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Summary

Ultrasound contrast agents consist of microscopically small encapsulated bubbles that oscillate upon insonification.
To enhance diagnostic ultrasound imaging techniques and to explore therapeutic applications, these medical bubbles
have been studied with the aid of high-speed photography. We filmed medical bubbles at higher frame rates than the
ultrasonic frequency transmitted. Microbubbles have — among others — been observed to fragment and jet during one
single ultrasonic cycle. Gas was released from encapsulated microbubbles. It is concluded that bubbles might act as a
vehicle to carry a drug in gas phase to a region of interest, where it has to be released by ultrasound whose amplitudes
are still in the diagnostic range.

Ultrageluid en slingerende bellen

Tomografie aan de hand van reflecterend geluid wordt toegepast in vakgebieden uiteenlopend van seismologie
(aardbevingkunde) tot medische echografie. Hoe lager de gebruikte freqentie is, des te hoger is de penetratiediepte van
het geluid. Daarom wordt in de seismologie met zeer laag hoorbaar geluid en met infrageluid gewerkt. Het gunstige effect
van de penetratiediepte gaat echter ten koste van het oplossend vermogen. In de medische echografie is een resolutie van
millimeter-orde wenselijk, terwijl een penetratiediepte van centimenters voldoende is. Aangezien de resolutie evenredig
is met de akoestische golflengte, wordt in de medische echografie met ultrageluid gewerkt. De grens tussen hoorbaar
geluid en ultrageluid ligt bij een frequentie van 20 kHz. Voor niet-invasieve afbeeldingen in de echocardiografie wordt
ultrageluid met relatief hoge frequenties gebruikt, te weten tussen 500 kHz en 5 MHz.

Een beeldlijn van een echocardiogram geeft de akoestische amplitude als functie van de (loop)tijd weer. Hiertoe
wordt een geluidspuls uitgezonden met een transducer. Het geluid verstrooit op weefselovergangen en wordt door de
transducer opgevangen. Vanwege de hoge golfsnelheid door weefsel, zo’n 1520 m/s, duurt het slechts een fractie van een
milliseconde tussen uitzending en ontvangst van een enkele puls.

Een probleem bij conventionele echografie is dat bloed geluid slecht verstrooit. De perfusie van een orgaan kan
daardoor niet bepaald worden. Als oplossing kan bloed voorzien worden van een akoestisch actieve marker. Vanwege het
grote verschil in akoestische impedantie tussen gas en vloeistof, is een gasbel een ideale marker. De resonantiefrequentie
fr van een vrije gasbel in water is omgekeerd evenredig aan de straal R ervan [14, 28]:

fr =
3, 3 m/s

R
(1)

Dus voor hartafbeeldingen met ultrageluid in het MHz-bereik zijn gasbelletjes van enkele micrometers het meest geschikt.
Een oplossing met dergelijke belletjes (microbellen) wordt aangeduid met ultrageluidcontrastmiddel. Vrije microbellen
met een diameter tot 10 µm lossen snel op, te weten binnen enkele tot enkele tientallen milliseconden. Daarom zijn de
microbellen in contrastmiddelen voorzien van een nanoschil. Een overzicht van beschikbare contrastmiddelen is gegeven
in referentie [10].

De aanwezigheid van een nanoschil compliceert het slingergedrag van een microbel aanzienlijk. Een benadering van de
oscillatie (slingering) van een enkele microbel met een nanoschil wordt gegeven door de volgende differentiaalvergelijking
[7]:
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Deze zogeheten aangepaste RPNNP-vergelijking — genoemd naar de ontwikkelaars ervan Rayleigh, Plesset, Noltingk,
Neppiras en Poritsky — kan niet analytisch opgelost worden. Bovendien beschrijft de vergelijking slechts het symmetrisch
slingergedrag van een enkele microbel. Voor de ontwikkeling van meer geavanceerde detectietechnieken en voor
het onderzoek naar therapeutische toepassingen van microbellen is het van belang dat het asymmetrische gedrag
van individuele en interagerende microbellen vastgelegd en voorspeld kan worden. Omdat een enkele injectie met
contrastmiddel bestaat uit miljarden microbellen, kan met ultrageluidtechnieken alleen het groepsgedrag van microbellen
gemeten worden. Daarom worden optische technieken zoals hogesnelheidsfotografie gebruikt.

Om een serie foto’s te nemen tijdens een ultrageluidcyclus, dient de camera met een nog hogere beeldfrequentie
te opereren dan het ultrageluid. Bovendien moet de belichtingstijd kort genoeg zijn om bewegingsonscherpte van de
microbellen te voorkomen. Hoewel dergelijke camerasystemen bestaan en worden gebruikt voor microbel-onderzoek, is
het aantal frames beperkt tot acht per serie bij een maximale snelheid van 100 megaframes per seconde (Mfps) [19, 25]. In
samenwerking met de vakgroep Vloeistoffysica van Universiteit Twente is bij de afdeling Experimentele Echocardiografie
van Erasmus MC een hogesnelheidscamera gebouwd die 128 frames schiet bij een maximale snelheid van 25 Mfps [2]. Een
uitgebreide beschrijving van onze experimentele opstellingen voor contrastmiddelfotografie wordt gegeven in referentie
[24].

Therapeutische toepassingen

Onze opnames bij lage akoestische amplitude geven een duidelijk beeld van het slingergedrag van microbellen. De
opnames bij relatief hoge, maar wel diagnostisch toegestane, akoestische amplitude laten asymmetrisch microbelgedrag
zien en een keur van spectaculaire effecten, zoals belsamensmelting (zie figuur 1), -fragmentatie, sonisch kraken en
microjets. De aanwezigheid van een nanoschil blijkt minder van belang te zijn in dit regime: De fysische mechanismen van
microbelsamensmelting, -fragmentatie, -translatie en -jetten zijn vergelijkbaar met de mechanismen voor vrije gasbellen
(zonder nanoschil) die duizend keer zo groot zijn [25].

Figuur 1: Samensmelting van twee microbellen tijdens een ultrageluidcyclus. Ieder frame komt overeen met
30×30 µm2. De mechanismen van microbelsamensmelting zijn uitgewerkt in referentie [22].
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Figuur 2: Hogesnelheidsfoto’s van een fragmenterende microbel. Ieder frame komt overeen met 23×23 µm2.
Het linker frame toont een bel vlak voor de aankomst van ultrageluid. Het rechter frame is geschoten tijdens
de expansiefase van een cyclus.

Een voorbeeld van microbelfragmentatie wordt getoond in figuur 2. Het aantal fragmenten waarin een microbel
opbreekt is afhankelijk van de dominante sferisch harmonische slingermodus [25].

Door de hoge snelheid van de camera’s zijn wij de eersten die zich herhalende microbelfusie en -fragmentatie hebben
waargenomen. Onregelmatige vormen van bellen in een geluidsveld werden voorheen gëınterpreteerd en gepubliceerd als
modes van vorminstabiliteit van een enkele bel [3, 4, 12, 11]. Deze vormen kunnen echter toegeschreven worden aan de
fusie van bellen of belfragmenten [22].

Vanwege het hoge voorkomen ervan [18], is microbelfragmentatie interessant voor gerichte medicijnbezorging: door
een (theoretisch) werkzame stof in of aan de nanoschil te koppelen (zie figuur 3), is de stof onschadelijk tijdens het
transport door de bloedbaan [8, 5, 26, 29]. Op de (zieke) plaats van bestemming wordt de bel gefragmenteerd met
ultrageluid dat van buiten het lichaam af wordt gericht.

Op grond van akoestische metingen werd er voorheen aangenomen dat gas uit contrastbellen kan ontsnappen [1].
Wij hebben aangetoond dat we onder invloed van ultrageluid gas kunnen laten ontsnappen uit contrastbellen met een
rigide nanoschil. Na dit zogeheten sonisch kraken lost het vrije gas op in de vloeistof [21]. Het laten ontsnappen van
gas uit microbellen met nanoschillen kan een toepassing vinden in lokale bezorging van medicijn in de gasfase, zoals
stikstofoxide (NO). In het vaatstelsel wordt NO geproduceerd door het endotheel (zie figuur 4), waarna het diffundeert
naar de luminale en abluminale gebieden. NO dat terecht komt in de gladde spiercellen veroorzaakt een aaneenschakeling
van reacties die leiden tot vasodilatatie [30]. In de klinische cardiologie wordt NO toegediend bij de behandeling na een
myocard-infarct. Het gericht bezorgen van NO in gebieden van beginnende atherosclerose kan nuttig blijken bij het
voorkomen van de formatie van vulnerabele plaques [13]. Gezien de hoge diffusiviteit van NO (zie figuur 5), moet het
medicament echter in grote hoeveelheden worden toegediend zodat er voldoende NO op de plek van bestemming aankomt

gas 

NO 

gas 

ligand 

werkzame stof     

Figuur 3: Schemetische weergaven van mogelijke koppelingen van medicijn aan of in microbellen [23].
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Figuur 4: Schematische doorsnede van een bloedvat.

om lokaal het gewenste effect te hebben. Hier kan lokale medicijnbezorging met microbellen van groot nut zijn. Naar
verwachting hoeven dan kleinere, met nanoschillen ingekapselde, hoeveelheden stikstofoxide toegediend te worden, die
worden vrijgegeven door sonisch kraken of fragmentatie.

Een andere, diagnostische, toepassing van sonisch kraken is het bepalen van lokale bloeddruk. Dit is in principe
in vivo mogelijk aan de hand van het verval van de grondtoon van een oplossende vrije gasbel. Drukverschillen van
50 millimeter kwikdruk kunnen worden onderscheiden [1]. In de medische diagnostiek is een kleinere resolutie wenselijk.
Om de gevoeligheid van bovengenoemde meetmethode te verbeteren, zouden andere gassen dan lucht kunnen worden
gebruikt. Aangezien ondertonen gevoeliger zijn voor een verandering in de belgrootte dan grondtonen, kan bovendien
gebruik gemaakt worden van ondertonen om de halve resonantiegrootte van een bel te markeren [20].

Wanneer een bel snel contraheert nabij een wandje, treedt er een lichte asymmetrie op, waardoor de snelheid van de
verre zijde van de bel groter wordt dan de snelheid van de zijde nabij het wandje. Op grond van de wet van impulsbehoud
wordt deze snelheid steeds groter naarmate de bel contraheert en doordoor minder vervangende massa krijgt, wat ertoe
leidt dat de verre zijde van de bel als een trechter door de nabije zijde schiet [17]. Dit opmerkelijke verschijnsel wordt
jetting genoemd. Een voorbeeld van jetting door een microbel wordt getoond in figuur 6. Door toepassing van empirische
verhoudingen tussen belgrootte en jetgedrag [6, 9, 15, 16] op onze waarnemingen, berekenden we dat de druk op het
puntje van de jet voldoende is om iedere menselijke cel te penetreren [24]. Derhalve kunnen jets zich gedragen als
micröınjectienaalden. Jetting wordt dan ook geassocieerd met de verhoogde opname door cellen wanneer werkzame stof
vermengd met bellen wordt toegediend en wordt aangestraald door ultrageluid [27, 31].
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Figuur 5: Dissolutiekrommen van stikstofoxide-belletjes bij 1 atm. Zelfs bellen met een diameter van 20 µm
lossen binnen 300 ms op.
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Internationale symposia over ultrageluidscontrastmiddelen verschuiven hun aandacht van diagnostische afbeelding
naar gericht microbeltransport en lokale medicijnbezorging. Naarmate de toepassingen van medische bellen diverser
worden, groeit de vraag naar medische bellen met exotische eigenschappen. In de nabije toekomst zullen medische
bellen, naast ultrasone afbeelding, een belangrijke rol spelen in therapie.

Dankwoord

De auteurs zijn dank verschuldigd aan Bracco Research SA, Genève, voor het beschikbaar stellen van contrastmiddel
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Figuur 6: Hogesnelheidsfoto van jetting: een microbel gedraagt zich als een micröınjectienaald. Vanwege de
snelle contractie van een bel nabij een (cellulose) wandje treedt er een asymmetrie op. Door impulsbehoud mondt
deze asymmetrie uit in een trechtervormige, protruderende vloeistofkolom (jet) van 60 femtoliter. Het beeld
komt overeen met 38 × 30 µm2. De theoretische jet-ontwikkeling is berekend door Emmanuel Ory, Sovelletun
Termodynamiikan laboratorio, Teknillinen Korkeakoulu, Espoo, Finland.
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