frequenzen besser lbertragen zu kénnen [38].
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Abb. 2: Ossikelkette, bestehend aus Hammer, Amboss und Steigbuigel [41]

2.2. MIKROSKOPISCHE STRUKTUREN DES MITTELOHRES

Das ca. 0,1mm dicke Trommelfell weist mehrere Schichten auf. Die aul3ere Cutisschicht
(Stratum cutaneum) wird gebildet vom mehrschichtigen Plattenepithel des aufieren
Gehodrgangs. Innen Uberzieht es die Mukosa (Stratum mucosum) der Paukenhéhle und
zwischen beiden Schichten liegt die Lamina propria (Stratum fibrosum) als
schallaufnehmender Teil der Pars tensa. Hier zeigen die Kollagenfasern einen
charakteristischen Verlauf. Man unterscheidet die im Umbo zusammenlaufenden radiéaren
Fasern von den zirkularen und parabolisch laufenden Kollagenbiindeln, wobei die beiden
letztgenannten die radiaren Fasern verbinden. Die Pars flaccida weist hingegen
hauptséachlich locker und ungerichtet gewebte Fasern auf [42].

Die auch als Mukoperiost bezeichnete Schleimhaut des Mittelohrs besteht im hinteren
Paukenabschnitt aus einer einschichtigen Flimmer- und Becherzellen enthaltenden
Epithellage und einem schmalen Bindegewebsstroma. Am Tubeneingang findet man ein
mehrschichtiges kubisches Epithel mit breiter, gefal3reicher Submucosa [43]. Die
Schleimhaut kleidet das gesamte Tympanon aus, zieht in die Cellulae mastoideae und ist
dank ihres mukoziliaren Transportsystems Teil des Abwehrsystems des Mittelohres.

Bei den Gehorknéchelchen bestehen beziiglich ihrer histologischen Zusammensetzung
wesentliche Unterschiede zum Ubrigen Skelett. So findet man unter einem zarten
Schleimhautiiberzug und einem dinnen Periost neben Strahnenknochen, geflechtartigen
Knochen und verkalkten Knorpelresten (Interglobularraume) nur wenig Lamellenknochen
[44].

Allen Knochenarten gemein sind die beiden Grundbaumaterialien Knochenzellen und Matrix.
Man unterscheidet an der dufReren und inneren Knochenoberflache liegende proliferative
Zellen (Vorlauferzellen) von die organische Grundsubstanz des Knochens (Osteoid)

bildenden und an der Mineralisation beteiligten Zellen (Osteoblasten). Ferner findet man
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Zellen (Osteozyten), welche, von Knochengrundsubstanz umgeben, in Lakunen sitzen und
Uber viele Fortsatze untereinander in Kontakt stehen.

Die Zusammensetzung der Knochengrundsubstanz umfasst neben 70% anorganischen (u.a.
Calcium, Phosphat) und 20% organischen (Osteoid (90-95% Kollagen Typ |, Proteoglykane
u.v.m.) Bestandteilen auch ca. 10% Wasser.

Nach der Anordnung von Osteozyten und Kollagenfasern lassen sich auch in den
Gehorknochelchen Bereiche mit Geflecht-, Strahnen- und Lamellenknochen unterscheiden.
Geflechtknochen stellt eine zellreiche und weniger stark mineralisierte embryonale
Knochenform dar, in welcher die Kollagenfaserbiindel ungeordet verlaufen und die
Osteozyten in GroRRe, Orientierung und Verteilung sehr variabel sind [45]. Er wird eigentlich
durch den differenzierten Lamellenknochen ersetzt, bleibt jedoch Uberall dort bestehen, wo
langere Zeit Druck- und Zugkrafte wirken (Ansatzstellen von Sehnen und Bandern). In den
Gehdorknochelchen liegt er meist randstandig [46].

Der ferner in den Gehoérkndchelchen vorkommende Strdhnenknochen ist ebenfalls eine
embryonale Knochensubstanz, welche keine Laminierung aufweist und deren Fibrillen sich
zu Strahnen, ahnlich denen des Haares, verflechten. Er wird nicht, wie Geflechtknochen,
durch Lamellenknochen ersetzt.

Der Lamellenknochen ist charakerisiert durch die parallele Anordnung seiner Kollagenfasern
in den einzelnen Lamellen. Unterschieden wird zwischen Grundlamellen (mehrere
konzentrisch um einen Havers-Kanal angeordnete Einzellamellen) und den als
Schaltlamellen bezeichneten Resten abgebauter Osteone (Einheit aus Grundlamelle und
Havers-Kanal). Die zwischen den Lamellen liegenden Osteozyten (bernehmen den
Stofftransport vom und zum Havers-Kanal. In den Gehdrkndchelchen findet man hingegen
vollig ungerichtet angeordnete Osteone [46]. Nach der Ansicht von Huttenbrink und Wustrow
[44, 47] fehlt den Ossikeln ein den mechanischen Grundsatzen folgender funktioneller
Aufbau, was die Deutung des Lamellenknochens als blo3en Lickenfiller fir die Markrdume
zulésst.

Im Rahmen der Ossifikation persistieren Knorpelreste in der Nahe von Globuli ossei (in
Hohlen liegende Osteoid produzierende Osteoblasten) und bilden die sogenannten
unregelmaRig angeordneten Interglobularraume [46].

Das den Knochen umgebende Periost besteht aus einem auRReren, kollagenfaserreichen
Stratum fibrosum und einem inneren, gefalRtragenden Stratum cellulare und dient neben der
Ernahrung der Knochenregeneration [45].

Die mikroskopische Architektur der drei Gehdrknochelchen unterscheidet sich hinsichtlich
ihrer Gewebszusammensetzung nicht nur untereinander, sondern auch innerhalb jedes
Gehorknéchelchens. So findet man im Hammerkopf hauptsachlich den die groRe Markhdhle

umgebenden Strahnenknochen und im Hammergriff und in den Fortsatzen Lamellenknochen
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[44, 48]. Ambosskoérper und kurzer Schenkel sind groRtenteils aus Strahnenknochen, der
lange Schenkel fast ausschlieBlich aus Lamellenknochen aufgebaut. Der Proc. lenticularis
besteht zentral aus Lamellenknochen, wesentlich aber aus verkalktem Knorpel. Der Stapes
weist Uberwiegend Strahnenknochen auf. Es finden sich aber in beiden Schenkeln auch zwei
aulere, dunne Geflechtknochenschichten [49].

Die Gehorknochelchen sind gelenkig miteinander verbunden, was z.B. die
rasterelektronenmikroskopische Arbeit von Huttenbrink und Pfautsch 1987 [35] bestatigt,
auch wenn einige Autoren nur von syndesmotischen Verbindungen sprechen [50]. Die
Gelenkkapsel besteht aus reichlich elastischen Fasern. Die Gelenkflache zeigt in der Abfolge
von innen nach auf3en folgende Schichten: Knochenlage, eine Zone verkalkten Knorpels,
hyalinen Knorpels und eine Terminallage bestehend aus Bindegewebe, Faserknorpel,

Endothel und reichlich elastischen Fasern.
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3. Krankheitshilder des Mittelohres

3.1. OTITIS MEDIA CHRONICA

Beglnstigt durch virale oder bakterielle Infekte der oberen Atemwege konnen
verschiedenste Erreger (Pneumokokken, Staphylokokken, Haemophilus influenzae) tber die
Tuba auditiva, deren entzindliche Verschwellung ebenfalls zum Krankheitsgeschehen
beitragt, in das Mittelohr gelangen und hier zu einer akuten eitrigen, fieberhaften Entziindung
mit Gefahr der Trommelfellperforation filhren (Otitis media acuta). Aufgrund der rechtzeitigen
und gezielten Verabreichung von Antibiotika sind komplizierte Verlaufe wie eine
Chronifizierung, Otitis media chronica, oder Ausbreitung der Entziindung mit eitriger
Mastoiditis, Fazialisparese, otogener Labyrinthitis oder gar otogener Meningitis heute
seltener geworden [51, 52, 53]. Zwei mogliche Komplikationen, die chronische
Schleimhauteiterung (Otitis media chronica mesotympanalis) und die chronische
Knocheneiterung (Otitis media chronica epitympanalis) sollen im Folgenden naher erlautert
werden, da die durch sie verursachten struktuellen Veradnderungen an den
Gehorknéchelchen Mittelpunkt dieser Arbeit sind.

3.1.1 Otitis media chronica mesotympanalis

Die Otitis media chronica mesotympanalis, auch als chronische Schleimhauteiterung des
Mittelohres bezeichnet, geht per definitionem mit einem mittelstandigen Trommelfelldefekt in
der Pars tensa bei erhaltenem Trommelfellrand (Limbus) einher [51]. Als ursachlich wird eine
meist schon frihkindlich bestehende chronische Tubenfunktionsstérung mit einer
Minderbeliftung des Mittelohres und daraus resultierender Umwandlung der
Paukenschleimhaut mit Neigung zur Hypersekretion und Polypenbildung angesehen.
Seltener ist sie auch Folge eines sich nicht wieder spontan verschliel3enden, traumatischen
Trommelfelldefekts. In der Regel beschrankt sich die Entziindung auf die Schleimhaut des
Mittelohres. Vereinzelt werden aber auch Kettenunterbrechungen durch Arrosionen der
Gehorknéchelchen beschrieben. In wie weit die Zerstérung der Ossikel, dhnlich wie im
Cholesteatom, Folge einer erhdhten osteoklastischen und proteolytischen Aktivitat des
entziindlichen Gewebes ist, wurde bis jetzt noch nicht hinreichend untersucht. Betroffene
Patienten beklagen neben Otalgien und rezidivierenden eitrigen Otorrhoen, eine
Horminderung. Otoskopisch fallt die zentrale Trommelfellperforation oder ein durch den
Defekt nach auflen dringender Polyp auf. Eine Schallleitungsstérung wird durch
audiometrische Untersuchungen aufgedeckt. Réntgenologisch kann eine fiir die chronische
Mittelohrentziindung typische gestdrte Mastoidpneumatisation dargestellt werden.
Therapeutisch stehen neben einer gezielten Antibiotikatherapie unterstitzt von

desinfizierenden Gehérgangsspilungen operative Sanierungsmaf3nahmen (Myringoplastik,
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Verschluf? Trommelfellperforation und Tympanoplastik, Rekonstruktion des
Schallleitungsapparates) im entziindungsfreien Intervall im Vordergrund.

3.1.2 Otitis media chronica epitympanalis

Per definitionem handelt es sich bei der epitympanalen Form der chronischen Otitis media
um eine Entzindung mit randstidndigem Trommelfelldefekt unter Einbeziehung der
kn6chernen Strukturen in den Entziindungsprozess. Anders als bei der chronischen
mesotympanalen Otitis media kommt es bei der Otitis media chronica epitympanalis
(Synonym:chronische Knocheneiterung, Cholesteatom) zu einem Einwachsen ortsfremden,
verhornenden Plattenepithels, ausgehend vom Meatus acusticus externus in die
Paukenhghle und in die pneumatisierten Nebenraume. Der epitheliale Anteil dieser
Ansammlung zwiebelartig geschichteter Hornlamellen wird als Cholesteatommatrix
bezeichnet. Das Perimatrix genannte subepitheliale Bindegewebe zeigt in der Regel eine
chronische inflammatorische Reaktion [54]. Obwohl mit der GrolRenzunahme der
Cholesteatommassen ein lokaler enzymatischer und osteoklastischer Knochenabbauprozess
einhergeht, handelt es sich nicht um ein malignes Geschehen, sondern vielmehr um eine
Sonderform einer chronischen Enzindung [51]. Eine potentiell lebensbedrohliche
Erkrankung bleibt es aufgrund mdglicher endokranieller oder septischer Komplikationen
dennoch. Der etwas unglickliche und formal falsche Begriff ,Cholesteatom® ist seit langem
etabliert und sollte deshalb Bestand haben. Er geht auf den deutschen Physiologen
Johannes Miiller (1838) und den damals als charakteristisches Merkmal des ,Chole-steat-
oms* geltenden Cholesterinkristallen zuriick [55]. Er beschrieb seinerzeit einen
».geschichteten Tumor aus Fett‘. 1829 pragte Cruveilhier die Bezeichnung ,tumeur perlée®
und Virchow flhrte spater wegen der perlimuttahnlichen Oberfache den Begriff
.Perlgeschwulst” ein [3, 56, 57]. Weitere in der Literatur zu findende Synonyma sind
chronische Knocheneiterung, schwarze Cholesteatosis u.s.w.. Es existieren verschiedene
Einteilungen des Cholesteatoms. So erfolgt in der chirurgischen Klassifikation nach Tos [58]
eine  Gliederung hinsichtlich der Lokalisation des Cholesteatoms und der
Trommelfellperforation. So definiert er neben dem haufigsten Flaccida- oder Shrapnell-
Cholesteatom, ausgehend von einer Retraktion oder Perforation der Shrapnell-Membran mit
Ausdehnung ins Epitympanon und Mastoid, das Sinuscholesteatom, das Tensa-
Retraktionscholesteatom und als Sonderform die Epidermosis. Hierbei besteht die
Besonderheit im flachenhaften Aufwachsen des Epithels an der Trommelfellunterseite
ausgehend von einer Perforation am Hammergriff [59]. Die klassischen

Cholesteatomeinteilungen basieren auf den unterschiedlichen Atiologietheorien [60], wobei
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im Hinblick auf die Pathogenese das kongenitale und das erworbene Cholesteatom
unterschieden werden. Bei dem sich in den meisten Féllen bereits in der friilhen Kindheit
(zwischen 3 und 5 Jahren) manifestierenden kongenitalen Cholesteatom, von welchem
angenommen wird, dass es mit einer Haufigkeit von 2-5% und einer Geschlechtsverteilung
von 3:1 (m:w) [61] sehr selten ist, entwickeln sich Prozesse hinter einem intakten
Trommelfell [62]. Weitere Merkmale sind neben einer reizlosen Mittelohrschleimhaut das
Fehlen vorheriger Traumen, Ohroperationen oder rezidivierender Mittelohrentziindungen. Es
wird jedoch durch rezidivierende Otitiden auch nicht ganz ausgeschlossen, da beide
Erkrankungen aufgrund ihrer unterschiedlichen Pathomechanismen parallel ablaufen
kénnen. Um die Pathogenese flr das kongenitale Cholesteatom begreiflich zu machen,
wurden im Wesentlichen funf Hypothesen formuliert: Neben der Theorie der Migration von
Epithelzellen des verhornenden Plattenepithels durch das intakte Trommelfell [63] existieren
noch die Theorie des Refluxes amniotischer Zellen in das Mittelohr [64], die Theorie der
embryonalen Keimversprengung [65], die Metaplasietheorie [66] und die Theorie der sog.
Epidermoid Formation [67]. Der Entstehungsmechanimus der erworbenen Cholesteatome ist
heute noch nicht in allen Fallen eindeutig geklart. In der Regel wird es aber zum einen durch
das Eindringen von Plattenepithel des &auferen Gehdrganges durch einen primaren
randstandigen Trommelfelldefekt beglinstigt. Aul3erdem spielen chronische Entziindungen
der Mittelohrraume, Immigrationstheorie [68] oder die Ausbildung einer Retraktionstasche mit
Verlust  ihrer  Selbstreinigungsfunktion auf dem Boden einer chronischen
Tubenbeliftungsstorung, Retraktionstheorie [69] eine Rolle. Daneben existieren noch zwei
weitere Entstehungstheorien. Die Metaplasietheorie basiert auf der Vorstellung, dass sich
durch den Entziindungsreiz der chronischen Otitis media das flache, einschichtige
Paukenepithel in Plattenepithel umwandelt [70] und nach der Theorie der
Basalzellhyperplasie entsteht das Cholesteatom durch papillares Tiefenwachstum von
Keratinozyten [71] mit Ausbildung von geflllten Epidermiszysten, aus welchen sich spater
die typische Cholesteatommatrix entwickelt [72]. Die beschriebenen Entstehungstheorien
werden in der Literatur teilweise sehr kontrovers diskutiert, da insbesondere die
Metaplasietheorie trotz neuester molekularbiologischer Methodik weder bewiesen noch
ausgeschlossen werden konnte. Insgesamt scheint eine Kombination aus Retraktionstheorie
und Theorie der Basalzellhyperplasie als wahrscheinlichster Erklarungsansatz zur Genese
des erworbenen Cholesteatoms [73]. Hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitat zeigen
erworbenes und kongenitales Cholesteatom vergleichbare Eigenschaften. So neigt die
Cholesteatommatrix als hyperproliferatives Epithelgewebe aufgrund der deutlich erhéhten
Expression von Wachstumsfaktoren (Epidermal growth factor receptor) und Zytokinen
(Interleukinl) zum aktiven papillaren Tiefenwachstum in das subepitheliale Bindegewebe

[29, 73]. Die Perimatrix des Cholesteatoms zeigt erstens mit erhfhter Expression von
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Proteinasen ein Ungleichgewicht zugunsten der proteolytischen Aktivitat [74] und unterstutzt
zweitens die Proliferation der Cholesteatommatrix durch eine Neovaskularisation auf dem
Boden einer erhdhten Expression angiogenetischer Faktoren [75]. Dies bedingt eine
chronisch inflammatorische Reaktion mit entziindungsbedingter Chemotaxis und Aktivierung
eines osteoklastaren Knochenabbaus, insbesondere der Gehdrknochelchen [76, 77]. Der
friheren Theorie einer reinen Drucknekrose oder Knochenatrophie [78, 79] misst man heute
keine groRere Bedeutung mehr zu. Die Ausprdgung des Krankheitsbildes h&ngt vom
Patienten und vom Schweregrad ab. Sie reicht vom symptomfreien Patienten, tGiber Patienten
mit HOorminderung, bis zu schwerkranken, lebensbedrohten Patienten mit intrakranieller
Beteiligung. Haufig ist klinisch jedoch eine im Vergleich zur Otitis media chronica
mesotympanalis ausgepragtere und fast immer eitrige und fotide Otorrhoe, durch bakterielle
Superinfektion, haufig mit Problemkeimen (Pseudomonas, Proteus...), sowie ein
periaurikulares Druckgefuhl auffallig. Ferner wird bei Destruktion der Ossikelkette eine
Schallleitungsschwerhdrigkeit beklagt. Wichtigstes Diagnoseinstrument ist auch beim
Cholesteatom die Otoskopie. Hier findet man neben einem hinsichtlich seiner Ausdehnung
unterschiedlich grolen randstéandigen Trommelfelldefekt die typischen weil3lichen
geschichteten  Hornschuppenmassen des Cholesteatoms. Ergdnzend kommen
Tonschwellenaudiometrie, Stimmgabelversuche nach Weber und Rinne sowie
Roéntgenuntersuchungen zur Anwendung. Eine medikamentdse Therapie des Cholesteatoms
ist bisher nicht etabliert, daher wird es in der Regel sanierenden Operationen zugefihrt. Bei
besonders ausgepragter eitriger Sekretion schaffen vorherige lokal desinfizierende und
gezielt antibiotische oder antimykotische MalRhahmen glnstigere Operations-
voraussetzungen. Je nach Ausmalfld und Rezidivneigung des Cholesteatoms bevorzugt man
verschiedene Verfahren (endaural, Zwei-Wege-Op, Radikalhthlenanlage). So entwickelte
und definierte Wullstein in den 50iger Jahren des 20. Jahrhunderts die Tympanoplastik und
teilte sie in funf Typen ein. Fir die Praxis relevant sind die Tympanoplastik Typ 1 [Deckung
der Trommelfellperforation mittels einer Muskelfaszie (Myringoplastik)], Typ 2
[Wiederherstellung der Hebelwirkung der Schallleitungskette (Ossikuloplastik)] und Typ 3
[Rekonstruktion der Ossikelkette unter Verwendung von biologischem oder kinstlichem
Prothesenmaterial (Keramik-, Titanprothesen)]. Abhangig von der verbliebenen
Stapessuprastruktur wird eine PORP (partial ossicular replacement prosthesis) zwischen
Trommelfell und Steigblgelképfchen bzw. eine TORP (total ossicular replacement

prosthesis) zwischen Trommelfell und Steigblgelfu3platte eingesetzt [53].
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4. Funktionsweise der akustischen Rastermikroskopie

4.1 DAS PULS-ECHO-VERFAHREN IN DER ULTRASCHALLRASTERMIKROSKOPIE

Die akustische Rastermikroskopie arbeitet mit dem Puls-Echo-Verfahren (Abb. 3), d. h. die
vorhandene stark fokussierende akustische Linse wird sowohl als Sender von
Ultraschallimpulsen als auch als Empfanger von reflektierten Wellen verwendet. Dazu dient
ein an der planaren Seite der Linse befindlicher ZnO-Kristall als Schallwandler, welcher als
streng piezoelektrischer Halbleiter aus einer hochfrequenten Wechselspannung eine
mechanische Schwingung erzeugt, die nahezu planare Schallwellen in axialer Richtung in
die Linse schickt. Durch das an den Schallwandler elektrisch angeschlossene HF-Sende-
und Empfangsteil wird fur die jeweils benétigte Arbeitsfrequenz ein Maximum an elektrischer
Energie auf den Wandler tbertragen. Eine Ultraschallwelle, erzeugt durch einen elektrischen
Impuls, durchlauft die Linse und wird nach Reflexion am Untersuchungsobjekt und erneutem
Durchlaufen der Linse im Wandler empfangen und wiederum in ein elektrisches Signal
umgewandelt. Durch eine kurze Pulsdauer von ca. 20 ns ist eine zeitliche Trennung des
gesendeten und reflektierten Schalls gegeben. Um Interferenzen des an der Probe
reflektierten Messsignals mit Storsignalen, wie sie z.B. in der Linse durch Mehrfachreflexion
entstehen, welche andere Laufzeiten haben und damit verzégert zum Wandler
zurtickkehren, zu reduzieren, wird die Empfangszeit durch ein elektronisches Zeitfenster
begrenzt. Ein Verstarker mit groRer Bandbreite, elektronisch vor Ubersteuerung geschiitzt,
nimmt die reflektierten Signale auf [80, 81].

Die aus einem Saphirkristall mit geringer Dampfung und hoher Schallgeschwindigkeit
bestehende zylinderformige Linse ist an der probenfernen Seite flach und weist an der
probennahen Seite eine spharische Kalotte mit einem Krimmungsradius von ca. 0,1mm auf.
Diese fokussiert die vom Wandler ausgesendeten Wellen beim Ubertritt in das
Kopplungsmedium auf eine Fokuszone unterhalb der Kalotte, deren ungefahrer
Durchmesser eine Wellenlange (1,7um) betragt. Saphirlinse und Kopplungsmedium haben
sehr hohe Impedanzunterschiede, so dass zur Reduktion der Reflexionen an den
Grenzflachen die Linse mit einer Entspiegelungsschicht aus SiO, (Siliciumdioxid, Quarz)
oder Kalk-Glas ausgestattet ist. Die Dampfung im Kopplungsmedium ist hoch und steigt mit
der verwendeten Schallgeschwindigkeit quadratisch an, so dass die Linse stark an die Probe
angenahert werden muss und durch eine computergesteuerte mechanische Scaneinrichtung
in x-y-Richtung die Probe Punkt fir Punkt abrastert. Dadurch erhalt man fir jeden
gescannten Punkt der Probe sowohl Informationen beziiglich der Probenmorphologie als

auch im Hinblick auf die drtlichen akusto-mechanischen Eigenschaften [27].
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Abb. 3: Das Prinzip des Puls-Echo-Verfahrens

Die Trennféahigkeit eines Ultraschallgerétes fur zwei Reflexionspunkte, die nebeneinander in
gleicher Entfernung vom Wandler liegen, ist definiert als sein laterales Auflosungsvermégen.
Durch Fokussierung, also Verringerung des Strahlenbiindeldurchmessers, lasst sich eine
hohere laterale Auflosung erreichen. Sie berechnet sich in der akustischen

Rastermikroskopie im Reflektionsverfahren nach Gleichung 1.
Gleichung 1. w=0,511y/ N.A.

Hierbei stehen N.A. flr die numerische Apertur der Linse des akustischen

Rastermikroskopes und Ao fir die Wellenlange des verwendeten Ultraschalls [81].
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Abb. 4: Prinzipieller Messaufbau eines akustischen Rastermikroskopes im Reflexionsbetrieb [25]

Der Abstand z der Probenoberflache vom Linsenfokus beeinflusst die am Wandler
anliegende Ausgangsspannung. Die Spannungsamplitude des zuriickgeworfenen
Wellenbiuindels unterliegt einer charakteristischen V(z)-Funktion, die bei veranderten Linsen-
Probenabstanden in z-Richtung fiir das Spannungssignal einen materialspezifischen

oszillierenden Verlauf beschreibt und bei Defokussierung periodisch mehrere Nebenmaxima
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sowie in der Fokusweite der Linse ein Hauptmaximum zeigt. Fir die quantitative
Bestimmung der elastomechanischen Knocheneigenschaften wird jeweils das maximal
reflektierte Spannungssignal V(z) im Fokusabstand verwendet.

V(z) 1af3t sich angeben durch die Gleichung 2 [81]:
/2

Gleichung2. V@)= JP(OR(@) e Z**sin(6) cos( & do

0

R(0) Reflektanzfunktion

P(@®©) Pupillenfunktion der Linse

k Wellenvektor in der Flissigkeit mit k = 2 n/ A
z Linsen-Probenabstand in Vertikalrichtung
0 Einfallswinkel des Wellenbiindels zur Probenoberflachennormalen

Die lokalen Materialeigenschaften und damit die Intensitat der an der Probenoberflache
reflektierten Ultraschallwelle des untersuchten Objektes bestimmen die Amplitude des V(z)-
Signals. Die Energie der reflektierten Ultraschallwellen wird im piezoelektrischen ZnO-
Wandler in ein elektrisches Spannungssignal umgewandelt. Dieses wird zur quantitativen
Auswertung fir jeden untersuchten Punkt der Knochenprobe im Fokusabstand der Linse
aufgenommen. Der geringe Schallfelddurchmesser im Fokusbereich (1,7um) lasst eine
Zuordnung des reflektierten Signals zu den lokalen Elastizitdtseigenschaften an der
Probenoberflache mit hoher Auflésung zu [82]. Die Fokussierung stellt sicher, dass sich die
Mehrheit der in die Probe eingesandten und nach der Reflexion zum Wandler
zurtickkehrenden Schallwellen in Phase befindet, also die gleiche Frequenz hat.

In axialer Richtung auf die Probe auftreffende Wellenbindel unterliegen einer Reflexion in
gleicher Richtung entlang der Linsenachse. Wellenbiindel aus weiter lateral gelegenen
Linsenbereichen werden so reflektiert, dass das reflektierte Blindel symmetrisch zum
einfallenden Bindel verlauft. Auf diese Weise tragen sie ebenfalls konstruktiv zum V(z)-
Signal bei, da sie mit dem axialen Wellenanteil in Phase interferieren. Voraussetzung ist,
dass sich die Probe im Fokus der Linse befindet. Bei Defokussierung, das heildt einer
Abstandsveranderung der Linse in z-Richtung, kommt es durch die nun destruktiv
interferierenden Wellenanteile zu einer kontinuierlichen Abnahme der Signalamplitude. Bei
noch weiterer z-Veranderung dominieren sekundare Maxima das Amplitudensignal, weil
wieder eine relative Phasendifferenz von ganzzahligen Vielfachen von 2n erreicht ist.

Dadurch erklart sich der charakteristische periodische Verlauf der V(z)-Kurven in
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Abhéngigkeit von Fokussierung bzw. Defokussierung (Abb. 5).

Abb. 5: Bildentstehung durch den Scanvorgang in der Focusebene und Signalabschwéchung des V(z-)

Signals bei Defokussierung in z-Richtung [27]

Die Umsetzung der Reflexionssignale in Grauwerte mit maximalen Grauwerten in der
Fokusebene wird zur Ermittlung der Knochenimpedanzen verwendet und ermdglicht die
automatische Erkennung des auszuwertenden Fokussignals fur jeden Bildpunkt. Durch
Aufnahme von Bildserien, ausgehend von positiver Defokussierung (Fokus oberhalb der
Probe) bis zum Eintritt negativer Defokussierung, ist gewahrleistet, dass von jedem
Probenpunkt einmal ein Reflexionssignal im Fokusabstand der Linse aufgezeichnet wird.

Die Intensitat der Grauwerte des entstehenden Rasterbildes héngt von der Starke des
elektronischen Eingangssignals ab, welches die zuriicklaufende Ultraschallwelle generiert.
Dieses wiederum korreliert mit dem Reflexionskoeffizienten R fiir die Probe an jeder

gescannten Stelle. Der Reflexionskoeffizient berechnet sich nach Gleichung 3:

Gleichung 3: R=>->

Z;: Impedanz des Untersuchungsmediums Knochen
Z,: Impedanz des Kopplungsmediums Wasser (Z,~ 1,5 Mrayl)

und ist bei angenommener Konstanz fir Z, eine allein vom Untersuchungsmaterial
abhangige GroRe. Gleichung 3 gilt nur unter der Bedingung, dass die Wellenfronten die
Probenoberflache senkrecht erreichen und keine Scherwellen angeregt werden. Dann wird
das resultierende Reflexionssignal nur durch die Interaktion der longitudinalen Schallwelle
mit der Probenoberflache an der Grenzflache zum Kopplungsmedium Wasser bestimmt.
Wird ein kritischer Winkel vom senkrechten Einfallswinkel Uberschritten, werden an der
Objektoberflache Scherwellen generiert, die aufgrund destruktiver Interferenzen zu

Ausléschungsphanomenen der einzelnen Anteile des Wellenbiindels fiihren und damit das
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reflektierte Signal geringer erscheinen lassen. Ein Einfallswinkel von weniger als 10° zum Lot
fuhrt noch nicht zur Anregung von Scherwellen. Aufgrund von Oberflachenrauhigkeiten lief3
sich diese Bedingung in den fir diese Arbeit verwendeten Proben nicht immer erfillen. Mit
Hilfe des von Raum et al. [27] entwickelten Mehrschichtanalyse-Verfahrens war jedoch eine
gezielte quantitative Auswertung nur derjenigen reflektierten Signale moglich, fur die die
Bedingung eines Einstrahlwinkels kleiner 10° zutrafen. Nach Erstellung eines
Topographiebildes konnten Kanten und stark geneigte Flachen erkannt und von ihnen
ausgehende Signale von der weiteren Signalverarbeitung ausgeschlossen werden.

Unter genannten Bedingungen und in Kenntnis der Pupillenfunktion lafit sich schlie3lich die
akustische Impedanz Z, fir den Knochen bestimmen. Mittels dieser materialspezifischen

Grolie lassen sich die elasto-mechanischen Knocheneigenschaften tber die Gleichung 4:
Gleichung 4. Z=pV (p: Massendichte; v: longitudinale Schallgeschwindigkeit)

beschreiben.

Bei bekannter Impedanz konnen fir isotrope Stoffe die mechanischen GréRen Steifigkeit C

und Young'sches Modul E nach den folgenden Gleichungen berechnet werden:

Gleichung 5: C=pwv=Zv (v: Schallgeschwindigkeit in Longitudinalrichtung)
Gleichung 6: E- C+wd-2) = pVv?+w)d-21)  (u Poissonverhdltnis aus Lateral- und
(1+W) (1+W) Axialdehnung)

Nach Aussagen von Raum et al. [27] gelten die Beziehungen fur C und E sowohl fir isotrope
als auch fur anisotrope Materialien. Dies ist insbesondere fur Untersuchungen an kortikalem
Knochengewebe als anisotropes Gewebe wichtig. In Kenntnis der Impedanz und der im
interessierenden mikrostrukturellen Bereich des Knochens, z.B. nach Maev [83]
berechneten Schallgeschwindigkeit, lassen sich Steifigkeit C und Elastizitatsmodul E

ermitteln.
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4.1.1 Materialeigenschaften und Anspriiche an das Einbettungsmedium

In der Histologie wird Polymethylmethacrylat (PMMA) besonders zum Einbetten von
Hartgeweben verwendet. Das vor der Polymerisation flissige Monomer (Methylmethacrylat)
durchdringt Gewebe sehr gut und hértet exotherm zu einem festen Polymer (PMMA) aus.
Durch Zugabe von Weichmachern ist sein Hartegrad variierbar. Dadurch eignet es sich sehr
gut zur weiteren Bearbeitung (Schneiden, Schleifen, Polieren) und gewahrleistet
insbesondere das Anfertigen der fir die akustische Rastermikroskopie notwendigen
planparallelen Proben.

Untersuchungen anderer Gruppen ergaben, dass sich die Praparateimpedanz durch die
Einbettung in PMMA im Vergleich zu Nativproben nur gering (um ca. 5%) erniedrigt [106].
Veranderungen durch das Einbetten in PMMA im Hinblick auf winkelabhangige
Impedanzunterschiede bei der Darstellung der elastischen Eigenschaften von Knochen
waren nicht festzustellen, so dass eine rechnerische Korrektur der Signalverschiebung

erfolgen konnte [82].
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5. Material

5.1 PROBENGEWINNUNG

Die zur Untersuchung herangezogenen 32 Gehotrkndchelchen mit pathologischen
Veréanderungen entstammen 23 unwillkiirlich ausgesuchten Patienten (15 Manner, 6 Frauen)
im Alter von 5 bis 75 Jahren (mittleres Alter = 40 Jahre) mit chronischer Mittelohrentziindung.
Sie wurden operativ im Rahmen ohrsanierender Operationen (Tympanoplastik Typ IlI)
gewonnen. Die als Vergleichsgruppe zur Untersuchung herangezogenen 20 gesunden
Gehdorkndchelchen wurden Felsenbeinen entnommen, die bei Obduktionen des Institutes fir
Pathologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg gewonnen wurden. Nach dem
Studium der Autopsieberichte lieBen sich systemische Knochenerkrankungen bei den
zuféllig ausgewahlten Verstorbenen (10 Ménner, 2 Frauen) im Alter von 38 bis 74 Jahren
(mittleres  Alter = 61 Jahre) ausschlieRen. Uber einen entweder enauralen oder
retroaurikularen Zugang erfolgte nach Praparation der Felsenbeine die Entnahme der
Gehorkndchelchen unter mikroskopischer Sicht. Kriterien fur gesunde Gehoérkndchelchen
waren ein nach mikroskopischer Inspektion reizloser Gehdrgang, ein intaktes Trommelfell

und eine Pauke ohne pathologische Auffalligkeiten.

Die Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der Universitat Halle beflrwortet und

entsprechend der Deklaration von Helsinki durchgefihrt.

5.2 PROBENAUFBEREITUNG

Sowohl die gesunden als auch die pathologisch veranderten Gehérkndchelchen wurden auf
dieselbe Weise aufbereitet. Nach der Entnahme erfolgte die sofortige Fixation der Proben in
70%igem Ethanol. Daran schloss sich die Entwasserung aufsteigend in 96%igem und
100%igem Ethanol an. Spater wurden die Proben in Histoclear®-Ldsung (Xylol-Ersatz,
1,4-Dimethylbenzol) gereinigt und entfettet.

Hiernach wurden die Praparate zur Polymerisation in Methylmethacrylat entsprechend dem
nachstehenden Verfahren eingebettet. Fir einige Tage wurden die Ossikel in
100 Vol. % Methylmethacrylat mit 100 ppm Hydrochinon (Merck®) und anschlieend fir
einen Tag in 90 Vol. % Polymethylmethacrylat mit 10 Vol. % Dibutylphthalat und Versetzung
mit 1g Benzoylperoxid je 100 ml Ansatz gegeben. Bis zur vollstandigen Aushartung erfolgte
die Einbettung in 90 Vol. % Polymethylmethacrylat. Um Briiche bei der spéateren
Verarbeitung zu verhindern wurde 10 Vol% Dibutylphthalat als Weichmacher zugesetzt. Die
Zugabe von 3 g Benzoylperoxid je 100 ml Ansatzldsung diente der Initierung der

Polymerisation des zunachst mittels Hydrochinon stabilisierten flissigen Methylmethacrylats.
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Um storende Lufteinschlisse wahrend der Polymerisation zu vermeiden erfolgte die
Aushartung langsam. Hierzu wurden die Proben in Glaskélbchen im Wasserbad bei
Raumtemperatur Uber eine Zeitspanne von 1 bis 3 Monaten aufbewahrt. Die Gehor-
knéchelchen waren nach diesem Verfahren entkalkt und haltbar. Die genaue Untersuchung
der Praparate mit dem Ultraschallrastermikroskop setzt eine weitgehende Planparallelitat der
Proben vorraus. Dazu wurden die Probenblocke nach dem Aushérten zunachst aus den
Glaskolbchen geldst, mittels einer Trennschleifeinrichtung zu planparallelen Blocken
zugeschnitten und anschlieBend mit einem rotierenden Nassschleifgerat (EXAKT®,
Norderstedt), welches die Bldcke mit einer horizontal oszillierenden Vakuumprobenhalterung
fest verankert, bearbeitet. Schleifpapier mit absteigender Kérnung (800-1200-2400-4000)
kam hierbei zur Anwendung. Direkt vor den Ultraschallmessungen wurde die
Probenoberflache mit Diamantpaste der Kérnung 1 und 0,25 pm und einem Samtpapier
poliert sowie mittels Ethanol und Wasser von Schleifmittelresten gereinigt. Abb. 6 und Abb. 7

zeigen einen gesunden Hammer und einen gesunden Amboss, eingebettet in PMMA.

Abb. 7: Amboss, eingebettet in PMMA
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6. Methoden

6.1 AUSWAHL DER MESSPUNKTE FUR DIE AKUSTISCHE RASTERMIKROSKOPIE

Orientierend an anatomischen Strukturen (Abb. 8) erfolgte die Einteilung der
Gehorknochelchen in entsprechende Regionen. Der Hammerkopf wurde als Region 1,
Collum, Processus lateralis, Processus anterius und Manubrium als Region 2 definiert. Die
Zuordnung der Messergebnisse vom Amboss erfolgte ebenfalls in 2 Regionen. Corpus und
Crus breve wurden zu Region 1, Crus longum und Processus lenticularis zu Region 2
zusammengefalft.

Bei den Messungen mit dem SAM200 Ex konnte die gesamte Praparatoberflache bei einem
maximalen Scanbereich von 60x60 mm in einem Messvorgang untersucht werden. Die
Bestimmung der akustischen Impedanz erfolgte vom gesamten Gehorkndchelchenanschnitt
und den zuvor definierten Regionen. Da mit dem KSI SAM2000 ein maximaler Scanbereich
von 1x1 mm pro Messung vorgegeben ist, wurde die Probenoberflache in 1 mm? groRen
MelR3flachen systematisch in den festgelegten Regionen untersucht und die akustische

Impedanz hier und im gesamten Ossikelanschnitt durch Summation bestimmt.

Abb. 8: Einteilung der Gehoérkndchelchen in Regionen
Hammer: Region 1: Caput

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

Region 2: Crus longum, Processus lenticularis
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6.2 AKUSTISCHE RASTERMIKROSKOPIE MIT DEM SAM200 EX

Bei dem ersten fur die Untersuchungen zur Verfiugung stehenden akustischen Mikroskop
(Abb. 9) handelt es sich um ein zeitauflosendes Puls-Echo-Mikroskop (SAM200 Ex) mit
einem Frequenzbereich bis 200 MHz, bestehend aus einem mechanischem Scansystem,
einer Sender/Empfangereinheit, einem fokussierenden Ultraschallwandler und einer 8 bit A/D
Wandlerkarte. Um die temperaturabhangige Dampfung der Schallgeschwindigkeit bei hohen
Frequenzen zu minimieren, wird die Probe in einem vom Q-Bam-Labor der Klinik far
Orthopéadie der Universitat Halle entwickelten temperierbarem Wassertank platziert. Mittels
Thermowiderstanden lassen sich hier mit einer Genauigkeit von 0,1 K Temperaturen
zwischen 20 und 60 °C einstellen. Alle Messungen erfolgten in einem bidestillierten und
entgasten Wasserbad bei 25°C und einer Raumtemperatur von ebenfalls 25°C zur
Vermeidung eines Temperaturgradienten (Abb. 9). Der Panametrics PR5900 mit einer 200
MHz Empfangsbandbreite und der V605 50 MHz kommen als Pulser/Reciever bzw.
Schallwandler zur Anwendung. Mit einer Positioniergenauigkeit von 0,1um werden Wandler
und sphéarische Linse computergesteuert in xy-Richtung tber die Probe bewegt (Scanbereich
maximal 60x60 mmz2). Pro Linie kann die Anzahl der Messpunkte zwischen 32 und 256
Punkten festgelegt werden. Gespeichert wird eine Datenmatrix von 250 x 256 Punkten.
Entlang der z-Achse, die parallel zur Schallstrahlachse ist, lasst sich ebenfalls eine
Positioniergenauigkeit von 0,1lum bei einem Scanbereich von 26mm erreichen. Die
Impulsdauer betragt ca. 49 ns. Nach Kontrolle der Fokusierung mittels Reflexsignal am
Monitor erfolgt die eigenliche Messung im Fokus. Die Bildgrofe ist variabel. Bei 50 MHz und

25°C lasst sich mit dem Wandler eine laterale Auflésung von ca. 23 um erreichen.

Abb. 9: Akustisches Rastermikroskop SAM200 Ex
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6.3 AKUSTISCHE RASTERMIKROSKOPIE MIT DEM KSI SAM2000

Die Messungen mit héherer Auflésung erfolgten mit dem KSI SAM2000, der Firma Kramer
Scientific Instruments GmbH, Herborn, Deutschland (Abb. 10). Eine die Ultraschallimpulse
fokussierende akustische Linse wird durch eine elektronisch gesteuerte Scaneinrichtung in
Form eines Rasters Uber die zu untersuchende Probe bewegt. Die maximale Auslenkung in
der x- und y-Achse betragt 1mm. Unabhangig von der gewahlten Auflosung wird eine
Datenmatrix von 500 x 512 Punkten gespeichert [27].

Die zylinderférmige Saphir-Linse besitzt bei einer Mittenfrequenz von 180 MHz eine
Bandbreite von 20 % und einen halben Offnungswinkel von 30°. Als Schallgeber dient ein an
der planeren Seite der Linse befindlicher Zinkoxid-Kristall. Dieser piezoelektische Halbleiter
empfangt ebenfalls die von der Probe reflektierten Wellen und Uberfiihrt deren Energie in ein
Spannungssignal. Er eignet sich fir Frequenzen oberhalb 200 MHz. Gesendete und
empfangene Schallwellenanteile werden durch ein elektronisches Zeitfenster voneinander
getrennt. Die Pulsdauer betrdgt ca. 60 ns und die Empfangszeit ist durch ein Zeitfenster
begrenzt. So konnen Messsignale von Storsignalen, wie zum Beispiel in der Linse
mehrfachreflektierte und mit Verzégerung am ZnO-Wandler ankommende Wellen, reduziert
werden. Aufgrund der hohen Impedanzunterschiede zwischen Linse und dem
Kopplungsmedium Wasser wurde die Linse mit einer Kalk-Glas-Schicht versehen, wodurch
der Impedanzsprung und damit die Wellenreflektion von Linse zu Kopplungsmedium
verringert und die Transmission der zur Linse reflektierten Strahlen erleichert werden. Die
Aufnahme der reflektierten Signale erfolgt in einem Echoverstarker mit grof3er Bandbreite,
welcher vor Signalen aus Umschaltvorgangen und damit vor Ubersteuerung elektronisch
gesichert ist.

Nach Platzierung der Probe in der daflir vorgesehenen Haltevorrichtung des temperierbaren
Probenbehalters erfolgte die auflichtmikroskopische Kontrolle der Probenoberflache auf
Schleifspuren und die anschlieRende Auswahl der zuerst zu untersuchenden Region mittels
des in x- und y-Richtung horizontalverschiebbaren Probentisches. Als Kopplungsmedium
wurde destilliertes und entgastes Wasser von 25°C in den Probentank gegeben. Die
akustische Linse wurde nun (ber die Probe geschwenkt und unter visueller
Amplitudenkontrolle des Reflexsignals auf dem Monitor mit mdglichst maximaler
Signalamplitude in z-Richtung fokussiert. Im Fokus betragt der Linsen-Probenabstand etwa
500 um. Die Messungen erfolgten in ca. 1um Abstanden in positiver und negativer z-Position
vom Fokus bei einer Frequenz von 200 MHz und 25°C Wasser- und Raumtemperatur. So

wurde eine laterale Aufldsung von ca. 8 um bei einer Bildgrof3e von 1x1 mm erreicht.
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Abb. 10: Akustisches Rastermikroskop KSI SAM2000

6.4 DATENVERARBEITUNG

Im Labor fur Quantitative B-Bild-Sonographie und akustische Mikroskopie (Q-Bam) der Klinik
fur Orthopadie der Universitat Halle wurde durch Raum et al. [27] eine Software zur
guantitativen Impedanzbestimmung der Knochenproben entwickelt.

Grundvorraussetzung fur die quantitative Bestimmung von Probenimpedanzen ist, dass alle
Bildpunkte im Fokus aufgezeichnet werden. Dies ist bei Objekten mit kleineren
Oberflachenneigungen mdglich, da das Phanom der Scherwellengenerierung erst bei
groBeren Einfallswinkeln (> 10°) zu beobachten ist. Bereits bei der Probenpraparation
kénnen im Rahmen der mechanischen Bearbeitung (Schneiden, Schleifen, Polieren) durch
den starkeren Abrieb weicherer Materialien oder das Herausrei3en von Apatitkristallen aus
dem Kollagenverbund gewisse Oberflachenrauhigkeiten entstehen. Die im Q-Bam-Labor
entwickelte Schichtbildanalyse (Multi — Layer — Analysis) gewabhrleistet, dass das Signal-
maximum jeweils aus der Fokusebene des gescannten Areals stammt. Die Beeinflussung
des reflektierten Signals durch wechselnde topographische Gegenbenheiten aufgrund von
Kanten und Préaparationsartefakten wird durch die Software kompensiert. Darliber hinaus
ermdglicht sie den Ausschluss von Stdrsignalen, welche an Grenzflachen mit hohen
Impedanzunterschieden entstehen und verhindert eine Uber- oder Untersteuerung des
eingehenden Signals. Beginnend bei einer eindeutigen positiven Defokussierung aller
Bildpunkte werden in 0,5 um — Abstanden in z-Richtung solange Bilder detektiert bis eine
deutliche negative Defokussierung an jedem Bildpunkt erreicht ist. Somit wandert jeder
Objektpunkt einmal durch den Fokus der Linse. Ferner wird das Linsenecho gemessen. Die
Bestimmung der Maximalwerte an allen Objektpunkten ermdglicht die Darstellung des
Oberflachenreliefs sowie die Ermittlung einer topographiekorrigierten Verteilung der

Maximalwerte. Anhand der so ermittelten Werte erfolgt nach Gleichung 3 die Berechnung
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der Impedanzverteilung im Knoéchelchenanschnitt. Bildlich wurde jeder Impedanzwert mit
einer ihm zugeordneten Farbe dargestellt. Mittels einer Ausschlulmaske wurden bei der
Knochenimpedanzberechnung Bereiche, die nur aus der Einbettungssubstanz bestehen, wie
Randzonen, grol3ere mit PMMA aufgefillte Destruktionszonen, Volkmann- und Haversche
Kandale [27] nicht beriicksichtigt.

Die statistische Auswertung (t-test, verbunden) erfolgte mit WinSTAT® fur Microsoft® Excel
Version 2001.1. Die Voraussetzung fast ausschlie3lich normalverteilter Messwerte war
gegeben.

6.5 AUFLICHTMIKROSKOPIE MIT DEM ZEISS-AXIOPLAN

Im Gegensatz zur Durchlichtmikroskopie, wo ein sehr dinnes transparentes Objekt von
unten Uber eine Blende beleuchtet wird und der Bildkontrast durch die unterschiedlichen
optischen Eigenschaften der Gefligebestandteile entsteht, realisiert in Auflichtmikroskopen
ein zwischen Objektiv und Okular eingefiigtes optisches Element eine optimale
Ausleuchtung des Objektes von oben. Hierzu befindet sich im Tubus des Mikroskops ein
Prisma in einem Winkel von 45°. Die Beleuchtungseinrichtung wird auf die spiegelnde Flache
ausgerichtet. Hierdurch wird das Licht nach unten durch das Objektiv nahezu senkrecht auf
das Objekt gelenkt und von dort reflektiert. Es ergeben sich zwei Abbildungsmdglichkeiten.
Bei der Hellfeldabbildung wir das reflektierte Licht und das innerhalb des Offnungsbereichs
des Objektivs gebeugte bzw. diffus reflektierte Licht zur Abbildung genutzt. Das Objekt wird
dabei nahezu senkrecht beleuchtet. Bei der Dunkelfeldabbildung wird der beleuchtete
Strahlengang so gefiihrt, dass die regular reflektierten Strahlen nicht mehr in das Objektiv
gelangen kdnnen. Zum Bild tragen so nur am Objekt gebeugte Strahlen bei, also jene
Strahlen, welche bei der Hellfeldmessung ausgeschlossen wurden. Die Kontraste, also die
lokalen Intensitatsunterschiede, resultieren bei der Hellfeldmessung zum einen aus lokalen
Differenzen der Brechzahl sowie aus lokalen Differenzen des Absorptionskoeffizienten, denn
beide beeinflussen das Reflexionsvermégen. Die Kontraste in der Dunkelfeldmessung
erweisen sich komplementér zu denen der Hellfeldmessung.

Die Auflichtmikroskopie aller Proben erfolgte bei zehnfacher VergtRerung mit dem
Auflichtmikroskop Zeiss-Axioplan der Klinik fir Orthopadie der Universitat Halle. Hierzu
wurde das Objektiv zunadchst unter lichtmikroskopischer Kontrolle tber die zuvor definierte
Startregion des Préaparates bewegt und scharfgestellt. Mittels einer elektronisch gesteuerten
Motoreneinheit (KONTRON Electronic MCP) wurde dann der gesamte Knochenanschnitt
abgescannt und die Daten zur bildmorphologischen Darstellung von einem Kamerasystem
(HVT-Horn Videosystem fiir Mikroskopie 3CCD Color Video Camera/CCD-IRIS) an den PC
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Ubertragen. Die ca. 120 pro Praparat entstandenen Einzelaufnahmen wurden abschlieRend
zu einem Gesamtbild zusammengefugt.

Die so entstandenen digitalen lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden vergleichend zu den
Maximalwertbildern der akustischen Rastermikroskopie herangezogen (Abb. 11). Dabei
wurde das lichtmikroskopische Gesamtbild eines Praparates mit dem jeweils
entsprechenden Maximalwertbild der 50 MHz Ultraschallmikroskopie verglichen. Da die
Maximalwertbilder der 200 MHz Aufnahmen kleinere Ausschnitte definierter
Knochenregionen abbilden wurde unter Zuhilfenahme einer Bildbearbeitungssoftware (Corel
Photo Paint, Corel Draw) der entsprechende Ausschnitt in dem lichtmikroskopischen
Gesamtbild gesucht und zu einem neuen Bild erstellt. Charakteristische Punkte (Randzonen,
Volkmann- und Havers-Kanéle, Destruktionsbezirke) wurde nach Erstellung eines Rasters in
allen Bildern (lichtmikroskopische Gesamitbilder, lichtmikroskopische Ausschnittsbilder, 50
MHz-Maximalwertbilder, 200 MHz Maximalwertbilder) zur besseren Vergleichbarkeit
markiert.

g .
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Abb. 11: Maximalwertbild bei 50 MHz (links) und auflichtmikroskopisches Bild
eines Hammeranschnitts mit chronischer Otitis media. Die MalRstdbe beider
Bilder sind gleich.
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7. Ergebnisse

7.1 AKUSTISCHE RASTERMIKROSKOPIE MIT DEM SAM200 EX
7.1.1 Untersuchungen an gesunden Hammern

Qualitative Analyse

Bei einer Ultraschallfrequenz von 50 MHz wurden von 10 gesunden Hammern die Verteilung
der Maximal- und Impedanzwerte bestimmt. Alle untersuchten Hammer zeigten sich in der
Ultraschallrastermikroskopie unverletzt mit glatter Oberflache und intakter Knochentextur,
welche nur gelegentlich durch Havers'sche Kandle unterbrochen war. Ein ausgewahltes
Beispiel fur die aus den Maximalwerten berechneten Impedanzverteilungsbilder zeigt
Abb. 12. Bereichen hoherer akustischer Impedanz, z.B. im Bereich des Hammerkopfrandes,
wurde ein roter Farbton zugewiesen. Wie in Ausschnitten des Hammergriffes zu sehen,
wurden Bereiche mit niedriger akustischer Impedanz in hellblauen Farbtonen dargestellt. Bei
diesem Praparat handelt es ich um den rechten Malleus eines 70-jghrigen an
Bronchialkarzinom verstorbenen Mannes. Anamnestisch liessen sich keine Hinweise auf
Erkrankungen des Ohres eruieren. Ebenso ergab die mikroskopische Inspektion des
auReren Gehotrganges, des Trommelfells und der Pauke keinen pathologsichen Befund.
Auch das Ultraschallbild des Hammers zeigt keine pathologischen Prozesse. Es fehlen keine
anatomisch charakteristischen Strukturen, der Knochenrand ist glatt begrenzt und der
Knochenverbund ist intakt.

[{e]
Impedanz [Mrayl]

Y-Distance [mm]

X-Distance [mm]

Abb. 12 Impedanzverteilung in einem gesunden Hammer (50 MHz)
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Quantitative Analyse

Es wurde die akustische Impedanz fir den gesamten Hammeranschnitt, Region 1 (Caput)
und Region 2 (Collum, Processus lateralis, Processus anterius, Manubrium) berechnet. Die
angegebenen Impedanzwerte sind Mittelwerte. Diese sind mit Standardabweichung im
Diagramm 1 veranschaulicht. Dabei wurde fir die gesamte Hammerschnittflache eine
akustische Impedanz von (8,13 + 0,42) Mrayl ermittelt. Die akustische Impedanz fur Region 1
betrug (8,23 £+ 0,39) Mrayl und fir Region 2 (7,96 + 0,51) Mrayl. Es konnte ein statistisch
signifikanter Unterschied der Impedanzmittelwerte fur Region 1 und 2 nachgewiesen werden
(t-test, p=0,02).

| Standardabweichung |

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
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1,00
0,00

HH
HH

-

Impedanz in Mrayl

Gesamt Region 1 Region 2
Regionen des gesunden Hammers bei 50 MHz

Diagramm 1. Impedanzmittelwerte in Mrayl mit Standardabweichung fur die verschiedenen

Regionen des gesunden Hammers

7.1.2 Untersuchungen an gesunden Ambossen

Qualitative Analyse

Ermittelt wurde die Maximalwert- und Impedanzverteilung von 10 Ambossen bei 50 MHz. In
Abb. 13 ist die aus den Maximalwerten errechnete Verteilung der akustischen Impedanz ei-
nes typischen gesunden Ambosses aufgezeigt. Im Bereich des Corpus, dargestellt mit
gelben und roten Farbtdnen, findet man Bereiche mit hdherer akustischer Impedanz (~12
Mrayl). Das Praparat entstammt dem rechten Felsenbein eines 51-jahrigen Mannes, welcher
an einem akuten Myokardinfarkt verstarb. In der Krankengeschichte des Verstorbenen gab
es keine Hinweise auf chronische otologische Erkrankungen. Des Weiteren liessen sich bei
der mikroskopischen Inspektion des auferen Gehdrganges, des Trommelfells und der Pauke
keine pathologischen Befunde erheben. Auch in der ultraschallmikroskopischen Darstellung
des Ossikels findet sich kein Anhalt fir krankhafte Prozesse. Es stellen sich alle anatomisch

wichtigen Strukturen dar und der Knochen lasst keine Destruktionszonen erkennen.
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Impedanz [Mrayl]
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X-Distance [mm]

Abb. 13: Impedanzverteilung in einem gesunden Amboss (50 MHz)

Quantitative Analyse

Es wurden die Impedanzen von 10 gesunden Ambossen bei einer Ultraschallfrequenz von
50 MHz ermittelt. Die Impedanzmittelwerte und die zugehdrige Standardabweichung in den
verschiedenen Regionen zeigt Diagramm 2. Die akustische Impedanz der gesamten
Ambossschnittflache betrug (8,00 = 0,41) Mrayl. Fir Region 1 (Corpus, Crus breve) wurde
eine akustische Impedanz von (7,90 + 0,66) Mrayl und flr Region 2 (Crus longum,
Processus lenticularis) von (7,37 £ 0,97) Mrayl. Der Unterschied der Impedanzmittelwerte

von Region 1 und Region 2 war statistisch signifikant (t-test, p=0,02).

| Standardabweichung |
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Gesamt Region 1 Region 2
Regionen des gesunden Amboss bei 50 MHz

Diagramm 2: Impedanzmittelwerte in Mrayl mit Standardabweichung fiir die verschiedenen

Regionen des gesunden Ambosses bei 50 MHz
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7.1.3 Untersuchungen an Hammern bei Otitis media chronica

Qualitative Analyse

Von 13 Hammern mit chronischer Otitis media wurden die Maximalwert- und
Impedanzwertverteilung ermittelt und dann graphisch dargestellt. Sdmtliche Ossikel weisen
deutliche Spuren des Knochenabbaus auf. Die Abb. 14 bis 16 veranschaulichen die
Impedanzverteilung in  typischen durch chronische Otitis media zerstorten
Hammerlangsschnitten. Hohere Werte fir die akustische Impedanz (gelber Farbton,
ca. 10 Mrayl) sind z.B. im Bereich des Hammerkopfrandes, niedrigere Impedanzwerte im
Bereich des Collums (blaue Farbtdne, ca. 7-8 Mrayl) zu sehen. Der in Abb. 14 dargestellte
Hammerrest stammt von einem an gelegentlicher fétider Otorrhoe und zeitweiser Otalgie des
rechten Ohres leidenden Patienten. Eine ebenfalls subjektiv empfundene zunehmende
Horverschlechterung rechts wurde im Rahmen einer Tonschwellenaudiometrie als
Schallleitungsschwerhorigkeit bestatigt. Intraoperativ stellten sich Cholesteatommassen mit
Ummauerung der Gehorknéchelchen dar. Hammer- und Ambossreste wurden entfernt und
die Ossikelkette sowie der Gehdrgang rekonstruiert (Tympanoplastik Typ lll). Das
Ultraschallbild zeigt einen stark arrodierten Malleus mit aufgelost wirkender
Knochenoberflache und grof3en Destruktions- und Resorptionszonen. In dieser Region findet
man auch niedrigere Werte flr die akustische Impedanz, dargestellt durch Uberwiegend
blaue Farbtone.
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Abb. 14: Impedanzverteilung in einem Hammer bei chronischer Otitis media epitympanalis

(50 MHz)
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Abb. 15 zeigt den Rest des Hammers eines Patienten, welcher tber gelegentliche Otalgien,
seltene Otorrhoen und leichte HOorminderung links klagte. Im Audiogramm lie3 sich bei
nahezu Normakusis rechts eine kombinierte Schwerhdérigkeit links feststellen. Wahrend der
sanierenden Operation, ebenfalls Tympanoplastik Typ Ill, fand sich ein grof3es, die Pauke
ausfiillendes und die komplette Gehdérknéchelchenkette ummauerndes Cholesteatom mit
teilweise freiliegendem Nervus facialis. Es konnte nach Gehérgangs- und Kettenrekonstruk-
tion ein gutes operatives Ergebnis erzielt werden. In der ultraschallrastermikroskopischen
Darstellung gut zu sehen ist eine besonders im Collumbereich massiv zerstérte Knochen-

textur. Hier finden sich ebenfalls Bereiche einer niedrigeren akustischen Impedanz.
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Abb. 15; Impedanzverteilung in einem  Hammerschnitt mit chronischer Otitis media

epitympanalis (50 MHz)

In Abb. 16 ist der Rest des Hammerkopfes eines Patienten mit rezidivierender Otorrhoe,
haufigen Otalgien und Schwerhoérigkeit links zu sehen. Im Tonschwellenaudiogramm zeigte
sich eine deutliche Schallleitungsschwerhdrigkeit links. Intraoperativ fand sich ein stark vul-
nerables atrophes Trommelfell. Der gesamte Amboss und Teile des Steigblgels waren nicht
darstellbar. Teile des mit der Paukenwand verwachsenen dislozierten Hammers konnten
geldst und entfernt werden. Es gelang schlieBlich die Kettenrekonstruktion durch Interposi-
tion eines Titantorps zwischen SteigbigelfuBplatte und Hammergriff erfolgreich duchzu-
fuhren. Ultraschallmikroskopisch scheint das Praparat weitgehend intakt. Die Knochenober-
flache ist glatt, jedoch fallen erweiterte Havers'sche Kandle auf und Bereiche der
Collumregion scheinen arrodiert. Werte héherer akustischer Impedanz finden sich im ganzen
Hammerkopf und besonders am Rand (gelb bis rot). Niedrigere Impedanzwerte (blau)

dagegen zeigen die Region des Hammerhalses und der erweiterten Havers'schen Kanale.
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Abb. 16: Impedanzverteilung in  einem Hammerkopf bei chronischer Otitis media

mesotympanalis (50 MHz)

Quantitative Analyse

Es wurden die Impedanzmittelwerte der 13 Hammer bei chronischer Otitis media bestimmt.
Diese sind mit Standardabweichung fur die einzelnen Regionen des Hammers in Diagramm
3 dargestellt. Fur die gesamten Hammerschnitte konnte eine mittlere akustische Impedanz
von (7,39 + 0,57) Mrayl errechnet werden. Fur Region 1 (Caput) betrug die akustische
Impedanz (7,74 = 0,67) Mrayl, fir Region 2 (Collum, Proc. lateralis, Proc. anterius,
Manubrium) (7,29 = 0.39) Mrayl. Ein statistisch signifikanter Unterschied der

Impedanzmittelwerte von Region 1 und Region 2 liess sich nicht feststellen (t-test, p=0,13).
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Diagramm 3: Impedanzmittelwerte in Mrayl mit Standardabweichung fiir die verschiedenen

Regionen des Hammers bei Otitis media chronica bei 50 MHz
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7.1.4 Untersuchungen an Ambossen bei Otitis media chronica

Qualitative Analyse

Es wurde von 15 Ambossen mit chronischer Otitis media die Verteilung der Maximal- und
Impedanzwerte bei einer Ultraschallfrequenz von 50 MHz untersucht. In den Abb. 17 bis 19
sind die aus den Maximalwerten ermittelten typischen Verteilungsbilder der akustischen
Impedanz destruierter Ambosse von Patienten mit chronischer Otitis media zu sehen. Im
Bereich des Crus breve und Corpus sind z.B. Abschnitte mit hoher akustischer Impedanz
sichtbar (roter Farbton, akustische Impedanz ca. 14 Mrayl). Abb. 17 zeigt den Rest des
Ambosses eines Patienten mit rezidivierender Otorrhoe und gelegentlichen Tinnitus sowie
subjektiver Horverschlechterung des linken Ohres. Das Audiogramm ergab eine kombinierte
Schwerhdrigkeit links. Im Rahmen der Tympanoplastik Typ Il stellte sich ein die Pauke
ausflillendes und die ganze Ossikelkette umwachsendes Cholesteatom dar. Zwischen
langem Ambossschenkel und Stapeskopfchen bestand nur noch eine hauchdinne
Verbindung. Hammerkopf und Amboss wurden entfernt und die Kette erfolgreich
rekonstruiert. Auch im ultraschallrastermikroskopischen Bild kommt ein besonders im
Corpusbereich zerstorter und ausgehohlt erscheinender Amboss zur Darstellung. Ebenso
zeigen Regionen des ehemaligen langen Ambossschenkels eine  zerstorte
Knochenoberflache.
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Abb. 17: Impedanzverteilung in einem Amboss bei chronischer Otitis media epitympanalis
(50 MHz)
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In Abb. 18 sieht man die Reste des Ambosses eines Patienten mit neu aufgetretener
Otorrhoe und Otalgien des linken Ohres. Die ebenfalls subjektiv empfundene Horminderung
wurde in der Tonschwellenaudiometrie bestatigt. Sowohl otoskopisch als auch intraoperativ
zeigte sich ein ausgedehnter Befund. Cholesteatommassen fanden sich in der Paukenhéhle
und ebenso im Mastoid. Amboss und Hammer, beide vollstandig ummauert, wurden entfernt
und das perforierte Trommelfell sowie die arrodierte Kette rekonstruiert. Im Ultraschallbild
bestétigt sich der intraoperative Befund. Es stellt sich ein von Destruktionszonen durch-
zogener Amboss dar. Wichtige anatomische Strukturen lassen sich nur schwer indentifi-
Zieren, die gesamte Knochenoberflache ist aufgeldst. Gerade in Bereichen groRer Destruk-
tionsprozesse findet man niedrige Werte der akustischen Impedanz, Gberwiegend blaue
Farbtone kommen hier zur Darstellung.
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Abb. 18: Impedanzverteilung in einem Amboss bei chronischer Otitis media epitympanalis

(50 MHz)

Abb. 19 zeigt den Amboss eines an chronischer, fétider Otorrhoe des rechten Ohres leiden-
den Patienten. Im Rahmen einer Tonschwellenaudiometrie zeigte sich eine kombinierte
Schwerhdérigkeit rechts. Intraoperativ fand sich ein stark arrodiertes Ambosssteigblgel-
gelenk sowie eine subtotale Trommelfellperforation. Nach Entfernung des Amboss wurde die
Kontinuitat der Gehdrkndchelchenkette durch Implantatinterposition wiederhergestellt. In der
ultraschallmikroskopischen Darstellung sient man eine vorwiegend intakte Knochen-
oberflache und —struktur. Im Gebiet des Incudostapedialgelenks jedoch zeigen sich kleinere
Destruktionsbereiche und eine unterbrochene Knochengrenze. Des Weiteren fallen auch in
diesem Knoéchelchen erweiterte Havers'sche Kanale auf. Bei Uberwiegend blauem

Farbspektrum sind in dieser Region auch Werte niedriger akustischer Impedanz zu finden.
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Abb. 19: Impedanzverteilung in einem Amboss bei chronischer Otitis media mesotympanalis

(50 MH2)

Quantitative Analyse

Es wurden von 15 kranken Ambossen die Mittelwerte der akustischen Impedanz bei einer
Ultraschallfrequenz von 50 MHz ermittelt. Die Impedanzmittelwerte mit Standardabweichung
fur die einzelnen Regionen der Ambosse bei chronischer Otits media sind in Diagramm 4
dargestellt. Fur die gesamte Ambossschnittflache liel3 sich eine mittlere akustische Impedanz
von (7,45 £ 0,47) Mrayl ermitteln. Die akustische Impedanz fir Region 1 betrug (7,41 + 0,57)
Mrayl und fur Region 2 (7,46 £ 0,57) Mrayl. Es ergab sich kein statistisch signifikanter

Unterschied der Impedanzmittelwerte von Region 1 und Region 2 (t-test, p=0,42).
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Diagramm 4. Impedanzmittelwerte in Mrayl mit Standardabweichung fiir die verschiedenen

Regionen des Ambosses bei Otits media chronica bei 50 MHz
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7.2 AKUSTISCHE RASTERMIKROSKOPIE MIT DEM KSI SAM2000
7.2.1 Untersuchungen an gesunden Hammern

Qualitative Analyse

Unter Anwendung des Multi-Layer-Verfahrens wurde die Verteilung der Impedanzwerte in
gesunden Hammern bei einer Ultraschallfrequenz von 200 MHz ermittelt. In den Abb. 20 bis
22 sind die Impedanzverteilungsbilder typischer Bereiche (Caput, Collum und Manubrium)
dargestellt. Dabei lassen gelbe und rote Farbtone Bereiche hoherer akustischer Impedanz
erkennen (akustische Impedanz von ca. 9 Mrayl). Fir das Einbettungsmedium PMMA,
welches in den Lakunen und am Rand zu sehen ist, wurde eine akustische Impedanz von
durchschnittlich 3,1 Mrayl ermittelt. Die Abbildungen zeigen Ausschnitte des rechten
Hammers eines 57-jahrigen an Bronchialkarzinom verstorbenen Mannes. Mikroskopische
Hinweise auf chronische Mittelohrprozesse fanden sich anamnestisch nicht. Auch die
Inspektion von Gehodrgang, Trommelfell und Pauke ergab keinen pathologischen Befund.
Damit in Ubereinstimmung zeigt auch das ultraschallrastermikroskopische Bild keine
pathologischen Prozesse. Alle wichtigen anatomischen Strukturen kommen zur Darstellung,
der Knochen ist glatt begrenz und die Knochentextur ist frei von Destruktionszonen.
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Abb. 20: Impedanzverteilung in einem gesunden Hammer [Ausschnitt Caput] bei 200 MHz
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Abb. 21 Impedanzverteilung in einem gesunden Hammer [Ausschnitt Collum] bei 200 MHz

Y-Distance [um]
i
(e
Impedanz [Mrayl]

-400 -300 -200 -100 O 100 200 300 400
X-Distance [um]

Abb. 22: Impedanzverteilung in einem gesunden Hammer [Ausschnitt Manubrium] bei 200 MHz

Quantitative Analyse

Die Mittelwerte der akustischen Impedanz wurden fiir die gesamte Hammerschnittflache
sowie fur die Regionen 1 (Caput) und 2 (Collum, Proc. lateralis, Proc. anterius und
Manubrium) bestimmt. Diagramm 5 veranschaulicht die Impedanzmittelwerte mit
Standardabweichung fiir die verschiedenen Regionen der gesunden Hammer. Fir den
gesamten Hammerlangsschnitt wurde eine mittlere akustische Impedanz von (8,27 + 1,1)
Mrayl ermittelt. Die akustische Impedanz von Region 1 betrug (8,63 + 1,3) Mrayl und von
Region 2 (8,09 = 1,0) Mrayl. Es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied der
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Impedanzmittelwerte zwischen Region 1 und Region 2 (t-test, p=0,65).
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Diagramm 5: Impedanzmittelwerte in Mrayl mit Standardabweichung fir die verschiedenen

Regionen des gesunden Hammers bei 200 MHz

7.2.2 Untersuchungen an gesunden Ambossen

Qualitative Analyse

Mit dem Multi-Layer-Verfahren wurde bei einer Arbeitsfrequenz von 200 MHz die
Impedanzwertverteilung in gesunden Ambossen untersucht. In den Abb. 23 bis 25 ist die
Verteilung der akustischen Impedanz fir definierte Ambossregionen veranschaulicht. Dabei
werden Bereichen hoéherer akustischer Impedanz gelbe und rote Farbténe zugewiesen
(akustische Impedanz von ca. 9 Mrayl). Das in den Lakunen und am Rand befindliche
Einbettungsmedium PMMA weist eine mittlere akustische Impedanz von ca. 2,9 Mrayl auf. In
den Abbildungen kommen Anschnitte des rechten Ambosses eines 38-jahrigen an einem
akuten Myokardinfarkt verstorbenen Mannes zur Darstellung. Es fanden sich weder
anamnestisch noch nach der mikroskopischen Inspektion von Gehdérgang, Trommelfell und
Paukenhohle Hinweise auf chronische Erkrankungen des Mittelohres. In den
ultraschallrastermikroskopischen Aufnahmen sind alle anatomischen Charakteristika eines

gesunden Incus, sowie eine intakte Knochengrenze und —struktur zu sehen.
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Abb. 23:

Abb. 24:
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Impedanzverteilung in einem gesunden Amboss [Ausschnitt Crus longum] bei 200 MHz
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Impedanzverteilung in einem gesunden Amboss [Ausschnitt Crus breve] bei 200 MHz
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Abb. 25:  Impedanzverteilung in einem gesunden Amboss [Ausschnitt Corpus] bei 200 MHz

Quantitative Analyse

Es wurden die Impedanzmittelwerte fir die gesamte Flache der Ambosse, fir die Region 1
(Crus breve und Corpus) und die Region 2 (Crus longum und Proc. lenticularis) berechnet.
Das Diagramm 6 zeigt diese mit Standardabweichung fir die unterschiedlichen Regionen.
Dabei betrug die akustische Impedanz fur die gesamte Ambossflache (8,37 + 1,1) Mrayl, fur
die Region 1 (8,38 *+ 1,2) Mrayl und fur die Region 2 (8,35 + 1,2) Mrayl. Es liel3 sich kein
statistisch signifikanter Unterschied der Impedanzmittelwerte zwischen den beiden Regionen
feststellen (t-test, p=0,99).
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Diagramm 6: Impedanzmittelwerte in Mrayl mit Standardabweichung fiir die verschiedenen
Regionen des gesunden Ambosses bei 200 MHz
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7.2.3 Untersuchungen an Hammern bei Otitis media chronica

Qualitative Analyse

Die Untersuchungen an den Hammern mit chronischer Otitis media erfolgten bei 200 MHz
und die Verteilung der akustischen Impedanz wurde mit dem Multi-Layer-Verfahren ermittelt.

Die Abb. 26 bis 28 zeigen die Verteilung der akustischen Impedanz in reprasentativen
Ausschnittsbildern des destruierten Hammers. Bereiche mit einer hoheren akustischen
Impedanz sind im gelben und roten Farbton (akustische Impedanz von ca. 4 Mrayl)
dargestellt. Regionen mit einer niedrigeren akustischen Impedanz wurden blaue Farben
zugewiesen. Gut zu sehen is dies in Abb. 27 mit Darstellung einer grof3en
Resorptionslakune. Das Einbettungsmedium PMMA am Rand und in den Lakunen hat eine
akustische Impedanz von ca. 2,8 Mrayl.
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Abb. 76: Impedanzverteilung in einem Hammer bei chronischer Otitis media
mesotympanalis [Ausschnitt Caput] bei 200 MHz
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Abb. 27: Impedanzverteilung in einem Hammer bei chronischer Otitis media
epitympanalis [Ausschnitt Collum] bei 200 MHz
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Abb. 28: Impedanzverteilung in einem Hammer bei chronischer Otitis media
epitympanalis [Ausschnitt Manubrium] bei 200 MHz

Quantitative Analyse

Es wurden die Impedanzmittelwerte flir den gesamten Hammeranschnitt, den Hammerkopf
(Region 1) und den Hammerhals, den seitlichen und vorderen Fortsatz sowie den
Hammergriff (Region 2) bestimmt. In Diagramm 7 sind die Impedanzmittelwerte mit
Standardabweichung fir die verschiedenen Regionen des Hammers dargestellt. Die

akustische Impedanz betragt fir die gesamte Hammerflache (7,83 £ 1,2) Mrayl, fur Region 1
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(7,88 = 1,2) Mrayl und fur Region 2 (7,63 + 1,1) Mrayl. Ein statistisch signifikanter
Unterschied der Impedanzmittelwerte war zwischen Region 1 und Region 2 nicht

nachzuweisen (t-test, p=0,57).
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Diagramm 7: Impedanzmittelwerte in Mrayl mit Standardabweichung fir die verschiedenen

Regionen des kranken Hammers bei 200 MHz

7.2.4 Untersuchungen an Ambossen bei Otitis media chronica
Qualitative Analyse

Es wurde die Verteilung der akustischen Impedanz in durch chronische Otitis media
zerstorten Ambossen mit dem Multi-Layer-Verfahren ermittelt. Untersucht wurde bei einer

Ultraschallfrequenz von 200 MHz.

Die Verteilung der akustischen Impedanzwerte in charakteristischen Regionen der
destruierten Ambosse ist in den Abb. 29 bis 31 dargestellt. Gelbe und rote Farbtone weisen
dabei auf Bereiche mit einer héheren akustischen Impedanz hin. (akustische Impedanz von
ca. 10 Mrayl). Blaue Farbbereiche hingegen reprasentieren Regionen mit niedrigerer
akustischer Impedanz, wie in Abb. 31, groBe Destruktionszone, aufgezeigt. Fur das
Einbettungsmedium PMMA am Rand und in den Lakunen wird eine akustische Impedanz

von ca. 2,8 Mrayl ermittelt.
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Abb. 29:

Abb. 30:
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Impedanzverteilung in einem Amboss bei chronischer Otitis media

epitympanalis [Ausschnitt Crus longum] bei 200 MHz
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Impedanzverteilung in einem Amboss bei chronischer Otitis media
epitympanalis [Ausschnitt Crus breve] bei 200 MHz
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Abb. 31: Impedanzverteilung in einem Amboss bei chronischer Otitis media

epitympanalis [Ausschnitt Corpus] bei 200 MHz

Quantitative Analyse

Es erfolgte die Bestimmung der Impedanzmittelwerte fir den gesamten Amboss, den
Ambosskdrper und den kurzen Ambossschenkel (Region 1) sowie fur den langen Amboss-
schenkel (Region 2). In Diagramm 8 sind die Impedanzmittelwerte mit Standardabweichung
fur die verschiedenen Regionen der Ambosse dargestellt. Die akustische Impedanz betragt
fur die gesamte Ambossflache (7,60 £ 1,1) Mrayl, fir Region 1 (7,27 £ 1,2)Mrayl und flr
Region 2 (7,65 = 1,5) Mrayl. Es war ein statistisch signifikanter Unterschied der
Impedanzmittelwerte zwischen Region 1 und Region 2 feststellbar (t-test, p=0,005).
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Diagramm 8: Impedanzmittelwerte in Mrayl mit Standardabweichung fir die verschiedenen

Regionen des kranken Ambosses bei 200 MHz
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7.3 VERGLEICH DER MESSERGEBNISSE MIT DEM SAM 200EX
7.3.1 Gesunde Hammer und Hammer bei Otitis media chronica

Es erfolgte ein Vergleich der akustischen Impedanzen der gesamten gesunden Hammer und
der Hammeranschnitte bei chronischer Otitis media, die bei einer Arbeitsfrequenz von
50 MHz bestimmt wurden. Diagramm 9 stellt die Verteilung der mittleren akustischen
Impedanz fir die verschiedenen Regionen der beiden Stichproben graphisch dar. Es liel3
sich ein nahezu statistisch signifikanter Unterschied der Impedanzmittelwerte zwischen den
gesunden Hammern (8,13 Mrayl) und den kranken Hammern (7,39 Mrayl) tber die gesamte
Schnittflaiche  nachweisen  (t-test, p=0,06). Hingegen unterschieden sich die
Impedanzmittelwerte der gesunden Hammer (8,23 Mrayl) und der kranken Hammer
(7,74 Mrayl) in der Region des Hammerkopfes signifikant (t-test, p=0,05). Auch in der Region
2 der gesunden (7,96 Mrayl) und kranken Hammer (7,29 Mrayl) unterschieden sich die
Werte der akustischen Impedanz statistich signifikant (t-test, p=0,007).
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Diagramm 9: Mittlere akustische Impedanz der Regionen der gesunden Hammer und der Hdmmer bei Otitis

media chronica mit Standardabweichung bei einer Arbeitsfrequenz von 50 MHz

7.3.2 Gesunde Ambosse und Ambosse bei Otitis media chronica

Es erfolgte ein Vergleich der akustischen Impedanzen der gesamten gesunden und
krankhaft veranderten Ambossschnitte, die bei einer Arbeitsfrequenz von 50 MHz ermittelt
wurden. Im Diagramm 10 ist die Verteilung der Impedanzwerte fur die verchiedenen

Regionen der beiden Stichproben graphisch veranschaulicht. Es bestand kein statistisch
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signifikanter Unterschied der Impedanzmittelwerte in der Region 1 der gesunden (7,9 Mrayl)
und der kranken Ambosse (7,41 Mrayl) (t-test, p=0,2). Ebenso unterschieden sich die
Impedanzmittelwerte der gesunden Ambosse (7,37 Mrayl) und der kranken Ambosse
(7,46 Mrayl) in der Region 2 nicht signifikant (t-test, p>0,7). Der Unterschied der akustischen
Impedanz Uber die gesamte Ambossschnittflache zwischen den gesunden Ambossen
(8,00 Mrayl) und den kranken Ambossen (7,45 Mrayl) war statistisch anndhernd signifikant
(t-test, p=0,07).

Standardabweichung |

9,00 -
8,00

7,00 ¢ I i b i
6,00 -
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00 : : : : :

Gesamt Gesamt Region 1 Region 1 Region 2 Region 2

gesund Otitis gesund Otitis gesund Otitis
media media media
chronica chronica chronica

2 g

Impedanz in Mrayl

Regionen der gesunden und kranken Ambosse

Diagramm 10:  Mittlere akustische Impedanz der Regionen von gesunden Ambossen und Ambossen bei

Otitis media chronica mit Standardabweichung bei einer Arbeitsfrequenz von 50 MHz

7.4 VERGLEICH DER MESSERGEBNISSE MIT DEM KSI SAM2000
7.4.1 Gesunde Hammer und Hammer bei Otitis media chronica

Es wurden die akustischen Impedanzen von allen kranken und gesunden Hammern
verglichen, die bei einer Arbeitsfrequenz von 200 MHz bestimmt wurden. Diagramm 11 zeigt
die Verteilung der Impedanzwerte fiir die definierten Regionen der beiden Stichproben. Es
fand sich kein statistisch signifikanter Unterschied der Impedanzmittelwerte Uber die
gesamte Hammerschnittfliche zwischen den gesunden Hammern (8,27 MRayl) und den
kranken (7,83 Mrayl), (t-test, p=0,33). Die akustische Impedanz der gesunden Hammer (8,09
Mrayl) und kranken Hammer (7,63 Mrayl) in der Region 2 zeigte ebenfalls keinen statistisch
signifikanten Unterschied (t-test, p=0,21) Die Impedanzmittelwerte in der Region 1 unter-

schieden sich hingegen statistisch signifikant (8,63 Mrayl bzw. 7,88 Mrayl) (t-test, p= 0,01).
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Diagramm 11:  Mittlere akustische Impedanz der Regionen von gesunden und krankhaft veranderten

Hammern mit Standardabweichung bei einer Arbeitsfrequenz von 200 MHz

7.4.2 Gesunde Ambosse und Ambosse bei Otitis media chronica

Es erfolgte der Vergleich der, bei einer Arbeitsfrequenz von 200 MHz ermittelten,
akustischen Impedanzen aller gesunden und kranken Ambossschnitte. Im Diagramm 12 ist
die Verteilung der akustischen Impedanz fiir die verschiedenen Ambossregionen der beiden
Stichproben graphisch dargestellt. Es wurde ein anndhernd statistisch signifikanter
Unterschied der akustischen Impedanz zwischen den gesunden Ambossen (8,37 Mrayl) und
kranken Ambossen (7,60 Mrayl) Uber die gesamte Schnittflache nachgewiesen (t-test,
p=0,08). Es unterschieden sich die akustischen Impedanzwerte in der Region 1 der
gesunden Ambosse (8,38 Mrayl) und der kranken Ambosse (7,27 Mrayl) statistisch
signifikant (t-test, p<0,05). Ein statistisch signifikanter Unterschied der Impedanzmittelwerte
der gesunden Ambosse (8,35 Mrayl) und der kranken Ambosse
(7,27 Mrayl) in der Region 2 bestand nicht (t-test, p=0,11).
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Diagramm 12:  Mittlere akustische Impedanz der Regionen von gesunden und krankhaft veranderten

Ambossen mit Standardabweichung bei einer Arbeitsfrequenz von 200 MHz

7.5 ERGEBNISSE DER AUFLICHTMIKROSKOPIE

Genau wie die Auflichtmikroskopie erlaubt die akustische Rastermikroskopie die optische

Darstellung von Gewebsstrukturen ohne Verwendung von Farbetechniken.
7.5.1 Gesunde Hammer und Hammer bei Otitis media chronica im Vergleich

Die Abb. 32 zeigt einen gesunden Hammeranschnitt einmal als auflichtmikroskopisches Bild
bei 10-facher VergréRerung und einmal als entsprechendes Ultraschallbild bei einer
Arbeitsfrequenz von 50 MHz. Die MaR3stébe beider Bilder sind gleich. Der Knochenrand ist
glatt und es sind alle charakteristischen Strukturen: Caput, Collum, Manubrium sowie die
entsprechenden Fortséatze zu sehen. Im Hammerkopf selbst ist neben Interglobularraumen
ein  Anschnitt der Markhohle zu sehen. Die gesamte Binnenstruktur weist keine
Inhomogenitaten im Sinne von Destruktionszonen auf. Die Unterscheidung der einzelnen
Zonen von Lamellen- und Geflechtknochen sowie die genaue Darstellung der Osteone ist bei

den verwendeten Auflésungen nicht méglich.
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Abb. 32: Auflichtmikroskopisches Bild (links) und Maximalwertbild bei 50 MHz (rechts) eines

gesunden Hammeranschnitts

Ein Beispiel eines auflicht- und ultraschallrastermikroskopisch (50 MHz) untersuchten
pathologisch verdnderten Hammers ist in der Abb. 33 dargestellt. Die MalRstabe beider
Abbildungen sind gleich. In beiden Bildern ist neben der stark zerstérten Knochentextur auch
die rauhe und arrodierte Knochenoberflache gut zu erkennen. Anatomische Charakteristika,
wie Hammerhals oder Hammerfortsatze kdnnen nur noch schwer identifiziert werden. Die

Darstellung der eigentlichen Cholesteatommatrix gelingt mittels beider Methoden nicht.
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Abb. 33: Auflichtmikroskopisches Bild (links) und Maximalwertbild bei 50 MHz (rechts)

eines Hammeranschnitts bei Otitis media chronica

Die auflichtmikroskopische Darstellung des Ausschnittes aus einem gesunden Hammerkopf
und das entsprechende Ultraschallrastermikroskopiebild gleichen Mal3stabes, aufgenommen
bei einer Arbeitsfrequenz von 200 MHz, zeigt die Abb. 34. In beiden Bildern ist eine
homogene Knochenstruktur ohne Erosionszonen zu sehen. Neben Interglobularrdumen
werden auch GefalRanschnitte abgebildet.
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Abb. 34: Auflichtmikroskopisches Bild (links) und Maximalwertbild bei 200 MHz (rechts)
eines gesunden Hammeranschnitts
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Die in der Abb. 35, bei gleichem Mal3stab, zur Darstellung kommenden auflicht- und
ultraschallrastermikroskopisch (200 MHz) aufgenommenen Bilder zeigen einen Ausschnitt
des Hammers eines Cholesteatompatienten. Beide zeigen eine grol3e Destruktionszone mit
vollig aufgeldster Knochenbinnenstruktur, Resorptionslakunen und erweiterten Havers'schen
Kanalen im Bereich des Hammergriffes, wobei Cholesteatommassen selbst nicht abgebildet

werden.
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Abb. 35: Auflichtmikroskopisches Bild (links) und Maximalwertbild bei 200 MHz (rechts)

eines Hammeranschnitts bei Otitis media chronica

7.5.2 Gesunde Ambosse und Ambosse bei Otitis media chronica im Vergleich

Die Abb. 36 zeigt den gesamten Anschnitt eines gesunden Ambosses: einmal in
auflichtmikroskopischer Darstellung bei einer 10-fachen VergréRerung und einmal in
ultraschallrastermikroskopischer Darstellung bei einer Frequenz von 50 MHz. Beide Bilder
veranschaulichen den typischen anatomischen Aufbau eines Ambosses mit intakter
Knochenoberflache und homogener Knochentextur bei gleichem Maf3stab. Bevorzugt aus
Lamellenknochen aufgebaute Bezirke (Crus longum) von (Uberwiegend aus
Strahnenknochen bestehenden Regionen (Corpus, Crus breve) zu unterscheiden, gelingt bei

beiden VergrélRerungen nicht.
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Abb. 36: Auflichtmikroskopisches Bild (links) und Maximalwertbild bei 50 MHz (rechts)
eines gesunden Ambossanschnitts

Die Abb. 37 veranschaulicht, dass sowohl auflichtmikroskopisch bei einer 10-fachen
VergréRerung als auch ultraschallmikroskopisch bei 50 MHz die typischen Veranderungen
des Ambosses eines Cholesteatompatienten dargestellt werden kénnen. Die MalRstébe
beider Bilder sind gleich. Zu sehen sind mehrere Destruktionszonen und ein arrodierter
Knochenrand. Das Crus longum ist verkirzt und das Crus breve kommt Uberhaupt nicht

mehr zur Darstellung. Die typischen Cholesteatomlamellen sind in beiden Abbildungen nicht
zu sehen.
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Abb. 37: Auflichtmikroskopisches Bild (links) und Maximalwertbild bei 50 MHz (rechts)
eines Ambossanschnitts bei Otitis media chronica
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Den typischen auflicht- und ultraschallrastermikroskopischen (200 MHz) Ausschnitt eines ge-
sunden langen Ambossfortsatzes verdeutlicht die Abb. 38. Die Mal3stabe beider Bilder sind
gleich. Neben einer intakten Knochenoberflache ist eine destruktionslose Knochenstruktur

mit zahlreichen GefalRanschnitten und Interglobularrdumen zu erkennen.
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Abb. 38: Auflichtmikroskopisches Bild (links) und Maximalwertbild bei 200 MHz(rechts)

eines gesunden Ambossanschnitts

Entsprechend zeigt die Abb. 39 das typische auflicht- und ultraschallmikroskopische
(200MHz) Bild eines Ambossauschnittes eines Patienten mit Cholesteatom bei gleichem
Mal3stab. Das Crus breve ist aufgrund des stark destruierten Knochens und des arrodierten
Knochenrandes kaum noch zu erkennen. Es fallen wieder groRe Resorptionslakunen auf.

Cholesteatommatrix kommt mit beiden Methoden nicht zur Darstellung.
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Abb. 39: Auflichtmikroskopisches Bild (links) und Maximalwertbild bei 200 MHz (rechts)

eines Ambossanschnitts bei Otitis media chronica
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8. Diskussion

8.1 EIGENE ERGEBNISSE IM ZUSAMMENHANG

Die Ultraschallrastermikroskopie (Synonym: akustische Rastermikroskopie, englisch:
scanning acoustic microscopy, SAM) im Reflexionsmodus zeigte sich in dieser Arbeit als ein
geeignetes Verfahren, die akustische Impedanz von Gehoérknéchelchen und ihre Anderung
bei entzindlichen Vorgangen im Mittelohr quantitativ zu bestimmen. Man unterscheidet
niederfrequente (1 — 100 MHz) von mittel- (100 — 400 MHz) und hochfrequenten (400 MHz —
2 GHz) akustischen Mikroskopen. In Abhangigkeit der verwendeten Arbeitsfrequenz gelingt
so die Abbildung oberflachlicher und oberflachennaher Strukturen in meso- und
mikroskopischen Dimensionen.

Die von Gaihede et al. [24] benutzte Frequenz (25 MHz) und die unter anderem in den
eigenen Untersuchungen verwendete Arbeitsfrequenz von 50 MHz erlaubt die Darstellung
des gesamten Gehdrkdchelchenanschnitts und damit einen ersten Eindruck Uber dessen
groben Aufbau. Gudziol [25] gelang es bei einer Frequenz von 900 MHz erstmals auch
mikroskopische Strukturen von Gehdrkndchelchen, wie Osteone mit dem Verfahren der
Ultraschallrastermikroskopie darzustellen. Die Arbeitsfrequenz von 50 MHz eignet sich zur
Darstellung mesoskopischer, nicht jedoch mikroskopischer Charakteristika der einzelnen
Ossikel. So kommen Fortsatze, Interglobularraume und Markhohlen gut, Bezirke von
Lamellen, Geflecht- oder Strahnenknochen nicht zur Darstellung. Auch die in der eigenen
Arbeit benutzte Arbeitsfrequenz von 200 MHz erlaubt noch keine exakte Darstellung
mikrozelluarer Strukturen, kommt ihnen aber mittels Abbildung von GefaRanschnitten,
Osteonen und den Lacunae ossea, in welchen sich die Knochenzellen (Osteozyten)
befinden, schon sehr nahe.

Erstmalig gelang in dieser Arbeit auch die bildliche Darstellung von entziindlichen Mittelohr-
prozessen bzw. deren Einfluss auf die Morphologie der knéchernen Strukturen des Mittel-
ohres mittels hochfrequenter Ultraschallwellen. Die Untersuchung wurde neben Ossikeln von
Patienten mit chronischer Otitis media mesotympanalis (6) Uberwiegend an Ossikeln von
Patienten mit chronischer Otitis media epitympanalis (26) durchgefiihrt. Wenn auch
Hauptmerkmal der Otitis media chronica epitympanalis, so ist doch beiden haufig eine
Unterbrechung der Schallleitungskette durch Arrosion der Gehoérknéchelchen gemein.
Herrscht bei zuletzt genannter Form der Otitis media chronica in der Literatur Einigkeit
bezlglich der Pathologie des Knochenabbaus, so stehen entsprechende Forschungen an
der mesotympanalen Form der chronischen Otitis media noch aus. Inwieweit der
Knochenabbau auch hier bedingt ist, durch die erhdhte biologische Aktivitat des
entziindlichen Gewebes mit vermehrter Chemotaxis und osteoklastarer Knochendestruktion,

bleibt offen. Vereinfachend bezieht sich die Arbeit im Folgenden daher auf die Otitis media
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chronica epitympanalis, das Cholesteatom. Untersucht wurden in der vorliegenden Arbeit nur
Hammer und Ambosse, da diese im Vergleich zum Stapes uberzufallig haufig vom
Knochenabbau betroffen sind und der Steigbtigel, wenn méglich, bei Tympanoplastiken zur
bessern Schallankopplung im Mittelohr belassen wird. Bei einer Arbeitsfrequenz von 50 MHz
konnten Ubersichtsabbildungen der intraoperativ gewonnen Hammer und Ambosse erstellt
werden. Diese wiesen sowohl auf3erlich als auch innerlich Spuren des cholesteatom-
bedingten Knochenabbaus auf. Es zeigte sich, wie schon mittels anderer
Untersuchungsverfahren (Rasterelektronenmikroskopie) [5] bestatigt, dass insbesondere die
Knochenfortsatze aufgrund ihres geringen Durchmessers, wie Crus longum und breve des
Ambosses oder Crus lateralis et anterior mallei, von der Knochendestruktion betroffen sind.
Die Arbeitsfrequenz von 200 MHz erlaubte noch keine Einblicke in die destruktiven
Veranderungen auf mikrozellularer Ebene, jedoch gelang hiermit die bildmorphologische
Darstellung erweiterter Havers'scher Kandle und daraus resultierende Aushéhlung der
Ossikel. Diese Beobachtung konnte bereits rasterlektronenmikroskopisch [5] gemacht
werden und lasst den Schluf® zu, dass der Knochenabbau nicht nur in direkter Nahe des
Cholesteatom vorkommt, sondern auch perivaskular in den Markrdumen der betroffenen
Gehdrknéchelchen stattfindet. Da in den vorgenommenen Untersuchungen versucht werden
musste, den Einfluss des Einbettungsmediums PMMA auf die Impedanzermittlung
weitestgehend zu reduzieren, indem durch eine elektronische Ausschlussmaske nur Signale
aus festen Knochenbezirken unter Ausschluss PMMA-gefilliter Zwischenrdaume mit
geringeren Signalintensitaten in die Berechnung der akustischen Impedanz eingingen,
gelang sowohl bei 50 MHz als auch bei 200 MHz keine Darstellung von Weichgeweben.
Damit lieR sich die Abbildung der charakteristischen Cholesteatomlamellen mit dem SAM-
Verfahren nicht realisieren.

Die Schnittbilder von Hammer und Amboss ohrgesunder Patienten wiesen bei einer 50 MHz
gualitativ und quantitativ ein inhomogenes Verteilungsmuster der akustischen Impedanz auf.
So findet man insbesondere in den Randbezirken von Hammerkopf und Ambosskorper
Bereiche hoherer Impedanz (akustische Impedanz >8 Mrayl). Arbeiten von Gudziol 1999 [25]
und Gaihede et al. 1997 [24] bestétigen diese Erkenntnisse bei ahnlichen Arbeitsfrequenzen.
Es gelang der Arbeitsgruppe um Gaihede 1997 neben den ersten makroskopischen
Darstellungen von Gehorknéchelchen auch der Nachweis inhomogen verteilter
Impedanzbezirke mittels akustischer Rastermikroskopie bei einer Frequenz von 25 MHz. In
der Literatur findet man viele systematische Untersuchungen Uber die qualitative und
guantitative anisotrope Verteilung der akustischen Impedanz in Lamellenknochen [20, 84].
Hingegen gibt es nur wenige Arbeiten zur quali- und quantitativen Bestimmung der
akustischen Impedanzverteilung in menschlichen Gehérkndchelchen. Gudziol bewies 1999

[25] in ihrer Arbeit erstmalig, dass auch bei hoheren Frequenzen (900 MHz) die
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Grauwertstufen und damit indirekt die akustische Impedanz in allen drei Gehtrkndchelchen
einer inhomogenen  Verteilung unterliegen.  Gehorkndchelchen  bestehen  aus
unterschiedlichen Gewebearten. Schon Wustrow beschreibt 1954 [44], dass sich unter dem
von einer dinnen Schleimhaut Uberzogenen Periost neben Geflecht-, auch Bezirke von
Lamellen- und Strahnenknochen sowie Inseln verkalkter Knorpelreste befinden. In diesem
anisotropen Aufbau vermutet man die Ursache fir das inhomogene Verteilungsmuster der
akustischen Impedanz. In der eigenen Arbeit wiesen die gesunden Hammer bei einer
Arbeitsfrequenz von 50 MHz mit 8,13 Mrayl die grof3te akustische Impedanz unter den
Gehorknochelchen auf. Die fur die gesunden Ambosse bei 50 MHz ermittelte mittlere
akustische Impedanz lag mit 8,00 Mrayl knapp darunter. Regionsbezogen fand sich im
Hammergriff mit 7,96 Mrayl eine niedrigere akustische Impedanz als im Hammerkopf mit
einer Impedanz von 8,23 Mrayl. Corpus und Crus breve des Ambosses wiesen bei einer
Arbeitsfrequenz von 50 MHz eine mittlere akustische Impedanz von 7,90 Mrayl auf.
Mit 7,37 Mrayl hatte der lange Ambossfortsatz eine geringere akustische Impedanz. Diese
Unterschiede waren, wie bereits 1999 durch Gudziol festgestellt, statistisch signifikant. Da es
in der Literatur an vergleichbaren Werten der akustischen Impedanz von menschlichen
Gehdrknéchelchen fehlt, kénnen nur Impedanzwerte anderer menschlicher Knochen zum
Vergleich herangezogen werden. So fanden Weiss et al. [85] bei einer Arbeitsfrequenz von
50 MHz &hnliche Impedanzwerte (7,69 + 0,18 Mrayl) an humanen Femurknochen.

Die akustische Impedanz ist eine von der Arbeitsfrequenz abgdngige GrbéRe. An den
untersuchten Gehdorkndchelchen lagen die bei 50 MHz ermittelten akustischen Impedanzen
zwischen 8,00 Mrayl und 8,13 Mrayl. Die mittlere akustische Impedanz, bestimmt bei
200 MHz, indessen bei 8,27 Mrayl bis 8,35 Mrayl. Vorangegangene Studien, wie von Gudziol
et al. [25], hingegen zeigten, dass sich bei hdheren Arbeitsfrequenzen (900 MHz) kleinere
Werte flur die akustische Impedanz (3-4 Mrayl) ergeben als bei niedrigeren Frequenzen
(25 MHz, 5-7 Mrayl). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt werden. Ein
mdglicher Grund kénnte ein, im Vergleich zu den hohen Frequenzunterschieden (25 MHz vs.
900 MHz) bei vorangegangenen Studien [25, 82] nur geringer Frequenzunterschied (50 MHz
vs. 200 MHz) in der aktuellen Arbeit sein. Nach Raum et al. [27] existiert vermutlich eine im
Knochen verursachte Schalldispersion, welche sich auf hochfrequente Wellen starker
auswirkt als auf Ultraschallwellen niedrigerer Frequenzen. Diese strukturbedingte Dispersion
der akustischen Impedanz kénnte die im Vergleich um den Faktor 1,5 bis 2 niedrigeren
Impedanzwerte bei geringeren Arbeitsfrequenzen erklaren. Rho et al. [86] zeigten, dass
hochfrequente Schallwellen (400 MHz bis 2 GHz) starker durch die beugenden
mikrostrukturellen Eigenschaften des Knochengewebes beeinflusst werden als mittel-
(100 bis 400 MHz) bis niederfrequente (1 bis 100 MHz) Ultraschallwellen, welche eher dem

Einfluss der Beugung an groben Gewebskomponenten, wie pordsen Einschliissen,
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unterliegen. Daher kann mit nieder- und mittelfrequentem Ultraschall nur in begrenztem
Umfang Informationen tber den Knochenfeinbau gewonnen und kaum Aussagen zu den
Materialeigenschaften auf mikrostruktureller Ebene getroffen werden. Erst mittels einer
Untersuchungsfrequenz von 900 MHz ist man in der Lage, die elasto-mechanischen
Eigenschaften von Knochengewebe auf Lamellenebene sensitiv zu erfassen.

In der Literatur sind noch keine Untersuchungen mittels Ultraschallmikroskopie an Gehor-
knochelchen von Patienten mit chronisch entziindlichen Mittelohrprozessen zu finden. In der
eigenen Arbeit gelang es durch Bestimmung der akustischen Impedanz an destruierten
Gehdorknochelchen einen Wert fur deren Weichheit und der damit verbundenen geringeren
mechanischen Stabilitdt anzugeben. Bei einer Arbeitsfrequenz von 50 MHz bzw. 200 MHz
wiesen die Hammer der Patienten mit chronischer Otitis media eine mittlere Impedanz von
7,39 bzw. 7,83 Mrayl auf. Die akustische Impedanz war dabei in dem von Destruktion am
haufigsten und stéarksten betroffenen Hammergriff und den feinen Hammerfortsétzen
niedriger (7,29 Mral bzw. 7,63 Mrayl) als im Hammerkopf (7,74 Mrayl bzw. 7,88 Mrayl).
Statistisch signifikant war dieser Unterschied jedoch nicht. In den Ambossen der Patienten
zeigte sich ein ahnliches Impedanzverhalten. Die mittlere akustische Impedanz der Ambosse
lag bei 7,45 Mrayl bzw. 7,60 Mrayl (50 MHz bzw. 200 MHz). Dabei waren Impedanzwerte
haufig in Regionen wie dem langen Ambossfortsatz zu finden, die erfahrungsgemaf zuerst
und am starksten dem Knochenabbau unterliegen. Ein statistisch signifikanter Unterschied
aber bestand zwischen den Regionen 1 und 2 nicht.

In den aktuellen Untersuchungen lie3 sich sowohl bei 50 MHz als auch bei héheren
Ultraschallfrequenzen (200 MHz) eine statistisch signifikant niedrigere akustische Impedanz
in den Schnitten der pathologisch verdnderten Hammer (8,13 Mrayl/ 7,39 Mrayl bzw.
8,27 Mrayl/7,29 Mrayl) und Ambosse (8,00 Mrayl/7,45 Mrayl bzw. 8,37 Mrayl/7,60 Mrayl)
verglichen mit den gesunden Proben nachweisen. So konnten niedrigere akustische
Impedanzwerte besonders in Regionen hoher Knochendestruktion, wie an der Ossikel-
oberflache und in den Resorptionslakunen, bestimmt werden. Diese Beobachtung unterstiitzt
die allseits anerkannte Theorie, dass im Rahmen des oberflachlichen Knochenabbaus
zunachst eine Auflosung der reguldren Kollagenstruktur durch Abbau der anorganischen
(mineralischen) Knochentextur stattfindet, ehe es zu einer Resorption des organischen
Materials (Kollagen) mit Ausbildung von Resorptionslakunen kommt [5, 87, 88]. Auch lieRen
sich in den erweiterten Havers'schen Kandlen Werte erniedrigter akustischer Impedanz
finden. Dies spricht fir eine von den Markhdéhlen ausgehende perivaskulare
Knochenresorption, was die Vermutung untermauert, dass der Knochenabbau im
Cholesteatom durch aus dem Blut stammende Zellen und Entziindungsmediatoren bedingt
ist [89]. Ahnliche Beobachtungen machten Grippaudo 1958 und Pollock 1959 [90, 91]. Sie

beschrieben Zeichen einer Osteomyelitis in Gehoérkndchelchen bei chronischer Otitis media.
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Die Ergebnisse lassen Rickschlisse auf die lokal veranderten Gewebseigenschaften in den
Gebieten der cholesteatombedingten Knochenresorption zu und korrelieren mit Ergebnissen
anderer Arbeiten [5, 92]. Die Beobachtungen erniedrigter akustischer Impedanzwerte in
Regionen starken Knochenabbaus sprechen gegen die Theorie der reinen Druckatrophie,
wie sie von Erdheim (1905) [78] und Grunwald (1910) [79] vertreten wurde und unterstitzen
die These des osteoklastaren Knochenabbaus in Rahmen des inflammatorischen Prozesses
[93]. Bislang findet sich in der Literatur kein Mal3 fur den verminderten Mineralisierungsgrad
und den sich daraus abzuleitenden Elastizitatsverlust der Ossikel. Nach den Ergebnissen der
eigenen Untersuchungen ergibt sich durch Bestimmung der akustischen Impedanz an
Gehorknochelchen bei chronischer Otitis media die Moglichkeit, einen objektiven Parameter
fur die lokal veranderten elastischen Gewebemerkmale zu erhalten. Die in der vorliegenden
Arbeit erfassten erniedrigten Impedanzwerte in Ossikeln im Cholesteatom und die
Beobachtung, dass insbesondere der lange Ambossfortsatz  primar vom
Knochenabbauprozess betroffen war, sind bedeutende Hinweise auf einen Verlust der
mechanischen Stabilitat der Ossikel selbst sowie der Ossikelkette. Hieraus ergibt sich eine
wichtige klinische Relevanz, denn die Beobachtungen korrelieren mit der klinischen
Erfahrung, dass bedingt durch die verminderte Steifigkeit der Ossikel im Cholesteatom sowie
durch die arrodierte Ossikelkette eine optimale Schallleitung nicht mehr gegeben ist.
Audiologische Befunde von Patienten mit chronischer Mittelohrentziindung, bei denen
insbesondere eine Schallleitungsschwerhdrigkeit diagnostiziert wurde, unterstiitzen diese

Ergebnisse.

8.2 VERGLEICH DER ANGEWENDETEN VERFAHREN

Die bildmorphologische Darstellung der meso- und mikroskopischen Veranderungen an
Ossikeln im chronischen Entziindungsgeschehen gelang bisher nur an histologischen
Schnitten mittels spezieller Farbetechniken oder rasterelektronenmikroskopisch. Um zu
zeigen, dass man auch mittels der hochfrequenten Ultraschallrastermikroskopie in der Lage
ist, die Morphologie der spezifischen pathologischen Abbauvorgange darzustellen, wurden in
der eigenen Arbeit alle Gehotrkntchelchen zunachst auflicht- und spater ultraschall-
rastermikroskopisch untersucht. In der Auflichtmikroskopie entsteht der Bildkontrast durch
Wechselwirkung des eingestrahlten Lichts mit dem Objekt. Anderungen der Amplituden, der
Phasen oder des Polarisationszustandes des Lichtes nach Wechselwirkung am Objekt
werden durch optische Hilfmittel in wahrnehmbare Amplitudendifferenzen Uberfihrt. Es
handelt sich also im Wesentlichen um eine Bildentstehung duch Amplitudenkontraste. Im
Gegensatz zur Auflichtmikroskopie entsteht das sogenannte Maximalwertbild in der

akustischen Rastermikroskopie durch die lokalen Differenzen der Steifigkeit des Objektes.
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Jedem Bildpunkt wird entsprechend der lokalen elasto-mechanischen Eigenschaften eine
der 64 Graustufen zugewiesen. Somit liefert dieses Verfahren im Unterschied zur
Auflichtmikroskopie neben Aussagen Uber bildmorphologische Charakteristika der lokalen
Gewebestrukturen auch Angaben uber deren elasto-mechanische Eigenschaften. Unter
Anwendung bildverarbeitender Software wurden in der jeweiligen Vergrol3erung des
auflichtmikroskopischen Bildes sowie dem entsprechenden Ausschnitt des Ultraschallbildes
ein Raster definierter Abstande positioniert und charakteristische anatomische Strukturen
bzw. typische Resorptionszonen markiert. So konnten diese eindeutig einander zugeordnet
werden. Die fur den Knochenabbau im Cholesteatom typischen arrodierten Knochenfortsatze
kamen sowohl im auflichtmikroskopischen Bild als auch im ultraschallrastermikroskopischen
Bild genauso zur Darstellung wie die erweiterten Havers'schen Kanale und
Resorptionslakunen. Damit konnte gezeigt werden, dass die Ultraschallmikroskopie ein der
Lichtmikroskopie gleichwertiges Verfahren zur bildlichen Darstellung von biologischen
Gewebeverbanden an der Knochenoberflache und an oberflachennahen Strukturen ist und
zusatzlich die Moglichkeit bietet, Aussagen Uber deren elasto-mechanische Eigenschaften
zu treffen. Durch die Mdoglichkeit, die akustische Impedanz in definierten
Untersuchungsarealen, anatomischen Leitstrukturen oder Knochenab- und -umbauregionen
gezielt und systematisch erfassen zu kdnnen, erhalt man genaue Erkenntnisse Uber die
dortigen elasto-mechanischen Gewebeeigenschaften. Dies ist insbesondere in Regionen

pathologisch veranderter Knochentextur interessant.

8.3 METHODIK

Da hoherfrequente Schallwellen im Knochengewebe einer zu starken Abschwéachung
unterliegen und die zur Linse reflektierten Signale aus tiefergelegenen Knochenregionen
daher energetisch zu gering sind, um einen verwertbaren elektrischen Spannungsimpuls am
ZnO-Wandler zu erzeugen, ist die akustische Rastermikroskopie in Reflexion nicht geeignet,
tief unter der Knochenoberflache befindliche Areale zu untersuchen. Das Phanomen, dass
Ultraschall an der Oberflache von Feststoffen neben den reflektierten Wellenbindeln auch
transversal verlaufende Scherwellen, die sogenannten Rayleigh-Wellen, welche das
reflektierte Hauptsignal beeinflussen, erzeugt, kann nach Gardner et al. [94] fir Messungen
an Knochengewebe vernachlassigt werden. Durch die Eigenschaften der in der eigenen
Untersuchungsreihe verwendeten Linse wird der kritische Einschallwinkel zur Erzeugung von
Rayleigh-Wellen nicht erreicht. In der Literatur werden auch Kompressionswellen beschrie-
ben, welche sich transversal an der Probenoberflache ausbreiten, sobald ein gewisser
kritischer Einschallwinkel tberschritten wird. Deshalb wurden die Proben der aktuellen Mess-

reihe nur in Normalrichtung zur Probenoberflache untersucht. Hierdurch wurde gewahrleistet,
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dass der genannte kritische Einschallwinkel zur Erzeugung von Kompressionswellen nicht
Uberschritten wurde und diese daher unbertcksichtigt bleiben konnten.

Die Untersuchungen erfolgten zum einen an in PMMA eingebetteten postmortal gewonnen
Gehorknochelchen, welche anamnestisch und dem lichtmikroskopischen Eindruck nach
gesund waren. Zum anderen wurden Messungen an intraoperativ erworbenen Ossikeln von
Cholesteatom-Patienten nach deren Einbettung in PMMA vorgenommen. Dass die
Einbettung in PMMA und die dafir vorher notwendige Entwasserung der Préparate die
elastischen Eigenschaften von Geweben und damit die akustische Impedanz verandern bzw.
beeinflussen kann, wurde bereits in einigen Studien nachgewiesen. So konnten
Zimmermann et al. an eingebetteten Rinderknochen [95] zeigen, dass die Abwesenheit des
interstitiellen Wassers nach Dehydrierung in Alkohol eine Impedanzerh6hung um ca. 5% im
Vergleich zu nativen Knochenproben bewirkt. Um den Einfluss von PMMA auf die
Bestimmung der akustischen Impedanz zu minimieren, wurden in den eigenen Analysen
mittels einer elektronischen Ausschlussmaske die Reflexionssignale aus PMMA-Regionen
selektiv erfasst und von den drtlichen V(z)-Signalen digital subtrahiert. Dadurch wurde
garantiert, dass nur Signalanteile aus Knochengewebe in die Impedanzermittlung eingingen.
Da im PMMA im Vergleich zu Knochen durchschnittlich geringere Impedanzen vorliegen,
erbrachte die Verwendung der Ausschlussmaske héhere Signalintensitéaten flr das selektive
Reflexions-signal in Knochenarealen und damit héhere Werte fir die akustische Impedanz
als in Kombination mit PMMA-Arealen. Die Einbettung der winzigen Gehérkndchelchen in
PMMA ist bis zum jetzigen Zeitpunkt leider die einzige Mdglichkeit, um die fur die
hochfrequente Ultraschallrastermikroskopie erforderlichen plan geschliffenen und glatt
polierten Probenoberflachen zu erreichen. Ziel muss es daher sein, Praparationsverfahren
zu entwickeln, welche Ultraschallmessungen an Gehdrkndchelchen in vivo ermdglichen.

In den eigenen Untersuchungen kam zum Ausgleich von Stéreinflissen unter anderem ein
vom der Q-Bam-Group erarbeitetes Signalverarbeitungsprogramm (Multi-Layer-Analysis) zur
Anwendung. Wahrend des mechanischen Bearbeitungsprozesses lafdt sich eine gewisse
Oberflachenrauhigkeit nicht vollstandig vermeiden und eine exakte Planparallelitdt nicht
immer erreichen. So werden harte und weiche Gewebebestandteile starker bzw. schwécher
aus dem Proben-Einbettungsmediumverbund gerissen, was zu Unterschieden im
Oberflachenrelief fuhrt. Das Multi-Layer-Verfahren erfasst die Oberflachentopographie und
garantiert, dass nur Signalanteile in die Berechnungen eingehen, die bis zu einem
Toleranzwinkel von maximal 10% zur Orthogonalen auf die Objektflache eintreffen. Durch
Begrenzung der Bildschirm-Kontrasttiefe auf 64 Grauwertstufen koénnen sehr kleine
Ungleichheiten im Probenmaterial nicht als Signalunterschiede des V(z)-Signals
wahrgenommen und abgebildet werden. Dies bedingt den falschen Eindruck einer hoheren

Homogenitat der elasto-mechanischen Probeeigenschaften. Luftblasen im Kopplungs-
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medium fiihren zu einer Totalreflexion des Strahlenbiindels mit der Folge, dass diese nicht
mehr zur Signalgebung herangezogen werden. Um diesen Fehler zu minimieren, wurde in
der aktuellen MefRreihe nur bidestilliertes, entgastes Wasser verwendet. Die denkbaren
Auswirkungen von Temperaturschwankungen wéahrend den Messungen wurden durch
Verwendung eines beheizbaren Wassertanks und damit Wasser einer konstanten
Temperatur verhindert. Ungenaue Signalamplituden und daraus resultierende verféalschte
Impedanzwerte sind bedingt durch Storsignale, welche durch mehrfache Schallwellen-
reflexion innerhalb der Linse entstehen (Binnenechos), mit dem eigentlichen Probensignal

interferrieren und diese Uberlagern.

8.4 KLINISCHE RELEVANZ

Statistisch verwertbare Aussagen Uber einen mdglichen Einfluss des Alters auf die akus-
tische Impedanz der Gehdrkndchelchen konnten in den vorliegenden Untersuchungen auf-
grund der geringen Fallzahlen nicht getroffen werden. Ambarda und Ferris [96] stellten in
ihren Messungen an kortikalen Rinder- und Schafknochen eine Erhéhung der Steifigkeit des
Knochengewebes mit zunehmendem Alter fest. Man erklart sich diese Abnahme der
Elastizitat des Knochens durch einen sukzessiven Ersatz der Kollagentextur durch amorphes
Gewebe [25]. Ob das Alter einen statistisch signifikanten Einfluss auf die elasto-
mechanischen Eigenschaften von Gehoérknéchelchen hat, miusste in kommenden Studien
untersucht werden.

Basierend auf den vorliegenden in vitro Impedanzmessungen an Sektionsfallen ohne
otologische Vorerkrankungen und Op-Praparaten von Patienten mit chronischer
Mittelohrentziindung richtet sich das Interesse zukunftiger Arbeiten auf Untersuchungen
vitaler, in situ befindlicher normaler und pathologisch veranderter Gehérkndchelchen. Hierzu
wird es erforderlich sein, geeignete Praparationsverfahren zu entwickeln, welche zum einen
den Anforderungen der Ultraschallrastermikroskopie gerecht werden und zum anderen die
ultraschallrastermikroskopische Darstellung von Hart- und Weichgewebe nebeneinander
ermdglichen. So ware es denkbar, dass kunftig auch die fur das Cholesteatom typischen
Cholesteatomlamellen und die Knochen-Cholesteatom-Grenzzonen mittels der akustischen
Rastermikroskopie genauer analysiert werden konnten. Ein Problem der bisherigen
Probenpraparation liegt in der durch die mechanische Bearbeitung bevorzugten Abtragung
weicher Materialien. Leicht et al. gelang [26] es in ihren Untersuchungen an Operations-
resektaten menschlicher Tibiaplateaus Préaparationsschritte zu entwickeln, die es erstmalig
ermdglichten, Knorpel- und Kochengewebe gemeinsam in einem Praparat und unter in vivo
Bedingungen mittels niederfrequenter Ultraschallwellen zu untersuchen. Messungen bei

hoheren Frequenzen scheiterten aber auch hier daran, dass sich die Proben nicht
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ausreichend gut préaparieren liel3en. Das von der orthopadisch orientierten Arbeitsgruppe um
Leicht angewendete Préparationsverfahren kann bisher zur Bearbeitung der filigranen
Gehoérknéchelchen  nicht  herangezogen werden. Winschenswert wéren daher
Weiterentwicklungen auf der Basis der bisher zur Anwendung kommenden in vivo
Praparationstechniken.

Elektronenrastermikroskopische Untersuchungen an Ossikeln im Cholesteatom konnten
bereits erste Aufschliisse uber die vorherrschenden Knochenabbauvorgange erbringen. So
konnte durch Darstellung von erhohter Osteoklastenaktivitat in Resorptionslakunen die
bisherige These des allein auf Druckatrophie beruhenden Knochenabaus widerlegt werden.
Es ist denkbar, dass auch die Ultraschallrastermikroskopie fur die Beurteilung der
mikrostrukturellen Veranderungen in der an die Cholesteatomlamellen grenzenden Knochen-
textur zu nutzen. Hierzu sind jedoch hohere Arbeitsfrequenzen als in der vorliegenden Arbeit
erforderlich, da mittels Frequenzen bis 200 MHz nur die grobe Darstellung von Osteonen,
den umgebenden Lamellen und Lacunae osseae gelingt. Osteozyten oder Osteoklasten
selbst konnten nicht dargestellt werden. Untersuchungsreihen an gesunden humanen
Femura bei 900 MHz [82] konnten zeigen, dass das laterale Auflosungsvermdgen des
angewendeten akustischen Systems ausreicht, die Mikrostruktur von kortikalem Knochen,
einschliellich einzelner Osteonlamellen der GroRenordnung von 1-10 um und Osteozyten
abzubilden. Es ware daher vorstellbar, dass es auch unter Anwendung der héherfrequenten
Ultraschallmikroskopie ab 900 MHz durch Abbildung von Osteoklasten und zerstdrten
Kollagenfibrillen gelingt, den osteoklastdren Knochenabbau im Cholesteatom darzustellen
und seine Auswirkung auf die mechanischen Eigenschaften der mikroskopischen
Aufbaukomponenten der Knochentextur zu untersuchen.

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit der akustischen Rastermikroskopie ist die
Untersuchung der Wirkungsweise von Knochenresorptionsinhibitoren auf den osteoklastaren
Knochenabbau im Cholesteatom. In der Literatur findet man Untersuchungen mit den
unterschiedlichsten Substanzen. Ebmeyer [5] und andere Forschungsgruppen [92]
untersuchten in ihren Arbeiten die Auswirkung von Zoledronat und Calzitonin auf die
Knochenabbauvorgdnge in Gehorkndochelchen mit Cholesteatom. Zoledronat, ein
Biphosphonat der dritten Generation, bewirkt nachweislich durch Induktion von Apoptose
eine Hemmung der Osteoklastengenese und fiihrt sowohl in Zellkulturen als auch in
Tiermodellen zu einer signifikant reduzierten Knochenresorption. Andere Untersuchungen
konnten zeigen, dass humanes Calzitonin in vitro eine dosisabhangige direkte Hemmung der
Resorptionsfahigkeit der Osteoklasten bewirkt. Es existieren bereits ausfiihrliche Daten zur
Anwendung des Polypeptidhormons Calzitonin im Rahmen der Osteoporosetherapie [97]
und die Ergebnisse der elektonenrastermikroskopischen Untersuchungen der Arbeits-

gruppen um Ebmeyer [5] und Aschenbrenner [92] deuten darauf hin, dass die Behandlung
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mit Zoledronat und Calzitonin, lokal oder systemisch, einzeln oder auch in Kombination
durchaus einen Stellenwert in der adjuvanten Therapie des Cholesteatoms neben der
Chirurgie haben konnte. Weiterfihrende Studien sollten sich mit dieser Moglichkeit
auseinandersetzen. Ergebnisse zur Langzeitbehandlung mit Calzitonin oder Zoledronat und
insbesondere Aussagen bezuglich méglicher nachhaltiger Auswirkungen auf den gesamten
Knochenstoffwechsel und anderer unerwiinschter Nebenwirkungen stehen noch aus, so
dass die chirurgische Therapie nach wie vor in jedem Fall indiziert ist. Es ist durchaus
denkbar, dass die Anwendung der hochfrequenten Ultraschallrastermikroskopie ebenfalls
von grolRer Bedeutung fiir die Grundlagenforschung auf diesem Gebiet sein koénnte.

In der ohrsanierenden Cholesteatom-Chirurgie werden seit mehr als 30 Jahren neben Pro-
thesen auch autologe Gehodrkndchelchen zur Ossikelkettenrekonstruktion verwendet. Dies
wird jedoch in der Literatur kontrovers diskutiert. Miman et al. [98] flhrten histopathologische
Untersuchungen an Gehorknéchelchen durch, nachdem diese sowohl makroskopisch als
auch mikroskopisch mittels Autoklavverfahren von adharenten Cholesteatomgewebe befreit
wurden. Hiernach lieBen sich an der Gehdrkndchelchenoberflache keine neuen Entzin-
dungsherde oder Cholesteatomlamellen finden, so dass man zu dem Schluf3 kam, dass die
Autoklavierung von autologen Ossikeln vor einer Ossikuloplastik eine verlassliche Methode
darstellt. Peng et al. [99] hingegen wiesen 1994 mit immunhistopathologischen Unter-
suchungen an 149 Gehotrknéchelchen von Patienten mit chronischer Mittelohrentziindung
nach, dass es nicht nur an der Ossikeloberflache, sondern auch in seinem Inneren selbst zu
entziindungsbedingten Knochenabbauvorgéangen kommt und vertreten daher die Meinung,
dass &auRerlich von Cholesteatommatrix befreite autologe Ossikel nicht zur
rekonstruierenden Chirurgie verwendet werden sollten. Diese Ansicht teilen auch Frese et al.
[100]. Sie untersuchten autologe Ossikelimplantate, welche im Rahmen von
Revisionsoperationen entfernt wurden (durchschnittliche Verweildauer von 12 Jahren),
hinsichtlich der Existenz vitaler Zellen, Entzindungszellen und Knochenresorptionszonen.
So fanden sie in mehr als der Halfte der Proben, sogar bei klinisch unauffalligen Ohren,
neben einer Lymphozyteninfiltration auch Zeichen des Knochenabbaus. Bis heute gelten die
Gehorknochelchen als cholesteatomfrei, welche aus Sicht des Operateurs keine
Cholesteatomlamellen aufweisen und augenscheinlich frei von Knochenarrosion sind. Auch
spielten ihre eventuell krankheitsbedingt veranderten elasto-mechanischen Eigenschaften
bisher keine Rolle. Interessant ware hier neben dem bildmorphologischen Nachweis von
Resorptionslakunen und erhdhter Osteoklastenaktivitat an den fir die Kettenrekonstruktion in
Betracht kommenden Gehdrkndchelchenfragmenten auch die Bestimmung der akustischen
Impedanz als Materialparameter zur Wiederherstellung eines optimalen Schallleitungs-
geflges. Zum jetzigen Zeitpunkt ist dies jedoch intraoperativ noch nicht praktisch umsetzbar.

Hierzu ware die Entwicklung sehr kleiner hochfrequenter Ultraschallsonden erforderlich und
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es mufdten Losungen fur eine optimale Schallankopplung gefunden werden.

Es ist vorstellbar, die akustische Rastermikroskopie zur Beurteilung anderer pathologischer
Mittelohrprozesse heranzuziehen. Bei der Otosklerose, einer seltenen stadienhaft ablaufen-
den Erkrankung des Mittel- und auch Innenohres, welche in erster Linie Frauen der weif3en
Bevolkerung im Alter zwischen 20 und 40 Jahren betrifft, kommt es durch einen otospongio-
tischen Umbau der kndchernen Labyrinthkapsel zu einer langsam progredienten Schalllei-
tungsschwerhorigkeit und mitunter auch Schallempfindungsschwerhérigkeit. Topographisch
gesehen konnen otosklerotische Umbauherde an jeder Stelle des knéchernen Labyrinths
vorkommen. Haufigstes Phanomen ist die sog. Stapesankylose, eine zunehmende Fixierung
der SteigbugelfuBplatte im ovalen Fenster und eine dadurch bedingte Behinderung der
Schallweiterleitung zum Innenohr. Hier vermutet man einen ,Locus minoris resistentiae“, da
in dieser Region uberzufallig hdufig hochvaskularisierte otosklerotische Herde zu finden sind
[101]. Viele Ursachen wurden diskutiert. So kommen Vererbung, Autoimmunerkrankungen
[102], Stoffwechselerkrankungen, eine lokalisierte Osteogenesis imperfecta, eine Infektion
(Masern, [103]) oder hormonelle Einflisse in Frage. Es ist bekannt, dass die phasenweise
verlaufenden kndchernen Veranderungen bereits viele Jahre vor Auftreten der klinischen
Symptomatik (progredienter Horverlust, Tinnitus...) beginnen. Helms [104] beschreibt 1994
vier Otosklerose-Stadien und die entsprechenden histologischen Merkmale. Der
urspriingliche Geflechtknochen der Labyrinthkapsel wird durch unreifen Geflechtknochen mit
ungeordnet verlaufenden Kollagenfasern ersetzt (Spongiosierung). Hieran schlief3t sich ein
osteoklastarer Abbau des spongiosen Geflechtknochens, welcher durch unregelméaRtigen
Lamellenknochen ersetzt wird. Interessant ware hier, ob die knéchernen Umbauprozesse mit
einer Anderung der Knochelchensteifigkeit einhergehen und sich diese in einer Veranderung
der akustischen Impedanz des Stapes widerspiegeln lassen. Hierzu sind jedoch zunachst
vergleichende Impedanzmessungen an gesunden Steigbiigeln und an Steigbligeln, welche
bei der Stapedektomie (neben der Stapedotomie bis heute die Methode der ersten Wahl in

der Otosklerosechirurgie, enthommen werden) erforderlich.
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9. Schlussfolgerungen

Ziel dieser Arbeit war es, strukturelle und elasto-mechanische Veranderungen, die durch
chronische Entziindungsprozesse des Mittelohres, wie dem Cholesteatom, an den Gehor-
knochelchen entstehen, mit der Ultraschallrastermikroskopie zu beschreiben und sie mit
anerkannten Verfahren, wie der Auflichtmikroskopie, zu vergleichen.

Die eigenen Untersuchungen konnten zeigen, dass die akustische Rastermikroskopie ein
zweckmaRiges Verfahren ist, gesunde und pathologisch veré&nderte Knochenstrukturen
humaner Gehdrknoéchelchen ohne Anwendung von Farbetechniken bildlich darzustellen.
Charakteristische und aus anerkannten Verfahren wie der Lichtmikroskopie bekannte
Merkmale der Knochenresorptionsvorgange im Cholesteatom konnten mit dem angewen-
deten Ultraschallverfahren qualitativ erfasst werden. Ferner ergibt sich die Moglichkeit, die
akustische Impedanz als KenngroR3e der lokalen elasto-mechanischen Eigenschaften an der
Knochenschnittflache zu bestimmen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es durch Untersuchungen mit der akus-
tischen Rastermikroskopie mdglich ist, objektive und vergleichbare Parameter zu erfassen,
die die mechanischen Eigenschaften des Knochenverbundes reprasentieren und damit den
bis heute subjektiven Beurteilungen cholesteatombedingter Verdnderungen der Ossikel
durch den Operateur Uberlegen sind. Es wére also denkbar, dass sich das SAM-Verfahren
als ein geeignetes Melverfahren etabliert, wenn aus histologischen Proben (z.B. Biopsien)
zusatzlich mechanische Informationen gewonnen und quantifiziert werden sollen. Die
Anwendung von hochfrequentem Ultraschall kénnte eine objektive Beurteilung der elasto-
mechanischen Eigenschaften, der als autologes Prothesenmaterial zur Kettenrekonstruktion
dienenden, operativ nicht entfernten Gehdorknéchelchenfragmente, erlauben. Hierdurch
wirde erreicht werden, dass nur Ossikelreste zur Rekonstruktion verwendet werden, welche
sowohl bezlglich ihrer strukturellen als auch bezlglich ihrer elasto-mechanischen
Eigenschaften als cholesteatomfrei eingestuft werden.

Es ist auBerdem denkbar, dass die ermittelten akustischen Impedanzen als Materialpara-
meter zur Weiterentwicklung bestehender und Entwicklung neuer optimaler Prothesen fir die
rekonstruktive Mittelohrchirugie herangezogen werden kdénnen.

In kiinftigen Studien kdnnte die akustische Rastermikroskopie zur Beurteilung anderer patho-
logischer Mittelohrprozesse genutzt werden. So kommt es bei der Otosklerose ebenfalls zu
morphologischen und funktionellen Veranderungen an der Ossikelkette. Die Bestimmung
lokaler Elastizitatsunterschiede im Vergleich zu gesundem Knochengewebe kodnnte
Aufschluss tber die mechanischen Veranderungen des Gewebeverbundes und der mikros-

kopischen Knochenkomponenten infolge des otosklerotischen Umbauprozesses geben.
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10. Zusammenfassung

Unter Verwendung nieder-, mittel- und hochfrequenter fokussierter, gepulster
Ultraschallwellen im Reflexionsmodus ermdéglicht das hochauflosende Verfahren der
Scanning Acoustic Microscopy die bildliche Darstellung von Gehoérknéchelchengewebe ohne
Einsatz von Féarbetechniken. Dartber hinaus gelingt durch Berechnung akustischer
MeRRgrolRen (akustische Impedanz) an humanen Gehdrkndchelchen die Ableitung lokaler
elasto-mechanischer Materialparameter. Die Anwendung hochfrequenter Schallwellen
bedingt eine hohe Schalldampfung, so dass ausschliel3lich Aussagen Uber die elastischen
Merkmale an der Probenschnittflache und in oberflachennahen Regionen getroffen werden
koénnen.

Wichtige Voraussetzung fur die Messungen an den akustischen Rastermikroskopen
SAM200Ex und KSI SAM2000 der Firma Kramer Scientific Instruments (Herborn,
Deutschland) war die Herstellung glatter und planparalleler Probenoberflachen. Dazu wurden
die Gehorknochelchen der vorliegenden Untersuchungsreihen nach Einbettung in PMMA
geschliffen und anschlielend mit Diamantpaste der Kornungen 1 pm und 0,25 pm poliert.
Die fur die hochauflosenden Mikroskope zur Verfligung stehende Multi-Layer-Analyse
erlaubt durch Bericksichtigung topographischer Einflisse bei den Messungen auch eine
guantitative Auswertung der akutischen Impedanz an leichtgradig geneigten oder rauhen
Oberflachen.

Bedingt durch die Schallfeldparameter der zur Anwendung kommenden Ultraschallwandler
(50 MHz und 200 MHz), lieRen sich in den eigenen Untersuchungsreihen Aussagen Uber die
mechanischen Eigenschaften des Knochenverbundes treffen. Die Ableitung der elastischen
Eigenschaften der mikroskopischen Gewebekomponenten (Osteone, Lamellen) gelingt bei
den angewandten Arbeitsfrequenzen nicht.

In den Schnittbildern von Hammer und Amboss ohrgesunder Patienten lie3 sich bei einer
Arbeitsfrequenz von 50 MHz ein inhomogenes Verteilungsmuster der akustischen Impedanz,
bedingt durch den anisotropen Aufbau des Knochengewebes, feststellen. So findet man
insbesondere in den Randbezirken von Hammerkopf und Ambosskdrper Bereiche héherer
Impedanz (>8 Mrayl). Diese Erkenntnisse bestatigen die Untersuchungsergebnisse von
Gudziol 1999 [25] und Gaihede et al. 1997 [24] bei ahnlichen Arbeitsfrequenzen. Von den
gesunden Gehorkndchelchen wiesen die mit 50 MHz untersuchten Ambosse mit 8,00 Mrayl
die niedrigste akustische Impedanz auf. Die akustische Impedanz der untersuchten Hammer
lag mit 8,13 Mrayl knapp dariber. Im Hammergriff war mit 7,98 Mrayl eine niedrigere
akustische Impedanz als im Hammerkopf (8,23 Mrayl) zu beobachten. Dieser Unterschied
war statistisch signifikant. Mit 7,37 Mrayl hatte der lange Ambossfortsatz bei 50 MHz eine

statistisch signifikant geringere akustische Impedanz als Corpus und Crus breve mit
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Impedanzwerten von 7,90 Mrayl. Die bei 200 MHz an den gesunden Ossikeln bestimmten
akustischen Impedanzen lagen zwischen 8,27 Mrayl (Hammer) und 8,35 Mrayl (Ambosse).
Hier liel3 sich kein statistisch signifikanter Unterschied fir die ermittelten Impedanzwerte in
den einzelnen Regionen feststellen.

Die Schnitthilder der pathologisch veréanderten Hammer (8,13 Mrayl/ 7,39 Mrayl bzw.
8,27 Mrayl/7,83 Mrayl) und Ambosse (8,00 Mrayl/7,45 Mrayl bzw. 8,37 Mrayl/7,60 Mrayl)
zeigten, verglichen mit den gesunden Proben sowohl bei 50 MHz als auch bei 200 MHz eine
anndhernd statistisch signifikant niedrigere akustische Impedanz Uber die gesamte
Ossikelschnittflache. Des Weiteren liel3 sich eine signifikant geringere akustische Impedanz
in der Region 1 der Gehodrknochelchen feststellen. Eine aufschlussreiche Beobachtung war,
dass speziell in Regionen hoher Knochendestruktion Werte niedrigerer Impedanz zu
bestimmen waren. So konnten niedrigere akustische Impedanzwerte besonders in dem am
haufigsten vom Knochenabbau betroffenen langen Ambossfortsatz sowie an der
Ossikeloberflache und in den Resorptionslakunen festgestellt werden. Damit gelang es in der
eigenen Arbeit, einen akustischen Parameter anzugeben, mit dem sich eine verminderte
Kndchelchensteifigkeit der Ossikel bei chronischer Otitis media ableiten l1aRt. Denkbar wéare
es, die akustische Impedanz bzw. ihre Anderung als mikrostrukturellen Krankheitsindikator
bei chronischen Mittelohrentziindungen heranzuziehen.

Kinftig sind weiterflihrende Analysen an einem umfangreicheren Patientenkollektiv
notwendig, um die die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zu validieren. Die Erkenntnisse
der eigenen Untersuchungen zeigen das besondere Vermogen der hochauflésenden
Ultraschalltechnologie zur qualitativen und quantitativen Charakterisierung pathologischer
Knochenumbauprozesse an Gehorkndchelchen von Patienten mit  chronischen

Mittelohrentziindungen auf.
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12. Anhang
12.1 MESSWERTE SAM200 EX
12.1.1 Ambosse und Hammer (gesund)

Tab. 1: Akustische Impedanz (Mittelwerte) bei 50 MHz (gesunde Ambosse und Hammer)

Impedanz in Mrayl

Préparat Frequenz |Region (Mittelwert)
gesamt 8,00+0,41
gesunde Ambosse 50 MHz Region 1 7,90+0,66
Region 2 7,37+0,97
gesamt 8,13+0,42
gesunde Hammer 50 MHz Region 1 8,23+0,39
Region 2 7,961£0,51

12.1.2 Ambosse und Hammer (Otitis media chronica)

Tab. 2: Akustische Impedanz (Mittelwerte) bei 50 MHz (Ambosse und Hammer bei Otitis media

chronica)
Impedanz in Mrayl

Préparat Frequenz |Region (Mittelwert)
gesamt 7,45%+0,47
Ambosse bei Otitis media chronica 50 MHz Region 1 7,41+0,57
Region 2 7,4610,57
gesamt 7,39+0,57
Hammer bei Otitis media chronica 50 MHz Region 1 7,74+0,67
Region 2 7,29+0,39




12. Anhang

12.2 MESSWERTE KSI SAM2000
12.2.1 Ambosse und Hammer (gesund)

Tab. 3: Akustische Impedanz (Mittelwerte) bei 200 MHz (gesunde Ambosse und Hammer)

Impedanz in Mrayl

Praparat Frequenz |Region (Mittelwert)
gesamt 8,37+1,12
gesunde Ambosse 200 MHz Region 1 8,38+1,18
Region 2 8,35+1,20
gesamt 8,27+1,06
gesunde Hammer 200 MHz Region 1 8,63+1,25
Region 2 8,09+1,10

12.2.2 Ambosse und Hammer (Otitis media chronica)

Tab. 4: Akustische Impedanz (Mittelwerte) bei 200 MHz (Ambosse und Hammer bei Otitis media

chronica)

Impedanz in Mrayl

Préaparat Frequenz |Region (Mittelwert)
gesamt 7,60+1,13
Ambosse bei Otitis media chronica 200 MHz Region 1 7,27+1,20
Region 2 7,65%1,45
gesamt 7,83%+1,18
Hammer bei Otitis media chronica 200 MHz Region 1 7,88%1,24
Region 2 7,63+1,07
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13. Thesen

1. Die Ultraschallrastermikroskopie (Synonym: akustische Rastermikroskopie, englisch:
scanning acoustic microscopy, SAM) ist ein hochauflosendes bildgebendes
Verfahren, mit dem die Bestimmung der akustischen Impedanz als elasto-
mechanischen Gewebeparameter in Schnitten humaner Gehdrkndchelchen im

Matrixverbund und auf mikrostruktureller Ebene gelingt.

2. Die Ultraschallmikroskopie ist hinsichtlich der Auflésung ein der Auflichtmikroskopie
gleichwertiges Verfahren zur bildlichen Darstellung von biologischen Gewebegefiigen
an Praparatoberflachen und oberflachennahen Strukturen. Zusatzlich erlaubt sie

guantitative Aussagen Uber das Verteilungsmuster der akustischen Impedanz.

3. Bisher beschéftigen sich nur einzelne Forschungsgruppen mit mittel- und hoch-
frequenten Ultraschalluntersuchungen an gesunden humanen Gehdrkndchelchen.
Anhand der eigenen Messreihen an gesunden und arrodierten menschlichen
Hammern und Ambossen gelangen zum ersten Mal neue vergleichende

Feststellungen auf sowohl qualitativer als auch quantitativer Ebene.

4, In dieser Arbeit wurde die akustische Impedanz als Parameter fir die lokal
veranderten mechanischen Gewebeeigenschaften in Schnitten pathologisch
veranderter humaner Gehoérknéchelchen durch systematische Untersuchungen mit
dem SAM200 Ex und KSI SAM2000 (Kramer Scientific Instruments, Herborn,
Deutschland) bei Arbeitsfrequenzen von 50 MHz und 200 MHz bestimmit.

5. Um die fur Untersuchungen am SAM erforderliche plane und sehr glatte
Probenoberflache zu erreichen, wurden die Ossikel nach Einbettung in PMMA mit
Schleifpapier und Diamantspray absteigender Kérnung geschliffen und poliert. Das

Praparationsverfahren bedingt eine geringe Erhéhung der akustischen Impedanz.

6. Mit Hilfe der im Q-Bam-Labor der Orthopadischen Klinik der Universitat Halle fir
Untersuchungen mittels hochauflésender Ultraschallmikroskopie erarbeiteten
Software fur die Multi-Layer-Analyse und Impedanzkalibrierung wird fiir jeden

Bildpunkt der entsprechende Impedanzwert bestimmt.

7. Bei 50 MHz wiesen die Ambosse mit 8,00 Mrayl (Mittelwert) die geringste akustische
Impedanz unter den untersuchten gesunden Gehdrkndchelchen auf. Die akustische
Impedanz der Hammer lag mit 8,13 Mrayl knapp dariber. Dieser Unterschied war

statistisch nicht signifikant.
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11.

12.

13.

14.

15.

Bei 200 MHz lieRen sich fur die gesunden Hammer und Ambosse akustische
Impedanzen von 8,27 Mrayl bzw. 8,35 Mrayl ermitteln. Auch hier konnte kein
statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

In den Untersuchungen an Ossikeln von Patienten mit chronischer
Mittelohrentziindung konnte bei beiden Arbeitsfrequenzen eine statistisch signifikant
geringere akustische Impedanz als in Schnitten gesunder Gehdrkndchelchen

nachgewiesen werden.

Die fur die Schnittbilder der pathologisch veranderten Hammer ermittelte akustische
Impedanz lag bei 7,39 Mrayl (50 MHz) bzw. bei 7,83 Mrayl (200 MHz). Fur die
krankhaft veranderten Ambosse liel3en sich Werte von 7,45 Mrayl (50 MHz) bzw. von
7,60 Mrayl (200 MHz) bestimmen.

In der Arbeit wird gezeigt, dass es mit Hilfe der Ultraschallrastermikroskopie mdglich
ist, einen akustischen Parameter (akustische Impedanz) zu ermitteln, der die
veranderten elasto-mechanischen Eigenschaften von Gehorkndchelchen bei Otitis

media chronica reprasentiert.

Die Beobachtung in den vorliegenden Untersuchungen, dass speziell in Regionen
hoher Knochendestruktion, wie der Ossikeloberflache, den Resorptionslakunen und
Havers'schen Kanalen, Werte erniedrigter akustischer Impedanz zu bestimmen
waren, unterstitzt die in der Literatur nachzulesenden Cholesteatomentstehungs-

theorien.

Die Darstellung der cholesteatominduzierten Knochenresorptionsvorgange auf
mikrostruktureller Ebene gelingt mit den in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Ultraschallfrequenzen nicht. Zuklnftige SAM-Analysen bei héheren
Arbeitsfrequenzen (>900 MHz) mit entsprechend kleineren Schallfelddimensionen
kénnten durch Abbildung von Osteoklasten in den bevorzugten Knochen-
destruktionszonen zur Klarung der Genese des Knochenabbaus im Cholesteatom im

mikroskopischen Bereich beitragen.

Gegenstand kinftiger Studien kann die Entwicklung geeigneter Praparations-

techniken zur Untersuchung vitaler Gehoérkndchelchen mit dem SAM-Verfahren sein.

Die Ultraschallrastermikroskopie kann die Weiterentwicklung bestehender und die
Entwicklung neuer Prothesen fur die rekonstruktive Mittelohrchirugie unterstiitzen und
auch zur Erforschung anderer pathologischer Mittelohrprozesse, wie der Otosklerose,

herangezogen werden.
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