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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Sialolithiasis
1.1.1 Epidemiologie

Die Sialolithiasis stellt die hdufigste Erkrankung der grofen Kopfspeicheldriisen im
Erwachsenenalter dar. Es ist ein H&ufigkeitsgipfel zwischen dem 30. und dem 70.
Lebensjahr zu beobachten, wobei Ménner geringfiigig héufiger betroffen sind als Frauen
(Teymoortash et al., 2003, Martellucci et al., 2013). Je nach untersuchter geografischer
Region wird die Inzidenz einer symptomatischen Sialolithiasis mit 27 bis 60 Fallen pro
einer Million Einwohner pro Jahr angegeben (Escudier et McGurk, 1999, Sherman et

McGurk, 2000, Iro ef al., 2009).
1.1.2 Lokalisation

Speichelsteine konnen sowohl im extraglanduldren als auch im intraglanduldren
Gangsystem von groflen und sehr selten auch kleinen Speicheldriisen entstehen (Jayasree
et al., 2008). Die hdufigste Lokalisation ist mit iiber 80 Prozent das Gangsystem der
Glandula submandibularis, wobei die Konkremente in mehr als der Hilfte der Fille am

Hilus, in etwa einem Drittel der Falle im distalen Wharton-Gang und selten im

intraparenchymalen Gangsystem lokalisiert sind (siche Abbildung 1).

Lokalisation von Steinen
in der Gl. submandibularis

distaler Wharton-Gang v~ . "-"-', }
34 % e

whad 0070 —[3 Intraparenchymales
VI s _oasr l | Gangsystem
- : Hilus 9%

57 %

Abbildung 1: Hdufigkeit und Lokalisation von Steinen in
der Glandula submandibularis (Iro et al., 2010).
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Die Glandula parotis ist seltener betroffen. Hier befinden sich die Konkremente in etwa
zwel Drittel der Fille im distalen Stenon-Gang, in etwa einem Viertel der Fille im
intraparenchymalen Gangsystem und seltener am Hilus (siehe Abbildung 2) (Zenk et al.,
1999, Iro et al., 2010). In der Glandula sublingualis und den kleinen Speicheldriisen

treten Steinbildungen nur sehr selten auf (Rice, 1993, Lustmann et al., 1990).

Lokalisation von Steinen in der Gl. parotis

Abbildung 2: Haufigkeit und Lokalisation von Steinen in
der Glandula parotis (Iro et al., 2010).

1.1.3 Atiopathogenese

Der genaue Mechanismus der Lithogenese ist noch ungekléart. Es existieren zahlreiche
Theorien, wobei im Allgemeinen von lokalen Ursachen ausgegangen wird, da es keine
Hinweise fiir eine systemische Atiologie gibt (Zenk et al., 1999). Dabei scheint es sich
bei der Sialolithiasis um eine multifaktorielle Erkrankung zu handeln, bei der sowohl die
morphoanatomischen Eigenschaften des Speichelgangs als auch die Speichel-
zusammensetzung eine Rolle spielen (Grases et al., 2003). Die hohe Anfalligkeit der
Glandula submandibularis fiir die Entstehung von Speichelsteinen wird vor allem auf die
im Vergleich relativ hohe Viskositit und Alkalitdt ihres Sekrets zuriickgefiihrt. Auch die
erhohte Konzentration an Calcium und Phosphat im Submandibularis-Gangsystem
scheint &tiopathogenetisch bedeutsam zu sein. Des Weiteren scheint die spezielle
Anatomie des Wharton-Ganges eine Rolle zu spielen, welcher relativ lang ist, sowie in
seinem aszendierenden Verlauf zwei Biegungen macht. Da der Speichel hierbei entgegen

der Richtung der Schwerkraft eine lange Wegstrecke iiberwinden muss, wird ein
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Sekretstau begiinstigt (Rice, 1993, Teymoortash et al., 2003). Es existieren zudem
Hinweise, dass abgelaufene Sialadenitiden einer der wichtigsten Faktoren fiir die
Steinentstehung sind. Auf Grund einer Entziindungsreaktion kann es zu stenotischen
Veranderungen am Speichelgang kommen, was wiederum eine Stase mit daraus folgender
Erhohung der Viskositéit des Speichels zur Folge hat (Harrison et al., 1997, Kasaboglu et
al., 2004). Zudem kommt es infolge bakterieller Infektionen zu einem Anstieg des pH-
Werts, was wiederum eine geringere Loslichkeit des Calciumphosphats im Speichel zur
Folge hat (Lustmann et Shteyrer, 1981). Die Elektrolytzusammensetzung des Speichels
scheint bei Sialolithiasis-Patienten zugunsten héherer Calciumkonzentrationen veréndert
zu sein. Auch scheint es Zusammenhéinge mit einem Defizit an Stoffen wie Magnesium,
Citrat oder Phytat zu geben, welche die Kristallisation von Calciumphosphat im Speichel
hemmen (Grases et al., 2003, Su et al., 2009). Durch das Zusammenwirken der oben
genannten Faktoren kommt es zur Anreicherung und Ablagerung von lithogenen
Speichelbestandteilen wie  beispielsweise  Glykoproteinen mit nachfolgender
Mineralisierung dieser organischen Matrix durch Calciumphosphat. AnschlieBend
entsteht durch schalenartige Apposition von organischen und anorganischen Bestandteilen
zundchst ein Mikrolith, welcher in der Folge auf eine GroBle von bis zu mehreren

Zentimetern heranwachsen kann (Williams, 1999).

1.1.4 Klinik

Sialolithen konnen klinisch lange stumm bleiben. Verlegt ein Stein einen
Ausfithrungsgang, so flihrt diese Gangobstruktion durch den Riickstau von Sekret zu
einer schmerzhaften Schwellung der betroffenen Speicheldriise, vor allem wenn der
Speichelfluss beispielsweise durch die Nahrungsaufnahme stimuliert wird. Féllt der
Sekretionsreiz weg, kommt es zu einem Riickgang der Symptomatik. Eine persistierende
Obstruktion des Speichelgangs wirkt begiinstigend auf eine aszendierende Infektion der
Speicheldriise. Bei schweren Verlaufsformen mit Ausbreitung der Infektion kann es zur
Entstehung von Abszessen, Phlegmonen und Fisteln kommen (Siedek et al., 2008). Zu
den weiteren Komplikationen einer Sialolithiasis zdhlen strukturelle Verdnderungen des

Gangsystems wie Ektasien und Strikturen (Rice, 1993).

1.1.5 Diagnostik

Groflere Steine des Wharton-Gangs oder der Glandula submandibularis kénnen durch
bimanuelle Palpation meist ertastet werden, wéhrend dies bei Steinen im Stenon-Gang
oder in der Glandula parotis hdufig nicht moglich ist. Hierbei und zur exakten

Lokalisierung des Steins ist die Anwendung bildgebender Verfahren indiziert. Die
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bevorzugte Untersuchungsmethode ist heutzutage die Sonographie, mit der Konkremente
ab einer GroBe von 1 bis 2 Millimetern in mindestens 90 Prozent der Fille erkannt
werden konnen (Iro et al., 2010, Zengel et al., 2013). Eine noch genauere Diagnose
intraduktaler Steine erlaubt die Sialendoskopie. Durch die direkte Visualisierung kénnen
GroBe und Beziehung des Sialoliths zum umgebenden Gewebe beurteilt werden. Die
Speicheldriisenendoskopie kann somit zur Diagnosesicherung beitragen, kann aber

zugleich auch therapeutisch eingesetzt werden (Koch et al., 2008).

1.2 Therapiemoglichkeiten

1.2.1 Aktuelle Behandlungskonzepte

Die Therapie der Sialolithiasis richtet sich vor allem nach Lokalisation, Gréfe und
Anzahl der Konkremente. Des Weiteren spielt es eine Rolle, ob ein Stein mobil oder im
Gangsystem impaktiert ist, zudem, ob er palpabel ist oder nicht (Iro et al., 2010). Eine
medikamentdse Auflosung der Steine ist nicht mdglich, daher muss eine mechanische
Entfernung erfolgen. Zunéchst koénnen konservative MaBlnahmen wie die Gabe von
Sialogoga, Driisenmassagen und die Dilatation des Gangostiums angewandt werden (Iro
et Zenk, 2003). Ist hierdurch keine suffiziente Therapie moglich, orientiert man sich an
einem Stufenkonzept, wie es 2010 von der Arbeitsgruppe um Iro entwickelt wurde (siehe
Abbildungen 3 und 4). Unter Beriicksichtigung dieser Algorithmen kann heutzutage in bis
zu 98 Prozent aller Fille iiber endoskopische Steinentfernung, minimal-invasive
Gangschlitzung oder extrakorporale StoBwellenlithotripsie driisenerhaltend therapiert
werden (Iro et al., 2010). Sowohl bei der Glandula submandibularis als auch bei der
Glandula parotis ist eine primar endoskopisch kontrollierte Extraktion im Rahmen einer
interventionellen Sialendoskopie bei mobilen Steinen bis zu einer Grofie von maximal 5
Millimetern moglich. Die Steinentfernung erfolgt dabei mittels Koérbchen, Fasszange,
Greifer oder Ballon, welche in den Arbeitskanal des Endoskops eingefiihrt werden. Bei
mobilen Konkrementen mit einer GroBe zwischen fiinf und sieben Millimetern ist es
moglich, diese zunédchst mithilfe eines Lasers oder Mikroinstruments (z. B. Mikrobohrer,
Fasszange) zu fragmentieren. Im Anschluss konnen die Fragmente unter
sialendoskopischer Kontrolle entfernt werden. Bei grofleren oder impaktierten, jedoch gut
palpablen Steinen der Glandula submandibularis ist die transorale Gangschlitzung die
Methode der Wahl. Ist die Glandula parotis betroffen, stellt in einem solchen Fall die
extrakorporale StoBBwellenlithotripsie (ESWL) das bevorzugte Verfahren dar. Hierbei wird

der Stein durch von auflen eingeleitete piezoelektrisch erzeugte StoBwellen fragmentiert.
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Impaktierte, nicht palpable oder endoskopisch nicht darstellbare Steine stellen auch bei
der Glandula submandibularis eine Indikation zur ESWL dar. War eine mehrmalige
ESWL nicht erfolgreich, so kann die Submandibulektomie als Therapie erwogen werden.
Dies ist auch der Fall bei multiplen intraparenchymalen Steinen oder sehr groflen
Konkrementen (>10 mm), welche transoral nicht entfernt werden konnen. Ist die
mehrmalige ESWL bei der Therapie der Glandula parotis nicht erfolgreich, kommt bei
dieser Driise alternativ eine kombiniert endoskopisch-transkutane Operation in Frage,
sofern der Stein endoskopisch darstellbar ist. Die Indikation zu einer partiellen
Parotidektomie stellt sich nach mehrfacher ESWL, wenn die Steine nicht endoskopisch
zugénglich sind und auch eine transkutane Entfernung wegen fehlender Tastbarkeit nicht

moglich ist.

Sialolithiasis der Gl. submandibularis

‘ Papille/distaler Gang ‘ proximaler Gang/Hilus ‘ ‘ intraparenchyrmal
rrobil impaktiert rabil impaktiert mobil impaktiert

interventionelle transorale Grafie Groke sichthar alpabel nicht
Sialendoskopile Gangschlitzung = Jmm =7 mm paipa palpabel
transorale imterventionelle interventicnelle Inabel nicht interventionelle sichtbar nicht
Gangschlitzung Slalendoskopie Slalendoskople paip palpabel Slalendoskopie sichtbar
transorale transorale
Gangschlitzung Gangschlitzung e

v l l v l l
Botulinumtoxin, Drisenexstirpation

Abbildung 3: Therapiealgorithmus fiir die Glandula submandibularis (Iro et al., 2010).




Einleitung 6

Sialolithiasis der Gl. parotis

Papille/distal ‘ Hauptgang/Hilus ‘ ‘ intraparenchymal ‘

| | | ! | |

mobil impaktiert rmobil impaktiert mobil impaktiert

Grofie Grile Gréfe skchibar ESWL
=7mm =7 mm =7 mm
interventionelle interventionelle interventionelle interventionelle interventionelle
Sialendoskopie Slalendoskople Slalendoskople Slalendoskopie Sialendoskopie
interventionelle
ESWL Slalendoskopie

Gangoperation + Stent
oder kombinlerte endoskopische und interventionelle
kombinierte endoskopische und transkutane Operation * Stent Sialendoskopie
transkutane Operation £ Stent

l l l v
Botulinumtoxin, Drilsenexstirpation

Abbildung 4: Therapiealgorithmus fiir die Glandula parotis (Iro et al., 2010).

1.2.2 Laserlithotripsie

In der urologischen Steintherapie ist die intrakorporale laserinduzierte Lithotripsie seit
den 1980er Jahren ein etabliertes klinisches Routineverfahren (Hofstetter, 1987). Fiir die
endoskopisch kontrollierte Fragmentierung von Speichelsteinen wurde die Lasertechnik
erstmals in den 1990er Jahren angewandt. Die Tatsache, dass bis heute nur wenig
publizierte Daten beziiglich der intrakorporalen Laserlithotripsie bei Speichelsteinen
vorliegen, scheint vor allem mit dem kleinen Durchmesser des Speichelgangs
zusammenzuhdngen, woraus sich Schwierigkeiten bei der Einfilhrung dickerer
Endoskope mit Arbeitskanilen bzw. bei der Entwicklung ausreichend diinner Laserfasern
ergeben konnen. Bis heute wurden sowohl experimentelle als auch klinische Versuche mit
verschiedensten Lasertypen durchgefiihrt. Zur Anwendung kamen dabei der Excimerlaser
(Gundlach et al., 1990, Konigsberger et al., 1990), der CO,-Laser (Arzoz et al., 1996),
der Pulsed Dye Laser (McGurk et al., 1994, Ito et Baba, 1996), der Erbium:YAG-Laser
(Raif et al., 2006), der Holmium:YAG-Laser (Marchal et al., 2001, Siedek et al., 2008,
Martellucci et al., 2013), der Thulium:YAG-Laser (Durbec et al., 2012) und der
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FREDDY-Laser (Siedek et al., 2008). Die Erfolgsrate im Sinne einer Steinfreiheit oder
kompletten Steinfragmentierung betrug zwischen 57 und 96 Prozent (siche Tabelle 1).
Bei groBlen Speichelsteinen, welche sialendoskopisch nicht zu entfernen waren, bestanden
die bisherigen driisenerhaltenden Mainahmen in der Gangschlitzung oder der ESWL. Die
Gangschlitzung ist eine iiberaus effektive Behandlungsmethode mit einer Erfolgsrate von
iber 90 Prozent, birgt jedoch im Falle der Glandula submandibularis vor allem bei
Steinlokalisation im Kniebereich des Wharton-Ganges das Risiko einer Lésion des
Nervus lingualis. Bei der Glandula parotis ist wegen der Gefahr einer Stenosierung des
Ausfiihrungsganges eine transorale Gangschlitzung als primére TherapiemaBinahme zu
vermeiden. Die Erfolgsrate der ESWL betrigt bei Parotissteinen 59 bis 82 Prozent, bei
Submandibularissteinen jedoch nur 14 bis 56 Prozent (Iro et al., 1992, Hessling et al.,
1993, Kater et al., 1994). Zu den wichtigsten Nebenwirkungen z&hlen
Hamatombildungen, eine Beeintrachtigung des Horvermogens oder die Schiadigung von
Zihnen und Zahnersatz. Auch ist diese Methode relativ zeitintensiv, da je nach Steingrofe
mehrere Sitzungen von jeweils etwa einer halben Stunde bendtigt werden bis der Patient
stein- und/oder beschwerdefrei ist (Iro et al., 2010, Siedek et al., 2008). Die
intrakorporale Laserlithotripsie stellt eine im Vergleich dazu zeitsparende Alternative fiir
die Patienten dar, wobei durch die prizise Applikation der Laserenergie iiber eine
Lichtleiterfaser eine maximale Schonung des umgebenden Gewebes erreicht werden kann
(Konigsberger et al., 1990). Dabei wird das Konkrement {iber den Ausfithrungsgang mit
einem Sialendoskop lokalisiert, tiber den Arbeitskanal der Laserlichtleiter bis zum
Speichelstein vorgeschoben und dieser im Anschluss unter direkter visueller Kontrolle
mittels Laserenergie desintegriert. Die angestrebte FragmentgrofBe sollte auf Grund des
maximalen Durchmessers der Hauptausfithrungsginge etwa 2 Millimeter betragen
(Durbec et al., 2012). Die Fragmente konnen anschlieBend mit einem Korbchen geborgen

werden (siche Abbildung 5).
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Abbildung 5: Sialendoskopisch kontrollierte Laserlithotripsie
eines Speichelsteins mit Korbchenextraktion der Fragmente
(Marchal et al., 2003).
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Lasertyp Fille Erfolgsrate in % (= | Autoren
insgesamt |Steinfreiheit bzw.
komplette
Fragmentierung)
Excimer, A = 308 nm 13 92 Gundlach et al., 1990,
Konigsberger et al.,
1990
Pulsed Dye, A = 504 nm |28 68 McGurk et al., 1994,
Ito et Baba, 1996
FREDDY,A=532nm+ |8 75 Siedek et al., 2008
1064 nm
CO2, L =10640 nm 11 91 Arzoz et al., 1996
Thulium:YAG, A= 63 81 Durbec et al., 2012
2000 nm
Holmium:YAG, A = 28 96 Marchal et al., 2001,
2100 nm Siedek et al., 2008,
Martellucci et al., 2013
Erbium:YAG, A = 21 57 Raif et al., 2006
2940 nm

Tabelle 1: Publizierte klinische und experimentelle Daten fiir die Laserlithotripsie bei
Sialolithiasis.
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2 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der In-vitro-Lithotripsie von Speichelsteinen
durch einen Holmium:YAG-Laser. In der Urologie wird dieser Lasertyp aufgrund seiner
guten Fragmentierungsraten und seiner komplikationsarmen Anwendung seit Langem
erfolgreich fiir die Harnstein-Lithotripsie verwendet. Fiir den sialendoskopischen Einsatz
im Speichelgang ist der Holmium:YAG-Laser priadestiniert, da das von ihm emittierte
Licht im Absorptionsspektrum von Wasser liegt und iiber flexible Fasern direkt vor den
Speichelstein transportiert werden kann. In vorangegangenen experimentellen und
klinischen Studien erwies sich der Einsatz des Holmium:YAG-Lasers bei der Behandlung

der Sialolithiasis als vielversprechend.

Im Hinblick auf die unzureichende Datenlage und die kleinen Fallzahlen beziiglich der
Anwendung von Lasertechnik bei der Sialolithiasis war es Ziel dieser Studie, mittels Ex-
vivo-Untersuchungen zu bestimmen, bei welchen Lasereinstellungen eine effiziente
Steinfragmentierung ohne wesentliche Schiadigungen des Speichelgangs mithilfe des

Holmium:YAG-Lasers moglich ist.

Zusitzlich stellte sich die Frage, ob sich die Sialolithen hinsichtlich ihrer
Zusammensetzung bzw. optischen Eigenschaften unterscheiden und ob diese mit der
Fragmentierung korrelieren. Dafiir wurden die Steine Fluoreszenzmessungen, Raman-
spektroskopischen Messungen und Infrarot-spektroskopischen Messungen unterzogen.
Zudem wurden Dual Energy CT-Aufnahmen der Steine angefertigt. Mit diesem speziellen
bildgebenden Verfahren konnen bei Urolithiasis-Patienten Harnsduresteine von anderen
Steinarten abgegrenzt werden, woraus sich therapeutische Konsequenzen ergeben, da sich
die Behandlung der einzelnen Steintypen unterscheidet. Es stellte sich daher die Frage, ob
auch bei Speichelsteinen anhand der Zusammensetzung eine Einteilung in verschiedene
Gruppen moglich ist, welche sich sowohl hinsichtlich ihres Fragmentierungsverhaltens,
als auch im Hinblick auf ihre Darstellung in der Bildgebung unterscheiden. Die
Uberlegung war dabei, inwieweit prioperativ abgeschitzt werden kann, ob eventuell eine
Anpassung der Laserparameter an die jeweilige Steinzusammensetzung erfolgen muss

bzw. ob eine Laserlithotripsie bei dem vorliegenden Speichelstein tiberhaupt sinnvoll ist.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien und Gerite

3.1.1 Chemikalien

Aqua dest

Eosin G-Losung 0,5 % (w/v)

Formalin 4 % (w/w)

Isopropanol

Kaliumbromid (Kbr) ,,Uvasol*

Mayers Himalaunldsung

NaCl 0,9 % (w/v)

Paraffin

Ringer Losung

3.1.2 Gebrauchsgegenstinde

Briefablage 245 x 350 x 67 mm

Edelstahldrahtgewebe,

Maschenweite 1,5 mm

EMS Smart Fiber 200 um Einweg

Faltenfilter 595 ¥

Faseroptik-Halterung

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

helit Biiroprodukte, Kierspe, Deutschland

Biickmann GmbH & Co. KG,
Monchengladbach, Deutschland

E.M.S Electro Medical Systems, Nyon, Schweiz

Schleicher&Schuell, Dassel, Deutschland

HORIBA Jobin Yvon GmbH, Unterhaching,
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Faseroptikbiindel

Hydraulische 10-to Presse

Lichtmikroskop Axio Lab.Al

Messzylinder 10 ml, Teilung
0,2 ml

Messzylinder 25 ml, Teilung
0,5 ml

Mikroreaktionsgefall 1 ml

Mikrotom HM3558S

Objekttrager 76 x 26 mm

Optischer Glasfilter GG 435

Paraffin-Streckbad TFB35

Paraffineinbettkassetten

Paraffineinbettsystem TES99

Prizisionswaage BP 310 S,
Ablesbarkeit 0,001 g

Schieblehre 125 mm (4 % inch)

Schott Duran Becherglas 250 ml

Deutschland

HORIBA Jobin Yvon GmbH, Unterhaching,
Deutschland

Perkin Elmer, Waltham, USA

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Duran Group GmbH, Wertheim/Main, Deutschland

Duran Group GmbH, Wertheim/Main, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Engelbrecht Medizin-und Labortechnik GmbH,

Edermiinde, Deutschland

Schott AG, Mainz, Deutschland

Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Karl Hammacher GmbH, Solingen, Deutschland

Schott AG, Mainz, Deutschland
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Swiss Boy Hebebiihne 116 Rudolf Grauer AG, Degersheim, Schweiz

Tasterzirkel Einteilung 0,1 mm Orbis Dental Handelsgesellschaft mbH, Miinster,

Deutschland

Vibration Mill 220 V Perkin Elmer, Waltham, USA

Weithalsbehélter 50 ml PVC Hiinersdorff GmbH, Ludwigsburg, Deutschland

3.1.3 Gerite

flexibles Video-Endoskop Karl Storz GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

FluoroMax-2 HORIBA Jobin Yvon GmbH, Unterhaching,
Deutschland

FT-Raman-Modul FRA 106 Bruker Corporation, Billerica, USA

FT-Raman-Spektrometer IFS 66 ~ Bruker Corporation, Billerica, USA

Holmium:YAG Laser Medilas H20 Dornier MedTech Europe GmbH, Wessling,
Deutschland

Nicolet 380 FT-IR-Spektrometer =~ Thermo Electron Corporation, Waltham, USA

Somatom Definition Flash Siemens Medical Solutions, Forchheim, Deutschland

3.1.4 Optische Dokumentationsgeriite

PowerShot A720 IS Canon Deutschland GmbH, Krefeld, Deutschland

Telecam SL pal 20212020 Karl Storz GmbH& Co. KG, Tuttlingen, Deutschland
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3.1.5 Software

DataMax Software HORIBA Jobin Yvon GmbH, Unterhaching,
Deutschland
KnowItAll Raman Edition 9.5. Bio-Rad Laboratories, Informatics Division,

Philadelphia, USA

Omnic Software Suite Thermo Electron Corporation, Waltham, USA

Open Office 4.0 Apache Software Foundation, Wilmington, USA
OPUS 5.5. Bruker Corporation, Billerica, USA

SPSS Statistics 21 IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland
Syngo MMWP VA 21 Siemens Medical Solutions, Forchheim, Deutschland

3.2 Verwendete Konkremente

3.2.1 Herkunft

Es wurden 47 humane Speichelsteine fiir die [In-vitro-Versuche verwendet. Alle
Konkremente entstammten der Glandula submandibularis und wurden durch
Gangschlitzung gewonnen. Zum Zeitpunkt der Operation betrug das mittlere Alter der
Patienten 50,9 + 16,5 Jahre, wobei der alteste Patient 83,5 Jahre und der jlingste Patient
21,9 Jahre alt war. Der Anteil an méannlichen Patienten war mit 68 Prozent hoher als der
Anteil an weiblichen Patienten mit 32 Prozent. Vor Durchfilhrung der Experimente

wurden die Konkremente in isotoner Kochsalzlosung aufbewahrt.

3.2.2 Gewichtsbestimmung

Die Konkremente wurden mit einer Sartorius Prédzisionswaage im trockenen Zustand
gewogen. Das Gewicht m, variierte von 0,017 g bis 2,553 g. Das mittlere Gewicht betrug
0,311+ 0,502 g.
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3.2.3 Vermessung

Der Durchmesser der Konkremente wurde mithilfe einer Schieblehre und eines
Tasterzirkels bestimmt. Es wurde der groBte, zweitgroBte und drittgrote Durchmesser fiir

jedes Konkrement ermittelt.

Die Durchmesser variierten von 2,2 bis 21,5 mm. Der mittlere Durchmesser betrug 6,6 +

2,8 mm.

3.2.4 Volumen- und Dichtebestimmung

Das Volumen wurde mithilfe der Wasserverdrangung bestimmt. Hierzu wurden die
Konkremente in mit destilliertem Wasser gefiillte Messzylinder gegeben. Der
Wasseranstieg auf der Messskala war gleichbedeutend mit dem Volumen der
Konkremente. Die Ablese-Genauigkeit betrug 0,1 ml. Das ermittelte Volumen variierte
von 0,1 cm? bis 1,6 cm?® Das mittlere Volumen konnte mit 0,3 + 0,3 cm? angegeben
werden. Durch Bildung des Quotienten aus Gewicht und Volumen konnte die Dichte p
der Konkremente berechnet werden. Daraus ergab sich eine mittlere Dichte von 1,0 + 0,4

g/cm?. Die Spannbreite reichte von 0,2 g/cm?® bis 1,8 g/cm?®.

3.3 Methoden zur Fluoreszenzbestimmung

3.3.1 Fluoreszenzfotografie

In vielen Flussigkeiten und Festkdrpern kann nach Absorption ultravioletter Strahlung
Fluoreszenz beobachtet werden. Das resultierende Fluoreszenz-Spektrum, welches durch
Fluoreszenzintensitdt und Wellenlédnge definiert wird, ist abhdngig von der chemischen
Zusammensetzung des fluoreszierenden Stoffes (Lakowicz, 2006). Die Komponenten
einer Probe entscheiden also dariiber, wie stark und in welcher Farbe diese fluoresziert.
Die Fluoreszenzfotografie diente der qualitativen Bestimmung der Fluoreszenzintensitét.
Zu diesem Zweck wurden die Konkremente in einer Dunkelkammer auf schwarzem
Karton platziert und mit Blau-Licht (Anregungswellenldnge A = 405 nm) bestrahlt. Um
die Fluoreszenz sichtbar zu machen, wurden die Konkremente bei Blau-Licht-Anregung
fotografiert. Zur Unterdriickung des Anregungslichtes wurde ein Langpass-Filter auf die
Kamera montiert. Dieser ist nur fiir Wellenldngen A > 435 nm durchlissig, wodurch das

Anregungslicht gesperrt wird. Da das Emissions-Spektrum im Allgemeinen gegeniiber



Material und Methoden 16

dem Absorptionsspektrum nach ldngeren Wellenldngen hin verschoben ist (Wedler et

Freund, 2011), wird mithilfe des Filters nur der Anteil des Spektrums dargestellt, der bei

Anregungsbeleuchtung fluoresziert.

Abbildung 6: Speichelstein, links mit optischem Filter fotografiert, rechts ohne.

3.3.2 Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenz-Spektroskopie ist eine Methode zur qualitativen und quantitativen
Analyse von fluoreszierenden Substanzen. Mit dem im Versuch verwendeten
Spektralfluorometer konnen gleichzeitig Anregungs- und Emissionswellenldngen
gemessen werden. Aus logistischen Griinden wurden die Messungen an einer Stichprobe
von 27 Konkrementen durchgefiihrt. Dabei wurden die Anregungs-Emissions-Matrices
(EEM) dieser Konkremente bei 11 Anregungswellenlédngen im Bereich von 400 bis 450
nm in 5-nm-Schritten registriert. Aufgrund der Grofe der Konkremente war es nicht
moglich, diese in die Probenkammer innerhalb des Fluorometers einzubringen. Deshalb
wurde mithilfe eines Faseroptikbiindels eine externe Fluoreszenzmessung durchgefiihrt.
Zur Ausschaltung optischer Storquellen wurden die Aufzeichnungen der Spektren bei
absoluter Dunkelheit durchgefiihrt. Die Konkremente wurden hierfiir auf der Halterung
fiir die Faseroptik fixiert. Uber das Faseroptikbiindel wurde das Anregungslicht aus dem
Fluorometer auf die Oberfliche der Konkremente geleitet. Hierbei handelt es sich um
anndhernd monochromatisches Licht. Dieses entsteht durch Fokussierung von Xenonlicht
auf den Spalt eines Anregungsmonochromators. Die Intensitit des Anregungslichts wird
durch einen Referenzdetektor registriert. Die von den Proben emittierte Strahlung wurde
durch dasselbe Faserbiindel wieder in das Spektrometer zuriickgefiihrt. Nach
Fokussierung auf einen Emissionsmonochromator wird das emittierte Licht dort durch

einen Emissionsdetektor erfasst.
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines Spektralfluorometers. Uber ein externes Faseroptik-
biindel werden gleichzeitig Anregung und Emission detektiert.

Auf diese Weise wurde fiir jedes Konkrement ein Matrix-Scan durchgefiihrt. Die
Emissionsspektren der Konkremente wurden innerhalb eines Wellenldngenbereichs von A
= 480 bis 740 nm registriert. Dieser Bereich war von den Geriteeinstellungen
vorgegeben, da der im Fluorometer eingebaute Filter erst fiir Emissionswellenldngen ab
480 nm durchldssig ist. Die Steuerung des Spektrometers erfolgte iiber eine serielle
Schnittstelle von einem PC aus. Durch die zugehorige Software des Fluorometers wurden
die gemessenen Spektren als dreidimensionale Oberfldchen-Datei abgespeichert. Mithilfe
von Excel wurde aus den gewonnenen Daten fiir jedes Konkrement eine 3D-Grafik seiner
EEM erstellt. Die Fluoreszenzintensitdt wird dabei als Funktion von Anregungs- und

Emissionswellenldangen dargestellt.

3.4 Dual Energy CT

Die Dual Energy Computed Tomography (DECT) stellt eine neue Methode zur Analyse
und Differenzierung von Korpergeweben und Materialien dar. Beim Dual Energy
Verfahren werden zwei zueinander orthogonal angeordnete Rontgenrdhren mit zwei
zugehorigen Detektoren verwendet (siche Abbildung 8). Die Rontgenréhren werden mit
unterschiedlichen = Rohrenspannungen  betrieben, wodurch zwei  verschiedene
Rontgenspektren generiert werden. Fiir jedes der Spektren wird ein CT-Datensatz erstellt,
wobei die spektrale Information mittels Absorptionsmessungen durch die beiden
Detektoren gewonnen wird. Die Differenzierung im DECT-Modus beruht auf spektralen
Eigenschaften der untersuchten Materialien, das heiit auf der unterschiedlichen
Schwichung der Rontgenstrahlung bei verschiedenen Photonenenergien (Johnson, 2012).
Der lineare Schwichungskoeffizient der Rontgenstrahlung ist in hohem Mafe von der
chemischen Zusammensetzung und damit von der sog. effektiven Ordnungszahl eines

Stoffes abhédngig. Die Ordnungszahl entspricht der Anzahl der Protonen eines chemischen
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Elements, wobei die effektive Ordnungszahl aus dem prozentualen Anteil der einzelnen
enthaltenen Elemente berechnet wird. Enthdlt ein Stoff vor allem leichte chemische
Elemente kleiner Ordnungszahl wie Wasserstoff oder Kohlenstoff, absorbiert er
Rontgenstrahlung bei jeder Photoenergie in geringerem Male als ein Stoff, welcher aus
schweren Elementen hoherer Ordnungszahl besteht wie Calcium oder Phosphor (Primak
et al., 2011). Hierdurch kann auf die chemische Zusammensetzung eines Stoffes
riickgeschlossen werden, wenn dessen Rontgenabsorptionsverhalten bekannt ist. Dies ist
klinisch beispielsweise relevant bei der Differenzierung von Harnsteinen, wo die Dual
Energy CT eine Methode mit hoher Genauigkeit und Sensitivitét darstellt (Primak et al.,
2011).

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Dual Energy CT mit zwei zueinander im 90°-Winkel
angeordneten Rontgenrohren und Detektoren. Es werden zwei verschiedene Rohrenspannungen
verwendet (Johnson, 2012).

Fir die Untersuchung wurden die Konkremente in Plastikbehéltnissen in vorher
festgelegter Anordnung auf einem Kunststofftablett befestigt. AnschlieBend wurde das
Tablett im Dual Energy Computertomograph positioniert. Die Proben wurden im DECT-
Modus bei Rohrenspannungen von 80 kV und 140 kV gescannt. Diese Einstellung
gewihrleistet die geringste Uberlappung der Spektren. Der verwendete Dual Energy CT-
Scanner ist mit einem zusétzlichen Zinn-Filter fiir das 140 kV-Spektrum ausgestattet, was
zu einer noch besseren Separation der 80- und 140 kV-Spektren fiihrt (Johnson, 2012).
Das Rohrenstrom-Zeit-Produkt betrug bei 80 kV 35 mAs und bei 140 kV 26 mAs. Die
akquirierten Daten wurden mittels Dual Energy Software ausgelesen. Die Auswertung der
Scans erfolgte an der workstation durch Bestimmung der Dichte der Konkremente in
Hounsfield units (HU) und durch farbkodierte Darstellung der Aufnahmen. Die Messung
der HU wurde bei 80 kV und 140 kV vorgenommen. Zu diesem Zweck wurde eine

kreisformige region of interest (ROI) manuell im Bereich der hochsten Dichte
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eingezeichnet. Der Rechner mittelt die Dichtewerte aller Voxel innerhalb der ROI und
gibt Mittelwert und Standardabweichung an. Aus den resultierenden mittleren
Hounsfield-Einheiten (xso = HU bei 80 kV; x140 = HU bei 140 kV) wurde der Dual
Energy (DE)-Index mit folgender Formel berechnet:

DE-Index = Y80~ X140
Xgo+ X 1401+2000

Wasser hat beispielsweise einen DE-Index von 0, wihrend Knochen einen DE-Index von
0,1148 hat. Fiir calciumhaltige Harnsteine wurde ein DE-Index von 0,1345 berechnet
(Graser et al., 2008). Fir die farbkodierte Darstellung wurde ein automatischer
Nachbearbeitungsalgorithmus fiir Harnsteine verwendet. Dieser schliisselt jedes Voxel
anhand des DE-Index nach 3 Komponenten auf (Wasser, Calcium, Harnséure). Voxel, die
sich hinsichtlich ihrer spektralen Eigenschaften wie Calcium verhalten, werden mit blauer
Farbe kodiert, wihrend Voxel, die ein dhnliches spektrales Verhalten wie Harnsédure
zeigen, rot kodiert werden. Dies bedeutet, dass calcifizierte Strukturen mit hoher
effektiver Ordnungszahl blau dargestellt werden und Strukturen mit niedriger effektiver
Ordnungszahl rot erscheinen. Mithilfe dieses Nachbearbeitungsalgorithmus kann anhand
der Farbkodierung auf die chemische Zusammensetzung des Konkrements geschlossen

werden.

3.5 Laserexperimentelle Methoden

3.5.1 Lasersystem

Die Lithotripsie wurde mit einem Holmium:YAG (Holmium-Yttrium-Aluminium-
Granat)-Laser durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um einen gepulsten Festkorperlaser.
Als Lasermedium dient ein Yttrium-Aluminium-Granat (YAG)-Kristall. Dieser
Wirtskristall ist zur Erzeugung und Verstarkung der Laserstrahlung mit dreiwertigen
Ionen der seltenen Erde Holmium sowie mit Chrom®" und Thulium®* dotiert. Das
eingestrahlte Pumplicht wird von diesen lonen absorbiert, worauthin deren Elektronen in
den angeregten Zustand iibergehen, also auf ein hoheres Energieniveau angehoben
werden. Durch Zuriickwechseln der Elektronen auf ein niedrigeres Energieniveau kommt
es zur spontanen Emission von Photonen. Diese werden mittels Reflexion durch zwei
Spiegel als optische Resonatoren durch das aktive Medium geleitet. Indem die emittierten

Photonen auf diese Weise wieder auf angeregte Elektronen treffen, kommt es zur
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stimulierten Emission weiterer Photonen. Somit kommt es zur Erhohung der
Photonenanzahl mit resultierender Lichtverstirkung. Da einer der beiden Spiegel
teilweise durchldssig ist, tritt ein paralleler Laserstrahl aus (siehe Abbildung 9). Der fiir
die Versuche verwendete Holmium:YAG-Laser emittiert Licht einer Wellenlinge von
2100 nm, welche sehr gut von Wasser absorbiert wird. Licht dieser Wellenldnge kann
zudem durch Faseroptiken weitergeleitet werden, wodurch auch eine endoskopische
Nutzung des Laserlichtes mdglich ist (Wollin et Denstedt, 1998). Haupteinsatzgebiet des
Holmium:YAG-Lasers in der Medizin ist die Urologie, wo er seit vielen Jahren

erfolgreich fiir die Lithotripsie von Harnsteinen eingesetzt wird (Sofer et al., 2002).

Pump- j:i Laser-
energie ‘_J‘:j“_J strahl

i S —
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau eines Lasers (Grevers et al., 2001 ).

Die Fahigkeit des Holmium:YAG-Lasers zur Fragmentierung von Konkrementen beruht
vor allem auf photothermischen Effekten (Chan et al., 1999). Aufgrund der hohen
Absorption geht bei Applikation der Laserenergie ein Teil der Laserpulsenergie durch
rasche Auftheizung des umgebenden Wassers verloren, wodurch Wasserdampf und somit
eine Dampfblase entsteht. Diese bildet einen Kanal zwischen Faserspitze und
Konkrementoberfliche, sodass die verbleibende Laserpulsenergie auf die Oberfldche des
Konkrements auftreffen kann (Moses-Effekt). Die nun ungehindert auftreffende
Laserenergie wird von den Wasseranteilen im Konkrement absorbiert, dehnt sich aus was
zum Aufbrechen der kristallinen Struktur fithrt und sprengt somit Konkrementanteile vom
Stein. Zudem konnen aus dem Konkrement freie Elektronen freigesetzt werden, welche
wiederum ein sich ausdehnendes Plasma erzeugen. Dieses induziert die Bildung einer
sog. Kavitationsblase, die beim Kollaps StoBwellen generiert, welche die Fragmentierung
des Konkrements bewirken (Finley et al., 2005). Die optische Eindringtiefe der

Laserstrahlung des Holmium:YAG-Lasers in Wasser und Gewebe betrdgt aufgrund der
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hohen Absorption ca. 0,5 mm, wodurch sich der Effekt der Laserpulse auf die
unmittelbare Umgebung der Faserspitze beschriankt. Daraus folgt, dass fiir einen
optimalen Ablationseffekt die Faserspitze so nah wie mdglich an der Konkrement-
oberfliche positioniert werden muss. Damit ist der Holmium:YAG-Laser fiir die
Anwendung in raumlich begrenzten und mit Fliissigkeit gefiillten Organen wie Harnleiter
bzw. Speichelgang pradestiniert (Dushinski er Lingeman, 1997). Der verwendete
Holmium:YAG-Laser kann mit Pulsenergien von 400 bis 2500 mJ] bei einer
Repetitionsrate von 3 bis 12 Hz betrieben werden, wobei die maximale Laserleistung bei
einer Pulsenergie von 2500 mJ/Puls und einer Repetitionsrate von 8 Hz 20 W betrégt. Die
Pulsdauer betrdgt 350 ps. Zusétzlich zur gepulsten Laserstrahlung fiir die Lithotripsie
verfligt der verwendete Laser iiber einen kontinuierlich strahlenden Pilotlaser, womit der
Auftreffpunkt der Laserpulse markiert werden kann. Als Lichtwellenleiter kam eine

flexible Einweg-Quarzglasfaser mit 200 pm Kerndurchmesser zum Einsatz.

3.5.2 Versuchsaufbau

Beim Versuchsaufbau wurden die Gegebenheiten einer [n-vivo-Speichelstein-
Laserlithotripsie simuliert. Die Konkremente wurden in einem nach oben offenen
Korbchen aus Edelstahldrahtgewebe platziert. Um zu verhindern, dass sich die
Konkremente wéhrend der BeschieBung bewegen, wurden diese leicht in die Maschen
des flexiblen Drahtgewebes gedriickt (siche Abbildung 10). Die Maschenweite betrug 1,5
mm. Die GroBe der durch dieses Gitter fallenden Fragmente ist somit kleiner als dieser
Durchmesser, so dass in vivo eine endoskopische Bergung aus dem Speichelgang
problemlos moglich sein sollte (Siedek et al., 2008). Das Drahtkdrbchen wurde mithilfe
von gebogenen Klammern in einem mit destilliertem Wasser gefiillten BechergefaB fixiert

(siehe Abbildung 11).
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Abbildung 10: Konkrement Abbildung  11:
im Drahtkérbchen. Versuchsaufbau.

Unterwasser-
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Die Laserenergie wurde via Lichtwellenleiter durch den Arbeitskanal eines flexiblen
Endoskops mit eingebauter 0°-Hopkins II-Optik auf das Konkrement geleitet. Mittels
einer Drei-Chip-Endoskopkamera wurde das Konkrement iiber einen Kamera-Controller
auf einen Video-Monitor iibertragen (siche Abbildung 12). Dadurch war eine zusétzliche

Sichtkontrolle wéihrend der Zertriimmerung gegeben.

Telecam SL pal

Monitor

Abbildung 12: Experimenteller Aufbau (LWL =
Lichtwellenleiter)

3.5.3 Bestimmung der Ablationsschwelle

Die Bestimmung der Ablationsschwelle diente dazu herauszufinden, ab welcher
Pulsenergie des verwendeten Lasersystems es zu einem Abtrag am Konkrement kommt,
da Pulsenergien unterhalb der Ablationsschwelle fiir die Laserlithotripsie ungeeignet sind.
Als Ablation wurde ein sichtbarer Krater in der Grofle des Faserquerschnitts am Ort der
Energieapplikation definiert. Zur Bestimmung wurden drei Konkremente zufillig
ausgewdhlt. Jedes Konkrement wurde einzeln im Versuchsaufbau platziert. Die aus dem
Endoskop vorstehende Faserspitze wurde unmittelbar vor der Konkrementoberfliche

positioniert (near contact). Einzelne Laserpulse wurden auf eine festgelegte Stelle des
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Konkrements appliziert. Beginnend mit der geringsten Pulsenergie des Lasers (400 mJ, 3
Hz) wurde die Ablationsschwelle nach Abgabe von drei aufeinanderfolgenden Pulsen fiir
jede Energiestufe bestimmt. Es zeigte sich, dass es bei allen drei Konkrementen bereits

bei dieser niedrigsten Leistungsstufe zu einer sichtbaren Ablation kam.
3.5.4 Fragmentierung

Im Hinblick auf die angewandte Pulsenergie in mJ wurden die Konkremente auf drei
Gruppen randomisiert. 16 Konkremente wurden mit einer Pulsenergie von 500 mJ
beschossen, 16 Konkremente mit einer Pulsenergie von 1000 mJ und bei 15
Konkrementen wurde eine Pulsenergie von 1500 mJ angewandt. Die eingestellte
Pulsfrequenz betrug fiir alle Steine 3 Hz. Die Zertriimmerung der Konkremente wurde
von zwei Behandlern mit unterschiedlicher Lithotripsieerfahrung vorgenommen.
Behandler 1 zertrimmerte 27 Konkremente, Behandler 2 zertrimmerte 20 Konkremente.
Dazu wurde die Lichtleiterfaser in direktem Kontakt zur Konkrementoberflache platziert.
Der Auftreffpunkt der Laserpulse wurde mithilfe des Pilotlasers markiert (siehe
Abbildung 13). Mit dem FuBpedal wurde der Laser aktiviert. Es wurden so lange
Laserpulse auf das Konkrement abgegeben, bis alle Fragmente das Drahtgewebe

vollstdndig passiert hatten (siche Abbildung 14).

L g E o e e
Abbildung 13: Ubertragung der X

Lithotripsie iiber die Endoskop- - @

kamera auf den Monitor: Mar- 2"y

kierung des Auftreffpunktes des
Lasers auf der Steinoberfliche Abbildung  14:
mittels Pilotlaser. .

Schematische
Darstellung der In-Vitro Laser-
lithotripsie eines Speichelsteins.
Die Laserenergie wird iiber eine
Lichtleiterfaser auf den Stein
weitergeleitet. Die entstehenden
Fragmente passieren den
Maschendraht (Siedek et al.,
2008).

Benétigte Laserlaufzeit L, in min, applizierte Energie E., in J und Pulsanzahl P

konnten am Display des Lasers abgelesen werden und wurden fiir jedes Konkrement
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dokumentiert. Die Laserlaufzeit wird dabei aus pro Zertrimmerung benoétigter Pulsanzahl
und Pulsfrequenz errechnet, wahrend die applizierte Energie das Produkt aus Pulsenergie
und Pulsfrequenz darstellt. Die Zertriimmerungsart wurde anhand der personlichen
Beobachtung der Behandler notiert. Dabei wurde zwischen komplizierter und
unkomplizierter Zertrimmerung unterschieden. Als kompliziert galt eine Fragmentierung
bei schlechter Sicht durch starke Staubentwicklung oder bei starker Repulsion der
Konkremente. Durch Bildung des Quotienten aus der Anfangsmasse mo eines
Konkrements und applizierter Gesamtenergie Eges bis zur vollstdndigen Zertriimmerung
wurde die Ablationsrate pro Energie bestimmt. Ebenso wurde die Ablationsrate pro

Laserlaufzeit und die Ablationsrate pro Puls bestimmt.

Ablation| Energie = Mo \ME | yplation] Zeit = —2
E.. |J L

ges

mg
min

mg
Puls

. m,
Ablation ! Puls =
Noor..

Das durch die Lithotripsie entstandene Sediment aus Fragmenten < 1,5 mm und
pulverisierter Substanz am Boden des Bechergefifles wurde mithilfe von Faltenfiltern
aufgefangen und an der Luft getrocknet. Es diente im Anschluss als Probenmaterial fiir

die Raman-spektrometrischen Messungen.

3.6 FT-Raman-Spektroskopie

Mit der Raman-Spektroskopie konnten in der Vergangenheit bereits erfolgreich die
einzelnen Komponenten von Biomineralisaten wie Harnsteinen, aber auch
Speichelsteinen identifiziert werden (Kontoyannis ef al., 1997, Selvaraju et al., 2012,
Chiu et al., 2012, Jayasree et al., 2008). Da es oft schwierig ist alle Komponenten eines
Steins mit einer einzigen Analysemethode zu identifizieren, kann die Raman-
Spektroskopie beispielsweise ergdnzend zur IR-Spektroskopie bei Interpretations- und
Zuordnungsproblemen verwendet werden (Hesse et al., 2002, Kontoyannis et al., 1997).
Das Raman-Spektrum ist ein Emissionsspektrum, welches entsteht, wenn eine Substanz
mit monochromatischem Licht bestrahlt wird. Dabei wird ein kleiner Anteil des
eingestrahlten Lichts inelastisch gestreut (Raman-Streuung). Diese Streustrahlung weist
Frequenzunterschiede zum eingestrahlten Licht auf, welche charakteristisch fiir die
untersuchte Verbindung sind (Hesse et al., 2002). Die Spektren wurden mithilfe eines

Fourier-Transformation-Raman-Spektrometers mit Raman Modul aufgenommen. Aus
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logistischen Griinden wurden die Messungen an einer Stichprobe von 27 Konkrementen
durchgefiihrt. Da die Konkremente vor Aufnahme der Raman-Spektren mittels eines
Holmium:YAG-Lasers lithotriptisch fragmentiert worden waren, lagen die Proben zum
Teil in fragmentierter und zum Teil in pulverisierter Form vor. Das Probenmaterial wurde
in Glaskiivetten gefiillt, welche im Probenhalter des Raman-Spektrometers befestigt
wurden. AnschlieBend wurden die Proben durch Verstellen der Halterung in den Bereich
der stirksten Raman-Intensitdt justiert. Die Vermessung erfolgte in der 180°-
Riickstreugeometrie, wobei von jeder Probe zwei Spektren von unterschiedlichen Stellen
aufgenommen wurden. Die Lichtquelle des verwendeten FT-Raman-Spektrometers ist
dabei ein diodengepumpter Nd:YAG-Laser, welcher Licht mit einer Wellenldnge von
1064 nm emittiert. Der Laserstrahl trifft, fokussiert mittels einer Linse, mit einem
Durchmesser von etwa 100 pm auf die Probe. Dies entspricht der Messflédche. Ein Teil
der entstehenden Streustrahlung wird iiber eine aspharische Linse gebiindelt und in das
Spektrometer geleitet. Nach Durchlaufen eines optischen Filters und eines Michelson-
Interferometers trifft die Strahlung auf einen Detektor. Die hier gemessenen Intensitéten
werden vom Computer ausgelesen. Das aufgenommene Interferogramm wird mittels
einer Fast-Fourier-Transformation in ein Spektrum umgewandelt. Die Spektren wurden in

einem Wellenzahlenbereich von 200 cm™ bis 3500 cm™ aufgezeichnet.

Streustrahlung

/____—:a__/__._./,;p’i;;,' Raman-Spekirometer

\\\—\Es

Li
Probe in der nse
Halterung Asphdrische

Linse

Lasar

Abbildung 15: Schematischer Aufbau eines FT-Raman-Moduls. Der Laserstrahl wird iiber eine
180°-Riickstreugeometrie auf die Probe fokussiert. Die entstehende Streustrahlung wird in das
Raman-Spektrometer geleitet.

Die erhaltenen Spektren wurden in die Datenbank Havelt4All Raman der Software
KnowltAll Raman {iberfiihrt und anhand der Ubereinstimmung mit Datenbankspektren
qualitativ ausgewertet. Zuerst wurde im Spektrenabschnitt 1150 cm™ bis 350 cm™ in der
Datenbank nach korrelierenden Spektren gesucht, dann wurde der restliche Messbereich
(3500 cm™ bis 1150 cm™ und 350 cm™ bis 200 c¢cm™) hinsichtlich {ibereinstimmender

Spektren iiberpriift. Dafiir wurde der standardmiBig eingestellte ,,correlation algorithm
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verwendet. Die Ergebnisse wurden mit einem ,,hit quality index * angezeigt, welcher ein
MaB fiir die Ubereinstimmung der Datenbankspektren mit den gemessenen Spektren ist.
Mit der Software wurde zusétzlich eine ,,mixture analysis® durchgefiihrt. Mit dieser
Anwendung kann durch hypothetische Kombination der gefundenen Datenbankspektren
das gemessene (Mehrkomponenten)-spektrum mathematisch nachgestellt werden. Das
Ergebnis der mixture analysis zeigt Faktoren an, mit welchen ausgewdhlte
Datenbankspektren multipliziert werden miissen, um addiert das gemessene Spektrum
moglichst gut wiederzugeben. Die Faktoren sind so skaliert, dass sie in der Summe eins
ergeben. Da die Datenbankspektren normiert sind, erhédlt man eine Aussage iiber die
relativen Anteile der verschiedenen, mit der FT-Raman-Spektroskopie nachweisbaren
Komponenten. Der Faktor stellt hierbei lediglich einen Vergleichswert zwischen Proben
mit gleicher qualitativer Zusammensetzung dar und lésst keine Schliisse iiber absolute

Anteile der gefundenen Komponenten zu.

3.7 FT-Infrarot-Spektroskopie

Die Infrarot-Spektroskopie basiert auf der Absorption von Licht aus dem Spektrum einer
IR-Lichtquelle, wobei die absorbierten Wellenldngen charakteristisch fiir die untersuchte
Substanz sind. Mithilfe dieser Methode ist es mdglich, Identitdt, Reinheit und Struktur
unbekannter chemischer Verbindungen anhand spezifischer infrarotaktiver funktioneller
Gruppen zu iiberpriifen (Hesse et Sanders, 1988). Die Fourier-Transformation-Technik als
Weiterentwicklung der Infrarot-Spektroskopie ermdglicht eine simultane Erfassung aller
Frequenzen des IR-Spektrums durch Umwandlung in ein Interferogramm. Dadurch
konnen die Spektren in kiirzester Zeit aufgezeichnet werden (Hesse et al., 2002). Die
Analyse mittels FTIR-Spektroskopie fand nach Zertriimmerung der Konkremente durch
den Holmium:YAG-Laser an Kaliumbromid-Presslingen statt. Dazu wurden die
Fragmente zuerst mithilfe eines Morsers pulverisiert. AnschlieBend wurden ca. 0,02 g des
pulverisierten Konkrementmaterials mit 0,5 g Kaliumbromid vermischt. Dieses Gemisch
wurde in einer Schwingmiihle fiir 25 Sekunden homogenisiert. AnschlieBend wurden die
Presslinge in einer Hydraulik-Presse unter Vakuum gesintert. Diese wurden dann in den
Probenhalter des Spektrometers eingesetzt. Darauthin wurden die Spektren mit dem FT-

IR-Spektrometer in einem Wellenzahlenbereich von 4000- 400 cm™' aufgenommen.
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Abbildung 16: Schematischer Aufbau eines FT-IR-Spektrometers. Infrarot-Strahlung wird durch
ein Michelson-Interferometer zur Interferenz gebracht und auf den Probenkorper gerichtet.
Das entstehende Interferogramm wird vom Detektor registriert.

Hierbei trifft Infrarot-Strahlung aus einer Lichtquelle auf eine halbdurchléssige Platte, die
als Strahlenteiler dient. Eine Halfte des Lichts trifft auf einen starren Spiegel, die andere
Halfte wird auf einen beweglichen Spiegel abgelenkt. Durch Reflektion der Strahlung
zurlick zur Platte kommt es zur Interferenz der Strahlen. Die so modifizierte Strahlung
wird auf die Probe fokussiert und der transmittierte Teil wird am Detektor gemessen. Vom
Detektor wird das auftreffende Infrarot-Licht als Interferogramm registriert und an einen
Computer weitergeleitet. Dieser wandelt die im Interferogramm aufsummierte
Frequenzinformation durch Fourier-Transformation wieder in ein Spektrum um. Die
Auswertung der Spektren erfolgte automatisch mit der dem Spektrometer zugehorigen
Software. Bei Konkrementen aus mehreren Komponenten kdnnen damit Bestandteile mit
einem Anteil von mindestens 5 bis 10 Prozent an der Gesamtzusammensetzung
nachgewiesen werden. Anhand eines Spektrenatlasses (Hesse ef Sanders, 1988) wurde die
Auswertung verifiziert. Es wurden Referenzspektren zugeordnet und verglichen. Die
genaue Konzentration der Stoffe kann jedoch mit dieser Methode nicht ermittelt werden,
sodass Prozentangaben sich auf den relativen Anteil der ermittelten Substanz an den

identifizierten Stoffgemischen beziehen.

3.8 Histologische Aufarbeitung

Fiir die histologische Untersuchung wurde ein etwa 1 cm langes Stiick eines gesunden
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Speichelgangs verwendet, welches aus einem Submandibulektomie-Praparat
herausprépariert wurde. Bis zur Durchfiihrung des Versuchs wurde die Gewebeprobe in
Ringerlosung aufbewahrt. Das Speichelganggewebe wurde mithilfe von vier Stecknadeln
auf einem Styroporplittchen aufgespannt (siche Abbildung 17). Im Anschluss wurden die
Laserpulse aus einer Entfernung von etwa einem Millimeter zum Gewebe abgegeben. Fiir
die auch bei der Lithotripsie verwendeten Pulsenergien 500, 1000 und 1500 mJ wurden

jeweils zwei Pulse nebeneinander appliziert (siche Abbildung 18).

Abbildung 17: Aufgespannte Gewebeprobe vom Speichelgang der Glandula submandibularis.

500 mJ 1000 mJ 1500 mJ

30-50 pm
H0-70 pm

Abbildung 18: Schematische Darstellung des histologischen Prdparates: erste Schnittebene in 30
bis 50 um, zweite Schnittebene in 50 bis 70 um Tiefe.

Es folgte die Fixierung des Gewebes in gepuffertem 4-prozentigem Formalin. Die fixierte
Gewebeprobe wurde anschlieBend mithilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert
und danach in heiBles Paraffin eingebettet. Nach Abkiihlen des Paraffin-Blocks wurden
horizontale Schnitte der Dicke 3 pm mithilfe eines Mikrotoms angefertigt. Der erste
verwertbare plane Schnitt erfolgte nach Erreichen einer mittleren Gewebetiefe von 30 bis
50 um Tiefe. Es wurden Serienschnitte bis in eine Gewebetiefe von 50 bis 70 pm erstellt
(siche Abbildung 18). Nach dem Strecken der Schnitte im Wasserbad wurden diese auf
Objekttrager aufgezogen, getrocknet und mit der HE-Farbung angeféarbt. Die fertigen
histologischen Schnitte wurden anschlieBend unter dem Lichtmikroskop beurteilt und

ausgewertet.
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3.9 Statistik

Fiir die statistische Auswertung wurde das Programm SPSS Statistics 21 verwendet. Um
Querschnitt und Streubreite eines Datenkollektivs darzustellen, wurden, wenn nicht
anders angegeben, immer Mittelwert und Standardabweichung des Mittelwerts berechnet

(MW =+ SD).

Fir die Bestimmung der Stirke des statistischen Zusammenhangs zweier Merkmale

wurde der Korrelationskoeffizient r nach Pearson ermittelt.

Zur Uberpriifung von Unterschiedshypothesen bei zwei unabhingigen Stichproben diente
der Mann-Whitney-U-Test und bei mehr als zwei unabhéngigen Stichproben der Kruskal-
Wallis-Test. Um die Mittelwerte von zwei unterschiedlichen Gruppen mit
normalverteilten Variablen zu vergleichen und auf Signifikanz zu testen, wurde der t-Test

fiir unabhéngige Stichproben verwendet.

Um zu untersuchen, ob zwei unabhiingige Merkmale assoziiert sind, wurde der chi®-Test

nach Pearson anhand einer Kreuztabelle durchgefiihrt.

Das Signifikanzniveau lag stets bei 5 % (p < 0,05).
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4 Ergebnisse

4.1 Fluoreszenz der Konkremente

Bei der Fluoreszenzfotografie unter Blaulicht mit einer Anregungswellenlédnge von 405
nm zeigten 34 Konkremente griine Fluoreszenz (siche Abbildung 19), 13 Konkremente

fluoreszierten rot (sieche Abbildung 20).

e

Abbildung 19: Beispiel fiir ein griin-gelb  Abbildung 20: Beispiel fiir ein rot
fluoreszierendes Konkrement. fluoreszierendes Konkrement.

Anhand der dreidimensionalen Darstellung der Matrixscans der Fluoreszenzspektroskopie
konnte bei auf den Fotos griin fluoreszierenden Konkrementen der Grundtrend beobachtet
werden, dass die Fluoreszenzintensitit unabhédngig von der Anregungswellenldnge mit
zunehmender Emissionswellenldnge abnimmt. Maxima der Fluoreszenzintensitédt konnten
bei diesen Konkrementen bei Emissionswellenldngen von 480 bis 580 nm im gesamten
Anregungswellenldngenbereich beobachtet werden (siche Abbildung 21). Dies entspricht
einer Fluoreszenz im blau-griinen, griinen und griin-gelben Bereich des sichtbaren Lichts.
Die EEM-Grafiken der auf den Fotos rot fluoreszierenden Konkremente zeigten Maxima
der Emission im Wellenlédngenbereich zwischen 640 und 700 nm fiir alle verwendeten
Anregungswellenlédngen. Dies entspricht einer Fluoreszenz im orangen bis roten Bereich
des sichtbaren Lichts. Zuséitzlich waren bei einigen dieser Konkremente Maxima im
Emissionswellenldngenbereich von 540 bis 580 nm bei Anregungswellenldngen von 440
bis 450 nm zu erkennen, was einer Fluoreszenz im griinen bis griin-gelben Bereich
entspricht (sieche Abbildung 22). Die auf den Fotos dargestellte Fluoreszenz der
Konkremente entspricht der Fluoreszenzintensitit bei einer Anregungswellenldnge von
405 nm in den Matrixscans. Jedoch geben die Konkremente ihr Lichtspektrum als eine
Kombination der unterschiedlichen Spektralfarben ab. Die Farbwahrnehmung wird
zusitzlich beeinflusst durch Faktoren wie die verwendete Kamera und die Verarbeitung

der Spektren durch den menschlichen Sehsinn.
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Abbildung 21: 3D-Darstellung der EEM eines griin fluoreszierenden Konkrements.
Fluoreszenzintensitit (counts per second x 10000, farblich unterteilt) als Funktion von

Anregung-und Emissionswellenlingen (in nm): Maxima im Emissionswellenldngenbereich von
480 bis 580 nm.
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Abbildung 22: 3D-Darstellung der EEM eines rot fluoreszierenden Konkrements.
Fluoreszenzintensitdt (counts per second x 10000, farblich unterteilt) als Funktion von
Anregung-und Emissionswellenldingen (in nm): Maxima bei Emissionswellenldngen von 540-580
nm sowie bei 640-700 nm.

4.2 Ergebnisse der Bildgebung mittels Dual Energy CT

Bei 80 kV wvariierten die Dichtewerte von 46 Konkrementen zwischen 924 HU und
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2858,9 HU bei einem mittleren Dichtewert von 1642,5 + 477,5 HU. Die Dichtewerte bei
140 kV bewegten sich fiir diese Konkremente zwischen 438 HU und 1542,3 HU bei
einem mittleren Dichtewert von 850,8 + 267,4 HU.

Die Berechnung des DE-Index dieser Konkremente ergab Werte zwischen 0,1180 und
0,2190 bei einem mittleren DE-Index von 0,1726 £ 0,0217.

Bei einem Konkrement konnte eine Abweichung der Werte beobachtet werden: bei 80 kV
wurde hier ein Dichtewert von 74,5 HU gemessen, bei 140 kV ein Wert von 53,3 HU. Der
berechnete DE-Index war mit 0,0100 weitaus niedriger als der mittlere DE-Index der

anderen Konkremente.
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Abbildung 23: DECT-Dichtewerte (in Hounsfield units) bei den Rohrenspannungen 80 und 140
kV sowie DE-Index der Konkremente.

In der dreidimensionalen Rekonstruktion stellten sich die Konkremente homogen blau
dar, was der Farbkodierung fiir calciumhaltige Konkremente bzw. fiir calcifizierte
Strukturen mit hoher effektiver Ordnungszahl entspricht (siche Abbildung 24). Mithilfe
des verwendeten DE-Algorithmus fiir Harnsteine war hier keine farbliche Unterscheidung

der Konkremente moglich.

Im koronaren Schnittbild waren bei dem Konkrement mit dem niedrigen DE-Index rote
Pixel zu erkennen (sieche Abbildung 25). Dies entspricht der Farbkodierung des

Algorithmus fiir Harnsdure bzw. fiir Strukturen mit niedriger effektiver Ordnungszahl.
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Abbildung 24: 3-D-rekonstruiertes, farbkodiertes Topogramm der ersten Aufnahmeserie. Die
Speichelsteine, welche sich am Boden von Plastikgefifien befinden, stellen sich homogen blau-
weif3 dar.

Abbildung 25: Farbkodiertes Dual Energy Schnittbild, basierend auf dem DE-Index der Steine:
rechts ein Stein, welcher sich aufgrund seiner spektralen Eigenschaften blau darstellt, links ein
Stein, dessen spektrale Eigenschaften zu einer roten Kodierung fiihren.

4.3 Laserlithotripsie

4.3.1 Gruppeneinteilung

Fiir die Lithotripsie wurden die Konkremente beziiglich der angewendeten Pulsenergie
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auf drei Gruppen randomisiert. Vor Beginn der Laserlithotripsie wurde tiberpriift, ob ein
signifikanter Unterschied in der Dichte p der Konkremente zwischen den Gruppen
besteht, da dieser Faktor mutmaBlich den Erfolg der Lithotripsie beeinflusst. Mithilfe des
Kruskal-Wallis-Tests konnten jedoch keine signifikanten Gruppenunterschiede gefunden
werden (p = 0,100).

Pulsenergie 500 Pulsenergie 1000 Pulsenergie 1500
mJ/Puls mJ/Puls mJ/Puls

Nl Konkremente 16 16 15

p [g/em’] 0,8 £0,4 1,1+0,4 1,104

Tabelle 2: Dichte p der Konkremente in den drei Behandlungsgruppen.

4.3.2 Ergebnisse der Fragmentierung

Mit dem Holmium:YAG-Laser konnte die Zertriimmerung aller 47 Konkremente in
Fragmente < 1,5 mm erfolgreich durchgefiihrt werden. Die mittlere Anzahl der
abgegebenen Pulse pro Zertriimmerung unterschied sich nicht signifikant zwischen den
drei genutzten Pulsenergien (p = 0,920). Da die abgelesene Laserlaufzeit von Pulsanzahl
und Pulsfrequenz abhingt, konnte auch hinsichtlich der durchschnittlich benétigten
Laserlaufzeit kein signifikanter Unterschied zwischen den Pulsenergien beobachtet
werden (p = 0,924). Allerdings wurden bei einer Pulsenergie von 1500 mlJ/Puls
tendenziell etwas mehr Pulse pro Zertrimmerung bei einer im Mittel auch etwas léngeren
Laserlaufzeit benoétigt als bei 500 und 1000 mJ/Puls. Die durchschnittlich abgegebene
Energie hingt von der genutzten Pulsenergie und der Pulsanzahl ab. Bei einer Pulsenergie
von 500 mJ/Puls war sie daher etwa halb so grofl wie bei einer Pulsenergie von 1000

mJ/Puls, wihrend sie bei 1500 mJ/Puls etwas mehr als doppelt so viel betrug (siche

Tabelle 3).
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Pulsenergie 500 Pulsenergie 1000 Pulsenergie 1500
mJ/Puls mJ/Puls mJ/Puls

N Konkremente | 10 16 15

n pulse 1023 £ 1093 1066 + 1438 1528 £2293
57+6,1 59+8,0 8,5+12,7

Lges [min]

Eges [J] 511 £ 546 1066 + 1438 2292 + 3439

Tabelle 3: Ergebnisse der Laserlithotripsie in Abhdngigkeit der verwendeten Pulsenergie.
Angegeben sind jeweils bendtigte mittlere Pulsanzahl, durchschnittliche Laserlaufzeit Lges und
abgegebene mittlere Laserenergie Eges.

Fiir einen direkten Vergleich der Ablationsraten der drei verwendeten Pulsenergien wurde

der Zusammenhang zwischen Pulsenergie und Ablationsrate pro Puls iiberpriift. Hierbei

konnte festgestellt werden, dass die durchschnittliche Ablationsrate pro Puls bei einer

Pulsenergie von 1000 mJ/Puls etwa doppelt so gro3 war wie bei einer Pulsenergie von

500 mJ/Puls (p = 0,030). Bei einer Pulsenergie von 1500 mJ/Puls war die Ablationsrate

pro Puls fast zweieinhalb mal so grofl wie bei 500 mJ/Puls (p = 0,016). Zwischen einer

Pulsenergie von 1000 mJ/Puls und 1500 mJ/Puls bestand hingegen kein signifikanter

Unterschied: Die mittlere Ablationsrate bei 1500 mJ/Puls war nur um etwa 15 Prozent

grofler als bei 1000 mJ/Puls (p = 0,600).

1.5 7

n=16

n=16 n=15

=)
g
5 1.0
E .
r
n 1
£ "
=
o
E
o
=L T
0.5 : T
o t
F)
i —
t
; ]
.
0.0
T T T
500 m.J 1000 mJ 1500 mJ

Abbildung 26: Ablationsrate pro Puls (in mg/Puls) in Abhdngigkeit der Pulsenergie.



Ergebnisse 36

Die Ablationsrate pro Laserlaufzeit ist abhingig von der benotigten Pulsanzahl. Es konnte
festgestellt werden, dass der durchschnittliche Abtrag pro Zeiteinheit bei einer
Pulsenergie von 1000 mJ/Puls ungefihr doppelt so grofl war wie bei 500 mJ (p = 0,030).
Die Ablationsrate pro Laserlaufzeit bei 1500 mJ/Puls war anndhernd zweieinhalbmal so
hoch wie bei 500 mJ/Puls (p = 0,016). Vergleicht man die Ablationsraten pro Zeit von
1000 mJ/Puls und 1500 mJ/Puls, so war bei 1500 mJ/Puls der Abtrag pro Minute nur um
15 Prozent groBer als bei 1000 mJ/Puls (p = 0,600).
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Abbildung 27: Ablationsrate pro Laserlaufzeit (in mg/min) in Abhdngigkeit der Pulsenergie.

4.3.3 Auswirkung der Pulsenergie auf die Zertriimmerungsart

Bei insgesamt 20 Konkrementen wurde der Fragmentierungsprozess von den Behandlern
als unkompliziert empfunden. Hier wurde die Sicht durch keine oder nur eine geringe
Staubentwicklung beeintrdchtigt und es kam zu keinem starken Wegspringen der
Fragmente bei der Energieapplikation. Die Zertriimmerung von 27 Konkrementen wurde
von den Behandlern als kompliziert eingestuft. Dies war der Fall, wenn eine starke
Repulsion von Fragmenten die Positionierung der Laserfaser erschwerte oder es durch
eine starke Staubentwicklung zu einer Sichtbehinderung kam. Es zeigte sich, dass sich die
Zertrimmerungsart zwar nicht signifikant zwischen den drei verwendeten Pulsenergien
unterscheidet (p = 0,115), jedoch tendenziell umso mehr Schwierigkeiten bei der
Steinzertriimmerung auftraten, je hoher die genutzte Pulsenergie war. Bei einer

Pulsenergie von 500 mJ/Puls traten nach Ansicht der Behandler bei 37,5 Prozent der
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Konkremente Schwierigkeiten bei der Fragmentierung auf. War eine Laserenergie von
1000 mJ/Puls eingestellt, wurden 62,5 Prozent der Konkremente als kompliziert zu
zertrimmern eingestuft. Bei einer Pulsenergie von 1500 mJ/Puls wurde die Zerstorung

von 73 Prozent der Konkremente als kompliziert empfunden.

Pulsenergie:

500 mJ 1000 mJ 1500 mJ

unkompliziert

Zertruemmerungsart:

kompliziert

Anteile der Steine nach Zetruemmerungsart und Pulsenergie
Abbildung 28: Zertriimmerungsart der Konkremente in Abhdngigkeit der genutzten Pulsenergie.

4.3.4 Abhangigkeit der Ablationsrate vom Behandler

Um die Ablationsrate in Abhéngigkeit vom jeweiligen Behandler vergleichen zu kdnnen,
wurde zundchst Uberpriift, ob sich die Gruppen hinsichtlich der Dichte p der
Konkremente unterscheiden. Mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests konnten keine
signifikanten Gruppenunterschiede gefunden werden (p = 0,056). Die Steine wurden bei

beiden Behandlern gleichméBig auf die unterschiedlichen Pulsenergien aufgeteilt.

erfahrener Behandler unerfahrener Behandler
N Konkremente 20 27
p [g/cm?] 1,1£04 09+04

Tabelle 4: Dichte p der Konkremente in den zwei Behandlungsgruppen.

Bei dem Lithotripsie-erfahrenen Behandler war der durchschnittliche Abtrag pro Joule in
etwa dreimal so grofl wie bei dem unerfahrenen Behandler. Damit erzielte der geiibte
Behandler eine signifikant hohere Ablationsrate als der ungeiibte (p < 0,001) (siche
Abbildung 29).
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Abbildung 29: Ablationsrate pro Energie (in mg/J) in Abhdngigkeit vom Behandler.

4.4 Raman-Spektren der Konkremente

Die Spektren der 27 untersuchten Sialolithen zeigten untereinander bis auf ein
Konkrement keine nennenswerten Unterschiede. Es konnten Maxima der Raman-
Intensitit bei einer Raman-Verschiebung von 1000 c¢cm™ bis 900 c¢cm’ und im
Wellenzahlenbereich von 3000 cm™ bis 2800 cm™ beobachtet werden (sieche Abbildung
30). Bei der Datenbanksuche nach korrelierenden Spektren wurden zwei gut zu den
gemessenen Spektren passende Datenbankspektren, also zwei Spektren mit hohem hit
quality index, gefunden. Im Spektren-Abschnitt von 1150 cm™ bis 350 ¢cm™ zeigte sich
eine hohe Ubereinstimmung mit dem Datenbank-Spektrum von Carbonatapatit. Der
ausgepragte peak bei 962 cm™ entspricht hierbei der charakteristischen Valenz-
schwingung von Phosphat (sieche Abbildung 31). Im Spektren-Abschnitt von 3500 ¢cm™
bis 1150 cm™ war eine gute Korrelation mit dem Datenbankspektrum von Keratin zu

beobachten (sieche Abbildung 32).
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Raman-Intensitat [a.u.]

Abbildung 32: Ergebnis der Datenbanksuche fiir den Spektrenbereich von 3500 bis 1150 cm-' und
350 bis 200 cm™ . Oben in orange ist das Datenbankspektrum von Keratin zu erkennen, darunter in
schwarz das gemessene Spektrum. Der Suchbereich ist weif3 hinterlegt (Darstellung der
Ramanintensitdt innerhalb eines Wellenzahlenbereichs von 3500 cm™ bis 200 cm™ ;a.u.= arbitrary

— — =,
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Raman-Verschiebung [cm™]

Abbildung 30: Charakteristisches Raman-Spektrum einer Probe (Darstellung der
Ramanintensitdit innerhalb eines Wellenzahlenbereichs von 3500 cm™ bis 200 cm™;
a.u.= arbitrary units).
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Abbildung 31: Datenbankspektrum von Carbonatapatit; charakteristischer peak bei 1000

cm bis 900 cm! (Darstellung der Ramanintensitdt innerhalb eines Wellenzahlenbereichs
von 3500 cm! bis 200 cm!; a.u.= arbitrary units).
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Abbildung 33: Uberlagerung der Datenbank-Spekiren von Carbonatapatit (rot) und Keratin
(griin) mit einem gemessenen Spektrum (blau) (Darstellung der Ramanintensitdt innerhalb eines
Wellenzahlenbereichs von 3500 cm™ bis 200 cm™ ;a.u.= arbitrary units).

Auch bei Uberlagerung der gemessenen Spektren mit den Datenbank-Spektren von
Carbonatapatit und Keratin zeigte sich eine gute Ubereinstimmung der Banden (siche
Abbildung 33). Bei der mixture analysis der Datenbankspektren variierte der Faktor fiir
das Datenbankspektrum von Carbonatapatit von 0,40 bis 0,89. Der mittlere Wert des
Faktors betrug 0,73. Der Faktor fiir das Datenbankspektrum von Keratin variierte von
0,11 bis 0,60 bei einem mittleren Faktorenwert von 0,27. Je groBer der Faktor des
Datenbankspektrums ist, desto groBer ist der Anteil der Substanz im Vergleich zu

Spektren mit kleineren Faktoren.

Bei der bereits in der Dual Energy CT-Analyse auffélligen Probe konnte kein
Carbonatapatit im Raman-Spektrum gefunden werden (siche Abbildung 34). Allerdings
war dieses Spektrum mehr verrauscht und daher schlechter auszuwerten als die anderen
aufgenommenen Spektren. Die Raman-Ergebnisse zeigten, dass sich die
Zusammensetzung von 26 untersuchten Konkrementen in qualitativer Hinsicht kaum
unterscheidet. Durch Vergleich mit normierten Datenbankspektren konnte Carbonatapatit
als anorganischer Bestandteil und Keratin als organische Komponente nachgewiesen

werden. Im Spektrum einer Probe konnte nur Keratin nachgewiesen werden.
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Abbildung 34: Spektrum einer Probe ohne charakteristischen peak fiir Carbonatapatit
(Darstellung der Ramanintensitdt innerhalb eines Wellenzahlenbereichs von 3500 cm™ bis 200
cm!;a.u.= arbitrary units).

4.5 Infrarotspektren der Konkremente

Von den 47 infrarotspektroskopisch untersuchten Proben zeigten 46 eine Zusammen-
setzung aus mineralischen Komponenten. Dabei wurde im Spektrum aller 46
Konkremente eine 75- bis 95-prozentige Carbonatapatit (Ca,;o(PO4)(CO;0H)s(OH),)-
Komponente gefunden. Bei 37 von 46 Konkrementen wurde zusitzlich eine 5- bis 25-
prozentige Weddellit (Calciumoxalat-Dihydrat CaC204-2H,0)-Komponente gefunden.
Struvit (Magnesium-Ammoniumphosphat-Hexahydrat (NH4)Mg[PO4]-6H20)) konnte
zusétzlich zu Carbonatapatit als 5 bis 15-prozentige Komponente in 9 von 46
Konkrementen nachgewiesen werden. Damit war mittels der Infrarot-Spektroskopie bei
46 Konkrementen der Nachweis von zwei verschiedenen Zweikomponentengemischen
moglich. 37 der untersuchten Proben enthielten demnach Carbonatapatit und Weddellit in
unterschiedlichen Relationen (sieche Abbildung 35). Im Gemischtspektrum ist der
Weddellit-Anteil an den Banden bei 1640, 1327 und 769 cm™' zu erkennen. Der
Carbonatapatit-Anteil ist bei dieser Zusammensetzung an den Banden bei 1044, 602 und
567 cm” zu erkennen. Bei 9 Konkrementen konnten Carbonatapatit und Struvit in
variierenden Anteilen nachgewiesen werden (siche Abbildung 36). Den Hinweis auf
Struvit liefert die ab 2300 cm™! abnehmende Transmission, die Banden bei 1032, 873 und
601 cm™ liefern bei dieser Komposition die wichtigsten Hinweise fiir Carbonatapatit. Bei
einer Probe konnte dem aufgenommenen Spektrum kein Referenzspektrum einer

mineralischen Substanz zugeordnet werden (siehe Abbildung 37).
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Abbildung 35: Beispielhaftes Infrarot-Spektrum einer Probe, bei welcher die Komponenten
Carbonatapatit  und  Weddellit  nachgewiesen — werden  konnten  (Darstellung  des
Transmissionsspektrums als Funktion der Wellenzahl innerhalb eines Bereichs von 4000 cm™ bis
400 cm’!; Transmission = Eingangsintensitdit/Ausgangsintensitdt in %).
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Abbildung 36: Infrarot-Spektrum einer Probe, bei welcher Carbonatapatit und Struvit als
Bestandteile gefunden wurden (Darstellung des Transmissionsspektrums als Funktion der
Wellenzahl innerhalb eines Bereichs von 4000 cm™ bis 400 cm’'; Transmission =
Eingangsintensitdit/Ausgangsintensitdt in %).
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Abbildung 37: Infrarot-Spektrum einer Probe, welcher keine mineralischen Bestandteile
zugeordnet werden konnten (Darstellung des Transmissionsspektrums als Funktion der Wellenzahl
innerhalb  eines  Bereichs von 4000 c¢m' bis 400 cm!; Transmission =
Eingangsintensitdt/Ausgangsintensitdt in %).

4.6 Korrelationen zwischen physikalisch-chemischen, optischen und

radiologischen Parametern

Es zeigte sich, dass die rot fluoreszierenden Konkremente im Durchschnitt einen
signifikant hoheren Raman-Faktor fiir Carbonatapatit haben als die griin fluoreszierenden
Konkremente (p = 0,020). Da sich die Raman-Faktoren gegenseitig bedingen, hatten die
griin fluoreszierenden Konkremente im Mittel einen signifikant héheren Raman-Faktor

fiir Keratin als die rot fluoreszierenden (p = 0,020).

rote Fluoreszenz griine Fluoreszenz
Raman-Faktor 0,82 +0,07 0,64 +£ 0,24
Carbonatapatit
Raman-Faktor Keratin 0,18 0,07 0,35+0,24

Tabelle 5: Zusammenhang zwischen Fluoreszenz und Raman-Faktoren der Konkremente.

Konkremente, die nach den Ergebnissen der Infrarot-Spektroskopie Carbonatapatit und
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Weddellit enthielten, unterschieden sich hinsichtlich ihrer Fluoreszenz nicht signifikant

von Konkrementen, die Carbonatapatit und Struvit enthielten (p = 0,662).

rote Fluoreszenz griine Fluoreszenz

[% der Konkremente] [% der Konkremente]
Carbonatapatit/Weddellit |32 68
Carbonatapatit/Struvit 22 78

Tabelle 6: Zusammenhang zwischen Fluoreszenz der Konkremente und Ergebnissen der IR-
Spektroskopie.

Zwischen rot und griin fluoreszierenden Konkrementen war kein signifikanter

Unterschied beziiglich der berechneten Dichte zu beobachten (p = 0,880).

rote Fluoreszenz griine Fluoreszenz

berechnete Dichte p|1,0£0,5 1,004

[g/em’]

Tabelle 7: Zusammenhang zwischen Fluoreszenz und berechneter Dichte p der Konkremente.

Es lieB sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen den am DECT-Bild gemessenen
Dichtewerten bei 80 und 140 kV und den Werten der Raman-Faktoren fiir Carbonatapatit
nachweisen (p = 0,003 bzw. p = 0,007). Hierbei waren die Hounsfield units umso groBer,
je hoher der Faktor fiir Carbonatapatit war (r = 0,556 bzw. r = 0,510). Da die Werte der
Raman-Faktoren fiir Carbonatapatit und Keratin sich gegenseitig bedingen, korrelierten
die Werte der Raman-Faktoren flir Keratin um dieselben Werte negativ mit den DECT-
Dichtewerten (80 kV: p = 0,003 r =-0,556; 140 kV: p=0,007 r =-0,510).
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Abbildung 38: Zusammenhang zwischen Raman-Faktoren der Konkremente und DECT-Werten
(in Hounsfield units) bei 80 kV
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Abbildung 39: Zusammenhang zwischen Raman-Faktoren der Konkremente und DECT-Werten
(in Hounsfield units) bei 140 kV

Die im DECT-Bild bei 80 und 140 kV gemessenen Dichtewerte der Carbonatapatit und
Weddellit enthaltenden Konkremente unterschieden sich nicht signifikant von den
gemessenen Dichtewerten der Carbonatapatit und Struvit enthaltenden Konkremente (p =

0,133 bzw. p =0,130).

DECT-Werte bei 80 kV | DECT-Werte bei 140 kV

[HU] [HU]
Carbonatapatit/Weddellit |1590,1 +457,0 821,2+257,1
Carbonatapatit/Struvit 1857,8 £ 526,8 972,4 +£289.9

Tabelle 8: Zusammenhang zwischen DECT-Werten und Ergebnissen der FTIR-Spektroskopie.

Die aus Gewicht und Volumen berechnete Dichte p der Konkremente korrelierte
signifikant mit den Ergebnissen der Dichtemessung an den DECT-Bildern bei 80 und 140
kV (p <0,001 bzw. p = 0,001). Dabei zeigte sich eine Zunahme der Hounsfield units mit
zunehmender Dichte der Konkremente (r = 0,490 bzw. r = 0,455) (siehe Abbildung 40
und 41).



o ]
a o o o o
1.5 - wo o o oo 1.5 - oo o o [ B
o
oo o o a ]
e e
E Qoo E cao
% .1 a % o 0 o
;’1_0— Qo [=1=0 ] o :10— o a a oo a
= (=N ] = ooo
= o o = a o
[ [}
o =] oo =] =] oo
o o =]
0.5 — o o o ] 0.5 o -} o
o o
@ o a
a =)
T T T

0 500 1000 1500 2000 2500

DECT-Wente bei 80 kv (Hounsfield units)
Abbildung 40: Zusammenhang zwischen
DECT-Werten bei 80 kV (in Hounsfield
units) und Dichte p (in glem’) der
Konkremente.
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Abbildung 41: Zusammenhang zwischen
DECT-Werten bei 140 kV (in Hounsfield
units) und Dichte p (in g/cm’) der
Konkremente.

Konkremente, die Carbonatapatit und Weddellit enthielten, unterschieden sich

hinsichtlich ihrer berechneten Dichte nicht signifikant von Konkrementen, die

Carbonatapatit und Struvit enthielten (p = 0,624).

berechnete Dichte p [g/cm’]
1,0+ 0,4
1,1+0,4

Carbonatapatit/Weddellit

Carbonatapatit/Struvit

Tabelle 9: Zusammenhang zwischen berechneter Dichte p der Konkremente und Ergebnissen der
IR-Spektroskopie.

Zwischen der berechneten Dichte der Konkremente und den Werten der Raman-Faktoren
konnte kein Zusammenhang nachgewiesen werden (Carbonatapatit: p = 0,080 r = 0,343;

Keratin: p = 0,080 r = -0,343) (siehe Abbildung 42).
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Abbildung 42: Zusammenhang zwischen Raman-Faktoren und Dichte p (in g/cm’®) der

Konkremente.

Es zeigte sich, dass die Raman-Faktoren fiir Carbonatapatit mit den Werten der FTIR-

Spektroskopie fiir Carbonatapatit korrelieren (r = 0,406; p = 0,040).

Abbildung 43: Zusammenhang zwischen der Hohe der Raman-Faktoren fiir Carbonatapatit
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und prozentualem Carbonatapatit-Anteil der Konkremente in der FTIR-Spektroskopie.

4.7 Faktoren mit praktischer Relevanz fiir die Fragmentierung

4.7.1 Zusammenhang zwischen Fragmentierungsrate und physikalisch-

chemischen, optischen sowie radiologischen Eigenschaften der

Konkremente

Zwischen rot und griin fluoreszierenden Konkrementen konnte kein signifikanter
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Unterschied beziiglich der Ablationsrate gefunden werden (p = 0,055).

rote Fluoreszenz griine Fluoreszenz
Ablation/Energie [mg/J] 0,2+0,2 0,4+0,3

Tabelle 10: Zusammenhang zwischen Ablationsrate pro Energie und Fluoreszenz der
Konkremente.

Zwischen den Werten der Raman-Faktoren fiir Carbonatapatit (r = 0,335/p = 0,088) und
Keratin (r = -0,335/p = 0,088 ) und der Ablationsrate pro J konnte keine Korrelation

beobachtet werden.
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Abbildung 44: Zusammenhang zwischen Raman-Faktoren der Konkremente und Ablationsrate
pro Energie (in mg/J).

Die Carbonatapatit und Weddellit enthaltenden Konkremente unterschieden sich
beziiglich der Ablationsrate pro J nicht signifikant von den Carbonatapatit und Struvit

enthaltenden Konkrementen (p = 0,245).

Carbonatapatit/Weddellit | Carbonatapatit/Struvit
Ablation/Energie [mg/J] 0,4+0,3 0,5+0,3

Tabelle 11: Zusammenhang zwischen Ablationsrate pro Energie und Ergebnissen der IR-
Spektroskopie.

Die aus Gewicht und Volumen berechnete Dichte der Konkremente korrelierte nicht mit

der Ablationsrate pro J des Lasers (r = 0,201/p = 0,175) (siehe Abbildung 45).
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Abbildung 45: Zusammenhang zwischen Dichte p (in g/cm’®) der Konkremente und Ablationsrate

pro Energie (in mg/J).

Auch die aus den DECT-Aufnahmen ermittelten Dichtewerte bei 80 kV (r = -0,046 /p =
0,761) und 140 kV (r = -0,049/p = 0,742) korrelierten nicht mit der Fragmentierungsrate

pro J.
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Abbildung 46: Zusammenhang zwischen
DECT-Werten (in Hounsfield units) der

Konkremente bei 80 kV und Ablationsrate

pro Energie (in mg/J).

DECT-Werte bei 140 KV (Hounsfield units)
Abbildung 47: Zusammenhang zwischen
DECT-Werten (in Hounsfield units) der
Konkremente  bei 140 kV  und
Ablationsrate pro Energie (in mg/J).

4.7.2 Zusammenhang zwischen Zertriimmerungsart und physikalisch-

chemischen, optischen sowie radiologischen Eigenschaften der

Konkremente

Zwischen rot und griin fluoreszierenden Konkrementen konnte hinsichtlich

der
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Zertriimmerungsart kein signifikanter Unterschied beobachtet werden (p = 0,095).

Zertriimmerungsart Zertriitmmerungsart

unkompliziert [n Konkremente] kompliziert [n Konkremente]

rote Fluoreszenz 3 10

griine Fluoreszenz 17 17

Tabelle 12: Zusammenhang zwischen beobachteter Zertriimmerungsart und Fluoreszenz der
Konkremente.

Die Dichtewerte aus dem DECT bei 80 kV und 140 kV und die beobachtete

Zertrimmerungsart zeigten keinen signifikanten Zusammenhang (p = 0,168).

Zertriimmerungsart Zertriimmerungsart
unkompliziert kompliziert
Dichte bei 80 kV [HU] 1485,7 = 361,0 1700,5 £+ 609,5
Dichte bei 140 kV [HU] |774,4 +197,1 877,9 +338,5

Tabelle 13: Zusammenhang zwischen beobachteter Zertriimmerungsart und DECT-Dichtewerten
der Konkremente bei 80 und 140 kV.

Ebenso konnte keine Abhéngigkeit der beobachteten Zertriimmerungsart von der

berechneten Dichte p der Konkremente beobachtet werden (p = 0,177).

Zertriimmerungsart Zertriimmerungsart
unkompliziert kompliziert
berechnete Dichte p|09+04 1,1£0,4
[g/cm’]

Tabelle 14: Zusammenhang zwischen beobachteter Zertriimmerungsart und berechneter Dichte p
der Konkremente.

Zwischen den Faktoren der Raman-Spektroskopie fiir Carbonatapatit und Keratin und der
Zertrimmerungsart zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang (p = 0,629; p = 0,629)
(siche Tabelle 15).
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Zertriimmerungsart Zertriimmerungsart
unkompliziert kompliziert
Raman-Faktor 0,76 £ 0,12 0,71 +0,22
Carbonatapatit
Raman-Faktor Keratin |0,24 + 0,12 0,28 £0,22

Tabelle 15: Zusammenhang zwischen beobachteter Zertriimmerungsart und Raman-Faktoren der
Konkremente.

Carbonatapatit und Weddellit enthaltende Konkremente unterschieden sich hinsichtlich
der Zertrimmerungsart nicht signifikant von Carbonatapatit und Struvit enthaltenden

Konkrementen (p = 0,123).

Zertrimmerungsart Zertriimmerungsart

unkompliziert kompliziert

[0 Konkremente] [0 Konkremente]
Carbonatapatit/Weddellit 38 62
Carbonatapatit/Struvit 66 33

Tabelle 16: Zusammenhang zwischen beobachteter Zertriimmerungsart und Ergebnissen der IR-

Spektroskopie.

4.8 Laserpulseffekte auf das Speichelganggewebe

Das histologische Schnittbild in 30 bis 50 um Tiefe zeigte in dem Bereich, wo die
Laserpulse mit einer Energie von 500 mlJ/Puls appliziert worden waren, keine
erkennbaren Schidden. Dies bedeutet, dass eine durch Wechselwirkung mit dieser
Laserenergie hervorgerufene eventuelle Lasion weniger tief als 30 bis 50 um ins Gewebe
eindringt. Sowohl bei einer Energie von 1000 mJ/Puls als auch bei einer Energie von
1500 mJ/Puls waren in dieser Schnittebene deutliche Ablationskrater zu erkennen (siche

Abbildung 48).

In der Schnittebene von 50 bis 70 um Tiefe waren die Ablationslocher der mit 1000
mJ/Puls applizierten Laserpulse gerade noch erkennbar. Die durch Laserpulse mit einer
Energie von 1500 mlJ/Puls hervorgerufenen Lésionen zeigten nur eine minimale
Verkleinerung im Vergleich zur ersten Schnittebene (siehe Abbildung 49). Dies deutet
darauf hin, dass die Nutzung einer Laserenergie von 1000 mJ/Puls ungeféhr 70 pm tiefe
Einschusslocher im Gewebe hinterldsst, wihrend bei einer applizierten Pulsenergie von

1500 mJ/Puls der Gewebeschaden deutlich iiber 70 um hinausgeht.
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i

Abb-ildung 48: Schﬁittebene in 30 bis 50 um Tiefe: -deutlich
erkennbare Ldsionen nach Beschiessung des Gewebes mit 1000
und 1500 mJ.

.

Abbildung 49: Schnittebene in 50 bis 70 um Tiefe: minimale
Verkleinerung der Einschusslocher im Vergleich zur Schnittebene in
30-50 um Tiefe.
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5 Diskussion

5.1 Spektroskopisch bestimmte Zusammensetzung der Konkremente

Um zu untersuchen, ob sich die Konkremente hinsichtlich ihrer Zusammensetzung
unterscheiden, wurden diese mittels Raman- und Infrarot-Spektroskopie analysiert. Die
Raman-Spektroskopie zeigte, dass sich 26 der 27 untersuchten Konkremente in Bezug auf
ihre Zusammensetzung qualitativ kaum unterscheiden. Durch Vergleich mit Spektren aus
einer Datenbank konnten die Raman-Spektren dieser Steine sowohl dem Mineral
Carbonatapatit als auch dem Strukturprotein Keratin zugeordnet werden. Fiir jeden dieser
Bestandteile wurde ein Wichtungsfaktor angegeben, welcher eine Aussage iiber den
relativen Anteil der jeweiligen Komponente im Vergleich zu anderen Proben mit gleicher
qualitativer Zusammensetzung macht, wobei die Summe der Faktoren immer eins ergibt.
Das Verhiltnis von Carbonatapatit zu Keratin betrug im Mittel ungefdhr 3:1. Im Raman-
Spektrum des Konkrements, welches in der DECT auftéllig niedrige Dichtewerte gezeigt
hatte, wurde bei der Datenbanksuche lediglich eine Ubereinstimmung mit dem Spektrum
von Keratin gefunden. Auch dem Infrarot-Spektrum dieses Konkrements konnte kein
Referenzspektrum einer mineralischen Substanz zugeordnet werden, was ein Hinweis auf
eine Zusammensetzung komplett aus organischen Bestandteilen sein diirfte. Die
restlichen mittels der Infrarot-Spektroskopie untersuchten Konkremente unterschieden
sich hinsichtlich ihrer Zusammensetzung kaum. Als Hauptkomponente wurde bei allen 46
Konkrementen wie auch bei der Raman-Spektroskopie Carbonatapatit identifiziert. Bei
37 Konkrementen wurde als Mischpartner das Mineral Weddellit im Spektrum
nachgewiesen, bei 9 Konkrementen konnte zusitzlich das Mineral Struvit gefunden

werden.

Mit beiden spektroskopischen Untersuchungsmethoden konnte somit ein Konkrement
identifiziert werden, welches sich hinsichtlich seiner chemischen Zusammensetzung von
den restlichen Steinen dahingehend unterschied, dass es keine anorganischen Bestandteile
zu enthalten schien. Dieses Konkrement hob sich auch in der Bildgebung mittels DECT
durch im Vergleich sehr niedrige Dichtewerte von den anderen Konkrementen ab. Laut
den Ergebnissen der Raman-Spektroskopie enthielt dieses Konkrement einen hohen
Anteil an Keratin, mittels der Infrarot-Spektroskopie konnte kein passendes Spektrum
einer anorganischen Substanz gefunden werden. Die FErgebnisse der Raman-
Spektroskopie basieren auf einer méoglichst guten Ubereinstimmung der gemessenen

Spektren mit Spektren aus einer Datenbank. Da in der verwendeten Datenbank nur eine
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begrenzte Anzahl an Referenzspektren enthalten ist, besteht die Moglichkeit einer ebenso
guten oder besseren Ubereinstimmung mit Spektren anderer Substanzen, welche nicht in
dieser Datenbank enthalten sind. Die Dichtewerte aus der DECT lieferten ebenfalls
Hinweise dafiir, dass es sich bei dem betreffenden Konkrement um einen nicht
mineralisierten Sekretpfropf aus eingedicktem Speichel handeln konnte. Mdogliche
Bestandteile wiren in diesem Fall im Speichel enthaltene Muzine, welche bei
Anreicherung und Ablagerung als Nidus fiir eine Calcifikation dienen konnen. In
vorangegangenen Studien konnten beziiglich organischer Komponenten obligate
Speichelbestandteile wie Glycoproteine und Mucopolysaccharide, aber auch Kollagen-
artige Proteinstrukturen, das antimikrobiell wirksame Peptid Defensin, Zelldetritus,
Komponenten von Nahrungsbestandteilen und Bakterienfragmente in Speichelsteinen
gefunden werden (Anneroth et al., 1975, Szalma et al., 2012). Keratin, ein
schwefelhaltiges Strukturprotein, welches beim Menschen in Haaren, Néageln und der
Haut vorkommt, wurde bisher noch nicht in Sialolithen gefunden. Jedoch gelang bereits
der Nachweis von verschiedenen schwefelhaltigen Aminosduren wie Tyrosin,
Phenylalanin und Hydroxyprolin sowie von Disulfidgruppen in Speichelsteinen
(Triantafyllou et al., 2006, Jayasree et al., 2008). Disulfidgruppen sind in der Aminoséure
Cystin enthalten, welche ein charakteristischer Bestandteil der Aminosiduresequenz von
Keratin ist. Die anderen gefundenen Aminoséuren kommen ebenfalls in Keratin, aber

auch in anderen Strukturproteinen wie Kollagen oder Elastin vor (Strnad et al., 2011).

Der Grofiteil der Konkremente bestand laut den Ergebnissen der spektroskopischen
Analysemethoden aus anorganischen Bestandteilen. Wiahrend mit der Raman-
Spektroskopie nur Carbonatapatit (Ca;o(PO.4)(CO;0H)s(OH),) gefunden wurde, konnten
mithilfe der IR-Spektroskopie zusitzlich die Mischpartner Weddellit (Calciumoxalat-
Dihydrat CaC204-2H,0) und Struvit (Magnesium-Ammoniumphosphat-Hexahydrat
(NH4)Mg[PO4]-6H20)) nachgewiesen werden. Zwischen der Hohe des Raman-Faktors
fiir Carbonatapatit und dem mittels der IR-Spektroskopie ermittelten prozentualen
Carbonatapatit-Anteil konnte eine signifikante Korrelation beobachtet werden. Mit zwei
unterschiedlichen Analysemethoden gelang also der Nachweis derselben Substanz, was
fiir die Reliabilitédt dieser Untersuchungsverfahren spricht. Calciumphosphat in Form von
Carbonatapatit oder Hydroxylapatit wurde bereits in friilheren Studien mithilfe
verschiedenster Analysemethoden als Hauptbestandteil von Speichelsteinen ermittelt
(Frame et Smith, 1986, Teymoortash et al., 2003, Siedek et al., 2008, Jayasree et al.,
2008). Die Formation dieser Mineralien wird durch eine hohe Calciumkonzentration bei
gleichzeitig erhohtem pH-Wert des Speichels begiinstigt, da es durch Abnahme der

Loslichkeit von Calcium und Phosphat im Speichel zur Prézipitation von Apatitkristallen
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kommt (Su et al, 2010, Williams, 1999). Als Ursache fiir eine Alkalisierung des
Speichel-pH-Werts werden bakterielle Infektionen vermutet (Lustmann ef Shteyrer,
1981). Weitere bei fritheren Untersuchungen gefundene anorganische Bestandteile waren
Whitlockit, Brushit und Octacalciumphosphat (Striibel ez Rzepka-Glinder, 1989, Burstein
et al., 1979). Weddellit wurde bisher nur im Rahmen einer einzigen Studie als
Komponente eines Speichelsteins nachgewiesen (Yamamoto et al., 1983). Es handelt sich
hierbei um ein seltenes Mineral, welches zu den Calciumoxalaten gehort. Etwa zwei
Drittel aller Harnsteine bei Erwachsenen enthalten Calciumoxalat in Form von Weddellit
(Calciumoxalat-Dihydrat) oder Whewellit (Calciumoxalat-Monohydrat). Man geht im
urologischen Bereich bei diesen Steinarten von einer multifaktoriellen Genese aus, wobei
eine Hypercalciurie sowie eine Hyperoxalurie moglicherweise eine wichtige Rolle spielen
(Tiselius, 2003, Hautmann, 1986). Die Ursache fiir das Auftreten einer
calciumoxalathaltigen Mineralform als Mischpartner zu Carbonatapatit in Speichelsteinen
ist bisher ungeklért. In Betracht zu ziehen wére beispielsweise ein Zusammenhang mit
dem héufigen Genuss von Nahrungsmittel mit einem hohen Gehalt an Oxalsédure, wie
Spinat, Rhabarber oder Kakao. Yamamoto et al. stellten die These auf, dass es sich bei
Weddellit in Speichelsteinen genauso wie im Fall von Brushit um eine initiale Form der
Calciumablagerung handeln konnte, welche erst mit der Zeit zu Apatit umgewandelt wird
(Yamamoto et al., 1983). Struvit als mineralischer Bestandteil von Sialolithen wurde zum
ersten Mal im Rahmen der vorliegenden Studie nachgewiesen. Hierbei handelt es sich um
ein ebenfalls relativ seltenes Mineral aus Magnesium, Ammonium und Phosphat. Einzeln
wurden diese Substanzen bereits in Speichelsteinen gefunden (Hiraide e Nomura, 1980,
Vavrina et al, 1994). Urologische Struvit-Steine entstthen im Rahmen von
Harnwegsinfektionen mit ureasebildenden Bakterienstimmen. Vorraussetzung fiir ihre
Bildung ist ein alkalischer pH-Wert sowie eine hohe Ammoniumkonzentration im Urin
(Sokeland ef Riibben, 2008). Moglicherweise flihrt auch bei der Entstehung von
Speichelsteinen eine Erhohung des Speichel-pH-Werts bei vermehrtem Vorhandensein

der entsprechenden lonen zur Bildung von Struvitkristallen.

5.2 Anwendung fluoreszenzgestiitzter Verfahren zur Speichelsteinanalyse

Mithilfe der Fluoreszenzfotografie konnte bei Anregung mit UV-Licht eine Fluoreszenz
der Konkremente sowohl im griinen als auch im roten Spektralbereich beobachtet
werden. Die  korrespondierenden  Spektren der EEM-Messungen  zeigten
Emissionsmaxima der Fluoreszenzintensitit zwischen 480 und 580 nm sowie zwischen

640 und 700 nm bei Anregungswellenlingen zwischen 400 und 450 nm. Ahnliche
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Messwerte ergaben Fluoreszenzmessungen an subgingivalem Zahnstein: hierbei zeigten
sich ausgeprigte Fluoreszenzbanden in einem Emissionswellenldngenbereich zwischen
530 und 730 nm, welche die grofite Intensitdt bei Anregungswellenléngen zwischen 400
und 420 nm hatten (Buchalla et al, 2004). Jayasree et al. konnten in
fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen an Speichelsteinen Maxima der
Fluoreszenzintensitit um 450 nm registrieren, allerdings bei Anregungswellenldngen
zwischen 280 und 325 nm (Jayasree et al., 2008). Emissionsbanden mit einem Maximum
bei ungefdhr 450 nm konnten auch bei Messungen an humanem Dentin beobachtet
werden und wurden Strukturproteinen zugeschrieben (Alfano et Yao, 1981). Regt man
gesundes Dentin mit UV-Licht (405 nm) an, fluoresziert dieses gelb-griin. Bei bakteriell
infiziertem, kariosem Dentin kann unter UV-Licht rote Autofluoreszenz beobachtet
werden (Lennon et al., 2006). Diese wird durch Porphyrinverbindungen verursacht,
welche von Mundhdhlen- und Kariesbakterien synthetisiert werden. Es handelt sich
hierbei vor allem um Protoporphyrin IX und Coproporphyrin (Konig et al. 2000).
Porphyrine sind organisch-chemische Farbstoffe, welche an zahlreichen Prozessen wie
z.B. Sauerstoff- und Elektronentransport beteiligt sind. Die emittierte Fluoreszenz dieser
Verbindungen liegt zwischen 600 und 750 nm mit einem Emissionsmaximum um 635 nm
bei einer Anregungswellenldnge von 405 nm (Wagnieres et al., 1998). Bei einigen der
untersuchten ~ Konkremente wurden  Emissionsmaxima innerhalb dieses
Wellenldangenbereichs gemessen, was auf das Vorhandensein von Porphyrin
produzierenden Bakterien auf deren Oberfliche hinweisen konnte. Bei subgingivalem
Zahnstein wurden Porphyrinderivate als Hauptursache fiir dessen Fluoreszenzverhalten
verantwortlich gemacht (Buchalla ef al., 2004). Teymoortash et al. fanden in einer Studie
zur Pathogenese von Speichelsteinen mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion in allen
untersuchten Konkrementen bakterielle DNS, hauptsidchlich von oral vorkommenden
Streptokokken-Arten (Teymoortash et al., 2002). In Analogie zum Dentin koénnten
demnach bakteriell nicht kontaminierte Steine griin und bakteriell besiedelte

Konkremente rot fluoreszieren.

Eine weitere FErklarung fiir die unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften der
untersuchten Konkremente konnte ihre chemische Zusammensetzung liefern. In den von
uns durchgefiihrten Raman-spektroskopischen Versuchen hatten unter UV-Licht rot
fluoreszierende Konkremente im Durchschnitt einen signifikant hoheren Raman-Faktor
fir Carbonatapatit als griin fluoreszierende Konkremente. Griin fluoreszierende
Konkremente hatten hingegen im Mittel einen signifikant hoheren Raman-Faktor fiir

Keratin als die rot fluoreszierenden. Da die Werte der Raman-Faktoren sich gegenseitig
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bedingen, konnte dies darauf hinweisen, dass entweder die als Carbonatapatit
identifizierte Substanz rot oder die als Keratin identifizierte Substanz griin fluoresziert.
Der Emissionsgipfel von Keratin liegt bei einem Anregungslicht von 400 nm um 470 nm
(Sterenborg et al., 1994). Ahnliches Fluoreszenzverhalten zeigen die Strukturproteine
Kollagen IV und Elastin. Thre Emissionsmaxima liegen bei einer Anregungswellenlédnge
von 370 nm um 460 nm und bei einer Anregungswellenlinge von 440 nm um 520 nm
(Kollias, 1998). Diese emittierten Wellenldngen entsprechen einer blauen bis griinen
Farbe des sichtbaren Lichts. Moglich wére also, dass eine griine Fluoreszenz der
Konkremente auf einen hohen Anteil an Proteinen an ihrer Gesamtzusammensetzung
hindeutet. Dies deckt sich auch mit der Beobachtung der griinen Fluoreszenz von
humanem Dentin, welches einen hohen Anteil an Strukturproteinen enthélt. Ob und
inwiefern sich der Anteil an anorganischen Bestandteilen wie Carbonatapatit auf die

Fluoreszenz der Konkremente auswirkt, ist unklar.

Mithilfe der Infrarotspektroskopie konnten nur die anorganischen Bestandteile der
Konkremente identifiziert werden, wobei zwischen einer Komposition aus Carbonatapatit
und Weddellit und einer Zusammensetzung aus Carbonatapatit und Struvit differenziert
werden konnte. Hinsichtlich des Fluoreszenzverhaltens bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen. Es muss jedoch erwidhnt werden, dass die
mit diesem Verfahren ermittelten Anteile von Weddellit und Struvit an der
Gesamtzusammensetzung wahrscheinlich zu gering sind, um sich auf das
Fluoreszenzverhalten der Steine auszuwirken. Diese Beobachtungen lassen vermuten,
dass zwischen den anorganischen Bestandteilen der Konkremente und deren
Fluoreszenzverhalten kein Zusammenhang besteht. Bei einem Konkrement konnte dem
aufgenommenen Infrarot-Spektrum kein Referenzspektrum einer mineralischen Substanz
zugeordnet werden, was darauf hinweisen konnte, dass dieses komplett aus organischen
Bestandteilen besteht. Im Raman-Spektrum dieser Probe konnte nur Keratin
nachgewiesen werden. Die unter UV-Licht beobachtete griine Fluoreszenz dieses
Konkrements konnte auf einen hohen Anteil an Strukturproteinen hinweisen. Es scheint
also wahrscheinlich, dass die Fluoreszenzeigenschaften der untersuchten Konkremente
durch organische Bestandteile wie Proteine oder bakterielle Stoffwechselprodukte wie

Porphyrinverbindungen hervorgerufen wurden.

Die Tatsache, dass alle Konkremente unter UV-Licht Autofluoreszenz zeigten, konnte der
erleichterten Auffindung von Sialolithen im Speichelgangsystem im Sinne einer
Fluoreszenzendoskopie dienen. Dafiir konnte man die Konkremente mithilfe einer in die

Endoskoplichtquelle integrierten UV-Licht-Quelle zur Fluoreszenz anregen und diese
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somit moglicherweise schneller und besser visualisieren. Dies konnte insbesondere bei
von Schleimhaut iiberwachsenen Konkrementen hilfreich sein. Da gesunde
Mundschleimhaut unter UV-Licht satt-griine Autofluoreszenz zeigt, wére vor allem bei
rot, aber auch bei blaulich-griin fluoreszierenden Konkrementen eine bessere
Erkennbarkeit moglich. Die Fluoreszenzendoskopie wird unter anderem erfolgreich fiir
die Fritherkennung (pré-)maligner Verdnderungen im oberen Aerodigestivtrakt eingesetzt,
wofiir ein eigens fiir den HNO-Bereich entwickeltes Autofluoreszenz-Endoskopie-System
(D-light-AF System, Storz, Tuttlingen, Germany) zur Verfiigung steht (Arens et al.,
2007). Dieses konnte beispielsweise auch im Rahmen der interventionellen

Sialendoskopie zum Einsatz kommen.

5.3 Relevanz der Dual Energy CT fiir Diagnostik und Therapie

Bei Versuchen an Harnsteinen kann mittels der Dual Energy Computertomographie
zwischen Harnsduresteinen und anderen Steinarten differenziert werden. Dies ist insofern
von Bedeutung, als Harnsduresteine im Sinne einer chemischen Litholyse behandelt
werden konnen, wéhrend bei anderer Zusammensetzung der Steine meist eine
mechanische Entfernung nétig ist (Strittmatter et al., 2013). Innerhalb der Nicht-
Harnsduresteine ist eine weitere Unterscheidung zwischen Calcium- und Cystinsteinen
moglich (Graser et al.,, 2008, Primak er al., 2011). Zwischen den calciumhaltigen
Steinarten (Carbonatapatit, Hydroxylapatit, Calciumoxalat-Dihydrat, Calciumoxalat-
Monohydrat) kann nicht unterschieden werden und auch die Abgrenzung von Struvit- und
Brushit-Steinen ist schwierig. Da die effektiven Ordnungszahlen dieser Steintypen sich
kaum unterscheiden, kommt es hier zu einer Uberlappung der DE-Indices (Thomas et al.,
2010, Qu et al, 2011). Es stellte sich die Frage, ob eine Differenzierung zwischen
verschiedenen Steinarten auch bei Speichelsteinen mdglich ist und ob sich die
Unterschiede auf die Lithotripsie der Konkremente durch den Holmium:YAG-Laser
auswirken. Allerdings ergab bereits die Analyse mittels Infrarot-Spektroskopie, dass fast
alle Konkremente hauptséchlich aus Calcium und Phosphat bestehen. Zusitzlich zum
Hauptbestandteil Carbonatapatit (Ca,;o(PO4)(CO;0H)s(OH),) wurden entweder geringe
Anteile an Weddellit (Calciumoxalat-Dihydrat CaC204:2H,O) oder an Struvit
(Magnesium-Ammoniumphosphat-Hexahydrat (NH4)Mg[PO4]-6H20)) gefunden. Bei
einem Konkrement konnte dem aufgenommenen IR-Spektrum kein Referenzspektrum
einer mineralischen Substanz zugeordnet werden, was als Hinweis auf eine
Zusammensetzung komplett aus organischen Bestandteilen zu werten ist. Die Ergebnisse

der IR-Spektroskopie konnten mittels der Dual Energy Computertomographie bestitigt
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werden. Die bei 80 und 140 kV gemessenen Dichtewerte in HU entsprachen bei den 46
hauptsichlich aus Carbonatapatit bestehenden Konkrementen in etwa den Dichtewerten,
die von Graser et al. auch bei calcifizierten Harnsteinen gemessen worden waren. Ebenso
war der berechnete mittlere DE-Index dieser Konkremente dhnlich dem DE-Index, der fiir
calciumhaltige Harnsteine bestimmt worden war (Graser et al., 2008). Carbonatapatit und
Weddellit enthaltende Konkremente unterschieden sich beziiglich der Dichtewerte bei 80
und 140 kV nicht signifikant von Carbonatapatit und Struvit enthaltenden Konkrementen.
Dies ist, wie bereits erwédhnt, darauf zuriickzufithren, dass die verschiedenen

Komponenten sich in Bezug auf ihre effektive Ordnungszahl kaum unterscheiden.

Das Konkrement, welchem sich in der IR-Spektroskopie kein mineralisches Spektrum
zuordnen lieB3, hatte bei der Dichtemessung an den DECT-Bildern im Vergleich zu den
anderen Konkrementen sehr niedrige Dichtewerte (80 kV: 74,5 HU, 140 kV: 53,5 HU)
und einen niedrigen berechneten DE-Index (0,0100). Ahnliche Werte konnten von
Stolzmann ef al. bei einem Harnsdurestein gemessen werden (80 kV: 70 HU, 140 kV: 64
HU). Der DE-Index ist @hnlich dem Wert, welcher von Graser et al. fiir reine
Harnséauresteine berechnet wurde (0,0051 &+ 0,0036) (Stolzmann et al., 2008, Graser ef al.,
2008). Dies ist ein Hinweis darauf, dass das entsprechende Konkrement aus einem
Material mit einer dhnlich niedrigen effektiven Ordnungszahl wie Harnséure (CsHaN4O3)
besteht. Moglich wére, dass es sich hierbei um einen nicht mineralisierten Sekretpfropf
aus eingedicktem Speichel handelt. Im Speichel enthaltene Proteine konnten fiir eine
vergleichbare effektive Ordnungszahl verantwortlich sein, da diese aus denselben
chemischen Elementen wie Harnsdure bestehen (C, O, H, N). Mithilfe der Raman-
Spektroskopie wurde bei diesem Konkrement nur Keratin und kein Carbonatapatit im
Spektrum gefunden. Es zeigte sich, dass die Dichtewerte im DECT umso niedriger sind,
je hoher der Raman-Faktor fiir Keratin eines Konkrements ist. Da sich die Raman-
Faktoren, wie bereits erwihnt, gegenseitig bedingen, waren die DECT-Dichtewerte
hingegen umso hoéher, je hoher der Raman-Faktor eines Konkrements fiir Carbonatapatit
war. Dies weist darauf hin, dass es bei zunehmendem organischem Anteil an der
Gesamtzusammensetzung eines Konkrements zu einer Abnahme der Dichtewerte im
DECT-Bild kommt bzw. dass die DECT-Dichtewerte mit zunehmendem anorganischem

Anteil steigen.

Auch zwischen der aus Volumen und Gewicht berechneten Dichte p der Steine und den
Dichtewerten im DECT konnte eine signifikante Korrelation beobachtet werden. Bei
einem Harnstein gegebener Zusammensetzung hingt die Abschwichung der

Rontgenstrahlung linear von der Dichte p des Steins ab, welche mit der Porositit variiert.
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Da vorhandene Poren bei Harnsteinen in vivo mit Urin gefiillt sind, ergibt sich fiir
besonders pordse Steine im CT-Bild eine Abschwichung der Rontgenstrahlung dhnlich
der von Urin und damit eine niedrige CT-Zahl (Primak ef al., 2011). Die Konkremente
der vorliegenden Studie wurden in Kochsalzlosung gelagert. Moglich wiére
beispielsweise, dass einige Konkremente pordser waren als andere, wodurch sich in deren
Poren bei Durchfilhrung der Dual Energy Computertomographie insgesamt mehr
Fliissigkeit befand. Da Wasser eine CT-Zahl von Null hat, hétten pordse Steine dadurch

einen niedrigeren Dichtewert im DECT als kompakte Steine.

In der farbkodierten Darstellung wurden die nach den Ergebnissen der IR-Spektroskopie
hauptsichlich aus Carbonatapatit bestehenden Konkremente einheitlich blau dargestellt.
Dies entspricht der Kodierung fiir calcifizierte Strukturen. Allerdings ist der verwendete
DE-Algorithmus dahingehend limitiert, dass mnicht zwischen verschiedenartigen
calciumhaltigen Konkrementen unterschieden werden kann, so dass nicht ersichtlich
wird, ob ein Konkrement beispielsweise zusdtzlich Struvit oder Weddellit enthilt. Bei
dem wahrscheinlich komplett aus organischen Bestandteilen bestehenden Konkrement
waren in der farbkodierten Darstellung rote Pixel zu erkennen. Dies entspricht der
Kodierung des verwendeten Algorithmus fiir Harnsdure oder Strukturen mit dhnlich

niedriger effektiver Ordnungszahl (Primak et al., 2011).

Mithilfe des Dual Energy CT-Verfahrens gelang in der vorliegenden Studie die
Differenzierung zwischen calcifizierten Speichelsteinen und einem hdchstwahrscheinlich
nur aus organischen Stoffen bestehenden Konkrement. Allerdings erscheint der Nutzen
dieser Methode bei der Diagnostik von Speichelsteinen fraglich, da es sich bei diesen
beziiglich der chemischen Zusammensetzung im Gegensatz zu Harnsteinen insgesamt um
eine relativ homogene Gruppe zu handeln scheint. Auch konnte kein Zusammenhang
zwischen der Ablationsrate bzw. Zertrimmerungsart durch den Holmium: YAG-Laser und
den DECT-Dichtewerten gefunden werden, so dass eine therapeutische Konsequenz nicht

gegeben ist.

5.4 Eignung des Holmium:YAG-Lasers fiir die Speichelstein-Lithotripsie

Die endoskopische Laserlithotripsie hat die Entfernung urologischer Steine revolutioniert.
Seit Einfilhrung dieser Behandlungsmethode in den 1980er Jahren ist bei einer
Urolithiasis nur noch in seltenen Fillen ein offener chirurgischer Eingriff nétig (Gautier
et al., 1990). Die Tatsache, dass dieses Verfahren eine Steinentfernung ohne Eroffnung

oder Entfernung des betreffenden Organs ermoglicht, macht es auch fiir die Behandlung
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der Sialolithiasis attraktiv. Hierfiir wurde die endoskopisch kontrollierte Laserlithotripsie
erstmals in den 1990er Jahren eingesetzt. Die ersten Versuche wurden von Konigsberger
et al. und Gundlach et a/. mit einem gepulsten Excimerlaser durchgefiihrt und hatten eine
Erfolgsrate im Sinne einer Steinfreiheit von tiber 90 Prozent (Konigsberger et al., 1990,
Gundlach et al., 1990). Es folgten Versuche mit dem Pulsed Dye- und dem CO>-Laser,
wobei Erfolgsraten von 68 Prozent bzw. 91 Prozent erzielt werden konnten. Die
Behandlung mit den genannten Lasertypen war jedoch zum Teil sehr zeitaufwindig und
mit einem hohen Risiko der Gewebeschddigung verbunden, so dass diese keine weitere
Anwendung fanden (McGurk et al, 1994, Ito et Baba, 1996, Arzoz et al., 1996).
Basierend auf den guten Erfahrungen aus der Urologie wurden in den 2000er Jahren der
Erbium:YAG-Laser und der Holmium:YAG-Laser erstmals fiir die Anwendung bei
Sialolithiasis getestet (Marchal et al., 2001, Raif et al., 2006, Siedek et al., 2008). Beim
Erbium:YAG-Laser konnte zwar keine Gewebeschadigung beobachtet werden, allerdings
betrug die Erfolgsrate im Sinne einer kompletten Steinfragmentierung nur 57 Prozent.
Zudem gestaltete sich die endoskopische Weiterleitung der Erbium:YAG-Laserstrahlung
als technisch schwierig (Raif et al., 2006). Der Holmium:YAG-Laser wurde zur
interventionellen Sialendoskopie erstmals 2001 von Marchal et al. verwendet. In vier
Fiinftel der Fille konnte dabei eine komplette Befreiung des Speichelgangsystems von
Sialolithen erreicht werden (Marchal et al., 2001). Siedek et al. verglichen in einer Ex-
vivo-Studie einen Holmium:YAG-Laser mit einem FREDDY-Laser. Der FREDDY-Laser
zeigte hierbei insgesamt signifikant hohere Ablationsraten, allerdings misslang die
Lithotripsie bei zwei von acht Steinen. Zudem bestand durch die explosionsartige
Zertrimmerung der Steine in relativ groe Fragmente das Risiko einer Gewebslésion. Der
Holmium:YAG-Laser zeigte niedrigere Fragmentierungsraten als der FREDDY-Laser, es
konnten jedoch alle sieben Versuchssteine erfolgreich zertriimmert werden. Die Steine
wurden hierbei auf sanfte Weise zu Staub und kleineren Fragmenten zermahlen (Siedek
et al., 2008). 2013 testeten Martellucci et al. einen Holmium:YAG-Laser im Rahmen
einer klinischen Studie an 16 Sialolithiasis-Patienten. Die Fragmentierung der Steine war
hier in allen Féllen, bei geringer Komplikationsrate moglich (Martellucci et al., 2013).
Ahnlich gute Ergebnisse bei der sialendoskopisch gesteuerten intrakorporalen Lithotripsie
konnten von Durbec ef al. mit einem Thulium:YAG-Laser erzielt werden, allerdings kam
es hierbei in 12,7 Prozent der Fille zu Perforationen des Speichelgangs. Zudem handelte
es sich hierbei mit einer durchschnittlich benétigten Zeit von 69 Minuten um eine relativ

zeitaufwéndige Prozedur (Durbec et al., 2012).

Bei groBen oder tief im Speichelgangsystem lokalisierten Speichelsteinen konnte die
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Erfolgsrate bei der Extraktion durch Nutzung eines Holmium:YAG-Lasers von 35
Prozent auf 90 Prozent verbessert werden (Durbec et al., 2012, Marchal et al., 2001,
Siedek et al., 2008, Martellucci et al., 2013). Mit der Aussicht auf eine mdgliche
routinemifBige Anwendung dieses Lasertyps bei der Behandlung von Sialolithiasis-
Patienten wurden im Rahmen der vorliegenden Studie die Wirkungsweise und Effizienz
dieses Lasertyps bei der Ex-vivo-Fragmentierung von 47 Speichelsteinen untersucht.
Dafiir wurden die Konkremente in drei Gruppen eingeteilt und mit drei unterschiedlichen
Pulsenergien zertriimmert. Dabei gelang die Zertrimmerung aller Konkremente. Da der
maximale Durchmesser der Hauptausfilhrungsginge 2 bis 3 mm betrdgt, dirfen die
entstechenden Fragmente fiir eine endoskopische Entfernung diesen Durchmesser nicht
iiberschreiten (Siedek et al., 2008). Wie die Ergebnisse dieser Studie zeigen, ist es mit
dem Holmium:YAG-Laser problemlos moglich, derartige Fragmentgroflen zu erreichen:
die bei der Ex-vivo-Lithotripsie anfallenden Fragmente hatten eine Grofle von maximal <
1,5 mm, ein GroBteil der Steinmasse wurde pulverisiert. Um zu untersuchen, bei welcher
genutzten Pulsenergie die Fragmentierung am effizientesten mdglich ist, wurden die
Ablationsraten je Puls und die zeitabhidngigen Ablationsraten verglichen. Bei einer
Pulsenergie von 500 mJ/Puls war die pulsabhéngige Ablationsrate mit 0,2 mg pro Puls
signifikant geringer als bei 1000 mJ/Puls und 1500 mJ/Puls. Hier wurden pulsabhingige
Ablationsraten von 0,4 mg pro Puls bzw. 0,5 mg pro Puls erzielt. Auch bei den
zeitabhingigen Ablationsraten war der durchschnittliche Abtrag pro Minute bei 1000 und
1500 mJ/Puls mit 74,4 mg pro Minute bzw. 87,0 mg pro Minute signifikant groBer als bei
500 mJ/Puls mit 36,6 mg pro Minute. Allerdings bestand sowohl bei der Ablationsrate pro
Puls als auch bei der Ablationsrate pro Zeit kein signifikanter Unterschied zwischen 1000
und 1500 mJ/Puls. Beziiglich der Effizienz des Lasers bei der Speichelstein-Lithotripsie
scheint es also sinnvoll zu sein, die Konkremente mit einer Pulsenergie von 1000 mJ/Puls
zu fragmentieren, da bei dieser Pulsenergiec gegeniiber 500 mJ/Puls ein signifikant
hoéherer Abtrag sowohl pro Einzelpuls als auch pro Zeiteinheit erzielt werden konnte.
Eine weitere Erhéhung der Pulsenergie auf 1500 mlJ/Puls erscheint dagegen wenig
sinnvoll, da hierbei keine signifikante Steigerung der Abtragsleistung gegeniiber einer
Pulsenergie von 1000 mJ/Puls zu beobachten war. Zudem konnte beobachtet werden, dass
bei einer Energie von 1500 mJ/Puls trotz hoherer Ablationsraten tendenziell mehr Pulse
und eine langere Laserlaufzeit fiir die Zertrimmerung notig waren als bei 1000 mJ/Puls
und 500 mJ/Puls. Dies kdnnte mit der relativ starken Repulsion der Konkremente bei
Applikation dieser Pulsenergie zusammenhéngen. Mdglicherweise zeigten dabei einige
Pulse keine Wirkung, da durch den starken RiickstoB3 kein naher Kontakt zum Stein

hergestellt werden konnte und die Laserenergie durch die Absorption im Wasser keine
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Wirkung mehr an der Steinoberfliche entfalten konnte. Auch bei Anwendung des
Holmium:YAG-Laser fiir die Harnstein-Lithotripsie konnte beobachtet werden, dass die
Repulsion mit der verwendeten Energie zunimmt (Lee et al., 2003). Beziiglich der
Zertrimmerungsart der Konkremente konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Pulsenergien gefunden werden. Jedoch fiihrten zum einen die stirkere Repulsion der
Fragmente und zum anderen eine stirkere Staubentwicklung mit daraus resultierender
Sichtbehinderung dazu, dass die Zertrimmerung durch die Behandler tendenziell als

umso komplizierter bewertet wurde, je hoher die genutzte Laserenergie war.

Fir die Beurteilung, welche Pulsenergie sinnvollerweise bei der Lithotripsie von
Speichelsteinen zum Einsatz kommen sollte, miissen jedoch neben der Effizienz auch
immer eventuelle Nebenwirkungen der Laserenergie, besonders am Weichgewebe,
berticksichtigt werden. Hierfiir wurde untersucht, inwiefern sich eine direkte Applikation
von Laserpulsen mit den drei verschiedenen Pulsenergien histologisch an Speichelgang-
gewebe bemerkbar macht. Wurden Laserpulse mit einer Energie von 500 mJ/Puls auf das
Gewebe appliziert, konnten weder in einer Schnitttiefe von 30 bis 50 um noch in einer
Tiefe von 50 bis 70 um Zeichen einer Gewebeschiddigung gefunden werden. Wurden
Laserpulse mit einer Pulsenergie von 1000 mJ/Puls appliziert, konnten Lésionen in einer
Tiefe von 30 bis 50 um gefunden werden, die jedoch in einer Tiefe von 50 bis 70 um
kaum noch nachweisbar waren. Dahingegen waren die durch eine Pulsenergie von 1500
mJ/Puls hervorgerufenen Gewebslidsionen sowohl bei 30 bis 50 um als auch bei 50 bis 70
um Schnitttiefe deutlich zu erkennen. Die Epitheldicke im Bereich des Mundbodens
betrdgt ungefdhr 100 pm (Prestin et al., 2012). Nimmt man eine dhnliche Epitheldicke fiir
das Speichelganggewebe an, so befinden sich die durch eine Applikation von Laserpulsen
mit einer Energie von 1000 mJ/Puls hervorgerufenen Lisionen noch intraepithelial. Da
bei einer applizierten Pulsenergie von 1500 mJ/Puls der Durchmesser der Léasionen in der
Schnittebene von 50 bis 70 um jedoch noch relativ grofl war, kann man davon ausgehen,
dass der entstandene Gewebeschaden bei Nutzung dieser Energie weit iiber 70 pum
hinausgeht und damit eventuell bis in die Lamina propria hineinreicht. Hinsichtlich
eventueller Nebenwirkungen scheint demnach bei einer Pulsenergie von 500 mJ/Puls das
geringste Risiko einer iatrogenen Gewebsldsion wihrend der Lithotripsie zu bestehen.
Dahingegen scheint bei genutzten Pulsenergien von 1000 und 1500 mJ/Puls die Gefahr
grofer zu sein, das an den Sialolith angrenzende Gewebe im Rahmen der Fragmentierung
desselben zu schddigen. Obwohl das Risiko einer Speichelgangverletzung durch die Wahl
einer niedrigeren Pulsenergie moglicherweise beeinflusst werden kann, ist es in jedem

Fall unabdingbar, dass die sialendoskopisch gesteuerte Laserlithotripsie unter strikter
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Zielfilhrung auf den Stein und kontinuierlicher Spiilung des Speichelgangs durchgefiihrt
wird, um jegliche Schidigung des Gewebes durch den Laser oder durch wegspringende
Steinfragmente zu verhindern. Dies ist wichtig, da thermische oder mechanische Schaden
an Lumina im Rahmen der Wundheilung zu Strikturen fithren kénnen (Strutz et Mann,
2010, Hu et al., 2014). Auch die interventionelle Sialendoskopie birgt die Gefahr einer
Verletzung bzw. Perforation des Speichelgangs mit dem Risiko einer spéteren Stenose.
Die Manoévrierung des Endoskops im Speichelgang ist technisch anspruchsvoll und
erfordert daher viel Erfahrung (Marchal et al, 2001). Um das Risiko einer
Speichelgangldsion durch mangelhafte Technik bei der Laserlithotripsie zu minimieren,
kdénnte man beispielsweise ein Wetlab-Training anbieten, in dem HNO-Arzte sich mit der
Funktionsweise und lithotriptischen Anwendung des Lasers vertraut machen kdnnen. In
der vorliegenden Studie konnte beobachtet werden, dass sich Training auf diesem Gebiet
auch signifikant auf die erzielte Fragmentierungsrate auswirkt. Ein Teil der Konkremente
wurde durch einen Lithotripsie-erfahrenen Behandler zertriimmert, ein Teil durch einen
ungeiibten Behandler. Dabei war die Fragmentierungsrate bei dem geiibten Behandler mit
0,6 mg/J etwa dreimal so hoch wie bei dem unerfahrenen Behandler mit 0,2 mg/J. Dies ist
eine auch unter dkonomischen Gesichtspunkten interessante Beobachtung, da durch
vorheriges Training mit dem Laser mdglicherweise auch intraoperativ die fiir den Eingriff
bendtigte Zeit verkiirzt werden kann. Im Rahmen eines solchen Trainings koénnte
beispielsweise auch die Anwendung der fluoreszenzgestiitzten Detektion von Sialolithen

demonstriert werden.

Zwischen der spektroskopisch bestimmten Zusammensetzung der Konkremente und den
Fragmentierungsraten durch den Holmium:YAG-Laser konnte kein Zusammenhang
beobachtet werden. Dies deckt sich mit der Beobachtung von Siedek et al, welche
ebenfalls keine Korrelation zwischen der Komposition von Sialolithen und den
Ablationsraten durch einen Holmium:YAG-Laser finden konnten (Siedek et al., 2008).
Die Fahigkeit des Holmium:YAG-Lasers, Steine jeglicher Zusammensetzung problemlos
fragmentieren zu konnen, wurde bereits im Rahmen von Versuchen an Harnsteinen
beschrieben und ist unter anderem fiir die Beliebtheit dieses Lasertyps im urologischen
Bereich verantwortlich (Grasso, 1996). Zwischen dem Fluoreszenzverhalten der
Konkremente unter UV-Licht und den Ablationsraten durch den Laser konnte ebenfalls
kein Zusammenhang festgestellt werden. Bei griin fluoreszierenden Konkrementen
wurden jedoch tendenziell etwas hohere Ablationsraten erzielt als bei rot fluoreszierenden
Konkrementen. Moglicherweise spielte hierbei der vermutete hohere Proteinanteil bei

griin fluoreszierenden Konkremente eine Rolle. Hinsichtlich der Dichte als mutmalBlich
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den Lithotripsieerfolg beeinflussender Parameter bestand kein signifikanter Unterschied
zwischen rot und griin fluoreszierenden Konkrementen. Auch zeigte sich kein
Zusammenhang  dieses  Parameters mit der  spektroskopisch  bestimmten
Zusammensetzung der Konkremente. Allerdings handelte es sich bei der fiir die
Berechnung der Dichte angewandten Volumenbestimmung per Wasserverdringung um
eine relativ ungenaue Methode. Moglicherweise wéren hierbei mit einer exakteren
Messmethode Dichteunterschiede zwischen unterschiedlich fluoreszierenden bzw.
unterschiedlich zusammengesetzten Konkrementen zu beobachten gewesen. In der
vorliegenden Studie konnte allerdings kein Zusammenhang zwischen der berechneten
Dichte der Konkremente und den Ablationsraten durch den Holmium:YAG-Laser
beobachtet werden. Hierbei muss jedoch beriicksichtigt werden, dass die im Rahmen
dieser Studie genutzte niedrigste Pulsenergie 500 mJ/Puls betrug. Es ist in Erwédgung zu
ziehen, dass sich bei Applikation niedrigerer Pulsenergien moglicherweise sowohl die
Dichte, als auch die Zusammensetzung von Speichelsteinen auf die Fragmentierungsraten
auswirken. Zwischen der dokumentierten Zertriimmerungsart und der Zusammensetzung,
der Dichte sowie der Fluoreszenz der Konkremente konnte kein Zusammenhang
gefunden werden. Ob es bei der Laserlithotripsie zu einer starken Staubentwicklung oder
verstiarkten Repulsion von Steinfragmenten kommt, scheint also unabhéingig davon zu
sein, aus welchen Substanzen ein Speichelstein besteht. Auch scheinen sich Dichte und
Fluoreszenzverhalten von Sialolithen nicht auf die beobachtete Art der Zertrimmerung

auszuwirken.

Mit dem Holmium:YAG-Laser war also bei den im Rahmen dieser Studie genutzten
Pulsenergien die Lithotripsie von Speichelsteinen unabhingig von deren Komposition,
Dichte und optischen Eigenschaften mdglich. Auch beeinflussten diese Merkmale die
beobachtete Zertrimmerungsart nicht. Dies bedeutet, dass seitens des durchfiihrenden
Behandlers keine Anpassung der Pulsenergie an eventuelle steinspezifische Eigenschaften
notig ist. Unter Beriicksichtigung sowohl der Effizienz als auch eventueller
Nebenwirkungen scheint bei der Fragmentierung von Speichelsteinen mit dem
Holmium:YAG-Laser eine Pulsenergie von 1000 mJ/Puls die beste Wahl zu sein. Damit
war im Rahmen dieser Ex-vivo-Studie eine effektive Lithotripsie bei gleichzeitig geringen
beobachtbaren Nebenwirkungen am Speichelganggewebe moglich. Bei einer Pulsenergie
von 500 mJ/Puls konnten zwar keinerlei Nebenwirkungen am Gewebe entdeckt werden,
allerdings waren bei dieser Laserenergie die Fragmentierungsraten signifikant geringer
als bei 1000 mJ/Puls. Ein hoher Grad an Effektivitdt ist jedoch Voraussetzung fiir die

Anwendung der endoskopisch kontrollierten Laserlithotripsie bei Sialolithiasis, um



Diskussion 66

wiederum durch langdauernde mechanische Manipulation am Speichelgang entstehende
negative Effekte zu vermeiden (Siedek et al., 2008). Die Fragmentierungsraten bei einer
Pulsenergie von 1500 mJ/Puls waren zwar insgesamt etwas hoher als bei 1000 mJ/Puls,
allerdings waren auch die durch diese Laserenergie hervorgerufenen Lésionen am
Gewebe histologisch ausgedehnter. Des Weiteren konnte bei dieser Pulsenergie der Trend
zu einer stiarkeren Repulsion sowie Staubentwicklung bei der Zertriimmerung beobachtet
werden. Dies wirkt sich moglicherweise erschwerend auf die Positionierung der
Laserfaser vor dem Konkrement aus, was wiederum zu einer Verldngerung des Eingriffs

fihren konnte.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Ex-vivo-Studie wurde untersucht bei welchen
Lasereinstellungen eine effiziente und zugleich nebenwirkungsarme Fragmentierung von
Speichelsteinen mit dem Holmium:YAG-Laser moglich ist. Zudem sollte geklért werden,
inwiefern Parameter wie die Steinzusammensetzung oder die Erfahrung des Behandlers
auf dem Gebiet der Laserlithotripsiec die Fragmentierungsraten beeinflussen. Die
Konkremente wurden im Hinblick auf die jeweilig genutzte Laserpulsenergie auf drei
Gruppen aufgeteilt (500 mJ/Puls, 1000 mJ/Puls, 1500 mJ/Puls). Die Fragmentierung
erfolgte durch zwei Behandler mit unterschiedlicher Lithotripsieerfahrung. Laserpulse mit
den drei verschiedenen Pulsenergien wurden auch auf Speichelganggewebe appliziert,
welches im Anschluss histologisch untersucht wurde. Fiir die Analyse ihrer
Zusammensetzung wurden die Speichelsteine Fluoreszenz-, Raman- sowie Infrarot-
spektroskopischen Messungen unterzogen. Zusitzlich wurden die Konkremente im Dual
Energy CT gescannt. Die Raman- und Infrarot-spektroskopischen Messungen ergaben fiir
nahezu alle Konkremente eine Komposition vorwiegend aus Calcium und Phosphat in
Form von Carbonatapatit, wihrend ein Konkrement aus nicht néher zu definierendem
organischem Material zu bestehen schien. Diese Ergebnisse konnten mithilfe der Dual
Energy Computertomographie bestétigt werden, wo sich das aus organischem Material
bestehende Konkrement beziiglich der gemessenen Dichtewerte und der Farbkodierung
im DECT-Bild von den calcifizierten Konkrementen unterschied. Mithilfe
fluoreszenzdiagnostischer Methoden konnte zwischen rot und griin fluoreszierenden
Konkrementen unterschieden werden, wobei hierbei kein Zusammenhang zu der
spektroskopisch ermittelten Zusammensetzung der Konkremente hergestellt werden
konnte. Mit dem Holmium:YAG-Laser war mithilfe der im Rahmen dieser Versuche
genutzten Pulsenergien die Lithotripsie aller Speichelsteine unabhingig von deren
Zusammensetzung problemlos durchfiihrbar. Es konnte jedoch eine Abhéngigkeit der
Fragmentierungsraten von der genutzten Pulsenergie festgestellt werden: die mit
Pulsenergien von 1000 mJ/Puls und 1500 mJ/Puls erzielten Fragmentierungsraten waren
etwa doppelt so hoch wie die mit einer Pulsenergic von 500 mlJ/Puls erzielten
Fragmentierungsraten. Auch schien die Lithotripsiecerfahrung der Behandler eine wichtige
Rolle zu spielen: der erfahrene Behandler erzielte signifikant hohere Ablationsraten als
der ungeiibte Behandler. Die am Speichelganggewebe nach Applikation von Laserenergie
beobachteten thermischen Schéden betrafen mit zunehmender Pulsenergie immer tiefere

Gewebeareale. Bei Erhohung der Pulsenergie kam es im Zuge der Fragmentierung zudem
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vermehrt zu unerwiinschten Effekten wie Repulsion kleinerer Fragmente und stirkerer

Staubentwicklung.

Im Hinblick auf die klinische Anwendung des Holmium:YAG-Lasers kann aufgrund der
Ergebnisse der vorliegenden Studie flir die Fragmentierung von Speichelsteinen eine

Pulsenergie von 1000 mJ/Puls empfohlen werden.
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