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1. Ziel der Projektarbeiten 
Ziel der Studie war es die Machbarkeit der kontrastmittelbasierten Therapie und 
Medikamentengabe zu untersuchen. Einerseits wurden hierzu ein Labormuster eines 
bildgesteuerten Therapieapplikators entworfen, andererseits wurde ein 
Beobachungssystem für die ultraschallgestützte Medikamentengabe über 
Mikrobläschen eingerichtet. Beide Systeme haben eine hohe Attraktivität für den 
Transfer in Unternehmen oder zur Einrichtung eines Dienstleistungsangebots des 
Zentrums für Medizinische Bildgebung: Pharmazeutische Unternehmen können mit 
entsprechenden Systemen die Wirkungsmechanismen ihrer Medikamententräger 
untersuchen; Hersteller der technischen Komponenten sind dagegen an einem 
Transfer der technischen Lösungen zur Freisetzung interessiert. 
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2. Erreichte Ergebnisse 

2.1 Eingesetze Einrichtungen und hergestellte Proto typen und Nullserien 

2.1.1 Therapieapplikator 
Es wurde ein Labormuster eines kleintiertauglichen Therapiesystems entwickelt, das 
mit dem im KT-US beschriebenen Kleintierbildgebungssystem zusammen eingesetzt 
werden kann. 
Der konzipierte Therapiewandler ist nach im Projekt erstellten Vorgaben von der 
Firma Imasonic gefertigt worden und besitzt ein integriertes Anpassungsnetzwerk 
und Temperatursensoren (Abbildung 1). 
 

 
Abbildung 1: CAD-Zeichnung des Therapiewandlers (Imasonic) 

 
Für die Anwendung des Therapiewandlers am Kleintier wird der Wandler in ein 
Gehäuse eingesetzt, bei dem der Schall über eine Wasservorlaufstrecke, eine 
schalldurchlässige Membran und eine Gelschicht in das Kleintier eingekoppelt wird 
(Abbildung 2).  
 

 
 

Abbildung 2: CAD-Zeichnung des Therapieapplikators mit Gehäuse 
 
Zur Ansteuerung des Therapieapplikators wurde eine Software mit 
Benutzeroberfläche implementiert, in die die Komponenten der Software des 
Kleintierscanners integriert sind. 
Für die Kalibrierung des Kleintierscanners mit dem Therapieapplikator wurde ein 
entsprechendes Kalibrierprotokoll erstellt. 
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2.1.2 Laborsystem zur Pulserzeugung  
Zum Betrieb des Therapiesystems sind Pulse mit hoher Spannung und 
Momentanleistung notwendig. Zu deren Erzeugung wurde ein aus einzelnen 
Komponenten bestehendes Laborsystem zur optimalen Pulserzeugung für die 
Ultraschalltherapie entwickelt. Dazu wurde ein programmierbarer Signalgenerator mit 
einem Leistungsverstärker gekoppelt, so dass mehrere Sinuszyklen mit 
ausreichender Amplitude bei einer Frequenz erzeugt werden können, bei der die 
Mikrobläschen eine starke Oszillation aufweisen. Die jeweiligen optimalen Parameter 
sind in Abhängigkeit vom Kontrastmittel verschieden. 
Zur einfachen Ansteuerung der Komponenten in präklinischen Kleintierexperimenten 
wurde eine Software mit grafischer Benutzeroberfläche implementiert. 
 
Zusätzlich zum aus einzelnen Komponenten bestehenden Laborsystem wurde ein 
flexibel ansteuerbares elektronisches Pulsermodul entwickelt, das eine spätere Ver-
marktung des Therapiesystems deutlich erleichtert: Leistungsverstärker, wie sie zur 
Ansteuerung von Ultraschallwandlern notwendig sind, verursachen sehr hohe Kos-
ten, obwohl einfache schnelle digitale elektronische Pulser für die Ansteuerung des 
Therapieapplikators ausreichend wären. Diese sind am Markt jedoch entweder nur 
mit geringer Leistung oder sehr eingeschränkter Programmierbarkeit erhältlich. Der 
entwickelte Pulser verbindet niedrige Kosten mit einer flexiblen Programmierbarkeit.  
Als Grundlage werden zwei Leistungstransistoren in Gegentaktschaltung Abbildung 3 
verwendet, die je nach Ansteuerung leitend oder sperrend gemacht werden. Die  
Oberseite der Platine ist in Abbildung 4 gezeigt. 
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Abbildung 3: Prinzipzeichnung Pulserschaltung für zwei Anregungsspannungen 
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Abbildung 4: Layout der Pulserschaltung (Oberseite) 

 
 

2.1.3 System zur experimentellen optischen Überprüf ung der Mikrobläschen-
zerstörung und Freisetzung 
 
Es wurde ein System zur optischen Überprüfung der Mikrobläschenzerstörung auf-
gebaut. Dabei wird ein Mikroskop mit einer Hochgeschwindigkeitskamera gekoppelt. 
An Kamera und Mikroskop sind Objektive montiert, welche den Strahlengang zwi-
schen beiden Systemen parallelisieren. Eine speziell angefertigte Halterung der Ka-
mera ermöglicht eine manuelle vertikale und horizontale Positionierung um sie auf 
den Kameraausgang des Mikroskops auszurichten. 
Zur Beleuchtung der Hochgeschwindigkeitsaufnahmen mit geringen Belichtungszei-
ten wird eine spezielle hochenergetische Lichtquelle eingesetzt. Die Synchronisation 
von Lichtquelle, Kamera und akustischer Anregung ist über einen Signalgenerator 
möglich, für dessen Ansteuerung eine Benutzeroberfläche entwickelt wurde. In 
Abbildung 5 ist eine Prinzipienskizze des Aufbaus dargestellt. 
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Abbildung 5: Aufbau des Beobachtungssystems mit Hochgeschwindigkeitskamera und Mikroskop 
 
Zur Kalibrierung des Beobachtungssystems wurde ein Kalibrierprotokoll erstellt. 
 

2.1.4 Herstellung von Ultraschallkontrastmitteln 
Therapiegeeignete Kontrastmittel wurden hergestellt. Sie bestehen aus einer 
Lipidhülle (distearoylphosphatidylcholine) versetzt mit Polyethylenglycol (PEG 6000 
monostearate) und einem Stickstoff-Gaskern. Abbildung 6 zeigt eine 
Mikroskopaufnahme des hergestellten Kontrastmittels. Die inhomogene 
Größenverteilung ist noch unerwünscht und Gegenstand weiterer Optimierungen in 
der Zukunft. In den hergestellten Chargen befanden sich aber immer ausreichend 
Bläschen, um eine therapeutische Wirkung (s.u.) zu erzielen. 
 

 
 

Abbildung 6: Mikroskopaufnahme des hergestellten Kontrastmittels 
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2.2. Getroffene Maßnahmen 
Die hergestellten Labormuster wurden durch Vermessungen und den Einsatz unter-
schiedlicher Testobjekte evaluiert. 

2.2.1 Vermessung und Evaluation des Therapieapplika tors  
Die elektrischen Eigenschaften des Wandlers wurden durch eine Impedanzmessung 
über einen Frequenzbereich von 0 bis 3 MHz bestimmt (Abbildung 7). Der Verlauf 
zeigt den typischen Verlauf eines resonanten Wandlers mit einer Resonanzfrequenz 
von ca. 1,7 MHz, bei der eine optimale Anpassung an 50 Ohm erreicht wird. 
 

 
Abbildung 7: Impedanzmessung des Therapiewandlers zwischen 0 und 3 MHz 

 
Die Hydrophonvermessung der Schallfeldverteilung des Applikators weist eine -6dB-
Fokusbreite von 1,45 mm in lateraler und 12,4 mm in axialer Richtung auf (Abbildung 
8), die den Erwartungen aus Schallfeldsimulationen des konzipierten Wandlers gut 
entsprechen. Die Schallfeldverteilung wird benötigt, um die Therapiewirkung des 
Systems mit der applizierten Schallleistung korrelieren zu können. 
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Abbildung 8: Gemessene Schallfeldverteilung des Therapieapplikators in Fokusebene elevational (links 
oben) und axial (rechts oben) und Darstellung des negativen Spitzendrucks entlang der lateralen Achse 
durch den Fokus (unten) 
 
Der Verlauf des akustischen negativen Spitzendrucks bei unterschiedlichen 
Anregungsamplituden ist in Abbildung 9 dargestellt.  
 

 
 

Abbildung 9: Negativer Spitzendruck bei unterschiedlichen Anregungsamplituden 
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Zur Evaluation der Ultraschalltherapie mit dem entwickelten Applikator wurde in 
Zusammenarbeit mit der Abteilung für Molekulare Gastroenterologische Onkologie 
der Ruhr-Universität Bochum eine Untersuchung an Proben durchgeführt, die aus 
einer Einzelschicht von 293T-Zellen bestanden, in die durch die Beschallung GFP 
expressionierender Plasmid-DNA eingeschleust wurde (Abbildung 10). Der Einbau 
dieser Plasmid-DNA veranlasst die Zelle dazu grün-fluoreszierende Proteine (GFP) 
zu expressionieren, so dass die gesamte Zelle etwa 24 Stunden nach der 
Behandlung fluoresziert. Hierdurch kann die Aufnahme der fremden DNA und ihre 
Funktion kontrolliert werden. In tatsächlichen therapeutischen Anwendungen kommt 
Plasmid-DNA zum Einsatz, die die Zelle zur Expression therapeutisch wirksamer 
Moleküle anregt. 
Die Aufnahme der DNA geschieht in der Regel nur bei unspezifischer Öffnung der 
Zellmembran durch z.B. Mikroströmungen, die unter anderem durch oszillierende 
oder kollabierende Mikrobläschen erzeugt werden. Die Expression der Proteine 
bestätigt gleichzeitig, dass die Zelle durch die Öffnung der Membran nicht 
abgestorben ist. Der Therapiewandler zeigte einen deutlichen positiven Effekt auf die 
Transfektionsrate und ist für entsprechende Experimente gut geeignet.  
 

 
Abbildung 10: Durch den Therapieapplikator therapierte 293T-Zellen 

 
 

2.2.2 Evaluation des Laborsystems zur Pulserzeugung   
Zur Definition geeigneter Therapieparameter und zur Evaluierung des Laborsystems 
zur Pulserzeugung wurden verschiedene Zellexperimente durchgeführt. 
In Zusammenarbeit mit der Abteilung für Molekulare Gastroenterologische Onkologie 
der Ruhr-Universität Bochum wurde die Abhängigkeit des Sonoproationserfolgs von 
Pulsform, -frequenz und -länge mit Hilfe der Transfektion von Plasmid-DNA 
untersucht. Für unterschiedliche Pulslängen bzw. Zyklenanzahlen wurden 
unterschiedliche Sonoporationserfolge erreicht. In Abbildung 11 ist der 
Transfektionserfolg in Abhängigkeit von der Pulslänge dargestellt.  
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Abbildung 11: Transfektionserfolg in Abhängigkeit von der Beschallungspulslänge  
 
Für die Betrachtung der Auswirkung der Druckamplitude wurde in Zusammenarbeit 
mit der Universiätsklinik Plastische Chirurgue und Schwerbrandverletzte des 
Universitätsklinikums Bergmannsheil in Bochum der Sonoporationserfolg über eine 
erhöhte Apoptoserate von HT1080-Zellen definiert. Die Apoptose ist der von außen 
induzierte programmierte Tumorzelltod, bei dem die absterbenden Tumorzellen ihre 
defekte DNA zunächst abbaut bevor die Zellmembran aufreist. Ein Apoptose 
hervorrufendes Chemotherapeutikum wurde dazu den Zellen und Mikrobläschen 
beigemischt. Durch die Beschallung der Mikrobläschen konnte eine stark erhöhte 
Apoptoserate, und damit eine verstärkte Wirkung des Chemotherapeutikums 
nachgewiesen werden, die auf das Einschleusen der Wirkstoffe in die Zellen durch 
Sonoporation zurückzuführen ist. Dabei zeigt Abbildung 12, dass ein negativer 
Spitzendruck von 0,98 MPa bei dieser Studie den größten Einfluss hat und so den 
größten Sonoporationserfolg verspricht.  
 
  
 

 
 

Abbildung 12: Zusammenhang der Druckamplitude mit der Apoptoserate von HT1080-Zellen 
 
Das entwickelte Pulsermodul kann mit der aktuellen Konfiguration eine Ausgangs-
spannung von annähernd 250 V Spitze-Spitze erreichen. Abbildung 13 zeigt einen 
gemessenen Puls mit einer Mittenfrequenz von 12.5 MHz. Das Frequenzspektrum 
dieses Pulses ist in Abbildung 14 dargestellt. Weiterhin ist es mit dem Modul möglich, 
individuelle Wellenformen zu erzeugen, wie z.B. einen frequenzmodulierten Puls 
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(Abbildung 15). Diese Ergebnisse zeigen, dass das Pulsermodul eine kostengünstige 
Alternative zum vorher eingesetzten Laborsystem darstellt, mit dem ebenfalls Ultra-
schalltherapie zur gezielten Medikamentengabe bzw. Gentransfektion möglich ist. 
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Abbildung 13: Sendepuls (1 Zyklus, 12.5 MHz Mittenfrequenz) 
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Abbildung 14: Spektrum des Einzelpulses 
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Abbildung 15: Frei programmierter Anregungspuls, Chirp 

 
 

2.2.3 Evaluation des Systems zur experimentellen op tischen Überprüfung der 
Mikrobläschenzerstörung und Freisetzung 
Mit dem Beobachtungssystem sind zum einen detaillierte Bilder von Zellstrukturen 
mit hoher Auflösung möglich, zum anderen Hochgeschwindigkeitsaufnahmen mit 
einer Belichtungszeit von nur wenigen Nanosekunden. In Abbildung 16 sind Zell-
strukturen dargestellt, die durch die Hochgeschwindigkeitskamera mit einer Belich-
tungszeit von lediglich 180 ns und durch die zum Mikroskop gehörende Kamera mit 
einer Belichtungszeit von 28 ms aufgenommen wurden.  

 
Abbildung 16: Aufnahmen von Zellstrukturen durch die Hochgeschwindigkeitskamera (links) bei einer 
Belichtungszeit von 180 ns und durch die zum Mikroskop gehörenden Kamera (rechts) bei einer Belich-

tungszeit von 28 ms 
 

Abbildung 17 zeigt Hochgeschwindigkeitsaufnahmen eines oszillierenden Mikroblä-
schens in einer Zellkultur und den Verlauf des Durchmessers bei einer Beschallung 
mit 1 MHz (Periodendauer der Schwingung 1µs). Die Belichtungszeiten betragen 
jeweils 180 ns. 

Mit dem konstruierten Aufbau ist demnach die Beobachtung der Oszillation von Mi-
krobläschen und dessen Auswirkung auf Zellen bei Beschallung möglich. Es ist zu 
erwarten, dass die Qualität der Hochgeschwindigkeitsaufnahmen durch weitere Op-
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timierungsschritte (direkte Ankopplung der Stroboskoplampe etc.) noch vergrößert 
werden kann. 

 

 
Abbildung 17: Hochgeschwindigkeitsaufnahmen (180 ns Belichtungszeit) eines oszillierenden Mikroblä-

schens (oben) mit Verlauf des Bläschendurchmessers (unten) 
 

2.2.4 Evaluation der Herstellung von Ultraschallkon trastmittel 
Die Verwendung des hergestellten Ultraschallkontrastmittels zur Ultraschalltherapie 
wurde durch die Transfektion von 293T-Zellen durch Ultraschalltherapie in 
Zusammenarbeit mit der Abteilung für Molekulare Gastroenterologische Onkologie 
evaluiert. Abbildung 18 zeigt die mit dem hergestellten Kontrastmittel transfizierten 
293T-Zellen.  
 

 
 

Abbildung 18: Mit dem hergestellten Kontrastmittel transfizierte 293T-Zellen 
 
Das hergestellte Kontrastmittel eignet sich demnach zur Ultraschalltherapie. Kom-
merzielles Ultraschallkontrastmittel ist in der Regel zum Einsatz am Patienten geeig-
net, womit die Herstellungskosten sehr hoch sind. Für in vitro Experimente wie die 
Transfektion ist die Sterilität des Kontrastmittels nur begrenzt erforderlich, da die 
Auswertung bereits nach 24 Stunden erfolgt. Die Verbreitung von z.B. Pilzen wirkt 
sich zu diesem Zeitpunkt noch nicht auf das Ergebnis aus.  
Somit ist der Gebrauch von eigens hergestelltem Kontrastmittel eine kostengünstige 
und sehr flexible Alternative zu kommerziellen Produkten, auch wenn Bläschengröße 
und –konzentration stark variieren können. 



 13 

 



 14 

3. Beschreibung der durchgeführten Arbeiten 
 
Die durchgeführten Arbeiten werden entsprechend der im Rahmen des TH-US Stu-
dienangebots dargestellten Arbeitspakete gegliedert dargestellten. Jedes Arbeitspa-
ket wurde erfolgreich abgeschlossen. 
 

  2007 2008 

Ziffer Arbeitsplan Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4 

AP1 Spezifikation der Be-
schaffung 

�  �        

AP2 
Konzeption und Ent-
wicklung eines Thera-
pieapplikators 

 �  �  �  �  �    

AP3 
Aufbau eines Labor-
systems zur Pulser-
zeugung 

   �  �     

AP4 Entwicklung einer An-
steuerungssoftware 

 �  �  �  �  �    

AP5 Aufbau eines Beo-
bachtungssystems 

 �  �  �  �  �    

AP6 Herstellung von Kon-
trastmitteln 

  �  �      

AP7 Integration in Kleintier-
scanner 

    �  �    

AP8 Erstellung eines 
Kalibrierungsprotokolls 

    �  �    

AP9 Kooperation mit KT-US �  �  �  �  �  �    

 
Tabelle 1 Projektplan für das TH-US Projekt 

 
 

AP1 Spezifikation der Beschaffungen 
Im Rahmen dieses Arbeitspakets wurden Spezifikationen und Ausschreibungstexte 
für Investitionen erstellt. 

AP2 Konzeption und Entwicklung eines Therapieapplik ators 
Zur Festlegung der Spezifikationen eines Therapieapplikators wurde ein Kleintierthe-
rapiesystem (konfokale Anordnung von zwei Einzelelementwandlern), welches sich 
am Universitätsklinikum Bonn bereits im präklinischen Einsatz befindet, bezüglich 
Effektivität und Ergonomie evaluiert.  
Die Effektivität kontrastmittelbasierter Therapie wird in erster Linie durch die Fre-
quenz und die Druckamplitude der Ultraschallwellen bestimmt. Ungünstig gewählte 
Parameter können dabei keine bzw. schädliche Auswirkungen haben. 
Der bestehende Therapieapplikator wurde vermessen und die Ausbreitung der 
Schallwellen in einem Kleintier mit Hilfe von Simulationen untersucht. Der 
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Fokusbereich besteht je nach Frequenz und Ausrichtung der Einzelelementwandler 
aus einem ausgedehnten charakteristischen Interferenzmuster (Abbildung 19). Eine 
gezielte bildgestützte Therapie an Kleintierorganen wird durch den ausgedehnten 
inhomogenen Fokusbereich erschwert. 
 

 
Abbildung 19: Messung der Schallfeldverteilung der konfokalen Anordnung von Einzelelementwandlern 

in Wasser (links) und dessen Simulation in einem Mäusethorax (rechts) 
 
Ein individuell angefertigter Therapieultraschallwandler bestehend aus einem 
ringförmigen Piezoelement kann dagegen eine Fokuszone geringer Größe bei 
ausreichend hoher Druckamplitude in sich vereinen (siehe Abbildung 20). Die 
dadurch reduzierte Auflagefläche auf dem Kleintier verbessert zusätzlich die 
akustische Ankopplung. 
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Abbildung 20: Simulation der Schallfeldverteilung eines Ringwandlers (links) und dessen Profil in 

lateraler und axialer Richtung (rechts). 
 
Der konzipierte Therapiewandler wurde von der Firma Imasonic mit integriertem 
Anpassungsnetzwerk und Temperatursensoren angefertigt (Abbildung 1). In Hinsicht 
auf die Integration des Therapiewandlers in den Kleintierscanner wurde ein Gehäuse 
konstruiert, welches eine flexible Fokusposition des Ultraschallfeldes im Kleintier 
erlaubt. Der Schall wird dabei über eine Wasservorlaufstrecke, eine 
schalldurchlässige Membran und eine Gelschicht in das Kleintier gekoppelt 
(Abbildung 2). Eine Überprüfung der Gelankopplung an das Kleintier ist durch die 
transparente Bauweise möglich. 
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Impedanz- und Hydrophonvermessungen wurden durchgeführt um die elektrischen 
und akustischen Eigenschaften des Therapiewandlers zu evaluieren. Die geringe 
Fokusbreite in lateraler Richtung und die niedrigen Nebenkeulen (<10 dB) 
ermöglichen eine lokal begrenzte und damit zielgenaue Ultraschalltherapie. 

AP3 Aufbau eines Laborsystems zur Pulserzeugung  
Es wurden verschiedene Konzepte eines Laborsystems zur Pulserzeugung 
bestehend aus Funktionsgenerator und Leistungsverstärker, bzw. Pulser-Reciever-
System für ihre Eignung zur Therapie evaluiert.  
In Zusammenarbeit mit der Abteilung für Molekulare Gastroenterologische Onkologie 
der Ruhr-Universität Bochum wurde die Abhängigkeit des Sonoproationserfolgs von 
Pulsform, -frequenz und -länge mit Hilfe der Transfektion von Plasmid-DNA 
untersucht.  
Es konnte durch breitbandige Pulse eines Ultraschallpulsers keine Transfektion 
erreicht werden. Die Frequenz der Anregung muss jeweils entsprechend der 
Resonanzfrequenz der Mikrobläschen schmalbandig erzeugt werden, die für das hier 
eingesetzte SonoVue™ etwa bei 1,5 MHz liegt. Bei der Anregung über einen 
Signalgenerator und einen Leistungsverstärker für mehrere Sinuszyklen der 
Frequenz 1 MHz konnten die 293T-Zellen erfolgreich transfiziert werden. Für 
unterschiedliche Pulslängen bzw. Zyklenanzahlen wurden unterschiedliche 
Sonoporationserfolge erreicht (Abbildung 11). Erst ab einer gewissen Mindestanzahl 
an Sinuszyklen wird ein Mikrobläschen zu starker Oszillation angeregt. Hier konnte 
durch die Beschallung mit 5 Sinuszyklen bereits ein relativ gutes 
Transfektionsergebnis erzielt werden. Bei einer größeren Anzahl an Sinuszyklen 
besteht die Gefahr des Clusterns, wodurch eine Oszillation verhindert wird. 
Für die Betrachtung der Auswirkung der Druckamplitude wurde in Zusammenarbeit 
mit der Universiätsklinik Plastische Chirurgue und Schwerbrandverletzte des 
Universitätsklinikums Bergmannsheil in Bochum der Sonoporationserfolg über eine 
erhöhte Apoptoserate von HT1080-Zellen definiert. Durch die Beschallung der 
Mikrobläschen konnte eine stark erhöhte Apoptoserate, und damit eine verstärkte 
Wirkung des Chemotherapeutikums nachgewiesen werden, die auf das Einschleusen 
der Wirkstoffe in die Zellen durch Sonoporation zurückzuführen ist. Dabei zeigt 
Abbildung 12, dass ein negativer Spitzendruck von 0,98 MPa bei dieser Studie den 
größten Einfluss hat und so den größten Sonoporationserfolg verspricht. Höhere 
Druckamplituden könnten zum frühen Kollaps bzw. zum Clustern der Mikrobläschen 
führen, wodurch eine effektive Oszillation nicht mehr möglich ist. 
  

Für jede Zellart und jede Mikroblasenart müssen die optimalen 
Sonoporationsparameter neu eingestellt werden. 
 

Pulsermodul: 
Zusätzlich zum Laborsystem bestehend aus einzelnen Komponenten wurde ein kon-
zipiert und entwickelt und realisiert. 
Die Pulserzeugung, mit deren Hilfe Ultraschallwandler zur Emission von Schallpulsen 
angeregt werden, stellt einen wichtigen Teil des Ultraschalltherapiesystems dar. Zwar 
existiert eine Vielzahl von Anbietern, Geräte zum Erzeugen solcher Pulse anbieten, 
für Forschungszwecke und zur Entwicklung neuer Verfahren sind diese Geräte in der 
Regel nicht flexibel genug, nicht leistungsfähig genug oder zu kostenintensiv. Wichti-
ge Parameter sind in diesem Fall die mögliche Puls-Sendeleistung sowie die Konfi-
gurierbarkeit der Sendeimpulse. 
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Das Design des Moduls sollte den Einsatz in der Entwicklung neuartiger Therapie- 
und Bildgebungsverfahren ermöglichen. Als Grundlage werden zwei Leistungstran-
sistoren verwendet, die je nach Ansteuerung leitend oder sperrend gemacht werden, 
wie in Abbildung 3 dargestellt. 
 
Um dies zu erreichen musste die Ansteuerung so ausgelegt werden, dass das Pul-
sermodul beliebige Pulsfolgen emittieren kann. Weiterhin sollte die erreichbare Aus-
gangsleistung eine Spannung von mindestens 200 V Spitze-Spitze bei einer Last von 
50 Ohm erlauben. 
Um eine hohe Ausgangsleistung zu ermöglichen, wurden Leistungstransistoren des 
Typs TC6320 der Firma Supertex verwendet. Diese zeichnen sich durch eine hohe 
Spannungsfestigkeit (Durchschlagsspannung BUDS = 200V) und eine hohe Bandbrei-
te aus. Um außerdem eine flexible Programmierbarkeit bei hohen Anregungsfre-
quenzen zu ermöglichen, wurde die Ansteuerung mittels eines FPGA-Moduls (Xylo-
L, KNJN) realisiert. Dies erlaubt eine Generierung des Anregungssignals mit einer 
Taktfrequenz von 125 MHz. Die Wellenform kann mittels einer USB-Schnittstelle pro-
grammiert werden.  
 
Erste Ergebnisse zeigen, dass die Spezifikationen des Pulsermoduls erreicht wer-
den. Abbildung 13 zeigt einen gemessenen Puls mit einer Mittenfrequenz von 
12.5 MHz. Mit der aktuellen Konfiguration kann eine Ausgangsspannung von annä-
hernd 250 V Spitze-Spitze erreicht werden. Das Frequenzspektrum dieses Pulses 
wird in Abbildung 14 dargestellt. Weiterhin ist es mit dem Modul möglich flexibel Wel-
lenformen zu erzeugen, wie z.B. einen frequenzmodulierten Puls (Abbildung 15). 
 
Den Einsatz des zusätzlich konzipierten Pulsermoduls zur Ultraschalltherapie konnte 
während der Projektlaufzeit noch nicht erfolgen. 
 

AP4 Entwicklung einer Ansteuerungssoftware 
In diesem Arbeitspaket wurden Routinen zur Ansteuerung des Anregungs- und Beo-
bachtungssystems entwickelt werden. 
 
Für die Anregung des Therapieapplikators wurde eine grafische Benutzeroberfläche 
implementiert. Die Ansteuerung des Schallwandlers erfolgt hier über einen 
Signalgenerator und einen Leistungsverstärker. Die Schallparameter (Frequenz, 
Pulslänge, Pulswiederholungen, Pulswiederholrate und Amplitude) sind über die 
Software einstellbar. Hier wurden die Komponenten der Steuerung des 
Kleintierscanners in die grafische Benutzeroberfläche des Therapiewandlers 
integriert, so dass eine gesamte Therapiesitzung mit dieser Benutzeroberfläche 
eingestellt werden kann (Abbildung 21).  
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Abbildung 21: Grafische Benutzeroberfläche zur Einstellung einer Therapiesitzung mit individuellen 
Verfahrwegen und Therapiesignalen. 

 
Die Ansteuerung des Beobachtungssystems muss zum einen die Therapiepulsform 
definieren, zum anderen die Synchronisation von Hochgeschwindigkeitskamera, 
Stroboskoplampe und akustischer Anregung regeln. Dies geschieht über einen 
zweikanaligen Signalgenerator. Dabei wird die Therapiepulsform über einen 
Leistungsverstärker an den Schallwandler gesendet. Über den zweiten Kanal wird 
ein Triggersignal generiert, welches die Beleuchtung und die Kamera-Aufnahme mit 
der akustischen Anregung synchronisiert. Mit Hilfe der entwickelten Software können 
die Schallparameter und notwendigen Verzögerungszeiten der Triggerung über eine 
grafische Oberfläche eingestellt werden (Abbildung 22). 
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Abbildung 22: Grafische Benutzeroberfläche zur Einstellung der Beschallungsparameter und Triggerver-
zögerungszeit im Beobachtungssystem 

 

AP5 Aufbau eines Systems zur experimentellen optisc hen Überprüfung der 
Mikrobläschenzerstörung und Freisetzung  
Im Rahmen dieses Arbeitspaketes wurde die Wirkung von oszillierendem oder zer-
platzendem Kontrastmittel auf Zellen untersucht. Hierzu wurde ein System aufge-
baut, das die optische Beobachtung der Interaktion von Mikrobläschen mit Zellen bei 
Schalleinwirkung ermöglicht. 
Die Zellkulturkammern müssen für eine erfolgreiche Beobachtung der Schalleinwir-
kung optisch, als auch akustisch eine gewisse Transparenz aufweisen, so dass eine 
Beobachtung im Mikroskop ohne stehende Wellen möglich ist.  
Dazu wurden die akustischen Eigenschaften verschiedener Zellkulturkammern evalu-
iert (Abbildung 23). 
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Abbildung 23: Akustische Dämpfung von verschiedenen Zellkulturkammern  

 
Die Zellkulturkammer „Opticell“ bietet nicht nur wegen der geringen akustischen 
Dämpfung Vorteile gegenüber den anderen Lösungen. Die durch zwei Membranen 
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abgeschlossene Kammer ermöglicht außerdem durch Wenden den direkten Kontakt 
zwischen den am Boden wachsenden Zellen und den schwimmenden Mikroblä-
schen.  
Die Kopplung der Hochgeschwindigkeitskamera mit dem Mikroskop stellte eine be-
sondere Herausforderung dar. Da das Mikroskop über eine motorisierte Fokussie-
rung verfügt ist der Bildgebungskopf an dem sich der Ausgang zur Kamera befindet 
vertikal beweglich. Die Hochgeschwindigkeitskamera kann demnach nicht ohne Ein-
schränkung der Funktion des Mikroskops statisch an das Mikroskop angekoppelt 
werden. Daher wurden an Kamera und Mikroskop Objektive montiert, welche den 
Strahlengang zwischen beiden Systemen parallelisieren (Abbildung 24). Dies erlaubt 
die Positionierung der Kamera in nahezu beliebiger Entfernung. 
 

 
Abbildung 24: Strahlengang zwischen Hochgeschwindigkeitskamera und Mikroskop zur flexiblen Kopp-

lung mit Hilfe von Kameraobjektiven 
 

Die Kamera ist auf einer speziell angefertigten Halterung montiert. Diese ermöglicht 
eine manuelle vertikale und horizontale Positionierung um sie auf den Kameraaus-
gang des Mikroskops auszurichten. 
Zur Beleuchtung der Hochgeschwindigkeitsaufnahmen mit geringen Belichtungszei-
ten ist eine spezielle hochenergetische Lichtquelle erforderlich. Eine spezielle Stro-
boskoplampe erzeugt Lichtblitze hoher Intensität die zeitlich mit der Hochgeschwin-
digkeitsaufnahme synchronisiert werden müssen. Diese Synchronisation ist über ei-
nen Signalgenerator möglich. 
 
Mit diesem Aufbau sind zum einen detaillierte Bilder von Zellstrukturen mit hoher Auf-
lösung möglich, zum anderen Hochgeschwindigkeitsaufnahmen mit einer Belich-
tungszeit von nur wenigen Nanosekunden (Abbildung 16). Durch den geringen Licht-
einfall während einer Hochgeschwindigkeitsaufnahme ist die Auflösung des Hochge-
schwindigkeitsbildes sehr viel geringer als durch konventionelle Abbildungssysteme. 
Nur durch solche Hochgeschwindigkeitsaufnahmen ist das Verhalten von Mikroblä-
schen bei Beschallung optisch zu beobachten. Diese Informationen geben Auf-
schluss darüber, welche Wirkung die Oszillation oder das Zerplatzen von Mikroblä-
schen auf Zellen hat. Abbildung 17 zeigt Hochgeschwindigkeitsaufnahmen eines os-
zillierenden Mikrobläschens und den Verlauf des Durchmessers bei einer Beschal-
lung mit 1 MHz.  

AP6 Herstellung von Kontrastmitteln  
In diesem Arbeitspaket wurden therapiegeeignete Kontrastmittel hergestellt. Dazu 
wurden Rezepturen zur Herstellung von gasgefüllten Mikrobläschen aus der Literatur 
erprobt und angepasst. Sie bestehen aus einer Lipidhülle 
(Distearoylphosphatidylcholine), versetzt mit Polyethylenglycol (PEG 6000 
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Monostearate) und einem Stickstoff-Gaskern. Die hergestellten Kontrastmittel sind 
über mehrere Monate lagerbar. Direkt vor der Verwendung müssen sie mit einem 
Sonifier erneut mit Gas versetzt werden.  

AP7 Integration des Therapieapplikators in den Klei ntierscanner 
Zur Vereinfachung der Kleintierhandhabung wurde ein für die Ultraschalltherapie 
optimierter Kleintierscanner entwickelt und der Therapieapplikator darin integriert. 
Dabei wird ein nahezu beliebiger bildgebender Ultraschallwandler in den 
ringförmigen Therapiewandler eingesetzt. Durch die rigide Kopplung zwischen 
Bildgebung und Therapie und den gemeinsamen Schallweg durch das Kleintier kann 
die Position des Fokus des Therapiewandlers im Kleintier mit relativ großer 
Zuverlässigkeit bestimmt und positioniert werden. Drei Verfahrachsen ermöglichen 
eine Positionierung des Applikators entlang drei Dimensionen über je 15 cm, 
während das Pulserzeugungssystem beliebige Therapiepulse erlaubt. Der Aufbau ist 
in Abbildung 25 schematisch und in Abbildung 26 im Foto dargestellt. 
 

 
 

Abbildung 25: Schematische Darstellung des in den Kleintierscanner integrierten Therapieapplikators 
 

 
 

Abbildung 26: Der in den Kleintierscanner integrierte Therapieapplikator 
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Zusätzlich kann der Therapieapplikator in den für die Bildgebung optimierten 
Kleintierscanner des Porjektes KT-US integriert werden. 
 
Die Überprüfung der Leistungsfähigkeit des Systems wurde in Zusammenarbeit mit 
der Abteilung für Molekulare Gastroenterologische Onkologie der Ruhr-Universität 
Bochum an einem Testobjekt durchgeführt, welches aus einer Einzelschicht von 
293T-Zellen besteht, in die durch die Beschallung Plasmid-DNA eingeschleust wurde 
(Abbildung 10).  
Bei dieser Studie wurde eine maximale negative Druckamplitude von nur 1,5 MPa 
gewählt. Da die akustische Dämpfung des Brustkorbes einer Maus zwischen 1,5 und 
5,2 dB liegt, die maximale negative Druckamplitude des Therapieapplikators bei 
voller Leistung aber um 6 dB verstärkt ist, ist eine Therapie von nahezu beliebigen 
Organen im Brustkorb möglich. 
 

AP8 Erstellung eines Kalibrierungsprotokolls  
Es wurden Kalibrierprotokolle für die Einstellung des Therapieapplikators in 
Kombination mit dem Kleintierbildgebungssystem sowie für den 
Beobachtungsaufbau erstellt. Die genauen Vorgehensschritte sind in einem 
Anweisungsprotokoll dokumentiert, anhand dessen die Kalibrierung für jeden Nutzer 
möglich wird. Die Konzepte der Kalibrierungen werden im Folgenden 
zusammengefasst. 
 
Kalibrierung des Therapieapplikators: 
Durch eine Kalibrierung des Therapieapplikators soll die Fokusposition des 
Therapiewandlers im Ultraschallbild des bildgebenden Wandlers anzugeben sein. 
Dafür wurde das Schallfeld des Therapiewandlers in einer definierten Position im 
Applikator mit einem Hydrophon vermessen und so die Fokustiefe des 
Therapiewandlers bezüglich der Membran bestimmt. Durch die symmetrisch 
ausgerichtete Fixierung eines bildgebenden Wandlers im Applikator liegt der 
Therapiefokus mittig im Ultraschallbild. Mit Hilfe der im Ultraschallbild sichtbaren 
Membran kann anschließend die für das Kleintier passende Therapiefokustiefe 
eingestellt werden. 
 
Kalibrierung des Beobachtungsaufbaus: 
Die optische Kalibrierung des Abbildungsmaßstabs der Hochgeschwindkeits-
aufnahmen erfolgt mit Hilfe eines Objektmikrometers. Dieses wird unter dem zu 
verwendenden Objektiv positioniert und unter Durchlicht mit der Kamera abgebildet. 
Die Skaleneinteilungen des Objektmikrometers in der Abbildung werden dann zur 
Berechnung der Pixelgröße der Aufnahme verwendet. Die Kalibrierung wurde für 
beide Immersionsobjektive des Mikroskops durchgeführt. Eine erneute Kalibrierung 
ist nur dann erforderlich, wenn die optischen Komponenten des Systems verändert 
werden. 
 
Desweiteren ist die genaue Einstellung des akustischen Fokus des Schallwandlers 
auf den optischen Fokus des Mikroskops erforderlich. Zur genauen Positionierung 
des Schallwandlers wurde eine Halterung konstruiert, die eine feste 
Positionsbeziehung zwischen beiden Foki ohne weitere Kalibrierung sicherstellt. Die 
Halterung lässt sich an beide Immersionsobjektive des Mikrsokops ankoppeln und ist 
auf einen akustischen Fokus von 18 mm ausgelegt. Zusätzlich können Schallwandler 



 23 

mit einem separaten manuellen 3-Achsen-Positioniersystem beliebig auf das zu 
untersuchende Objekt ausgerichtet werden. 

AP9 Koordination mit KT-US 
Die Koordination der Projekte KT-US und TH-US erfolgte wie vorgesehen, so dass 
die Integration des Therapieapplikators .in den Kleintierscanner problemlos durchge-
führt werden konnte. 
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4. Darstellung der Arbeitsschritte / Projektabschni tte, die nicht zum 
Erfolg geführt haben, unter Angabe der Gründe 
 
Keine.
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5. Bewertung der erzielten Ergebnisse 
 
Die angestrebten Ziele der Studien wurden erreicht: Es wurde die Machbarkeit der 
kontrastmittelbasierten Therapie in vitro anhand von Gentransfektion und gezielter 
Medikamentengabe untersucht. Diese ersten Ergebnisse können als Grundlage ge-
nutzt werden, um Sonoporation als Alternative zu konventionellen Transfektions-
methoden wie Elektroporation oder viraler Transfektion zur in vitro Anwendung zu 
etablieren.  
Des Weiteren wurde ein Labormuster für einen bildgestützten Therapieapplikator zur 
in vivo-Anwendung entwickelt. Durch diese Spezialanfertigung kann Ultraschallthera-
pie an Kleintieren gezielt eingesetzt werden, so dass die Reproduzierbarkeit der in 
vivo Sonoporation vergrößert wird.  
Die Herstellung eigener Kontrastmittel bietet die Möglichkeit kostengünstig unter-
schiedliche Rezepte zu erproben, da für eine Charakterisierung bzw. dessen kurzfris-
tige Auswirkung auf Zellen keine Sterilität vorliegen muss, die die Herstellungskosten 
stark vergrößert. 
Das Beobachtungssystem für die ultraschallgestützte Therapie bestehend aus einem 
Fluoreszenzmikroskop und einer Hochgeschwindigkeitskamera ermöglicht die 
gleichzeitige akustische und optische Beobachtung von Mikroblasen in einem Schall-
feld. Auf diese Weise können einzelne Zustände von Mikroblasen eindeutig und zu-
verlässig identifiziert werden und gezielt deren Auswirkungen auf Zellen untersucht 
werden, was für pharmazeutische Unternehmen von großem Interesse ist. 
 
Insgesamt kann durch die Studie pharmazeutischen Firmen und Forschungseinrich-
tungen eine vollständige Dienstleistungspalette zur Unterstützung der Entwicklung 
der Mikrobläschen-gestützten Medikamentengabe bzw. Gentherapie durch das Zent-
rum für medizinische Bildgebung angeboten werden (Herstellung, Charakterisierung, 
Evaluierung der Anwendung, individuelle Laborlösungen). Ebenso ist die Charakteri-
sierung der Mikrobläschen für Entwickler von Ultraschallkontrastmitteln von großem 
Interesse. Der Einsatz eigener elektronischer Komponenten, wie des neu entwickel-
ten Pulsers, erlaubt den Entwurf individuell zugeschnittener Lösungen für die ent-
sprechenden Auftraggeber und stärkt auch die Akquisitionsfähigkeit für Drittmittelpro-
jekte.  
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6. Angaben über Auswertung, Nutzung und Verbreitung  der Ergeb-
nisse 
Die erzielten wissenschaftlichen Ergebnisse wurden bereits im Rahmen von Fach-
publikationen und auf Fachkongressen ausgewertet und verbreitet (siehe 9). Weiter-
hin werden die Ergebnisse als Vorarbeiten bei der Einwerbung neuer Forschungsmit-
tel eingesetzt. Die so erzielten Einnahmen können neue hochqualifizierte Arbeitsplät-
ze im Zentrum für medizinische Bildgebung auf dem Gebiet der Medizintechnik in 
Bochum schaffen. Ferner kann die Zusammenarbeit mit pharmazeutischen Unter-
nehmen ausgebaut werden.  
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7. Auswirkung auf die Beschäftigten 
 
entfällt 

 

8. Angaben über Einsatz oder Absatz der geförderten  Produkte oder 
Verfahren 
Die Studienergebnisse stehen in vollem Umfang dem Zentrum für Medizinische Bild-
gebung-Ruhr zur Verfügung. Das Zentrum kann durch die bereitgestellten Kompo-
nenten sein Dienstleistungsangebot für pharmazeutische Unternehmen ausbauen 
und Kontakte zu weiteren Unternehmen in diesem Bereich aufbauen. Die zur Verfü-
gung stehende in der Studie aufgebaute Infrastruktur soll auch zur Einwerbung von 
Drittmitteln in Kooperation mit der Universität und industriellen Unternehmen dienen. 
Hierdurch sollen nachhaltig Arbeitsplätze innerhalb des ZMB-Ruhr in Bochum ge-
schaffen werden. Die entwickelten Angebote werden bereits jetzt von Forschungs-
gruppen nachgefragt.  
Der im Rahmen dieser Studie entwickelte Therapieapplikator mit dem darauf opti-
mierten Kleintierscanner wird voraussichtlich am Universitätsklinikum Münster zu ei-
ner Machbarkeitsstudie der reproduzierbaren Kleintiersonoporation eingesetzt wer-
den. Ein weiterer gleichartiger Aufbau wurde bereits von Projektpartnern vom Institut 
für Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, Klinikum rechts der Isar der 
Technischen Universität München angefragt. 
Das Beobachtungssystem wird im Zentrum für Medizinische Bildgebung Ruhr aufge-
baut und zur Charakterisierung von Mikrobläschen bzw. zur Untersuchung der Aus-
wirkung von beschallten Mikrobläschen auf Zellen weiterhin optimiert werden. 
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10. Zusammenfassung 
 
Die Ultraschallbildgebung mit spezifischen Kontrastmitteln hebt sich von anderen 
Bildgebungsverfahren dadurch ab, dass die aus Mikrobläschen bestehenden 
Kontrastmittel gleichzeitig als Transportbehälter für Medikamente, Viren oder 
Plasmide für die Gentherapie benutzt werden können: Werden z.B. mit Plasmiden 
beladene Mikrobläschen durch einen kurzen hochenergetischen Ultraschallpuls 
zerstört, so werden die Plasmide freigesetzt und durch vorübergehende Öffnung der 
Zellmembranen in die naheliegenden Zellen transferiert. 

Aus diesem Grund wurde die Machbarkeit der kontrastmittelbasierten Therapie in 
vitro anhand von Gentransfektion und gezielter Medikamentengabe mit kommerziel-
lem und eigens hergestellten Kontrastmitteln untersucht. Diese ersten Ergebnisse 
liefern Erkenntnisse über die Auswirkungen von Ultraschall auf das Sonoporationser-
gebnis. 
  
Des Weiteren wurde ein Labormuster für einen bildgestützten Therapieapplikator zur 
in vivo-Anwendung entwickelt. Durch diese Spezialanfertigung kann Ultraschallthera-
pie an Kleintieren sehr viel gezielter eingesetzt werden, so dass die Reproduzierbar-
keit der in vivo Sonoporation vergrößert wird. 
 
Ein Beobachtungssystem für die ultraschallgestützte Therapie bestehend aus einem 
Fluoreszenzmikroskop und einer Hochgeschwindigkeitskamera ermöglicht die 
gleichzeitige akustische und optische Beobachtung von Mikrobläschen in einem 
Schallfeld. Auf diese Weise können einzelne Zustände von Mikroblasen eindeutig 
und zuverlässig identifiziert werden und gezielt deren Auswirkungen auf Zellen unter-
sucht werden.  
 
Die erzielten Ergebnisse wurden bereits im Rahmen von Fachpublikationen und auf 
Fachkongressen ausgewertet und verbreitet. Weiterhin werden die Ergebnisse als 
Vorarbeiten bei der Einwerbung neuer Forschungsmittel innerhalb von Industrieko-
operationen und öffentlich geförderten Projekten eingesetzt. Die so erzielten Ein-
nahmen sollen neue hochqualifizierte Arbeitsplätze auf dem Gebiet der Medizintech-
nik innerhalb des Zentrumd für Medizinische Bildgebung Ruhr in Bochum schaffen. 
Ferner kann die Zusammenarbeit mit Kontrastmittelherstellern durch den Beobach-
tungsaufbau weiter ausgebaut werden. 
 


