ORIGINALARBEIT

W. H.-M. Raab’

© Carl Hanser Verlag Miinchen 1990

Zur tierexperimentellen Bestimmung der
Reaktion der Zahnpulpa
auf zahnirztliche Materialien

Mit Hilfe der Laser-Doppler-Flufimessung konnen Verdnderun-
gen der Mikrozirkulation quantitativ erfafit werden. Es wird
iiberpriift, ob mit diesem Verfahren die Gewebevertrdglichkeit
zahnéirzilicher Materialien untersucht werden kann. Die vorlie-
genden Experimente am Inzisivus der Ratte zeigen, daf3 Durch-
blutungsreaktionen in unmittelbarer Niihe des Applikationsortes
erfaPt werden kinnen. Die reaktive Anderung der Mikrozirkula-
tion weist im apikalen Abschnitt deutliche Unterschiede zur
lokalen Reaktion an der Applikationsstelle auf. Durch geeignete
Modifikation der Versuchsanordnung ist es moglich, die Durch-
blutung im apikalen und inzisalen Pulpaabschnitt synchron dar-
zustellen. Am Beispiel von Calciumhydroxid wird die lokale und
die Gesamtreaktion der Pulpa dargestelit.

1 Einleitung

Unter dem Gesichtspunkt der Priifung der Gewebevertréiglichkeit
nehmen die zahnérztlichen Materialien eine Sonderstellung ein.
Dies ist darin begriindet, da8 sie in der iiberwiegenden Mehrzahl
wihrend oder nach der Applikation einem Erhértungsproze8
unterliegen. Wihrend dieses Vorgangs konnen sowohl physikali-
sche Reize, wie z. B. Wirme oder Feuchtigkeitsentzug, aber
auch chemische Reize durch toxische Zwischenprodukte auftre-
ten. Die davon ausgehende Wirkung kann unabhiingig von der
Wechselwirkung der Einzelsubstanzen oder des Endproduktes
erfolgen.

Mit den bisher angewandten Verfahren [1, 4, 13, 14] ist eine
Uberpriifung der Gewebevertriglichkeit in dieser initialen Phase
nur schwer moglich. Eine Ausnahme stellt in dieser Hinsicht die
Vitalmikroskopie [3, 5, 7] dar. Eine Ubertragung von Ergebnis-
sen aus der Zellkultur [4, 14, 19] oder dem Implantationsversuch
[18] ist nur bedingt moglich, da die Zahnpulpa aufgrund ihrer
morphologischen Gegebenheiten im Rahmen der Entziindungs-
abliufe eine Sonderstellung einnimmt. Bei beiden vorgenannten
Untersuchungsmethoden bleibt zudem die Existenz von unter-
schiedlich starken Zahnhartsubstanzen unberiicksichtigt.
Histologische Methoden [2] ermdglichen die Untersuchung am
relevanten Organsystem, erlauben jedoch nur eine Momentanf-
nahme innerhalb eines dynamischen Prozesses.

Unsere Absicht war es, ein Verfahren zu entwickeln, das es
ermbglicht, iiber eine Zeitdauer von mehreren Stunden die Reak-
tion der Pulpa vor, wihrend und nach der Applikation zahnérztli-
cher Materialien unter klinikorientierten Bedingungen zu priifen.

! Poiidinik fir Zshneshaltung und Parodoniclogie (Dirckior: Prof. Dr.
A. Kromcke), Universitit Erlaogen- Niroberg.
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2 Material und Methode

Die Untersuchungen wurden an Wistar-Ratten durchgefiihrt. Die
Tiere werden intraperitoneal mit Thiopental narkotisiert. Die
weiteren Praparationsschritte erfolgen zunichst wie bereits fiir
die Untersuchungen zur Laser-Doppler-FluBmessung an der
Zahnpulpa beschrieben [9]. Zusitzlich wurde eine Kavitiit von
1,5 mm Linge in axialer Richtung fiir die Materialpriifung
angelegt, wobei eine Restdentinschicht von etwa 100 ym zur
Pulpa belassen wird. Diese Kavitit iiberdeckt ein Teflontubus
mit einem Innendurchmesser von 1,5 mm und einer Wandstiirke
von 0,2 mm, der auf Hohe der Kavitiit eine Offoung aufweist.
Auf diese Weise erhilt man eine 1,5 mm mal 1,5 mm grole
Fliche fiir die Priifung der Materialien. Der Tubus wird nun mit
kompensierter Ringerlosung von 37 °C gefiillt und mittels licht-
hirtendem Kunststoff im Randbereich fixiert (Abb. 1). die Rin-
gerlosung fiillt den kapillaren Spalt im Kontaktbereich zum
Dentin und verhindert somit ein unerwiinschtes EinflieBen des
Kunststoffes. Gleichzeitig wird hierdurch die physiologische
Umgebungsbedingung bis zur eigentlichen Versuchsdurchfiih-
rung aufrechterhalten.

Die Messung der Blutzirkulation erfolgt in einer Thermokiivette
mittels eines Laser-Doppler-FluBmessers (Periflux P{2B) [15,
16, 17] unter Verwendung einer Lichtleitersonde, die in unmit-
telbarer Nihe zur Testkavitit fixiert wird (Abb. 2). Um systemi-
sche Blutdruckschwankungen und deren Auswirkungen auf die
Zahnpulpa zu erfassen, wird eine weitere Lasersonde an der
Hinterpfote angebracht.

Das Signal der Laser-Doppler-FluBmessung wird als Spannungs-
wert ausgegeben, dessen Betrag direkt proportional dem Produkt
aus FErythrozytenanzahl und deren Geschwindigkeit ist. Die
erhaltenen Daten werden zur spéteren Auswertung digitalisiert
(CED 1401, Cambridge Electronic) und auf einem IBM-kompa-
tiblen Rechner (Tandon AT) abgespeichert. :

Wie anhand der Ergebnisse spiter dargestellt wird, veranlaBten
uns die eigenen Beobachtungen, das beschriebene Verfahren fiir
bestimmte Materialpriifungen zu modifizieren.

Zusitzlich zur bisher erfolgten Priparation wird nun ein weiteres
Dentinfenster apikal zur Testkavitit angelegt. Damit konnen die
Veriinderungen der Mikrozirkulation apikal und inzisal vom
Applikationsort untersucht werden. Die Justierung der LDF-
Sonden erfolgt iiber Mikromanipulatoren (Guhl) mit einer Ein-
stellgenauigkeit von 0,05 mm. Die apikale Sonde zeigt einen
Durchmesser von 1,75 mm, die inzisale von 0,75 mm. Beide
Sonden unterscheiden sich hinsichtlich ihrer MeBcharakteristik
nicht.

Aufgrund der anatomischen Verhiltnisse kann an der Ratten-
zahnpulpa mit der apikalen Elektrode der BlutfluB im gesamten
Pulpaquerschnitt erfaBt werden. Das MeBfeld der inzisalen Elek-
trode entspricht etwa einem Drittel der der apikalen Elektrode.
Um die physiologischen Umgebungsbedingungen aufrecht zu
erhalten, wird der Zahn allseitig mit thermostatisierter kompen-
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a b
Abb. 1a/b Inzisivus der Ratte mit fixiertem Teflontubus (1) und Dentin-
fenster fiir die Lasersonde (2)

Abb. 2alb  Lage des Zahnes in der Thermokiivette, der Tubus (1) wird
durch den Kiivettenboden gefiihrt. Vor dem Dentinfenster erkennt man
das Fiihrungsrohr fiir die Lasersonde (2)

a " b

Abb. 3alb  Rattenmandibel mit Tubus (1), inzisale (2) und apikale (3)
Lage der Lasermef3sonde
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Abb. 4 Schematischer Versuchsaufbau fiir die Biokompatibilitdtsprii-
fung mittels der Laser-Doppler-FlufSmessung
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sierter Ringerlésung Losung von 37 °C umspiilt. In Abb. 3 ist die
Lokalisation von Testkavitit und Lasersonde an einem mazerier-
ten Priparat dargestellt. Den schematischen Versuchsaufbau
zeigt Abb. 4. Fiir die Dauer der Untersuchungen liegt das Tier auf
einer temperierten Unterlage.

Zu Beginn der Messungen werden die Lasersonden justiert und
die Blutzirkulation iiber einen Zeitraum von minimal 30 min
kontrolliert. Ist die Pulpadurchblutung iiber diesen Zeitraum
stabil, wird der eigentliche Versuch durchgefiihrt.

Aus dem Teflontubus wird die Ringerlésung abgesaugt und das
Dentin im Bereich des Priiffensters getrocknet. AnschlieBend
wird das zu untersuchende Material eingebracht. Wihrend dieses
Vorganges ist der Tubus an beiden Seiten offen, um zu verhin-
dern, daB bei der Applikation Druck entsteht und dadurch eine
mechanische Pulpairritation erfolgt.

3 Ergebnisse

Im folgenden sollen die Wechselwirkungen anhand von Einzel-
fillen dargestellt werden . Am Beispiel von Epinephrin zeigt
sich, daB die Zirkulation der Zahnpulpa nahezu vollig zum
Erliegen kommt. Die Latenzzeit zwischen Applikation und Re-
aktion betrdgt 30 s. Die rechnerisch ermittelte Restzirkulation
entspricht etwa 2—-8% des Ausgangswertes. An der Kontroll-
aufzeichnung der Pfote sind keine Veridnderungen feststellbar
(Abb. 5).

Die folgenden Abbildungen zeigen die lokale Reaktion nach der
Gabe von Calciumhydroxid. Nach der Applikation kommt es bei
einer Dentinstirke zur Pulpa von etwa 100 um zu einer Vermin-
derung der Blutzirkulation zwischen 20 und 30%. Der Blutflu8
zeigt Schwankungen um einen konstanten Mittelwert (Abb. 6).
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Abl.). 5 Verminderung der Pulpadurchblutung nach lokaler Gabe von
Epinephrin, die systemische Zirkulation (obere Kurve) ist nicht betrof-
fen. Der Pfeil markiert den Applikationszeitpunkt

Abb. 6 Verinderung der Mikrozirkulation nach Applikation von Cal-
ciumhydroxid
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Abb. 7 Vergleich der lokalen und peripheren Mikrozirkulation nach
Calciumhydroxid. Der Pfeil markiert den Applikationszeitpunkt
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Abb. 8 Vergleich der inzisalen und apikalen Durchblutung nach Cal-
ciumhydroxid, Kontrolle der systemischen Zirkulation an der Pfote. Das
Bewegungsartefakt (1) markiert den Applikationszeiipunkt

In Abb. 7 ist die Reaktion iiber die gesamte Zeitdauer bei einer
erhaltenen Dentinschicht von weniger als 50 um dargestellt. Die
starke Signalverinderung wihrend der Applikation ist ein auf die
Bewegung des Priparates zuriickzufiihrendes Artefakt. Man er-
kennt den deutlichen Abfall der Blutzirkulation auf 15 bis 20%
des Ausgangswertes, Die Positionierung der Lasersonde nach
peripher ergibt eine lokale Hyperdmie in den weiter apikal
liegenden Abschnitten der Zahnpulpa (Abb. 7 Pos. 2 und 3).
Eine Uberpriifung dieser Frgebnisse unter Verwendung zweier
Lasersonden ergibt ein vergleichbares Reaktionsmuster. Abbil-
dung 8 zeigt die Reaktion im apikalen und inzisalen Pulpaab-
schnitt sowie das Kontrollsignal der Pfote nach Applikation von
Calciumhydroxid. In analoger Weise zur vorhergehenden Abb. 8
kommt es unmittelbar bei der Applikation zu einem Abfall des
Signals auf im Mittel 80% des Ausgangswertes. Die am Apex
plazierte Sonde zeigt demgegeniiber eine Zunahme der Durch-
blutung, die in diesem Fall 5 min nach Applikation ihr Maximum
von 150% erreicht und innerhalb von 15 min auf ein Niveau von
120% abfillt. Der Ausgangswert wird innerhalb des Beobach-
tungszeitraumes von 60 min micht erreicht. Diese Reaktion ist,
wie der Vergleich mit der Blutzirkulation an der Pfote zeigt, nicht
systemisch bedingt, eine Mitreaktion ist nicht erkennbar.

4 Diskussion
Zahndirotliche Materialien werden mit verschiedenen Verfahren
in vivo und in vitro getestet. Die am hiufigsten angewandte In-
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vitro-Untersuchung ist die Zellkultur [4, 13, 14, 19], wobei
diesem Verfahren die Funktion einer Vorauswahl zukommt. Die
In-vivo-Experimente basieren auf histologischen Untersuchun-
gen der Zahnpulpa [2] oder der Implantationsumgebung [18],
wobei je nach der spiteren Applikationsart Implantation im
Knochen oder z. B. im Muskelgewebe erfolgt.

Das Verfahren der vitalmikroskopischen Beurteilung [3, 5, 7]
bietet fiir sich die Vorteile der Untersuchung am relevanten
Organsystem und der dynamischen Verlaufskontrolle. Die wer-
tende Beurteilung dhnlicher Priparate ist jedoch stark erschwert
und nicht unproblematisch.

Mit dem hier vorgestellten Verfahren wird der Versuch unter-
nommen, die Priifung an der Zahnpulpa direkt durchzufiihren
und iiber die erhaltenen MeBwerte auch geringe Ausprigungs-
grade einer Durchblutungsreaktion exakt bestimmen zu kénnen.
Aufgrund der systemischen Kreislaufkontrolle kann man die
einzelnen Reaktionen gut abschitzen. Wie die Ergebnisse nach
der lokalen Gabe von Epinephrin zeigen, kann von einem hohen
Signal-Rausch-Abstand ausgegangen werden, der im Bereich
von 2% liegt [9]. Damit ist eine quantitative Analyse der Durch-
blutungsinderung der Zahnpulpa moglich. Dadurch konnen
diese Werte auch einer sinnvollen statistischen Analyse unter-
zogen werden, wobei die Reaktion hinsichtlich der Dauer,
des Maximums und des dynamischen Verhaltens tiber die Zeit
beurteilbar ist. Diese quantitative Darstellung der Daten ist
Voraussetzung dafiir, daB einzelne Priparate hinsichtlich ihrer
Gewebsreaktion miteinander verglichen und geordnet werden
konnen.

Von weitaus groBerer Bedeutung ist jedoch die Beurteilung im
kliniknahen Einsatz. Je nach Applikationsform konnen unter-
schiedliche Dentinstéirken belassen werden. Dariiber hinaus er-
moglichen diese Untersuchungen eine Kontrolle iiber einen Zeit-
raum von bis zu 18 Stunden [10, 11]. Damit ist es moglich zu
beurteilen, ob eine Reaktion, die unter der Erhértung oder der
Gewebereaktion des Materials an sich auftritt, méglicherweise
als reversibel oder als irreversibel einzustufen ist.

Der wesentliche Vorteil des vorgesteliten Verfahrens liegt jedoch
in der Differenzierung zwischen lokaler Pulpareaktion, d. h. in
unmittelbarer Nihe zum Applikationsort, und generalisierter
Reaktion der Pulpa. Bei dieser Untersuchungsart ist der Beob-
achtungszeitraum jedoch kiirzer (6—8 h). Untersuchungen zur
Mikrozirkulation der Zahnpulpa {6] haben gezeigt, daB der
Aktivierung von Anastomosen im apikalen Pulpaabschnitt eine
wesentliche Rolle bei der Durchblutungssteuerung zukommt.
Diese Beobachtungen konnen auch durch die dargesteliten Er-
gebnisse bestitigt werden. Es zeigt sich, daB eine lokale Reduk-
tion der Mikrozirkulation durchaus mit einer apikalen Durchblu-
tungserhdhung verkniipft sein kann. Diese Beobachtung kann
mit einer Umverteilung der Zirkulation iiber Anastomosen erklért
werden [6].

Mit Hilfe des beschricbenen Verfahrens kann die lokale und die
gesamte Durchblutungsinderung der Zahnpulpa dargestellt wer-
den. Der intrapulpale Vergleich der Mikrozirkulation ermdglicht
eine prizisere Vorstellung von den reaktiven Verdnderungen.
Durch die quantitative Datenanalyse konnen auch geringgradige
Reaktionen erfaBt werden.

Summary

Laser Doppler flowmeiry is a useful method for quantifying
changes in microcirenlation. The present study is designed to
clarify if this method may also be used to assess the biocompati-
bility of dental materials. The experiments carried out on rats’
incisors have shown that it is possible to record circulatory
reactions occurring in the direct vicinity of the site of application.
The reactive change in microcirculation in the apical part clearly
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Buchbesprechung

differs from the local reaction at the site of application. A
modification of the experimental set up allows the synchronous
recording of blood flow in the apical and the incisal parts of the
pulp. Calcium hydroxide is used to illustrate the local and the
overall circulatory reaction of the dental pulp.
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