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1 Einleitung 

In der Zahnmedizin werden Zähne für indirekten Zahnersatz zur Wiederherstellung 

ausgedehnter Zahnhartsubstanzdefekte, zum Beispiel durch Karies oder Traumata sowie zur 

Verankerung von festsitzendem oder herausnehmbarem Zahnersatz präpariert. Nach der 

Präparation dienen temporäre Kronen- und Brückenrestaurationen, bis zur Eingliederung 

des definitiven Zahnersatzes, dem ästhetischen Funktionserhalt, der Stabilisierung und dem 

Schutz des präparierten Zahnes vor äußeren Noxen. Die Herstellung dieser Provisorien 

erfolgt entweder direkt am Behandlungsstuhl (chairside) durch den Zahnarzt, indirekt im 

zahntechnischen Labor oder in kombinierten Verfahren. Von den genannten Techniken 

werden direkte und kombinierte Methoden mit Hilfe von dentalen Kunststoffen besonders 

häufig angewendet. Die Eigenschaften dieser dentalen Kunststoffe werden zum einen durch 

anorganische Füllkörper (Quarze, Gläser, Keramik) und zum anderen durch die organische 

Matrix (u. a. Monomere, Initiatoren, Akzeleratoren, Stabilisatoren) beeinflusst. Die 

Zusammensetzung der in der Regel chemisch oder kombiniert chemisch-lichthärtenden 

(dualhärtenden) Provisorienkunststoffe ähnelt der von dentalen Kompositen, die im 

Rahmen zahnerhaltener Maßnahmen für definitive Füllungen eingesetzt werden. Das 

Monomergrundgerüst von Kompositen und Provisorienkunststoffen wird zumeist durch 

Bisphenol-A-Derivate, wie das Bowen-Monomer Bisphenol-A-diglycidyl-methacrylat 

(BisGMA) gebildet. Deswegen wird die intraorale Freisetzung des endokrinen Disruptors 

Bisphenol A (BPA) durch dentale Kunststoffe in der Wissenschaft umfangreich diskutiert. 

Jedoch stehen neben BPA auch andere dentale Monomere, die ebenfalls in die Mundhöhle 

eluiert werden, im Verdacht eine gesundheitsschädliche Wirkung zu haben. Bisherige Studien 

zu Kompositen konnten zeigen, dass die Monomerfreisetzung bereits 24 Stunden nach 

Eingliederung weitestgehend abgeschlossen ist. Auf Grund dieser Untersuchungen sowie der 

medialen Aufmerksamkeit bezüglich der endokrin-disruptiven Wirkung von BPA, bewerben 

bereits einige Hersteller ihre Provisorienkunststoffe als BPA-frei. In Anbetracht dieser 

Erkenntnis, ist die Monomerfreisetzung aus Provisorienkunststoffen von besonderer 

klinischer Relevanz, da diese zwar nur kurzfristig, jedoch im Vergleich zu Füllungen, in 

größeren Mengen in die Mundhöhle eingebracht werden. Dennoch wurden diese 

Kunststoffe erstaunlicherweise in der aktuellen Literatur noch nicht hinsichtlich ihrer 

Monomerfreisetzung untersucht. Die vorliegende Arbeit soll die Freisetzung von BPA und 
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anderen relevanten dentalen Monomeren durch konventionelle und BPA-freie 

Provisorienkunststoffe im wässrigen Milieu untersuchen und vergleichen. 

1.1 Temporäre Kronen und Brücken 

1.1.1 Aufgaben und Anforderungen an temporäre Kronen und Brücken 

In der Zahnärztlichen Prothetik werden temporäre Restaurationen im Anschluss an die 

Präparation zur Wiederherstellung der Zahnmorphologie eingesetzt (Patras et al. 2012). 

Temporäre Kronen und Brücken haben zum einen protektive Aufgaben zum Schutz der 

Zahnhartsubstanz und der Pulpa vor Hypersensibilitäten, thermischen, mechanischen sowie 

mikrobiellen Noxen (Balkenhol et al. 2008; Behrend 1967) und dienen zum anderen dem 

Erhalt der vertikalen und horizontalen Kieferrelation (Burke et al. 2005; Hanks et al. 1991). 

Daneben haben temporäre Kronen und Brücken eine diagnostische und therapeutische 

Funktion zur Abschätzung der Einzelzahnprognose während der Vorbehandlung (Boeckler 

und Senke 2006; Wassell et al. 2002), zur Steuerung der Weichgewebsheilung nach 

parodontal-chirurgischen Eingriffen (Nugala et al. 2012), zur Visualisierung der Ästhetik des 

Behandlungszieles (Derbabian et al. 2000) und zur Erprobung einer veränderten 

Vertikaldimension (Rammelsberg 2014). Zusammenfassend benennt die Deutsche 

Gesellschaft für Prothetische Zahnmedizin und Biomaterialien e.V. (DGPro) folgende 

Aufgaben für temporäre, festsitzende Restaurationen (Balkenhol et al. 2009): 

- Schutz der beschliffenen Zahnhartsubstanz und der Pulpa 

- Erhalt/Wiederherstellung der Kaufunktion, Phonetik und des ästhetischen 

Erscheinungsbildes 

- Stabilisation der Zahnposition 

- Steuerung der Weichgewebsheilung / Schutz der Parodontien 

- Exspektative Diagnostik/Austesten geplanter Veränderungen 

Die grundlegenden Anforderungen an temporären Restaurationen und die zugehörigen 

Materialien modifiziert nach Federick (1975), Krug (1975) und Balkenhol (2008) sind in 

Tabelle 1 aufgeführt. 
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Tabelle 1: Anforderungen an provisorische Kronen und Brücken und die zugehörigen Materialien. 

Modifiziert nach Federick (1975), Krug (1975) und Balkenhol (2008)

Anforderungen Erläuterungen 

Guter Randschluss 
Schutz des marginalen Parodonts und der beschliffenen 
Zahnhartsubstanz im Bereich der Präparationsgrenze 

Gute mechanische Eigenschaften 
Gute Haltewirkung, Stabilität und Dimensionsstabilität 
bei normaler Kaufunktion 

Geringe Plaqueanlagerung 
Geringe Porosität und Oberflächenrauheit der 
provisorischen Kronen und Brücken 

Geringe 
Polymerisationskontraktion 

Reduktion erforderlicher chairside-Anpassungen 

Geringe 
Polymerisationstemperatur 

Schutz der Pulpa vor der exothermen 
Polymerisationsreaktion 

Geringe thermische Leitfähigkeit 
Erhöhung des Tragekomforts sowie Vermeidung von 
Hypersensibilitäten 

Hoher Tragekomfort Geruchs- und geschmacksneutral 

Kompatibilität mit temporären 
Befestigungszementen 

Keine Verschlechterung der mechanischen Eigenschaften 
oder der Haltewirkung durch den Befestigungszement 

Gute Fließfähigkeit Ausfließen dünnwandiger Bereiche 

Hohe Ästhetik 
Verschiedene Zahnfarben, hohe Farbstabilität, 
transluzente-zahnähnliche Ästhetik 

Hohe Biokompatibilität 
Keine Abgabe toxischer Substanzen, geringes allergenes 
Potential, hohe lokale Gewebeverträglichkeit 

Einfache Anwendbarkeit 
Klinikgerechte Verarbeitungs- und Abbindezeiten, gute 
Bearbeitbarkeit und eine gummielastische Phase 

Röntgenopazität 
Radiologischer Nachweis bei akzidentiellem 
Verschlucken oder Aspiration 

Wirtschaftlichkeit Kosten-Nutzen müssen ausgewogen sein 

1.1.2 Techniken zur Herstellung von temporären Kronen und Brücken 

Techniken zur Herstellung temporärer Kronen und Brücken werden in direkte (chairside), 

indirekte (labsite) und kombinierte Techniken unterteilt (Mizrahi 2019). Bei chairside-

Methoden wird die Ausgangssituation mittels Silikonabformungen konserviert und 

anschließend als Matrix zur Herstellung des Provisoriums genutzt (Regish et al. 2011). Dieses 

Vorgehen wird bei kombinierten Methoden durch die labside-Herstellung der Matrize (Joda 

et al. 2009) oder ganze Schalenprovisorien, die intraoral mit einem Kunststoff unterfüttert 

werden (Dumbrigue 2003), modifiziert. Indirekte Provisorien werden vollständig im Labor 
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(labsite), auf Grundlage bereits präparierter Zähne, hergestellt und im Rahmen der 

Langzeitanwendung bei kompromittierter Einzelzahnprognose, aktiven Heilungsprozessen, 

zur Weichgewebskonditionierung (z. B. im Bereich des Pontics) oder bei geplanten 

Veränderungen des Okklusionskonzepts eingesetzt (Joda et al. 2009). Im klinischen Alltag 

hat sich die direkte Anfertigung von Provisorien auf Grundlage von Alginat- oder 

Silikonabdrücken durchgesetzt (Burns et al. 2003). 

1.2 Werkstoffkundliche Grundlagen von temporären Kronen- und 

Brückenmaterialien 

1.2.1 Allgemein 

Unter Berücksichtigung technischer Fortschritte und verschiedener Fertigungstechniken 

werden in der Regel Kunststoffsysteme auf Basis von Bisphenol-A-dimethacrylat (BisGMA), 

Polymethylmethacrylat (PMMA), Polyethylmethacrylat (PEMA), Mikrofüller-Kompositen 

oder Urethandimethacrylat (UDMA) eingesetzt (Christensen 2003; Rakhshan 2015). 

PMMA wurde lange Zeit zur Herstellung temporärer Kronen und Brücken trotz der hohen 

Polymerisationstemperatur und -schrumpfung, der schlechten klinischen Verarbeitbarkeit 

sowie des strengen Kunststoffgeruchs auf Grund der relativ guten Ästhetik und geringen 

Kosten verwendet (Burns et al. 2003; Young et al. 2001). Jedoch besteht insbesondere bei 

der direkten, intraoralen Anwendung durch die exotherme Polymerisationsreaktion die 

Gefahr einer Pulpaschädigung und die Reizung der umliegenden Gingiva durch einen 

unzureichenden Randschluss (Donaldson 1973; Grajower et al. 1979; Langeland und 

Langeland 1965; Palomo und Peden 1976; Wolcott et al. 1951). Zeitweise wurden alternativ 

zur Kurzzeitanwendung kostengünstige PEMA-Kunststoffe mit geringerer Polymerisations-

temperatur und -schrumpfung sowie besserer klinischer Anwendbarkeit, andererseits mit 

schlechteren mechanischen Eigenschaften und schlechterer Farbstabilität, eingesetzt 

(Christensen 2004; Vaidyanathan et al. 2016). Heutzutage werden vermehrt 

autopolymerisierende und dualpolymerisierende Kunststoffe auf Kompositbasis verwendet, 

da diese im Gegensatz zu Polymethylmethacrylaten eine geringere Polymerisations-

temperatur und -schrumpfung, einen besseren Randschluss sowie eine bessere Farbstabilität 

aufweisen (Burns et al. 2003; Young et al. 2001). In einem aktuellen, systematischen Review 

konnte gezeigt werden, dass auch die mechanischen Eigenschaften aktueller 

Provisorienmaterialien auf Kompositbasis gegenüber früheren Monomethacrylaten (PMMA, 

PEMA), überlegen sind (Astudillo-Rubio et al. 2018). Dementsprechend werden diese 
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Kunststoffe von deutschen Zahnärzten bevorzugt verwendet (Boeckler und Senke 2006; 

Vollert 2011). Im Rahmen der vorliegenden Studie werden daher Provisorienmaterialien auf 

Kompositbasis untersucht und im Folgenden näher beschrieben.  

1.2.2 Temporäre Kronen- und Brückenmaterialien auf Kompositbasis 

Die Zusammensetzung moderner Provisorienkunststoffe entspricht weitestgehend der von 

Kompositen zur definitiven Füllungstherapie (Darvell 2018). Die Eigenschaften von 

Kompositen werden durch die organische Polymermatrix, anorganische Füllmaterialien 

(Quarze, Gläser, Keramiken) und die Verbundphase zwischen beiden Komponenten als 

Haftvermittler beeinflusst (Nihei et al. 2008; Zimmerli et al. 2010). 

Die organische Polymermatrix wird von Monomeren und Additiven, wie Initiatoren, 

Inhibitoren und Stabilisatoren, gebildet (Polydorou et al. 2007). Als Basismonomere der 

Polymermatrix kommen UDMA und/oder BisGMA zusammen mit Triethylen-glycol-

dimethacrylat (TEGDMA) und/oder 2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) als Co-Monomer 

zum Einsatz (Comisi 2015; Ferracane 2011; Peutzfeldt 1997). BisGMA ist, seit seiner ersten 

Anwendung 1962 durch Rafael Bowen, das am meisten verwendete Basismonomer in 

Kompositen (Bowen 1962; Moszner et al. 2008). Dieses bifunktionelle Monomer ist wegen 

seiner geringen Polymerisationsschrumpfung (≈ 6 %), schnellen radikalischen 

Polymerisation, geringen Flüchtigkeit und seinen guten mechanischen Eigenschaften 

Grundlage der meisten modernen Komposite (Moszner und Salz 2001). Die hohe Viskosität, 

der geringe Grad an Doppelbindungsumwandlungen und die hohe Empfindlichkeit 

gegenüber Wasser erfordert die Kombination mit anderen Monomeren (Podea et al. 2013). 

Grundsätzlich werden 20 – 50 % Co-Monomere, meist TEGDMA, als Verdünner 

hinzugefügt, um die Viskosität herabzusetzen, die Konversionsrate zu erhöhen und die 

klinische Anwendbarkeit zu verbessern (Barszczewska-Rybarek 2009; Ilie et al. 2005; 

Stansbury und Dickens 2001). Neben dem BPA-Derivat, BisGMA, wurde 1974 mit UDMA 

von Foster und Walker ein weiteres Basismonomer eingeführt, das in der organischen Matrix 

zusammen oder statt BisGMA verwendet werden kann (Asmussen und Peutzfeldt 1998; 

Kerby et al. 2009). Die Urethanbindungen von UDMA weisen, im Vergleich zu den 

Phenolringen von BPA-Derivaten, eine niedrigere Viskosität und höhere Flexibilität bei guter 

Abrasionsfestigkeit auf (Beatty et al. 1993; Peutzfeldt 1997). Basierend auf den beschriebenen 

unterschiedlichen Eigenschaften wird die Gewichtung der jeweiligen Monomere an das 

Anwendungsgebiet angepasst (Asmussen und Peutzfeldt 1998). Mit zunehmender Kenntnis 

über die potentiell schädliche Wirkung von BPA wird zur Vermeidung einer BPA-Exposition 
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vermehrt auf BisGMA verzichtet und Komposite auf UDMA-Basis eingeführt (Luo et al. 

2016; Mourouzis et al. 2020; Pulgar et al. 2000). 

Modifikationen an der Füllkörperzusammensetzung der anorganischen Phase erlauben 

direkte Veränderungen mechanischer und ästhetischer Eigenschaften von Kompositen (Ilie 

und Hickel 2011). In der anorganischen Phase liegen kompakte, anorganische Partikel 

(Gläser, Glaskeramiken, Silikate oder Metalloxide) neben porösen Füllkörpern (Nanocluster, 

Nanopartikel und Präpolymerisate) dispergiert vor (Ilie 2017). In modernen Kompositen 

werden vermehrt Füllkörper kleiner Partikelgröße (Mikro- und Nanofüller) zur Verbesserung 

ästhetischer und mechanischer Eigenschaften eingesetzt (Schmidt und Ilie 2012). Als 

Haftvermittler zwischen der anorganischen und der organischen Phase werden Silane - in 

der Regel 3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan (γ-MPS) - verwendet (Karmaker et al. 2007). 

Die mechanisch-chemische Verbindung zwischen der anorganischen und der organischen 

Phase beeinflusst maßgeblich die mechanischen Eigenschaften wie Härte, Abrasions- sowie 

Biege- und Druckfestigkeit (Ikejima et al. 2003; Manhart et al. 2000). Da dieser Haftverbund 

der intraoralen, sauren Hydrolyse unterliegt, gilt er als Hauptursache für den 

Materialverschleiß von Kompositen (Nihei et al. 2008). 

1.2.3 Einflussfaktoren auf den Restmonomergehalt und dessen Freisetzung 

Die Biokompatibilität dentaler Komposite hängt überwiegend vom Anteil eluierbarer 

Substanzen ab, die sich insbesondere in der organischen Matrix befinden (Hanks et al. 1991; 

Rathbun et al. 1991). Daher wird im Folgenden primär die Monomerfreisetzung erläutert, 

um die biologische Wirkung zu beschreiben. 

Die ideale Polymerisationsreaktion ist durch die vollständige Umsetzung aller Monomere der 

organischen Phase gekennzeichnet (Silikas et al. 2000). Da die Polymerisationsreaktion meist 

unvollständig abläuft, wird der Anteil der umgewandelten, aliphatischen C=C-

Doppelbindungen im ausgehärteten Komposit in der Literatur als Konversionsrate 

bezeichnet (Moraes et al. 2008). Diese ist der maßgebliche Faktor, der den freisetzbaren 

Restmonomergehalt beeinflusst (Ferracane 1994; Goldberg 2008). Zahlreiche Autoren 

beschreiben durchschnittliche Konversionsraten zwischen 55 % und 77 % und somit einen 

potentiell-eluierbaren Restmonomeranteil von 23 % bis 45 % (Eliades et al. 1987; Ferracane 

und Greener 1986; Ikemura und Endo 2010; Ozturk et al. 2013; Yu et al. 2017). Spezifische 

Monomere und deren prozentuale Gewichtung in der Zusammensetzung beeinflussen den 

Restmonomergehalt, so sind hohe BisGMA- und geringe TEGDMA-Anteile mit reduzierten 

Konversionraten vergesellschaftet (Peutzfeldt 1997). Weiterhin wirkt sich das verwendete 
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Initiatorensystem auf die Reaktion aus, sodass der Grad der Polymerisation von Licht-

härtenden über dual-härtende zu chemisch-härtenden Kompositen abnimmt (Arrais et al. 

2008; Asmussen und Peutzfeldt 1998; Polydorou et al. 2009b; Rueggeberg und Caughman 

1993). Neben Bestandteilen der organischen Matrix beeinflussen die Größe, Form und 

speziell die Absorption der verwendeten Füllkörper die Konversionsrate (Turssi et al. 2005). 

Abgesehen von materialspezifischen Eigenschaften spielen auch klinische Faktoren bei der 

Polymerisationsreaktion eine Rolle. In der klinischen Anwendung wird die Konversionsrate 

von Kompositen, im speziellen mit Photo-Initatorensystem, durch die Farbe, 

Inkrementdicke, Temperatur, Art der Lichtquelle und deren Abstand beeinflusst (Hervas-

Garcia et al. 2006). Weiterhin enthält die Sauerstoffinhibitionsschicht Monomere, die nicht 

an der Polymerisationsreaktion teilgenommen haben (Kim et al. 2006; Ruyter 1981) und 

somit in der Mundhöhle freigesetzt werden könnten (Pelka et al. 1999). Dementsprechend 

wird die möglichst vollständige Entfernung der Sauerstoffinhibitionsschicht zur Reduktion 

der Zytotoxizität von Kompositen im klinischen workflow empfohlen (Komurcuoglu et al. 

2005; Rueggeberg et al. 1999; Tang et al. 1999). 

Abgesehen von der Konversionsrate und der unvollständigen Entfernung der 

Sauerstoffinhibitionsschicht wird die Freisetzung von monomerspezifischen Eigenschaften, 

wie der Molekülgröße und anderen chemischen Charakteristika, maßgeblich modifiziert 

(Polydorou et al. 2007). Im wässrigen Milieu der Mundhöhle eluieren vorwiegend hydrophile 

Moleküle geringer Größe, wie TEGDMA, wohingegen langkettige, hydrophobe Moleküle, 

wie BisGMA, kaum freigesetzt werden (Floyd und Dickens 2006; Tanaka et al. 1991). 

1.3 Biologische Verträglichkeit dentaler Monomere 

1.3.1 Allgemein 

Unerwünschte Reaktionen auf die Anwendung von Biomaterialien werden in systemische 

Toxizität, lokale Gewebereaktionen, allergische Reaktionen und weitere Reaktionen 

unterteilt (Schmalz und Arenholt-Bindslev 2005a). Systemische Toxizität zeichnet sich durch 

eine Wirkung jenseits der Anwendungsregion mittels oraler Aufnahme, Transport und 

Metabolisierung aus (Schmalz 1998a). Da die freigesetzten Monomermengen weit unter den 

erforderlichen Konzentrationen für systemische Nebenwirkungen liegen (Seiss et al. 2009), 

werden diese im Folgenden nicht erörtert. Lokale Gewebereaktionen (Entzündungen oder 

Nekrosen) beschränken sich auf anliegende Gewebe, wie die orale Mukosa oder die Pulpa 

(Stanley 1992). Allergische Reaktionen sind überschießende, immunologische 
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Abwehrreaktionen auf ansonsten unschädliche Substanzen, sogenannte Allergene (Galli et 

al. 2008). Die Gruppe der weiteren Reaktionen beinhaltet mutagene, kanzerogene und 

teratogene Wirkungen (Schmalz und Arenholt-Bindslev 2005a). 

1.3.2 Lokale Gewebereaktion 

Lokale Reaktionen auf Komposite beschränken sich auf das umliegende Gewebe des 

Anwendungsgebiets, wie die Pulpa, die umliegende Mukosa und Anteile des 

Alveolarfortsatzes (Mousavinasab 2011). Direkte Wirkungen auf angrenzende Zellen führen 

zum apoptotischen oder nekrotischen Zelltod und/oder lokalen Entzündungen als Folge 

von Effekten auf den Zellmetabolismus mit Ausschüttung proinflammatorischer Mediatoren 

(Schmalz und Arenholt-Bindslev 2005a). Weiterhin sind indirekt lokale Gewebereaktionen 

durch die Beeinflussung des Biofilms möglich (Hansel et al. 1998).  

1.3.2.1  Zytotoxizität 

Das Maß der monomer-spezifischen Zytotoxizität ist die TC50-Konzentration, die mit der 

Reduktion des Zellmetabolismus um 50 % oder dem Zelltod verbunden ist (Hanks et al. 

1996; Thonemann et al. 2002). Bifunktionelle Monomere (z. B. Monomere mit zwei 

Methacrylat-Gruppen), die heutzutage häufig verwendet werden, weisen meist eine größere 

Toxizität als monofunktionelle Monomere auf (Schweikl et al. 2001). Dabei hängt die 

Gesamtzytotoxizität eines Komposits maßgeblich von der Art und Menge eluierender 

Substanzen ab (Geurtsen et al. 1998a; Rathbun et al. 1991). Diese hängt wiederum von der 

Materialzusammensetzung (H Müller et al. 1997), der Konversionsrate (Ferracane 1994), der 

intraoralen Degradation (Bettencourt et al. 2010) und der Entfernung der 

Sauerstoffinhibitionsschicht (Rueggeberg et al. 1999) ab. Die TC50–Werte relevanter dentaler 

Monomere bezogen auf Fibroblasten der Maus sind in Tabelle 2 aufgeführt. Im Rahmen von 

Zytotoxizitätstests gelten Mäusefibroblasten als erste Orientierung und humane Fibroblasten 

als sensitivere Kontrolle (Moharamzadeh et al. 2009). 

Tabelle 2: In-vitro-Zytotoxizität relevanter dentaler Monomere auf Fibroblasten der Maus (Hanks et 

al. 1991; Ratanasathien et al. 1995). 

Substanz TC50 [µM/L] 

BisGMA 9,35 

UDMA 17,4 

BPA 28,0 

TEGDMA 124,5 
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Die beschriebenen Effekte wurden allerdings an zahlreichen weiteren Zelllinien, unter 

anderem auch an humanen Fibroblasten, bestätigt (Geurtsen et al. 1998a; Stanislawski et al. 

2003; Styllou et al. 2015; Urcan et al. 2010a; Volk et al. 2006; Wisniewska-Jarosinska et al. 

2011; Yoshii 1997). Zusammenfassend wurde das zytotoxische Potential in folgender 

absteigender Reihenfolge bewertet: BisGMA > UDMA > TEGDMA > HEMA 

(Ratanasathien et al. 1995; Reichl et al. 2006a). Die zytotoxischen Effekte dentaler Monomere 

können sich sowohl synergistisch wie auch additiv beeinflussen, sodass relevante 

zytotoxische Effekte womöglich bereits unter den in der Literatur beschriebenen 

freiwerdenden Konzentrationen auftreten (Durner et al. 2012; Ratanasathien et al. 1995). 

Der Zelluntergang wird in den programmierten Zelltod (Apoptose) und die pathogene, 

Entzündungs-assoziierte Nekrose unterteilt (Majno und Joris 1995; Zhivotovsky 2004). Wie 

von Reichl und Mitarbeitern beschrieben, lösen dentale Monomere dosisabhängig eine 

Apoptose oder Nekrose aus, allerdings sind zytotoxische Effekte in vivo auf Grund der zu 

erwartenden Monomerkonzentrationen vermutlich Apoptose-assoziiert (Reichl et al. 2006a). 

Durch oxidative DNA-Schäden löst die Exposition zu dentalen Monomeren den 

programmierten Zelltod über den intrinsischen Apoptoseweg aus (Huang et al. 2016; Jiao et 

al. 2016; Poplawski et al. 2010; Schweikl et al. 2014; Yeh et al. 2015). Ursächlich ist oxidativer 

Stress durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) über die Kapazitäten des 

zellulären antioxidativen Systems hinaus (Krifka et al. 2013). Monomer-induzierter oxidativer 

Stress wird nicht durch eine spezifische ROS ausgelöst, sondern folgt einer komplexen 

Kinetik verschiedener ROS und anderer aggressiver Oxidantien, wie reaktiven 

Stickstoffspezies (RNS), wobei nach längerer Beobachtungsdauer H2O2 die dominierende 

ROS ist (Gallorini et al. 2015; Schweikl et al. 2017; Schweikl et al. 2016). 

Der sensible Redox-Status der Zelle wird durch enzymatische und nicht-enzymatische 

antioxidative Systeme kontrolliert, indem Glutathion (GSH) sowohl als wichtigstes nicht-

enzymatisches antioxidatives Thiol, aber auch als Co-Faktor verschiedener antioxidativer 

Enzyme, eine entscheidende Rolle spielt (Mirończuk-Chodakowska et al. 2018; Patlevič et al. 

2016; Trachootham et al. 2008). Katalysiert von der Glutathionperoxidase kann GSH mit 

Hilfe seiner Thiolgruppe (-SH) freie Radikale reduzieren und wird dabei selbst zu 

Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert (Forman et al. 2009; Lu 2009). Die von der Glutathion-

Reduktase katalysierte Rückreaktion stabilisiert in gesunden Zellen das gewebespezifische 

GSH zu GSSG Verhältnis (Leber etwa 100:1) (Circu und Aw 2010; Han et al. 2006). 

Oxidativer Stress führt zur Verschiebung dieses Verhältnisses hin zu höheren GSSG-

Konzentrationen und damit zu Veränderungen des Zellmetabolismus bis hin zur Apoptose 
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(Borghei und Hosseinkhani 2020; Jones 2006). Dentale Monomere bewirken eine vermehrte 

ROS-Produktion mit anschließendem GSH-Verbrauch (Engelmann et al. 2004; Engelmann 

et al. 2002; Stanislawski et al. 2003; Volk et al. 2006), allerdings wird bei Exposition zu 

TEGDMA oder HEMA nicht der zu erwartende GSSG-Anstieg beobachtet (Noda et al. 

2005; Walther et al. 2004). Dieses Phänomen liegt vermutlich an der Bildung von HEMA- 

und TEGDMA-Konjugaten mit GSH (Ansteinsson et al. 2013; Samuelsen et al. 2011). Denn 

neben der beschriebenen antioxidativen Funktion konjungiert GSH, katalysiert durch die 

Glutathion-S-Transferase, schädliche Stoffe und übernimmt so eine wichtige Aufgabe im 

Rahmen der Detoxifikation der Zelle (Hayes et al. 2004). Einige Studien zeigen, dass die 

beobachtete Konjugatbildung mit dentalen Monomeren vermutlich die entsprechende 

Glutathion-S-Transferase katalysierte Reaktion ist (Lefeuvre et al. 2004; Nocca et al. 2011). 

Neben der Induktion von oxidativem Stress konnten Krifka et al. (2012b) zeigen, dass 

HEMA zusätzlich regulative, antioxidative Mechanismen, wie die Glutathionperoxidase und 

die Superoxid-Dismutase (SOD), die freie Sauerstoffradikale abbauen, inhibiert. Da bei 

BisGMA-Exposition keine Konjugatbildung zu beobachten ist, müssen andere 

Mechanismen für die Zytotoxizität verantwortlich sein (Ansteinsson et al. 2013). Dies könnte 

in der Beeinflussung der Cytochrom P450-Aktivität (Cannon et al. 2000), die mit einem 

intrazellulären ROS-Anstieg assoziiert ist (Sapone et al. 2003), begründet sein. In Abbildung 

1 sind die intrazellulären-zytotoxischen Mechanismen bei Monomerexposition am Beispiel 

von HEMA schematisch dargestellt. 

 

Abbildung 1: Zelluläre Abläufe bei Monomerexposition am Beispiel von HEMA. ROS: Reaktive 

Sauerstoffspezies GSH: Glutathion GPx: Glutathionperoxidase SOD: Superoxid-Dismutase; 

Modifiziert nach Krifka et al. (2013) 

Zusammenfassend geht man in der aktuellen Literatur davon aus, dass der GSH-Verbrauch 

in starkem Zusammenhang mit der monomer-induzierten Apoptose steht, wobei die 

genauen Signaltransduktionswege noch nicht abschließend geklärt sind (Krifka et al. 2013). 
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Dennoch ist bekannt, dass ein ROS-Anstieg zu der Aktivierung verschiedener 

Signaltransduktionswege, wie dem MAP-Kinase-Signalweg, führt (Torres und Forman 

2003). MAP-Kinase-Signalwege koordinieren die Gentranskription, Proteinbiosynthese, den 

Zellzyklus, Zelltod und -differenzierung (Kyriakis und Avruch 2001). Die Familie der MAP-

Kinasen wird in vier Gruppen unterteilt: ERK, p38, JNK/SAPK und ERK5 (Tanoue und 

Nishida 2003). Die Aktivierung der jeweiligen MAP-Kinase erfolgt auf spezifische Reize, 

wobei besonders p38 und JNK/SAPK durch zellulären Stress aktiviert werden (English et 

al. 1999). 

Im Rahmen von In-vitro-Studien konnte die Phosphorylierung/Aktivierung von ERK und 

p38 durch TEGDMA und HEMA ebenso wie von JNK/SAPK durch HEMA gezeigt 

werden (Eckhardt et al. 2009a; Samuelsen et al. 2007; Schweikl et al. 2008). Neben den bereits 

gut untersuchten Monomeren TEGDMA und HEMA wurde ein ähnlicher Mechanismus 

mittels ERK-Aktivierung auch für BisGMA nachgewiesen (MC Chang et al. 2009). Zwar 

scheinen Monomere, wie TEGDMA, direkt die Regulation intrazellulärer Signalwege zu 

beeinflussen (Krifka et al. 2011), jedoch ist die Hauptursache für die Aktivierung der MAP-

Kinase-Wege oxidativer Stress (MC Chang et al. 2009; Krifka et al. 2012a). 

Abgesehen von dem MAP-Kinase-Signalweg können apoptotische Stimuli über mehrere 

Zwischenschritte die Proteinkinase B/Akt (PKB/Akt) aktivieren (Leevers et al. 1999). 

Mittlerweile ist bekannt, dass PKB/Akt einer der wichtigsten Regulatoren apoptotischer 

Prozesse ist und vor allem Faktoren des Zellüberlebens positiv beeinflusst und die 

Expression von Zelltod-assoziierten Genen inhibiert (Downward 2004; West et al. 2002). 

Da TEGDMA die PKB/AKT hemmt, geht man davon aus, dass dieser Mechanismus zur 

Zytotoxizität von TEGDMA beitragen könnte (Spagnuolo et al. 2004). Dies ist womöglich 

der Grund dafür, dass die Zytotoxizität von TEGDMA nicht durch eine 

Glutathionsubstituierung signifikant reduziert wird (Martins et al. 2012).  

Die zytotoxische Wirkung von BPA ist über Östrogenrezeptoren vermittelt (Aghajanpour-

Mir et al. 2016) und führt über die Bildung von ROS zur Veränderung des intrazellulären 

Redox-Status (Mobley und Brueggemeier 2004). BPA beeinflusst das Zellüberleben 

signifikant, induziert die Apoptose und ist mit einem Anstieg an Markern für DNA-Schäden 

vergesellschaftet (Son et al. 2018). Weiterhin wurde beschrieben, dass BPA die ATP-Synthese 

in den Mitochondrien inhibiert, wodurch der Energiestoffwechsel der Zelle gestört wird 

(Nakagawa und Tayama 2000). 



Einleitung 12 

  

Die Einflussnahme dentaler Monomere auf den Zellmetabolimus sowie die Signalkaskaden 

sind komplex und bedürfen weiterer Forschung. Insbesondere die ubiquitär verwendeten 

Monomere BisGMA und UDMA sollten weiter untersucht werden. 

1.3.2.2 Entzündungsreaktionen 

Ursächlich für Entzündungen im Bereich von Kompositrestaurationen sind die 

Akkumulation eines bakteriellen Biofilms, akzidentielle Implantation und die 

proinflammatorische Wirkung von dentalen Monomeren (Schmalz und Arenholt-Bindslev 

2005b). Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass an Komposit angrenzende Gingiva im 

Vergleich zu gesundem Schmelz, Amalgam und Gold vermehrt zu Entzündungsreaktionen 

neigt und dieser Effekt durch subgingivale Füllungsränder, sowie eine generalisierte 

Gingivitis verstärkt wird (Hammer und Hotz 1979; van Dijken et al. 1987; Willershausen et 

al. 2001). Weiterhin zeigen intraoral entnommene Plaqueproben von Komposit-, Amalgam- 

und Glasionomerzementfüllungen eine erhöhte Anzahl des kariogenen Streptococcus mutans an 

Kompositfüllungen (Svanberg et al. 1990). Weitere Studien bestätigen dieses Ergebnis und 

lassen die Vermutung zu, dass der Grund für die lokale Entzündung des Weichgewebes an 

Kompositen an einer verstärkten Plaqueakkumulation liegt (Derchi et al. 2017; Kawai und 

Urano 2001; Konishi et al. 2003; BS Lim et al. 2008; Rosentritt et al. 2008). Während 

BisGMA und UDMA das Wachstum von Streptococcus sobrinus- und Lactobacillus acidophilus-

Kulturen in sehr geringem Ausmaß hemmen, verstärkt TEGDMA sogar die Proliferation 

dieser Kulturen (Hansel et al. 1998). Neben der direkten Wirkung von Monomeren, wird die 

Biofilmformation auch durch Abbauprodukte der Biodegradation von Kompositen 

beeinflusst (Khalichi et al. 2009).  

Durch die intraorale Bearbeitung von Kompositen können Kompositpartikel akzidentiell in 

das umliegende Weichgewebe verschleppt werden und dort eine persistierende, 

granulomatöse Entzündung auslösen (Hansasuta et al. 1993). Fallbeschreibungen zur 

akzidentiellen Implantation von Kompositen in die oralen Weichgewebe bestehen für 

Füllungsfrakturen (Goodman 1984), nach Entfernung von Zahnhalsfüllungen (Moore und 

Barker 1986) und submuköser Verlagerung von Material für provisorische Kronen 

(Goodman 1984; Schmalz und Arenholt-Bindslev 2005b). 

Die initiale Entzündungsreaktion auf chemisch-physikalische Noxen, wie Komposite, wird 

auf zellulärer Ebene durch bioaktive Peptide vermittelt, die wiederum ortsständige 

Mastzellen und Makrophagen rekrutieren (Nathan 2002). Dieser Mechanismus spielt auch 

bei oralen, entzündlichen Erkrankungen wie Parodontitis, Gingivitis oder Pulpitiden auf 
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zellulärer Ebene eine Rolle (Bruno et al. 2010; Hasturk et al. 2012). Auf inflammatorische 

Stimuli setzen Makrophagen Cytokine, wie den Tumornekrosefakor-α (TNF-α), frei und 

rekrutieren auf diesem Weg Neutrophile Granulozyten und Lymphozyten, wodurch die 

Entzündungsreaktion verstärkt wird (Kopf et al. 2010; Nathan 2002). Aktivierte Mastzellen 

setzen ebenfalls Cytokine, unter anderem auch TNF-α, Prostaglandine sowie Proteasen frei 

und rekrutieren somit weitere Neutrophile Granulozyten, erhöhen die vaskuläre 

Permeabilität und führen zur Proliferation sowie zum Umbau des Bindegewebes (Benoist 

und Mathis 2002). Der TNF-α spielt eine zentrale Rolle bei der Expression apoptotischer 

und inflammatorischer Gensequenzen und stimuliert die Bildung von Caspasen und der 

Cyclooxygenase-2 (COX-2) (Rahman und McFadden 2006; Vane et al. 1998). Es existieren 

zwei Cyclooxygenase (COX)-Isoformen, nämlich COX-1 und COX-2, wobei COX-1 

ubiquitär im Gewebe vorkommt und die Entzündungs-assoziierte COX-2 mit einer 

gesteigerten Prostaglandinfreisetzung verbunden ist (Gilroy und Colville-Nash 2000). Da 

Cyclooxygenasen in den meisten Zellen vorkommen, werden auf inflammatorische Reize 

Prostaglandine nicht nur von Immunzellen, sondern auch von ortständigen Fibroblasten, 

zum Beispiel in der Pulpa, gebildet (Nakanishi et al. 2001). Prostaglandine gelten als 

entscheidende Mediatoren der akuten Gewebeentzündung, wobei mittlerweile bekannt ist, 

dass diese auch bei der Entwicklung und Unterhaltung chronischer Entzündungen von 

Bedeutung sind (Aoki und Narumiya 2012; Prisk und Huard 2003). Aktivierte Makrophagen 

leiten durch Antigenpräsentation mittels Haupthistokompatibilitätskomplexen (MHC) und 

der Bildung co-stimulatorischer Oberflächenproteine, wie CD40 und CD80, die 

immunologische T-Zellantwort ein (Guermonprez et al. 2002). Dieser Mechanismus ist im 

Rahmen der Parodontitis mit dem krankheitstypischen Knochenabbau assoziiert (Kajiya et 

al. 2010). 

Monomerexposition führt in verschiedenen Zellreihen zur vermehrten mRNA-Expression 

der COX-2 (HH Chang et al. 2012; HH Chang et al. 2014; MC Chang et al. 2009; Kuan et 

al. 2013; Lee et al. 2009) und damit meist auch zur verstärkten Prostaglandin E2 (PGE2)-

Ausschüttung (HH Chang et al. 2014; Kuan et al. 2013; Lee et al. 2009). Die Signalkaskade, 

die zur verstärkten COX-2-Expression führt, ist für BisGMA bereits gut beschrieben. Die 

Aktivierung der MAP-Kinasen p38, ERK1/2 und JNK führt über die Phospholipase A2 zur 

COX-2 Expression mit anschließender PGE2-Auschüttung (Kuan et al. 2013). Der 

Aktivierungsmechanismus ist vermutlich, wie bei der Auslösung apoptotischer Vorgänge, 

oxidativer Stress (MC Chang et al. 2009). Inflammatorische Prozesse durch TEGDMA 

scheinen mit der Expression von Cytokinen, wie Interleukin 6 und 8 sowie dem 

Transformierenden Wachstumsfaktor-β (TGF-β), einherzugehen (Martins et al. 2012). TGF-
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β aktiviert über MEK/ERK-Signalwege die COX-2-Expression und PGE2-Ausschüttung 

(PS Lin et al. 2017). Die proinflammatorischen Wirkungsmechanismen dentaler Monomere 

sind in Abbildung 2 dargestellt. 

 

Abbildung 2: Modell zur proinflammatorischen Wirkung von dentalen Monomeren 

Neben der akut-inflammatorischen Wirkung stimuliert BisGMA die CD40, CD80-

Expression und MHC-II-Antigenpräsentation und damit die T-Zell-Aktivierung, die 

chronische Entzündungen auslösen kann (Kuan et al. 2012). Neben der 

proinflammatorischen Wirkung dentaler Monomere, inhibieren diese zusätzlich die 

immunologische Antwort auf die Bakterientoxine gram-negativer Mikroorganismen, wie 

Lipopolysaccharide (Eckhardt et al. 2009b; Schweikl et al. 2018). Dieser Effekt verstärkt sich 

vermutlich additiv durch die verschiedenen Bestandteile in Kompositen und führt zu einer 

reduzierten Immunantwort (Mathisen et al. 2015). 

1.3.3 Östrogene Wirkung 

Exogene Substanzen, die durch Einwirkungen auf die endokrinen Funktionen, 

gesundheitsschädliche Wirkungen auf den gesunden Organismus oder das ungeborene 

Leben haben, werden endokrine Disruptoren bezeichnet (Bergman et al. 1997). Dieser 

Begriff schließt alle endokrinen Hormone ein (Elobeid und Allison 2008), wurde jedoch 

zunächst für potentiell östrogene Chemikalien verwendet (Newbold et al. 2007). Die 

Wirkung endokriner Disruptoren mit östrogener Wirkung wird im Vergleich zu den 

wichtigsten körpereigenen Östrogenen – Estron (E1), Estradiol (E2) und Estriol (E3) – 

bewertet (Kiyama und Wada-Kiyama 2015). Bisphenol A, welches in einer Vielzahl 

alltäglicher Kunststoffprodukte eingesetzt wird und daher in geringen Mengen im Urin der 
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Allgemeinbevölkerung nachgewiesen werden kann, ist der relevanteste endokrine Disruptor 

in der Zahnmedizin (Calafat et al. 2005; Kechagias et al. 2020; Ouchi und Watanabe 2002; 

M Yang et al. 2003). Allerdings werden statt reinem BPA, BPA-Derivate als dentale 

Monomere eingesetzt, sodass lediglich geringste Mengen BPA als Verunreinigungen des 

Herstellungsprozesses in Kompositen enthalten sind (Fleisch et al. 2010; Söderholm und 

Mariotti 1999). BPA interagiert mit Kernrezeptoren, wie zum Beispiel Östrogenrezeptoren 

(ER), Östrogen-ähnlichen Rezeptoren (ERR) und Androgenrezeptoren (AR) (Acconcia et 

al. 2015; L Li et al. 2015). Diese Interaktionen stabilisieren die Rezeptoren bereits bei 

niedrigen BPA-Konzentrationen in ihrer aktiven Konfirmation (Gould et al. 1998; L Li et al. 

2015; Takayanagi et al. 2006). Auswirkungen sind unter anderem die Beeinflussung des 

Sexualverhaltens und Störungen der Fortpflanzung sowie der Entwicklung der 

Geschlechtsorgane (D Li et al. 2010; Smith und Taylor 2007). Auf Grund dessen wurden die 

jeweiligen Derivate und weitere Substanzen aus dentalen Kompositen hinsichtlich ihrer 

Östrogenität in Zellkulturen untersucht (Hashimoto und Nakamura 2000; Lewis et al. 1999; 

Mariotti et al. 1998; Tarumi et al. 2000). Diese Studien konnten zeigen, dass freigesetztes 

BPA, BisGMA und Bisphenol-A-Dimethacrylat (BisDMA) eine Estradiol (E2) ähnliche 

Wirkung haben (Hashimoto und Nakamura 2000; Lewis et al. 1999; Mariotti et al. 1998; 

Tarumi et al. 2000). Zudem kann aus BisDMA durch enzymatische oder hydrolytische 

Degradation BPA freigesetzt werden (Atkinson et al. 2002; Schmalz et al. 1999). Dies liegt 

vermutlich an den leicht spaltbaren Esterbindungen (-O-CO-) zwischen dem BPA-Gerüst 

und dem Acrylatanteil von BisDMA im Vergleich zur Etherbindung (-O-) in BisGMA-

Molekülen (L Chen und Suh 2013; Kadoma und Tanaka 2000). Das enzymatische und 

bakterielle Biodegradationsprodukt von BisGMA ist 2,2-bis[4-(2,3-hydroxy-

propoxy)phenyl]propan (bisHPPP) (Finer et al. 2004; Marashdeh et al. 2018; Santerre et al. 

2001). In einer älteren In-vivo-Studie an Mäusen konnte BisGMA das Uteruswachstum 

ähnlich wie Estradiol stimulieren. Auf Grund der molekularen Ähnlichkeit von BisGMA 

zum phenolischen A-Ring von 17-β-Estradiol schlossen die Autoren daraus, dass BisGMA 

eine östrogene Wirkung aufweist (Mariotti et al. 1998). Eine aktuellere In-vitro-Studie konnte 

jedoch an estradiol-sensitiven MCF-7-Zellen nachweisen, dass BisGMA und sein 

Abbauprodukt bisHPPP keine östrogene Wirkung aufweisen (Kostoryz et al. 2003). Daher 

geht man in der aktuellen Literatur davon aus, dass die östrogene Wirkung von Kompositen 

auf BPA-Reste und die enzymatische BPA-Freisetzung aus BisDMA zurückzuführen ist 

(Arenholt-Bindslev et al. 1999; Fleisch et al. 2010). Die freigesetzten Mengen scheinen unter 

den klinisch relevanten Konzentrationen zu liegen (Eramo et al. 2010; Schmalz 1998a). Im 

aktuellen Gutachten der Europäischen Behörde für Lebensmittelsicherheit (EFSA) wurde 



Einleitung 16 

  

die tägliche maximale Aufnahmemenge (tolerable daily intake = TDI) für BPA allerdings von 

50 μg/kg auf 4 μg/kg Körpergewicht reduziert (EFSA Panel on Food Contact Materials 

Enzymes Flavourings and Processing Aids (CEF) 2015). Weiterhin konnten neue Studien 

bereits bei 0,5 µg/kg Körpergewicht BPA-Aufnahme östrogene Wirkungen zeigen 

(Lejonklou et al. 2017; Lind et al. 2017). Daher sind zur abschließenden Bewertung der 

östrogenen Wirkung von dentalen Kunststoffen, insbesondere bei der Anwendung am Kind, 

weitere Untersuchungen mit standardisiertem Aufbau notwendig (Kloukos et al. 2013; 

Mulligan et al. 2018; Van Landuyt et al. 2011). 

1.3.4 Mutagene Wirkung 

Genotoxizität ist die Eigenschaft einer Chemikalie DNA-Schäden hervorzurufen (Schins 

und Knaapen 2007). Bei non-reparablen Schäden, die im Rahmen der Zellreplikation zu einer 

permanenten Läsion führen, spricht man von Mutagenität (Ribeiro et al. 2017). DNA-

Schäden durch genotoxische Substanzen stehen in enger Verbindung zur allgemeinen und 

oralen Karzinogenese (Fukushima et al. 2005; Ribeiro et al. 2008). Studien zur Genotoxizität 

dentaler Monomere sind in der Regel In-vitro-Studien, die entweder prokaryotische oder 

eukaryotische Zellreihen verwenden, und seltener In-vivo-Studien (Moharamzadeh et al. 2009; 

Schmalz 1994). Die wichtigsten prokaryotischen Testreihen sind der Ames-Test und der 

neuere umu-Test anhand von Salmonella typhimurium-Kulturen (Geurtsen 2000). Zur 

Bewertung der Genotoxizität dentaler Materialien mit Hilfe von eukaryotischen Zellen 

wurden V79-Hamsterlungenzellen (B Müller et al. 2003; Schweikl et al. 2005; Schweikl und 

Schmalz 1999; Tai et al. 2002), humane Gingivafibroblasten (Huang et al. 2003), L929-

Mäusefibroblasten (Atay et al. 2019; Kostoryz et al. 2004), humane Lymphozyten (Brzovic 

Rajic et al. 2018; Ginzkey et al. 2015; Kleinsasser et al. 2004) und Parotisdrüsenzellen 

(Kleinsasser et al. 2006) verwendet.  

Im Ames-Test zeigt TEGDMA keine mutagene Wirkung, jedoch konnte an 

Hamsterlungenzellen eine direkte mutagene Wirkung mit Deletion großer DNA-Abschnitte 

und Induktion von Mikronuklei gefunden werden (Schweikl et al. 2001; Schweikl und 

Schmalz 1999; Schweikl et al. 1998). Mikronuklei gelten als Anzeichen von 

Chromosomenaberrationen (klastogene Wirkung) und werden daher im Rahmen von 

Genotoxizitätstests analysiert (L Chen et al. 2021; Heddle et al. 1991). Auch Studien an 

humanen Lymphozyten- und Parotisdrüsenzellen haben gezeigt, dass UDMA, BisGMA, 

TEGDMA und HEMA in höheren Dosen eine genotoxische Wirkung aufweisen 

(Kleinsasser et al. 2006; Kleinsasser et al. 2004). Allerdings zeigen TEGDMA und HEMA 
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bereits unterhalb der zytotoxischen Konzentration eine klastogene Wirkung und könnten 

somit durch eine chronische, intraorale Freisetzung ein möglicher Risikofaktor in der 

Tumorinitiation humaner Speicheldrüsen sein (Ginzkey et al. 2015). BisGMA verursacht im 

Vergleich zu anderen dentalen Monomeren die meisten DNA-Doppelstrangbrüche, wobei 

die erforderliche Konzentration etwa doppelt so hoch ist, wie in der Literatur beschriebene 

freigesetzte Mengen (Styllou et al. 2015). Das Degradationsprodukt von BisGMA, bisHPPP, 

weist ebenso genotoxisches Potential auf und induziert Mikronuclei in peripheren 

Blutlymphozyten (Suárez et al. 2000). Genotoxische Effekte bei UDMA-Exposition wurden 

an zahlreichen verschiedenen Zelltypen beobachtet (Kleinsasser et al. 2006; Kurt et al. 2018; 

Urcan et al. 2010b). Diese Effekte werden durch mitotische Rekombinationen, 

Punktmutationen und chromosomale Alterationen erklärt (Arossi et al. 2010a). Daher 

kommen Kleinsasser et al. (2006) zu dem Schluss, dass UDMA ein potentieller Risikofaktor 

der Tumorinitiation in Speicheldrüsenzellen sein könnte. In vivo wurden genotoxische 

Effekte, wie mitotische Rekombinationen, Punktmutationen sowie chromosomale 

Veränderungen nur für TEGDMA und UDMA nachgewiesen, wobei die Wirkung von 

UDMA um den Faktor 1,6 stärker war (Arossi et al. 2010b). In einer zweiten In-vivo-Studie 

konnten die Autoren diese Wirkung selbst an wässrigen Eluaten von niedrig-viskösen 

Kompositen bestätigen (Arossi et al. 2010a). Da die Ableitung von In-vitro-Ergebnissen auf 

die klinische Relevanz schwierig ist, sind zur abschließenden Bewertung des mutagenen 

Potentials weitere In-vivo-Studien erforderlich (Kirkland et al. 2007; Pettini et al. 2015). 

1.3.5 Allergenes Potential 

Die am weitesten verbreitete Klassifikation allergischer Reaktionen ist die Klassifikation nach 

Coombs und Gell (siehe Tabelle 3) (Descotes und Choquet-Kastylevsky 2001). 

Tabelle 3: Klassifikation allergischer Reaktionsformen nach Coombs und Gell (Coombs und Gell 

1963). 

Reaktionen auf dentale Materialien sind entweder vom Soforttyp (Typ I, IgE-vermittelt) oder 

vom Spättyp (Typ IV, Zell-vermittelt) (Gawkrodger 2005). Zu anaphylaktischen Typ-I-

Reaktionen bestehen in der Literatur lediglich Fallbeschreibungen (Fan und Meyer 2007; 

 Beschreibung 

Typ I Reaktion vom Soforttyp, i. d .R. Mastzell- und IgE-vermittelt 

Typ II Zytotoxische Immunreaktion 

Typ III Immunkomplexvermittelte Immunreaktion 

Typ IV Reaktion vom Spättyp, zellulär (T-Zell-) vermittelt 
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Hallstrom 1993; Mahendran et al. 2016; Niinimaki et al. 1983). Häufiger verursachen 

Komposite Kontaktstomatitiden (Typ IV), die sich klinisch als Erythem, Ödem, Stomatitis, 

Erosionen, Aphten, lichenoide Läsionen oder auch als perorale Ekzeme präsentieren (Brasch 

2004; Hickel 2007). Neben den typischen Anzeichen einer Stomatitis präsentieren sich 

Kontaktstomatitiden auch durch subjektive Symptome wie Mundtrockenheit, Symptome 

eines Burning-Mouth-Syndromes oder diffuse Schmerzen im Kieferbereich (Raap et al. 2012). 

Reaktionen vom Spättyp erfolgen nach vorheriger Sensibilisierung durch Exposition zu dem 

jeweiligen Antigen und führen in Folge der Aktivierung von CD4+-T-Zellen zur 

Cytokinfreisetzung (Bakula et al. 2011). Allerdings ist bekannt, dass auf Grund von 

Kreuzsensibilisierungen durch andere Methacrylate, allergische Reaktionen ohne vorherige 

Exposition auf dentale Monomere möglich sind (Geurtsen 2000). Es bestehen wenige 

epidemiologische Studien zur Prävalenz von Allergien auf dentale Materialien, vermutlich 

liegen überwiegend Reaktionen auf Legierungsbestandteile und seltener gegen 

Kompositbestandteile vor (Mittermuller et al. 2018; Olms et al. 2019; Syed et al. 2015). Am 

weitesten sind Allergien auf TEGDMA, HEMA und BisGMA verbreitet, wobei vor allem 

HEMA und TEGDMA ein hohes allergenes Potential aufweisen (Aalto-Korte et al. 2007; 

Goon et al. 2006). Weiterhin scheint HEMA zusätzlich Reaktionen einer bestehenden 

Nickelallergie zu intensivieren (Bando et al. 2014). Um Differentialdiagnosen, wie Lichen 

planus, Erythroplakien, Erythroleukoplakien, Burning-Mouth-Syndrome oder ein 

Pemphigoid, auszuschließen ist ein Patch-Test erforderlich (Feller et al. 2017). Hierbei ist es 

ausreichend diesen Test epikutan und nicht epimukös durchzuführen, da klinisch relevante 

Kontaktallergien auch epikutan nachweisbar sind (Schwarz et al. 2016). 

1.4 Grundlagen der Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie 

(HPLC) 

1.4.1 Allgemein 

Durch chromatographische Trennverfahren werden Analyten in einer mobilen Phase (flüssig 

oder gasförmig) durch eine stationäre Phase transportiert und durch 

chemische/mechanische Interaktionen der stoffspezifischen Retentionszeit folgend 

aufgetrennt (Kazakevich und LoBrutto 2006). Die Flüssigkeitschromatographie, die als 

Grundlage der high performance liquid chromatography (HPLC) zu verstehen ist, kann in eine 

Flüssig-Flüssigchromatographie und eine Flüssig-Festchromatographie unterschieden 

werden, wobei der Unterschied in der jeweiligen stationären Phase (fest/flüssig) liegt 
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(Kaltenböck 2008; Kazakevich und LoBrutto 2006). Als Weiterentwicklung der klassischen 

Flüssigkeitschromatographie ermöglicht die HPLC durch geringste Teilchengrößen der 

stationären Phase (1 – 10 µm) und hohe Drücke eine höhere Untersuchungsgeschwindigkeit, 

Auflösung und Sensitivität (Kaltenböck 2008; Kazakevich und LoBrutto 2006; Meyer 2008a). 

1.4.2 Trennmechanismen 

Im Folgenden werden die gängigsten Trennmechanismen der Flüssigkeitschromatographie, 

die Normal-Phase-Chromatographie, Reversed-Phase-Chromatographie, Ionenaustausch-

Chromatographie und die Ausschluss-Chromatographie kurz beschrieben (Ca et al. 2009). 

1.4.2.1 Normal-Phase-Chromatographie (NP-HPLC) 

Grundlage der NP-HPLC ist eine polare stationäre Phase, meist Silikagel (Kieselgel), und 

eine weniger polare mobile Phase auf Grundlage apolarer Lösungsmittel, wie Hexan (D Wu 

et al. 2014). Durch Adsorption der Analyt-Moleküle an die polare stationäre Phase wird die 

Probe in Abhängigkeit molekularer Interaktionen aufgetrennt (Hemström und Irgum 2006). 

Die Trennung der Moleküle erfolgt hierbei von hydrophoben zu hydrophilen Molekülen 

(Žuvela et al. 2019). 

1.4.2.2 Reversed-Phase-Chromatographie (RP-HPLC) 

Im Gegensatz zur NP-HPLC wird bei der RP-HPLC eine polare, meist wässrige mobile 

Phase und eine apolare stationäre Phase eingesetzt (Przybyciel und Majors 2002). Daher sind 

vorwiegend polare Wechselwirkungen der Analyten mit der polaren mobilen Phase und 

hydrophobe Interaktionen mit der stationären Phase Grundlage dieses chromatographischen 

Trennverfahrens (Rafferty et al. 2007). Etwa 90 % aller HPLC-Analysen werden in diesem 

Modus durchgeführt, da die RP-HPLC trotz ihrer einfachen Anwendbarkeit ein breites 

Massen- und Polaritätspektrum an potentiell trennbaren Analyten abdeckt (He et al. 2014; 

Majors 2007). 

1.4.2.3 Ionenaustausch-Chromatographie/Ion-Exchange Chromatography (IEX) 

Bei der Ionenaustausch-Chromatographie werden elektrostatische Wechselwirkungen 

zwischen den Analyten und der stationären Phase zur Auftrennung der Probe genutzt (Roper 

und Lightfoot 1995). In der Regel wird als stationäre Phase ein Styrol-Divinylbenzol-Harz 

verwendet, an dessen Phenylringe Ionen-Austausch-Gruppen gebunden sind (Kazakevich 

und LoBrutto 2006). Diese Ionen-Austausch-Gruppen werden in Kation- und Anion-

Austauscher unterteilt (Walton 1980). Das Anwendungsgebiet dieser Chromatographie ist 
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die Trennung von Aminosäuren, Stoffwechselprodukten sowie anorganischer und 

organischer Ionen (Meyer 2008a). 

1.4.2.4 Ausschluss-Chromatographie/Size-Exclusion Chromatography (SEC) 

In diesem Chromatographie-Modus erfolgt die Trennung entsprechend der Molekülgröße 

bzw. in Abhängigkeit des hydrodynamischen Radius in der mobilen Phase (McIntee et al. 

2015; Teraoka 2004). Für aussagekräftige Ergebnisse mittels SEC müssen nicht-

größenspezifische Interaktionen zwischen den Analyten und der stationären Phase 

vermieden werden und die Molekülmassen der Stoffe im Analyten um wenigsten 10 % 

differieren (Kazakevich und LoBrutto 2006; Meyer 2008b). 

1.4.3 Aufbau einer HPLC-Apparatur 

Im Wesentlichen bestehen HPLC-Apparaturen aus einem Lösungsmittelreservoir, einer 

HPLC-Pumpe, einem Probeneinlasssystem, einer HPLC-Säule, einem Detektor und einem 

Datenverarbeitungs- und Kontrollsystem (Kazakevich und LoBrutto 2006). Der Aufbau 

einer HPLC-Apparatur ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt. 

 

Abbildung 3: Schematischer Aufbau einer HPLC-Apparatur: 1) Lösungsmittelreservoir mit der 

mobilen Phase 2) Pumpe 3) Probeneinlasssystem 4) HPLC-Säule im Thermostaten 5) Detektor 6) 

Abfall 7) Datenerfassung und -verarbeitung; Modifiziert nach Meyer (Meyer 2008b) 

Die Zusammensetzung dieser Bauteile erfolgt entweder modular unter Verwendung 

verschiedener Geräte und Hersteller oder platzsparender als Kompaktanlage (Meyer 2008b). 

Zentraler Bestandteil der Anlage ist die HPLC-Säule, da in dieser die chromatographische 

Trennung der Analyten stattfindet (Kazakevich und LoBrutto 2006). Um 



Einleitung 21 

  

temperaturkontrollierte, gut reproduzierbare Trennungen zu ermöglichen, wird die HPLC-

Säule innerhalb eines Thermostaten platziert (Meyer 2008b). 

1.4.4 Kopplung von Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (HPLC), 

UV/VIS und Massenspektrometrie (MS) 

In der analytischen Chemie werden Separationstechniken, wie Flüssig (LC)- oder 

Gaschromatographie (GC), mit spektroskopischen Detektoren gekoppelt, um strukturelle 

Informationen über den Analyten zu erhalten (Exarchou et al. 2006). Heutzutage ist die 

Massenspektrometrie (MS) die bevorzugte Detektionstechnik, weshalb GC-MS und LC-MS 

die beliebtesten und leistungsfähigsten gekoppelten Techniken sind (Wilson und Brinkman 

2003). Multiple Kopplungstechniken (siehe Abbildung 4), also die Kombination mehrerer 

Trennungs- und/oder Detektionstechniken, bieten mehr strukturelle Informationen sowie 

eine höhere Sensitivität und Selektivität (Patel et al. 2010). 

 

Abbildung 4: Kopplungstechniken in der analytischen Chemie. Modifiziert nach Sarker und Nahar 

(Sarker und Nahar 2012) 

Die Kopplung einer HPLC mit einem in Serie geschalteten UV/Vis- und einem MS-

Detektor (HPLC-UV/Vis-MS) ist ein bereits etabliertes System zum Nachweis geringster 

Stoffmengen in den verschiedensten Anwendungsgebieten (Schweikart und Hulthe 2019). 

Die Verbindung von HPLC und Massenspektrometrie erscheint grundsätzlich inkompatibel, 

da HPLC-Apparaturen bei atmosphärischem Druck sowie relativ hohen Volumenströmen 

und Massenspektrometer unter Vakuum betrieben werden (Higton und Oxford 1995). Erst 

die Einführung von Ionisationstechniken bei atmosphärischem Druck (Atmospheric 

Pressure Ionization, API) ermöglichte den Durchbruch von LC-MS-Techniken (Kamel und 
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Prakash 2006; Zöllner und Mayer-Helm 2006). Eine genaue Beschreibung der 

Massenspektrometrie und der Ionisierungsprozesse erfolgt in Abschnitt 1.5. Die 

massenspektrometrische Detektion erlaubt die Erhebung sehr genauer Daten bezüglich 

vorliegender Massen, jedoch nur begrenzte Aussagen zur chemischen Struktur des Analyten 

(Cirlini et al. 2012; Holt et al. 1997). Der ergänzende Einsatz der UV/Vis-Detektion zur 

HPLC-MS-Methodik kann durch zusätzliche Informationen über den Analyten die 

Selektivität verbessern (Passos und Saraiva 2019). UV/Vis-Detektoren messen die 

Absorption von UV-Licht oder sichtbarem Licht bei Auftreten der Analyten in der mobilen 

Phase (Dong 2006; Kazakevich und LoBrutto 2006). Heutzutage ermöglicht die Anordnung 

zahlreicher spezifischer Photodiodenzellen (photodiodes) auf einem einzelnen Computerchip 

(photodiode array detector, PDA) die simultane Erfassung des gesamten UV-Spektrums und die 

digitale Speicherung (Miller 2009). Die Voraussetzungen zur UV-Detektion des Analyten 

sind funktionelle Gruppen mit chromophoren Eigenschaften sowie eine mobile Phase, deren 

Eigenabsorption nicht im Bereich des Analyten liegt (Schulte et al. 2013; Vervoort et al. 

2008). Die kombinierte Anwendung von HPLC, UV/Vis- und MS-Detektion (HPLC-

UV/Vis-MS) ermöglicht somit die Identifikation unbekannter Substanzen, selbst bei 

eingeschränkter chromatographischer Trennung und innerhalb komplexer Stoffgemische 

(Lech und Jarosz 2011; Pan et al. 2006). Neben diesem Verfahren hat sich die Kopplung der 

HPLC mit zwei Massenspektrometern, die sogenannte Tandem-Massenspektrometrie, 

(HPLC-MS/MS) etabliert (Peters 2011). Hierbei ist es möglich mit dem zweiten 

Massenanalysator Ionen, die im ersten Massenanalysator vorselektiert wurden, zu 

fragmentieren und zu analysieren (Picó et al. 2004). In der Regel dienen mehrere 

Fragmentationen, sogenannte Massenübergänge, der eindeutigen Identifikation des Analyten 

(Honour 2011). Durch dieses Verfahren kann die Sensitivität und Selektivität gegenüber der 

herkömmlichen MS deutlich verbessert werden (Díaz-Cruz et al. 2003). Zusammenfassend 

erlauben beide Techniken durch den Einsatz mehrerer Massenanalysatoren die sichere 

Identifikation von Analyten (Holcapek et al. 2008).  

1.5 Grundlagen der Massenspektrometrie (MS) 

1.5.1 Allgemein 

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine analytische Technik zur Erhebung qualitativer 

(Molekulare Massen, Struktur) und quantitativer (Konzentrationen) Informationen über 

Analyten (Ho et al. 2003). Grundlage der MS ist die Bildung negativer oder positiver Ionen, 
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die basierend auf ihrem Masse-zu-Ladungsverhältnis (m/z) getrennt und analysiert werden 

(El-Aneed et al. 2009). Unabhängig vom dem verwendeten Massenspektrometer müssen 

Analyten aus einer flüssigen oder festen Phase in die Gasphase überführt werden (Awad et 

al. 2015). Zur Ionisation mit nachfolgender Trennung und Detektion in der Gasphase 

bestehen Massenspektrometer aus einer Ionenquelle, einem Massenanalysator und einem 

Detektor (Zhou et al. 2012). 

1.5.2 Prinzipien der Massenspektrometrie 

In diesem Abschnitt werden die Prinzipien der Ionisation, Massenanalyse und Detektion 

erläutert, wobei der Fokus auf den Bauformen und Funktionsprinzipien, die im Rahmen der 

Kopplung an eine HPLC-Apparatur angewendet werden, liegt. Die unbestritten wichtigste 

Reaktion in einem Massenspektrometer ist die Ionisierung des Analyten und Überführung in 

die Gasphase (Glish und Vachet 2003). Das älteste Ionisationsverfahren, die 

Elektronenstoßionisation (EI), gilt als hartes Ionisationsverfahren, welches sich durch eine 

hohe Reproduzierbarkeit sowie die Erfassung umfangreicher struktureller Informationen 

auszeichnet und daher auch heute noch angewendet wird (Belas und Blair 2001). EI 

produziert Ionen nach Verdampfung der Verbindungen in einem Hoch-Vakuum durch 

Kollisionen des Analyten mit hochenergetischen Elektronen (70 eV), bei denen es durch 

Entfernung eines Elektrons zur Bildung eines positiv-geladenen Radikalions des Moleküls 

und nachfolgender Fragmentierung kommt (Palma et al. 2011). Wie unter 2.4.4. beschrieben, 

eignen sich diese klassischen, harten Ionisierungsmethoden nur eingeschränkt zur Kopplung 

mit einer HPLC (Bianchi et al. 2018). Erst durch Ionisationstechniken bei atmosphärischem 

Druck (API), wie der Elektrospray-Ionisation (ESI), gelang die Überführung labiler Analyten 

aus nicht-volatilen Lösungen zu Ionen in der Gasphase (Whitehouse et al. 1985). Auch 

heutzutage ist ESI die präferierte Methodik zur Kopplung mit einer HPLC zum Nachweis 

thermoinstabiler und nicht-volatiler Analyten (Gowda und Djukovic 2014). Im Gegensatz 

zu EI ist ESI eine weiche Ionisationstechnik, deren Kennzeichen keine oder eine geringe 

Fragmentierung bei der Ionisation ist (Domon und Aebersold 2006; Fenn et al. 1989). Hierzu 

wird die Analytlösung durch eine Kapillare, an deren Spitze eine negative oder positive 

Spannung (2 – 5 kV) angelegt ist, geführt, wodurch ein hohes elektrisches Potential zwischen 

Kapillare und Gegenelektrode entsteht (Cech und Enke 2001; CK Lim und Lord 2002; 

Pozniak und Cole 2007). Dieses elektrische Feld führt zur Dispersion der Analytflüssigkeit 

und der Bildung eines Aerosols, das unterstützt von einem Spraygas (i. d. R. Stickstoff), zum 

Massenanalysator transportiert wird (Banerjee und Mazumdar 2012). Massenanalysatoren 

trennen die Ionen, sodass diese entsprechend des m/z-Verhältnisses auf den Detektor 
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treffen (Yates 2000). In der HPLC-MS werden Quadrupol-, Ionenfallen-, Flugzeit- oder 

Hybrid-Massenspektrometer als Analysatoren verwendet (Pitt 2009). Hybrid-

Massenspektrometer ermöglichen durch die Kombination verschiedener Techniken eine 

hohe Auflösung, verbesserte Sensitivität und/oder Messgenauigkeit für die gemessenen 

Massen (Beccaria und Cabooter 2020). Im Folgenden werden die Bestandteile des 

verwendeten Hybrid-Massenspektrometers (LTQ Orbitrap XL, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA), das eine lineare Ionenfalle mit einer Orbitrap kombiniert, erörtert (L Lin et 

al. 2015). Ionenfallen speichern Ionen und können diese durch Veränderung der 

Elektrodenspannung nach dem Masse-zu-Ladungsverhältnis geordnet freisetzten, sodass der 

Detektor ein Massenspektrum aufnehmen kann (Stafford 2002). Bei linearen Ionenfallen 

werden die Ionen radial durch ein Radiofrequenzfeld und axial mittels elektrischer Potentiale 

in einem 2D-Quadrupolfeld gehalten (Kolch et al. 2005). Lineare Ionenfallen zeichnen sich 

durch größere Ionenspeicherkapazitäten und –effizienz, verglichen zu den früheren 3D-

Ionenfallen, aus (Peng und Austin 2011). Im Gegensatz zu diesen konventionellen 

Ionenfallen verwenden Orbitraps kein Radiofrequenz- oder Magnetfeld sondern ein 

elektrostatisches Feld zwischen einer axialen, zentralen Elektrode und einer coaxialen, 

äußeren Elektrode (siehe Abbildung 5) (Hardman und Makarov 2003; Makarov 2000). 

 

Abbildung 5: Aufbau einer Orbitrap. Modifiziert nach Eliuk und Makarov (Eliuk und Makarov 2015) 

Als Detektoren kommen heutzutage bei klassischen Ionenfallen Sekundär-

elektronenvervielfacher (secondary electron multiplier, SEM) und bei Orbitraps Induktionsstrom-

Detektoren zum Einsatz (Gross 2013). Bei SEM-Detektoren treffen energiereiche 

Elektronen auf die Oberfläche eines Metalls/Halbleiters, der Sekundärelektronen emittiert 

(Koppenaal et al. 2005). Die Sekundärelektronen werden über mehrere Dynodenstufen 

verstärkt und in einen Strom konvertiert, dessen Spannung proportional zur Ionenanzahl ist 
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und somit die Masse in ein elektrisches Signal überführt (Benedikt et al. 2012). Bei Orbitraps 

entstehen durch das axiale elektrische Feld und die konische Form der Elektroden axiale 

Oszillationen der Ionen, die von den äußeren Elektroden detektierten Frequenzen werden 

mittels Fourier-Transformation in ein Massenspektrum konvertiert (Zubarev und Makarov 

2013). In dem verwendeten Hybrid-Massenspektrometer werden die Ionen, nachdem sie die 

lineare Ionenfalle passiert haben, in einer C-Falle gesammelt und in die Orbitrap weitergleitet 

(Scigelova und Makarov 2006). Durch die Verknüpfung von zwei Massenanalysatoren mit 

gezielter Fragmentierung von Ionen in der C-Falle können strukturelle Informationen 

reliabel und schnell in komplexen Stoffgemischen erfasst werden (Makarov et al. 2006; Olsen 

et al. 2007). 
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1.6 Ziel und Fragestellung 

Bestandteile der Polymermatrix von Kompositen weisen potentiell proinflammatorische, 

zytotoxische, genotoxische und mutagene Wirkungen auf und sind daher von 

gesundheitlicher Relevanz für den Patienten. Insbesondere der endokrine Disruptor BPA 

und dessen Derivate stehen im Verdacht freigesetzt zu werden. Auf Grund dieser potentiell 

gesundheitsschädlichen Wirkung bieten Hersteller BPA-freie Materialien an. Bei diesen 

Materialien wird das klassische Hauptmonomer BisGMA meist durch UDMA ausgetauscht. 

Allerdings eluieren BPA und seine Derivate im Gegensatz zu hydrophileren Molekülen mit 

einer flexibleren Struktur, wie UDMA, kaum ins wässrige Milieu der Mundhöhle. Bisherige 

Untersuchungen zu diesem Thema wurden nur an Kunststoffen durchgeführt, die in 

geringen Mengen in die Mundhöhle eingebracht werden und es erfolgte kein Vergleich 

zwischen konventionellen und neueren BPA-freien Materialien. Zielsetzung der 

vorliegenden In-vitro-Studie war es daher, Provisorienkunststoffe auf die Freisetzung 

relevanter, dentaler Monomere im wässrigen Milieu zu untersuchen und konventionelle 

sowie BPA-freie-Kunststoffe miteinander zu vergleichen. 

Hierzu wurden Probekörper von vier verschiedenen Kunststoffen hergestellt und inkubiert. 

Im Anschluss wurden die Eluate des Elutionsmaximums (24-stündige Inkubation) mittels 

HPLC-UV/Vis-MS hinsichtlich der Freisetzung von BisGMA, BPA, TEGDMA und 

UDMA untersucht. Bei einem positiven Nachweis wurden weitere Inkubationsperioden 

(eine Stunde, 12 Stunden und 7 Tage) untersucht. Überprüft wurde die Hypothese, dass 

hauptsächlich hydrophile Moleküle, wie UDMA und TEGDMA, freigesetzt werden und 

BPA und BisGMA nur in geringen oder nicht nachweisbaren Konzentrationen eluieren. 

Durch statistische Tests sollte der Einfluss der Anpassungen an der Polymermatrix BPA-

freier Materialien analysiert werden.   
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2 Material und Methoden 

2.1 Versuchsüberblick 

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine In-vitro-Studie zur Monomerfreisetzung 

aus dentalen Provisorienkunststoffen. Der Aufbau der vorliegenden Studie unterteilt sich in 

die Probekörperherstellung, Inkubation, HPLC-UV/Vis-MS-Analyse und die statistische 

Auswertung. Bei erfolgreichem BPA-Nachweis erfolgte vor der Auswertung eine 

Kontrolluntersuchung. Hierzu wurde das probeninterne BPA derivatisiert und mittels 

hochsensitiver HPLC-MS/MS analysiert. Einen Überblick über das Studiendesign gibt 

Tabelle 4.  

Tabelle 4: Studiendesign 

1. Probekörperherstellung 
2. Inkubation der Probekörper für eine Stunde, 12 Stunden, 24 Stunden und 7 Tage 

3. 

Analyse: 
a) Kalibrierung mit einem internen Standard 
b) Bestimmung der Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen 
c) Herstellung der Messlösungen 
d) Analyse der Eluate des Elutionsmaximums (24-stündige Inkubation) hinsichtlich 

von BisGMA, BPA, TEGDMA und UDMA. Bei einem positiven Nachweis 
erfolgte die Analyse weiterer Inkubationsperioden (eine Stunde, 12 Stunden und 7 
Tage) 

e) Kontrolluntersuchung der Proben mit positivem BPA-Nachweis: HPLC-MS/MS-
Analyse mit Derivatisierung des probeninternen BPA 

4. Statistische Auswertung 

2.2 Probekörperherstellung 

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden ExperTemp (Ultradent Products Inc., South 

Jordan, USA), Luxatemp Automix Plus (DMG Chemisch-Pharmazeutische Fabrik GmbH, 

Hamburg, Deutschland), Protemp 4 (3M Deutschland GmbH, Neuss, Deutschland) und 

Visalys Temp (Kettenbach GmbH & Co. KG, Eschenburg, Deutschland) untersucht. 

ExperTemp und Visalys Temp werden als BPA-freie Materialien von den Herstellern 

deklariert. Luxatemp Automix Plus und Protemp 4 sind konventionelle Komposite, die nach 

Herstellerangaben BPA-Derivate innerhalb des Monomersystems aufweisen. 

Es wurden je Inkubationsperiode, nachzuweisendem Monomer und Material fünf 

Probekörper (n = 5) hergestellt. Hierzu wurden die Provisorienkunststoffe mittels Automix-
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Dispenser (DMG Chemisch-Pharmazeutische Fabrik GmbH, Hamburg, Deutschland) in 

individualisierte, zylindrische PTFE-Matrizen mit einer Höhe von 10 mm und einem 

Innendurchmesser von 10 mm auf einer PTFE-Arbeitsplatte eingebracht. Die 

Polymerisation erfolgte nach Herstellerangaben. Die Polymerisationszeiten können der 

Tabelle 5 entnommen werden.  

Tabelle 5: Polymerisationszeiten der untersuchten Materialien 

Material Polymerisationszeit 

ExperTemp 4:00 min 

Luxatemp Automix Plus 7:00 min 

Protemp 4 5:00 min 

Visalys Temp 4:00 min 

Durch dieses Vorgehen wurden zylindrische Probekörper mit einer Oberfläche von 

4,712 cm2 hergestellt. Im Anschluss an die Polymerisation wurden die Probekörper aus der 

Matrize entnommen und den Herstellerangaben entsprechend mit Alkohol, zur Entfernung 

der Sauerstoffinhibitionsschicht, gereinigt. Dies erfolgte einheitlich für 20 Sekunden. 

2.3 Inkubation 

Die Probekörper wurden zusammen mit HPLC-grade Wasser (Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, München, Deutschland) in UV-geschützten Borosilikat-Probenbehältnissen mit 

PTFE-beschichtetem Verschluss (Glastechnik Gräfenroda GmbH, Gräfenroda, 

Deutschland) inkubiert. Vor der Verwendung wurden die Behältnisse mit HPLC-grade 

Methanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland) und HPLC-grade Wasser 

gereinigt. Anschließend wurde je ein Probekörper zusammen mit 1,74 ml HPLC-grade 

Wasser in ein Probenbehältnis gegeben. Dieses Extraktionsverhältnis entspricht den 

Vorgaben der ISO-Norm 10993-12 zur Testung von Medizinprodukten. Die Inkubation 

erfolgte in einem Inkubationsschüttler (Excella E24, New Brunswick Scientific Co. Inc., 

Edison, New Jersey, Vereinigte Staaten) für jeweils eine Stunde, 12 Stunden, 24 Stunden und 

7 Tage bei 37 °C und 112 U/min. Im Anschluss an den Inkubationszeitraum wurden die 

Probekörper entnommen und das Eluat zur Vermeidung sekundärer chemischer Reaktionen 

bei -18 °C eingefroren. Dieses Vorgehen wurde für jedes Material durchgeführt. 
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2.4 HPLC-UV/Vis-MS-Analyse 

Die HPLC-UV/VIS-MS-Analysen wurden an dem Institut für Organische und 

Biomolekulare Chemie der Universität Göttingen durchgeführt. Die Messungen und die 

Auswertungen der Chromatogramme erfolgten unter Anleitung und Betreuung des Leiters 

der Zentralen Analytik Herrn Dr. Holm Frauendorf. 

2.4.1 Kalibrierung 

Zur Kalibrierung wurden Standardlösungen unterschiedlicher Konzentrationen des internen 

Standards Diethylphthalat (DEP) sowie der Referenzsubstanzen hergestellt. Die 

verwendeten Substanzen mit den jeweiligen molaren Massen und den zugehörigen Chemical-

Abstracts-Service (CAS)-Nummern sind in Tabelle 6 aufgeführt. 

Tabelle 6: Referenzsubstanzen 

Zunächst wurden 20 ml Stammlösung mit einer Konzentration von 1 mg/ml der jeweiligen 

Verbindung in wässriger Lösung angesetzt. Hierzu wurden je Standard 20 mg mit einer 

Feinwaage (AT20, Mettler-Toledo International Inc., Columbus, USA) eingewogen, mit 4 ml 

HPLC-grade Methanol in Lösung gebracht und mit HPLC-grade Wasser verdünnt. Durch 

serielle Verdünnung mit HPLC-grade Wasser wurden für TEGDMA und UDMA 

Standardlösungen mit den Konzentrationen 0,5 µg/ml, 1,0 µg/ml, 5,0 µg/ml, 10,0 µg/ml 

und 20,0 µg/ml hergestellt. Auf Grund der niedrigen freigesetzten BPA-Konzentrationen 

erfolgte die Herstellung von vier Standardlösungen mit Konzentrationen von 0,5 µg/ml, 

Name Abkürzung Hersteller 
Molare Masse 

[g/mol] 
CAS-Nr. Reinheit 

Urethandimeth-
acrylat 

UDMA 

Sigma Aldrich 
Chemie GmbH, 

München, 
Deutschland 

470,56 72869-86-4 >97 % 

Triethylen-
glycol- 

dimethacrylat 
TEGDMA 

Sigma Aldrich 
Chemie GmbH, 

München, 
Deutschland 

286,32 109-16-0 99 % 

Bisphenol A BPA 

Sigma Aldrich 
Chemie GmbH, 

München, 
Deutschland 

228,29 80-05-7 ≥99 % 

Bisphenol-A- 
Glycidyldi-
methacrylat 

BisGMA 

Sigma Aldrich 
Chemie GmbH, 

München, 
Deutschland 

512,59 1565-94-2 Nicht 
angegeben 

Diethylphthalat DEP 

Sigma Aldrich 
Chemie GmbH, 

München, 
Deutschland 

222,24 84-66-2 99,5 % 
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1,0 µg/ml, 5,0 µg/ml und 10,0 µg/ml. Da BisGMA in den Voruntersuchungen nicht 

nachweisbar war, wurden nur Lösungen zur Ermittlung der Nachweisgrenze hergestellt. Die 

Standardlösung des internen Standards (DEP-Standardlösung) hatte eine Konzentration von 

10,0 µg/ml. 

Für eine Fünfpunkt-Kalibrierung, zur Quantifizierung von UDMA und TEGDMA, wurden 

Kalibrierlösungen aus den Referenzstandards und der DEP-Standardlösung hergestellt. 

Hierzu wurden jeweils 0,5 ml des Referenzstandards und 0,5 ml der DEP-Standardlösung in 

eine HPLC-Gewindeflasche mit PTFE-beschichtetem Verschluss (Macherey-Nagel GmbH 

& Co. KG, Düren, Deutschland) pipettiert. Für eine externe Vierpunkt-Kalibrierung, zum 

BPA-Nachweis, wurden HPLC-Gewindeflasche mit je 1 ml der reinen Standardlösung 

befüllt. Diese Kalibrierlösungen wurden gemeinsam mit den Proben unter 

Versuchsbedingungen untersucht (siehe 2.4.4). Um die Messpunkte in die Kalibrierfunktion 

zu überführen wurde lineare Regression verwendet. Zur Überprüfung der Linearität der 

Kalibrierung wurde der Residuenplot ausgewertet und der Determinationskoeffizient r2 

bestimmt. Ein gleichmäßiger Residuenplot mit einem Determinationskoeffizienten ≥ 0,95 

galt als Beweis für eine lineare Kalibrierung. 

2.4.2 Bestimmung der Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen 

Durch serielle Verdünnung der vorhandenen Kalibrierlösungen mit HPLC-grade Wasser 

wurden Standards zur experimentellen Bestimmung der Nachweisgrenze (limit of detection / 

LOD) mit Konzentrationen von 0,05 µg/ml und 0,01 µg/ml hergestellt. Von BisGMA 

wurden Lösungen mit Konzentrationen von 0,5 µg/ml, 0,1 µg/ml und 0,05 µg/ml 

hergestellt. Die Analyse erfolgte unter Versuchsbedingungen (siehe 2.4.4). Als untere 

Quantifizierungsgrenze (limit of quantification / LOQ) wurde die geringste Konzentration der 

eingesetzten Kalibrierlösungen angenommen. 

2.4.3 Herstellung der Messlösungen  

Die Eluate wurden bei Zimmertemperatur (21 °C) aufgetaut. HPLC-Gewindeflaschen 

wurden mit je 0,5 ml des Eluats und 0,5 ml der DEP-Standardlösung mit Hilfe einer 

Eppendorf-Pipette (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) befüllt. Zum Nachweis von 

BPA wurde nur das reine Eluat ohne internen Standard verwendet. 
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2.4.4 Analyse 

Kalibrier- und Messlösungen wurden gemeinsam mittels HPLC-UV/Vis-MS analysiert. Jede 

Messung erfolgte doppelt. 

2.4.4.1 Chromatographische Einstellungen 

Die Probenaufgabe der Mess- und Kalibrierlösungen zur HPLC-UV/Vis-MS-Analyse 

erfolgte automatisiert mittels Autosampler (Accela Autosampler, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA). Die Einstellungen der HPLC können Tabelle 7 entnommen werden.  

Tabelle 7: HPLC-Parameter 

Parameter Einstellungen 
Trennsäule Phenomenex Kinetex 100A 150 x 2.1 mm, 5 µm particle size 
Flussrate 200 µl/min 
Injektionsvolumen 10 µl 
Säulentemperatur 25 °C 

Gradientenelution 

A H20 + 0,05 % HCOOH 
B Methanol + 0,05 % HCOOH 
0:00 min 
0:00 – 15:00 min 
15:00 – 22:00 min 

60 % A / 40 % B 
zu 0 % A / 100 % B 
0 % A / 100 % B 

2.4.4.2 Detektoreinstellungen für Messungen im positiven ESI-Modus 

Die UV/Vis-Detektion wurde mit einem Surveyor PDA Plus Detector (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA) durchgeführt. Die Einstellungen sind in Tabelle 8 aufgeführt. 

Tabelle 8: PDA-Einstellungen im positiven ESI-Modus 

Parameter Einstellungen 
Laufzeit 22 min 
Scan-Bereich 200 – 600 nm (BisGMA, TEGDMA, UDMA); 270 – 280 nm (BPA) 
Scanrate 1 nm 
Bandbreite 5 Hz 

Zur massenspektrometrischen Untersuchung wurde ein Ionenfallen-Massenspektrometer 

mit zentraler, spindelförmiger Elektrode (LTQ Orbitrap XL, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, USA) verwendet. Die Analyse erfolgte im Fullscan-Modus. Die massen-

spektrometrischen Einstellungen können Tabelle 9 entnommen werden. 
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Tabelle 9: MS-Einstellungen im positiven ESI-Modus 

Parameter Einstellungen 
Ion Source Elektrospray-Ionisation (ESI) 
Auflösung 60000 
Scanbereich 100 - 1000 m/z 
Quellenspannung 4.00 kV 
Kapillartemperatur 275 °C 
Kapillarspannung 42 kV 
Fokuslinsenspannung 125 V 
Spraygasflussrate 50 arb 
Hilfsgasflussrate 0 arb 
Laufzeit 22 min 

2.4.4.3 Detektoreinstellungen für Messungen im negativen ESI-Modus 

Messungen zum BPA-Nachweis wurden ergänzend im negativen ESI-Modus und mit 

angepassten PDA- und MS-Einstellungen durchgeführt. Die Einstellungen sind in Tabelle 

10 und 11 aufgeführt. 

Tabelle 10: PDA-Einstellungen im negativen ESI-Modus 

Parameter Einstellungen 
Laufzeit 22 min 
Scan-Bereich 200 – 400 nm 
Scanrate 1 nm 
Bandbreite 5 Hz 

Tabelle 11: MS-Einstellungen im negativen ESI-Modus 

Parameter Einstellungen 
Ion Source Elektrospray-Ionisation (ESI) 
Auflösung 60000 
Scanbereich 225 – 500 m/z 
Quellenspannung 5.00 kV 
Kapillartemperatur 275 °C 
Kapillarspannung -46 V 
Fokuslinsenspannung -178 V 
Spraygasflussrate 50 arb 
Hilfsgasflussrate  0 arb 
Laufzeit 22 min 

2.4.5 Qualitative und Quantitative Auswertung 

Die Analyten wurden in den Messlösungen anhand der spezifischen Retentionszeit, des 

Absorptionsverhalten und der exakten molaren Masse identifiziert. Hierzu wurden 

Referenzpeaks durch die Analyse von Kalibrierlösungen zusammen mit dem internen 

Standard DEP erhoben. Die Referenzpeaks von BPA wurden ohne internen Standard 

erstellt. Die Zuordnung von probeninternen Peaks zu den Referenzpeaks erlaubte die 

Identifikation der Analyten. 
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Bei quantitativen Untersuchungen unter Verwendung eines internen Standards wurde 

zunächst der Kalibrierfaktor bestimmt. Dieser entspricht dem Quotienten des Standard-

Konzentrationsverhältnisses und des Standard-Signalverhältnisses. Im Anschluss wurde für 

jede Messlösung die Fläche unterhalb des Peaks (Analyt und interner Standard) berechnet 

und das Verhältnis zueinander als Proben-Signalverhältnis definiert. Aus dem Produkt des 

Proben-Signalverhältnisses und des Kalibrierfaktors erfolgte die Berechnung des Proben-

Konzentrationsverhältnisses. Es wurden je Messlösung, auf Grund der Doppelmessungen, 

zwei Proben-Konzentrationsverhältnisse ermittelt. Aus beiden Konzentrationsverhältnissen 

wurde der Mittelwert bestimmt und für die nachfolgenden Berechnungen verwendet. Die 

absolute Konzentration wurde aus dem Produkt des mittelwertigen Proben-

Konzentrationsverhältnisses und der bekannten Konzentration des internen Standards 

berechnet. 

Die Kalibrierung zum Nachweis von BPA erfolgte mittels externer Standards. Der 

Kalibierfaktor entsprach hierbei dem Quotienten der bekannten Konzentrationen der 

externen Standards sowie der zugehörigen Peakflächen. Die probeninterne BPA-

Konzentration wurde durch Multiplikation des Kalibrierfaktors und der probeninternen 

Peakfläche ermittelt.  

Der qualitative und quantitative Nachweis erfolgte zunächst anhand der Proben des 

Elutionsmaximums. Dies entsprach den Eluaten nach 24-stündiger Inkubation. Bei einem 

positiven Nachweis wurden die Eluate weiterer Inkubationsperioden hinsichtlich der 

jeweiligen Substanz untersucht.  

Zum Ausschluss falsch-positiver Ergebnisse erfolgte eine Kontrolluntersuchung der Proben 

mit positivem BPA-Nachweis. Hierzu wurde das probeninterne BPA derivatisiert und die 

Eluate unter Einsatz einer hoch-sensitiven HPLC-MS/MS analysiert. Als interner Standard 

wurde Isotopen-markiertes BPA (d16BPA) verwendet. 

2.5 Kontrolluntersuchung mittels HPLC-MS/MS 

Die Kontrolluntersuchung wurde in der Abteilung Molekulare Phytopathologie und 

Mykotoxinforschung des Departments für Nutzpflanzenwissenschaften für Organische und 

Biomolekulare Chemie der Universität Göttingen unter der Leitung und Betreuung von 

Herrn Prof. Petr Karlovsky und Dr. Mohammad Alhussein durchgeführt. Die Auswertung 

der Chromatogramme erfolgte ebenfalls unter der Anleitung und Betreuung von Herrn Prof. 

Petr Karlovsky und Dr. Mohammad Alhussein. 
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2.5.1 Referenzsubstanzen und Kalibrierung 

Eine Übersicht der verwendeten Substanzen zur Kalibrierung und Derivatisierung ist in 

Tabelle 12 aufgeführt. 

Tabelle 12: Substanzen zur Derivatisierung und Kalibrierung der HPLC-MS/MS 

Die Kalibrierung wurde für reines BPA und für derivatisiertes BPA sowie für die Isotopen-

markierten Varianten durchgeführt. Die Herstellung der Kalibrierlösungen wurde analog zu 

dem Vorgehen der Hauptuntersuchung durchgeführt (siehe 2.4.1). Die Kalibrierkurve für 

BPA bestand aus 10 Konzentrationen von 39 bis 20000 ng/ml, während die Kalibrierkurve 

für derivatisiertes BPA 16 Konzentrationen von 0,005 bis 156 ng/ml umfasste. Die Analyse 

der Kalibrierstandards erfolgte unter Versuchsbedingungen zusammen mit den 

Messlösungen (siehe 2.5.4).  

2.5.2 BPA-Derivatisierung und Herstellung der Kalibrier- und Messlösungen 

Die BPA-Derivatisierung wurde, wie von Regueiro et al. (2015) beschrieben, mit Pyridin-3-

Sulfonylchlorid durchgeführt. Abbildung 6 bildet die Reaktionsgleichung ab. Jeweils 1,5 ml 

einer Lösung (Kalibrierlösungen bzw. Eluat) wurden in ein HPLC-Glasgefäß pipettiert. Die 

Proben wurden mit einem Speed-Vakuum-Konzentrator RVC 2-25 CD plus (Christ, 

Osterode am Harz, Deutschland) bei 37°C getrocknet. Die getrockneten Proben wurden mit 

200 µl Natriumcarbonatpuffer (50 mmol/L, pH 9,8) in Lösung gebracht. Nach Zugabe von 

200 µl einer Pyridin-3-Sulfonylchloridhydrochlorid Lösung in Acetonitril (1 mg/L) erfolgte 

die Durchmischung im Laborschüttler für 10 Sekunden. Die Proben wurden für 15 Minuten 

in einem Blockthermostat bei 70 °C platziert. Durch das Hinzufügen von 100 µl 

Name Abkürzung Hersteller 
Molare Masse 

[g/mol] 
CAS-Nr. Reinheit 

Bisphenol A BPA 
Sigma Aldrich Chemie 

GmbH, München, 
Deutschland 

228,29 80-05-7 ≥99 % 

Bisphenol A-d16 d16BPA 
Sigma Aldrich Chemie 

GmbH, München, 
Deutschland 

244,38 96210-87-6 98 atom % 
D 

Pyridin-3-
sulfonylchlorid 

PSC 
Sigma Aldrich Chemie 

GmbH, München, 
Deutschland 

177,61 16133-25-8 ≥98.0% 

Natrium- 
carbonat 

- 
Carl Roth GmbH, 

Karlsruhe, 
Deutschland 

105,99 497-19-8 ≥99,5 % 

Ameisensäure - 
Carlo Erba Reagents, 

Val-de-Reuil, 
Frankreich 

46,03 64-18-6 99% 
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Ameisensäure (1 mol/L) und der Kühlung auf Eis wurde die Reaktion gestoppt. Vor der 

Analyse wurde das Reaktionsgemisch mit einem 20 µm Zellstoff-Spritzen-Filter filtriert.  

 

Abbildung 6: Reaktionsschema der Derivatisierung von BPA mit Pyridin-3-sulfonylchlorid (PSC) 

2.5.3 Bestimmung der Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen 

Das LOD und LOQ wurden für BPA und derivatisiertes BPA auf Basis der 

Standardabweichung der Leerproben berechnet. Die Berechnungsgrundlage ist in Abbildung 

7 dargestellt. 

𝐿𝑂𝐷 = 3,9 ∗
𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑎𝑏𝑤𝑒𝑖𝑐ℎ𝑢𝑛𝑔 𝑑𝑒𝑟 𝐿𝑒𝑒𝑟𝑝𝑟𝑜𝑏𝑒𝑛𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙𝑠𝑡ä𝑟𝑘𝑒

𝑆𝑡𝑒𝑖𝑔𝑢𝑛𝑔 𝑑𝑒𝑟 𝐾𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑖𝑒𝑟𝑘𝑢𝑟𝑣𝑒  

𝐿𝑂𝑄 = 3,3 ∗ 𝐿𝑂𝐷 

Abbildung 7: Berechnung der Nachweis- und Quantifizierungsgrenze nach Wenzl et al. (2016) 

2.5.4 Analyse 

Nicht derivatisiertes BPA bzw. d16BPA wurde im negativen ESI-Modus nachgewiesen. Die 

Analyse der derivatisierten Varianten erfolgte im positiven ESI-Modus. 

2.5.4.1 Chromatographische Einstellungen 

Die chromatographische Trennung erfolgte mit einem Agilent 1290 Infinity II HPLC System 

(Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland). Die Einstellungen der HPLC können 

Tabelle 13 entnommen werden. 
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Tabelle 13: HPLC-Parameter der Nachuntersuchung 

Parameter Einstellungen 
Trennsäule Zorbax Eclipse Plus C18 column, 50 x 2.1 mm, 1.8 µm particle size 
Flussrate 200 µl/min 
Injektionsvolumen 10 µl 
Säulentemperatur 40 °C 

Gradientenelution 

A H20 + 0,1 % HCOOH 
B Methanol + 0,1 % HCOOH 
0:00 – 6:00 min 
6:00 – 10:00 min 
10:30 – 14:00 

70 % A / 30 % B 
2 % A / 98 % B 
70 % A / 30 % B 

2.5.4.2 Massenspektrometrische Detektion 

Als massenspektrometrischer Detektor wurde ein Agilent 6460 triple quadrupole (Agilent 

Technologies, Waldbronn, Deutschland) eingesetzt. Tabelle 14 führt die gewählten 

Einstellungen auf. Die Quantifizierung erfolgte im MRM-Modus (Multiple reaction monitoring). 

Die Erfassungsparameter samt der Massenübergänge sind in Tabelle 15 beschrieben. 

Tabelle 14: Einstellungen der Tandemmassenspektrometrie 

Parameter Einstellungen 
Ionenquelle Elektrospray-Ionisation (ESI) 
Nebulizer-Gas-Druck 60 psi 
Kapillarspannung 4 V 
Inertes Gas Stickstoff, Temperatur: 350 °C, Flussrate 13 L/min 
Beschleunigerspannung 4 V 
Massenanalysator Quadrupol 

Tabelle 15: Erfassungsparameter und Massenübergänge von BPA und seinen Derivaten 

Substanz 
ESI-

Modus 
Vorläuferion 

[m/z] 
Produktion 

[m/z] 
Kollisions-
energie [V] 

Fragmentorspannung 
[V] 

BPA Negativ 227 212 28 110 133 28 

d16BPA Negativ 241 223 15 115 141 30 

BPA-
diPS 

Positiv 511 
354 35 

163 290 35 
276 30 

d16BPA-
diPS 

Positiv 525 
365 35 

170 301 40 
286 30 

2.6 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung, einschließlich der grafischen Aufbereitung, erfolgte mit Hilfe 

von Microsoft Excel für den Mac in der Version 16.39 (Microsoft Corporation, Redmond, 

USA) und R in der Version 3.6.1 (R Development Core Team, The R Foundation for 

Statistical Computing, GNU, General Public License 2019, Wien, Österreich). Mit Hilfe 
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statistischer Tests sollten signifikante Unterschiede zwischen den Kunststoffen zum 

Zeitpunkt des Elutionsmaximums ermittelt werden. Die untersuchten Gruppen sind 

unverbunden. Zur Anwendung des korrekten Testverfahrens wurde einer etablierten 

Auswertungsmethodik gefolgt. Die Verfahrensweise ist in Abbildung 8 dargestellt. Zunächst 

erfolgte ein Shapiro-Wilk-Test zur Überprüfung der Normalverteilung und ein Levene-Test 

zur Prüfung auf Varianzhomogenität. Bei bestehender Normalverteilung sowie 

Varianzhomogenität wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (einfaktorielle ANOVA, von 

analysis of variance) durchgeführt. Bei signifikanten Unterschieden wurden gruppenspezifische 

Unterschiede mittels Post-Hoc-Analyse im Testverfahren nach Tukey ermittelt. Bei 

Abweichungen von der Normalverteilung oder der Varianzhomogenität wurde ein Kruskal-

Wallis-Test durchgeführt. Im Falle von signifikanten Unterschieden erfolgte ein paarweiser 

Gruppenvergleich mit Hilfe des Post-Hoc-Tests nach Dunn-Bonferroni. Das allgemeine 

Signifikanzniveau wurde auf 5 % (α = 0,05) festgelegt. 

 

Abbildung 8: Flussdiagramm zum statistischen Auswertungsalgorithmus 
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3 Ergebnisse 

3.1 Methodische Ergebnisse  

3.1.1 Qualitativer Nachweis und Nachweisgrenzen 

3.1.1.1 Referenzpeaks 

Der qualitative Nachweis erfolgte anhand der Retentionszeit und der exakten 

Quasimolekülionenmassen von Referenzpeaks. Diese wurden für BisGMA, TEGDMA und 

UDMA erfolgreich zusammen mit dem internen Standard DEP erhoben. Die Referenzpeaks 

sind in den Abbildungen 9 – 11 aufgeführt. Abbildung 9 stellt die Überlagerung des 

TEGDMA und des DEP-Peaks im Chromatogramm, jedoch mit klarer Auftrennung in der 

relativen Häufigkeit (relative abundance) der m/z-Verhältnisse, dar. Abbildung 10 zeigt bereits 

eine Auftrennung von UDMA und DEP nach Retentionszeit, wodurch eine sichere 

Peakidentifikation möglich ist. Im Chromatogramm der Eichmessung von BisGMA ist ein 

eindeutiger Peak in der relativen Häufigkeit sichtbar (Abbildung 11). Abbildung 12 

präsentiert exemplarisch das Massen- und UV-Spektrum des externen BPA-Standards mit 

einer Konzentration von 10 µg/ml. Die Abbildung verdeutlicht, dass die empfindliche 

Detektion nur im UV-Spektrum und nicht im Massenspektrum möglich war. Deswegen 

erfolgte der BPA-Nachweis mittels UV/Vis-Detektion. Eluate, in denen BPA mit dieser 

Methode nachweisbar war, wurden mit Hilfe einer hochauflösenden Tandem-

Massenspektrometrie und der Derivatisierung des probeninternen BPA im Sinne einer 

Validierung nachuntersucht. Abbildung 13 zeigt die eindeutige Peakidentifikation des 

derivatisierten BPA einschließlich der Massenübergänge. 
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Abbildung 9: HPLC-MS-Messung einer TEGDMA/DEP-Kalibrierlösung (10 µg/ml). Im 

Chromatogramm (oben) sind die Peaks von TEGDMA und dem internen Standard überlagert. In 

Extracted-Ion-Chromatogrammen der spezifischen Massen ist eine eindeutige Peakidentifikation 

von TEGDMA (mittig) und dem internen Standards DEP (unten) möglich. 
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Abbildung 10: HPLC-MS-Messung einer UDMA/DEP-Kalibrierlösung (10 µg/ml). Sowohl im 

Chromatogramm (oben) sowie in den Extracted-Ion-Chromatogrammen der spezifischen Massen 

(mittig: UDMA; unten: DEP) ist eine eindeutige Peakidentifikation möglich. 
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Abbildung 11: HPLC-MS-Messung einer BisGMA/DEP-Standardlösung (0,5 µg/ml). Das 

Chromatogramm ist oben, das Extrated-Ion-Chromatogramm von BisGMA mittig und das des 

internen Standards DEP unten aufgeführt, eine eindeutige Peakauftrennung ist dargestellt. 

 

Abbildung 12: HPLC-UV-MS-Messung der BPA-Standardlösung (10 µg/ml). Das HPLC-MS-

Chromatogramm ist oben und das HPLC-UV-Chromatogramm unten aufgeführt. Im Base-Peak-

Chromatogramm war keine Detektion möglich. Daher erfolgte die Identifikation mittels UV-

Chromatogramm. 
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Abbildung 13: HPLC-MS/MS-Chromatogramm einer BPA-Standardlösung (0,0003 µg/ml). Die 

untersuchten Massenübergänge sind von oben nach unten abgebildet. 

3.1.1.2 Ermittlung der Nachweisgrenzen 

Die Nachweisgrenze für TEGDMA und UDMA lag bei einer Konzentration von 

0,05 µg/ml. Abbildung 14 und 15 zeigen die zugehörigen Referenzpeaks. Die niedrigste 

nachweisbare BisGMA-Konzentration lag bei 0,5 µg/ml. In geringeren Konzentrationen war 

kein Nachweis möglich. Abbildung 11 präsentiert den zugehörigen BisGMA-Referenzpeak. 

Die niedrigste gemessene BPA-Konzentration und somit die Nachweisgrenze lag bei 

0,5 µg/ml. Zum Ausschluss falsch-positiver BPA-Messungen erfolgte eine HPLC-MS/MS-

Analyse mit vorheriger Derivatisierung des probeninternen BPA. Das LOD für 

derivatisiertes BPA lag bei 0,009 ng/ml.  
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Abbildung 14: Experimentelle Bestimmung des LOD für TEGDMA (0,05 µg/ml). Das 

Chromatogramm (oben) zeigt keinen eindeutig aufgelösten TEGDMA-Peak. In den Extracted-Ion-

Chromatogrammen (mittig: TEGDMA; unten: DEP) war eine eindeutige Identifikation möglich. 
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Abbildung 15: Experimentelle Bestimmung des LOD für UDMA (0,05 µg/ml). Das Chromatogramm 

(oben) zeigt keinen eindeutigen UDMA-Peak. In den Extracted-Ion-Chromatogrammen der 

entsprechenden Massen (mittig: UDMA; unten: DEP) ist eine eindeutige Identifikation möglich.  

3.1.2 Quantitative Analyse und Quantifizierungsgrenzen 

Zum Nachweis von TEGDMA und UDMA wurde eine Fünfpunkt-Kalibrierung mit DEP 

als internem Standard und zum Nachweis von BPA eine externe Vierpunkt-Kalibrierung 

durchgeführt. Auf Grund der hohen Anzahl an Proben, die auf TEGDMA und UDMA 

untersucht wurden, erfolgte die Analyse zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten (03.07.2019 

und 04.12.2019). Zur Gewährleistung reliabler Messungen wurde vor beiden Analysen eine 

Kalibrierung durchgeführt. Die Kalibriergeraden samt Kalibrierfunktion, Residuenplot und 

Determinationskoeffizienten (r2) sind in den Abbildungen 16 – 20 aufgeführt. Keiner der 

Residuenplots zeigt Anzeichen non-linearer Effekte und die zugehörigen 

Determinationskoeffizienten (r2) lagen oberhalb von 0,95. Damit wurden alle Kriterien für 

eine lineare Kalibrierung erfüllt. Als Quantifizierungsgrenze wurde jeweils die niedrigste 

Konzentration der Kalibrierstandards angenommen. Daher lag das LOQ aller 

quantifizierbaren Substanzen bei 0,5 µg/ml. Das LOQ für BPA in der Kontrolluntersuchung 

lag für derivatisiertes BPA bei 0,03 ng/ml. Die zugehörige Kalibrierkurve ist in Abbildung 

21 dargestellt. 
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Abbildung 16: TEGDMA/DEP-Kalibierkurve vom 03.07.2019 

 

Abbildung 17: TEGDMA/DEP-Kalibierkurve vom 04.12.2019 
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Abbildung 18: UDMA/DEP-Kalibierkurve vom 03.07.2019 

 

Abbildung 19: UDMA/DEP-Kalibierkurve vom 04.12.2019 
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Abbildung 20: BPA-Kalibierkurve vom 28.04.2020 

 

 

Abbildung 21: Kalibrierkurve von derivatisiertem BPA nach HPLC-MS/MS-Messung 
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mindestens zu einem Inkubationszeitpunkt ein positiver UDMA- und/oder TEGDMA-

Nachweis erbracht werden. Zum Zeitpunkt des Elutionsmaximums (24h) lag bei allen 
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Materialien die Menge an freigesetztem BisGMA unterhalb des LOD und war somit nicht 

nachweisbar. In den Eluaten der BPA-freien Materialien Visalys Temp und ExperTemp 

wurde nach 24-stündiger Inkubation mittels UV/Vis-Detektion BPA nachgewiesen. Die 

Ergebnisse dieser Proben wurden durch erneute Analyse mittels HPLC-MS/MS dem 

Validierungsprozess zugeführt und konnten nicht bestätigt werden (siehe 3.2.2). In den 

Eluaten der beiden konventionellen Materialien war kein Nachweis möglich. Die Ergebnisse 

der qualitativen und quantitativen Auswertung sind in Tabelle 16 aufgeführt. 

 

Abbildung 22: Massenspektrum einer Visalys-Temp-Probe nach 24-stündiger Inkubation. Oben das 

Chromatogramm und anschließend von oben nach unten jeweils die Extracted-Ion-

Chromatogramme von TEGDMA, UDMA und dem internen Standard DEP. 
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Abbildung 23: HPLC-UV-MS-Messung einer Visalys-Temp-Probe nach 24-stündiger Inkubation 

(oben HPLC-MS-Chromatogramm [Base Peak], unten HPLC-UV-Chromatogramm).  

3.2.2 Kontrolluntersuchungen zur BPA-Validierung 

In der Kontrolluntersuchung mittels HPLC-MS/MS und der Derivatisierung von 

probeninternem BPA unter Einsatz von d16BPA als internem Standard waren die 

gemessenen BPA-Konzentrationen in den Proben von ExperTemp und Visalys Temp nicht 

reproduzierbar und lagen unterhalb des LOQ, jedoch oberhalb des LOD. Das Signal war 

material- und probenübergreifend von gleicher Intensität. 

3.2.3 Quantifizierung der freigesetzten Substanzen 

Eine Übersicht der freigesetzten Monomere aus den untersuchten Materialien ist in Tabelle 

16 aufgeführt. Substanzen, die in Konzentrationen unterhalb des LOD vorlagen, waren nicht 

nachweisbar und wurden dementsprechend gekennzeichnet. Die Konzentrationen 

nachweisbarer, jedoch nicht quantifizierbarer Substanzen, wurden entsprechend als geringer 

als das LOQ gekennzeichnet. Mittels UV/Vis wurden in den Eluaten von ExperTemp 
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3,1 ± 0,18 µg/ml und in den Eluaten von Visalys Temp 1,6 ± 0,22 µg/ml BPA 

nachgewiesen. Diese Ergebnisse waren mit Hilfe einer Tandem-Massenspektrometrie weder 

reproduzierbar noch quantifizierbar. Daher wurden die hohen BPA-Konzentrationen der 

HPLC-UV-Analyse als falsch-positiv bewertet. 

Tabelle 16: Freigesetzte mittelwertige Monomerkonzentrationen mit den zugehörigen 

Standardabweichungen; LOD UDMA und TEGDMA: 0,05 µg/ml; LOD BisGMA, LODUV/Vis BPA: 

0,5 µg/ml; LOQUV/Vis-MS: 0,5 µg/ml; LOQMS/MS: 0,00003 µg/ml 

Material Inkubationszeit 
BisGMA 
[µg/ml] 

BPA 
[µg/ml] 

TEGDMA 
[µg/ml] 

UDMA 
[µg/ml] 

ExperTemp 

1 Stunde - - <LOD 6,23 ± 0,75 

12 Stunden - - <LOD 6,74 ± 1,43 

24 Stunden <LOD <LOQMS/MS  <LOQUV/VIS-MS 8,31 ± 1,64 

7 Tage - - <LOD 5,46 ± 0,71 

Luxatemp 
Automix 

Plus 

1 Stunde - - <LOQUV/VIS-MS <LOD 

12 Stunden - - 1,34 ± 0,38 1,24 ± 0,36 

24 Stunden <LOD <LODUV/VIS 1,03 ± 0,06 0,95 ± 0,08 

7 Tage - - 0,94 ± 0,15 1,08 ± 0,26 

Protemp 4 

1 Stunde - - <LOD <LOD 

12 Stunden - - <LOD <LOD 

24 Stunden <LOD <LODUV/VIS <LOQUV/VIS-MS <LOD 

7 Tage - - <LOD <LOD 

Visalys 
Temp 

1 Stunde - - <LOD 1,18 ± 0,38 

12 Stunden - - <LOD 3,35 ± 1,15 

24 Stunden <LOD <LOQMS/MS <LOD 3,45 ± 1,08 

7 Tage - - <LOD 4,11 ± 0,47 

3.3 Ergebnisse der statistischen Auswertung 

Mit Hilfe der statistischen Auswertung wurde überprüft, ob signifikante Unterschiede 

hinsichtlich der Monomerfreisetzung zwischen den untersuchten Materialen bestehen. 

Hierzu wurden die Eluate aller Proben zum Zeitpunkt des Elutionsmaximums (24-stündige 

Inkubation) verglichen. Da TEGDMA nur in den Eluaten von Luxatemp Automix Plus 

quantifizierbar war und BisGMA sowie BPA nicht nachweisbar bzw. quantifizierbar waren, 

erfolgte der statistische Gruppenvergleich lediglich hinsichtlich der UDMA-Freisetzung. 

Hierzu wurden aufeinander aufbauende Prüfmethoden durchgeführt (siehe Abbildung 8). 
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3.3.1 Shapiro-Wilk-Test 

Es wurde die Nullhypothese (H0), dass in allen Gruppen eine Normalverteilung vorliegt, 

angenommen, da in keiner der untersuchten Gruppen signifikante Ergebnisse vorlagen. In 

Tabelle 17 sind die Mittelwerte, Standardabweichungen und p-Werte des Shapiro-Wilk-Tests 

aufgeführt.  

Tabelle 17: Ergebnisse des Shapiro-Wilk-Tests sowie zugehörige Mittelwerte (MW) und 

Standardabweichungen (SD); n = 5 

Substanz Gruppe 
MW 

[µg/ml] 
SD p-Wert 

UDMA 

ExperTemp, 24h Inkubation 8,31 1,63 0,313 

Luxatemp Automix Plus, 24h Inkubation 0,95 0,08 0,06321 

Visalys Temp, 24h Inkubation 3,45 1,08 0,163 

3.3.2 Levene-Test 

Zur Überprüfung der Varianzhomogenität erfolgte ein Levene-Test. Da der F-Wert des 

Levene-Tests größer als eins war, lagen Unterschiede der Stichprobenvarianzen vor. Dieser 

Unterschied war nicht signifikant. Daher wurde die Nullhypothese (H0), dass homogene 

Varianzen vorliegen, angenommen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 18 aufgeführt.  

Tabelle 18: Ergebnisse des Levene-Tests 

Gruppe Zähler-Freiheitsgrade Nenner-Freiheitsgrade F-Wert p-Wert 

UDMA 2 12 1,7295 0,22 

3.3.3 Einfaktorielle ANOVA 

Auf Grundlage der Ergebnisse der vorherigen statistischen Tests wurde eine einfaktorielle 

ANOVA durchgeführt. Die Daten wurden mit Hilfe eines Box-Plots visualisiert (Abbildung 

24). Die einfaktorielle ANOVA ergab statistisch hochsignifikante Unterschiede zwischen 

den Materialien hinsichtlich der UDMA-Freisetzung (p < 0,001). 
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Abbildung 24: Box-Plot zur Freisetzung von UDMA aus den untersuchten Provisorienkunststoffen 

nach 24-stündiger Inkubation. Exp: ExperTemp, Lux: Luxatemp Automix Plus, Pro: Protemp 4; Vis: 

Visalys Temp; *BPA-frei, UDMA-Konzentrationen in den Eluaten von Protemp 4 lagen unterhalb des 

LOD und sind deswegen nicht aufgeführt. 

3.3.4 Post-Hoc-Test nach Tukey 

Mit Hilfe des Post-hoc-Test nach Tukey wurden signifikante Gruppenunterschiede im 

paarweisen Vergleich ermittelt. Da die UDMA-Konzentrationen in den Protemp-4-Eluaten 

unterhalb des LOD (0,05 µg/ml) lagen und somit kein Nachweis möglich war, wurde für die 

weitere Statistik angenommen, dass kein UDMA freigesetzt wurde. Die Ergebnisse des 

Tukey-Tests sind in Tabelle 19 aufgeführt. Die UDMA-Freisetzung in der ExperTemp-

Gruppe war im Vergleich zu allen anderen Materialien signifikant erhöht. Visalys Temp 

eluierte signifikant mehr UDMA als Protemp 4 und Luxatemp Automix Plus, wobei der 

Unterschied zwischen diesen nicht signifikant war. Zusammenfassend war die UDMA-

Freisetzung der BPA-freien Materialien gegenüber den konventionellen 

Provisorienkunststoffen signifikant erhöht. 

 

 

Tristan Hampe
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Tabelle 19: Ergebnisse des Post-Hoc-Tests nach Tukey hinsichtlich der UDMA-Freisetzung; 

Signifikante p-Werte (<0,05) wurden markiert. 

Gruppenvergleich 
Differenz zwischen den 

Mittelwerten 
p-Wert 

Luxatemp Automix Plus - ExperTemp -7,366 <0,001 

Protemp - Expertemp -8,314 <0,001 

Visalys Temp - Expertemp -4,868 <0,001 

Protemp – Luxatemp Automix Plus -0,948 0,44 

Visalys Temp – Luxatemp Automix Plus 2,498 0,005 

Visalys Temp – Protemp 3,446 <0,001 
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4 Diskussion 

4.1 Diskussion der Methodik 

4.1.1 Konzept 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Monomer- und BPA-Freisetzung aus konventionellen 

und BPA-freien Provisorienkunststoffen gemessen und die untersuchten Materialen 

untereinander verglichen. Das Ziel war die Erhebung studienübergreifend vergleichbarer 

Daten, die in Bezug zur klinischen Situation gesetzt werden können. In der Literatur wurden 

bereits zahlreiche Studiendesigns zur Untersuchung der BPA- und Monomerfreisetzung 

beschrieben, wobei In-vitro-Untersuchungen die Mehrzahl darstellen (Kloukos et al. 2013; 

Van Landuyt et al. 2011). Das Ziel von In-vitro-Untersuchungen ist die möglichst exakte 

Simulation der intraoralen Situation (Schmalz 1998b). Daher sollten die gemessenen 

Monomerkonzentrationen den zu erwartenden In-vivo-Konzentrationen entsprechen. Die 

wesentlichen Schwierigkeiten bei der Durchführung sind hierbei die Berücksichtigung aller 

relevanten biologischen Reaktionen und eine studienübergreifende Standardisierung, sodass 

vergleichbare Daten an unterschiedlichen Standorten erhoben werden können (Hanks et al. 

1996). Andererseits können bei In-vivo-Studien zahlreiche Faktoren, wie die 

Restaurationsgröße, das Extraktionsverhältnis oder Behandlerunterschiede nicht 

standardisiert werden, sodass diese Studien durch große Streubreiten der Messdaten limitiert 

werden (Michelsen et al. 2012). Daher werden im Rahmen von Biokompatibilitätstests 

zunächst standardisierte In-vitro-Studien durchgeführt und deren Ergebnisse mit Hilfe von 

In-vivo-Folgestudien validiert (Anderson 2016). Aktuelle In-vitro-Studien zur Freisetzung von 

Kompositbestandteilen weisen jedoch ein sehr heterogenes Studiendesign auf, wodurch die 

metaanalytische Auswertung der freigesetzten Konzentrationen und der Bezug zur 

klinischen Situation erschwert wird (Van Landuyt et al. 2011). Deswegen sollte im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit ein Versuchsaufbau etabliert werden, der standardisierte, 

metaanalytisch-auswertbare Ergebnisse und den Bezug zu gewöhnlichen 

Restaurationsgrößen ermöglicht. Im Folgenden werden die einzelnen Abschnitte des 

Studiendesigns diskutiert. 

4.1.2 Probekörper 

In den meisten Studien werden zylindrische Probekörper unterschiedlicher Größe verwendet 

(Małkiewicz et al. 2014; Manojlovic et al. 2011; Moharamzadeh et al. 2007; Sideridou und 
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Achilias 2005). Allerdings beeinflusst das Extraktionsverhältnis, das dem Verhältnis der 

Probekörperoberfläche zur Menge des Extraktionsmediums entspricht, die Menge 

freigesetzter Substanzen aus der Polymermatrix maßgeblich (Pelka et al. 1999; Polydorou et 

al. 2012; Van Landuyt et al. 2011). Häufig wird dieses Extraktionsverhältnis in Studien nicht 

klar beschrieben, sodass die Interpretation der Studienergebnisse erschwert wird (Van 

Landuyt et al. 2011). Zur Standardisierung des Extraktionsverhältnisses empfehlen 

zahlreiche Autoren und die ISO Norm 4049 (Zahnheilkunde – Polymerbasierende 

Restaurationswerkstoffe) die Anwendung der ISO Norm 10993-12 (Alshali et al. 2015; 

Becher et al. 2018; Hope et al. 2016; ISO 2019; B Müller et al. 2003; Schmalz 1998b). Die 

ISO Norm 10993-12 formuliert die Anforderungen an die Probekörperherstellung und 

Referenzmaterialien zur Biokompatibilitätstestung medizinischer Produkte. Diese gibt 

exakte Extraktionsverhältnisse vor und empfiehlt die Verwendung gleichmäßig geformter 

Probekörper (ISO 2012). Eine Übersicht der empfohlenen Extraktionsverhältnisse ist in 

Tabelle 20 aufgeführt. Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden die Vorgaben der ISO 

Norm 10993-12 berücksichtigt. Dies ermöglicht den Vergleich mit anderen Studien und den 

Bezug zu gewöhnlichen Restaurationsgrößen. 

Tabelle 20: Empfohlene Extraktionsverhältnisse laut ISO Norm 10993-12 (ISO 2012) 

Wie bereits unter 1.2.3 beschrieben, führt die Entfernung der Sauerstoffinhibitionsschicht 

zur reduzierten Monomerfreisetzung und sollte im klinischen Alltag durchgeführt werden. 

Dieses Vorgehen sollte auch bei In-vitro-Studien berücksichtigt werden. Dennoch wird in 

vielen Studien die Sauerstoffinhibitionsschicht nicht oder nur ineffektiv entfernt (Becher et 

al. 2018; Deviot et al. 2018; Ferracane 1994; Małkiewicz et al. 2014; Małkiewicz et al. 2015). 

Die Hersteller der untersuchten Materialien empfehlen hierzu eine nicht weiter präzisierte 

Reinigung in Alkohol. Zur Standardisierung wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine 

20-sekündige Reinigung in Alkohol mit anschließender Entfernung der Überreste mit Wasser 

durchgeführt. Die vorgenommene zeitliche Standardisierung ist nicht unüblich und wurde 

bereits in anderen Studien durchgeführt (Bijelic-Donova et al. 2015; Finger et al. 1996; Frese 

et al. 2014; Wolff et al. 2016). Jedoch ist mittlerweile bekannt, dass die Entfernung der 

Sauerstoffinhibitionsschicht mit Hilfe von Alkohol häufig unvollständig ist und stark von 

der Dauer und einer zusätzlichen mechanischer Reinigung abhängig ist (Bijelic-Donova et al. 

Probekörperdicke [mm] Extraktionsverhältnis ± 10% 

≤0.5 6 cm2/ml 

>0.5 3 cm2/ml 

Unregelmäßig-geformte Probekörper 0.1 – 0.2 g/ml, 6 cm2/ml 
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2015; Rueggeberg et al. 1999). In den Gebrauchsanweisungen der untersuchten Materialien 

ist weder eine mechanische Reinigung gefordert noch ist die Dauer der chemischen 

Reinigung angegeben. Daher dürfte das behandlerspezifische Vorgehen im klinischen Alltag 

sehr heterogen sein. 

In der vorliegenden Studie wurden die internationalen Vorgaben zur Probekörperherstellung 

sowie die Vorgaben der Hersteller eingehalten. Im Kontrast zu anderen Studien erlaubt 

dieses Vorgehen eine spätere metaanalytische Auswertung und den Vergleich zu 

gewöhnlichen Restaurationsgrößen. 

4.1.3 Inkubationsparameter 

4.1.3.1 Allgemeine Inkubationsbedingungen 

Die Menge freigesetzter Kompositbestandteile hängt stark von den gewählten 

Inkubationsparametern wie Inkubationszeit, Puffersystem, Extraktionsmedium, 

Sättigungsgrad und pH-Wert der Lösung ab (Gregson et al. 2008; Michelsen et al. 2007; Pelka 

et al. 1999). Extreme Temperaturen und/oder pH-Verhältnisse begünstigen die 

Monomerfreisetzung und Degradation von Kompositen (Olea et al. 1996; Örtengren et al. 

2004; Pulgar et al. 2000). Zur Erhebung klinisch-relevanter Daten sollten daher In-vivo-

Bedingungen, wie eine Inkubationstemperatur von 37°C, berücksichtigt werden (Van 

Landuyt et al. 2011). Selbst in aktuellen Studien werden In-vivo-Bedingungen, wie die 

Inkubationstemperatur oder die Bewegung des Speichelflusses, nur unzureichend simuliert 

(Cebe et al. 2015; Gul et al. 2019; Mourouzis et al. 2020; Tuna et al. 2010). Die Ergebnisse 

dieser Studien sind somit nicht vollständig auf den klinischen Alltag übertragbar. Weiterhin 

wurden in einigen Studien die Probekörper erst nach einem sogenannten post-irradiation cure, 

einem Intervall von 24 Stunden im Dunkeln, inkubiert (Al-Hiyasat et al. 2005; Hofmann et 

al. 2002; Hope et al. 2016; Małkiewicz et al. 2014; Yap et al. 2004). Dieses Vorgehen führt 

zur Verringerung der Monomerfreisetzung (Tanaka et al. 1991), entspricht jedoch nicht dem 

klinischen workflow und wird nicht für In-vitro-Untersuchungen empfohlen (Ferracane und 

Condon 1990; Hofmann et al. 2002). Aus diesen Gründen erfolgte in der vorliegenden Studie 

die direkte Inkubation unter In-vivo-Konditionen. Da für zukünftige metaanalytische 

Auswertungen eine 24-stündige Inkubationsperiode als Vergleichsintervall empfohlen wird 

(Van Landuyt et al. 2011), wurden alle Monomere nach dieser Dauer analysiert. 
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4.1.3.2 Extraktionsmedium 

Abgesehen von den allgemeinen Inkubationsparametern wird die Monomerfreisetzung bei 

In-vitro-Untersuchungen durch das verwendete Extraktionsmedium beeinflusst (Polydorou et 

al. 2012). In der Literatur wurden verschiedene Extraktionsmedia, wie Wasser, Ethanol-

Wasser-Gemische, Acetonitril, Tetrahydrofuran, Zellkulturmedien, künstlicher Speichel oder 

gespendeter Speichel eingesetzt (Deviot et al. 2018; Inoue und Hayashi 1982; Małkiewicz et 

al. 2014; Moharamzadeh et al. 2007; Sideridou et al. 2007; SH Yang et al. 2011). Bisher ging 

man davon aus, dass die intraoralen Bedingungen zwischen dem wenig aggressiven 

Lösungsmittel Wasser und dem potenteren Lösungsmittel Ethanol liegen (Ferracane 1994). 

Dementsprechend empfiehlt die Food and Drug Administration (FDA) ein 75 Vol.-% 

Ethanol-Wasser-Gemisch für In-vitro-Studien zur Simulation intraoraler Bedingungen 

(Sideridou et al. 2007). Allerdings sind die Löslichkeitsparameter von BisGMA und Ethanol 

nahezu identisch, wodurch ethanolhaltige Lösungen zur maximalen Erweichung von 

Kompositen führen (McKinney und Wu 1985; W Wu und McKinney 1982). Durch die 

Penetration der Polymermatrix wird diese irreversibel geschädigt und es entstehen lösliche 

Einheiten (Polydorou et al. 2007). Deswegen ist es zweifelhaft, ob mit diesem 

Extraktionsmedium klinisch relevante Daten erhoben werden können (Pelka et al. 1999). 

Aktuelle Studien zeigen, dass die Monomerkonzentrationen von TEGDMA, UDMA und 

BisGMA bei Untersuchungen mit Ethanolgemischen im Vergleich zu Wasser und 

künstlichem Speichel signifikant erhöht waren und BPA sogar nur in Ethanolgemischen 

nachweisbar war (Polydorou et al. 2012; Tsitrou et al. 2014; Zhang und Xu 2008). Weiterhin 

ist die Monomerfreisetzung in Ethanolgemischen im Vergleich zu Wasser und künstlichem 

Speichel deutlich prolongiert (Putzeys et al. 2019). Dahingegen sind die freigesetzten 

Monomermengen in Wasser und künstlichem Speichel nahezu identisch (Moharamzadeh et 

al. 2007; Zhang und Xu 2008). In beiden Extraktionsmedia sind jedoch im Vergleich zu 

gespendetem Speichel durch dessen Proteinbindung leicht erhöhte 

Monomerkonzentrationen messbar (Rothmund et al. 2015). Allerdings geht man davon aus, 

dass nur die nicht-gebundene Monomer-Fraktion, ähnlich wie in der Pharmakokinetik von 

Medikamenten, eine systemische und lokale Wirkung hat (Bohnert und Gan 2013; Levy 1976; 

Rothmund et al. 2015). Daher ist die in speichel-nachweisbare, nicht-gebundene Monomer-

Fraktion für die Evaluation der Biokompatibilität von besonderem Interesse. Der Nachweis 

in gespendetem Speichel erfordert allerdings auf Grund der vielen Speichelbestandteile ein 

sehr robustes und erprobtes analytisches Verfahren mit einer hohen Auflösung und bietet 

sich daher nicht immer an (Michelsen et al. 2008; SH Yang et al. 2011). Aus diesem Grund 

wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit HPLC-grade Wasser als Lösungsmittel 
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verwendet, wodurch entgegen früherer Annahmen vermutlich sogar leicht erhöhte 

Konzentrationen an freigesetzten Monomeren gemessen wurden, da die Proteinbindung des 

Speichels nicht berücksichtigt wurde. 

4.1.3.3 Zusätze zur Verhinderung der mikrobiellen Besiedlung 

Der orale Biofilm und kariogene Bakterien, wie Streptococcus mutans, können die 

Biodegradation von Kompositen beschleunigen (Bourbia et al. 2013; Y Li et al. 2014). 

Insbesondere ein dichter Biofilm kann zur fortschreitenden Destruktion der Polymermatrix 

führen (Delaviz et al. 2014). Der Einfluss einer potentiellen mikrobiellen Besiedelung wurde 

in dieser und den meisten anderen Studien jedoch vernachlässigt (De Nys et al. 2018; Deviot 

et al. 2018; Mourouzis et al. 2020; Polydorou et al. 2012; Putzeys et al. 2019; Rothmund et 

al. 2015). Zur Vermeidung der Ausbildung eines atypischen bakteriellen Biofilms wurde in 

zwei In-vitro-Studien neben dem Extraktionsmedium zusätzlich ein Gemisch aus einem 

Antimykotikum mit zwei Antibiotika eingesetzt (Małkiewicz et al. 2014; Małkiewicz et al. 

2015). In Voruntersuchungen zu der vorliegenden Arbeit wurden Proben mit 0,1 ml Gibco 

Antibiotic-Antimycotic 100x (Gibco™; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

versetzt. Hierbei handelt es sich um eine Lösung aus Amphotericin B, Streptomycin und 

Penicillin, die auch in den genannten Studien zum Einsatz kam. Die Chromatogramme dieser 

Proben haben jedoch gezeigt, dass die Bestandteile der Lösung die Peaks relevanter 

Monomere, wie TEGDMA oder UDMA, deutlich überlagern. Abbildung 25 verdeutlicht 

dies exemplarisch an einer ExperTemp-Probe. 
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Abbildung 25: HPLC-MS-Messung einer ExperTemp-Probe (a) zusammen mit Gibco Antibiotic-

Antimycotic 100x und (b) in reinem HPLC-grade Wasser. Die TEGDMA- und UDMA-Peaks sind in 

b) klar aufgetrennt und wurden gekennzeichnet. Es wurden Eluate nach einstündiger Inkubation 

verwendet. 

Die Auftrennung überlappender Peaks erschwert den Nachweis von Substanzen, die in 

geringen Konzentrationen vorliegen, und führt somit zu schlechteren Nachweisgrenzen 

(Statham 2002). Weiterhin können überlappende Peaks zu Matrixeffekten und falsch-positiv 

erhöhten Konzentrationen führen (Hajslova und Zrostlikova 2003). Andererseits weisen 

Alkohole, mit denen die Probekörper und die Probengefäße behandelt wurden, eine 

signifikante antibakterielle Wirkung auf (Dhayanithi et al. 2010; Valle et al. 2016). Zudem 

wird in der Literatur ein Zeitintervall von vier bis sieben Tagen bis zur Etablierung eines 

intraoralen Biofilms beschrieben (Song et al. 2017). Wegen der analytischen Interferenzen 

und der kurzen Inkubationszeiten hat man sich im Rahmen der vorliegenden Studie daher 

gegen den Einsatz von Antibiotika und Antimykotika entschieden. 

4.1.4 Analyse 

4.1.4.1 Trennverfahren 

In der aktuellen Literatur sowie von der FDA werden die HPLC oder GC als 

Separationstechnik empfohlen (Hope et al. 2016; Shelby 2008; Van Landuyt et al. 2011). In 

der vorliegenden Studie hat man sich für die Separation mittels HPLC entschieden, da die 
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Anwendung einer GC verschiedene Nachteile bei der Auftrennung dentaler Monomere 

aufweist. Die meisten dentalen Monomere sind thermolabil und werden zwischen 

178 – 297°C thermolysiert (Bannach et al. 2015). Während der gaschromatographischen 

Auftrennung treten jedoch Temperaturen zwischen 280 – 400°C auf (Durner et al. 2010; 

Manabe et al. 2000; Michelsen et al. 2007). Daher ist bei zahlreichen Monomeren nur der 

Nachweis thermischer Zerfallsprodukte möglich (Geurtsen et al. 1998b, 1999; Michelsen et 

al. 2012; Rogalewicz et al. 2006; Spahl und Budzikiewicz 1994). Zudem kann die Degradation 

von BisGMA die BPA-Freisetzung und der Zerfall von UDMA die HEMA-Freisetzung zur 

Folge haben und somit zu falsch-positiven Messungen führen (Deviot et al. 2018; Michelsen 

et al. 2007; Spahl et al. 1998). Daher sollte die Auftrennung des Eluats mittels GC trotz der 

breiten Anwendung in der Literatur zum Nachweis dentaler Monomere vermieden werden 

(Gul et al. 2016; Spahl und Budzikiewicz 1994).  

4.1.4.2 Detektion 

Ein zuverlässiges Studiendesign zur Detektion dentaler Monomere in Eluaten von 

Kompositen zeichnet sich durch die klare Definition nachgewiesener Substanzen, niedrige 

Nachweisgrenzen und den Ausschluss falsch-positiver Ergebnisse aus. 

4.1.4.2.1 Referenzmaterialien 

Einige Studien verwenden kommerziell erhältliche Referenzmassenspektren aus 

Datenbanken zur Identifizierung unbekannter Stoffe (Lygre et al. 1999; Michelsen et al. 2012; 

Michelsen et al. 2003; Rivier 2003). Allerdings bilden Massenspektren aus Datenbanken nicht 

die experimentellen Bedingungen ab, wodurch die Detektion von Substanzen, die in 

niedrigen Konzentrationen vorliegen, kompromittiert wird (Hernández et al. 2012). 

Dementsprechend fordert die Verordnung 2002/657/EC der Europäischen Kommission 

die Verwendung von Kalibrierlösungen und einem internen Standard, um die qualitative 

Analyse zu validieren (Europäische Kommission 2002). In der vorliegenden Studie wurden 

Kalibrierlösungen von BisGMA, TEGDMA und UDMA zusammen mit dem internen 

Standard DEP analysiert. DEP war als interner Standard zum BPA-Nachweis nicht geeignet. 

Daher wurde in der Hauptuntersuchung zum BPA-Nachweis eine externe Kalibrierung 

angewandt. Im Rahmen der Kontrolluntersuchung wurde d16BPA als interner Standard 

eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurden keine Massenspektren aus Datenbanken 

verwendet und alle quantitativen Untersuchungen wurden mit einem internen Standard 

abgesichert. Lediglich der qualitative Nachweis von BPA in der Hauptuntersuchung konnte 

nicht mit einem internen Standard durchgeführt werden. Der Einsatz sowie die Auswahl des 
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internen Standards werden im Abschnitt 4.1.4.3 genauer diskutiert, da dieser bei der 

Quantifizierung von besonderer Bedeutung ist. 

Im Rahmen der zahnmedizinischen Forschung ist die präzise Definition der 

Referenzsubstanzen und somit der nachgewiesenen Verbindungen besonders relevant. Zwei 

aktuelle Arbeiten zeigen, dass der Name UDMA für sehr unterschiedliche Moleküle und 

BisEMA für Moleküle mit einem unterschiedlichen Grad der Ethoxylierung verwendet wird 

(Durner et al. 2015; Polydorou et al. 2009d). Deswegen ist die genaue Beschreibung der 

verwendeten Referenzsubstanzen mit Hilfe der molaren Massen und der CAS-Nummern 

erforderlich (Van Landuyt et al. 2011). Oft werden diese Angaben selbst in aktuellen Studien 

nicht, fehlerhaft oder unvollständig gemacht (Kurt et al. 2018; Małkiewicz et al. 2014; 

Małkiewicz et al. 2015; Manojlovic et al. 2011; Omurlu et al. 2016; Putzeys et al. 2019; 

Tabatabaei et al. 2013). Dahingegen ist in der vorliegenden Studie eine eindeutige Zuordnung 

möglich, da die korrekten CAS-Nummern und die molaren Massen der Referenzsubstanzen 

angegeben wurden. Es wurde jedoch nur eines der bekannten UDMA-Moleküle 

nachgewiesen, obwohl unterschiedliche Moleküle unter dieser Abkürzung bekannt sind 

(Polydorou et al. 2009d). In anderen Studien erfolgte bereits die Analyse hinsichtlich zweier 

unterschiedlicher Moleküle (Polydorou et al. 2009a; Polydorou et al. 2009b; Schulz et al. 

2015). Allerdings konnten die Autoren der Studien immer nur eine Variante erfolgreich 

nachweisen. Dabei handelte es sich um das UDMA-Molekül mit einer molaren Masse von 

470,56 g/mol. Dieses Molekül wurde in der vorliegenden Arbeit und den meisten anderen 

aktuellen Studien als einzige Referenzsubstanz verwendet (Gul et al. 2019; Mourouzis et al. 

2020; Sideridou und Achilias 2005; Tokay et al. 2015). Weiterhin wurden 

Zytotoxizitätsstudien, sofern es präzise angegeben wurde, vornehmlich mit diesem UDMA-

Molekül durchgeführt (Arossi et al. 2010b; HH Chang et al. 2010; Kraus et al. 2017; Urcan 

et al. 2010b). Da in bisherigen Studien zur UDMA-Freisetzung nur der erfolgreiche 

Nachweis dieses UDMA-Moleküls gelungen ist, scheint dies am meisten verwendetet zu 

werden. Dieses Molekül wurde im Rahmen der vorliegenden Studie in den Eluaten von drei 

der vier Materialien nachgewiesen. Es lässt sich jedoch nicht ausschließen, dass der Hersteller 

von Protemp 4 ein anderes UDMA-Molekül verwendet.  

4.1.4.2.2 Falsch-Positive Ergebnisse 

Falsch-positive Ergebnisse können durch den Einsatz unterschiedlicher Detektoren 

vermieden werden, da hierbei die Charakterisierung des Analyten durch mehrere chemische 

Eigenschaften erfolgt (Kyranos et al. 2004). Hierzu erfolgte in der vorliegenden 

Untersuchung die Analyse mittels HPLC-UV/Vis-MS. Es wurde eine moderne 
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hochauflösende Massenspektrometrie (HRMS = high resolution mass spectrometry) eingesetzt mit 

der nicht nur die nominale, sondern auch die exakte Masse bestimmt werden kann 

(Kaufmann et al. 2010). Zum Teil weisen sehr unterschiedliche Moleküle die gleiche 

nominale, aber nicht exakte Masse auf und selbst in der zahnmedizinischen Literatur sind 

beispielsweise derartige UDMA-Varianten bekannt (Polydorou et al. 2009d; Sleno 2012). 

Zusammenfassend dienten die Retentionszeiten, die UV-Absorptionsmaxima und die 

exakten Massen der Identifikation von BisGMA, TEGDMA und UDMA. Dies erlaubte die 

sichere Identifikation der Substanzen mit der verwendeten Methodik. Der Nachweis von 

BPA war massenspektrometrisch mit dieser Methodik nicht möglich. Aus anderen 

Forschungsfeldern ist bereits bekannt, dass eine reine Identifikation via UV/Vis zur 

Falschidentifikation coeluierender Substanzen und somit zu falsch-positiv erhöhten 

Konzentrationen führen kann (Babic et al. 2006; Barba et al. 2006; Mariappan et al. 2004). 

Dieses Phänomen wurde auch in der zahnmedizinischen Forschung beobachtet. Eine 

vergleichende Studie hat gezeigt, dass coeluierende Kompositbestandteile mit ähnlicher UV-

Absorption, zu fälschlich erhöhten BPA-Konzentration führen können (Hope et al. 2016). 

Aus diesem Grund kommen Hope et al. (2016) zu dem Schluss, dass ein BPA-Nachweis 

mittels reiner UV-Detektion nicht zu belastbaren Ergebnissen führt und die Autoren fordern 

daher einen massenspektrometrischen Nachweis. Um falsch-positive Ergebnisse zu 

vermeiden, wurden in der vorliegenden Studie Proben, in denen BPA nachgewiesen wurde, 

erneut untersucht. Hierzu wurde zunächst das probeninterne BPA derivatisiert und 

anschließend mit einer HPLC-MS/MS untersucht. Unter Verwendung dieser deutlich 

sensitiveren Methodik konnten die positiven BPA-Nachweise nicht bestätigt werden. Hierfür 

ist wahrscheinlich, wie von Hope et al. (2016) beschrieben, ein coeluierender 

Kompositbestandteil verantwortlich. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterstützten 

somit die Annahme von Hope et al. (2016), dass die ausschließliche UV/Vis-Detektion nicht 

zum quantitativen Nachweis von BPA in den Eluaten von Kompositen geeignet ist. Die 

gewählte Untersuchungsmethode ist somit als orientierende Erstuntersuchung sinnvoll, 

sollte jedoch hinsichtlich der BPA-Detektion mittels Massenspektrometrie validiert werden. 

Die Nachuntersuchung wäre durch den Einsatz der Tandem-Massenspektrometrie statt der 

HPLC-UV/Vis-MS nicht nötig gewesen. Diese Technik ist jedoch bedeutend aufwendiger 

und kostenintensiver und stand daher zunächst nicht zur Verfügung.  

4.1.4.3 Quantifizierung 

Grundlage einer belastbaren, quantitativen Auswertung ist die zuverlässige Kalibrierung der 

analytischen Methode. Kalibrierungstechniken stellen den Zusammenhang zwischen der 
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Signalstärke und bekannten Konzentrationen von externen/internen Standards her und 

erlauben so Rückschlüsse auf die Analytkonzentration in der Probe (Cuadros-Rodríguez et 

al. 2001; Kościelniak und Kozak 2006). Am häufigsten erfolgt die externe Kalibrierung bei 

der die Vorbereitung und Analyse der Proben separat von den Kalibrierstandards 

durchgeführt wird (Cuadros-Rodríguez et al. 2007). Diese Technik ist einfach 

durchzuführen, aber sehr anfällig für Matrixeffekte und berücksichtigt keine Verluste bei der 

Probenvorbereitung oder -analyse (Cuadros-Rodríguez et al. 2007; Oliveira et al. 2010). 

Daher empfiehlt die Internationale Organisation für Normung (ISO) eine externe 

Kalibrierung nur bei matrixfreien Proben (ISO 2015). Matrixfreie Proben enthalten den 

Analyten in einer matrixfreien Lösung - einem reinen Lösungsmittel (Poole 2007). Jedoch ist 

dies beim Nachweis in Kompositeluaten auf Grund der Freisetzung zahlreicher, 

unterschiedlicher Substanzen nicht oder nur bedingt gegeben. Dennoch wird diese Methodik 

in fast allen Studien zur Monomerfreisetzung verwendet (Michelsen et al. 2008). Dahingegen 

können durch den Einsatz von Standards innerhalb der Proben Fehlerquellen, wie 

Matrixeffekte, reduziert oder vollständig vermieden werden (Hajslova und Zrostlikova 2003). 

Diese Verfahren sind als das Standard-Additionsverfahren und die Kalibrierung mittels 

internem Standard bekannt (Cuadros-Rodríguez et al. 2007). Bei dem Standard-

Additionsverfahren handelt es sich um eine sehr aufwendige Methodik, bei der jede Probe 

einzeln kalibriert werden muss (Bader 1980; Kościelniak und Kozak 2006). 

Dementsprechend wird diese Technik nur für sehr komplexe Matrizes empfohlen (Cuadros-

Rodríguez et al. 2007). Dagegen erfolgt die Kalibrierung mit einem internen Standard analog 

zur externen Kalibrierung, wobei die Proben und die Kalibrierlösungen zusätzlich mit einem 

internen Standard versetzt werden (Cuadros-Rodríguez et al. 2007; Oliveira et al. 2010). 

Daher wird die Kalibrierung mit einem internen Standard zum quantitativen Nachweis von 

Kompositbestandteilen in der Literatur empfohlen (Hu et al. 2016). Hierbei gelten Isotope 

oder deuterierte Standards des Analyten als ideal, da diese auf Grund nahezu identischer 

physikalisch-chemischer Eigenschaften ähnlich auf Matrixeffekte reagieren und dennoch 

massenspektrometrisch gut zu unterscheiden sind (Jiang et al. 2020). Zur Quantifizierung 

von BisGMA, TEGDMA und UDMA wurde in der vorliegenden Arbeit DEP als interner 

Standard verwendet. DEP wurde bereits erfolgreich in anderen Studien eingesetzt (Lygre et 

al. 1999; Michelsen et al. 2007; Nilsen et al. 2019; Pongprueksa et al. 2015). Isotope von 

BisGMA, TEGDMA und UDMA sind nicht kommerziell verfügbar und müssten aufwendig 

und kostenintensiv im Labor hergestellt werden (Michelsen et al. 2008). Aus diesem Grund 

hat man sich dazu entschlossen, DEP als bereits erprobten internen Standard zu verwenden. 

Voruntersuchungen zu der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass dieser Standard auf 
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Grund der Coelution nicht zum qualitativen oder quantitativen Nachweis von BPA geeignet 

ist. Dementsprechend wurde der BPA-Nachweis zunächst ohne internen Standard 

durchgeführt. In der Kontrolluntersuchung wurde Isotopen-markierten BPA (d16BPA) 

verwendet. Isotopen-markiertes BPA wurde bereits in anderen Untersuchungen erfolgreich 

eingesetzt und gilt als Goldstandard (Becher et al. 2018; Berge et al. 2019; Hope et al. 2016; 

Putzeys et al. 2020). Zusammenfassend erfolgten alle quantitativen Untersuchungen auf 

Grundlage einer Kalibrierung mit einem internen Standard.  

4.2 Diskussion der methodischen Ergebnisse  

4.2.1 Nachweisgrenzen 

Die Angabe der Nachweisgrenzen ist für die Interpretation der Studienergebnisse essentiell, 

da eine Freisetzung unterhalb des LOD nicht ausgeschlossen werden kann (Wataha et al. 

1999). Auf Grund der fehlenden Angabe von Nachweisgrenzen sind die Ergebnisse vieler 

Studien nur begrenzt interpretierbar (Małkiewicz et al. 2015; Moreira et al. 2017; Omurlu et 

al. 2016; Polydorou et al. 2012; Tabatabaei et al. 2013). In der Hauptuntersuchung wurden 

die Nachweisgrenzen für jede Substanz experimentell bestimmt. Das LOD für BPA wurde 

in der Kontrolluntersuchung nicht experimentell bestimmt, sondern durch die 

Standardabweichung der Signalstärke der Leerproben berechnet. Dies erlaubt die genaue 

Bestimmung des LOD ohne eine Vielzahl an Kalibrierstandards untersuchen zu müssen. 

Dieses Verfahren wird von der Gemeinsamen Forschungsstelle der Europäischen Union 

empfohlen (Wenzl et al. 2016).  

Die Nachweisgrenzen für BisGMA und BPA lagen bei 0,5 µg/ml und für UDMA und 

TEGDMA bei 0,05 µg/ml. Nach der Derivatisierung lag das LOD für BPA in der 

Kontrolluntersuchung bei 0,009 ng/ml. In der aktuellen Literatur werden Nachweisgrenzen 

zwischen 0,003 µg/ml und 1,2 µg/ml beschrieben (Bationo et al. 2016; Hope et al. 2016; 

Manojlovic et al. 2011; Phan et al. 2014; Seiss et al. 2009). Die Nachweisgrenzen der 

Hauptuntersuchung liegen somit im Erwartungsbereich und in der Kontrolluntersuchung 

sogar unterhalb davon. Diese sehr geringe Nachweisgrenze konnte durch die Derivatisierung 

von BPA erreicht werden. Dies erlaubt das schlecht ionisierbare BPA im empfindlicheren 

positiven ESI-Modus nachzuweisen. Diese neuartige Nachweismethodik wurde in der 

Literatur nur einmal von einer anderen Arbeitsgruppe beschrieben (De Nys et al. 2018). 
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4.2.2 Ergebnisse der Kalibrierung 

Die Autoren der meisten Studien zur Monomerfreisetzung aus dentalen Materialien 

beschreiben nicht die Kalibrierkurve mit den zugehörigen Validationsparametern (Engler et 

al. 2020; Hope et al. 2016; Kurt et al. 2018; Lempel et al. 2016). Jedoch ist der lineare 

Arbeitsbereich analytischer Instrumente begrenzt und somit muss die Linearität der 

Kalibrierung im Nachweisbereich zwingend überprüft werden (Van Loco et al. 2002). Hierzu 

werden die Messpunkte der analysierten Kalibrierlösungen in eine Kalibrierfunktion samt 

Kalibrierkurve überführt und anschließend auf das Vorliegen einer Normalverteilung 

überprüft (Zhao et al. 2014). Für eine belastbare Auswertung sollte eine Mehrpunkt-

Kalibrierung mit drei oder mehr Standards durchgeführt werden (Cuadros-Rodríguez et al. 

2001). Hierzu werden mehrere Konzentrationen je Standard im Bereich von 0 – 150% der 

erwarteten Konzentration doppelt oder öfter gemessen (Bisphenol A Analytical Research 

Task Group 2002; ISO 1996; Thompson et al. 2002). In der vorliegenden Studie erfolgte eine 

Vier- bzw. Fünfpunkt-Kalibrierung mit Konzentrationen zwischen 0 – 235% der 

gemessenen Konzentrationen. Alle Messungen wurden doppelt durchgeführt und die 

Mittelwerte wurden zur Berechnung der Kalibrierfunktion verwendet. Die 

Kalibierfunktionen zusammen mit den Residuenplots sind in den Abbildungen 16 – 20 

aufgeführt. Die Überprüfung der Linearität erfolgt anhand des Korrelationskoeffizienten r 

oder des Determinations-koeffizienten r2 (Food and Drug Administration 2015). Das Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI) definiert einen Korrelationskoeffzienten r ≥ 0,975 

oder einen Determinationskoeffizienten r2 ≥ 0,95 als ausreichenden Beweis für die Linearität 

der Kalibrierung (Clinical and Laboratory Standards Institute 2013). Jedoch sind selbst bei 

sehr hohen Korrelationskoeffzienten Abweichungen von der Normalverteilung möglich, 

sodass ergänzend der Residuenplot auf Abweichungen überprüft werden sollte und bei 

Auffälligkeiten ein Anpassungstest durchgeführt werden sollte (Brüggemann et al. 2006; 

González und Herrador 2007; Thompson et al. 2002; Van Loco et al. 2002). Die 

Determinationskoeffizienten aller, im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten 

Kalibrierungen sind deutlich größer als 0,95 und die Residuenplots weisen keine non-linearen 

Effekte auf. Daher werden alle Anforderungen an eine lineare, reliable Kalibrierung erfüllt. 

4.2.3 Quantifizierungsgrenzen 

Ein weiteres zentrales Bewertungskriterium der quantitativen Analyse ist die 

substanzspezifische Quantifizierungsgrenze (Ribani et al. 2007). Den aktuellen Vorgaben der 

Europäischen Arzneimittel-Agentur entsprechend, wurde in der vorliegenden Studie die 
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niedrigste Konzentration der eingesetzten Kalibrierstandards als LOQ angenommen 

(Europäische Arzneimittel-Agentur 2011). Nach dieser Definition lagen die 

Quantifizierungsgrenzen in der Hauptuntersuchung somit für alle nachweisbaren 

Substanzen bei 0,5 µg/ml. In der aktuellen Literatur werden Quantifizierungsgrenzen 

zwischen 0,005 µg/ml und 1,0 µg/ml beschrieben (Deviot et al. 2018; Hu et al. 2016; 

Polydorou et al. 2012; Putzeys et al. 2018; Tsitrou et al. 2014). Die erreichten 

Quantifizierungsgrenzen liegen dementsprechend im oberen Bereich. Mit einem geringeren 

LOQ wäre die Quantifizierung von Substanzen, die in Konzentrationen oberhalb der 

Nachweisgrenze, aber unterhalb von 0,5 µg/ml vorlagen, möglich gewesen. In der 

Kontrolluntersuchung lag das LOQ für nicht-derivatisiertes BPA bei 0,147 µg/ml und nach 

der Derivatisierung bei 0,03 ng/ml. Grundlage war hierbei nicht die geringste Konzentration 

der Kalibrierstandards, sondern die Standardabweichung der Signalstärke von Leerproben. 

Dieses angepasste Verfahren basiert auf einem technischen Bericht der Gemeinsamen 

Forschungsstelle der Europäischen Union (Wenzl et al. 2016). Die Methodik der 

Kontrolluntersuchung ist deutlich sensitiver und sollte für nachfolgende Studien eingesetzt 

werden. 

4.3 Diskussion der Ergebnisse 

4.3.1 Gemessene Monomerkonzentrationen 

In der vorliegenden Studie wurde die TEGDMA- und UDMA-Freisetzung nach einer, 12 

und 24 Stunden sowie 7 Tagen untersucht. Da in den Eluaten nach 24-stündiger Inkubation 

(Elutionsmaximum) kein BisGMA oder BPA detektiert wurde, erfolgte keine Untersuchung 

weiterer Inkubationsperioden. Nach kürzeren und längeren Inkubationsperioden ist keine 

Freisetzung zu erwarten, da nach 24 Stunden nahezu alle Monomere eluiert sind (Ferracane 

und Condon 1990; Putzeys et al. 2019). In der Hauptuntersuchung war BisGMA in keinem 

der Eluate und BPA keinem der Eluate von konventionellen Materialien nachweisbar. In der 

Kontrolluntersuchung konnte der positive BPA-Nachweis in den Elutaten von ExperTemp 

und Visalys Temp nicht bestätigt werden. Im Gegensatz zu deutlich messbaren 

Konzentrationen im Mikrogrammbereich, lagen die Konzentrationen unterhalb des LOQ 

(0,03 ng/ml). Das geringe vorhandene Signal war proben- und materialunabhängig. Es ist 

aus der analytischen Chemie bekannt, dass der Nachweis geringster BPA-Konzentrationen 

im unteren Nanogrammbereich sehr anfällig für Verunreinigungen durch Lösungsmittel, das 

Laborequipment, die Laborumgebung oder selbst durch den Durchführenden ist (Ye et al. 
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2013). Bei der Durchführung der vorliegenden Arbeit wurde darauf geachtet kein BPA-

haltiges Labormaterial zu verwenden. Es wurden Probengefäße und HPLC-

Gewindeflaschen aus Borosilkatglas eingesetzt. Zur Herstellung der Probekörper wurden 

PTFE-Matrizen verwendet und alle Kunststoffverschlüsse waren PTFE-beschichtet. Zum 

Pipettieren kamen durchsichtige Polypropylen-Eppendorf-Pipettenspitzen zum Einsatz. 

Grundsätzlich gelten diese Materialien alle als BPA-frei und werden zur Vermeidung von 

Verunreinigungen empfohlen (Cerkvenik-Flajs 2020; Guart et al. 2011; Howdeshell et al. 

2003; Tan et al. 2019). Auf Grund seiner hohen Reinheit wurde HPLC-grade Wasser als 

Extraktionsmedium verwendet. Zahlreiche Studien haben jedoch BPA-Konzentrationen 

zwischen 0,007 und 0,06 ng/ml in Leerproben mit HPLC-grade Wasser nachgewiesen (Fox 

et al. 2011; Honeycutt et al. 2017; Le et al. 2008). Eine aktuelle Untersuchung ging diesen 

Zufallsfunden nach und wies bei HPLC-grade Wasser unterschiedlicher Hersteller eine BPA-

Kontamination von 0,008 bis 0,027 ng/ml nach (Migliaccio et al. 2015). Weiterhin enthält 

Staub, selbst aus Laborumgebungen, BPA im Nano- und teilweise auch im 

Mikrogrammbereich und stellt somit eine mögliche Kontaminationsquelle dar (Geens et al. 

2009; Liao et al. 2012; Loganathan und Kannan 2011). Wegen der proben- und 

materialübergreifend ähnlichen Signalintensität unterhalb des LOQ handelt es sich bei dem 

nachgewiesenen BPA vermutlich um Verunreinigungen. Zusammenfassend ist davon 

auszugehen, dass keines der Materialien BisGMA oder BPA im wässrigen Milieu eluiert. 

Ältere Studien haben bereits gezeigt, dass BisGMA und BPA in schwache Extraktionsmedia, 

wie Wasser, nicht oder kaum eluieren (Imazato et al. 2009; Moharamzadeh et al. 2007; 

Polydorou et al. 2012; Schulz et al. 2015; Tsitrou et al. 2014). In dieser Untersuchung wurden 

nachweisbare Mengen an TEGDMA und/oder UDMA in den Eluaten aller Materialien 

gefunden. Dies liegt daran, dass in Wasser vorwiegend kleine, hydrophile Moleküle, wie 

TEGDMA, und weniger langkettige, hydrophobe Moleküle, wie BisGMA, eluieren (Floyd 

und Dickens 2006; Tanaka et al. 1991). Wie unter 4.1.2 beschrieben, ist der Vergleich, der 

absoluten gemessenen Konzentrationen zu anderen Studien auf Grund uneinheitlicher 

Extraktionsverhältnisse und unterschiedlicher Extraktionsmedia nur eingeschränkt möglich. 

Im Vergleich zu einer Untersuchung an Füllungskompositen mit dem gleichen 

Extraktionsverhältnis und -medium scheinen die gemessenen TEGDMA- und UDMA-

Konzentrationen im materialabhängigen Schwankungsbereich zu liegen (Alshali et al. 2015). 

Die Freisetzung nur sehr geringer TEGDMA-Konzentrationen wurde bereits bei anderen 

Kompositen, selbst bei längerer Inkubation, beobachtet (Polydorou et al. 2009c; Schulz et al. 

2015; Seiss et al. 2009). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit entsprechen weitestgehend 

den Daten aus der Literatur zu Füllungsmaterialien. Zur Monomerfreisetzung aus 
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provisorischen Kompositmaterialien ist nur eine weitere Studie bekannt. Ein Vergleich ist 

jedoch nur begrenzt möglich, da die Autoren der Studie nur zwei moderne 

Provisorienkunststoffe für Kronen oder Brücken untersucht haben und kein BPA-Nachweis 

erfolgt ist (Schulz et al. 2015). Weiterhin entsprach das Extraktionsprotokoll nicht den 

Vorgaben der ISO-Norm 10993-12 und die analytische Methode wurde nicht durch einen 

internen Standard abgesichert. Die Autoren der genannten Studie konnten mit ihrem 

Studiendesign unter Verwendung von Wasser als Extraktionsmedium in keinem der Eluate 

Monomere nachweisen. Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden 

Studie. Aus anderen Studien ist jedoch bekannt, dass die Freisetzung aus Kompositen stark 

material- und verarbeitungsabhängig ist (Engler et al. 2020; Ilie et al. 2014; Malacarne et al. 

2006). Unterschiede in der Materialauswahl und dem Studiendesign sind vermutlich für die 

unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich. 

Beim Vergleich der absoluten, gemessenen Monomerkonzentrationen zwischen 

aufeinanderfolgenden Inkubationsperioden fallen teilweise abnehmende TEGDMA- und 

UDMA-Konzentrationen auf. Diese Beobachtung wurde bereits in anderen Studien für 

BisGMA, TEGDMA und UDMA beschrieben (Małkiewicz et al. 2014; Moharamzadeh et 

al. 2007; Tabatabaei et al. 2013; Zhang und Xu 2008). Vermutlich führen passive 

Hydrolysereaktionen zur Degradation von Monomeren in Wasser (Ferracane 2006). In 

anderen Extraktionsmedia, wie Ethanol/Wasser-Gemische oder Milchsäure, wurde diese 

Beobachtung nicht oder in reduziertem Umfang gemacht (Tabatabaei et al. 2013; Zhang und 

Xu 2008). Durch die passive und/oder enzym-katalysierte Hydrolyse, wie z. B. in 

gespendetem Speichel, werden die Esterbindungen der Methacrylatgruppen von BisGMA, 

TEGDMA und UDMA gespalten (de Brito et al. 2019; Emmler et al. 2008; Koin et al. 2008; 

Sanglar et al. 2005). Die Hydrolyse dentaler Monomere findet oft unvollständig statt, sodass 

gleichzeitig Moleküle mit einer unterschiedlichen Anzahl an abgespalteten 

Methacrylatgruppen vorliegen können (Koin et al. 2008; Vervliet et al. 2019). Diese 

Hydrolyseprodukte weisen jeweils unterschiedliche chemische Eigenschaften und molare 

Massen auf, sodass der Nachweis eine Anpassung der analytischen Methode erfordert (Hsu 

et al. 2012; Vervliet et al. 2019). In Studien, in denen stattdessen eine logistische Zunahme 

der Monomerfreisetzung gezeigt wurde, wurde in der Regel das Extraktionsmedium 

ausgetauscht und die Konzentration kumulativ ermittelt (Alshali et al. 2015; Putzeys et al. 

2019; Tsitrou et al. 2014). Erste Konzentrationsabnahmen wurden bereits nach 

sechsstündiger Inkubation beobachtet (Zhang und Xu 2008). Daher könnte die kumulative 

Berechnung auf Grund früher Konzentrationsabnahmen zur Unterrepräsentation 

tatsächlicher Monomerkonzentrationen führen. Stattdessen sollten zusätzlich freie 



Diskussion 69 

  

Methacrylatgruppen und Degradationsprodukte, wie BisHPPP, gemessen werden (Finer und 

Santerre 2004). Die Annahme der Autoren einer aktuellen Studie, dass die 

Monomerkonzentrationen in gespendetem Speichel lediglich wegen der Proteinbindung 

geringer als in Wasser oder künstlichem Speichel sind (Rothmund et al. 2015), muss vor dem 

Hintergrund der Esteraseaktivität in gespendetem Speichel (María et al. 2020) überdacht 

werden. Zusammenfassend sollten zukünftige Studien Degradationsprodukte bei 

Untersuchungen im wässrigen Milieu berücksichtigen. Zudem ist die biologische Wirkung 

dieser Degradationsprodukte noch nicht abschließend geklärt (Hagio et al. 2006). Die 

Biokompatibilität und die Metabolisierung der Degradationsprodukte dentaler Monomere 

sollte weiter untersucht werden. 

4.3.2 Ergebnisse der statistischen Auswertung 

Die statistische Auswertung zeigte, dass ExperTemp in der vorliegenden Studie signifikant 

mehr UDMA als alle anderen Provisorienkunststoffe freisetzt. Signifikante 

Materialunterschiede hinsichtlich der Monomerfreisetzung sind bereits aus anderen Studien 

bekannt (Małkiewicz et al. 2015; Polydorou et al. 2009b; Putzeys et al. 2019; Schulz et al. 

2015). Ursächlich ist die herstellerabhängige Zusammensetzung der Polymermatrix 

(Peutzfeldt 1997; Turssi et al. 2005). In der vorliegenden Studie wurden zwei BPA-freie 

Provisorienkunststoffe und zwei konventionelle Materialien untersucht. In BPA-freien 

Materialien werden BPA-Derivate, wie BisGMA, oft durch UDMA ersetzt (Luo et al. 2016; 

Mourouzis et al. 2020; Pulgar et al. 2000). Diese Anpassung an der Polymermatrix spiegelt 

sich in den ermittelten Monomerkonzentrationen wider. In den Eluaten der BPA-freien 

Provisorienmaterialien (ExperTemp und Visalys Temp) wurden signifikant erhöhte UDMA-

Konzentrationen gemessen. Bereits andere Studien konnten zeigen, dass UDMA neben 

TEGDMA, das am meisten freigesetzte Monomer ist (Van Landuyt et al. 2011). Ursächlich 

sind im Wesentlichen vermutlich die höhere Polarität, flexiblere molekulare Struktur und 

Kettenübertragungsreaktionen an der Stickstoffgruppe (Barszczewska-Rybarek 2014; 

Lempel et al. 2016; Mourouzis et al. 2020). Anderseits konnte kein BPA oder BisGMA in 

den Eluaten konventioneller Materialien nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis ist bei 

Untersuchungen im wässrigen Milieu nicht untypisch (Moharamzadeh et al. 2007; Polydorou 

et al. 2012; Zhang und Xu 2008). Daher scheint der Austausch von BisGMA gegen UDMA 

als Basismonomer mit einer erhöhten Monomerfreisetzung vergesellschaftet zu sein. Da 

dieser Austausch häufig aus gesundheitlichen Bedenken getroffen wird, gilt es vor dem 

Hintergrund der vorliegenden Ergebnisse diese Annahme zu reevaluieren. 
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4.3.3 Klinische Bewertung der Ergebnisse 

4.3.3.1 Allgemein 

Die untersuchten Materialien werden zur Herstellung von provisorischen Kronen und 

Brücken verwendet. Zur Beurteilung der Ergebnisse im klinischen Kontext müssen die 

Ergebnisse der Studie zunächst in Relation zu gewöhnlichen Versorgungsgrößen gesetzt 

werden. Tabelle 21 führt die durchschnittlichen Oberflächen menschlicher Zahnkronen auf. 

Tabelle 21: Durchschnittliche Kronenoberflächen nach Van Landuyt et al. (Van Landuyt et al. 2011) 

Zahn Durchschnittliche Kronenoberfläche [cm2] 

Mittlere Inzisiven 2,23 

Laterale Schneidezähne 1,78 

Eckzähne 2,1 

Erster Prämolar 2,03 

Zweiter Prämolar 1,91 

Erster Molar 3,15 

Zweiter Molar 2,76 

Neben Einzelzahnkronen werden die untersuchten Materialien für temporäre 

Brückenversorgungen verwendet. Eine Brücke zum Ersatz eines ersten Molaren hat etwa 

eine Oberfläche von 7,32 cm2. Bei dieser Berechnung wurden zur Vereinfachung die 

Oberflächen der Zahnkronen addiert und die Konnektoren vernachlässigt. Die tatsächliche 

Oberfläche ist wahrscheinlich etwas geringer, da die Konnektoren die approximale 

Oberfläche reduzieren. Die Monomerfreisetzung wurde in der vorliegenden Untersuchung 

anhand von Probekörpern mit einer Oberfläche von 4,712 cm2 gemessen. Um die 

gemessenen Konzentrationen in Relation zu einer Einzelzahnkrone eines ersten Molaren zu 

setzen, müssen diese mit dem Faktor 0,67 verrechnet werden. Analog hierzu ist die 

Multiplikation mit dem Faktor 1,55 für eine Endpfeilerbrücke zum Ersatz des ersten Molaren 

erforderlich. Eine Übersicht der materialabhängigen Monomerfreisetzung nach 24 Stunden 

in Relation zu den beschriebenen Versorgungsformen ist in Tabelle 22 aufgeführt. Die 

gemessenen BPA-Konzentrationen sind nicht aufgeführt, da die Mengen nicht 

quantifizierbar waren und auf Verunreinigungen zurückzuführen sind (siehe 4.3.1). 
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Tabelle 22: Monomerkonzentrationen nach 24-stündiger Inkubation in Relation zu gängigen 

Versorgungsformen. 

Material Versorgung 
TEGDMA 

[µg/ml] 
UDMA 
[µg/ml] 

ExperTemp 
Einzelzahnkrone (1. Molar) <LOQ 5,56 

Brücke (2. Prämolar – 2. Molar) <LOQ 12,91 

Luxatemp 
Automix Plus 

Einzelzahnkrone (1. Molar) 0,69 0,64 

Brücke (2. Prämolar – 2. Molar) 1,60 1,48 

Protemp 4 
Einzelzahnkrone (1. Molar) <LOQ <LOD 

Brücke (2. Prämolar – 2. Molar) <LOQ <LOD 

Visalys Temp 
Einzelzahnkrone (1. Molar) <LOD 2,31 

Brücke (2. Prämolar – 2. Molar) <LOD 5,36 

4.3.3.2 Zytotoxizität und Entzündungsreaktionen 

Wie unter 1.3.2.1 beschrieben, wird die zytotoxisch wirksame Konzentration dentaler 

Monomere als TC50-Konzentration angegeben. In der Regel wird diese nach 24- oder 48-

stündiger Monomerexposition ermittelt (Caldas et al. 2019; Putzeys et al. 2018). In einer 

umfassenden Studie hat Geurtsen et al. (1998a) die TC50-Konzentration relevanter 

Kompositbestandteile an den relevantesten oralen Fibroblastenzellreihen nach 48-stündiger 

Exposition ermittelt. Die entsprechenden TC50-Konzentrationen sind in Tabelle 23 

aufgeführt. Bei der Untersuchung dentaler Provisorienkunststoffe ist die Reaktion der 

umliegenden Mukosa von besonderer klinischer Relevanz. Daher werden in Tabelle 24 die 

TC50-Konzentrationen von Gingivafibroblasten aus weiteren Studien aufgeführt. In der 

Literatur werden die TC50-Konzentrationen in unterschiedlichen Einheiten angegeben. Diese 

wurden zur besseren Vergleichbarkeit mit den vorliegenden Ergebnissen in µg/ml 

umgerechnet. Die große Streubreite der Werte aus der Literatur lässt sich durch die 

unterschiedliche Sensitivität der verwendeten Testsysteme, unterschiedlichen Zelllinien und 

Zelldichten erklären (Ciapetti et al. 1996). 

Tabelle 23: TC50-Konzentrationen humaner Gingivafibroblasten (HGF), humaner Pulpafibroblasten 

(HPF), humaner Fibroblasten des parodontalen Ligaments (HPLF) bei 48-stündiger Inkubation 

(Geurtsen et al. 1998a). Zur besseren Vergleichbarkeit mit den vorliegenden Studienergebnissen 

erfolgte die Umrechnung in µg/ml.

 
Substanz 

TC50 HGF 
[µg/ml] 

TC50 HPF 
[µg/ml] 

TC50 HPLF 
[µg/ml] 

UDMA 61,17 ± 23,53 221,16 ± 65,88 28,23 ± 9,41 

TEGDMA 65,85 ± 17,18 74,44 ± 5,73 34,36 ± 17,18 
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Tabelle 24: Übersicht der TC50-Konzentrationen humaner Gingivafibroblasten (HGF), (Issa et al. 

2004; Reichl et al. 2006a; Reichl et al. 2006b; Urcan et al. 2010a) Zur besseren Vergleichbarkeit mit den 

vorliegenden Studienergebnissen erfolgte die Umrechnung in µg/ml. 

 
TC50 UDMA 

[µg/ml] 
TC50 TEGDMA 

[µg/ml] 

Urcan et al. (2010a), 
24h Inkubation 

94,11 ± 47,06 1033,61 ± 57,26 

Reichl et al. (2006a), 
24h Inkubation 

49,88 ± 2,35 990,67 ± 57,26 

Reichl et al. (2006b), 
24h /48h Inkubation 

56,47 ± 4,71 518,24 ± 37,22 

65,88 ± 4,71 349,32 ± 37,22 

Issa et al. (2004), 
24h Inkubation 

- 509,65 ± 37,22 

Der Vergleich der gemessenen Monomerkonzentrationen mit den TC50-Konzentrationen 

aus der Literatur zeigt, dass unabhänig vom Material selbst bei größeren, temporären 

Versorgungen keine zytotoxischen Konzentrationen erreicht werden. Jedoch dürfte die In-

vivo-Freisetzung höher sein, da der Speichelfluss sowie die intraorale Degradation durch 

Abrasion, Demastikation und Enzyme des Speichels nicht berrücksichtigt wurden (Alshali et 

al. 2015). Zudem kann sich die Zytotoxizität unterschiedlicher Monomere synergistisch oder 

additiv beeinflussen (Durner et al. 2012; Ratanasathien et al. 1995). Zur kombinierten 

Wirkung von UDMA und TEGDMA besteht jedoch Unklarheit. Wisniewska-Jarosinska et 

al. hat an Chinese-Hamster-Ovary-(CHO)-Zellen eine leicht antagonistische Wirkung 

beobachtet (Wisniewska-Jarosinska et al. 2011), wohingegen Durner et al. (2012) an 

Gingivafibroblasten eine additive Wirkung mit einer kombinierten TC50-Konzentration von 

18,82 µg/ml UDMA und 458,11 µg/ml TEGDMA festgestellt hat. Eine Studie an 

Mäusefibroblasten konnte zeigen, dass bei kurzen Expositionszeiten antagonistische und bei 

längeren Expositionszeiten additive Effekte überwiegen (Ratanasathien et al. 1995). Weitere 

Studien zur abschließenden Beurteilung dieser Effekte sind erforderlich. Dennoch liegen 

selbst die höchsten gemessenen Monomerkonzentrationen unter der kombinierten TC50-

Konzentration von Durner et al. (2012) und somit scheinen zytotoxische Effekte 

unwahrscheinlich. Es gilt zu berücksichtigen, dass die vollständige Simulation von In-vivo-

Bedingungen bei Zytotoxizitätstests nur schwer möglich ist (Hanks et al. 1996). Oftmals wird 

die Dynamik des oralen Mileus nicht berrücksichtigt (de Gomes et al. 2011). Hierbei wird 

der ständige Speichelfluss nicht beachtet, sodass sich die jeweiligen Expositionszeiten auf ein 

stehendes, nicht erneuerndes Zellkulturmedium beziehen (Caldas et al. 2019; F Chen et al. 

2014). In vivo werden freigesetzte Monomere jedoch frühzeitig abtransportiert. Daher treten 

die gemessenen Konzentrationen höchstens in begrenzenten Räumen, wie tiefen Kavitäten, 
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dauerhaft auf (HH Chang et al. 2010). Die untersuchten Materialen scheinen somit selbst bei 

der Erstellung von Brückenprovisorien weder die jeweiligen TC50-Konzentrationen noch die 

erforderlichen Expositionszeiten zu erreichen. 

4.3.3.3 Östrogene Wirkung 

In der aktuellen Literatur geht man davon aus, dass die östrogene Wirkung von Kompositen 

auf BPA-Reste und die enzymatische BPA-Freisetzung aus BisDMA zurückzuführen ist 

(Arenholt-Bindslev et al. 1999; Fleisch et al. 2010). In der vorliegenden Studie war BPA in 

keiner Probe quantifizierbar und in Luxatemp Automix Plus und Protemp 4 Proben mit 

einem LOD von 0,5 µg/ml nicht nachweisbar. Auf Grund bekannter falsch-positiver 

Messergebnisse bei der BPA-Analyse mittels UV-Detektion erfolgte eine hochsensitive, 

massenspektrometrische Kontrolluntersuchung der ExperTemp und Visalys Temp Proben. 

In der Nachuntersuchung waren BPA-Konzentrationen nicht quantifizierbar (<0,03 ng/ml) 

und die Signalstärke war materialübergreifend identisch. Dies ist bereits aus anderen Studien 

bekannt und vermutlich sind, wie unter 4.3.1 beschrieben, geringste Verunreinigungen 

ursächlich. Bei Annahme eines Wertes direkt unterhalb des LOQ wären die Konzentrationen 

immer noch mindestens um den Faktor 16666,66 geringer als die geringsten, genannten 

Konzentrationen mit östrogener Wirkung aus der aktuellen Literatur (Lejonklou et al. 2017; 

Lind et al. 2017). Weiterhin war das BPA-Derivat BisGMA mit einem LOD von 0,5 µg/ml 

nicht nachweisbar. In der vorliegenden Studie erfolgte kein Nachweis der jeweiligen 

Degradationsprodukte. Jedoch weisen auch die Degradationsprodukte von BisGMA keine 

östrogene Wirkung auf (Fic et al. 2014; Kostoryz et al. 2003). Daher ist davon auszugehen, 

dass die untersuchten Provisorienkunststoffe keine östrogenen Effekte auf den 

menschlichen Organismus haben. Für die abschließende Bewertung ist eine Studie an 

estradiol-sensitiven Zellreihen mit den Eluaten der untersuchten Materialien erforderlich.  

4.3.3.4 Mutagene Wirkung 

Für TEGDMA und UDMA wurden an verschiedenen Zelllinien mutagene Effekte 

nachgewiesen (Kleinsasser et al. 2006; Kleinsasser et al. 2004; Kurt et al. 2018; Schweikl und 

Schmalz 1999). Die Wirkung eines Mutagens ist substanzspezifisch und 

konzentrationsabhängig (Schweikl et al. 2001). Die Konzentrationen bei denen mutagene 

Effekte, wie Doppelstrangbrüche, Deletionen von DNA-Abschnitten oder die Induktion 

von Mikronuklei, auftreten, sind von dem jeweiligen Monomer und der exponierten Zellreihe 

abhängig (Krifka et al. 2013; Sohaebuddin et al. 2010). Verschiedene Studien haben für 

dentale Monomere mutagene Effekte, bereits unterhalb der jeweiligen TC50-Konzentration, 
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gezeigt (Demirci et al. 2008; Eldeniz et al. 2016; Manojlovic et al. 2017). Bei humanen 

Gingivafibroblasten wurden bei einer UDMA-Konzentration von 14,12 µg/ml bzw. einer 

TEGDMA-Konzentration von 103,08 µg/ml Doppelstrangbrüche nach 24-stündiger 

Expositionszeit beobachtet (Urcan et al. 2010b). Bei gleicher Inkubationszeit wurden an 

V79-Hamsterzellen bei TEGMDA-Konzentrationen von 71,58 µg/ml klastogene Effekte 

nachgewiesen (Lee et al. 2006). An humanen Lymphozyten treten DNA-Schäden schon bei 

einer TEGDMA-Konzentration von 2,86 µg/ml und 60-minütiger Exposition auf 

(Kleinsasser et al. 2006). Diese in der Literatur beschriebenen mutagen-wirksamen 

TEGDMA-Konzentrationen wurden in der vorliegenden Studie von den untersuchten 

Materialien nicht freigesetzt. Selbst bei größeren Brückenprovisorien sind diese 

Konzentrationen nicht zu erwarten. 

Dahingegen weist UDMA eine um den Faktor 1,6 potentere mutagene Wirkung auf (Arossi 

et al. 2010a; Arossi et al. 2010b). Im Comet-Assay wurden erste DNA-Schäden bereits nach 

60-minütiger Exposition und einer Konzentration von 0,047 µg/ml an humanen 

Parotisdrüsenzellen und Lymphozyten beobachtet (Kleinsasser et al. 2006; Kleinsasser et al. 

2004). An humanen Gingivafibroblasten wurde eine relevante Anzahl an 

Doppelstrangbrüchen bei einer Konzentration von 14,12 µg/ml und sechsstündiger 

Exposition nachgewiesen (Urcan et al. 2010b). Eine ältere Studie von Schweikl et al. (2001) 

hingegen hat nur eine geringfügig erhöhte Anzahl an Mikronuklei im Vergleich zur 

Kontrollgruppe gefunden. Allerdings wurde die genotoxische Wirkung der Eluate von 

Kompositen auf UDMA- und/oder TEGDMA-Basis bereits in vivo gezeigt (Arossi et al. 

2010a). In der vorliegenden Studie wurden quantifizierbare UDMA-Konzentrationen in den 

Proben von Luxatemp Automix Plus, ExperTemp und Visalys Temp nachgewiesen. Je nach 

Restaurationsgröße und verwendetem Material ist nach 24 Stunden eine Freisetzung 

zwischen 0,64 bis 12,91 µg/ml zu erwarten (siehe Tabelle 22). Da mutagene Effekte durch 

UDMA bereits bei kurzen Expositionszeiten und geringen Konzentrationen beobachtet 

wurden, sind mutagene Effekte auf ortsständige Zellen durch die untersuchten Materialien 

nicht auszuschließen. Zur weiteren Abklärung sind In-vitro- und In-vivo-Studien mit den 

Eluaten der untersuchten Materialien erforderlich.  

4.3.3.5 Allergenes Potential 

In Bezug auf dentale Monomere sind Allergien auf TEGDMA, HEMA, UDMA und 

BisGMA bekannt, wobei vor allem HEMA und TEGDMA ein hohes allergenes Potential 

aufweisen (Aalto-Korte et al. 2007; Goon et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde die 

Freisetzung von HEMA nicht untersucht und somit sind hinsichtlich HEMA keine Aussagen 
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möglich. Wie unter 1.3.5 beschrieben sind Allergien auf dentale Materialien entweder vom 

Soforttyp (Typ I, IgE-vermittelt) oder vom Spättyp (Typ IV, Zell-vermittelt), wobei zu 

Reaktionen vom Soforttyp lediglich Fallbeschreibungen bestehen. Die Ausbildung einer 

allergischen Kontaktstomatitis ist von der Expositionszeit, Allergenkonzentration sowie der 

Immunantwort abhängig (Feller et al. 2017) Dennoch wurden diese Reaktionen bereits bei 

sehr geringen Allergenkonzentrationen beobachtet (Kotsailidi et al. 2020). Diese niedrigen 

Konzentrationen sind nicht nur lokal nachweisbar, sondern auch in der Luft des 

Behandlungszimmer und stehen daher im Verdacht potentieller Auslöser eines allergischen 

Asthmas, insbesondere beim zahnmedizinischen Personal, zu sein (Marquardt et al. 2009). 

Da bei jedem der untersuchten Kunststoffen TEGDMA und/oder UDMA nachweisbar 

und/oder quantifizierbar war, und allergische Reaktionen bereits bei niedrigen 

Konzentrationen möglich sind, sollten diese Materialien bei einer bekannten Allergie nicht 

eingesetzt werden. 

4.4 Schlussfolgerung 

Das Studiendesign der vorliegenden Arbeit wurde erstmals an der Poliklinik für 

Zahnärztliche Prothetik angewendet. Die vorgestellte In-vitro-Methodik ist grundsätzlich gut 

geeignet, um die Monomerfreisetzung aus dentalen Materialien zu untersuchen. In 

zukünftigen Studien sollte die analytische Methodik der Kontrolluntersuchung für alle 

untersuchten Substanzen angewendet werden und gegebenenfalls auch Hydrolyse- bzw. 

Degradationsprodukte untersucht werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein 

Versuchsaufbau, der eine metaanalytische Auswertung sowie den Vergleich zu gewöhnlichen 

Restaurationen erlaubt, etabliert. Nach aktuellem Kenntnisstand ist dies die erste 

Untersuchung, die allen diskutieren, experimentellen Vorgaben entspricht und mit einer 

neuartigen hochsensitiven Nachweismethode kombiniert. Die Ergebnisse der vorliegenden 

Studie deuten darauf hin, dass eine reine UV-Detektion zum Nachweis von BPA in 

Kompositeluaten anfällig für falsch-positive Ergebnisse ist. Es wurden signifikante 

Unterschiede hinsichtlich der Monomerfreisetzung zwischen den untersuchten Materialen 

festgestellt. In der aktuellen Literatur bestehen die größten gesundheitlichen Bedenken 

wegen einer potentiellen BPA- und BisGMA-Freisetzung. Jedoch war BisGMA in den 

Eluaten von keinem Material nachweisbar. In den Eluaten der konventionellen Materialien 

war BPA nicht nachweisbar und in den Eluaten der BPA-freien Materialen wurden 

materialunabhängig BPA-Spuren gleicher Intensität unterhalb der Quantifizierungsgrenze 

vermutlich auf Grund von Kontaminationen detektiert. In BPA-freien Kompositen wird 
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BisGMA in der Regel durch UDMA ersetzt. Diese Anpassungen an der Polymermatrix 

führten zu einer signifikant erhöhten UDMA-Elution. Es wurden in der vorliegenden Studie 

zwar keine zytotoxisch-wirksamen Monomerkonzentrationen gemessen, aber potentiell-

mutagene Effekte auf lokale Zellen können bei größeren Provisorien nicht ausgeschlossen 

werden. Der Austausch von BisGMA gegen UDMA aus Biokompatibilitätserwägungen 

sollte daher überdacht werden.  
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5 Zusammenfassung 

Nach der Präparation dienen temporäre Kronen- und Brückenrestaurationen der 

ästhetischen und funktionellen Wiederherstellung sowie dem Schutz des Zahnes. Die 

Herstellung dieser Restaurationen erfolgt meist mit Hilfe von chemisch- oder dual-härtenden 

Kompositen. Einige Bestandteile von Kompositen, insbesondere BPA und dessen Derivate, 

stehen im Verdacht eine gesundheitsschädliche Wirkung zu haben. Daher bieten einige 

Hersteller bereits BPA-freie Materialien, in denen BPA-Derivate oftmals durch UDMA 

ausgetauscht werden, an. Die vorliegende Arbeit sollte die Freisetzung von BPA und anderen 

relevanten dentalen Monomeren durch konventionelle und BPA-freie 

Provisorienkunststoffe im wässrigen Milieu untersuchen und vergleichen. 

Hierzu wurden zwei konventionelle Materialien (Luxatemp Automix Plus, Protemp 4) und 

zwei BPA-freie Materialien (ExperTemp, Visalys Temp) untersucht. Es wurden je 

Inkubationsperiode, Monomer und Material fünf zylindrische Probekörper (Oberfläche: 

4,712 cm2) hergestellt. Die Inkubation erfolgte mit HPLC-grade Wasser bei 37 °C und 

112 U/min. Das Extraktionsverhältnis entsprach der ISO Norm 10993-12. Freigesetzte 

Monomere wurden mittels HPLC-UV/Vis-MS und interner Kalibrierung (interner Standard: 

Diethylphthalat) analysiert. Die BPA-Analyse erfolgte mittels HPLC-UV und positive 

Ergebnisse wurden nach der Derivatisierung des probeninternen BPA mittels HPLC-

MS/MS und interner Kalibrierung (interner Standard: d16BPA) validiert. Bei einem positiven 

Analytnachweis in den Eluaten nach 24-stündiger Inkubation (Elutionsmaximum) wurden 

weitere Inkubationsperioden (eine Stunde, 12 Stunden und 7 Tage) analysiert. Es wurden die 

Nachweisgrenzen (TEGDMA, UDMA: 0,05 µg/ml; BisGMA, BPA: 0,5 µg/ml; 

derivatisiertes BPA: 0,009 ng/ml) und Quantifizierungsgrenzen (BPA, TEGDMA, UDMA: 

0,5 µg/ml; derivatisiertes BPA: 0,03 ng/ml) aller Substanzen bestimmt. Alle Kriterien einer 

linearen Kalibrierung wurden erfüllt (r2 > 0,95; gleichmäßiger Residuenplot).  

In den Eluaten aller Materialien war nach mindestens einem Inkubationsintervall TEGDMA 

und/oder UDMA nachweisbar. Dahingegen waren BisGMA oder BPA in keiner der Proben 

quantifizierbar. Die statistische Auswertung zeigte, dass die BPA-freien Materialien 

signifikant mehr UDMA eluieren als konventionelle Materialien. Alle gemessenen 

Konzentrationen lagen unter den berichteten effektiven zytotoxischen Konzentrationen. 

Aber für einige Materialien, insbesondere BPA-freie Materialien, lagen sie über den 

berichteten potenziell genotoxischen Konzentrationen auf lokale Zellen. Da BPA-freie 

Materialien auf Grund von Biokompatibilitätserwägungen eingeführt wurden, sollte der 

Austausch von BisGMA durch UDMA reevaluiert werden.  
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