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Einleitung 1

A Einleitung

1 Amalgam in der Zahnheilkunde

1.1 Geschichte des Amalgams

Amalgam wird in der Zahnheilkunde als Fuilllungsmaterial eingesetzt. Es
wird verwendet um durch Karies verlorengegangene Anteile der Zahn-
hartsubstanz zu ersetzen. Amalgam ist das erste Fullungsmaterial in der
Zahnheilkunde, das den Anforderungen, die an ein im Mundraum zum
Einsatz kommenden Material, wie Kau-, Formstabilitit, Modellierbar-
keit, gute Verarbeitbarkeit, gerecht wurde. Die Biokompatibilitit des

Amalgams wurde lange Jahre nicht oder nur wenig beachtet.

Das erste Amalgam wurde bereits im Jahr 1819 entwickelt. Es setzte sich
aus einer Metallspannung, mit mindestens 65 % Silber, mindestens 25 %
Zinn, maximal 6 % Kupfer und maximal 2 % Zink, die mit reinem Queck-
silber vermischt wurde, zusammen (Ziff et al., 1990). Die Zusammenset-
zung und die Verarbeitung von Amalgam haben sich bis heute nicht we-

sentlich geandert.

In den 1980er Jahren begann man damit eine Reihe von Krankheitsbil-
dern mit vorhandene Amalgamfiillungen in Verbindung zu bringen. Zu
nennen waren hierzu Gaumenbluten, metallischer Geschmack, erhohter
Speichelfluss, Gesichtslahmungen, Depressionen, und Sehstorungen.
Auch die Offentlichkeit begann in den 1980er Jahren ein starkes Interes-
se an dieser Problematik zu entwickeln. Die Krankheitsbilder fiihrte
man vor allem auf die korrosionsbedingte Freisetzung von SnsHg (Ziff et
al., 1990), also auf die vermehrte Freisetzung von Quecksilber zurtick.
Dieser Sachverhalt flihrte zur Entwicklung der heute hauptsachlich
verwendeten non-gamma-2 Amalgame. Bei den non-gamma-2 Amalgamen
wurde die unedelste Phase, die gamma-2 Phase, die am stirksten von

chemischer und elektrochemischer Korrosion betroffen war, durch die
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eta-Phase ersetzt. Die gamma-2 Phase, bestehend aus SneHg, wird durch
Korrosion zersetzt und Zinn und Quecksilber freigesetzt. Bei den non-
gamma-2 Amalgamen ist die nun unedelste Phase die eta-Phase, die aus
CusSn besteht, was somit zur Freisetzung von Kupfer und Zinn flihren
soll (Geurtsen, 1990).

1.2 Toxizitat von Amalgam

Aber auch die Freisetzung von Kupfer und Zinn birgt bei den non-
gamma-2 Amalgamen ein toxisches Potential in sich. Um die moglichen
schadlichen Effekte, die von einem toxischen Potential der Amalgamfiil-
Iungen ausgehen, zu klassifizieren, werden sie in zwei Kategorien einge-
teilt. Zum Einen die Toxizitat, die direkt von Quecksilber im Fillungs-
material Amalgam ausgeht, zum anderen die lokalen und systemischen
Nebenwirkungen, die mit einer Amalgamfiillung einhergehen konnen,
wie zum Beispiel orale lichenoide Reaktionen, Allergisierung auf Amal-
gam oder seine Bestandteile, sowie andere lokale Gewebsreaktionen, wie

die Amalgamtatowierung der Mundschleimhaut.

Fur die Toxizitat, die direkt vom Quecksilber in der Amalgamfiillung
ausgeht, sind allerdings nur das elementare Quecksilber und seine anor-
ganischen Salze relevant. Quecksilber und seine anorganischen Salze
konnen gelost im Speichel im Magen-Darm-Trakt resorbiert werden. Als
Reaktion auf die systemische Toxizitat ist das unspezifische vegetativ-
asthenische Syndrom zu nennen, das auch unter der Bezeichnung
Mikromerkurialismus bekannt ist. Die wichtigsten Symptome bei die-
sem Krankheitsbild sind Schwacheanfille, rasche Ermiidbarkeit, Appe-
titmangel, Nervositat und gastrointestinale Storungen. Bei ausgeprag-
tem Mikromerkurialismus tritt auch ein Intentionstremor der Finger,

Lippen und Augenlider auf (Geurtsen, 1990).
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Da das Quecksilber fiir eine mogliche Toxizitat des Amalgams verant-
wortlich zu sein schien, wurde seine Aufnahme in den Korper, sowie sei-
ne Anreicherung in den Organen im Zusammenhang mit Amalgamfiil-
lungen genau dokumentiert. So wurde festgestellt, dass anorganisches
Quecksilber aus den Amalgamfiillungen in den Korper; zum einen in
Form von Ionen, zum anderen in Form von Quecksilberdampf aufge-
nommen wird. Die enterale Resorption von ionisiertem Quecksilber er-
reicht 15 %, die Aufnahme von Quecksilberdampf tiber die Lunge er-
reicht bei Mundatmung ca. 80 %. Quecksilber wird im Gesamtorganis-
mus in Blut und Urin nachgewiesen. Der mittlere Blutspiegel liegt zwi-
schen 0,3 ug/Liter und 0,7 pug/Liter. Bei der Quecksilberausscheidung im
Urin liegt der mittlere Wert zwischen 1,2 ug/Liter und 9 pg/Liter. Die
Quecksilberkonzentration in Blut und in Urin steigt abhingig von der

Fullungsflache an.

Die von der WHO 1988 festgelegten Schwellenwerte fiir die Quecksilber-
konzentration in Blut und Urin betragen im Blut maximal 20 pg/Liter
und im Urin maximal 50 pug/Liter (Deutsche Gesellschaft fiir Toxikologie
und Pharmakologie, 1990). Um zu beweisen, dass es zu einer Anreiche-
rung von Quecksilber aus Amalgamfiillungen in den Organen Niere und
Hirn kommen kann, wurde neben der Quecksilberkonzentration in Blut
und Urin auch der Quecksilbergehalt von Niere und Hirn bestimmt und
zwischen Amalgamtragern und amalgamfreien Probanden verglichen.
Es wurde eine Untersuchung der Quecksilberkonzentration in der grau-
en und weillen Hirnsubstanz bei Verstorbenen durchgefiihrt. Dabei wur-
de die Konzentrationen von Quecksilber in der grauen und weillen Hirn-
substanz bei Amalgamtragern und Nicht-Amalgamtriagern analysiert
und die Konzentrationen miteinander verglichen. Hierbei ergab sich ein
statistisch signifikant positiver Zusammenhang zwischen der Zahl der

okklusalen Amalgamflachen und dem Quecksilbergehalt im Hirn. In der
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weillen Hirnsubstanz war die Quecksilberkonzentration bei Amalgam-
tragern dreifach hoher, in der grauen Hirnsubstanz zweieinhalbfach ho-
her als bei den Nicht-Amalgamtragern (Egglestone und Nylander, 1987).
Bei einer Untersuchung der Nierenrinde wurde festgestellt, dass die
Quecksilberkonzentration in der Nierenrinde von Amalgamtriagern im
Durchschnitt neunfach hoher ist als bei Nicht-Amalgamtriagern. Bei bei-
den Studien wurde vorwiegend anorganisches Quecksilber in den Orga-
nen entdeckt, was den Zusammenhang mit den Amalgamfiillungen un-
terstreicht, da aus der Nahrung hauptsachlich Methylquecksilber aufge-

nommen wird (Nylander et al., 1987).

Doch auch lokale Nebenwirkungen von Amalgamfiillungen sind bereits
klinisch mehrfach dokumentiert worden. Shiloah et al. (1988) stellten
fest, dass in der Mundschleimhaut eingelagertes Amalgam zu chroni-
schen Entziindungsreaktionen fiihrt. Dabeil wird das eingelagerte Amal-
gam durch korpereigene Enzyme in seine Bestandteile zerlegt, Quecksil-
ber und Zinn werden tuber die Blutbahn abtransportiert, und Silber
bleibt korrodiert zuriick, oder wird von multinukledren Riesenzellen
phagozytiert. Oft werden an ein dadurch bereits vorhandenes Depot von
Silberpartikeln noch weitere Silberpartikel angelagert, und das betroffe-

ne Pigment wichst noch weiter an.

Dies fiihrt zu den sogenannten Amalgampigmentierungen oder auch
Amalgamtiatowierungen. Lind et al. (1986) untersuchten 52 Patienten, bei
denen ein Lichen ruber planus in enger raumlicher Beziehung zu einer
Amalgamfiillung stand. Bei 18 Patienten wurde die entsprechende Amal-
gamfiillung entfernt und durch andere Materialien ersetzt. Bei 16 der 18
Patienten beobachteten sie eine vollstandige Remission der Lasionen in-
nerhalb von 1 bis 12 Monaten. Als systemische Nebenwirkung von Amal-

gam ist die Allergie gegen Quecksilber und andere Amalgambestandteile



Einleitung 5

zu nennen. Bei einer Allergie gegen Quecksilber handelt es sich meist
um eine Allergie der verzogerten Reaktion, zu klassifizieren als eine Al-
lergie vom Typ IV nach Coombs und Gell (Klaschka und Matzick, 1988).
Die Verifizierung einer Quecksilberallergie erfolgt mittels Epi-kutantest.
Die klinische Symptomatik einer Allergie gegen Quecksilber ist durch
Dermatiden, Ekzemschiibe, urtikarielle Reaktionen, und seltener durch
periorale entziindliche ekzematose Erscheinungen, Stomatiden und
Gastroenteriden gekennzeichnet. Meist treten diese Krankheitsbilder in
klarem zeitlichen Zusammenhang mit dem Legen oder dem Entfernen
einer Amalgamfiillung auf. In den allermeisten Fallen verschwinden so-
wohl die meist zeitlich frither auftretenden Hautreaktionen als auch die
spater in Erscheinung tretenden Schleimhautreaktionen innerhalb von 2
bis 3 Wochen, ohne dass die korrespondierende Amalgamfiillung entfernt
wurde (Geurtsen, 1990).

1.3 Vorteile und Nachteile des Amalgams

Der maligebliche Faktor flir die Freisetzung von Quecksilber und ande-
rer Amalgambestandteile ist die Korrosion der Fiilllung. Die Korrosion
der Amalgame wird durch mehrere Faktoren beeinflusst. Der pH-Wert
der Mundhohle, bzw. des Speichels spielt dabei eine wichtige Rolle, zu-
dem sind die Mundpflegegewohnheiten des Amalgamtragers von Bedeu-
tung. Ein weiterer wichtiger Faktor ist die elektrochemische Korrosion,
die dann auftritt, wenn in direktem Kontakt zu Amalgamrestaurationen
Versorgungen aus edlerem Material, wie z. B. Goldkronen, vorhanden
sind. Dann korrodiert das unedlere Material, in diesem Falle das Amal-
gam, es kommt zur Entstehung eines galvanischen Elements, wobei der

Speichel als Transmitter fungiert.

Des weiteren hingt die Korrosionsanfalligkeit des Amalgams auch von

der vorschriftsmafigen Verarbeitung durch den Zahnarzt ab. Die Richt-
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linien zur Amalgamverarbeitung sind genau einzuhalten. Amalgamfiil-
lungen sollten nie im direkten Kontakt zu edleren Metallen verwendet
werden, um eine elektrochemisch beglinstigte Korrosion durch ein gal-

vanisches Element zu verhindern (Geurtsen, 1990).

Fir die Zahnirzte und auch fiir die Patienten besitzen die Amalgame

aber auch Vorteile. Amalgame sind schnell und einfach zu verarbeiten,
sie sind feuchtigkeitstolerant und konnen prazise in eine Kavitat einge-
bracht werden. Die Feuchtigkeitstoleranz ist bei Patienten von Vorteil,
bei denen keine absolute Trockenlegung des Arbeitsfeldes moglich ist,
etwa bei Patienten mit Hypersalvie, oder bei Patienten mit Behinderung.
Amalgame haben eine lingere Haltbarkeit als die hiufig verwendeten
Komposite, was an ihrer bakteriostatischen Wirkung liegt. Dabei handelt
es sich um eine Medikamentfunktion der Amalgame auf die Kariesbak-
terien durch Freisetzung von entsprechend wirkenden Substanzen, bei-
spielsweise Zink oder Quecksilber. Ein weiterer Vorteil fiir den Patien-
ten ist 6konomischer Natur. Da die Krankenkassen die kompletten Kos-
ten fir Amalgamrestaurationen iibernehmen, muss der Patient keine

Zuzahlung leisten.

2 Gallium-alloy in der Zahnheilkunde
2.1 Geschichte des Gallium-alloy

Um einer moglichen Toxizitat durch das Quecksilber aus den Amalgam-
restaurationen zu begegnen, wurde bereits in den zwanziger Jahren des
zwanzigsten Jahrhunderts nach alternativen Losungen gesucht. Galli-
um-alloy als Ersatzmaterial fiir quecksilberhaltige Amalgame wurden
das erste Mal 1928 von Puttkammer vorgeschlagen (Puttkammer, 1928).
Smith und Caul entdeckten 1956 eine galliumhaltige Legierung, die den
Anforderung, die in der Zahnmedizin an einen Werkstoff gestellt werden,

wie beispielsweise die Verarbeitbarkeit und die physikalischen Eigen-
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schaften, gerecht wurde. Somit produzierten sie das erste Gallium-alloy

fiir zahnmedizinische Zwecke (Smith und Caul, 1956).

In der heutigen Zusammensetzung besteht die fliissige Komponente des
Gallium-alloy aus Gallium, Indium und Zinn, die feste Komponente be-
steht aus Silber, Palladium, Zinn, Kupfer und Zink. Die fliissige und die
feste Komponente werden zur Herstellung der Legierung miteinander
vermischt (Horibe et al., 1986; Okamoto und Horibe, 1991). In Japan wur-
de von der Firma Tokuriki Honten ein Gallium-alloy entwickelt und auf
den Markt gebracht, die Metallspanung entspricht dabei im wesentlichen
der von hoch kupferhaltigen Amalgamen bis auf den Zusatz von 9 % Pal-
ladium. Gallium besitzt einen Schmelzpunkt von 29,8 °C (Weast, 1985);
um diesen Schmelzpunkt auf unter 10 °C zu reduzieren beinhaltet der
fliissige Anteil des Gallium-alloys 19 % Indium und 16 % Zinn. Seit der
Einflihrung der auf Gallium basierenden Legierungen wurde wiederholt
ihre Biokompatibilitat fokussiert betrachtet und diskutiert (Waterstrat
und Longton, 1964; Waterstrat, 1969). Des weiteren wurden Untersuchun-
gen hinsichtlich ihrer physikalischen Eigenschaften, wie Korrosionsbe-
standigkeit, Druckstabilitidt, und Verarbeitbarkeit durchgefithrt (Kim et
al.,1988; Yamashita et al., 1989; Den et al., 1991; Navarro et al., 1993; Sakai
et al., 1993: Eley et al., 1997).

2.2 Toxizitat von Gallium-alloy

Reines Gallium ist relativ ungiftig und in der Onkologie schon seit lan-
gerem bekannt, da Galliumionen den Zellmetabolismus unterbrechen
(AoKki et al., 1990; Wataha et al., 1991). Dieser Effekt wird fiir Medikamen-
te, die Gallium als Wirkstoff besitzen, zur Bekidmpfung von Krebs ge-
nutzt. Diese Medikamente wirken allerdings deutlich toxisch auf den Ge-
samtorganismus und hier vor allem auf die Nieren (Foster et., 1986). In

akuten und subakuten Toxizitatstests wurde Gallium-alloy eine gute
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Biovertraglichkeit nachgewiesen (Masuhara et al., 1987a; Masuhara et
al., 1987b; Yoshida et al., 1988). Auch fur die Mutagenitit von Gallium-
alloy bestanden keine Anhaltspunkte (Kaminishi et al., 1990). Lyon et al.
(1966) untersuchten die Gewebsreaktionen, die sich bei einer sechsmona-
tigen subkutanen Implantation von Gallium-alloy und Amalgam Probe-
korpern bei Laborratten entwickelten. Fiir die Gallium-alloy Probekor-
per wurde eine schwere Fremdkorperreaktion des umliegenden Gewe-
bes, auch Fibrosis genannt, festgestellt. Fiir die Amalgam Probekorper

konnte nur eine minimale Weichgewebsreaktion nachgewiesen werden.

Auch Kaga et al. (1992) untersuchten die Biokompatibilitit der Restaura-
tionsmaterialien Amalgam und Gallium-alloy und verglichen die beiden
Materialien hinsichtlich ihrer Toxizitdt miteinander. Es wurden sowohl
zinkhaltige, als auch zinkfreie Amalgame und Gallium-alloy an mensch-
lichen Gingivafibroblasten iiber einen Inkubationszeitraum von 24 Stun-
den mittels Filtertest untersucht. Dabei kamen sie zu dem Ergebnis, dass
von Gallium-alloy nur eine geringfiigige Toxizitdt ausgeht, vergleichbar

mit der Toxizitat, die von zinkfreiem Amalgam ausgeht.

Zinkhaltiges Amalgam zeigte eine wesentlich starkere toxische Wirkung
auf die Gingivafibroblasten als zinkfreies Amalgam oder Gallium-alloy.
Um festzustellen von welcher Substanz in den Fullungsmaterialien die
Toxizitat ausgeht fiihrten Kaga et al. (1992) zusatzliche Versuche mit den
Substanzen Silber, Indium, Quecksilber, Kupfer, Zink, Zinn, Palladium,
und Gallium durch. Dabei stellte sich heraus, dass von Zinn und Palladi-
um keine Toxizitat, von Gallium eine geringe Toxizitat, von Silber, Indi-
um und Quecksilber eine hohere Toxizitat ausgeht, die aber zwei bis

dreimal kleiner ist als die von Zink und Kupfer freigesetzte Toxizitat.
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Wataha et al. (1994) untersuchten die Toxizitat von Gallium-alloy, zink-
haltigem und zinkfreiem Amalgam im Vergleich zum Kontrollmaterial
Teflon an Balb/c 3T3 Mausefibroblasten. Die Toxizitdt wurde tliber die
Aktivitat der Succinatdeydrogenase (SDH) gemessen und mittels MTT-
Test dargestellt. Die Ergebnisse zeigten, dass zinkfreies Amalgam im
Vergleich zu Teflon nicht toxisch wirkte. Zinkfreies Amalgam setzte ge-
ringe Mengen an Quecksilber und Silber, allerdings signifikante Mengen
an Kupfer frei. Geringe Mengen von Quecksilber, Silber und Kupfer
wurden vom zinkhaltigen Amalgam freigesetzt. Gallium-alloy verursach-
te geringe Mengen an Silber und Kupfer und setzte zusatzlich mehr als
7000 ppm Gallium frei. Die freigesetzte Menge an Gallium reicht aus, um
100% Toxizitat zu verursachen. Die vom Gallium-alloy freigesetzte Men-
ge an Gallium nahm bei langerer Zeitdauer zu. Wataha et al. (1994) be-
schrieben weiterhin eine Korrosion der Gallium-alloy Probekorper, des
weiteren Oberflachenrauhigkeiten, und Verfarbungen. Die Biokompati-

bilitat von Gallium-alloy Restaurationen bleibt also fraglich.

2.3 Physikalische Eigenschaften des Gallium-alloy

Auch die physikalischen Eigenschaften von galliumhaltigen Legierun-
gen werden nach wie vor in Frage gestellt. Die mechanischen Eigen-
schaften von Gallium-alloy entsprechen denen der hoch kupferhaltigen
Amalgame (Okabe et al,. 1991). Allerdings stellten Okabe et al. (1992) fest,
dass die Werte flir die Abbindexpansion von Gallium-alloy deutlich iiber

den vorgegebenen Werten der ISO Norm 1559 von 1986 liegen.

Dagegen stellten Yada et al. (1989) fest, dass bei einer Legierung von Ga-
Sn-In, bzw. Ga-Sn-In-Ag und hochkupferhaltiger Metallspanung sofort
nach dem Mischen eine Expansion durch die Veranderung der Dimensi-
on sichtbar wurde. Mit einem Amalgam verglichen war eine liberlegene

Stabilitat auf Kaudruck festzustellen. Der Gewichtsverlust durch Korro-
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sion lag in 0,05 % HCL-Losung und in 1 % Milchsidurelosung ein wenig
hoher als beim Amalgam, in 1 % NaCl und Speichelersatzlosung war der
Gewichtsverlust durch Korrosion mit dem vom Amalgam vergleichbar.
Dies zeigt, dass beim Gallium-alloy eine starkere Expansion und Korro-
sion auftritt als beim Amalgam. Es wurden klinische Untersuchungen
durchgefithrt, um die beiden Materialien Amalgam und Gallium-alloy

hinsichtlich ihrer Eigenschaften direkt miteinander zu vergleichen.

Osborne et al. (1999) untersuchten 30 Klasse I Restaurationen bei 9 Pati-
enten iiber einen Zeitraum von 3 Jahren. Uber einen Zeitraum von 18
Monaten war Gallium-alloy klinisch unauffallig. Nach 21 Monaten wurde
die erste Zahnfraktur an einem mit Gallium-alloy gefiillten Zahn diag-
nostiziert, innerhalb der nachsten 12 Monate wurde an zwei weiteren
Molaren eine Zahnfraktur diagnostiziert. Die drei frakturierten Ziahne
wurden mit Amalgam restauriert und waren seitdem unauffallig. Bei fast
allen Restaurationen mit Gallium-alloy stellten Osborne et al. raue Ober-
flachen, Frakturen an den Fillungsrandern, und Verfarbungen der Fiil-
Iungen fest. Sie kamen zum Schluss, dass die klinischen Eigenschaften
von Gallium-alloy noch weiter verbessert werden miissen, bevor es als

Fillungsmaterial empfohlen werden kann.

3 Aufgabenstellung dieser Arbeit

Die tiberwiegende Zahl der Veroffentlichungen, die sich mit der Toxizitat
des Fullungswerkstoffes Amalgam beschéftigten, konzentrieren sich auf
die Schaden die durch eine Quecksilberaufnahme aus dem Fiillungs-
werkstoff in den Organismus entstehen konnen. Auch die Rolle des Spei-
chels bei der Korrosion von Fillungswerkstoffen wird bei den meisten
Versuchsansitzen nicht ausreichend bertlicksichtigt. Durch Kklinische
Beobachtungen ist jedoch bekannt, welche wichtige Rolle der Speichel

bei der Korrosion von Metallen im Mundraum spielt. Des weiteren dient
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der Speichel den Substanzen, die aus den Fuillungswerkstoffen herausge-
16st wurden, als Transportmedium zur enteralen Resorption. Zudem ist
auch der pH-Wert bei den meisten Arbeiten nur wenig berticksichtigt
worden. Die Hauptspeicherorgane fiir die aus den Flillungsmaterialien
Amalgam und Gallium-alloy abgesonderten toxischen Substanzen sind
Leber, Nieren und Gehirn. Eine vergleichende Untersuchung zur Wir-
kung der aus den Fillungswerkstoffen Amalgam und Gallium-alloy her-
ausgelosten toxischen Substanzen auf die Zellen der hauptsachlichen
Speicherorgane Leber und Niere ist bisher noch nicht durchgefiihrt wor-

den.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde daher das toxische Potential von
Amalgam und Gallium-alloy an Leber- und Nierenzellen untersucht. Um
die besondere Rolle des Speichels zu berticksichtigen, wurden zwei Spei-
chelersatzlosungen mit unterschiedlichem pH-Wert verwendet. Damit
die Fillungsmaterialien hinsichtlich ihres toxischen Potentials direkt
miteinander verglichen werden konnen, wurden flir diese Arbeit einheit-
liche Probekorper der beiden Fullungswerkstoffe hergestellt. Es wurde
zudem der zeitliche Zusammenhang zwischen der Verweildauer der Fil-
lungsmaterialien im kiinstlichen Speichel und ihrer toxischen Wirkung

untersucht.
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B Material und Methoden

1 Probekorper und Extraktherstellung
1.1 Herstellung der Amalgam Probekorper
Die Amalgam Probekorper wurden entsprechend der DIN-Vorschrift zur
Probekorperherstellung von Legierungen zum Herstellen von Amalgam
mit der Nummer 13904 vom Juli 1990, Ersatz fiir Teil 1 vom November

1981, hergestellt.

Auszug: 7.3 Herstellung der Probekorper:

Quecksilber und Legierung in ausreichender Menge zur Herstellung eines Pro-
bekorpers werden nach der Gebrauchsanweisung in einem maschinellen Mi-
scher angemischt. Das gesamte angemischte Amalgam wird in die Stopfform
eingebracht und sofort mit einem Stopfer von etwa 3,5 mm Durchmesser leicht
kondensiert, ohne Quecksilber abzupressen. Anschlieffend wird der Stempel

eingesetzt und die Herstellung des Probekorpers nach folgendem Zeitplan

durchgefiihrt:
Ende des Mischens (Trituration)........ccccceeeeeveeeieiiieirvvennnennnn. 00 sec.
Belastung mit 14 N/mMm?........cccooeiiiiieieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 30 sec.
Entlastung und Entfernung des unteren Platzhalters......... 45 sec.
Erneute BelaStUNg........cvevevviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 50 sec.
Entlastung.........coooooiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 90 sec.

Wegbiirsten des abgepressten Hg und Ausdriicken
des Probekorpers mit dem Stempel.........cooovvvvvevveeeiiiiierrnnnnn. 120 sec.

Probekorper mit sichtbaren Fehlern an der Oberfliche werden ausgeschieden.

Das verwendete Amalgam war Amalgam in Kapselform der Grofle 3 (A-
malcap plus non-gamma 2 ; Vivadent, Schaar, FL). Beim Anmischen
wurde entsprechend der Packungsbeilage verfahren. Die Prifzylinder
wurden nach einer siebentigigen, trockenen Lagerung bei Raumtempe-
ratur mit einem Schleifpapier der Kornung 1200 bei 150 U/min des Po-

liermotors unter Wasserkiihlung poliert.
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1.2 Herstellung der Gallium-alloy Probekorper

Die Herstellung der Gallium-alloy Probekorper erfolgte ebenfalls ent-
sprechend der DIN-Vorschrift zur Probekorperherstellung von Legie-
rungen zum Herstellen von Amalgam (Nummer:13904 vom Juli 1990, Er-
satz fiir DIN-Vorschrift vom November 1981). Beim verwendeten Materi-
al handelte es sich um Gallium-alloy in Kapselform (GF II; Tokuriki Hon-
ten CO, Tokyo, Japan) mit der Kapselgrof3e small. Das Anmischen erfolg-
te nach der Packungsbeilage, die Kapsel wurde aufgedreht, dadurch kam
es zur Vermischung der Metallspanung mit dem Gallium. Danach wurde
das Gemisch auf einem Riittler (Silamat) flir Amalgam flir 8 Sekunden
gerlittelt. Nach Zugabe eines Tropfen Ethanols, das flir ein erleichtertes
Ablosen des Materials aus der Kapsel benotigt wurde, wurde erneut fiir

weitere 2 Sekunden gertittelt.

1.3 Extraktherstellung

Aufgrund der Gewichts- und GrofBlendifferenz zwischen den Gallium-
alloy und den Amalgam Probekorpern wurden immer 4 Gallium-alloy
Probekorper zu einer Probe zusammengefasst. Das Gesamtgewicht der
Proben wurde durch Abwiegen bestimmt. Dabei ergab sich bei den zu-
sammengefassten vier Gallium-alloy Probekorpern ein durchschnittli-
ches Gewicht der Proben von 1,383 + 0,099 g (Mittelwert = S.D.). Das
durchschnittliche Gewicht der Amalgam Probekorper betrug 1,618 *
0,043 g (Mittelwert + S.D.). Die Probekorper wurden zur Desinfektion fiir
2 Tage in 70 % Ethanol eingelegt.

Die Probekorper aus Amalgam und Gallium-alloy wurden nun unter ste-
rilen Bedingungen in die Speichelersatzlosungen eingelegt, wobei das
Verhaltnis von Probekorpergewicht zu Volumen Speichelersatzlosung 1 :
10 entsprach. Somit wurde eine Standardisierung der Metallmenge pro

Volumen Speichelersatzlosung erreicht.
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Beim Amalgam und beim Gallium-alloy wurden jetzt 2 Gruppen der Pro-
bekorper zu je 7 Proben gebildet. Eine Gruppe wurde mit der Speicheler-
satzlosung nach Fusayama und eine zweite Gruppe mit der Speicheler-
satzlosung NaCl/Laktat inkubiert. Diese Proben, bestehend aus den Pro-
bekorpern und den zwei verschiedenen Speichelersatzlosungen, wurden
nun liber verschieden lange Zeitraume (t= 0, 2, 4, 7, 14, 28, 56 Tage) im
Brutschrank bei 37 °C in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare in-
kubiert. Die Begasung lag ebenfalls bei 6 % CO: und 94 % Luft. Zu den
angegebenen Zeiten wurden die Probekorper aus den Speichelersatzlo-
sungen entfernt. Die Speichelersatzlosungen wurde nun in zwei Zentri-
fugenrohrchen (Greiner, Frickenhausen) aufgeteilt, von denen eines im
Kiihlschrank bei +8 °C, und eines im Gefrierschrank bei -22 °C aufbe-
wahrt wurde. Als Kontrollen wurden zu denselben Zeitpunkten ebenfalls
Proben mit den beiden Speichelersatzlosungen, jedoch ohne die Priifkor-
per, angesetzt und gemeinsam mit den anderen Proben inkubiert und

aufbewahrt.

1.4 Speichelersatzlosungen
Die Fusayama Speichelersatzlosung hatte einen pH-Wert, der zwischen

pH 5,0 und pH 5,25 lag. Als Bestandteile wurden im Einzelnen verwendet:

NaCl 0,400 g/1
KCI mit 0,400 g/1
CaClz: - 2 H20 0,690 g/1
Harnstoff 1,000 g/1

Na2S - 9 H20 in modifizierter Form 0,005 g/1
Bei der Speichelersatzlosung NaCl/Laktat handelte es sich um ein ISO-
Elektrolyt (ISO 10271) fiir Korrosionstests mit einem pH von ca. 2,3. Die
Bestandteile waren:

NaCl 9,008 g/1

Milchsaure 5,844 g/1
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1.5 Sterilfiltration

Die Sterilfiltration der Extrakte wurde mit einem sterilen Einmalfilter
(Schleicher & Schnell, Einmalfilterhalter, 7 bar max., 0,2 nm, pyro-
genfrei, FP 030/3) durchgefiihrt. Die Probekorper wurden nun zweimal
mit je 25 ml entmineralisiertem H>O gewaschen und anschlieflend luftge-

trocknet, aufbewahrt.

2 Zellmaterial und Routinekultivierung

2.1 Zellmaterial
In der vorliegenden Arbeit wurden epitheliale Zellen der Zell-Linien
Chang-Liver und A-498 verwendet. Es handelt sich hierbei um adharent

wachsende, menschliche Karzinom-Zellen von Leber und Niere.

Die Chang-Liver Zellen wurden von der European Collection of Animal
Cell Cultures (Centre for Applied Microbiology and Research; Salisbury,
UK) bezogen; die A-498 Zellen von der DSMZ (Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig).

2.2 Kulturmedium und Kulturbedingungen

Bei beiden Zellinien wurde als Kulturmedium Earle’s MEM-Medium,
supplementiert mit 10 % FCS sowie 1 % NEAA und 100 Units/ml Penicil-
lin und 100 ng/ml Streptomycin verwendet. Bezogen wurden die Zellkul-
turreagenzien von GibcoBRL, Life Technologies, Karlsruhe.

Der Zusatz von FCS und von NEAA liefert die zum Wachstum benotigten
Wachstumsfaktoren, Hormone, anorganischen Salze, Spurenelemente,
Vitamine und Aminosauren. Der Zusatz von Antibiotika soll eine mogli-

che bakterielle Kontamination der Zellkulturen verhindern.

Die Zellkulturen wurden im Brutschrank bei 37 °C in einer wasser-

dampfgesattigten Atmosphare inkubiert. Der Brutschrank wurde mit
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6 % CO2 und 94 % Luft begast. Durch den CO:-Partialdruck wurde das
COq/Bikarbonat-Puffersystem des Zellkulturmediums auf den pH-Wert

von 7,2-7,4 eingestellt und konstant gehalten.

2.3 Routinekultivierung

Um die zur Aussaat benotigte Menge von Zellen vorratig zu haben, wur-
den sowohl die A-498 als auch die Chang-Liver Zellen routinemaflig als
Massenkulturen in Kulturflaschen (75 cm? Cellstar; Greiner, Fricken-
hausen) ausgesat. Sowohl die A-498 als auch die Chang-Liver Zellen wur-
den vor der Zellaussaat mit steriler gepufferter Saline (PBS; GibcoBRL,
Life Technologies, Eggenstein) gewaschen und danach mit einer sterilen
Trypsin/EDTA Losung (mit 0,5 g/1 Schweinetrypsin und 0,2 g/1 EDTA;
Sigma Aldrich Chemie Deisenhofen) vom Kulturflaschenboden abgelost
und suspendiert. Einmal pro Woche wurde ein Transfer der Massenkul-
turen in neue Kulturflaschen vorgenommen, um den Zellen ein neues
Substrat und neue Nahrstoffe zu bieten. Dazu wurden 5000 Zellen/cm?

Wachstumsflache in 20 ml Kulturmedium ausgesat.

3 Zellbiologische Testassays

3.1 Bestimmung der Zellvitalitit

Fir die Untersuchung der Wirkung von Amalgam und Gallium-alloy auf
die Zellvitalitat proliferierender Zellen wurden die aus der Massenkultur
stammenden A-498 und Chang-Liver Zellen in einer Dichte von 5000 Zel-
len/cm? oder 50.000 Zellen pro 2 ml Routinekulturmedium in 6-Loch-

Platten (9,6 cm? pro Vertiefung, Greiner, Frickenhausen) ausgesat.

Innerhalb von 24 Stunden nach der Aussaat setzten sich die Zellen ab,
und breiteten sich vollstandig aus. Danach wurde ein Mediumwechsel

durchgefiihrt, und anschlieflend die Extrakte der beiden Dentallegierun-
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gen in den Verdinnungen von 1:10 (200 pl) und 1:20 (100 ul) zugegeben.
Zuvor wurde das entsprechende Volumen Kulturmedium entfernt, um
das Gesamtvolumen konstant zu halten. Die Extraktzugabe erfolgte mit-

tels Eppendorfpippetten.

Die Inkubation der Zellen mit den Extrakten dauerte 72 Stunden. Nach
dieser Inkubationszeit wurde das Kulturmedium mit den Extrakten ab-
gezogen und einmal mit PBS zur Entfernung von Zelldebris gespiilt. Um
die Zellen abzulosen, erfolgte nun die Zugabe von 2 ml Trypsin-EDTA Lo-
sung auf die vitalen Zellen mit anschlieender Aufbewahrung im Brut-
schrank fiir 10 min. Die vitalen, abgelosten Zellen wurden mit Hilfe der
Zahlkammer nach Neubauer (jede gezihlte Zelle pro groflem Quadrat der
Zahlkammer entspricht 10000 Zellen) unter dem Inversmikroskop (Ni-
kon, Diisseldorf) ausgeziahlt. Als Referenz wurde jeweils eine Kontrolle
mit den, utiber die verschieden lange Inkubationszeitraume (t= 0, 2, 4, 7,
14, 28, 56 Tage) inkubierten, Speichelersatzlosungen Fusayama und
NaCl/Laktat angesetzt. Zusatzlich wurde noch eine Kontrolle ohne wei-

tere Zusatze im Kulturmedium angesetzt.

3.2 Berechnung der zellularen Wachstumsrate

Ausgehend von der Zellzahl zum Zeitpunkt t = 24 Stunden nach der Aus-
saat und unmittelbar vor der Extraktzugabe (= No) und der am Versuch-
sende, nach 72 Stunden Inkubation mit den Extrakten, gezahlten Zell-
zahl(= N1) wurde mit den Formeln (1) und (2) die Anzahl der Populati-
onsverdopplungen uber den gesamten Inkubationszeitraum und daraus

die Wachstumsrate in Populationsverdopplungen pro Tag berechnet.
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Im Gegensatz zur Endpunktbestimmung (Kapitel B.3.2) konnte anhand
der Wachstumsrate in Populationsverdopplungen pro Tag konnte der
kontinuierliche Einfluss der zu testenden Extrakte auf die Proliferation

der Zellen ermittelt werden.

log N1 - log N0

Anzahl der Populationsverdopplungen [PD] = 0g 2 (1)
0og

Anzahl der Populationsverdopplungen

Wachstumsrate [PD/Tag] = (2)
Anzahl der Tage in Kultur

4 Lichtmikroskopie

Zur Untersuchung der Zellmorphologie nach Exposition und zur Zahlung
der Zellen wurde ein Nikon Inversmikroskop TMS (Nikon, Diisseldorf)
verwendet. Beim verwendeten Objektiv handelte es sich um Plan 10 / 0,30
DL. Die Zahlung erfolgte mittels einer Zihlkammer nach Neubauer (jede
gezahlte Zelle pro groflem Quadrat der Zahlkammer entspricht 10.000 Zel-

len).

5 Statistische Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wurden Mittelwert und Standardfehler des
Mittelwertes (S.E.M.) angegeben. Die Signifikanzberechnungen der er-
haltenen Messergebnisse erfolgten nach dem Student’s #-Test. Die Anzahl

der unabhangigen Versuche betrug n=3.
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C Ergebnisse

1 Legierungen und Probekorper

1.1 Handhabung und Verarbeitung

Beide Legierungen wurden als Kapselsysteme verwendet. Eine Kapsel
der verwendeten Materialien enthielt zum einen die Metallspanung und
durch eine Membran getrennt die fliissige Legierungskomponente. Die
Kapseln wurden in eine Mischmaschine eingebracht. Beim Mischvor-
gang wurde die Membran zerstort und die beiden Komponenten konnten
sich zu der entsprechenden Metalllegierung vermischen. Diese System
funktionierte beim Anmischen von Amalgam (Amalcap, non gamma 2,
Vivadent, Schaar, FL) sehr gut, da die Handhabung des Amalgam-
Systems sehr einfach war. Beim verwendeten Gallium-alloy (GF II, To-
kuriki Honten CO, Tokyo, Japan) war die Handhabung wesentlich kom-
plizierter. Laut Packungsbeilage musste der maschinelle Mischvorgang
unterbrochen werden, um nach 5 Sekunden 1 Tropfen Ethanol in die
Kapsel einzubringen. Dies sollte das bessere Ablosen der Legierung von
den Kapselwianden garantieren. Es war allerdings schwierig, das Ethanol
richtig zu dosieren, was zur Folge hatte, dass nicht bei jeder Kapsel das
Herauslosen der Legierung gleich gut vonstatten ging. Zusatzlich dazu
war das verwendete Gallium-alloy in der Konsistenz nach dem Mischen
noch wesentlich weicher als das Amalgam. Aullerdem wurde der Mes-
singzylinder mit dem dazugehorigen Stempel bei der Herstellung der
Gallium-alloy Probekorper von diesem Material angegriffen. Dies zeigte
sich in einer Verdnderung der Oberfliche von messingfarben glanzend

bis hin zu mattem Grau.

Durch die weichere Konsistenz des Gallium-alloys ergaben sich bei der
Probekorperherstellung - im Gegensatz zu den Amalgam Probekorpern -
kleinere Probekorper, die sich in ihrer Grofle und Oberflachenbeschaf-

fenheit oftmals unterschieden. Dieser Tatsache wurde allerdings bei der
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Herstellung der zu inkubierenden Proben Rechnung getragen (vgl. Kapi-

tel B, 1.2).

1.2 Makroskopische Verianderungen der Probekorper durch

Kkuinstlichen Speichel
Bei der makroskopischen Betrachtung wurden Veranderungen der Pro-
bekorper wihrend der Inkubation in den SEL Fusayama und
NaCl/Laktat zu den jeweiligen Zeitpunkten der Inkubationsperiode (t =

0,2,4,7, 14, 28, 56) beobachtet (Tab. 1).
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2 Wachstum und Morphologie der Zelllinien

Die verwendeten Leber- und Nierenzellen sind epitheliale und adharent
wachsende Zellen. Sie breiten sich in Kultur flachenmaflig unter Bildung
von unregelmafligen Auslaufern in einer Schicht (Monolayer) aus. So-
wohl Chang-Liver Zellen, als auch A-498 Zellen sind in ihrer Zellgestalt
polygonal, wobei die Chang-Liver Zellen sich etwas kleiner und elongier-
ter darstellen. Chang-Liver Zellen besitzen einen grof3en ovalen Kern mit
zahlreichen Nukleoli, das Plasma ist zur Mitte hin stark granuliert; zu-
satzlich dazu ist ihre ,,ruffling membrane® starker ausgepriagt. Diese ge-
faltete Zytoplasmamembran stiilpt sich am Zellrand aus und dient in ers-
ter Linie der Fortbewegung der Zellen. Bei den A-498 Zellen tritt das

Phanomen der sogenannten ,,Dome*“-Bildung auf.

Die physiologische Aufgabe der A-498 Zellen im proximalen Nierentubu-
lus besteht darin, Wasser von ihrer apikalen zur basolateralen Seite zu
transportieren und somit einen Konzentrationsgradienten aufzubauen.
Da die Flussigkeit im Kulturbehaltnis jedoch nicht abflieen kann,
kommt es an einigen Stellen zu einer Anhebung des Zellrasens, die zu ei-

ner kuppelartigen Ausstiilpung des Zellrasens (= Dome) fiihrt.
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Abb. 1: Wachstumsmuster der Nierenzelllinie (A-498) nach Erreichen der Kon-
fluenz. Zentral ist ein charakteristischer Dome dargestellt (ndhere Erlauterun-
gen im Text). Phasenkontrastverfahren

Abb. 2: Wachstumsmuster der Leberzelllinie (Chang-Liver) nach Erreichen der
Konfluenz. Phasenkontrastverfahren
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3 Beeinflussung des basalen Zellwachstums durch exo-
gene Faktoren
3.1 Unbehandelte Kontrollkulturen

Bei Abb. 3 und Abb. 4 handelte es sich um eine kontinuierliche Kontrolle
des Zellwachstums der A-498 Zellen und der Chang-Liver Zellen. Diese
Kontrollen wurden bei jeder Aussaat von A-498 und Chang-Liver Zellen
zu der jeweiligen Inkubationsperiode 0 - 56 Tage zusatzlich in die 6-
Lochplatten mit ausgesit. Dabei wurden diese Kontrollen ganzlich unbe-
handelt, also ohne SEL und ohne Extrakt 72 Stunden lang inkubiert.
Durch den Vergleich des Zellwachstums ohne Extraktzugabe mit den Zel-
len, die in der entsprechenden Konzentration mit den Extrakten behan-
delt worden waren, konnte somit eine Beeinflussung des Zellwachstums

durch exogene Faktoren ausgeschlossen werden.

Wie aus Abb. 3 ersichtlich, war bei den A-498 Zellen nur eine geringe
Schwankung des basalen Zellwachstums zu bemerken. Dies verdeutlicht
auch die Trendlinie in Abb. 3.

Die Werte der Chang-Liver Zellen lassen sich aus Abb. 4 ablesen. Auch
hier waren keine aullergewohnlichen Schwankungen beim Zellwachs-

tum wahrend der gesamten Versuchsdauer festzustellen.

Somit ist bei beiden Zelllinien uber die gesamte Versuchsdauer eine ho-
he Konstanz der Wachstumsrate vorhanden. Weder die Passagenzahl
noch der zeitliche Abstand von 3 Monaten zwischen K1 und K7 hatte ei-

nen Einfluss auf die Wachstumskonstanz der verwendeten Zelllinien.
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Abb. 3: Darstellung der absoluten Zellzahl von A-498 Zellen in Abhingigkeit
von der Inkubationsperiode. Die durchgezogene Linie repriasentiert die Gerade
der linearen Regression. Angegeben ist der Mittelwert + SD aus 3 unabhangigen
Versuchen.
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Abb. 4: Darstellung der absoluten Zellzahl x 10® von Chang-Liver Zellen in Ab-
hangigkeit von der Inkubationsperiode. Die durchgezogene Linie repriasentiert
die Gerade der linearen Regression. Angegeben ist der Mittelwert + SD aus 3
unabhangigen Versuchen.
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3.2 Inkubationsperiode und Speichelersatzlosung

In Abb. 5 und Abb. 6 wurde die relative Zellzahl von A-498 Zellen und
Chang-Liver Zellen nach Zugabe der reinen SEL Fusayama nach 0 - 56
Tagen Inkubation bei 37°C dargestellt. Die relative Zellzahl bezog sich auf
die unbehandelten Kontrollen K1 - K7, die jeweils als 100 % gesetzt wur-
den. Wie zu ersehen, hatte die reine SEL Fusayama nur einen geringen
Einfluss auf die Zellvitalitit der beiden Zelllinien. Eine geringe Hem-
mung der Zellvitalitat war festzustellen, doch diese Hemmung, die durch
den geringfligig sauren pH-Wert von 5,25 der SEL Fusayama verursacht
wurde, konnte sowohl vom Kulturmedium weitgehend abgepuffert, als

auch von den beiden Zellstammen toleriert werden.

Analog zu Abb. 5 und Abb. 6, wurden in Abb. 7 und Abb. 8 die relativen
Zellzahlen der beiden Zelllinien nach Zugabe der reinen SEL
NaCl/Laktat nach 0 — 56 Tagen Inkubation bei 37 °C dargestellt. Die Be-
zugspunkte fiir die relative Zellzahl waren die jeweils unbehandelten
Kontrollen K1 - K7. Es ist zu ersehen, dass die Zugabe der SEL
NaCl/Laktat zu einer Reduktion der Zellvitalitat der beiden Zelllinien
filhrte. Die hier ausgepragte Reduktion der Zellvitalitat um bis zu 45 %
war auf den sauren pH-Wert von 2,3 der SEL NaCl/Laktat zurtuickzufiih-
ren. Vor allem bei den Chang-Liver Zellen verursachte der saure pH-
Wert, der vom Kulturmedium nicht mehr abgepuffert werden konnte, ei-
ne starke Hemmung der Zellvitalitit. Zudem geben die Zellen wahrend
des Wachstums saure Metabolite ins Kulturmedium ab, woraus eine wei-

tere Sauerung resultiert.

Da die Zugabe von insbesondere der SEL NaCl/Laktat bei beiden Zellli-
nien zu einer starken Reduktion der Zellvitalitat fiilhrte, wurde die rela-
tive Zellzahl der nachfolgenden Graphiken stets auf die in Abb. 5 -8 dar-

gestellten Werte der reinen Extraktionslosungen bezogen.
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Abb. 5: Relative Zellzahl von A-498 Zellen in Abhéngigkeit von Inkubationspe-
riode und SEL Fusayama. Angegeben ist der Mittelwert + SD aus 3 unabhangi-
gen Versuchen.
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Abb. 6: Relative Zellzahl von Chang-Liver Zellen in Abhangigkeit von Inkuba-

tionsperiode und SEL Fusayama. Angegeben ist der Mittelwert £ SD aus 3 un-
abhingigen Versuchen.
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Abb. 7: Relative Zellzahl von A-498 Zellen in Abhdngigkeit von Inkubationspe-
riode und SEL NaCl/Laktat. Angegeben ist der Mittelwert + SD aus 3 unabhan-
gigen Versuchen.
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Abb. 8: Relative Zellzahl von Chang-Liver Zellen in Abhangigkeit von Inkuba-
tionsperiode und SEL NaCl/Laktat. Angegeben ist Mittelwert £ SD aus 3 unab-
hangigen Versuchen.
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4 Wirkung der Amalgamextrakte auf die Zellvitalitat
Bei Tab. 2 und Abb. 9 wurden die Werte der A-498 Zellen dargestellt, die

mit dem aus den in der SEL Fusayama inkubierten Amalgam Probekor-
pern entstandenen Extrakt 72 Stunden lang inkubiert worden sind. Es
liel3 sich bei keiner der verwendeten Verdiinnungen eine signifikante Vi-
talititsminderung der Zellen erkennen. Die Chang-Liver Zellen, deren
Werte in Tab. 3 und Abb. 10 abzulesen sind, wurden mit dem aus den in
der SEL Fusayama inkubierten Amalgam Probekorpern entstandenen
Extrakt 72 Stunden lang inkubiert. Es liel3 sich ebenfalls bei keiner der
verwendeten Verdinnung eine signifikante Vitalitatsminderung erken-

nen.

In Tab. 4 und 5 und Abb. 11 und 12 sind die Werte fiir A-498 und Chang-
Liver Zellen dargestellt, die mit dem aus den in der SEL NaCl/Laktat in-
kubierten Amalgam Probekorpern entstandenen Extrakt 72 Stunden lang
inkubiert wurden. Bei den A-498 Zellen (Tab. 4 und Abb. 11) war eine Vi-
talititsminderung der Zellen erkennen, die bei der Verdiinnung von 1 : 10
ab einer Inkubationsperiode von t = 4 signifikant wurde. Bei der Ver-
diinnung von 1 : 20 trat eine signifikante Reduktion der Zellvitalitat erst
ab t = 14 ein. Bei der Verdiinnung von 1 : 10 ab t = 28 und bei der Verdiin-
nung von 1 : 20 ab t = 56 kam es zum Absterben der Zellen, weil die Zell-
zahl nach Versuchsende kleiner war als die bei Versuchsanfang ausgesa-
te Zellzahl. In Tab. 5 und Abb. 12 sind die Werte fiir die Chang-Liver Zel-
len dargestellt. Bei einer Verdiinnung von 1 : 10 wurde die Reduktion der
Zellvitalitat ab einer Inkubationsperiode von t = 14 signifikant, und ab t
= 28 kam es zum Absterben der Zellen, weil die Zellzahl zu Versuchsende
kleiner war als die Zellzahl am Versuchsanfang. Eine signifikante Vitali-
tatsminderung war bei der Verdiinnung von 1 : 20 ab t = 28 zu erkennen,

und bei t = 56 kam es zum Absterben der Zellen.
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Tab. 2: Wirkung der Extrakte aus den Amalgam Probekorpern und der SEL
Fusayama auf die Zellvitalitit von A-498 Zellen. Aufgefiihrt sind die Absolut-
werte fiir die Zahl der vitalen Zellen, sowie die sich daraus ergebenden Wachs-
tumsraten in Abhangigkeit von der Inkubationsperiode. IP = Inkubationsperio-
de; WR = Wachstumsrate; PD = Populationsverdopplungen; SD = Standardab-
weichung.

P Verdinnung 1:10 Verdinnung 1:20

in Tagen

Y Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag | Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag

0 602.000 100.000 1,2 698.000 142.000 1,27
2 697.000 105.000 1,44 732.000 92.000 1,46
4 800.000 130.000 1,3 760.000 92.000 1,28
7 860.000 99.000 1,29 715.000 147.000 1,21
14 737.000 131.000 1,33 628.000 115.000 1,25
28 742.000 115.000 1,25 523.000 87.000 1,08
56 690.000 121.000 1,16 680.000 141.000 1,15
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Abb. 9: Relative Zellzahl von A-498 Zellen nach 72-stiindiger Exposition in Ab-

hangigkeit von der Inkubationsperiode der Amalgam Probekorper in der SEL
Fusayama. Angegeben ist der Mittelwert + SD aus 3 unabhangigen Versuchen.
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Tab. 3: Wirkung der Extrakte aus den Amalgam Probekorpern und der SEL
Fusayama auf die Zellvitalitat von Chang-Liver Zellen. Aufgeflihrt sind die Ab-
solutwerte fiir die Zahl der vitalen Zellen, sowie die sich daraus ergebenden
Wachstumsraten in Abhingigkeit von der Inkubationsperiode. IP = Inkubati-
onsperiode; WR = Wachstumsrate; PD = Populationsverdopplungen; SD = Stan-
dardabweichung.

P Verdinnung 1:10 Verdinnung 1:20

in Tagen , .

Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag | Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag

0 690.000 61.000 1,2 655.000 115.000 1,18
2 688.000 102.000 1,25 685.000 91.000 1,24
4 885.000 162.000 1,21 688.000 86.000 1,09
7 737.000 150.000 1,28 678.000 116.000 1,24
14 716.000 99.000 1,26 633.000 100.000 1,2
28 848.000 210.000 1,26 828.000 119.000 1,25
56 557.000 123.000 1,13 520.000 101.000 1,1
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Abb. 10: Relative Zellzahl von Chang-Liver Zellen nach 72-stiindiger Exposition
in Abhéangigkeit von der Inkubationsperiode der Amalgam Probekorper in der
SEL Fusayama. Angegeben ist der Mittelwert + SD aus 3 unabhangigen Versu-
chen.
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Tab. 4: Wirkung der Extrakte aus den Amalgam Probekorpern und SEL
NaCl/Laktat auf die Zellvitalitit von A-498 Zellen. Aufgefiihrt sind die Absolut-
werte fiir die Zahl der vitalen Zellen, sowie die sich daraus ergebenden Wachs-
tumsraten in Abhangigkeit von der Inkubationsperiode. IP = Inkubationsperio-
de; WR = Wachstumsrate; PD = Populationsverdopplungen; SD = Standardab-
weichung.

P Verdinnung 1:10 Verdinnung 1:20
in Tagen
8 Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag | Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag
0 667.000 152.000 1,25 655.000 124.000 1,24
2 463.000 95.000 1,24 525.000 81.000 1,3
4 362.000 86.000 0,92 492.000 77.000 1,07
7 397.000 72.000 0,92 573.000 85.000 1,1
14 257.000 190.000 0,82 350.000 134.000 0,97
28 7.000 11.000 -0,99 200.000 53.000 0,62
56 7.000 13.000 -1,05 18.000 17.000 -0,59
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Abb. 11: Relative Zellzahl von A-498 Zellen nach 72-stiindiger Exposition in Ab-
hingigkeit von der Inkubationsperiode der Amalgam Probekorper in der SEL
NaCl/Laktat. Angegeben ist der Mittelwert + SD aus 3 unabhingigen Versu-
chen; #+p < 0,05 (Student’s ¢£-Test, bezogen auf die Kontrolle).
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Tab. 5: Wirkung der Extrakte aus den Amalgam Probekorpern und der SEL
NaCl/Laktat auf die Zellvitalitit von Chang-Liver Zellen. Aufgefiihrt sind die
Absolutwerte fiir die Zahl der vitalen Zellen, sowie die sich daraus ergebenden
Wachstumsraten in Abhingigkeit von der Inkubationsperiode. IP = Inkubati-
onsperiode; WR = Wachstumsrate; PD = Populationsverdopplungen; SD = Stan-
dardabweichung.

P Verdinnung 1:10 Verdinnung 1:20

in Tagen . .

Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag | Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag

0 537.000 61.000 1,08 613.000 115.000 1,15
2 510.000 100.000 1,1 513.000 65.000 1,1
4 515.000 92.000 0,95 725.000 109.000 1,11
7 437.000 126.000 1,03 507.000 75.000 1,1
14 256.000 84.000 0,77 481.000 107.000 1,07
28 5.000 7.000 -1,21 237.000 69.000 0,65
56 5.000 10.000 -1,14 13.000 15.000 -0,68
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Abb. 12: Relative Zellzahl von Chang-Liver Zellen nach 72-stiindiger Exposition
in Abhangigkeit von der Inkubationsperiode der Amalgam Probekorper in der
SEL NaCl/Laktat. Angegeben ist der Mittelwert = SD aus 3 unabhingigen Ver-
suchen; #+p < 0,05 (Student’s ¢-Test, bezogen auf die Kontrolle).
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5 Wirkung der Gallium-alloy Extrakte auf die Zellvitali-
tat
Die A-498 Zellen wurden mit dem Extrakt aus der SEL Fusayama und den
Gallium-alloy Probekorpern 72 Stunden lang inkubiert. Es lief3 sich bei
keiner der verwendeten Verdinnungen eine Vitalitatsminderung der
Nierenzellen erkennen (Tab. 6 und Abb. 13). Bei Tab. 7 und Abb. 14 wur-
den die Ergebnisse mit Chang-Liver Zellen dargestellt, die ebenfalls mit
dem Extrakt aus der SEL Fusayama und den Gallium-alloy Probekorpern
72 Stunden lang inkubiert worden sind. Bei den Chang-Liver Zellen lief3
sich ebenfalls bei keiner der verwendeten Verdiinnungen eine signifi-

kante Vitalititsminderung feststellen.

Bei Tab. 8 und 9 und Abb. 15 und 16 handelte es sich um die Darstellung
der Ergebnisse mit A-498 und Chang Liver Zellen, die mit dem aus der
SEL NaCl/Laktat und den Gallium-alloy Probekorpern entstandenen Ex-
trakt 72 Stunden lang inkubiert wurden. Klar zu erkennen ist an Tab. 8
und Abb. 15, dass bei einer Verdiinnung von 1 : 10 bereits ab t = 2 eine
signifikante Vitalititsminderung der A-498 Zellen stattgefunden hat. Ab

t = 7 kam es zu einem massiven Absterben der Zellen, weil die zu Ver-
suchsanfang vorhandene Zellzahl grof3er war als die Zellzahl zu Versuch-
sende. Bei der Verdiinnung 1 : 20 war eine signifikante Vitalitatsminde-
rung erst ab t = 4 zu bemerken. Ein Absterben der Zellen fand ab t = 14
statt. In Tab. 9 und Abb. 16 war bei den Chang-Liver Zellen bei der Ver-
dinnung von 1 : 10 schon ab t = 2 von einer signifikante Reduktion der
Zellvitalitat zu erkennen, ab t = 7 hat ein Absterben der Zellen stattge-
funden. Des weiteren war bei der Verdiinnung von 1: 20 ab t = 2 eine sig-
nifikante Vitalitatsminderung zu beobachten, die bei t = 7 in ein Abster-

ben der Zellen uiiberging.
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Tab. 6: Wirkung der Extrakte aus den Gallium-alloy Probekorpern und der SEL
Fusayama auf die Zellvitalitit von A-498 Zellen. Aufgefiihrt sind die Absolut-
werte fiir die Zahl der vitalen Zellen und die sich daraus ergebenden Wachs-
tumsraten in Abhangigkeit von der Inkubationsperiode. IP = Inkubationsperio-
de; WR = Wachstumsrate; PD = Populationsverdopplungen; SD = Standardab-
weichung.

IP Verdinnung 1:10 Verdinnung 1:20

in Tagen

e Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag | Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag

0 560.000 46.000 1,16 775.000 83.000 1,32
2 722.000 110.000 1,46 652.000 82.000 1,41
4 848.000 183.000 1,33 738.000 151.000 1,2
7 828.000 116.000 1,28 913.000 74.000 1,32
14 752.000 140.000 1,34 790.000 134.000 1,36
28 697.000 103.000 1,22 650.000 102.000 1,19
56 820.000 71.000 1,24 710.000 67.000 1,18
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Abb. 13: Relative Zellzahl von A-498 Zellen in Abhangigkeit nach 72-stiindiger
Exposition von der Inkubationsperiode der Gallium-alloy Probekorper in der
SEL Fusayama. Angegeben ist der Mittelwert + SD aus 3 unabhingigen Versu-
chen.
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Tab. 7: Wirkung der Extrakte aus den Gallium-alloy Probekorpern und der SEL
Fusayama auf die Zellvitalitat von Chang-Liver Zellen. Aufgeflihrt sind die Ab-
solutwerte fiir die Zahl der vitalen Zellen und die sich daraus ergebenden
Wachstumsraten in Abhingigkeit von der Inkubationsperiode. IP = Inkubati-
onsperiode; WR = Wachstumsrate; PD = Populationsverdopplungen; SD = Stan-
dardabweichung.

P Verdinnung 1:10 Verdinnung 1:20

in Tagen

98N Zelizahivert. SD WR in PD/Tag | Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag

0 735.000 63.000 1,23 830.000 98.000 1,29
2 693.000 120.000 1,25 632.000 140.000 1,2
4 827.000 76.000 1,18 743.000 145.000 1,12
7 698.000 90.000 1,26 663.000 154.000 1,23
14 745.000 122.000 1,28 661.000 120.000 1,23
28 792.000 97.000 1,23 800.000 134.000 1,23
56 653.000 75.000 1,2 608.000 56.000 1,17
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Abb. 14: Relative Zellzahl von Chang-Liver Zellen nach 72-stiindiger Expositi-
on in Abhéangigkeit von der Inkubationsperiode der Gallium-alloy Probekorper
in der SEL Fusayama. Angegeben ist der Mittelwert £ SD aus 3 unabhangigen
Versuchen.
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Tab. 8: Wirkung der Extrakte aus den Gallium-alloy Probekorpern und der SEL
NaCl/Laktat auf die Zellvitalitit von A-498 Zellen. Aufgefiihrt sind die Absolut-
werte fiir die Zahl der vitalen Zellen und die sich daraus ergebenden Wachs-
tumsraten in Abhangigkeit von der Inkubationsperiode. IP = Inkubationsperio-
de; WR = Wachstumsrate; PD = Populationsverdopplungen; SD = Standardab-
weichung.

P Verdinnung 1:10 Verdinnung 1:20

in Tagen
Y Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag | Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag
0 678.000 144.000 1,25 723.000 107.000 1,28
2 193.000 55.000 0,82 380.000 110.000 1,15
4 82.000 23.000 0,21 368.000 67.000 0,93
7 25.000 20.000 -0,41 162.000 28.000 0,49
14 17.000 15.000 -0,49 20.000 14.000 -0,41
28 5.000 7.000 -1,15 10.000 14.000 -0,82
56 0 0 n.d. 5.000 10.000 -1,2
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Abb. 15: Relative Zellzahl von A-498 Zellen nach 72-stliindiger Exposition in Ab-
hangigkeit von der Inkubationsperiode der Gallium-alloy Probekorper in der
SEL NaCl/Laktat. Angegeben ist der Mittelwert £ SD aus 3 unabhéngigen Ver-
suchen; #+p < 0,05 (Student’s ¢-Test, bezogen auf die Kontrolle).
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Tab. 9: Wirkung der Extrakte aus den Gallium-alloy Probekorpern und der SEL
NaCl/Laktat auf die Zellvitalitit von Chang-Liver Zellen. Aufgefiihrt sind die
Absolutwerte fiir die Zahl der vitalen Zellen und die sich daraus ergebenden
Wachstumsraten in Abhingigkeit von der Inkubationsperiode. IP = Inkubati-
onsperiode; WR = Wachstumsrate; PD = Populationsverdopplungen; SD = Stan-
dardabweichung.

IP Verdinnung 1:10 Verdinnung 1:20

in Tagen

E Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag | Zellzahl/Vert. SD WR in PD/Tag

0 517.000 63.000 1,06 625.000 98.000 1,15
2 243.000 45.000 0,74 457.000 100.000 1,05
4 143.000 61.000 0,33 432.000 72.000 0,86
7 25.000 25.000 -0,34 80.000 30.000 0,22
14 11.000 10.000 -0,74 35.000 1.000 -0,19
28 12.000 13.000 -0,79 20.000 21.000 -0,54
56 0 0 n.d. 3.000 7.000 -1,38
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Abb. 16: Relative Zellzahl von Chang-Liver Zellen nach 72-stiindiger Exposition
in Abhangigkeit von der Inkubationsperiode der Gallium-alloy Probekorper in
der SEL NaCl/Laktat. Angegeben ist der Mittelwert + SD aus 3 unabhingigen
Versuchen; #+p < 0,05 (Student’s #-Test, bezogen auf die Kontrolle).
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6 Konzentration der solubilisierten Metallionen in den
Extrakten

Eine Analyse der Extrakte von Amalgam und Gallium-alloy wurde von
Prof. Dr. Geis-Gerstorfer mittels ICP durchgefiihrt. Dabei wurden die
Konzentrationen der durch Korrosion aus den Probekorpern in Losung

gegangenen Metallionen bestimmt.

Wie in Tab. 10 und Abb. 17 dargestellt, war bei den in der SEL
NaCl/Laktat inkubierten Amalgam Probekorpern bei zunehmender
Dauer der Inkubationsperiode eine zunehmende Konzentration der Me-
tallionen Quecksilber und Kupfer festzustellen; dahingegen nahm die an-
fanglich sehr hohe Konzentration von Zinn mit zunehmender Dauer ab.
Die Konzentrationen der analysierten Metalle zeigten bei den in der SEL
Fusayama inkubierten Amalgam Probekorper, dass alle Metallionenkon-

zentrationen unterhalb der Nachweisgrenze lagen.

Bei den in der SEL NaCl/Laktat inkubierten Gallium-alloy Probekorpern
stiegen die Konzentrationen von Gallium und Indium mit zunehmender
Dauer der Inkubationsperiode an (Tab. 11 und Abb. 18). Bei den in der
SEL Fusayama inkubierten Gallium-alloy Probekorpern waren Konzent-
rationsveranderungen der nachgewiesenen Metallionen mit zunehmen-
der Dauer der Inkubationsperiode feststellbar; alle Metallionenkon-

zentrationen lagen unterhalb der Nachweisgrenze.

Der saure pH-Wert der SEL NaCl/Laktat fithrte somit zur verstarkten
Freisetzung von Metallionen aus den beiden Fiillungsmaterialien Galli-
um-alloy und Amalgam, Kupfer und Quecksilber im Falle des Amalgams,

und Gallium und Indium im Falle des Gallium-alloys.
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Tab. 10: Konzentration der solubilisierten Metallionen aus den Amalgam Pro-
bekorpern in den SEL NaCl/Laktat und Fusayama. IP = Inkubationsperiode;

Konz = Konzentration

Konz. der nachgewiesenen Metalle in ug/ml

IP in Tagen

Probekorper
in SEL

NaCl/Laktat

Fusayama

1.000.000

100.000 A

10.000 ~

Metallionenkonz. [ng/ml]

100 T T T T T T T T

1.000 A W

2 4 7 14

Inkubationsperiode

Abb. 17: Solubilisierte Hg- und Cu- Ionen aus Amalgam Probekorpern in der
SEL NaCl/Laktat. In der SEL Fusayama liegen die solubilisierten Metallionen
unterhalb der Nachweisgrenze und wurden deshalb nicht graphisch dargestellt.

Mit * gekennzeichneten Werte lagen unter der Nachweisgrenze.
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Tab. 11: Konzentration der solubilisierten Metallionen aus den Gallium-alloy
Probekorpern in den SEL NaCl/Laktat und Fusayama. IP = Inkubationsperiode;
Konz = Konzentration.

Konz. der nachgewiesenen Metalle in ug/ml
. Probekorper
IP in Tagen Ga Ag Sn Cu In Hg in SEL
2 140 <0,5 6 <0,5 1,1
4 180 <0,5 8 <0,5 1,8
7 360 <0,5 4 <0,5 1,1
14 660 <0,5 4 <0,5 4,3 NaCl/Laktat
28 1300 <0,5 2 <0,5 12
[ __56__J 100 | <05 | 4 | <05 | 51 M |
2 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
4 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
7 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
14 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 Fusayama
28 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
56 <0,5 <0,5 34 <0,5 <0,5
10.000.000
——Ga
— |1
= 1.000.000 - In
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Abb. 18: Solubilisierte Ga- und In- Ionen aus Gallium-alloy Probekorpern in der
SEL NaCl/Laktat. In der SEL Fusayama liegen die solubilisierten Metallionen
unterhalb der Nachweisgrenze und wurden deshalb nicht graphisch dargestellt.
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7 Korrelation von Zellvitalitat und Metallionenkon-

zentration

Bei Abb. 19, Abb. 20, Abb. 21, Abb. 22 ist die Korrelation zwischen den Hg-
und Cu-Ionen aus dem Extrakt der mit der SEL: NaCl/Laktat inkubierten
Amalgam Probekorpern und der Vitalitit der A-498 Zellen, sowie der
Chang-Liver Zellen dargestellt. Dabei zeigt sich, dass bei hoheren Kon-
zentrationen von Hg-Ionen im Extrakt die Zellvitalitit abnahm (Abb. 19
und Abb. 20). Bei den Werten, die unterhalb der Nachweisgrenze lagen
(graphisch mit * gekennzeichnet), lief3 sich dagegen keine Veranderung
bei der Abnahme der Zellvitalitdt feststellen. Der Trend zur Reduktion
der Zellvitalitat blieb bestehen. Eine Toxizitat der Hg-Ionen auf die A-498
Zellen und die Chang-Liver Zellen war zwar zu beobachten, doch schien
sie die Reduktion der vitalen Zellen nicht maf3geblich zu beeinflussen. In
Abb. 21 und Abb. 22 war der Zusammenhang zwischen der Konzentration
der Cu-Ionen und der Reduktion der Zellvitalitit der A-498 und Chang-
Liver Zellen zu erkennen. Der Anstieg der Cu-Ionen scheint hier einen

direkten Einfluss auf die Reduktion der Zellvitalitidt zu nehmen.

In Abb. 23, Abb. 24, Abb. 25, Abb. 26 ist die Korrelation zwischen Ga- und
In-Tonen aus dem Extrakt der mit der SEL NaCl/Laktat inkubierten Gal-
lium-alloy Probekorper und der Vitalitat der A-498 Zellen und Chang-
Liver Zellen dargestellt. Es war festzustellen, dass der Unterschied zwi-
schen der Reduktion der Zellvitalitit und dem Verlauf des Konzentrati-
onsanstiegs flir Ga- und In-Ionen keinen so grof3en Unterschied aufwies
wie bei den in Abb. 19 bis Abb. 22 dargestellten Hg- und Cu-Ionen. Die to-
xische Wirkung sowohl der Ga-Ionen als auch der In-Ionen auf die A-498
Zellen war zu beobachten. Eine Differenzierung der Wirkung war nicht
moglich. Die Ga-Ionen wiesen jedoch eine wesentlich hohere Konzentra-

tion im Extrakt auf als die In-Ionen.
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Abb. 19: Konzentration von solubilisierten Hg-Ionen in Korrelation zur Zellvi-
talitdt von A-498 Zellen. Amalgam Probekorper in der SEL NaCl/Laktat. Die mit
* gekennzeichneten Werte lagen unterhalb der Nachweisgrenze.
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Abb. 20: Konzentration von solubilisierten Hg-Ionen in Korrelation zur Zell-

vitalitat von Chang-Liver Zellen. Amalgam Probekorper in der SEL NaCl/-
Laktat. Mit * gekennzeichneten Werte lagen unterhalb der Nachweisgrenze.
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Abb. 21: Konzentration von solubilisierten Cu-Ionen in Korrelation zur Zellvi-
talitat von A-498 Zellen. Amalgam Probekorper in der SEL NaCl/Laktat.
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Abb. 22: Konzentration von solubilisierten Cu-Ionen in Korrelation zur Zellvi-
talitat von Chang-Liver Zellen. Amalgam Probekorper in der SEL NaCl/Laktat.
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Abb. 23: Konzentration von solubilisierten Ga-Ionen in Korrelation zur Zellvi-
talitat von A-498 Zellen. Gallium-alloy Probekorper in der SEL NaCl/Laktat.
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Abb. 24: Konzentration von solubilisierten Ga-Ionen in Korrelation zur Zellvi-
talitdt von Chang-Liver Zellen. Gallium-alloy in der SEL NaCl/Laktat.
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Abb. 25: Konzentration der solubilisierten In-Ionen in Korrelation zur Zellvita-
litat von A-498 Zellen. Gallium-alloy Probekorper in der SEL NaCl/Laktat.
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Abb. 26: Konzentration der solubilisierten In-Ionen in Korrelation zur Zellvita-
litdit von Chang-Liver Zellen. Gallium-alloy Probekorper in der SEL NaCl/-
Laktat.
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8 Zusammenfassung der Ergebnisse
Wahrend die SEL NaCl/-Laktat bei A-498 Zellen und Chang-Liver Zellen

zu einer nicht signifikanten Reduktion der Zellvitalitat fiihrte, hatte die
SEL Fusayama hatte keine Wirkung auf das Wachstum der beiden Zellli-
nien. Aufgrund der unbehandelten Kontrollkulturen konnten auflerer
Einfliisse auf das Testsystem ausgeschlossen werden.
Amalgam Probekorpern: Die in SEL NaCl/Laktat inkubiert wur-
den, reagierten die A-498 bei einer Verdiinnung von 200 ul ab einer
Inkubationsperiode von t = 4, bei einer Verdiinnung von 100 pl ab
einer Inkubationsperiode von t = 14 mit eine signifikante Re-
duktion der Zellvitalitit. Bei einer Verdiinnung von 200 pul ab t = 28
und bei einer Verdiinnung von 100 pl ab t = 56 war die Zahl der Zel-
len zu Versuchsende geringer als die Zellzahl zu Versuchsanfang.
Die Chang-Liver Zellen zeigten bei beiden Verdiinnungen eine Re-
duktion der Zellvitalitat, die bei 200 ul ab einer Inkubationsperiode
von t = 14, bei 100 pl ab t = 28 signifikant wurde. Ein Absterben der
Zellen fand bei der Verdiinnung von 200 pl ab t = 28, und bei einer
Verdiinnung von 100 pl ab t = 56 statt.
Gallium-alloy Probekorper: In der SEL NaCl/Laktat wirkte auf
die A-498 Zellen bei einer Verdinnung von 200 pl ab der
Inkubationsperiode t = 2 signifikant vitalititsmindernd und ab t =
7 war die Zellzahl geringer als die zu Versuchsbeginn ausgesate
Zahl. Bei einer Verdiinnung von 100 pl war eine signifikante
Vitalititsminderung ab der Inkubationsperiode t = 4 und ein
Absterben der Zellen ab t = 14 festzustellen. Bei den Chang-Liver
Zellen war eine signifikante Reduktion der Zellvitalitit bei der
Verdiinnung von 200 pl, als auch bei der Verdinnung von 100 ul ab
einer Inkubationsperiode von t = 2 gegeben, ein Absterben der

Zellen war bei beiden Verdiinnungen ab t = 7 gegeben.
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Zusammenfassend betrachtet, stieg bei Gallium-alloy fiir die SEL
NaCl/Laktat mit zunehmender Inkubationsperiode die Toxizitat auf A-
498 und Chang-Liver Zellen an. Dies gilt ebenfalls fiir das mit der SEL
NaCl/Laktat inkubierte Amalgam. In beiden Fallen trat bei geringeren
Konzentrationen der Extrakte beziiglich der Inkubationsperiode die toxi-
sche Wirkung verzogert und vermindert ein. Bei den in der SEL
NaCl/Laktat inkubierten Amalgam Probekorpern war im Vergleich zu
den Gallium-alloy Probekorpern eine geringer ausgeprigte Toxizitat

festzustellen.

Die Extrakte der in der SEL Fusayama inkubierten Probekorper der bei-
den Fullungsmaterialien flihrten bei keiner der beiden Zelllinien zu ei-

ner Reduktion der Zellvitalitat.

Es wurde bei den in der SEL NaCl/Laktat inkubierten Amalgam Probe-
korpern ein Zusammenhang zwischen der ansteigenden Konzentration
von Kupferionen im Extrakt und der Reduktion der Zellvitalitit beider
Zelllinien beobachtet. Auch der Anstieg der Quecksilberionen war dabei

von Bedeutung.

Bei den in der SEL NaCl/Laktat inkubierten Gallium-alloy Probekorpern
stieg die Konzentration der Gallium- und Indiumionen mit zunehmender
Inkubationsperiode im Extrakt an. Auch hier lief3 sich ein Zusammen-
hang zwischen der Reduktion der Zellvitalitat beider Zelllinien und dem

Anstieg der Galliumionen im Extrakt herstellen.
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D Diskussion

1 Zellkulturen in der Toxikologie

In der experimentellen Forschung lasst sich das toxische Potential einer
Substanz auf verschiedene Arten untersuchen. In Tierversuchen bietet
sich beispielsweise die Moglichkeit, die Auswirkungen eines Gefahrstof-
fes auf den Korper als Gesamtorganismus zu beobachten, zu untersuchen
und zu dokumentieren. Eine weitere Moglichkeit ist das sogenannte Bi-
omonitoring, dabei werden Gefahrstoffe oder deren Metabolite im Blut

und/oder Urin bei exponierten Personen ermittelt und tiberwacht.

Als weitere wichtige Moglichkeit der Untersuchung von arbeits- und
umweltmedizinisch relevanten Gefahrstoffen ist die zellbiologische Un-
tersuchung dieser Gefahrstoffe zu nennen. Die Forschung auf der zellbio-
logischen Ebene hat sich nun schon seit etlichen Jahren bewahrt und
kommt auch in anderen Fachbereichen zum Einsatz. Sie bietet den Vor-
teil, mit biologischem Material zu experimentieren, ohne dabei die ethi-
sche Problematik von Tierversuchen zu beriihren. Davon ausgenommen

sind Manipulationen an der Keimbahn.

Ein weiterer Vorteil der zellbiologischen Methoden besteht darin, dass
sich die Kulturbedingungen, die Testzeiten und der Versuchsablauf bei
Zellkulturen sehr gut standardisieren lassen und die Ergebnisse sehr gut
zu reproduzieren sind. Im Vergleich zu Tierversuchen bedeutet die zell-
biologische Untersuchung eine betrachtliche Reduktion von Zeit- und
Materialaufwand. Zudem kann fiir eine gezielte Fragestellung eine grofle
Anzahl von methodisch verschiedenen Ansatzen durchgefithrt und die
Wirkung der Testsubstanz auf die Zellen ermittelt werden. Dartiber hin-
aus lasst sich anhand der Wirkung verschiedener Testsubstanzen auf ei-
ne Zelllinie ein Vergleich der Ergebnisse ziehen und somit Riickschliisse

auf die unterschiedliche Toxizitiat einzelner Substanzen zu.
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Zusatzlich dazu lassen sich einzelne Zellstimme in Reinkulturen isoliert
untersuchen und somit kann die zellspezifische Wirkung einer toxischen
Substanz besser beobachtet werden. Eine Schadigung wird schneller an
der Einzelzelle als im Gesamtorganismus oder an isolierten Organsyste-

men erkannt.

Deshalb kann man von einer hoheren Sensitivitat bei der zellbiologi-
schen Untersuchung von Reinkulturen sprechen. Allerdings werden da-
bei die komplexen Wechselwirkungen von Geweben und Organen, die in
einem Organismus zusammenwirken, nicht berticksichtigt. Ihr Zusam-
menspiel und ihre Reaktion auf eine toxische Substanz kann nicht beo-

bachtet und untersucht werden.

Ein Versuch, diesen erheblichen Nachteil auszugleichen, ist die gleich-
zeitige Kultivierung mehrerer Zellstimme im gleichen Kulturgefil3 in
verschiedenen Kompartimenten (z.B. Kokulturen), um dadurch eine Imi-
tierung der gewebsspezifischen zellularen Interaktionen zu erreichen.
Wichtig bei der Bewertung zellbiologischer Untersuchungen ist, ob die
Versuche an einer Primdrkultur oder an bereits etablierten Zelllinien

durchgefiihrt wurden.

Es sind auch Unterschiede zwischen Tumorzellen und Normalzellen be-
kannt. Hierbei ist einer der charakteristischsten biochemischen Unter-
schiede der Normalzelle zur rasch proliferierenden Tumorzelle der hohe
Anteil der aeroben Glykolyse am Energiestoffwechsel der Tumorzelle
(Schneider, 1981). Fiir die vorliegende Arbeit hat der Unterschied zwi-
schen Tumorzelle und Normalzelle hinsichtlich der aeroben Glykolyse
keine Bedeutung, da sie keinen Einfluss auf die toxische Wirkung der
untersuchten Substanzen hat. Ein weiterer Unterschied der Biochemie

der Tumorzelle im Vergleich zur Normalzelle ist das Abnehmen langket-
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tiger Glykolipide im Tumorgewebe mit steigender Tumorigenitit und
damit mit steigender Entdifferenzierung (Hanfland et al., 1977). Auch
dieser Unterschied hat keine Bedeutung fiir die Ergebnisse der vorlie-

genden Arbeit.

2 Vor- und Nachteile der hier vorliegenden Untersuchung

Bei jeder in vitro Untersuchung miissen im Hinblick auf die realen Ver-
haltnisse Kompromisse eingegangen werden. Bei der hier vorliegenden
Untersuchung wurden standardisierte Probekorper der Versuchsmateri-
alien Amalgam und Gallium-alloy in zwei verschiedene Speichelersatzlo-
sungen, Fusayama und NaCl/Laktat, eingebracht und tiber die festgeleg-

ten Zeitraume von 0 - 56 Tagen bei 37 °C inkubiert.

Die Extrakte wurden nun auf die Zellen der Zelllinien A-498 und Chang-
Liver inkubiert und anschlie3end die Zellvitalitiat mittels Mikroskop ge-
zahlt. Eine denkbare Problematik ist hierbei, dass die im Mundraum
durch Kontakt der Filillungsmaterialien mit dem Speichel entstandenen
Extrakte nicht direkt in Kontakt zu Leber- und Nierenzellen treten. Fur
den Fullungswerkstoff Amalgam bestitigt dies die Stellungnahme der
Deutsche Gesellschaft fiir Toxikologie und Pharmakologie unter Prof. Dr.
Bolt zur Amalgamproblematik (1990). Sie nennt folgende Formen der
Aufnahme von anorganischem Quecksilber aus den Amalgamfiillungen
in den Korper; zum einen in Form von Ionen, zum anderen in Form von
Quecksilberdampf. Hierbei handelt es sich um anorganisches Quecksil-
ber. Die enterale Resorption von ionisiertem Quecksilber erreicht 15 %,
die Aufnahme von Quecksilberdampf tiber die Lunge erreicht bei Mund-
atmung ca. 80 %. Da aber die toxischen Elemente in Leber und Niere an-
gereichert werden ist eine Untersuchung der Schaden, die durch die to-
xischen Elemente dieser Fillungsmaterialien bei den Zellen der entspre-

chenden Organe verursacht werden, sinnvoll.
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Untersuchungen hinsichtlich der Biokompatibilitit der Restaurations-
materialien Amalgam und Gallium-alloy wurde 1992 von Kaga et al. an-
gestellt, und die beiden Materialien hinsichtlich ihrer Toxizitat mitein-
ander verglichen. Es wurden sowohl zinkhaltige, als auch zinkfreie Am-
algame und Gallium-alloy an menschlichen Gingivafibroblasten tiber ei-
nen Inkubationszeitraum von 24 Stunden mittels Filtertest untersucht.
1994 untersuchten Wataha et al. die Toxizitdt von Gallium-alloy, zinkhal-
tigem und zinkfreiem Amalgam im Vergleich zum Kontrollmaterial Tef-
lon an Balb/c 3T3 Mausefibroblasten. Die Toxizitdt wurde liber die AKkti-
vitat der Succinatdeydrogenase (SDH) gemessen und mittels MTT-Test
dargestellt. Somit ist die toxische Wirkung der Fullungsmaterialien A-
malgam und Gallium-alloy im lokalen Bereich des Mundraumes, die
Wirkung auf Gingivafibroblasten und Mausefibroblasten bereits einge-
hend untersucht worden. Doch eine vergleichende Untersuchung einer
systemischen toxischen Wirkung der aus den Fillungsmaterialien her-
ausgelosten Metalle auf die Hauptspeicherorgane wurde bisher nicht

durchgefiihrt.

Der Vorteil der vorliegenden Arbeit liegt in der Untersuchung der durch
die systemische Toxizitat der Fillungsmaterialien am stirksten betrof-
fenen Organe, wodurch auf die Folgen fiir den Gesamtorganismus ge-
schlossen werden kann. Bestatigt wird die Notwendigkeit dieses Ver-
suchsansatzes auch durch die Untersuchung von Nylander et al. (1987)
zur Quecksilberkonzentration in der Nierenrinde von Amalgamtragern.
Diese ist im Durchschnitt neunfach hoher ist als bei Nicht-
Amalgamtriagern. Es wurde vorwiegend anorganisches Quecksilber in
den Organen entdeckt, was den Zusammenhang mit den Amalgamful-
lungen unterstreicht, da aus der Nahrung hauptsachlich Methylqueck-

silber aufgenommen wird.
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Durch die Herstellung der benotigten einheitlichen Probekorper war es
moglich die Verarbeitbarkeit und die Handhabung der verwendeten Res-
taurationsmaterialien zu beurteilen und miteinander zu vergleichen. Die
Verarbeitung von Gallium-alloy ist der Verarbeitung des Amalgam un-
terlegen. Es lasst sich, im Vergleich zum Amalgam nur schwierig stopfen
und bleibt an den Verarbeitungsinstrumenten kleben, aullerdem werden
diese bei der Verarbeitung angegriffen und wirken oxidiert. Bestatigt

werden diese Beobachtungen von Marsh et al., (1992).

Das von Yamashita et al., (1995) empfohlene Einbringen von Alkohol vor
der Trituration verbessert die Verarbeitbarkeit des Gallium-alloys zwar
wesentlich, trotzdem ist es in der Verarbeitung einem Amalgam immer

noch deutlich unterlegen.

3 Toxizitat von Amalgam

Bis in die heutige Zeit hinein wurden eine Vielzahl von Arbeiten publi-
ziert, die sich mit der Toxizitat des Fullungswerkstoffes Amalgam be-
schaftigen. Die gesundheitliche Gefiahrdung durch Amalgam wird hier-
bei vom im Amalgam vorhandenen Quecksilber und der Exposition mit

demselben abgeleitet.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Amalgam Probekorper tiber 0 -
56 Tage in den Speichelersatzlosungen Fusayama und NaCl/Laktat inku-
biert. Der pH-Wert der Fusayama Speichelersatzlosung lag dabei zwi-
schen pH 5,0 und pH 5,25 , der pH-Wert fiir die NaCl/Laktat Speicheler-
satzlosung bei ca. pH 2,3. Nach Entnahme der Amalgam Probekorper aus
der NaCl/Laktat Speichelersatzlosung war bereits nach vier Tagen Inku-
bation eine Oxidation der Oberflache des Probekorpers zu erkennen, ab
dem 28. Tag der Inkubation wirkte die Oberfliche des Probekorpers

komplett oxidiert und zeigte schwarze, poros wirkende Stellen. In der
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Fusayama Speichelersatzlosung zeigte sich erst ab dem vierzehnten Tag
der Inkubation eine beginnende Oxidation des Amalgam Probekorpers.
Hierbei ist der Zusammenhang zwischen dem pH-Wert der Speicheler-
satzlosung, der Inkubationsdauer und den Veridnderungen der Oberfla-
che der Amalgam Probekorper zu erkennen. Es findet eine stirkere Kor-
rosion der Amalgam Probekorper in der SEL NaCl/Laktat mit dem sau-
ren pH-Wert von 2,3 als in der SEL Fusayama mit dem pH-Wert von 5,25
statt. Diese Korrosion von Probekorpern in SEL ist auch von Psarras et
al. (1992) festgestellt worden. Sie verwendeten fiir ihre Untersuchung
Probekorper von zinkfreiem und zinkhaltigem Amalgam, sowie Gallium-
alloy, die in Kontakt zu L-929 gebracht wurden. Diese wurden tiber einen
Zeitraum zwischen 1 und 10 Wochen in 0,9 % NaCl mit einem pH 6 einge-
legt, um eine den realen Bedingungen entsprechende Korrosion zu erhal-
ten. Die Korrosion des Restaurationsmaterials ist fiir einen groflen Teil
der freigesetzten Substanzen verantwortlich. Dieser Sachverhalt wurde
bereits erkannt, was zur Entwicklung der korrosionsbestindigeren non-

gamma-2 Amalgame flihrte.

Der Zusammenhang der bei der Inkubation der Probekorper in der SEL
NaCl/Laktat und den durch den sauren pH-Wert freigesetzten toxischen
Substanzen und der verstarkten Korrosion der Probekorper wird von
den Ergebnissen der zellbiologischen Untersuchung bestatigt. Sowohl fiir
die Zellen der Zelllinie A-498 als auch fur die Zellen der Zelllinie Chang-
Liver, die mit dem aus den in der SEL NaCl/Laktat inkubierten Amal-
gam Probekorpern entstandenen Extrakt 72 Stunden lang inkubiert wur-
den, lasst sich eine Reduktion der Zellvitalitat feststellen. Bei den A-498
Zellen war die Reduktion der Zellvitalitat bei einer Verdiinnung von 1 :
10 ab einer Inkubationsperiode von t = 4 signifikant; bei einer Verdin-
nung von 1 : 20 erst ab t = 14. Bei der Verdiinnung von 1:10 ab t = 28 und

bei der Verdiinnung von 1 : 20 ab t = 56 war ein Absterben der Zellen fest-
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zustellen. Die Reduktion der Zellvitalitit war ebenfalls bei den Chang-
Liver Zellen festzustellen. Bei einer Verdiinnung von 1 : 10 war sie ab ei-
ner Inkubationsperiode von t = 14 signifikant und ab t = 28 war ein Ab-
sterben der Zellen sichtbar. Die Signifikanz der Reduktion der Zellvitali-
tat war bei der Verdiinnung von 1 : 20 ab t = 28 zu erkennen und bei t = 56
war auch hier ein Absterben der Zellen zu erkennen. Dahingegen war bei
den in der SEL Fusayama inkubierten Amalgam Probekorpern zu kei-
nem Zeitpunkt eine signifikante Minderung der Zellvitalitiat festzustel-
len. Dies trifft sowohl fiir die mit Chang-Liver Zellen, als auch fiir die mit

A-498 Zellen inkubierten Amalgam Probekorper zu.

Die in der SEL NaCl/Laktat inkubierten Amalgam Probekorper fliihrten
zu einer signifikanten Reduktion der Zellvitalitat, sowohl bei den Chang-
Liver Zellen, als auch bei den A-498 Zellen. Mit zunehmender Dauer der
Inkubationsperiode wurde die toxische Wirkung auf die Zellen beider
Zellstamme starker, die Zellvitalitat wurde nicht mehr gemindert, es hat
ein Absterben der Zellen stattgefunden. Die Untersuchung zeigt den di-
rekten Zusammenhang zwischen dem sauren pH-Wert der SEL
NaCl/Laktat, der Zeitdauer der Inkubationsperiode und den Folgen auf
die Zellen der A-498 und Chang-Liver Zellstimme. Offensichtlich indu-
ziert der saure pH-Wert eine Freisetzung von Substanzen, die mit der In-
kubationsdauer zunimmt, und bei der die freigesetzten Substanzen eine
toxische Wirkung auf die Zellen in der vorliegenden Untersuchung ha-
ben. Bei den freigesetzten Substanzen handelt es sich um das zur eta-
Phase gehorenden Zinn, das zwar zu Anfang verstarkt freigesetzt wird,
aber im Laufe der Inkubationsdauer abnimmt. Dagegen steigen die Wer-
te fur Kupfer und Quecksilber mit Zunahme der Inkubationsdauer an.
Vor allem Kupfer schien die Zellvitalitat beider Zelllinien stark zu redu-

zieren, so dass die Zahl der Zellen zu Versuchsanfang grof3er war als die
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Zellzahl zu Versuchsende. Doch auch Quecksilber schien die Zellvitalitat

negativ zu beeinflussen.

Eine starke toxische Wirkung von zinkhaltigem Amalgam und eine ge-
ringfligige toxische Wirkung von zinkfreiem Amalgam wurde bereits
nachgewiesen (Kaga et al., 1992). Diese Untersuchung wurde an mensch-
lichen Gingivafibroblasten liber einen Inkubationszeitraum von 24 Stun-
den durchgefiihrt. Um die toxischen Substanzen, die aus den Fiillungs-
materialien freigesetzt wurden, zu identifizieren erfolgte eine Analyse
der Extrakte. Zusiatzlich wurden die nachgewiesenen Substanzen hin-
sichtlich ihrer Toxizitat miteinander verglichen mit dem Ergebnis, dass
von Zinn keine Toxizitat, von Silber und Quecksilber eine hohere Toxizi-
tat ausgeht, die aber zwei bis dreimal Kkleiner ist als die bei Zink und
Kupfer festgestellte Toxizitat (Kaga et al., 1992). Die Freisetzung der hier
festgestellten Metalle wird auch von Wataha et al. (1994) bestatigt. Sie
stellten fest, dass zinkfreies Amalgam geringe Mengen an Quecksilber
und Silber, allerdings signifikante Mengen an Kupfer freisetzte. Geringe
Mengen von Quecksilber, Silber und Kupfer wurden vom zinkhaltigen
Amalgam freigesetzt. Die Menge an Zink war in den Zeitraumen 0-8 und
8-48 Stunden signifikant hoch.

Da in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine erhohte Freisetzung von
Quecksilber und Kupfer in der Analyse nachgewiesen wurde, konnten
diese Substanzen flir die toxische Wirkung in den Versuchen verant-
wortlich sein. Bei t = 56 wurde Kupferionen in einer Konzentration von
840 ng/ml Extrakt freigesetzt. Bei Quecksilberionen betrug die Konzent-
ration zu selben Zeitpunkt 1,6 ug/ml Extrakt.

Lokale Nebenwirkungen, die von korrodierten Amalgamfiillungen aus-

gehen sind Amalgampigmentierungen und orale lichenoide Lasionen



Diskussion 57

(Geurtsen 1990). Die Einlagerung von Amalgampartikeln, oder der durch
Korrosion freigesetzten Substanzen, wie Quecksilber, Zinn, oder Silber
konnen zu chronischen Entziindungsreaktionen der Mundschleimhaut
fiihren, die letztendlich eine Pigmentierung der Mundschleimhaut zur
Folge haben (Shiloah et al., 1998). Auch beim Lichen ruber planus wurde
eine enge raumliche Beziehung zu einer Amalgamfiillung nachgewiesen
(Lind et al., 1986). Diese Untersuchungen bestitigen die lokale Wirkung
des Amalgams bzw. seiner Abbauprodukte, doch auch seine systemische
Wirkung ist dokumentiert (Egglestone und Nylander, 1987; Nylander et
al., 1987). Diese Untersuchungen bestitigen die Ergebnisse der vorlie-
genden Arbeit und verdeutlichen die toxische Wirkung des Amalgams

und seiner Korrosionsprodukte.

4 Toxizitat von Gallium-alloy

Um einer moglichen Toxizitdt vor allem durch das Quecksilber aus den
Amalgamrestaurationen zu begegnen, wurde nach alternativen Losun-

gen gesucht, was zur Entwicklung von Gallium-alloy fiihrte.

Als Ergebnis der hier vorliegenden Arbeit lasst sich sowohl fiir die Zel-
len der Zelllinie A-498 als auch fiir die Zellen der Zelllinie Chang-Liver,
die mit dem aus den in der SEL NaCl/Laktat inkubierten Gallium-alloy
Probekorpern entstandenen Extrakt 72 Stunden lang inkubiert wurden,
eine Reduktion der Zellvitalitit feststellen. Bei einer Verdiinnung von 1 :
10 (200 pl) trat bereits ab t = 2 eine signifikante Reduktion der Zellvitali-
tat der A-498 Zellen auf. Klar zu erkennen war ab t = 7 ein massives Ab-
sterben der Zellen. Bei der Verdiinnung 1 : 20 (100 pl) war eine signifikan-
te Minderung der Zellvitalitat erst ab t = 4 zu bemerken. Ein Absterben
der Zellen fand ab t = 14 statt. Bei den Chang-Liver Zellen war bei einer
Verdiinnung von 1 : 10 ab t = 2 eine signifikanten Reduktion der Zellvita-
litat sichtbar, ab t = 7 hat ein Absterben der Zellen stattgefunden. Bei der
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Verdiinnung von 1 : 20 war bei den Chang-Liver Zellen ab t = 2 eine signi-
fikante Minderung der Zellvitalitit zu sehen, die bei t = 7 in ein Abster-

ben der Zellen iiberging.

Die toxische Wirkung des Gallium-alloys trat, wie auch schon beim
Amalgam bei den in der SEL NaCl/Laktat inkubierten Probekorper auf.
Da hier die Reduktion der Zellvitalitit fiir beide Zellstimme, A-498 und
Chang-Liver Zellen, signifikant war und in einen massive Zelltod tiber-
ging, war eine toxische Wirkung der in Losung gegangenen Substanzen
offensichtlich. Hierfiir sprach auch die Korrelation zwischen den Kon-
zentration der zugegebenen Extrakte und der toxischen Wirkung auf die
A-498 Zellen. Die beobachteten Vorginge zwischen den Gallium-alloy
Probekorpern und der SEL Fusayama und der SEL NaCl/Laktat belegen,
sowohl bei den in der SEL Fusayama, als auch bei den in der SEL

NaCl/Laktat inkubierten Probekorpern, ablaufende Reaktionen.

Eine starke Oxidation des Gallium-alloys wurde auch schon bei Klini-
schen Untersuchungen von Osborne et al. (1999) festgestellt. Sie unter-
suchten 30 Klasse I Restaurationen bei 9 Patienten uber einen Zeitraum
von 3 Jahren. Bei fast allen Restaurationen mit Gallium-alloy stellten
Osborne et al. raue Oberflichen, Frakturen an den Fullungsrandern, und
Verfarbungen, bzw. Oxidation der Fiillungen fest. Der von Yada et al.
(1989) gemessene Gewichtsverlust durch Korrosion lag in 0,05 % HCL-
Losung und in 1 % Milchsiaurelosung ein wenig hoher als beim Amal-
gam, in 1 % NaCl und Speichelersatzlosung war der Gewichtsverlust
durch Korrosion mit dem vom Amalgam vergleichbar. Auch Wataha et
al. (1994) beschrieben eine Korrosion der Gallium-alloy Probekorper, des
weiteren Oberflachenrauhigkeiten, eine stumpfe und glanzlose Oberfla-

che sowie Verfarbungen. Dies stellten auch Kim et al. (1988); Yamashita
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et al. (1989); Den et al. (1991); Navarro et al. (1993); Sakai et al. (1993) bei

ihren Untersuchungen fest.

Um festzustellen welche Substanzen sich aus den Gallium-alloy Probe-
korpern wahrend der Inkubation in den SEL Fusayama und NaCl/Laktat
herauslosen, wurde auch hier eine Analyse der Extrakte durchgefiihrt.
Dabei war festzustellen, dass nur bei den in der SEL NaCl/Laktat inku-
bierten Probekorpern eine zunehmende Freisetzung von Gallium und
Indium, und eine abnehmende Freisetzung von Zinn stattgefunden hat.
Bei Gallium stieg der Wert bei t = 56 bis auf 1900 ug/ml Extrakt, bei Indi-
um bis auf 51 pg/ml Extrakt. Auch hier lasst sich ein direkter Zusam-
menhang zwischen der Reduktion der Zellvitalitat beider Zelllinien und
dem Anstieg der Konzentration von Gallium und Indium im Extrakt be-

legen.

Es ist seit langerem bekannt, dass Galliumionen den Zellmetabolismus
unterbrechen (Aoki et al., 1990; Wataha et al., 1991). Dieser Effekt wurde
dazu genutzt Medikamente zu entwickeln, die Gallium als Wirkstoff be-
sitzen. Diese Medikamente werden in der Onkologie zur Bekampfung
von Krebs genutzt. Eine deutlich toxische Wirkung auf den Gesamtorga-
nismus und vor allem auf die Nieren wurde bereits dokumentiert (Foster
et al., 1986). Dies belegt auch die in der vorliegende Arbeit nachgewiesene
stark toxische Wirkung der in der SEL NaCl/Laktat inkubierten Galli-
um-alloy Probekorper auf Leber- und Nierenzellen. Somit kann man von
einer deutlichen toxischen Belastung des Gesamtorganismus durch das
Restaurationsmaterial Gallium-alloy sprechen. Zwar wurde fiir Gallium-
alloy keine mutagene Wirkung nachgewiesen (Kaminishi et al., 1990),
und auch flir eine Irritation der Pulpa durch das Fiillungsmaterial Galli-
um-alloy lieen sich keine Belege erbringen (Motokawa et al., 1987), doch

die Biokompatibilitit fiir den Gesamtorganismus bleibt weiter fraglich.



60 Diskussion

5 Schlussfolgerungen

Aus der hier vorliegenden Untersuchung geht hervor, dass sowohl
Amalgam als auch Gallium-alloy bei einer Inkubation in kiinstlichem
Speichel mit saurem pH-Wert, eine Reduktion der Zellvitalitat beider

Zelllinien zur Folge haben.

Beim Amalgam lasst sich die zytotoxische Wirkung auf die Zellen der
beiden Zelllinien auf die zunehmende Konzentration von Kupfer und
Amalgam im Extrakt zurtickfithren. Dieser Vorgang hangt direkt mit der
Korrosion der Probekorper im kiinstlichen Speichel mit saurem pH-Wert
zusammen. Somit kann auch den neueren hochkupferhaltigen non-
gamma-2 Amalgamen keine unbedenkliche Biokompatibilitat beschei-

nigt werden.

Gallium-alloy ist als Alternative zum Amalgam fragwiirdig. Auch hier
fihrt die Inkubation der Probekorper in kuinstlichem Speichel mit sau-
rem pH-Wert zur Korrosion der Probekorper. Das hat beim Gallium-alloy
eine ansteigende Konzentration von Gallium und Indium im Extrakt zur
Folge. Somit tritt auch beim Gallium-alloy eine zytotoxische Wirkung
auf, was zur Reduktion der Zellvitalitit bei beiden Zelllinien fithrt. Die

Biokompatibilitit des Gallium-alloy ist also ebenfalls in Frage zu stellen.
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E Zusammenfassung

Amalgam wird in der Zahnheilkunde schon seit 1819 als Fiillungsmateri-
al eingesetzt. Die problematische Biokompatibilitat des Amalgams wurde
jahrzehntelang nicht oder nur wenig beachtet. Doch erst in den 1920-er
Jahren wurde wegen der moglichen toxischen Reaktion auf das im
Amalgam vorhandene Quecksilber nach einer Alternative gesucht. Gal-
lium und Indium wurden in den 1950-er Jahren als Ersatz fiir Quecksil-
ber verwendet und ein Fullungswerkstoff, Gallium-alloy, entwickelt, der
mit dem konventionellen Amalgam vergleichbar war. Die klinischen Un-
tersuchungen bezogen sich dabei auf einen Vergleich der Verarbeitbar-
keit, der Haltbarkeit und der direkten Auswirkungen der beiden Fiil-
Iungswerkstoffe auf den Zahn. Die in vitro Untersuchungen zum Ver-
gleich der Biokompatibilitidt wurden in den 1990-er Jahren in erster Linie
an Fibroblasten durchgefithrt. Dabei war jedoch die Versuchsdauer

meist zu kurz, um klinisch bedeutsame Aussagen treffen zu konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das toxische Potential von Amalgam
und Gallium-alloy an Zellen der Organe Leber (Zelllinie Chang-Liver)
und Niere (Zelllinie A-498) anhand zellbiologischer Testverfahren unter-
sucht. Dabei wurde die toxische Wirkung anhand der Reduktion der Vi-
talitat der Zellen untersucht und bei beiden Fiilllungsmaterialien mitein-
ander verglichen. Auch der Zusammenhang zwischen pH-Wert des Spei-
chels und der Verweildauer des Filillungsmaterials im kiinstlichen Spei-
chel wurde bei der Untersuchung durch Verwendung von zwei Speichel-
ersatzlosungen, NaCl/Laktat und Fusayama, mit einem pH-Wert von 2,3
und 5,25 berticksichtigt. Die maximale Inkubationsperiode lag bei 56 Ta-
gen. Die toxische Wirkung der beiden Fillungsmaterialien auf die Zellli-
nien kam aber nur bei den in der Speichelersatzlosung NaCl/Laktat in-

kubierten Probekorper zustande, was sich hier auf die korrosionsbeding-
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te Freisetzung von Fiillungsbestandteilen, beim pH-Wert von 2,3, zurtick-

flihren lasst.

Bei den Zellen beider Zelllinien, die mit den Extrakten von den in der
Speichelersatzlosung NaCl/Laktat inkubierten Amalgam Probekorpern
behandelt wurden, war eine signifikante Reduktion der Zellvitalitat zu
beobachten, die bei der geringeren Verdiinnung der Extrakte zum Zelltod
fithrte. Im Gegensatz dazu war bei beiden Zellstimmen, die mit den Ex-
trakten der in der Speichelersatzlosung Fusayama inkubierten Amalgam
Probekorper behandelt wurden, keine signifikant vitalitatsvermindern-

de Wirkung der Extrakte festzustellen.

Das Extrakt der in der Speichelersatzlosung NaCl/Laktat inkubierten
Gallium-alloy Probekorper flihrten mit zunehmender Inkubationsperio-
de zu einer Reduktion der Zellvitalitit von A-498 und Chang-Liver Zellen.
In der Speichelersatzlosung Fusayama hatten die Gallium-alloy Probe-
korper Kkeine signifikant vitalititsvermindernde Wirkung die beiden
Zellstimme. Eine hohere Verdiinnung verzogerte und verminderte bei
beiden Zellstimmen die toxische Wirkung, doch eine dosisabhingige Re-
duktion der Zellvitalitdt bis hin zum Absterben der Zellen fand trotzdem
statt.

Zusammenfassend zeigte sich, dass bei den Amalgam Probekorper im
Vergleich zu den Gallium-alloy Probekorpern die toxische Wirkung der
Extrakte erst verzogert und auch vermindert auftritt. Somit besitzen die
Amalgam Extrakte eine geringer ausgepragte Toxizitat als die Gallium-

alloy Extrakte.

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass

von Amalgam und Gallium-alloy eine toxische Wirkung auf A-498 und
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Chang-Liver Zellen ausgeht. Dabei scheint im Falle des Amalgam vor al-
lem die hohe Konzentration von Kupferionen und beim Gallium-alloy die
hohe Konzentration von Galliumionen fiir diese Wirkung verantwortlich
zu sein. Diese toxische Wirkung war bei beiden Restaurationsmateria-
lien und bei beiden Zelllinien sowohl dosis-abhdngig, als auch abhingig
von der Verweildauer im kiuinstlichen Speichel. Sie war charakterisiert
durch eine Reduktion der Zellvitalitat (bei hoher Verdiinnung des Ex-
trakts) beziehungsweise durch Zelltod (bei niedriger Verdiinnung des
Extrakts). Im direkten Vergleich hinsichtlich der Toxizitat von Amalgam
und Gallium-alloy auf die beiden Zelllinien lief3 sich eine starkere toxi-
sche Wirkung des Gallium-alloy feststellen, so dass in der hier vorliegen-
den Untersuchung das Fillungsmaterial Gallium-alloy als Amalgamer-

satz nicht empfohlen werden kann.
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