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W. H.-M. Raab’

Die Laser-Doppler-FluBmessung:
Untersuchungen zur Mikrozirkulation

der Zahnpulpa

Die Laser-Doppler-FluBmessung erméglicht es, die Blutzirkula-
tion in umschriebenen Gewebsabschnitten zu untersuchen.
Durch Entwicklung eines geeigneten Versuchsaufbaus kann die-
ses Mefprinzip auch an der Zahnpulpa angewandt werden. Am
Beispiel von Rarttenincisivi wird gezeigt, daf durch geeignete
Prdparationsmafinahmen eine quantitative Analyse von Durch-
blutungsianderungen durchgefiihrt werden kann.

1 Einleitung

Die die Pulpa umgebenden Zahnhartsubstanzen limitieren die
Anwendbarkeit von Untersuchungen zur Mikrozirkulation.
Durch Modifikation an anderen Organen erfolgreich angewand-
ter Verfahren oder durch geeignete Priparationsmafinahmen am
Zahn ist es aber moglich, MeBtechniken zur Untersuchung der
Mikrozirkulation auf die Zahnpulpa zu iibertragen.

Upthegrove et al. [11] bedienten sich eines photoplethysmogra-
phischen Verfahrens, dessen Aussagekraft jedoch durch die
Opazitit der Zahnhartsubstanzen eingeschrinkt ist. Edwall und
Kindlova [3] benutzten die Methode der lokalen Isotopenclea-
rance. Allen genannten Verfahren ist eine Korrelation zwischen
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BlutfluB und SignalgroBe gemeinsam; es konnen allerdings keine
quantitativen Ausagen iiber die GroBe der Blutzirkulation ge-
macht werden. Die Laser-Doppler-Flufmessung (LDF) wurde
erstmals 1964 von Yeh und Cummins [13] beschrieben. 1972
gelang Riva [9] mit Messungen zur Blutzirkulation der Kanin-
chenretina die Ubertragung der LDF auf biologische Systeme. In
der Folgezeit wurden von vielen Autoren [4, 7, 1, 2] die Anwen-
dungsméglichkeiten der LDF an unterschiedlichen Organstruk-
turen dargestellt. Mit der Einfithrung eines zweikanaligen Licht-
faserleiters, der sowohl die Lichtemission als auch gleichzeitig
die Aufnahme des reflektierten Lichtes im Untersuchungsgebiet
ermoglichte, war das Verfahren fiir die klinische Anwendung
geeignet. Allen diesen Messungen war jedoch gemeinsam, da
Bewegungsartefakte und Pulsationsschwankungen der GeféBe
das eigentliche Signal iiberlagerten [12]. Auf Grund dieser Erfah-
rungen entwickelte Tenland [10] eine Modifikation der LDF mit
dem Ziel, das Signal-Rausch-Verhiltnis zu verbessern.

Ausgangspunkt hierfiir war folgende Uberlegung: das Signal der
LDF ist direkt proportional zum Produkt aus Erythrozytenzahl
und deren FlieBgeschwindigkeit. Die Blutzirkulation ist streng
genommen keine laminare Stromung. Folglich variieren die
Anzahl der Erythrozyten und deren jeweilige FluBrate bei Be-
trachtung eines eng umschriebenen Untersuchungsgebietes sto-
chastisch. Daraus ergibt sich die Tatsache, da8 Messungen an
zwei eng benachbarten Stellen das statistisch voneinander unab-
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hingige Ergebnis eines gemeinsamen Vorganges, der Mikrozir-
kulation, widerspiegeln. Durch die Differenzbildung beider
MeBwerte werden alle Signale, die in identischer Form zu
gleichem Zeitpunkt an beiden MeBpunkten erfat werden, als
Artefakte eliminiert.

Unsere Absicht war es, mit Hilfe der LDF geringgradige Veran-
derungen der Mikrozirkulation der Zahnpulpa zu erfassen.

2 Material und Methode

Fir die Experimente verwenden wir Wistar-Ratten. Nach intra-
peritonealer Anésthesie mit Thiopental werden die Tiere tracheo-
tomiert. Den bei der Tracheotomie durchgefiihrten medianen
Hautschnitt verlingern wir bis zur Unterlippe. Die bindegewe-
bige Verbindung der beiden Hemimandibeln 148t sich jetzt mit
einer Schere oder mit einem Skalpell unter weitgehender Scho-
nung des Mundbodens trennen. An der fiir die Untersuchung
vorgesehenen Unterkieferhalfte praparieren wir die Schleimhaut
sowie die inserierenden Muskeln bis auf Hohe des ersten oder
zweiten Molaren stumpf ab.

Bei mehreren Vorversuchen zeigte sich, daB bei intakter Zahn-
hartsubstanz Durchblutungsschwankungen in einem zeitlichen
Zusammenhang zum gesetzten Reiz dargestellt werden konnen.
Jedoch sind aufgrund des geringen Signal-Rausch-Abstandes
unter den oben genannten Bedingungen reproduzierbare Aussa-
gen nur schwer zu erhalten. Versuche, in deren Verlauf der
pigmentierte Anteil der Zahnhartsubstanzen entfernt wurde,
fihrten zu einer Anhebung des Signallevels. Ein hohes und
reproduzierbares Signal 148t sich erreichen, indem die Streuung
sowie Reflexion des Lichtes am Schmelz-Dentin-Mantel zwi-
schen Lasersonde und Pulpa verringert wird.

Zu diesem Zweck werden die Zahnhartsubstanzen auf der der
Lasersonde zugewandten Seite auf eine diinne, ca. 100—-150 um
starke, die Pulpa bedeckende Dentinwand reduziert. Es muf
jedoch sichergestellt sein, daB die Fixation der Lasersonde am
Zahn keine mechanische Irritation der Pulpa hervorruft. Die
verbleibende Dentinwand kann dariiber hinaus keine ausrei-
chende Schutzfunktion gegeniiber der Pulpa ausiiben, welche
daher durch eine geeignete Versuchsanordnung vor Temperatur-
schwankungen und Fliissigkeitsverlust geschiitzt werden mu8.
Die Voraussetzung hierfiir bietet eine von uns entwickelte Ther-
mokiivette (s. Abb. 2), die gleichzeitig die Fixation der Laser-
sonde iibernimmt. Ein GefiB aus Hart-PVC (10 X 10 X 25 mm)
mit einer Offnung an der Schmalseite nimmt das Praparat auf.
Der Zahn kann mittels einer Nylonschraube so fixiert werden,
daB der priparierte Abschnitt des Zahnes unmittelbar von der
Metallhiilse, in die die Lasersonde spiter eingefiihrt wird, zu
liegen kommt. Die gegeniiberliegende Wand wird durch eine
Kupferplatte gebildet, an der fiir die Thermoregulation ein
Peltierelement (PKE 12A 0020, Peltron) mit einer Groe von 8,5
X 13 X 5 mm und einer Leistung von 2,7 W aufgeklebt ist.
Dieses wiederum ist mit einem Aluminiumkiihlgehuse fiir die
Ableitung der ProzeBwirme verbunden. Die Regelung des Pel-
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Abb. 2 (links) Thermokiivette mit mazerier-
tem Prdparat, neben der Fixationsschraube be-
findet sich die Metallhiilse zur Aufnahme der
Lasersonde, rechts im Bild das Peltierelement
mit Kiihlkorper fiir die Thermostatisierung

Abb. 3 (rechts) Prdparierter Rattenincisivus
fiir die LDF-Messung vor der Fixation in der
Thermokiivette

tierelementes erfolgt iiber einen in die Kupferplatte eingeldteten
Thermofiihler. Als Steuereinheit dient ein nach eigenen Angaben
modifiziertes Gerit der Firma Peltron, Niirnberg.

Das Peltierelement wird auf die Temperatur der Kupferplatte
eingeregelt und nicht auf die des Wasserbades direkt; dadurch
wird verhindert, dal das Regelsystem aufgrund der realtiv hohen
Wirmekapazitit des Wassers und der hohen Regelgenauigkeit
von < 0,1° C zu Schwingungen angeregt wird. Versuche, dieses
Phénomen durch die Ankoppelung des Peltierelementes an eine
Wasserkiihlung zu verbessern, muBlten aufgegeben werden, da
sich die Zirkulation im Kiihlsystem als Vibration auf das Priparat
ibertragt und das Grundrauschen des LDF-Signals mehr als
verdoppelt.

Die mesiale Zahnflache wird angeitzt und mit Kunststoff be-
schichtet. Neben einer mechanischen Stabilisierung bewirkt
diese MaBnahme eine Verbesserung des Signal-Rausch-Verhalt-
nisses. Durch diese Kunststoffauflage wird die Transparenz des
Schmelzes, die zu einem Lichtverlust infolge mangelnder Refle-
xion auf der dem Laser abgewandten Seite fiihrt, umgangen.
Infolge der verbesserten Reflexion des vom Laser ausgesandten
Lichtes kann eine Signalanhebung um nahezu 100% erzielt
werden. Im AnschluB wird der Zahn in die Thermokiivette
eingebracht und mit einer Nylonschraube (s. Abb. 3.) vorlaufig
fixiert. Uber das Fiihrungsrohr der Lasersonde wird die Lage des
priparierten Zahnes iiberpriift und korrigiert. Die dauerhafte
Fixierung und gleichzeitige Abdichtung zwischen Priparat und
Thermokiivette erfolgt mittels Kunststoff. In einem letzten Ar-
beitsschritt wird die Kiivette mit Ringerlosung beschickt und
diese abschlieBend mit Paraffinél iiberschichtet. Dadurch kann
bei langer Versuchsdauer (bis zu 16 h) die Verdunstung und
damit eine Verinderung der Osmolaritit verhindert werden.
Fiir die LDF verwenden wir einen He-Ne Laser von 2 mW
Leistung (Periflux PF2). Das MeBsignal der LDF wird als Span-
nungswert ausgegeben und mit einer Frequenz von 10 Hz digita-
lisiert. Die Daten werden offline an einem PC (Tandon AT)
ausgewertet.

3 Ergebnisse und Diskussion

Schmerzhafte Reize fiihren zu charakteristischen Blutdruck-
schwankungen. Als Stimulus wurde ein mechanischer Druck
durch eine Klemme am Schwanz ausgeiibt. Wie Kontrollmessun-
gen an der Hinterpfote zeigen, sind die Durchblutungsianderun-
gen an Pfote und Zahnpulpa gleichsinnig. Bei einer Stimulation
des Parasympathikus (tracheales Absaugen) kommt es zu einem
rapiden Abfall der Durchblutung. Diese Verénderung ist eben-
falls an beiden Ableitorten gleichermaBen feststellbar (Abb.
4).

Demgegeniiber zeigen selektive pulpale Reize wie die elektri-
sche Pulpastimulation keine synergistische periphere Reaktion.
Als Reiz dient ein alternierender stromkonstanter Rechteckreiz
von 2 ms Dauer und einer Frequenz von 20 Hz. Man erkennt
deutlich, daB wihrend der Stimulation infolge der Reizung des
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Abb. 4 Vergleich der Reaktionen an Zahnpulpa und Hinterpfote der
Ratte auf systemische Reize

Sympathikus die Zirkulation abnimmt und nachfolgend die
Durchblutung durch die Freisetzung von Neuropeptiden aus den
afferenten Neuronen fiir die Dauer mehrerer Minuten zunimmt.
Diese Verinderungen erfolgen ohne Uberlagerung reizsynchro-
ner systemischer Effekte [8] (Abb. 5). Postmortal zeigt sich an
der Zahnpulpa, daB das LDF-Signal nahezu identisch mit der
elektrischen Nullinie verlduft. Das Signal an der Hinterpfote
nimmt dagegen aufgrund des schlechteren Rausch-Signalverhalt-
nisses ein deutlich héheres Niveau ein (Abb. 6).

Das von uns entwickelte Verfahren zur LDF der Zahnpulpa
ermoglicht aufgrund des hohen Signalabstandes eine quantitative
Analyse der Durchblutungsénderung der Zahnpulpa. Im Gegen-
satz zu anderen Verfahren, wie Vitalmikroskopie [5] und Injek-
tion von Mikrospheres [6], konnen funktionelle Aspekte der
Durchblutungsinderung nicht erfaBt werden. Durch die Entwick-
lung einer Thermokiivette kénnen die physiologischen Umge-
bungsbedingungen iiber Stunden aufrecht erhalten werden.
Die LDF der Zahnpulpa bietet somit die Moglichkeit, auch {iber
lange Zeitriume von mehreren Stunden hinweg die Auswirkun-
gen noxischer Reize auf die Mikrozirkulation der Zahnpulpa zu
untersuchen.
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Abb. 5 Vergleich der LDF an Zahn und Hinterpfote bei elektrischer
Stimulation der Pulpa

Summary

Laser Doppler Flowmetry permits studies of the blood circulation
in circumscribed tissue areas. This measuring method may also
be applied to the dental pulp if a suitable experimental design is
developed. Incisor teeth of rats are used as an example to
illustrate that a quantitative analysis of changes in the blood flow
is possible with the aid of suitable preparation procedures.
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Abb. 6 Bei postmortalem Zirkulationsstillstand zeigt sich nahezu keine
Differenz zwischen biologischer und elekirischer Nullinie der LDF am
Zahn
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