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1. Einleitung

1 Einleitung

Bisphenol A (BPA) wird in der Industrie zur Herstellung von Polycarbonat, einem sehr stabilen
und bruchfesten Kunststoff und Epoxydharzen, wie zum Beispiel Verbundstoffen, Klebstoffen,
Nagellacken oder auch Beschichtungen von Konservendosen verwendet. Brotons et al. konnten
jedoch 1995 eine 6strogene Aktivitdt von BPA aus beschichteten Konservendosen nachweisen
[16]. Goodson et al. wiesen in Dosennahrung aus 37 Konservendosen einen Bisphenol-A-
Gehalt von 0,007 mg/kg und in einer Probe aus einer Konservendose einen Gehalt von 0,38
mg/kg an BPA nach [34]. Bisphenol A ist auch in Kunststoffflaschen aus Polyethylenterephtha-
lat oder Polypropylen, Mikrowellengeschirr, Babyschnullern, Kunststoffbestecken und auch
Plastikverpackungen von Lebensmitteln enthalten. Wenn derartige Gegenstédnde Bisphenol A
freisetzen, sind diese mdgliche Aufnahmequellen von Bisphenol A in den menschlichen Orga-
nismus, zum Beispiel Uber die Nahrung, die in solchen GeféalRen gelagert bzw. zubereitet wird.
MikrowellengefaRe bergen die Gefahr einer BPA-Ubertragung auf die Nahrung wahrend des

Erwarmens [67].

Ein besonderes Augenmerk ist auf die Babyschnuller zu richten, da diese in der Gebrauchspe-
riode in direktem Kontakt zum Mundhohlenmilieu stehen. Im Auftrag der Umweltorganisation
Global 2000 untersuchte eine gemaf ISO/IEC 17015 akkreditierte Priifstelle unterschiedliche
Babyschnuller aus Latex und Silikon und stellte Bisphenol-A-Freisetzungen aus allen Schnul-
lern fest [33].

Zahlreiche Autoren untersuchten die Bisphenol-A-Freisetzung aus Babyflaschen bestehend aus
Polycarbonat. Le et al. konnten nach Auswaschen von Flaschen aus Polycarbonat mit 100 ml
kochendem Wasser bis zu 7,67 ng Bisphenol A/ml Wasser nachweisen [52]. Der Nachweis er-
folgte nach einer 24 stiindigen Lagerung des Wassers in den Gefalzen. AuRerdem untersuchten
sie die Bisphenol-A-Konzentration in Wasser nach siebentédgiger Lagerung in Polycarbonatfla-
schen bei Raumtemperatur und fanden maximal 1,33 ng Bisphenol A/ml Wasser. Maragou und
Mitarbeiter kochten Polycarbonatflaschen mit Wasser aus und fanden bis zu 14,3 ug Bisphenol
A/kg Polycarbonat [59]. Die Bisphenol-A-Konzentration ist jedoch stark von der Untersu-
chungsmethode abhangig. Cao et al. sowie Brede et al. untersuchten den Bisphenol-A-Gehalt
nach thermischer Behandlung der Babyflaschen aus Polycarbonat und wiesen im Wasser BPA-
Konzentrationen von 8,4 pg/l Wasser [15] bis zu 521 pg/l Wasser [17] nach.

Yamamoto et al. untersuchten Abfallkunststoffe und fanden bis zu 139 ug Bisphenol A/g Mate-
rial in Polyvinylchloridkunststoffen [103].

Verschiedene Studien konnten nachweisen, dass Bisphenol A nicht nur freigesetzt, sondern

auch in den Organismus aufgenommen wird. Carwile et al. untersuchten die Urinwerte von Pro-

1



1. Einleitung

banden nach dem Konsum von Getréanken aus Polycarbonatflaschen und konnten Bisphenol-A-

Konzentrationen bis zu 2,1 ug Bisphenol A/l Urin nachweisen [19].

Der Nachweis von Bisphenol A in Sauglingsnahrung gelang Ackermann et al. [1]. In flissiger
Babynahrung fanden sie bis zu 11 ng/g Nahrung Bisphenol A [1]. Eine weitere Belastungsquelle
stellen Lopez-Cervantes et al. dar. Sie untersuchten Verpackungen auf der Basis von Polyvi-
nylchloridkunststoffen und stellten Werte von bis zu 500 mg Bisphenol A/kg Material fest [56]. In
diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dass ein direkter Vergleich aller Werte auf-

grund der unterschiedlichen Mal3einheiten und Untersuchungsmethoden nicht maglich ist.

In der restaurativen Zahnmedizin wird Bisphenol A in Flllungskompositen eingesetzt. Bi-
sphenol-A-Diglycidyl-Methacrylat (Bis-GMA) ist ein Reaktionsprodukt aus Bisphenol A und Gly-
cidylmethacrylat [42] und dient in den dentalen Kunststoffen als Basismonomer. Bei unvollstan-
diger Polymerisation der Matrixbestandteile sind die unpolymerisierten Anteile in der Lage, Bi-
sphenol A abzugeben. Zudem ist anzunehmen, dass durch die Reaktion mit Speichelbestand-
teilen Degradationsprodukte wie Bishydroxy-Propoxyphenyl-Propan (bisHPPP) entstehen, die
gesundheitsschadigende Wirkungen haben konnen [93]. Bestimmte Enzyme, wie Proteasen
und Esterasen sind in der Lage einzelne Komponenten und Bestandteile aus polymerisiertem
Komposit herauszuldsen [7], wobei 90 % der Eluate innerhalb der ersten 24 Stunden in Lsung
gehen [83].

In der Wissenschaft wird seit Jahren die 6strogene Wirkung von Bisphenol A kontrovers disku-
tiert. Bisphenol A bindet an Ostrogenrezeptoren und konkurriert um deren Hormonbindungs-
platz. Durch diese Interaktion resultiert eine Veranderung des endokrinen Systems und fihrt zur
Schadigung verschiedener Organe, die dadurch reguliert werden. Stoffwechsel, Immunsystem,
Verhalten, Wachstum und Organentwicklung werden durch das endokrine System moduliert
[20]. Durch die Fehlregulation des endokrinen Systems werden vor allem das Immunsystem
[24,92] und der Stoffwechsel negativ beeinflusst, Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2
[2,4,5], Adipositas [11,40,50], verfriihte Geschlechtsreife, Abnahme der Fertilitat [53], teratoge-
ne Wirkungen [90] und Mammakarzinome [20] werden damit beginstigt.

Hormonaktive Substanzen bewirken agonistische oder antagonistische Effekte an den Ostro-
genrezeptoren. Durch endogene Effekte, die durch Bisphenol A ausgeldst werden kdnnen, wer-
den die Fortpflanzungsfunktionen, das Wachstum und die sexuelle Differenzierung geschadigt
[20,70]. Fehlentwicklungen der Sexualorgane und eine Abnahme der Spermienzahl sind nen-
nenswerte Folgen einer Fehimodulation von Ostrogenrezeptoren [20,35].

Da Ostrogene auch Hirnareale wie den Hippocampus [57,58] und den Hypothalamus [3,43,75]
beeinflussen, wird verstandlich, dass ein Eingriff in die Ostrogenwirkung folglich auch auf neu-
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ronaler Ebene Schaden hervorrufen kann. Durch die Interaktion der dstrogenen Substanzen mit

dem Nervensystem wird die geistige Entwicklung negativ beeinflusst [58,75].

Die meisten Autoren halten die Bisphenol-A-Belastung durch Fissurenversiegelungsmaterialien

fur klinisch nicht relevant. Es fehlt jedoch nach wie vor an sicheren Erkenntnissen.

In der zahnmedizinischen Praxis werden Fissurenversiegelungsmaterialien besonders bei ju-
gendlichen Patienten angewendet, ohne sicher ausschlielRen zu kénnen, dass Bisphenol A ge-
sundheitliche Schaden hervorrufen kann. Es muss vor allem berlcksichtigt werden, dass insbe-
sondere Kinder aus toxikologischer Sicht gefahrdet sind [20,86]. Rechnet man der Belastung
durch dentale Werkstoffe die Bisphenol-A-Aufnahme aus alltaglichen Gebrauchsgegenstanden
hinzu, kann die toxikologisch tolerierbare Menge von 10 pg/kg Korpergewicht/Tag bei einem

Kind schnell Gberschritten werden.
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2 Literaturibersicht

2.1 Dentale Kunststoffe

Der Wunsch nach zahnfarbenen Fullungswerkstoffen, die ein minimalinvasives Vorgehen er-
madglichen, fuhrte Anfang der 1950er Jahre zur Entwicklung des so genannten Bowen-
Kunststoffes [80]. Der von Bowen entwickelte Kunststoff, das Bis-GMA, ist eine Verbindung aus
Epoxidharzen und Acrylaten. Durch den Zusatz von Fillstoffen konnten die physikalischen und
chemischen Eigenschaften der Materialien optimiert werden. Bis-GMA ist die Basis der denta-
len Komposite, die im Laufe der Zeit stetig verbessert werden konnten. Unter anderem unter-

scheiden sich Komposite durch Variation der Fullpartikel und ihrer Grof3e [80].

Die Komposit-basierten Fissurenversiegelungsmaterialien, die in der vorliegenden Studie unter-
sucht werden, sind diannflieBend. Es gibt sowohl geflllte als auch ungefiillte Systeme. Als Ba-
sismonomer dienen je nach Versiegler, Bisphenol-A-Diglycidyl-Methacrylat (Bis-GMA), Uret-
handimethacrylat (UDMA) oder Triethylen-Glycol-Dimethacrylat (TEGDMA). Bis-GMA ist ein
Reaktionsprodukt aus Bisphenol A und Glycidylmethacrylat und stellt den Basisbestandteil der
Fissurenversiegler dar. Bisphenol A ist ein Molekil bestehend aus zwei phenolischen Ringen,

wobei die beiden endstandigen OH-Gruppen die Stoffeigenschaften bestimmen [54].

Uber einen Glycidylring werden die Methylmethacrylat-Gruppen an die Hydroxylgruppe des Bi-
sphenol A geknipft [30] (vgl. Abb. 1 und 2).

CHy
HO OH
CHy

Abbildung 1: Strukturformel Bisphenol A
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Abbildung 2: Bisphenol-A-Glycidylmethacrylat
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Fissurenversiegelungen werden in der Zahnmedizin bei Kindern als prophylaktische MaZnahme
angewandt, indem Fissuren und Griibchen der Zahne nach ihrem Durchbruch mit einem diinn-

flieRenden Bowenharz versiegelt werden.

Fissurenversiegelungsmaterialien besitzen eine hohe FlieRfahigkeit, damit die Fissuren und
Grubchen maoglichst vollstandig verschlossen werden. Bei Verwendung von Kampferchinon als
Initiator wird durch Lichtzufuhr (Wellenldnge bei 450 nm) die Polymerisation initiiert und es ent-
steht ein kreuzvernetztes Polymer. Dabei werden die Initiatoren durch Lichtzufuhr in Startradi-
kale umgesetzt. Da jedoch der Polymerisationsvorgang empfindlich gegeniiber Sauerstoff ist,
entsteht wahrend der Polymerisation eine Sauerstoffinhibitionsschicht. Um eine gesundheits-
schadigende Wirkung durch nicht umgesetzte Monomeranteile zu vermeiden, sollte die Sauer-

stoffinhibitionsschicht entfernt werden [61].

Die Haftung am Zahn erfolgt tiber mechanische Bindung, indem der Versiegler nach Atzung der
unpraparierten Schmelzoberflache mit einer Phosphorsaure in die Fissur eindringt und unter
Ausbildung von Zotten, den so genannten Tags, an der geatzten Schmelzoberflache eine mik-

romechanische Retention eingeht [22].

Allerdings ist unklar, ob die Bisphenol-A-Belastung durch zahnarztliche Komposite einen kli-
nisch relevanten endogenen Effekt hat. Eine hydrolytische Aufspaltung von Bis-GMA ist nach
der endgultigen Polymerisation nicht ausgeschlossen. Es ist moéglich, dass durch die Mundhoh-
lenbedingungen und Speichelbestandteile Degradationsprodukte aus dem polymerisierten Ma-
terial freigesetzt bzw. umgesetzt werden [8,97]. Die Kunststoffe sind in der Mundhdhle chemi-
schen und mechanischen Belastungen ausgesetzt. Spezifische Esterasen sind in der Lage,
Methacrylatgruppen zu spalten, wodurch die so genannten Degradationsprodukte entstehen
kénnen [6,8,71]. Besonders Pseudocholinesterasen und Cholesterolesterasen werden in der
Literatur als potente Esterasen angegeben [29,44]. Durch die Hydrolyse von Bisphenol-A-
Glycidylmethacrylat entsteht das Degradationsprodukt Bishydroxy-Propoxyphenyl-Propan
(bisHPPP) [7,29,30,44,51,82,93,94]. Bishydroxy-Propoxyphenyl-Propan enthalt zusatzliche
Hydroxylgruppen, die die Loslichkeit des Molekiil steigern [93]. Sowohl die ungebundenen An-
teile aus der Sauerstoffinhibitionsschicht als auch die Degradationsprodukte stehen unter dem

Verdacht 6strogene Wirkung erzielen zu kénnen.

Die ersten sieben Tage nach Legen einer Kunststoffflllung sind gesundheitlich als kritisch an-
zusehen, da in dieser Zeit mit einer besonders hohen Abgabe von Eluaten wie Bisphenol A zu
rechnen ist [45]. Nach diesem Zeitraum ist eine Abgabe von Kompositbestandteilen durch den
mechanischen Abrieb beim Kauprozess [71] und direkten Kontakt mit der Mundschleimhaut und

dadurch ausgeldste chemische Reaktionsprodukte denkbar [45].




2. Literaturiibersicht

2.2 Endokrin wirksame Substanzen und Ostrogenrezeptoren

Ostrogene sind Steroidhormone, strukturell dem Cholesterin verwandt und lipophil. Lipophile
Zellmembranen kénnen durchdrungen werden und infolgedessen gelangen die Ostrogene in
ihre Zielzellen. Im Zellinneren bilden diese Hormone einen Rezeptor-Hormon-Komplex aus,
indem sie an spezifische Ostrogenrezeptoren binden. Durch die Aktivierung des Rezeptorkom-

plexes wird die Transkription der Messenger RNA eingeleitet [41,95].

Steroidhormone modulieren die Fortpflanzungsfunktionen und sind verantwortlich fur die Ent-
wicklung der primaren und sekundaren Geschlechtsmerkmale [65,95]. Die primaren Ge-
schlechtsorgane entwickeln sich wahrend der Embryonalzeit und die Ausbildung der sekunda-
ren Merkmale beginnt wahrend der Pubertét. Die Thelarche und Menarche, Reifung der Eier-
stécke und somit die geschlechtliche Differenzierung [60,65] wird lber die Steroidhormone re-
guliert. Am Ende der Pubertat sind primare und sekundare Geschlechtsmerkmale vollstandig

ausgereift.

AuRerdem sind die Steroidhormone an Knochenumbauprozessen beteiligt [41]. Aufgrund ver-
minderter Produktion von Ostrogen bei Frauen in der Menopause (berwiegt der Knochenab-
bauprozess, was die Bedeutung des Hormons auf den Knochenmetabolismus verdeutlicht. Es
ist auch bekannt, dass Ostrogene antioxidative Wirkungen besitzen und somit einer Gewebe-
schadigung entgegenwirken kénnen, indem sie freie Radikale auffangen [58]. Der Ostrogen-
spiegel variiert zyklisch und ist besonders wichtig fir die Steuerung des Menstruationszyklus,
der eine wichtige Voraussetzung fur die Fruchtbarkeit der Frau ist. Die mannlichen Sexualhor-
mone, die Androgene, werden in den Keimdrisen und den Nebennieren gebildet und sind
ebenfalls an der Ausbildung der Geschlechtsmerkmale beteiligt sowie verantwortlich fur die
Spermatogenese. AulRerdem fordern endogene Hormone das L&ngenwachstum, die Libido,
stimulieren die Erythropoese und sind verantwortlich fir die anabole Stoffwechselwirkung, die
sich in der Zunahme von Muskel- und Knochenmasse manifestiert [41].

Ostrogene beeinflussen die Mundschleimhaut. Dies ist besonders bei schwangeren Frauen zu
beobachten. Dies wird mit dem veranderten Hormonspiegel wahrend der Schwangerschaft in
Zusammenhang gebracht [95]. Bei Anwendung oraler Kontrazeptiva, wahrend des Menstruati-
onszyklus und der Pubertat sind ebenfalls Veranderungen an der Gingiva zu beobachten [60].
Haufig leiden Patienten mit verandertem Hormonspiegel an Gingivahyperplasien, Gingivitiden
und Gingivablutungen. Bei schwangeren Frauen wurde im Vergleich zu einer Kontrollgruppe mit
Frauen nach der Entbindung ein deutlich pathogeneres parodontales Keimspektrum nachge-
wiesen [18]. Parodontal pathogene Keime im Speichel, wie Porphyromonas gingivalis und Pre-
votella intermedia, korrelieren mit dem Hormonspiegel der Frau [18]. Zirkulierende Sexualhor-

mone wirken stimulierend auf Prevotella intermedia Spezies [10]. Die Anwesenheit von Keimen
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wie Prevotella nigrescens zeigen ebenfalls eine positive Korrelation mit Gingivitiden wéhrend

der Schwangerschaft [36].

In der Gingiva schwangerer Frauen wurden spezifische Ostrogen- und Progesteronrezeptoren
nachgewiesen. Diese Hormone sind in der Lage, die Produktion von Prostaglandinen anzure-
gen, die entziindungsfordernd wirken. Dies fiihrt wéhrend der Schwangerschaft zu Gingivitiden
[10].

Die Steuerung der Hormonausschittung wird Gber den neuroendokrinen Steuerkreis reguliert.

Hypothalamus

Ausschuttung gonadotroper Hormone

Inhibin A+B Follikel-stimulierendes Luteinisierendes Hormon Ostrogen/
Hormon Testosteron

e

Effektorische Hormondriise

Effektororgan wird zur Ausschuttung von
Ostrogen/Testosteron stimuliert/negative Riickkopplung

Abbildung 3: Neuroendokriner Regelkreis zur Steuerung der Sexualfunktion modifiziert nach [41]
und [98]

Wie aus der Abbildung 3 ersichtlich wird, besteht das endokrine System aus dem Hypotha-
lamus und den effektorischen Hormondriisen. Die im Hypothalamus freigesetzten Hormone
(,Releasing-Hormone") gelangen in die Hypophyse, die durch den Reiz zur Ausschittung
glandotroper Hormone angeregt wird. Die glandotropen Hormone bewirken in dem Effektorhor-
mon, bei der Frau in den Eierstécken und beim Mann in den Hoden, ein Freisetzen stoffwech-
selaktiver Hormone. Die Konzentration der Hormone wird Uber eine negative Ruckkopplung
konstant gehalten. Ubersteigt die Hormonkonzentration ihr Maximum, empfangt der Hypotha-
lamus diese Information. Die Steroidhormone beeinflussen dabei die Gonadotropin-Releasing-
Hormone Uber afferente Neurone [98]. Die Feedback-Regulation der luteinisierenden Hormone
erfolgt direkt durch die Steroidhormone und das Follikel-stimulierende Hormon wird durch Inhi-

bin kontrolliert [98]. Auf diese Weise wird der Hypothalamus gehemmt und es werden keine

~
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weiteren Hormone ausgeschuttet. Sobald der Hormonspiegel jedoch sinkt, wird diese Hem-
mung aufgehoben und im Hypothalamus eine vermehrte Bildung und Ausschittung von Hor-

monen induziert [41].
2.3 Endokrin wirksame Substanzen

2.3.1 Wirkmechanismus 6strogener Substanzen

Endokrin wirkende Substanzen besitzen die Fahigkeit, endokrine Hormone in ihrer Funktion zu
verandern. Dabei werden Substanzen, die um den Rezeptorbindungsplatz konkurrieren, von
einer weiteren Substanzklasse unterschieden, die die Synthese, die Ausschittung, den Trans-

port, den Wirkungsmechanismus und auch die Ausschittung der Hormone negativ beeinflusst.

Bisphenol A gehort zur Substanzklasse, die um den Rezeptorbindungsplatz von Ostrogenen
konkurriert und dessen Bindung an die Rezeptoren endogene Effekte imitiert [35]. Da sie in das
hormonelle Steuerungssystem eingreifen, entfalten Ostrogene Substanzen ihre Wirkung im
Niedrig-Dosis-Bereich. Schon geringste Mengen an endokrin wirksamen Stoffen reichen aus,
um das Gleichgewicht zwischen mannlichen und weiblichen Hormonen zu beeinflussen. Der
Niedrig-Dosis-Bereich wurde fiir dstrogene Stoffe mit 50 mg/kg Korpergewicht/Tag bestimmt.
Dieser Wert stellt eine Niedrigdosis einer Substanz dar, bei der in Tierexperimenten noch eine
Wirkung zu beobachten ist, der so genannte LOAEL (lowest observed adverse effect level)
[28,47,57,100].

Mit Hilfe dieser Angabe wird mit einem Sicherheitsfaktor von 1000 ein Wert berechnet, von dem
bei langfristiger und regelmafiger Aufnahme keine Schadigung zu erwarten sind, der fur endo-
krin wirksame Substanzen bei 0,05 mg/kg Kérpergewicht/Tag liegt und als tolerable daily intake
(TDI) angegeben wird [47]. In Anbetracht der Wirkungen an den Reproduktionsorganen und der
toxikologischen Datenlage hat die Europaische Kommission den TDI auf 10 pug/kg/Tag gesenkt
[47,57].

Diese Stoffe folgen nicht der toxikologischen Wirkungsweise, das heif3t, dass die Schadigung
nicht von der Menge der Substanz abhéangig ist, sondern durch den Eingriff in das neuroendo-
krine System unabhangig von der Menge Schadigungen hervorgerufen werden kénnen [20].
Ferner kbnnen diese Substanzen durch ihre agonistische Wirkung Fehlentwicklungen hervorru-
fen, selbst wenn sie zum physiologischen Zeitpunkt der Entwicklungsphase eingreifen. Durch
die Bindung an die Ostrogenrezeptoren zu einem unpyhsiologischen Zeitpunkt werden be-
stimmte Entwicklungsprozesse friher eingeleitet, die dem Entwicklungszeitpunkt nicht entspre-
chen. Es werden vor allem verfriihte Maturation der Gonaden und plétzlicher Wachstumsschub

beobachtet. Der Einfluss von endokrin wirksamen Substanzen fihrt bei Madchen zur verfriihten
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Menarche, Thelarche und Schambehaarung [81]. Durch den Einfluss der Xenodstrogene auf

den Hypothalamus kénnen Veréanderungen im endokrinen System verzeichnet werden.

Endokrine Substanzen beeinflussen zudem die Menge der zirkulierenden Hormone durch Ein-
greifen in deren Produktion und Metabolismus, sowie in den Transport oder verdndern direkt
deren Wirkung durch Bindung an den Rezeptoren [85]. Im Falle eines erh6hten Hormonspiegels
erhalt der Hypothalamus ein negatives Feedback und die Sekretion von gonadotropinen Hor-
monen wird eingestellt [85]. Im Falle einer antagonistischen Wirkungsweise konnen diese Stoffe

durch Blockierung die Funktion der endogenen Hormone hemmen.

Enzyme sind am Abbau der schadigenden Substanzen beteiligt. Der Abbau von Bisphenol A
erfolgt durch Glucuronidierung. Dabei wird das Bisphenol A an Glucuronséure gebunden und
als Glucuronide renal oder bilidr ausgeschieden. An der Reaktion ist unter anderem das Enzym
UDP-Glucuronosyltransferase als Katalysator beteiligt [104]. Da jedoch Kinder Uber eine gerin-
gere Konzentration dieser Enzyme verfiigen, wird deutlich, dass das Risiko einer Misshildung

und daraus resultierenden Erkrankung fur Kinder hdher einzustufen ist als fur Erwachsene [20].

2.3.2 Bisphenol A als endokrin wirksame Substanz

Endokrin wirksame Substanzen verursachen Erkrankungen durch Eingriff in das neuroendokri-
ne System. Die Stérung erfolgt entweder durch antagonistische Effekte, indem die Rezeptoren
gehemmt werden oder indem, wie im Fall von Bisphenol A durch Bindung an einen Ostrogenre-
zeptor, ein agonistischer bzw. 6strogener Effekt ausgeldst wird [20,58,70]. Durch den Eingriff an
den Ostrogenrezeptoren wahrend der Entwicklungsphase wird eine verfriinte Geschlechtsreife
bei Kindern mit der Wirkung von Bisphenol A in Zusammenhang gebracht. Dieser Effekt wird
erzielt, indem die Aktivierung der Rezeptoren zu einem unphysiologisch friihen Zeitpunkt er-
folgt, das heildt, vor Beginn der Pubertat. Die Evidenz der prapubertaren Veranderungen wird
mit tierexperimentellen und epidemiologischen Untersuchungen gestitzt [85]. Eine verfriihte
Pubertat konnte an Ratten beobachtet werden, die einer Bisphenol-A-Exposition ausgesetzt

worden waren [39].

Die Abnahme der Spermienzahl, eine Fehlbildung der Sexualorgane, die Zunahme der Prosta-
ta- bzw. Mammakarzinome, Diabetes Typ Il und Herz-Kreislauf-Erkrankungen werden mit einer
erhdhten Aufnahme von Bisphenol A in direkten Zusammenhang gebracht. Lang et al. konnten
nachweisen, dass bei Patienten, die unter Ubergewicht leiden, eine signifikant erhthte Bi-
sphenol-A-Konzentration im Urin vorzufinden ist. Bei Probanden mit einem Body-mass-Index
(BMI) im Normbereich von 18,5 bis 24,9 konnten Bisphenol-A-Werte bis zu 3,91 ng/ml im Urin
nachgewiesen werden, wohingegen Patienten, die an Adipositas litten, Werte bis zu 6,93 ng/ml
aufwiesen [50]. Daraus lasst sich die Schlussfolgerung ableiten, dass die oben genannten Er-
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krankungen durch Bisphenol A beeinflusst werden kénnen. Bisphenol A und dessen Konjugate
werden in der Leber abgebaut und tber die Nieren ausgeschieden. In diesem Zusammenhang
ist insbesondere eine Assoziation mit Insulin, Diabetes mellitus und Adipositas zu nennen
[2,4,5,50].

Da Enzyme, wie zum Beispiel die UDP-Glucuronosyltransferase, eine protektive Wirkung besit-
zen, sind vor allem Sauglinge und Kinder aufgrund des ungentigend ausgebildeten Abwehrsys-
tems einem erhohten Risiko einer korperlichen Schadigung ausgesetzt. Dies betrifft vornehm-
lich die geistige und die korperliche Entwicklung, da Bisphenol A vor allem mit dem Nervensys-

tem interagieren kann [20].

Darlber hinaus sollte die Kombinationswirkung endokrin wirksamer Substanzen beriicksichtigt
werden. Die Exposition von Phytotstrogenen aus der Nahrung, die vor allem in Sojabohnen
enthalten sind, kann zu einer Variation des endogenen Hormonspiegels fihren [23]. Damit stellt
sich eine weitere Belastungsquelle im Sinne einer additiven Wirkungsweise dar. Aufgrund der

Komplexitat des endokrinen Systems ist die Bewertung dieser Effekte jedoch schwierig [25].

Mit der Exposition von Industriechemikalien vom Bisphenol-A-Typ werden zudem Geburtsde-
fekte und Embryotoxizitat [90], Entwicklungsstérungen [75], psychische Stérungen [35,58], Tes-
ticular-Dysgenesis-Syndrom [35], Demaskulinisierung und Hypospadie (Fehimiindung der Harn-
réhre) und auch ein sinkender Anteil an méannlichen Neugeborenen unmittelbar in Zusammen-
hang gebracht [35].

2.4 Tierexperimentelle Versuche

Schwengberg et al. behandelten Stammzellen von Rattenembryonen mit dentalen Kunststoffen
auf der Basis von Bisphenol-A-Glycidylmethacrylat (Bis-GMA), Urethandimethacrylat (UDMA),
Hydroxyethylmethacrylate (HEMA) sowie Triethylenglycoldimethacrylate (TEGDMA) und konn-

ten embryotoxische Effekte an diesen Zellen nachweisen [90].

Auch das Reizdarmsyndrom und Abdominalschmerzen werden mit der Exposition gegentber
Bisphenol A assoziiert. Darmepithelzellen und sensorische Nervenzellen regulieren und steuern
die intestinale Permeabilitat und wirken antiinflammatorisch. Die peripher empfangenen Reize
werden an das zentrale Nervensystem weitergeleitet. Braniste et al. bewiesen in Tierstudien,
dass Bisphenol A die Darmpermeabilitét sowie Nozizeptoren im Darm beeinflusst. Die Forscher
leiten aus ihren Versuchsergebnissen die Vermutung ab, dass Bisphenol A an Rezeptoren der
Darmepithelzellen angreift, die Permeabilitdt der Darmmucosa verandert und infolgedessen
verantwortlich fir entztindliche Reaktionen des Darmes sein kann. Die Erkrankung auf3ert sich

mit Flatulenz, Obstipation/Diarrh6e und krampfartigen Magenschmerzen. Im Rahmen einer Kili-
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nischen Studie an Ratten konnte gezeigt werden, dass nach oraler Exposition mit endokrin

wirksamen Substanzen eine deutliche Permeabilitédt der Mucosa resultiert [14].

Manthey und Mitarbeiter fltterten ovarektomierte Ratten drei Wochen lang mit Bisphenol A an-
gereichertem Futter und untersuchten anschlieBend das Genexpressionsmuster aus den Lysa-
ten des Gehirns. Die Untersuchungen ergaben deutliche Ver&dnderungen der Genexpressions-
muster, woraus sie schlussfolgerten, dass die Einschétzung der Wirkung endokriner Disrupto-
ren sehr schwierig ist, da vor allem die Ostrogenrezeptoren im Gehirn regionar spezifisch sind
und sich wahrend der Lebenszeit andert [58]. Die Ergebnisse der Gruppe von Poimenova et al.
bestéatigen den Einfluss von Bisphenol A auf das Gehirn. Sie untersuchten Ratten nach Exposi-
tion mit Bisphenol A auf ihr Verhalten und ihre Lernbreitschaft und stellten fest, dass die behan-
delten Ratten gegeniber der Kontrollgruppe deutliche Interferenzen hinsichtlich der motori-

schen Funktionen und der Lernbereitschaft aufzeigten [75].

Drozdz et al. untersuchten in vitro die Gentoxizitat und inkubierten menschliche Lymphozyten
mit Bisphenol A und konnten Strangbriiche der DNA nachweisen, die zu einer Verzégerung der
S-Phase im Zellzyklus fihren [24].

Das Risiko an Diabetes mellitus unter Einfluss von Bisphenol A zu erkranken wurde in einigen
tierexperimentellen Studien untersucht. Die Untersuchungen von Adachi et al. [2] sowie Alonso-
Magdalena et al. [4] bestétigen den Einfluss von Bisphenol A auf die Insulinsekretion und somit

das Risiko an Diabetes zu erkranken.

Oehlmann und Mitarbeiter untersuchten die Bisphenol-A-Wirkung an Vorderkiemenschnecken
[87]. Dabei wurden vier verschiedene, getrennt geschlechtliche Vorderkiemenschnecken-
Spezies (Gastropoda [Schnecken] - Prosobranchia [Vorderkiemenschnecken]) untersucht. Die
Tiere wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von Bisphenol A im Wasser belastet und
Uber Zeitspannen von wenigen Wochen bis mehreren Monaten auf Veranderungen untersucht
(Tabelle 1) [87].
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Tabelle 1: Zusammenfassung der Schneckenversuche von Oehlmann et al. [70]; BPA=Bisphenol A

Untersuchte Expositionskonzentra- | Experiment Ergebnisse
Schneckenart tion mit BPA
Marisa cornua- | 1 ug BPA/Il ; 5 ug BPA/I; | Hochkonzentrationsexperiment e Entstehen von Superweibchen
rietis 25 ug BPAJI; 100 pg e VergroRerung der Geschlechtsdriisen
BPA/I iber 5 Monate e Stimulation von Gelege- und Eiproduktion
e Misshildungen an den Eileitern
e Zusatzliche weibliche Geschlechtsorgane, wie eine zweite Vagina
e VergrofRerung des Volumens der Kapseldrise
e Riss im Eileiter
e Austritt von Gelegemasse aus den Rissen
e Erhéhte Mortalitat
e Maximaler Effekt schon bei 25 ug BPA/I
Marisa cornua- | Kontrolle; 1 ug BPA/I Lebenszyklusexperiment im Hoch- | ¢  Vergleichbare Effekte wie bei adulten Tieren
rietis und 100 pg BPA/I Uber | konzentrationsbereich e Vergleichbar erhéhter Anteil an Missbildungen der Eileiter
12 Monate o Zeitlich verzogerte Laichtétigkeit

Marisa cornua-
rietis

50 ng BPA/I; 100 ng
BPA/I; 250 ng BPAV;
500 ng BPA/I; 1000 ng
BPA/I Giber 6 Monate

Niedrigkonzentrationsexperiment

Signifikante Steigerung der Eiproduktion mit Ausnahme der 50 ng/l
Gruppe

Bei Expositionswerten ab 500 ng BPA/I Steigerung der Fortpflan-
zung um bis zu 160 % im Vergleich zur Kontrollgruppe
Pathologische Verdnderungen der Geschlechtsorgane

Potamopyrgus
antipodarum

1 ug BPA/I; 5 ug BPA/I;
25 pg BPA/I; 100 pg
BPA/I Gber 9 Wochen

Expositionsexperiment wahrend der
sexuellen Ruhephase der Schne-
cken (im Hochsommer)

Erhéhte Embryonenzahl

Nassarius reti-

10 ug BPA/kg; 50 ug

95 % Quarzsand+ 5% Torf

VergréRerung der akzessorischen Geschlechtsdriisen

culatus BPA/kg; 1000 pg - kunstliches Sediment e Schwere ,Uterusgewichte* im Vergleich zur Kontrollgruppe
BPA/kg in kiinstlichen - Versuch wahrend Hauptrepro-
Sedimenten tber 3 Mo- | duktionsphase (im Frihjahr)
nate

Nucella lapil- 1 ug BPAJI; 25 pug BPAJI; | Exposition nach Ende der Fort- e Stimulation der Eiproduktion

lus 100 pg BPA/I Uiber 3 pflanzungsphase (im Frihsommer); | «  Missbildungen am Eileiter

Monate

zu diesem Zeitpunkt werden in der
Regel keine Eier produziert

Veranderungen sind nicht konzentrationsabhangig
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Schulte-Oehlmann et al. [87] beobachteten, dass alle getesteten Schneckenarten eine Veran-
derung der Morphologie nach Exposition mit BPA aufwiesen. Bei der Spezies Nucella lapillus ist
eine konzentrationsunabhangige Verédnderung zu verzeichnen und je nach Spezies sind die
pathologischen Veranderungen mehr oder weniger ausgepragt. Daraus ziehen die Autoren den
Schluss, dass durch eine Bisphenol-A-Exposition eine ,verfriihte sexuelle Ruhephase® resul-
tiert, und morphologische Verdnderungen an den Geschlechtsorganen zu Einschrankungen der

Fortpflanzungsfahigkeit fuihren [87].

Nach Ursachen fir eine Minderung der Spermienzahl suchten Hayatpour und Monsees an
Sertoli Zellen bei Ratten [37]. Sertoli-Zellen sind verantwortlich fir die Modulation der Sperma-
togenese sowie die Produktion von Wachstumsfaktoren und Hormonen. Die Teilung und somit
die Proliferation der Sertoli-Zellen ist jedoch mit Ausbildung der Blut-Hoden-Schranke beendet.
Die Proliferation und damit die Anzahl der Sertoli-Zellen bestimmen die Menge der gebildeten
Spermatozoen. Ostrogenartige Chemikalien kénnen in der Wachstumsphase die Proliferation
hemmen, indem sie das Freisetzen der follikelstimulierenden Hormone aus der Hypophyse ver-
hindern. Nach Inkubation juveniler Sertoli-Zellen von Ratten mit Bisphenol A konnten die Auto-
ren eine signifikante Steigerung von Laktat und Inhibin-B nachweisen, sofern die Konzentration
von Bisphenol A Uber 3 uM lag. Laktat dient als Energielieferant fiir Spermatozoen und Inhibin-
B wirkt Uber die negative Riickkopplung als Inhibitor auf die Hypophyse. Durch diese Hemmung
wird die Freisetzung von FSH (Follikel stimulierendes Hormon) verhindert und somit die Sper-
matogenese negativ beeinflusst [37].

Poimenova et al. fuhrten schwangeren Ratten Bisphenol A lber die tagliche Nahrung zu und
untersuchten die Neugeborenen auf ihre Lernfahigkeit [75]. Die Exposition der Feten bzw. der
Sauglinge erfolgte tber die Plazenta bzw. die Muttermilch. In einem Y-formig gestalteten Laby-
rinth wiesen die neugeborenen Ratten im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Bisphenol A eine
geringere Motivation und Lernbereitschaft auf. AuBerdem war bei den Bisphenol-A-Ratten der
Glucocorticoidplasmaspiegel erhdht und die Zahl der hippocampalen Glucocorticoidrezeptoren
war reduziert [75]. BPA stort die Hirnentwicklung und fihrt bei Sdugetieren zu geistiger Retar-
dierung. Dabei reichen in Laborversuchen an Ratten Dosierungen von ca. 20-400 pg/kg/Tag

wahrend der Fetalzeit aus, um bleibende Schaden hervorzurufen [100].

Aus der Schadigung des Hippocampus resultiert eine Stérung des neuroendokrinen Regelkrei-
ses. Dabei wird die Informationskette an den Hypothalamus unterbrochen, was sich in einer
Hypersekretion von Glucocorticoiden manifestiert.
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2.5 Nachweismethoden fur Bisphenol A

2.5.1 Reportergen-Assay

Der Reportergen-Assay dient dem Nachweis von agonistischen und antagonistischen Wirkun-
gen an humanen Ostrogenrezeptoren. Genregulatorische DNA-Sequenzen kénnen mit Hilfe
des Assays charakterisiert werden. Als Reportergene dienen besonders Gene, deren Genpro-
dukte mit einfachen biochemischen Methoden nachweisbar sind. Die Expression des Reporter-
gens wird durch Klonierung des zu untersuchenden Promoterbereiches vor die kodierende Se-
quenz des Reportergens initiiert. Das Reportergen wird an den Promoter fusioniert und die Ge-

naktivitat fuhrt folglich zur Expression des Reportergens.

Anhand eines Assays, bei dem Hefezellen verwendet werden, soll dieses Verfahren néher er-
lautert werden: Bei diesem Verfahren werden gentechnisch veranderte Hefezellen (ausgestattet
mit einem Ostrogenrezeptor-a-Gen und Expressionsplasmid) zum Nachweis von Gstrogenen
Substanzen genutzt. Das Expressionsplasmid besteht aus Ostrogen-responsiven Sequenzen
und einem Reportergen, das fiur B-Galactosidase kodiert. Die Zellen werden mit éstrogenartigen
und chromogenen Substanzen in Verbindung gebracht. Nach Inkubation der Zellen mit den
Testsubstanzen wird ein Liganden-Rezeptor-Komplex und dadurch die Expression der B-
Galactosidase induziert [35].

Als Reportergene koénnen, wie bereits beschrieben, Gene von Enzymen, wie die B3-
Galactosidase, dienen, deren Genexpression anschliel3end mit enzymatischen Untersuchungs-
verfahren quantifiziert werden kann. Der Nachweis kann dabei colorimetrisch, photometrisch,
radiometrisch oder fluorimetrisch erfolgen. Die Aktivitat der 3-Galactosidase wird mit Hilfe der
Absorption bei 540 nm gemessen. Durch die Spaltung der chromogenen Substrate Chlor-
phenolrot-B-D-Galactopyranoside (CPRG) durch die R-Galactosidase entsteht ein blauer Farb-
stoff, der anschlieend quantifiziert werden kann [38,69,78,101,102].

Die Spezifitat ist abhangig von der Anwendung und kann bei einigen enzymatischen Verfahren
aufgrund des Einflusses endogener Enzyme variieren [38]. Ein mogliches Problem kann bei der
Anwendung von B-Galactosidase als Reportergen das Vorhandensein von endogener Galacto-
sidase darstellen [101]. Die Sensitivitat ist sehr unterschiedlich und wird fiir die Anwendung von
Fluoreszenzanalysen als hoch eingestuft [38].

2.5.2 E-screen-Assay

Der Assay dient dem Nachweis 6strogener Aktivitat chemischer Substanzen unter Ausnutzung
der proliferativen Effekte auf die Zielzellen. Dies stellt eine quantitative Messmethode dar, bei

der die Proliferation der MCF7-Zellen (Brustkrebszelllinien) anhand der Zellzahlen einer Nega-
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tivkontrolle (Abwesenheit von dstrogenen Substanzen), einer Positivkontrolle (Anwesenheit von
17B-Estradiol) und in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen der 6strogenen Substan-
zen miteinander verglichen werden [96]. Als Zielzellen dienen bei diesem Assay humane
MCF7-Zellen, die auf dstrogene Substanzen mit Zellvermehrung reagieren [26]. Am Anschluss
an die Zellproliferation wird die Lyse dieser Zellen herbeigefihrt und die Anzahl der Zellkerne

bestimmt. Die Bestimmung erfolgt in einem Partikelz&hlgerat (Coulter Counter).

Die 0Ostrogene Aktivitat wird anhand der Wirksamkeit (Potenz) und der Wirkungsstarke (effi-
ciency) bewertet. Die Wirksamkeit der dstrogenen Substanz wird an der benétigten Menge der
Substanz zum Erzielen einer Wirkung im Vergleich zur Positivkontrolle bemessen. Die Wirk-
samkeit einer Substanz ist somit das Verhéltnis zwischen der Minimalkonzentration von 17f3-
Estradiol, die fir eine maximale Zellproliferation benétigt wird, und der benétigten Minimalkon-
zentration der Testkomponente, um den vergleichbaren Effekt zu erzielen. Die Wirkungsstarke
ist das Verhaltnis des Zellgewinns im Verhaltnis zur Testreihe bzw. zur positiven Kontrolle
[96,99].

2.5.3 Chromatographische Trennverfahren

Bei chromatographischen Verfahren wird die Trennung von Stoffgemischen durch Verteilung
der verschiedenen Materialien zwischen einer mobilen und einer stationaren Phase erreicht.
Grundlegend lassen sich chromatographische Trennverfahren nach dem Zustand der mobilen
Phase unterscheiden. Befindet sich diese im flissigen Zustand spricht man von einer Fllssig-
keitschromatographie (LC, engl. liquid chromatography) und bei einer gasférmigen mobilen
Phase von einer Gaschromatographie (GC) [49]. Nach der Trennung der Stoffe voneinander

werden diese mit Hilfe eines geeigneten Detektors analysiert und quantifiziert.

2.5.3.1 Gaschromatographie

Bei gaschromatographischen Trennmethoden durchléuft ein inertes Tragergas eine thermosta-
tierte Saule, die entweder mit feinkdrnigem Tragermaterial oder mit einer flissigen stationéren
Phase beschichtet ist [49]. Das Stoffgemisch (Gas, verdampfbare Flissigkeit oder Feststoff)
wird in eine so genannte Trennséule appliziert und beim Durchgang durch diese mit einem Tra-
gergas benetzt. Dadurch wird der chromatographische Vorgang initiilert und die getrennten Ga-
se bzw. Stoffe gelangen am Ende der Saule an einen Detektor. Ein Massenspektrometer fun-

giert dabei als Detektor.

2.5.3.2Flussigkeitschromatographie

Bei der Flussigkeitschromatographie werden geldste Stoffe getrennt und je nach Tréager-

material werden Saulen-, Papier- und Dunnschichtchromatographie unterschieden [49]. Die
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mobile Phase stellt die Flissigkeit dar, die sich entlang der stationdren Phase bewegt und die

zu untersuchenden Substanzen mit unterschiedlicher Geschwindigkeit mitnimmt [55].

Die High Performance Liquid Chromatography oder Hochleistungsflissigkeitschromatographie
ist eine fortschrittliche Weiterentwicklung der Flissigkeitschromatographie. Diese Form der
Chromatographie besitzt eine deutlich héhere Schnelligkeit und ein verbessertes Aufldsungs-
vermoégens [49] gegentber der einfachen Flissigkeitschromatographie. Bei der Hochleistungs-

chromatographie wird die mobile Phase unter Hochdruck durch die S&ule gepumpt [55].

2.5.3.3 Detektion von chromatographisch getrennten Stoffgemischen

AnschlieBend an die Chromatographie erfolgt die Detektion der Analyte mit einem geeigneten
Verfahren. Es werden die Massenspektrometrie, UV-Detektion und die Fluoreszenzdetektion

unterschieden.

An einem Massenspektrometer werden nach der jeweiligen Funktion vier verschiedene Ab-
schnitte unterschieden: Probenzufiihrung, lonen-Erzeugung, Massentrennung und lonen-
Nachweis. Das Ende der Séaule steht in direktem Kontakt mit der lonisationskammer des Mas-
senspektrometers. Dort wird der Stoff nach Zufuhr in den Detektor sofort ionisiert und gemes-
sen [62].

Bei der Fluoreszenzdetektion werden durch geeignete Energiequellen, wie zum Beispiel Deute-
rium, gepulste Xenonlampe oder Laserlichtquelle eine Fluoreszenzanregung bewirkt. Die Sig-
nalintensitat ist dabei proportional zur Energie, die zur Fluoreszenzanregung angewendet wird
[91]. Diese Methode der Detektion weist eine besonders hohe Empfindlichkeit und Selektivitat
auf [91].

Bei der UV-Detektion erfolgt die Quantifizierung durch Messen der Absorption. Dabei tritt Licht
mit einer definierten Wellenlange und einer bestimmten Intensitéat (I,) durch die Kapillare. Beim
Durchgang des Lichtes durch die Kapillare wird ein Teil absorbiert und der restliche, nicht ab-
sorbierte Teil wird durch die Photodiode detektiert. Die Absorptionsdetektion ist durch das Lam-
bert-Beersche Gesetz (A=log ly/I=¢-c-d) definiert. Dabei ist A die Absorption, |, die Anfangsin-
tensitat und | die durchgelassene Lichtintensitat. Die Absorption und damit die Schwéachung der
Lichtintensitat wird vom Extinktionskoeffizienten ¢, der Konzentration ¢ und der Kapillardicke d
bestimmt. Da die Absorption von der optischen Weglange abhéngig ist und diese durch den
Innendurchmesser der Kapillare vorgegeben wird, kann die Empfindlichkeit durch Vergrof3erung
des Innendurchmessers der Kapillare erhht werden. Um Streulicht zu vermeiden, muss das

einfallende Licht senkrecht auf die Kapillare auftreffen [49,77,91].
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2.6 Literatur zu klinischen Untersuchungen von Versiegelungsmate-
rialien auf BPA

In der wissenschaftlichen Literatur findet sich eine groRe Auswahl an verschiedenen Methoden
zum Nachweis von BPA. Die damit gewonnenen Ergebnisse werden jedoch kontrovers disku-

tiert.

Die Arbeit von Olea et al. [71] ist eine der am haufigsten zitierten klinischen Untersuchungen zu
Bisphenol A. Olea und Mitarbeiter untersuchten den Versiegler Delton in einer klinischen Stu-
die, bei der sie das Material zweier unterschiedlicher Chargen bei 18 Probanden auf Molaren
appliziert und jeweils eine Stunde vor und nach der Behandlung Speichelproben auf ihren Bi-
sphenol-A-Gehalt untersucht haben. Die Versieglermasse betrug pro Proband 50 mg. Die Bi-
sphenol-A-Konzentrationen im Speichel eine Stunde nach Fissurenversiegelung schwankten
zwischen 3,3-30,0 pg/ml Speichel. Die Messung der Bisphenol-A-Konzentration in den Spei-
chelproben der Probanden erfolgte mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)
und anschlieBender massenspektrometrischer Detektion. Die 6strogene Aktivitat des Bisphenol

A bestéatigten die Autoren mit einem E-screen-Assay [71].

Der Versiegler Delton wurde auch von Fung et al. untersucht [31]. Es handelt sich um eine In-
vivo-Studie, bei der 40 Probanden untersucht wurden. Es wurden hierbei zwei Gruppen unter-
schieden. Bei den Probanden der ersten Gruppe wurde nur ein Zahn mit 8 mg Versieglermasse
behandelt, wahrend in der zweiten Gruppe vier Zdhne mit insgesamt 32 mg Materialien versie-
gelt wurden. Jeweils eine Stunde und drei Stunden nach der Behandlung mit dem Versiegler
wurden den Probanden Speichel- und Blutproben entnommen. Ein Nachweis von Bisphenol A
in den Speichelproben gelang eine Stunde und drei Stunden nach Applikation des Versieglers.
Der Bisphenol-A-Gehalt im Speichel in der Gruppe mit 32 mg applizierter Versieglermasse wies
eine deutlich héhere Konzentration auf im Vergleich zu der Probandengruppe mit 8 mg Versieg-
lermasse. Die Quantifizierung und Messung des Bisphenol-A-Gehaltes in den Proben erfolgte
mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) und anschlielender Fluoreszenz-
und UV-Detektion. In den Blutproben konnte jedoch kein Bisphenol A nachgewiesen werden.

Arenholt-Bindslev et al. untersuchten zwei verschiedene Fissurenversiegler (Delton und Visio-
seal) auf ihre Bisphenol-A-Abgabe in vivo. Direkt, eine Stunde und 24 Stunden nach Applikation
und Polymerisation des jeweiligen Versieglers wurden Speichelproben entnommen und der
Bisphenol-A-Gehalt mit Hilfe einer Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) und an-
schlieRender Fluoreszenzdetektion quantifiziert. Zudem wurden die Proben einem E-screen-

Assay unterzogen und auf ihre 6strogene Aktivitat untersucht. Die Autoren konnten Bisphenol A
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lediglich direkt nach Legen der Fissurenversiegelung und nur bei Delton nachweisen und des-

sen Ostrogene Aktivitat im Assay bestétigen [6].

Joskow et al. untersuchten zwei Fissurenversiegler (Delton und Helioseal) auf ihre Bisphenol-A-
Freisetzung. Die Versiegler wurden bei 14 Probanden appliziert und Speichelproben sowie
Urinproben gewonnen. Die Entnahme der Proben erfolgte vor der Behandlung, direkt danach
und jeweils eine Stunde und 24 Stunden nach Applikation des Versieglers. Jeder Proband wur-
de mit jeweils einem Versiegler, entweder Delton oder Helioseal, behandelt. Die Autoren wiesen
mit Hilfe der Gaschromatographie und eines Massenspektrometers Bisphenol A in den Spei-
chel- und Urinproben nach. Die héchste Bisphenol-A-Konzentration direkt nach der Legen der
Fullung betrug 42,8 ng/ml Speichel fiir Delton und 0,54 ng/ml Speichel fur Helioseal. Auch nach
24 Stunden liel3 sich Bisphenol A in den Urinproben nachweisen. Die Bisphenol-A-
Konzentration lag zwischen 0,6 ng/ml und 112,2 ng/ml. Die héchsten Konzentrationen wurden

bei den Probanden mit dem Versiegler Delton gemessen [46].

Atkinson und Mitarbeiter fiihrten eine In-vitro-Studie zum Nachweis von Bisphenol A durch, bei
der der Schwerpunkt auf der Analytik lag, indem sie verschiedene Verfahren der Lagerung ver-
glichen und unterschiedliche chromatographische Methoden anwendeten. Sie untersuchten die
Proben mit Hilfe der Gas- und Hochleistungsfliissigkeitschromatographie. Der Migration glieder-
te sich dabei in zwei Gruppen. In der einen Gruppe wurden Standardldsungen Bisphenol A, Bis-
DMA (Bisphenol-A-Dimethacrylat) und TEDGMA (Triethylenglycoldimethacrylat) mit einem
Speichelmedium (Ruhespeichel von 10 verschiedenen Personen, die keine Kunststofffiillung
besalRen) vermischt und fir vier Monate bei -70 °C oder -20 °C gelagert. In einer zweiten Unter-
suchungsserie wurden die Proben fiir jeweils eine Stunde, zwei, vier und 24 Stunden bei 37 °C
gelagert. Die Materialien, die bei Minusgraden gelagert wurden, zeigten keine nachweisbare
Abgabe von Bisphenol A. Bei den Migrationsversuchen, die bei 37 ‘C stattfanden, konnte Bi-
sphenol A nachgewiesen werden und es wurde ein Abbau von Bis-DMA (Bisphenol-A-
Dimethacrylat) gemessen. Im Rahmen dieser Arbeit untersuchten die Autoren die Stabilitat von
Bisphenol A aus Bis-DMA. Sie schlussfolgerten aus ihren Versuchsergebnissen, dass Versieg-
ler auf Bisphenol-A-Dimethacrylat Basis in Speichelmilieu zu Bisphenol A zersetzt werden, der

Prozess jedoch temperaturabhangig ist [7].

Eine vergleichbare Untersuchung, bei der unterschiedliche Lagerungsmedien untersucht wur-
den, ist die Studie von Schmalz et al. aus dem Jahr 1999. Sie untersuchten den Versiegler Del-
ton nach Inkubation der Proben mit Leberesterasen bei unterschiedlichen pH-Werten in einer
Migrationsldsung mit Ethanol und in einem nattirlichen Speichelmedium (unstimulierter Speichel
von 6 Probanden). Die Dauer der Inkubation bei unterschiedlichen pH-Werten betrug 30 Minu-

ten bei 50 “C. Die Proben im naturlichen Speichel und im Medium mit Leberesterasen wurden
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fur 24 Stunden gelagert. Die Quantifizierung erfolgte mittels Hochleistungsflissigkeitschromato-
graphie und anschlieRender UV-Detektion. Bei Behandlung der Proben mit Leberesterasen er-
folgte eine Konversion des Bis-DMA in Bisphenol A von 100 % und bei Lagerung der Proben
bei einem pH-Wert von 11 wurde eine Konversionsrate von 82,5 % und im Speichel von 81,4 %
gemessen. Sie schlussfolgerten aus ihren Ergebnissen, dass Versiegler auf Bisphenol-A-
Dimethacrylat Basis in der Lage sind, Bisphenol A als Degradationsprodukt abzugeben. Die
Konversion des Bisphenol-A-Dimethacrylat in Bisphenol A nimmt dabei mit steigendem pH-Wert
zu. Aber auch die Anwesenheit von Speichelenzymen und Leberesterasen erhéht die Konversi-

onsrate [84]. Atkinson et al. konnten die temperaturabhangige Degradation ebenfalls bestéatigen

[71.

Pulgar et al. untersuchten sieben Fullungskomposite und einen Versiegler (Delton) auf Bis-
GMA-Basis. Eine Probengruppe wurde ohne vorherige Polymerisation und die andere nach
Polymerisation bei 37 °C in Wasser mit verschiedenen pH-Werten gelagert und anschlieRend
die Bisphenol-A-Konzentration im Wasser chromatographisch (Gaschromatographie und Mas-
senspektrometer sowie Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit anschlieRender UV-
Detektion) quantifiziert. Die Proben wurden 24 Stunden in Wasser mit unterschiedlichen pH-
Werten gelagert. Die Bisphenol-A-Extraktion war bei hohen pH-Werten grofer als bei geringe-
ren. Sie konnten in allen Proben BPA nachweisen [76].

Nathanson et al. untersuchten sieben verschiedene Fissurenversiegler in vitro. Die polymeri-
sierten Proben wurden fur vier Minuten in 95%igem Ethanol gelagert. Die Bisphenol-A-
Bestimmung im Ethanol erfolgte mit einem Hochleistungsflissigkeitschromatographen und ei-
nem Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 215 nm. Die Bisphenol-A-Konzentration lag
in diesen Versuchsreihen unterhalb der Nachweisgrenze [66]. Der Unterschied zu den oben
genannten Studien liegt vor allem in der sehr kurzen Lagerungsdauer der Proben. Die Migration
erfolgte z.B. bei. Pulgar et al. bis zu 24 Stunden [76]. Schon nach einer 30-minttigen Lagerung
der Proben in Ethanol gelang Schmalz et al. der Nachweis von Bisphenol A in den Extrakten
[84]. Daraus ist zu schlussfolgern, dass die Migration vor allem zeitabhangig ist aber auch vom

Lagerungsmedium beeinflusst wird.

Die unterschiedlichen Ergebnisse der einzelnen Studien werden kontrovers diskutiert. Bei In-
vivo-Versuchen muss die Frage gestellt werden, wie hoch die allgemeine Belastung der Pro-
banden mit Bisphenol A war. Die zusatzliche Belastung durch alltdgliche Gebrauchsgegenstan-
de, wie zum Beispiel Plastikflaschen oder Mikrowellengeschirr, muss ebenfalls in die Berech-
nung einbezogen werden [15-17,19,20,34,52,59]. Auch bei geringer Abgabe an BPA kann eine
Gesundheitsgefahrdung nicht ausgeschlossen werden, weil Bisphenol A als endokrin wirksame

Substanz nicht den klassischen Regeln der Toxikologie folgt, das heildt, dass die Gesundheits-
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gefahrdung nicht von der Menge abhéngig ist, sondern auch geringste Menge Schéden hervor-

rufen kdnnen.

AulRerdem ist es schwierig, den systemischen Abbau zwischen den Studien von Joskow et al.
[46] sowie Fung und Mitarbeiter [31] zu vergleichen. Fung et al. schreiben, dass trotz nachge-
wiesenem Bisphenol A im Speichel kein systemischer Nachweis im Blut méglich war. Die Pro-
banden waren jedoch zwischen 20 und 55 Jahre alt. Diese Altersgruppe ist nicht besonders
reprasentativ fur die Testung von Fissurenversieglern, da die prophylaktische Versiegelung im
Kindesalter stattfindet. AuRerdem ist zu bedenken, dass Kinder bestimmte Enzyme, wie zum
Beispiel das Enzym UDP-Glucuronosyltransferase, nicht ausgebildet haben, wodurch der sys-
temische Abbau im Vergleich zu Erwachsenen unterschiedlich ablauft [20,104]. Joskow et al.
wiederum gelang der Nachweis von BPA im Urin, womit der systemische Nachweis an BPA

dargelegt ist.

Die Literaturdaten zeigen eine Abhangigkeit der gemessenen Bisphenol-A-Konzentrationen
vom Lagerungsmedium (Speichel, Leberenzyme, Alkohol, pH-Wert, Temperatur und Lage-
rungsdauer). Die Ursache der unterschiedlichen Werte ist auch in den verschiedenen Nach-

weismethoden zu suchen.

2.7 Bis-GMA-Ersatz

Die Ivoclar Vivadent AG hat ein neues Komposit, das TMXDI entwickelt, das kein Bisphenol A
freisetzen soll. Um eine dstrogene Wirkung zu vermeiden, wurde Bis-GMA gegen ein aromati-
sches Urethan-Dimethacrylat, das TMX-UDMA, ausgetauscht. Wie aus Abbildung 4 deutlich
wird, ist TMX-UDMA ein Reaktionsprodukt aus TMXDI mit einer OH-Gruppe der Methacrylate
HEMA und HPMA.

0
OH /* o
2 })\0/\;/ , O=C=N @ N=C=0
R = H (HEMA) CH, (HPMA) J TMXDI
R O o R
)\n/o\/l\t}"u\HN ® NHLD%D\H/J\
0 0
TA-UDMA

Abbildung 4: Struktur des TMX-UDMA (in Anlehnung an [64])
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Die beiden Methacrylate wurden kombiniert, da aus HEMA allein ein kristallines Dimethacrylat
resultiert. Diese Eigenschaft ist unerwiinscht, da ein solches Produkt in Anwesenheit von Fil-
lerpartikeln oder wahrend der Lagerung im Kihlschrank kristalline Struktur ausbilden kann. Bei
TMXDI soll das Entstehen des Degradationsproduktes Bisphenol A ausgeschlossen sein. In
einer In-vitro-Studie zeigten Moszner et al., dass die Materialeigenschaften denen der Bis-
GMA-Komposite gleichen [64].

2.8 Zusammenfassung des gegenwartigen Kenntnisstandes zu BPA

Die gesundheitsgefahrdende Wirkung von Bisphenol A ist durch viele Kklinische Studien an Tie-

ren bestatigt.

In der Literatur werden sehr viele Erkrankungen, die in der nachfolgenden Tabelle 2 zusam-

mengetragen sind, mit einer BPA-Exposition in Zusammenhang gebracht.

Tabelle 2: Wirkung von Bisphenol A

Wirkung von BPA Erkrankung
Agonistische Wirkung zu einem unphysiologischen | e Verfriihte Geschlechtsreife [20]
Zeitpunkt
Blockade der Ostrogenrezeptoren e Abnahme der Spermienzahl [37,70]
e Fehlbildung der Sexualorgane [70]
e Zunahme von Prostata- bzw. Mammakarzino-
men [20]
e Diabetes Typ Il [2,4,5,50]
e Herz-Kreislauf-Erkrankungen [50]
Schadigung des Hippocampus e Geistige Retardierung [75]
Anderung des Hormonhaushaltes e Verminderte Spermatogenese [70]
Modulation sensorischer Nervenzellen des Darm- e Flatulenz [14]
epithels o
e Obstipation [14]
e Diarrhoe [14]
o Krampfartige Magenschmerzen [14]

Die Summation der Belastungen durch Bisphenol A aus alltédglichen Gebrauchsgegenstanden
und zahnarztlichen Werkstoffen missen ganzheitlich betrachtet werden. Die Versuchstiere
zeigten zum Teil mit geringen Mengen von 10-100 pg/kg Korpergewicht/Tag Bisphenol A nach-

weisbare Reaktionen [5,63,75]. Auch wenn bei Menschen kein sofortiger Effekt wie bei den
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Versuchstieren zu erkennen ist, sollte eine langfristige Schadigung in Betracht gezogen werden.

Als Dauerschaden sind vor allem genetische Defekte zu erwdhnen [89].

Angesichts der fehlenden Grenzwerte und Hinweise auf mdgliche gesundheitliche Risiken
durch Bisphenol A sollte eine Bisphenol-A-Belastung so gering wie moglich gehalten werden,
indem die Freisetzung auch aus Fissurenversiegelungsmaterialien untersucht und nach Alterna-

tiven gesucht wird.

2.9 Zielsetzung und Arbeitshypothesen

Vor dem Hintergrund der aufgezeigten wissenschaftlichen Untersuchungen und der Bedeutung
der Thematik fur die Zahnmedizin ist es Ziel der vorliegenden Arbeit, in vitro die Bisphenol-A-
Freisetzung aus unterschiedlichen, aktuell auf dem Markt befindlichen dentalen Versiegelungs-
materialien zu bestimmen. Die Untersuchungen beschranken sich auf Fissurenversiegelungs-
materialien, da bei diesen aufgrund des geringen Fillstoffgehaltes héhere Abgabemengen an
Bisphenol A zu erwarten sind. Die freigesetzten Bisphenol-A-Mengen sollen aus toxikologischer
Sicht bewertet werden. Der Bisphenol-A-Gehalt der Proben soll mit der téaglich tolerierbaren
Menge des potentiell toxischen Bisphenol A verglichen und daraus resultierend eine Einschat-

zung zur schadigenden Wirkung formuliert werden.

Es ist zu erwarten, dass Bis-GMA enthaltende Komposite Bisphenol A freisetzen, welches im
Organismus endogene Effekte verursachen kann. Aus einem Bis-GMA-freien Versiegelungsma-
terial, wie das TMXDI-Dimethacrylat, ist keine Freisetzung von Bisphenol A zu erwarten. Aus

der Positivkontrolle (Bis-GMA) wird die Quantifizierung von Bisphenol A im Migrat moglich sein.

Nach einer 24-stindigen Lagerung und Ruttelung der Proben in Wasser wird Bisphenol A in
das Lagerungsmedium migrieren. Findet eine Migration von Bisphenol A statt, kann dieses aus
dem Migrationsmedium extrahiert und im Rahmen chromatographischer Messverfahren quanti-

fiziert werden.
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3 Materialien und Methoden

In diesem Kapitel werden alle Materialien, Gerate und Chemikalien vorgestellt, die zur Testung

des Bisphenol-A-Gehaltes aus Wasser notwendig sind.

3.1 Materialien

In den folgenden Tabellen 3 und 4 sind die bei der Versuchsdurchfilhrung zum Einsatz kom-

menden Materialien und Gerate aufgelistet.

Tabelle 3: Materialien, Gerate und Chemikalien

Materialien und Glasgerate

(mit Volumenangabe)

Hersteller

60 ml Probengefalie und Deckel mit PTFE Septum

Machery-Nagel

250 ul Mikroliterspritze Hamilton
5 ml, 10 ml und 50 ml Messkolben Schott
20 ml Vollpipette Schott
Glasfaser-Spritzenfilter, 1-2 um 30 mm @ neolLAB

20 ml Einmalspritze, Luer-Look

HENKE SASS WOLF

60 ml Reagenzglas mit angesetzter Spitze von 1 ml Burdich

5 ml Kipp-Pipette, NS 29/32 Burdich
Zentrifugenglaser mit konischer Spitze,12 ml Schott

50 pl, 100 pl und 200 pl Mikro-Einmalpipetten, Ring- Hirschmann
caps

Mikroliterpipette Hirschmann
20 ml EPA Schraubgefaie Hirschmann

1,6 ml Messvial, N11

Machery-Nagel

Deckel mit Septen, N11

Machery-Nagel

300 pl Mikro-Glasinsert

Machery-Nagel

23




3. Materialien und Methoden

Tabelle 4: Chemikalien

Chemikalien Hersteller
entionisiertes Wasser Milli Q, 18,2 MQ*cm abgefullt am

18.10.10

Dichlormethan, Picograde Promochem
Methanol, HPLC Gradient Grade VWR
Acetonitril, HPLC Gradient Grade VWR
Lésemittelgemische und Losungen Wasser/Methanol

55%/45% (V/v)

Tabelle 5: Prufgerate und Hilfsmittel

Priufgerate Hersteller
Analysenwaage R180D Sartorius
Wasseraufbereitungsanlage fir analytische Zwecke MilliPore
HPLC-DAD/FLD Dionex

HPLC-MS/MS Agilent/Applied Biosystems
Schuttelmaschine HS 501 IKA

Reagenzglasschuttler Lab Dancer IKA

Stickstoffverteiler zur Aufkonzentration, 6-fach SUPELCO

Magnetriihrer mit Heizfunktion und Kontaktthermometer IKA

LED-Light Valo (Polymerisationslampe) Ultradent
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3.1.1 Verwendete Fissurenversiegler

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Fissurenversiegler auf die Abgabe von Bisphenol A hin

untersucht. Aus Tabelle 6 sind die untersuchten Versiegler zu entnehmen.

Tabelle 6: Verwendete Fissurenversiegler

Fissurenversiegler Hersteller
Fissurit F (Lot-Nummer: 1024418) VOCO GmbH
Delton FS (Lot-Nummer: 1005261) Dentsply DeTrey GmbH

3.1.2 Positiv- und Negativkontrolle

Als Positiv-Kontrolle diente ein Bis-GMA-basiertes Material und als Negativ-Kontrolle ein Bis-
GMA-freies Produkt, das TMXDI-Dimethacrylat. Beide Materialien wurden direkt von Ivoclar

Vivadent bezogen. Die Materialien sind der Tabelle 7 zu entnehmen.

Tabelle 7: Positiv- und Negativkontrolle

Versiegler Hersteller
Bis-GMA (Lot-Nummer: BF2428-4) Ivoclar Vivadent
TMXDI-Dimethacrylat (Lot-Nummer: BF2428-3) Ivoclar Vivadent

3.1.3 Referenzsubstanzen

Aus Tabelle 8 kénnen die Daten der Referenzsubstanzen enthommen werden.

Tabelle 8: Hersteller, Artikelnummer und Angaben zur Reinheit der Referenzsubstanzen

Analyt Hersteller Artikelnummer Reinheit [%]
BPA - Kalibrierung Dr. Ehrenstorfer 10655500 99,5+0,5
BPA - Kontrollstandard | SIGMA-ALDRICH 239658-509g =99

BPA A d16 interner CDN ISOTOPES D-2151 98 (deut.)
STD

3.1.4 Stamm- und Standardlésungen fur die HPLC-DAD/FLD

Durch Zugabe von 10 mg der Referenzsubstanz in einen Messkolben mit 10 ml Methanol wurde

eine Stammldésung von 1,27 mg/g Methanol fir die Kalibrierung und 1,25 mg/g Methanol (0,98
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mg/ml) fir den Kontrollstandard hergestellt. Zur Zwischenverdiinnung wurde in einem 50 ml
Messkolben mit Methanol 100 pl Stammlésungen hinzugeben. Somit wurde durch eine 1:500
Verdinnung eine Standardlésung von 2,48 pg/g Methanol (1,96 pg/ml) fur die Kalibrierung und
2,40 pg/g Methanol (1,89 pg/ml) fur den Kontrollstandard hergestellt (Abbildung 5).

1. Einzellésungen der
Referenzsubstanzen

10 mg Substanz + 10 ml Methanol

Stammldsung fur

1,27 mg/g (1,01 mg/ml) 1,25 mg/g (0,98 mg/ml)
Kalibrierldsung Kontrollstandard

2. Zwischenverdinnung
aus Einzelldsungen

50 ml Methanol + 100 ul Stammldsung

Standardldsung

2,48 ug/g (1,96 pg/ml) 2,40 ug/g (1,89 pg/ml)
Kalibrierung Kontrollstandard

Abbildung 5: Stamm- und Standardlésung fur HPLC-DAD/FLD

Im weiteren Verlauf wurde wie aus Tabelle 9 ersichtlich eine Verdinnungsreihe von 6 Bezugs-

I6sungen in 5 ml Messkolben im Eluentengemisch hergestellt.
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Tabelle 9: Konzentrationen fur die Kalibrierldsungen (Verdinnungsreihe)

Kalibrierlevel Volumen in pl BPA [ng /g]* BPA [ng/ml]*
KAL1 50 20,8 18,4

KAL2 150 61,3 54,1

KAL3 250 100,7 88,9

KAL4 350 142,3 125,6

KAL5 450 181,3 160,0

KAL6 550 225,5 199,1

* ng BPA pro g Lésemittel bzw. pro ml Lésemittel

Durch eine 1:20 Verdinnung wurde aus der Zwischenverdiinnung von 500 pl in einem Mess-
kolben mit Wasser eine Standardlésung von 89,1 ng/g (89,1 ng/ml) als unabhangiger Kontroll-

standard von der Kalibrierldsung hergestellit.

3.1.5 Stamm- und Standardlésungen fur die HPLC-MS/MS
Aus deuteriertem Bisphenol A (BPA d16) mit 1,31 mg/g Methanol (1,03 mg/ml) wurde eine

Standardldsung als Stammldsung zur Verdinnung hergestellt, die im Folgenden als interner
Standard diente. Der Ansatz dieser Stammldsung erfolgte am 20.08.2010 durch Einwaage von
10 mg Substanz in einem 10 ml Kolben und wurde in 10 ml Feingewindeflaschen fir die Head-
spaceanalytik aufbewahrt. Die Zwischenverdinnung dieser Losung erfolgte durch eine 1:100
Verdinnung von 100 pl Stammldsung in einen 10 ml Messkolben. Durch diese Verdinnung
entstand eine Standardlésung von 12,5 ug/g Methanol (9,9 pg/ml). Die Zwischenverdinnung
des internen Standards wurde durch Zugabe von 100 pyl Stammldsung hergestellt. Durch die
Zwischenverdiinnung entstandene Standardlésung von 119 ng/g Methanol (94,4 ng/ml) diente

als Dotierldsung des internen Standards (siehe Abbildung 6).
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1.
Einzellésungen des internen Standards
2.
Zwischenverdiinnung

Zugabe 10 ml Methanol + 100 pl Stammlésung

3.

Zugabe von 10 ml
Methanol + 100 pl
Standardlésung

Stammldsung aus deuteriertem
Bisphenol A mit 1,31 mg/ml
(1,03 ng/ml) Methanol

Standardlésung von 12,5 pug/g in
Methanol (9,9 pg/ml)

Dotierlésung des internen Standards
(Standardlésung von 119 ng/g
Methanol [94,4 ng/ml])

Abbildung 6: Stamm- und Standardlésung fir HPLC-MS/MS

Durch Zugabe des internen Standards zu den Kalibrierldsungen von Bisphenol A wurde die
Kalibrierung fur die HPLC-MS/MS hergestellt. Dazu wurden jeweils 100 pl der Dotierldsung des
internen Standards und 100 pl der Bezugslésungen von Bisphenol A in einem 300 pl Mikro-
insert im 1,6 ml Messvial (Glas-in-Glas-Gefal3) zusammengefligt. Diese Losungen wurden an-
schliel3end in einem Reagenzglasschiittler durchmischt. Die urspriinglichen Lésungen wurden

1:2 verdinnt.

Tabelle 10: BPA-Konzentrationen der Kalibrierldsungen fir die HPLC-MS/MS Messung

Kalibrierlevel BPA [ng/g] BPA [ng/ml] BPA d16 [ng/g] BPA d16 [ng/ml]
KAL1 11,0 10,4 56,3 53,4
KAL2 32,1 30,4 56,7 53,7
KAL3 53,6 50,8 55,7 52,8
KAL4 75,9 71,9 55,5 52,6
KAL5 96,7 91,7 55,5 52,6
KAL6 116,3 110,3 57,6 54,6

Die Konzentration der Standardlésung in Methanol betrug nach Zusammenfiigen des internen
Standards und des Kontrollstandards des Bisphenol A 50,9 ng/g (48,2 ng/ml) von Bisphenol A
und 51,0 ng/g (45,0 ng/ml) von BPA d16.
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3.2 Versuchsdurchfiihrung

Der Gehalt von Bisphenol A aus den Fissurenversiegelungsmaterialien wurde in Anlehnung an
die Europaische Norm EN 14372:2004 (E) ,Child use and care articles — Cutlery and feeding
utensils — Safety requirements and tests” zur Bestimmung von Bisphenol A in Nahrungsmittel-

behaltnissen untersucht.

Der Bisphenol-A-Gehalt wurde aus wassrigen Losungen tberpruft. Im Rahmen der Probenprii-
fung wurde neben Blindwertproben auch die Migration und Aufbereitung der Testsubstanz
(Masse 1,62 g) aus dem Versiegler fir die Positiv-Kontrolle (auf Bis-GMA-Basis) durchgefihrt.
Diese Testsubstanz wurde am 04.10.2010 an der BAM hergestellt und diente zur Bestimmung
der notwendigen Menge an Versieglersubstanz fir die Migration. Die Versieglermasse wurde
dazu aus dem Gefal3 mit einem Heidemannspatel enthommen und die undefinierte Menge mit
einer UV-Lampe polymerisiert. Die Form des Probenkérpers glich nach der Polymerisation einer
flachen Scheibe. Die Masse wurde spater durch Wiegen des Probenkorpers bestimmt. Als Mig-

rationslosung diente dabei Milli-Q Wasser (doppelt entionisiertes Wasser).

Die Abgabe von Bisphenol A wurde in zwei verschiedenen Fissurenversiegelungsmaterialien
(Delton FS* und Fissurit F) untersucht. Als Positiv-Kontrolle diente das Bis-GMA und als Nega-
tiv-Kontrolle das Bis-GMA freie Material, das TMXDI-Dimethacrylat; beide Materialien wurden
direkt von Ivoclar Vivadent bezogen. Die Versieglermassen wurden in einen Glasring mit einem
Durchmesser von ca. 8 mm Durchmesser und 3 mm Ho6he appliziert und von beiden Seiten
(oben/unten) fur 40 Sekunden mit einem Polymerisationsgerat (LED Light-Valo,Ultradent) aus-
gehéartet. Um ein Kleben der Versieglermassen an der Wand des Glasringes zu verhindern
wurden die Innenflachen mit einer Metallmatrize ausgekleidet. Die Probenkdrper wurden mit
leichtem Druck entfernt und direkt in die Glasbehélter appliziert. Die Matrizen wurden mit einer
Pinzette von den Probenkdérpern entfernt. Fir jedes Material wurden 21 Formkorper hergestellt,
die in drei Probenserien unterteilt wurden (n=7). Fiur jedes Material wurden jeweils drei Mes-
sungen durchgefihrt. Der Ablauf der Probenprifung ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt.
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Material 1 Material 2 Material 3 Material 4

) ) ) )
Serie1:7 Serie1:7 Serie1:7 Serie1:7
Probenkorper Probenkorper Probenkorper Probenkorper
~— ~— ~— ~——
. . . .
Serie2:7 Serie2:7 Serie 2:7 Serie 2:7
Probenkorper Probenkérper Probenkérper Probenkérper
~— ~— ~— ~——
. . . .
Serie3:7 Serie3:7 Serie3:7 Serie3:7
Probenkérper Probenkérper Probenkérper Probenkérper

Chromatographische Trennung
Fluoreszenzdetektion

Diodenarraydetektion

HPLC-MS/MS

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiithrung

Den Glasbehaltern wurden zur Herstellung der Migrate 20 ml doppelt entionisiertes Wasser
zugefugt und fur 24 Stunden bei Raumtemperatur in einem Horizontalschittler in Bewegung
gehalten. Die Quantifizierung der Migrate erfolgte mit Hilfe der Hochleistungsflissigkeitschro-
matographie (HPLC). Die Migrate wurden vorher bis zu einer Gré3e von 1-2 um filtriert und an-
schlielend mit Hilfe einer Extraktion (detaillierte Angaben zur Extraktion und Aufkonzentrierung
im Methodenteil) eine aufkonzentrierte Losung mit einer Anreicherung um den Faktor ca. 30
hergestellt. Nach chromatographischer Trennung konnten die Analyten mit Hilfe eines Fluores-
zenzdetektors (FLD) und als zuséatzliches diagnostisches Hilfsmittel mit dem Diodenarraydetek-
tor (DAD) detektiert werden.

Die zweite unabhangige Messung erfolgte mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit
anschlieRender Detektion mit dem Massenspektrometer (HPLC-MS/MS). Die Messung konnte
dabei bei hoherer Trennleistung und anderer Selektivitat der stationaren Phase im Vergleich zur
HPLC-DAD/FLD erfolgen. Die Messung des Bisphenol-A-Gehaltes erfolgte im MS/MS-Modus

des Massenspektrometers.

30



3. Materialien und Methoden

Tabelle 11: Ubersicht tiber die Probenserien mit Angaben der Daten der verschiedenen

Untersuchungsschritte

Probencode Erlauterung Migration Extraktion | Messung

GMA101018 01 Blindwert Migration 18.10.2010 | 19.10.2010 | 20.10.2010
GMA101018_02 Blindwert Migration 18.10.2010 19.10.2010 | 20.10.2010
GMA101018_03 Versieglermasse 18.10.2010 19.10.2010 | 20.10.2010
GMA101018_04 Blindwert Migration 18.10.2010 19.10.2010 | 20.10.2010
GMA101019_01 Dotierung mit BPA-Wiederfindung 18.10.2010 19.10.2010 | 20.10.2010
GMA101019 02 Dotierung mit BPA-Wiederfindung 18.10.2010 | 19.10.2010 | 20.10.2010
GMA101019 03 Dotierung mit BPA-Wiederfindung 18.10.2010 | 19.10.2010 | 20.10.2010
GMA101019 04 Dotierung mit BPA-Wiederfindung 18.10.2010 | 19.10.2010 | 20.10.2010
GMA101019 05 Dotierung mit BPA-Wiederfindung 18.10.2010 | 19.10.2010 | 20.10.2010
GMA101019_06 Blindwert Probenvorbereitung 18.10.2010 | 19.10.2010 | 20.10.2010
GMA101020_01 1. Serie Fissurit F 20.10.2010 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101020_02 2. Serie Fissurit F 20.10.2010 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101020_03 3. Serie Fissurit F 20.10.2010 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101020_04 1. Serie Delton FS* 20.10.2010 | 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101020_05 2. Serie Delton FS* 20.10.2010 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101020_06 3. Serie Delton FS* 20.10.2010 | 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101020_07 1. Serie Bis-GMA 20.10.2010 | 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101020_08 2. Serie Bis-GMA 20.10.2010 | 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101020_09 3. Serie Bis-GMA 20.10.2010 | 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101020_10 1. Serie TMXDI-Dimethacrylat 20.10.2010 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101020_11 2. Serie TMXDI-Dimethacrylat 20.10.2010 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101020_12 3. Serie TMXDI-Dimethacrylat 20.10.2010 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101020_13 Blindwert Herstellung Probenkérper | 20.10.2010 | 21.102010 | 21.10.2010
GMA101020_14 Dotierung mit Wiederfindung 20.10.2010 | 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101020_15 Blindwert Probenvorbereitung 20.10.2010 | 21.10.2010 | 21.10.2010
GMA101118 01 Dotierung von BPA Dotierlésung | 18.11.2010 | 18.11.2010
GMA101118 02 Dotierung von BPA Dotierlésung | 18.11.2010 | 18.11.2010
GMA101118 03 Dotierung von BPA Dotierlésung | 18.11.2010 | 18.11.2010
GMA101118 04 Dotierung von BPA Dotierlésung | 18.11.2010 | 18.11.2010
GMA101118 05 Dotierung mit BPA Wiederfindung Dotierlésung | 18.10.2010 | 18.11.2010
GMA101118 06 Blindwert von Dotierung Dotierlésung | 18.10.2010 | 18.11.2010

Die Bezeichnungen beginnend mit GMA beziehen sich auf die Probencodes und nicht auf die

Materialnamen.
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3.3 Methoden

Die Probenvorbereitung gliederte sich wie folgt:

e Migration

¢ Filtration des Migrats

e Extraktion

¢ Aufkonzentrierung

¢ Addition von Standardldsungen zu Probeextrakten

o Herstellung der Messlésung fur HPLC-MS/MS

Nach Bestimmung der Prifkérpermassen der jeweiligen Probenserien, deren Gewicht zwischen
1,5 und 3 g lag, wurden 20 ml Wasser mit einer Vollpipette dazugegeben und die Probengefalie
in einem Horizontalriittler wie Abbildung 8 ersichtlich eingespannt. In jedem Glasvial befanden

sich jeweils 7 Probenkdrper.

1
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Abbildung 8: Horizontalschiittler mit eingespannten Probengefaflien

Die Proben wurden 24 Stunden bei einer Frequenz von 250 U/min (Umdrehungsfrequenz pro
Minute) bei Raumtemperatur gerittelt. Nach 24 Stunden mussten die Migrate aus der Proben-
lI6sung aufgrund der starken Pellikellast, die nach der Ruttelung der Proben entstanden war,
Uber einen Glasfaser-Spritzenfilter filtriert werden, da in der ersten Messung des Testkdrpers

der Positiv-Kontrolle (1,62 g) im Chromatogramm Uberlagerungen durch verschiedene Be-
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standteile manifest waren. Um diese Uberlagerungen durch die Pellikellast fiir alle weiteren
Messungen ausschlieen zu kénnen, wurden die Probenldsungen direkt in 60 ml Reagenzgla-
ser bis zur 15 ml Markierung filtriert. AnschlieRend wurde durch eine Differenzwagung eine
exakte Probenmenge ermittelt. Zu den Probenlésungen wurden mit Hilfe einer Kipppipette 5 ml
Dichlormethan appliziert. Auf einem Reagenzschdittler erfolgte nach Ruttelung der Proben fur 5
Sekunden die Flussig-Flussig-Extraktion. Die erste Extraktion zeigte eine Emulsionsbildung
(organsiche Phase), wie in Abbildung 9 zu erkennen ist.

Organische Phase

Abbildung 9: Extraktion der Proben

Die untere organische Phase, in der sich die Extrakte befinden, wurde mit einer Pasteurpipette
abgenommen und in ein 12 ml Zentrifugenglas Uberfuhrt. Anschlieend erfolgte eine zweite
Extraktion. Zur Aufkonzentrierung wurden die Zentrifugenglaser in 20 ml EPA GefalRe - mit
Wasser geflillt - aufgestellt. Die Einengung erfolgte dabei mit Stickstoff bei einer Wassertempe-
ratur von 40 “C bis zur Trockne. In Abbildung 10 sind die Probengeféalde fur die Einengung mit
Stickstoff zu erkennen.
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Abbildung 10: Vorbereitete Proben fiir die Einengung mit Stickstoff

Nach dem Vorgang der Aufkonzentration wurden den Probenextrakten 500 pl des Eluenten
(FlieBmittel fir HPLC-Messungen) hinzugegeben und der Rickstand wurde auf dem Reagenz-
schuttler in Losung gebracht. Die Probenldsung wurde in zwei Messvials mit Mikroinserts fur die
Messung im Hochleistungschromatographen aufgeteilt.

Zu den Probenextrakten wurden 100 ul der Bezugslosung KAL 6 in ein 300 pl Mikroinsert im 1,6
ml Messvial zugegeben und ebenfalls auf die Trockne eingeengt. Anschlie3end wurden jeweils
200 pl des Probenextraktes der Versieglermassen hinzugegeben (Addition von Standardlésung)
und miteinander vermischt. Die Berechnung erfolgte gravimetrisch.

Zur Herstellung der Messlosung fur die HPLC-MS/MS Messung wurden 100 pl des internen
Standards zu den Probenextrakten der Probenserie hinzugegeben. Dabei wurden 100 pl der
Dotierldsung des internen Standards mit 100 ul des Probenextraktes in einem 300 pl Mikro-
insert im 1,6 ml Messvial miteinander vermischt. Die Verdinnung betrug somit 1:2 und die Kon-
zentration in der Messlésung ca. 55 ng/g (53 ng/ml) von BPA d16.
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3. Materialien und Methoden

3.3.1 HPLC-DAD/FLD
In der folgenden Tabelle 12 sind die Bedingungen fiir die HPLC-Messung dargestellt.

Tabelle 12: Einstellungen der HPLC-Messung

Parameter Einstellung

Trennsaule Ultrasep ES 125 mm x 3 mm, 4 um (SEP-
SERV)

Vorsaule Ultrasep ES 10 mm x 3 mm, 4 um (SEP-
SERV)

Analysezeit von 15 min Mobile Phase: Wasser/Methanol 55%/45%
(V/v)

Flussrate 0,4 ml/min

Ofentemperatur 25°C

Injektionsvolumen 100 pl

3.3.1.1 Diodenarraydetektor

Mit dem Diodenarraydetektor (DAD) wurden zwei unterschiedliche Wellenlangenkandale aufge-

nommen. Die Auswertung bei Kanal UV_VIS_1 erfolgte bei der Wellenlange 230 nm, die das

UV-Maximum darstellt. Die zweite Detektion erfolgte bei 280 nm und diente zur Plausibiltéts-

kontrolle.

Tabelle 13: Parameter der Detektionskanéle des Diodenarraydetektors

Parameter Einstellungen UV_VIS 1 Einstellungen UV_VIS 2
Wellenlange 230 nm 280 nm

Bandbreite 6 nm 6 nm

Referenz Wellenlange Aus Aus

Referenz Bandbreite Aus Aus

Average An An

Step (Datenrate) 0,10 0,10 Step
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Zur Absicherung der Richtigkeit der Identifizierung der Analyten wurden wéahrend der Messun-

gen Spektren aufgenommen. Die gewahlten Einstellungen sind in Tabelle 14 zusammenge-

fasst.

Tabelle 14: Spektrumaufnahme des Diodenaaryadetektors

Parameter Einstellung
Wellenlangenbereich 200-356 nm
BunchWidth 2nm
Referenz BunchWidth 2nm

Step 0,5 nm

3.3.1.2Fluoreszenzdetektor

Bisphenol A wurde mit der Wellenlangenschaltung aus EN14372 detektiert. Die darin festgeleg-

ten Einstellungen sind der Tabelle 15 zu entnehmen.

Tabelle 15: Detektionskanal des Fluoreszenzdetektors

Parameter Einstellung
Extinktionswellenlange 275 nm
Emmisionswellenlange 313 nm
Gain 1

Step (Datenrate) 15
Average On
Sensitivity Low

36



3. Materialien und Methoden

3.3.2 HPLC-MS/MS

3.3.2.1Chromatographische Einstellung

Aus Tabelle 16 sind die Einstellungen fir die HPLC-Messungen zu enthnehmen. Die Tabelle ist
untergliedert in allgemeine Parametereinstellungen und Temperaturbedingungen fur die Mes-
sungen. Die Einstellungen der chromatographischen Parameter wurden fir alle Messungen

ubernommen.

Tabelle 16: Bedingungen der HPLC

Parameter Einstellungen

Trennsaule ZORBAX SB Ag 100 mm x 2 mm und 1,8 um
Vorséaule keine

Gradient % Wasser (a) % Acetonitril (b)
Flussrate 0,3 ml/min

Séulentemperatur 30°C

Injektionsvolumen 10

0.00 min 90 (a) 10 (b)

0.00-10 min von 90 auf 10 (a) von 10 auf 90 (b)
10.00-12.00 min 10 (a) 90 (b)
12.00-12.01 min (Beginn der Aquilibrierung) 90 (a) 10 (b)
12.01-15.00 min 90 (a) 10 (a)

3.3.2.2Massenspektrometrische Einstellungen

Die Aufnahme der Chromatogramme erfolgte durch Messung im MRM (Multiple Reaction Moni-
toring)-Modus. Dabei wurden zwei Masseniibergange aufgenommen, der erste diente zur
Quantifizierung und der zweite zur Absicherung der richtigen Identifizierung der Analyten (Quali-
fier). FUr den internen Standard wurde ein Massenlbergang detektiert. Die drei Massenuber-

gange wurden bei einer ,dwell*-Zeit von jeweils 100 ms detektiert.

Das Ermitteln der Einstellung der Massenubergdnge und Spannungen zur Detektion von BPA

erfolgte Uber eine Infusion der Standardlosung von Bisphenol A.
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Tabelle 17: Einstellungen der lonenquelle

Parameter Einstellungen

lon Source Turbo Spray (ESI-Source)
Position: V:4 mm; H: 4 mm
Curtain Gas (CUR) 25 Psi

Collision Gas (CAD) 3

lon Spray Voltage (IS) - 3000 Volt

Temperatur (TEM) 450 °C

lon Source Gas 1 (GS1) 60 °C

lon Source Gas 2 (GS2) 90 °C

Interface Heater (ihe) On

Aus Tabelle 18 sind die Massenubergange fur Bisphenol A (BPA, BPA Q und BPA INT) im Mul-

tiple-Reaction-Monitoring-Modus (MRM-Modus) zu entnehmen.

Tabelle 18: Massenubergange der MRMs

Bisphenol A Q1 Mass (Da) Q3 Mass (Da)
BPA 227,0 212,2
BPA Q 227,0 133,1
BPA INT 241,0 223,2

Aus Tabelle 19 sind die Spannungen der MRM-Messung ersichtlich.

Tabelle 19: Spannung der MRMs

DP (Volts)

EP (Volts)

CEP (Volts)

CE (Volts)

-126,0

-11,0

19,4

-30,0

3.3.3 Qualitatssicherung

Zur Qualitatssicherung wurden folgende MalRnahmen eingehalten:
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3. Materialien und Methoden

Alle Losemittel wurden an der Originalverpackung frisch angebrochen und separat gela-

gert.

Die Herstellung neuer Standardlésungen erfolgte durch Einwaage der Referenzsubstanz

und die entsprechende Verdiinnung.

Die Berechnungen jeglicher Verdiinnungen und auch volumetrische Arbeiten erfolgten

stets gravimetrisch.

Um eine mdogliche Kontamination der Chemikalien und verwendeten Gerédte auszu-

schliel3en, wurden Blindwertmessungen durchgefihrt.

Um die Richtigkeit der Methode zu Uberprifen, wurden Wiederfindungsversuche durch-

gefluhrt.
Die Uberprifung der Prufmittel erfolgte mittels Kontrollstandards.

Es wurde ein deuterisierter Standard als interner Standard bei der MS/MS-Messung ein-

gesetzt.
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4. Ergebnisse

4 Ergebnisse

Im Folgenden beziehen sich die Werte ng/g auf BPA/Material und ng/ml auf BPA/Eluat. Die Bis-
phenol-A-Messungen aus Fissurenversiegelungsmaterialien wurden in Zusammenarbeit mit der
BAM (Bundesanstalt fir Materialforschung und —prtifung) in der Fachgruppe organisch- chemi-
sche Analytik durchgefiihrt und sind in dem Prifbericht 1.2/2010-AA-276 zusammengefasst.

4.1 Ablauf der Probentberprifung

4.1.1 Kalibrierung

Da die Standardlésung KAL1 (20,8 ng/g; 18,4 ng/ml) stark von der Basislinie beeinflusst wurde,
dienten die Bezugslosungen KAL2 bis KAL6 (61,3-225,5 ng/g; 54,1-199,1 ng/ml) zur Berech-
nung der linearen Kalibrierfunktion flr den Arbeitsbereich. Deshalb setzt sich die Kalibrierung

aus 10 Punkten von 5 verschiedenen Konzentrationsniveaus zusammen.

Die Kalibriergerade ist aus Abbildung 11 ersichtlich.

Tl

Peakflache

0 a0 100 150 200 250

Konzentrationenin ng/g

Abbildung 11: Kalibrierungsgerade Fluoreszenzdetektion

Aus Tabelle 20 kdénnen die Daten fir die Kalibrierung entnommen werden.
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4. Ergebnisse

Tabelle 20: Kenndaten fur die Kalibrierung des Fluoreszenzdetektors

Steigung a 0,0131

Achsenabschnitt 0,011 mAU-min (Absorptionsunit x min)
y Mittelwert 1,88 mAU-min (Absorptionsunit x min)
X Mittelwert 142,20 ng/g

Korrelationskoeffizient r 0,9987 r

Reststandardabweichung Sy 0,043 Sy
Verfahrensstandardabweichung Sx0 3,264 Sx0

Rel. Verfahrensstandardabweichung Vx0 2,30 %

Aus Abbildung 12 ist die Kalibrierungsgerade der Diodenarraydetektion ersichtlich.

Peakflache

3.
2
1
0
0 50 100 150 200 250
Konzentrationeninng/g

Abbildung 12: Kalibrierungsgerade Diodenarraydetektor

41
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In Tabelle 21 sind die Kenndaten fir die Kalibrierung der DAD-Detektion zusammengefasst.

Tabelle 21: Kenndaten der Kalibrierung DAD

Steigung a 0,0115

Achsenabschnitt 0,037 mAU-min (Absorptionsunit x min)
y Mittelwert 1,67 mAU-min (Absorptionsunit x min)
x Mittelwert 142,20 ng/g

Korrelationskoeffizient r 0,9995 r

Reststandardabweichung Sy 0,022 Sy
Verfahrensstandardabweichung Sx0 1,952 Sx0

Rel. Verfahrensstandardabweichung Vx0 1,37 %

Die Retentionszeit von Bisphenol A wurde aus den Messungen (n=10) der Kalibrierung unter
direkten Wiederholbedingungen ermittelt. Die Daten kdnnen der Tabelle 22 entnommen wer-

den.

Tabelle 22: Retentionszeiten in Minuten der HPLC-DAD/FLD (n=10)

Streuungsmalfe FLD DAD
Mittelwert 8,62 8,44
Standardabweichung 0,022 0,021
Varianzkoeffizient 0,25 % 0,32 %

4.1.2 Richtigkeit der Kalibrierung

Die Kalibrierung von Bisphenol A wurde auf Richtigkeit Uberprft, indem ein unabhangiger Kon-
trollstandard in die Messung einbezogen wurde. Der Mittelwert der vier Messungen (vier Mes-
sungen der Standardldsung zur Qualitatssicherung des Messverfahrens) ergab eine Differenz
von 12,3 % fur den FLD und 12,6 % fir den DAD von der Sollkonzentration des Kontrollstan-
dards. Die verwendeten Ldsemittel der Standardldsungen sind fur die systematische Differenz

von 0,3 Minuten (siehe Chromatogramm Abbildung 13 und 14) verantwortlich.
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4. Ergebnisse

Tabelle 23: Kontrolle der Kalibrierung des Fluoreszenzdetektors und Diodenarraydetektors

K-STD Soll in ng/g FLD in ng/g Wf in % DAD in ng/g Wfin %
89,1 100,03 112,3 100,3 112,6
Standardabweichung 0,021 0,024
Varianzkoeffizientin % | 1,62 2,20
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Abbildung 13: Chromatogramme Kal 3 = blaue Kurve und Kontrollstandard = schwarze Kurve der

Fluoreszenzdetektion; Retentionszeitbereich = rot
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Abbildung 14: Chromatogramme Kal3 = blaue Kurve und Kontrollstandard = schwarze Kurve der

Diodenarraydetektion; Retentionszeitbereich = rot
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4.1.3 Wiederfindungsproben mit BPA; GMA101019 01 bis _05

Es konnte in jeder aufgearbeiteten Wiederfindungsprobe Bisphenol A detektiert werden. Durch
das Rauschen kam es jedoch zu einer Beeintrachtigung der Grundlinie des Detektors bei der
Wiederfindungsprobe mit dem geringsten Gehalt von 0,8 ng/ml. Der Mittelwert der Wiederfin-
dungsraten der restlichen vier Wiederfindungsproben in den Konzentrationsbereichen zwischen

1,8 ng/ml und 4,6 ng/ml lag bei etwa 83 Prozent beim Fluoreszenzdetektor bzw. 78% beim Dio-
denarraydetektor.

Tabelle 24: Wiederfindungsraten von Bisphenol A mit FLD und DAD

Material Migrat in ng/ml FLDinng/g | Wfin % DAD inng/g | Wfin %
GMA101019 01 0,77 27,4 97,4 17,8 63,1
GMA101019_02 1,82 52,2 82,8 46,8 74,2
GMA101019_03 2,29 66,5 84,3 65,1 82,5
GMA101019_04 3,74 102,6 79,1 97,4 75,1
GMA101019_05 4,62 134,8 83,7 130,3 81,0
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Abbildung 15: Chromatogramme der Wiederfindungsproben GMA101019 01 bis GMA101019 05

der Fluoreszenzdetektion
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Abbildung 16: Chromatogramme der Wiederfindungsproben GMA101019 01 bis GMA101019 05

4.1.4 Nachweisvermdgen

der Diodenarraydetektion

Die Abschéatzung der Mdglichkeit des Nachweises von Bisphenol A aus den Doppelbestimmun-

gen der Bezugslosungen der Kalibrierung Kall fur die HPLC und der Wiederfindungsproben
GMA101019 01 erfolgte in Wasser. Die Standardlésung Kall (20,8 ng/g; 18,4 ng/ml) wies ein

S/N (Signal zu Rauschen/Noise) von 5,9 beim Fluoreszenzdetektor und 4,3 beim Diodenarray-

detektor auf.
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Abbildung 17: Chromatogramm Kall (20,8 ng/g; 18,4 ng/ml) niedrigster Kalibrierpunkt der

Fluoreszenzdetektion

45



4. Ergebnisse

10102001 #41 [modfied by Administrator]  Kali1 20.10.10
1507 1) |

| \
|

|
1,00 | \
] |
wf || '\ |
ocal || i

| ()
1l o ! " Y
Il (o
|:|4|:|_ | ql“ %‘hﬁhﬂw\'\. JJJ'LMWJJJQUJJ_H.W%W
ozl Nk i

mir}
T I I T 1T T I T
0.0 20 40 a.0 8.0 10.0 i} 15,0

— BFA

-

Abbildung 18: Chromatogramm Kall (20,8 ng/g; 18,4 ng/ml) niedrigster Kalibrierpunkt der

Diodenarraydetektion

Aus den Abbildungen 17 und 18 wird ersichtlich, dass bei einer Retentionszeit von 8,5 bis 8,8
Minuten ein Bisphenol-A-Peak zu erkennen ist. Diese Kalibrierung dient im Folgenden als Refe-
renzwert flr die Bisphenol-A-Detektion. Die folgenden Abbildungen 19 und 20 zeigen die Be-

stimmung von Bisphenol A und dienen als Standard zur Bestimmung von Bisphenol A aus den
Probenkdrpern.
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Abbildung 19: Chromatogramm der Wiederfindungsprobe GMA101019_01 (0,77 ng/g) der

Fluoreszenzdetektion; Retentionszeitbereich = rot
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Abbildung 20: Chromatogramm der Wiederfindungsprobe GMA101019 01 (0,77 ng/g) der

Diodenarraydetektion; Retentionszeitbereich = rot

4.1.5 Blindwertproben GMA101018 01, _02, 04 und GMA101019_06

Keine der Blindwertproben, die die Migration durchliefen, zeigte eine Kontamination mit Bi-
sphenol A.

Die Abbildungen 21 und 22 zeigen die Ergebnisse der Blindwertproben.
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Abbildung 21: Chromatogramm Blindwertprobe GMA101018 01 der Fluoreszenzdetektion

In Abbildung 21 ist kein Peak zu erkennen und somit gibt es keinen Hinweis auf einen Gehalt
an Bisphenol A.
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Abbildung 22: Chromatogramm Blindwertprobe GMA101018 01 der Diodenarraydetektion

Ahnlich wie in Abbildung 21 ist auch in Abbildung 22 kein Peak in der Retentionszeit, die mit
Hilfe von Kalibrierlésungen fur Bisphenol A bestimmt wurde, zu erkennen.
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Abbildung 23: Chromatogramm Blindwertprobe GMA101019 06 der Fluoreszenzdetektion
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Abbildung 24: Chromatogramm Blindwertprobe GMA101019 06 der Diodenarraydetektion
In den Abbildungen 23 und 24 sind keine Bisphenol-A-Peaks zu erkennen.
4.1.6 Testprobe Bis-GMA; GMA101018 03

In den Chromatogrammen wurden zum Teil Peaks mit sehr grof3en Intensitaten detektiert. Die

Anwesenheit von Bisphenol A wurde mit dem Vergleich der Retentionszeiten aus den Standard-
[6sungen ermittelt.
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Abbildung 25: Uberlagerte Darstellung der Chromatogramme GMA101018_03 = schwarze Kurve;
Kal3 = blaue Kurve (100,7 ng/g; 88,9 ng/ml) der Fluoreszenzdetektion
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Abbildung 26: Uberlagerte Chromatogramme GMA101018_03 = schwarze Kurve und Kal3 = blaue
Kurve (100,7 ng/g; 88,9 ng/ml) der Diodenarraydetektion

Die Abbildung 25 und 26 zeigen die Uberlagerten Chromatogramme der Versieglermasse (Bis-
GMA) und der Kalibrierlésung. Daraus wird ersichtlich, dass das Chromatogramm der Versieg-
lermasse (schwarz) im Vergleich zu dem Chromatogramm der Standardlosung (blau) keinen

Anhalt auf Bisphenol A aufweist.

4.1.7 Probenserie

Die Aufarbeitung der Proben erfolgte mit einem Blindwert. AuRerdem wurde mitlaufig eine Wie-

derfindungsprobe aus dotiertem Wasser (mit standardisiertem Bisphenol A) aufgearbeitet.

Tabelle 25 zeigt die Massen (Trockeneinwaage) der Prifkdrper, nach der Polymerisation.
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Tabelle 25: Einwaagen der Proben

Probe Masse (trocken) in g
GMA101020_01 (Fissurit F) 1,51
GMA101020_02 (Fissurit F) 1,66
GMA101020_03 (Fissurit F) 1,70

GMA101020_04 (Delton FS*) | 2,40

GMA101020_05 (Delton FS*) | 2,41

GMA101020_06 (Delton FS*) 2,54

GMA101020_07 (Bis-GMA) 2,73
GMA101020_08 (Bis-GMA) 2,86
GMA101020_09 (Bis-GMA) 2,72
GMA101020_10 (TMXDI- 2,69
Dimethacrylat)
GMA101020_11 (TMXDI- 2,95
Dimethacrylat)
GMA101020_12 (TMXDI- 2,70
Dimethacrylat)

Es wurden zum Teil Peaks mit sehr groRen Intensitaten detektiert. Die Reproduzierbarkeit der
Messungen der drei Probenserien je Versieglermasse wurde durch Vergleich der erhaltenen
Chromatogramme, die im Folgenden in den weiteren Messungen dargestellt sind, ermittelt. Der
Vergleich der Retentionszeiten aus den Standardlésungen diente dabei der Uberpriifung der
Anwesenheit von Bisphenol A. Keiner der Peaks konnte dabei auf die Anwesenheit von Bis-
phenol A gedeutet werden. Da die detektierten Peaks der Matrix im Diodenarraydetektor den
Elutionsbereich teilweise tberdeckten, waren die Chromatogramme des Fluoreszenzdetektors

aussagekraftiger.

4.1.7.1 Versieglermasse Fissurit F; GMA101020_01, GMA101020_02 und GMA101020_03

Die Abbildungen 27 und 28 zeigen die Ergebnisse der Fluoreszenzdetektion und Diodenarray-
detektion des Fissurenversiegelungsmaterials Fissurit F, mit den Probencodes
GMA101020 01, GMA1010_02 und GMA101020_03.
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Abbildung 27: Chromatogramme GMA101020_01 = schwarze Kurve, GMA101020_02 = blaue Kurve
und GMA101020_03 =rosa Kurve der Fluoreszenzdetektion
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Abbildung 28: Chromatogramme GMA101020_01 = schwarze Kurve, GMA101020_02 = blaue Kurve
und GMA101020_03 =rosa Kurve der Diodenarraydetektion

Die Chromatogramme zeigen keine Peaks, die auf den Gehalt von Bisphenol A hindeuten.

4.1.7.1.1 Vergleich der Chromatogramme von Proben (Fissurit F) mit Bisphenol-A-
Standardldsungen

Die Chromatogramme der Abbildungen 27 und 28 werden mit den Chromatogrammen von

Standardlésungen aus den Abbildungen 29 und 30 verglichen.
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4. Ergebnisse
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Abbildung 29:

Uberlagerte Chromatogramme GMA101020_02 = schwarze Kurve und STD Kal3 =

blaue Kurve (100,7 ng/g; 88,9 ng/ml) der Fluoreszenzdetektion
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Abbildung 30:

Uberlagerte Chromatogramme GMA101020_02 = schwarze Kurve und STD Kal3 =

blaue Kurve (100,7 ng/g; 88,9 ng/ml) der Diodenarraydetektion

Beim Vergleich des Chromatogramms der Kalibrierldsung mit dem des Versieglers wird ersicht-

lich, dass kein Bisphenol A in der Probe der Versieglermasse zu erkennen ist.
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4. Ergebnisse

4.1.7.2 Versieglermasse Delton FS*;GMA101020_04, GMA101020_05 und GMA101020 06

Es wurden verschiedene Peaks in den Chromatogrammen detektiert. Aus den Abbildungen 31
und 32 sind die Chromatogramme der Versieglermassen Delton FS* mit dem Probencode
GMA101020_04 bis _06 zu erkennen.

1- 10102101 #13 GMATMD20_04 Emission
2- 10102101 #14 GMAT01020_05 Emission

Abbildung 31: Chromatogramme GMA101020 04 = schwarze Kurve, GMA101020_05 = blaue Kurve
und GMA101020_06 =rosa Kurve der Fluoreszenzdetektion
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12 - 10102101 #14 GMA101020_05
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Abbildung 32: Chromatogramme GMA101020_04 = schwarze Kurve, GMA101020_05 = blaue Kurve
und GMA101020_06 =rosa Kurve der Diodenarraydetektion

In den Abbildungen 31 und 32 sind keine Peaks fur Bisphenol A zu erkennen.
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4. Ergebnisse

4.1.7.2.1 Vergleich der Chromatogramme von Delton FS* mit der Standardldsung
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Abbildung 33: Uberlagerung der Chromatogramme GMA101020_05 = schwarze Kurve und STD
Kal3 = blaue Kurve (100,7 ng/g; 88,9, ng/ml) der Fluoreszenzdetektion;

Retentionszeitbereich = rot
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Abbildung 34: Uberlagerung der Chromatogramme GMA101020_05 = schwarze Kurve und STD
Kal3 = blaue Kurve (100,7 ng/g; 88,9 ng/ml) der Diodenarraydetektion

Der Vergleich der Chromatogramme fir die Versieglermasse dieser Probenreihe mit den Stan-

dardlésungen, ist aus den Abbildungen 33 und 34 zu enthehmen. Die Chromatogramme weisen

im Vergleich mit denen der Standardlésungen keinen Bisphenol-A-Gehalt auf.
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4. Ergebnisse

4.1.7.3 Versieglermasse (Bis-GMA); GMA101020_07, GMA101020_08 und GMA101020_09

Im gesamten Chromatogramm konnten Peaks detektiert werden. Im Folgenden sind in den

Abbildungen 35 und 36 die Chromatogramme der Versieglermasse mit den Probencodes
GMA101020_07 bis _09 zu erkennen.

=2 - 10102101 #£20 [modified by Adminis

1-10102101 #19 GMATDMD20_07

GMATD1020 038

Emission

EM:213 nm

Abbildung 35: Chromatogramme GMA101020_07 = schwarze Kurve, GMA101020_08 = blaue Kurve

und GMA101020_09 =rosa Kurve der Fluoreszenzdetektion

1 - 10102101 10
=2 - 10102101 #20

GMATD1020_07
GMA101020 08

Abbildung 36: Chromatogramme GMA101020 07 = schwarze Kurve, GMA101020_08 = blaue Kurve

und GMA101020_09 =rosa Kurve der Diodenarraydetektion

Weder in den Untersuchungsreihen mit der Fluoreszenzdetektion (Abb. 35) noch in der Diode-

narraydetektion (Abb. 36) sind Bisphenol-A-Peaks ersichtlich.
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4. Ergebnisse

4.1.7.3.1 Vergleich der Chromatogramme von Proben (Bis-GMA) mit Standardldosungen
von Bisphenol A

Die Abbildungen im Folgenden stellen ein Vergleich der Probenchromatogramme mit Chroma-

togrammen von Standardlésungen dar. Durch Ubereinanderlegen der beiden Chromatogramme
wird ein direkter Vergleich dieser ersichtlich.
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Abbildung 37: Uberlagerte Chromatogramme GMA101020_08 = schwarze Kurve und STD Kal3 =
blaue Kurve (100 ng/g; 88,9 ng/ml) der Fluoreszenzdetektion
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Abbildung 38: Ubereinander gelegte Chromatogramme GMA101020_08 = schwarze Kurve und
STD Kal3 = blaue Kurve (100 ng/g; 88,9 ng/ml) der Diodenarraydetektion
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4. Ergebnisse

Beim Ubereinanderlegen der Chromatogramme wird ersichtlich, dass kein Peak in der Retenti-
onszeit fur Bisphenol A vorhanden ist.

4.1.7.4 Versieglermasse TMXDI-Dimethacrylat; GMA101020_10, GMA101020_11 und
GMA101020_12

In den gesamten Chromatogrammen sind Peaks zu erkennen (Abb. 39 und 40).
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Abbildung 39: Chromatogramme GMA101020_10 = schwarze Kurve, GMA101020_11 = blaue Kurve
und GMA101020_12 =rosa Kurve der Fluorezenzdetektion
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Abbildung 40: Chromatogramme GMA101020_10 = schwarze Kurve, GMA101020_11 = blaue Kurve
und GMA101020_12 =rosa Kurve der Diodenarraydetektion
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4. Ergebnisse

Es besteht kein Hinweis auf Bisphenol A. Der Vergleich dieser Chromatogramme mit denen der

Chromatogramme der Standardlésungen ist aus den Abbildungen 41 und 42 zu entnehmen.

4.1.7.4.1 Vergleich der Chromatogramme von Proben (TMXDI-Dimethacrylat) mit Stan-
dardlésungen von BPA
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Abbildung 41: Uberlagerte Chromatogramme GMA101020_11 = schwarze Kurve und STD Kal3 =

blaue Kurve (100,7 ng/g; 88,9 ng/ml) der Fluoreszenzdetektion
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Abbildung 42: Uberlagerte Chromatogramme GMA101020_11 = schwarze Kurve und STD Kal3 =

blaue Kurve (100,7 ng/g; 88,9 ng/ml) der Diodenarraydetektion

In direktem Vergleich ist in Abbildung 42 kein Peak in der Retentionszeit fur Bisphenol A zu er-
kennen.
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4. Ergebnisse

4.1.7.5 Wiederfindungsprobe GMA101020_14

Das dotierte Bisphenol A wurde als Wiederfindungsprobe in ein Gefald mit Wasser hinzugege-
ben und konnte in der Probe nachgewiesen werden (Abb. 43 und 44). Die Wiederfindungsrate

fur die Fluoreszenzdetektion lag bei 84,4 Prozent und bei 75,0 Prozent bei der Diodenarrayde-
tektion.
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Abbildung 43: Chromatogramm der Wiederfindungsprobe GMA101020_14 der

Fluoreszenzdetektion; Retentionszeitbereich =rot
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Abbildung 44: Chromatogramm der Wiederfindungsprobe GMA101020_14 der

Diodenarraydetektion; Retentionszeitbereich = rot
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4. Ergebnisse

4.1.7.6 Blindwertproben GMA101020_13 und GMA101020_15

Die Alufolie, die zur Herstellung der Proben diente (Probencode GMA101020_13), wurde auf
ihren Bisphenol-A-Gehalt Gberprift und diente zusammen mit einer reinen Wasserprobe aus
Milli-Q-Wasser (Probencode GMA101020_15) als Blindwertprobe. Keine der beiden Blindwert-
proben, weder die Probe mit der Alufolie (Abb. 45 und 46) noch die Wasserprobe (Abb. 47 und

48), wiesen Kontaminationen mit Bisphenol A auf.
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Abbildung 45: Chromatogramm der Blindwertprobe GMA101020_13 (Alufolie) der

Fluoreszenzdetektion
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Abbildung 46: Chromatogramm der Blindwertprobe GMA101020_13 (Alufolie) der

Diodenarraydetektion
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Abbildung 47: Chromatogramm der Blindwertprobe GMA101020_15 (Wasser) der

Fluoreszenzdetektion
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Abbildung 48: Chromatogramm der Blindwertprobe GMA101020_15 (Wasser) der

Diodenarraydetektion
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4. Ergebnisse

4.2 Standardaddition

4.2.1 Dotierte Probenextrakte

Bisphenol A wurde zu den Probenextrakten der einzelnen Versieglerproben in definierter Kon-
zentration im relevanten Bereich zugegeben, um die Intensitat des Bisphenol-A-Peaks zu ermit-
teln und eine Differenzierung von anderen Komponenten vornehmen zu kénnen. Die Ergebnis-
se der Chromatogramme der dotierten Proben wurden mit den undotierten Probenextrakten und
einer Standardldsung (nach Zugabe von dotiertem Bisphenol A) verglichen (Abb. 49, 50, 51,
52).

Tabelle 26: Bisphenol-A-Konzentration nach Standardaddition

Probencode ng/g ng/ml

GMA101118 01 (Probenex- | 134,7 119,0

trakt von Fissurit F)

GMA101118 02 (Probenex- | 123,3 108,8
trakt von Delton FS*)

GMA101118 03 (Probenex- | 110,2 97,3
trakt von Bis-GMA)

GMA101118 04 (Probenex- | 133,4 117,8
trakt von TMXDI-
Dimethacrylat)

Bei der Fluoreszenzdetektion konnte ein aus der Grundlinie des urspriinglichen Probenchroma-
togramms herausragender Bisphenol-A-Peak beobachtet werden (Abb. 49, 50, 51, 52). Um
eine eindeutige Unterscheidung zu den Probenextrakten zu erhalten, reichte in der Diode-

narraydetektion die zugegebene Menge an Bisphenol A nicht aus.

Abbildung 49 Uberlagert die Probe Fissurit F (blaue Kurve), Fissurit F nach Standardaddition mit
20 ng Bisphenol A (schwarze Kurve) und die Kalibrierlosung (griine Kurve). Das Chromato-
gramm der Kalibrierlosung (griine Kurve) und der Dotierldsung (schwarze Kurve) weist einen

Bisphenol-A-Peak bei einer Retentionszeit von 8,7 min auf.
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Abbildung 49: Fluoreszenzdetektion-Chromatogramme des dotierten Probenextraktes 101118 01
= schwarze Kurve mit 20 ng BPA, GMA101020_02 = blaue Kurve und Kal3 = griine

Kurve

Aus Abbildung 50 sind die Chromatogramme fir die Versieglermasse Delton FS* (blaue Kurve),

der Dotierlésung nach Zugabe von 20 ng Standard Bisphenol A (schwarze Kurve) und der Ka-
librierlésung (grine Kurve) zu entnehmen.

Das blaue Chromatogramm (Delton FS*) der Abbildung 50 weist keinen Peak in der Retenti-

onszeit fur Bisphenol A auf. In dem Chromatogramm der Dotierldsung (schwarze Kurve) und

bei der Kalibrierléosung (grine Kurve) ist ein Peak im Sinne von Bisphenol A bei einer Retenti-
onszeit von 8,7 zu erkennen.
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Abbildung 50: Chromatogramme des dotierten Probenextraktes 101118 02 = schwarze Kurve und

GMA101020_05 = blaue Kurve und Kal3 = griine Kurve der Fluoreszenzdetektion
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4. Ergebnisse

In Abbildung 51 sind die Chromatogramme fiir die Probe mit Bis-GMA (blaue Kurve), das dotier-
te Probenextrakt nach Zugabe von 20 ng Bisphenol A (schwarze Kurve) und die Kalibrierlésung

(grine Kurve) Ubereinandergelegt.
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Abbildung 51: Chromatogramme des dotierten Probenextraktes 101118 03 = schwarze Kurve und
GMA101020_08 = blaue Kurve und Kal3 = griine Kurve der Fluoreszenzdetektion
von Batch 10111801

Die Chromatogramme des dotierten Probenextraktes (schwarze Kurve) und Kalibrierldsung
(grine Kurve) weisen Peaks in der Retentionszeit fur Bisphenol A auf. Aus dem Chromato-
gramm (blaue Kurve) fur das Material ist kein Peak fiir Bisphenol A aus der Abbildung 51 zu

entnehmen.

In Abbildung 52 sind die Chromatogramme fir das Material TMXDI-Dimethacrylat (blaue Kur-
ve), das dotierte Probenextrakt mit 20 ng Bisphenol A (schwarze Kurve) und die Kalibrierlésung

(grine Kurve) zum Vergleich tberlagert.
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Abbildung 52: Chromatogramme des dotierten Probenextraktes 101118 04 = schwarze Kurve und
GMA101020_11 = blaue Kurve und Kal3 = griine Kurve der Fluoreszenzdetektion
von Batch 10111801

Die Dotierldsung und die Kalibrierldsung wiesen einen Bisphenol-A-Peak auf (Abb. 52).

4.2.2 Wiederfindungsprobe der Dotierungsprobe und Blindwert

Um die Dotierungsprobe zu tberprifen, wurde bei einer zusatzlichen Probe die chromatogra-
phische Untersuchung durchgefihrt. Standardisiertes Bisphenol A (20 ng) wurde der Wiederfin-
dungsprobe (Standardaddition) hinzugegeben und mit einer Blindwertprobe verglichen. In der
Wiederfindungsprobe konnte das dotierte Bisphenol A nachgewiesen werden. Die Wiederfin-
dungsrate lag dabei fur die Standardaddition (dotierte Proben) bei 101,2 % fiir die Fluoreszenz-

detektion und 99,8 % bei Diodenarraydetektion.
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Abbildung 53: Chromatogramm der Wiederfindungsprobe GMA101118_ 05 der

Fluoreszenzdetektion von Batch 10111801; Retentionszeitbereich = rot
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Abbildung 54: Chromatogramm der Wiederfindungsprobe GMA101118 05 der

Diodenarraydetektion von Batch 10111801; Retentionszeitbereich = rot

Es konnte bei der Blindwertkontrolle des Ansatzes der Standardaddition kein Bisphenol A

nachgewiesen werden.
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Abbildung 55: Chromatogramm der Blindwertprobe GMA101118 06 der Fluoreszenzdetektion von
Batch 10111801
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Abbildung 56: Chromatogramm der Blindwertprobe GMA101118 06 der Diodenarraydetektion von
Batch 10111801

4.3 Vergleichsmessung mit HPLC-MS/MS

Die HPLC-MS/MS Messmethode zur Bestimmung des Bisphenol-A-Gehaltes wurde angewandt,
um die Ergebnisse der HPLC-DAD/FLD Messungen abzusichern.
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4. Ergebnisse

4.3.1 Kalibrierung
Die Bezugslésungen KAL2 bis KAL6 (32,1 ng/g bis 116,3 ng/g; 30,4 bis 110,3 ng/ml) wurden

zur Berechnung der linearen Kalibrierfunktion des Arbeitsbereiches verwendet. Die Kalibrie-

rungsgerade ergibt sich somit aus 10 Punkten und 5 verschiedenen Konzentrationsniveaus.
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Abbildung 57: Overlay der Chromatogramme der Kalibrierldésungen Kal2 bis Kal6; Massenspuren
Bisphenol A, BPA Q und BPA INT

Aus Tabelle 27 sind die Kenndaten der Kalibrierung HPLC-MS/MS zu entnehmen.
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Tabelle 27: Kenndaten der Kalibrierungsgerade HPLC-MS/MS

Steigung a 1,2875
Achsenabschnitt b 0,022

Y Mittelwert 1,64

X Mittelwert 1,25
Korrelationskoeffizient r 0,9973
Reststandardabweichung Sy 0,054 Sy
Verfahrensstandardabweichung Sx0 0,042 Sx0
Rel. Verfahrensstandardabweichung Vx0 3,31 % Vx0

In Abbildung 58 ist die Kalibrierungsgerade MS/MS-Messung dargestellt.
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Abbildung 58: Kalibrierungsgerade MS/MS

Die Retentionszeit von Bisphenol A wurde aus den Messungen der Kalibrierungspunkte be-

stimmt.
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Tabelle 28: Retentionszeit in Minuten der HPLC-MS/MS (n=10)

Streuungsmalle BPA BPA d16
Mittelwert 8,80 8,75
Standardabweichung 0,008 0,008
Varianzkoeffizient 0,09 0,10

4.3.2 Nachweisvermdgen

Die Abschatzung des Nachweises von Bisphenol A fur die HPLC-MS/MS-Messung erfolgte aus

der Kalibrierungslésung KAL1. Die Standardlésung Kall (11,0 ng/g; 10,4 ng/ml) wies ein S/N

von 16,5 beim Quantifier-lon und von 12,1 beim Qualifier-lon (Fragmente im Masseniibergang)

auf.
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Abbildung 59: Chromatogramme der Standardlésung Kall (11,8 ng/g; 10,4 ng/ml) mit S/N,

Massenspuren BPA, BPA Q und BPA INT

4.3.3 Versieglermasse Fissurit F; GMA101020_02

Die mittels HPLC-MS/MS gewonnenen Chromatogramme zeigten verschiedene Peaks.
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Durch den Vergleich der Probenchromatogramme (Fissurit F) mit dem Chromatogramm der

Standardldsung wurde die Anwesenheit des Bisphenol A untersucht (Abb. 60)
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Abbildung 60: Chromatogramme BPA und BPA Q mit Overlay von GMA101020_02 und STD Kal3

(100,7 ng/g; 88,9 ng/ml); rot = Kalibrierlésung, blau = Versieglermasse

In Abbildung 60 ist im oberen Teil der Grafik die Quantifier-Messung und unten die Qualifier-

Messung dargestellt. Beim Vergleich des Chromatogramms (Kalibrierlésung) und der Versieg-

lermasse ist zu erkennen, dass das blaue Chromatogramm keinen Bisphenol-A-Peak aufweist.

Bei den roten Chromatogrammen (Vergleichsreferenz fur das blaue Chromatogramm; Versieg-

lermasse) ist ein Peak im Sinne von Bisphenol A bei einer Retentionszeit von 8,8 min zu erken-

nen.
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4.3.4 Versieglermasse Delton FS+; GMA 101020_05

In den Chromatogrammen wurden verschiedene Peaks detektiert.

Durch den Vergleich der Probenchromatogramme mit denen der Standardldsungen wurde die

Anwesenheit von Bisphenol A Uberpruft.
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Abbildung 61: Chromatogramme BPA und BPA Q mit Overlay von GMA101020_05 und STD Kal3
(100,7 ng/g; 88,9 ng/ml); rot = Kalibrierlésung, blau = Versieglermasse

In dem oberen Abschnitt der Abbildung 61 ist die Quantifier-Messung und im unteren die Quali-
fier-Messung dargestellt. Bei der Retentionszeit von 8,7 min ist ein Peak im roten Chromato-
gramm und blauen Chromatogramm leicht versetzt bei 8,86 min zu erkennen. Aufgrund des
starken Rauschens (kleines S/N-Quotient [Signal zu Rauschverhdltnis]) ist keine eindeutige
Aussage zum Bisphenol-A-Gehalt zu treffen. Die roten Linien sind eindeutig als Bisphenol A zu

identifizieren.

4.3.5 Versieglermasse Bis-GMA; GMA101020_08

Im Chromatogramm wurden verschiedene Peaks detektiert. Durch den Vergleich der Proben-
chromatogramme mit denen der Standardldsungen wurde die Anwesenheit von Bisphenol A

Uberprift.
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Abbildung 62: Chromatogramme BPA und BPA Q mit Overlay GMA101020 08 und STD Kal3 (100,7

ng/g; 88,9 ng/ml); rot = Kalibrierldsung, blau = Versieglermasse

In der Abbildung 62 ist im oberen Abschnitt die Quantifier und im unteren Abschnitt die Qualifier
Messung dargestellt. Das blaue, sowie das rote Chromatogramm weisen bei der gleichen Re-
tentionszeit bei 8,78 min einen Peak auf. Dieser Peak liegt in der Retentionszeit flr Bisphenol
A.

Da der Peak von Bisphenol A (Retentionszeit 8,7 min) in den Chromatogrammen des Versieg-
lers bei beiden Massenubergangen (Quantifier und Qualifier) detektierbar war, erfolgte zur ge-
naueren Uberpriifung auf eine Ubereinstimmung der Retentionszeiten von Bisphenol A ein Ver-

gleich mit mehreren Standardlésungen (Abb. 63).
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Abbildung 63: Chromatogramme BPA GMA101020_08, GMA101020_09 und GMA101020_10 sowie

4 Standardlésungen

Demnach kann der Peak der Bis-GMA-basierten Versieglermasse (Vergleichsmaterial) der Re-

tentionszeit von Bisphenol A zugeordnet und in beiden MRM-Ubergangen detektiert werden.

Eine Quantifizierung des Bisphenol A ist aufgrund des geringen Signals, bei Rauschverhéltnis-

sen von ca. 1:5, nicht moglich.

4.3.6 Versieglermasse TMXDI-Dimethacrylat; GMA101020_11

Im Chromatogramm des HPLC-MS/MS wurden keine Peaks detektiert. Durch den Vergleich der

Probenchromatogramme mit denen der Standardldsungen wurde die Anwesenheit von Bi-

sphenol A Uberprift (Abb. 64).
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Abbildung 64: Chromatogramme BPA und BPA Q mit Overlay GMA101020_11 und STD Kal3 (100,7

ng/g; 88,9 ng/ml); rot = Kalibrierlésung, blau = Versieglermasse

Im oberen Abschnitt der Abbildung 64 ist die Quantifier-Messung und im unteren die Qualifier-
Messung dargestellt. Das rote Chromatogramm zeigt einen eindeutigen Peak bei 8,7 min, der
als Bisphenol A identifiziert werden kann. Bei der blauen Linie sind keine Bisphenol-A-Peaks zu

erkennen.

4.3.7 Wiederfindungsprobe GMA101020_14

Das dotierte Bisphenol A konnte in der Wiederfindungsprobe nachgewiesen werden (Abb. 65).
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Abbildung 65: Chromatogramme BPA und BPA Q mit Overlay GMA101020 14 und STD Kal3 (100,7
ng/g; 88,9 ng/ml); rot = Kalibrierlésung, blau = Wiederfindungsprobe
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4.3.8 Blindwertproben GMA101020_13 und GMA101020 15

Die Blindwertproben, die zur Herstellung der Probenkdrper und Wasser, das als Migrationsme-
dium diente, wurden auf mogliche Bisphenol-A-Quellen hin untersucht. Keine der beiden Pro-
ben wies einen Bisphenol-A-Gehalt auf (Abb. 66 und 67).
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Abbildung 66: Chromatogramme von GMA101020_13 Blindwertprobe, Overlay Massenspuren
BPA, BPA Q und BPA INT sowie Diodenarraydetektion
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Abbildung 67: Chromatogramme GMA101020_14 Blindwertprobe, Overlay Massenspuren BPA,

BPA Q und BPA INT sowie Diodenarraydetektion
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der untersuchten Materialien

Die Materialien (Fissurit F und Delton FS"), die Bestandteil der Untersuchung waren, wurden
aus zwei unterschiedlichen Preiskategorien ausgewdahlt. Die Untersuchung beschrankte sich
auf Fissurenversiegler, da bei diesen aufgrund des geringeren Fllkdrpergehalts im Vergleich
zu dentalen Kompositen fur die Fillungstherapie mit einer vermehrten Umsetzung der Monome-
re zu Bisphenol A zu erwarten ist. Beide untersuchten Fissurenversiegler basieren auf Bis-
GMA. Als Negativ-Kontrolle diente ein Bis-GMA freies Material, das TMXDI-Dimethacrylat, und
als Positiv-Kontrolle ein Kunststoff auf Bis-GMA-Basis. Beide Materialien wurden direkt von der

Firma Ivoclar Vivadent bezogen und sind nicht auf dem freien Markt verfigbar.

Der Versiegler Delton wurde in zahlreichen Studien untersucht [6,31,46,76,84]. Diese Studien
unterscheiden sich von der vorliegenden Arbeit hinsichtlich der Zusammensetzung des Versieg-
lers. Sie untersuchten den Fissurenversiegler Delton LC von der Firma Dentsply auf Bis-DMA

Basis.

Die Auswahl der Materialien beschrankte sich in der vorliegenden Arbeit somit auf Bis-GMA-
basierte Versiegler, die derzeit auf dem Markt befindlich sind.

5.2 Diskussion der Methode

5.2.1 Probenherstellung

Aus zwei unterschiedlichen Fissurenversiegelungsmaterialien und zwei Kontrollproben wurden
nach Herstellerangaben jeweils pro Material 21 Formkdrper fir 3 Probendurchlaufe hergestellt.
Die Formkorper wurden fir jedes Material in drei Probenserien mit jeweils 7 Probenkdrpern
(n=7) fur jede Serie unterteilt. Die Probenkdrper sollten zur Gewahrleistung der Migration von
Bisphenol A eine Mindestmasse von 1,5 g besitzen, die bei insgesamt 7 Probenkdrpern fir eine
Serie gegeben ist. Die von den Herstellern geforderte Polymerisationszeit von mindestens 20
Sekunden wurde eingehalten. Da die GréRe der Probenkdrper 3 mm x 8 mm betréagt, wurden
diese beidseitig mit einer LED-Lampe fir jeweils 40 Sekunden ausgehartet um eine genligende
Polymerisationstiefe zu erreichen. Nach Herstellerangaben betragt die Polymerisationstiefe fur
die getesteten Materialien 3 mm. Durch die Aushértung von beiden Seiten sollte ein ausrei-
chender Polymerisationsgrad erreicht werden. Die Lichtleistung der Polymerisationslampe be-
trug 1.000 mw/cmz2. Zur Untersuchung von zytotoxischen Effekten von dentalen Kunststoffen
applizierten Schweikl et al. den Komposit ebenfalls in einen Glasring mit einer Gro3e von 5 mm

X 2,5 mm und harteten die Probenkdrper mit einer Polymerisationslampe (Lichtleistung = 780
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mW/cm? aus [88]. Pulgar et al. polymerisierten die Probenkérper mit einer Schichtdicke von 1
mm, in einem kleinen Glaszylinder fir 40 Sekunden [76]. Polymerisationslampen mit héherer
Lichtleistung erzielen einen héheren Polymerisationsgrad. Dadurch verbessern sich die mecha-
nischen Eigenschaften der Materialien, jedoch kommt es zu grél3eren Polymerisationsschrump-
fungen [74]. Dies konnte eine Erklarung fur die deutliche Schrumpfung der Proben mit dem Ma-
terial Fissurit F darstellen. Um eine Kontamination zu vermeiden, wurden die Proben direkt in
die GefalRe fur den Migrationsversuch Uberfuhrt. Die Probenherstellung fand in der Zahnklinik
der Charité statt und bis zum Beginn der Migration bei der BAM wurden die Formkoérper in den
Glasbehéltern, in der die Migration stattfand, trocken gelagert. Am nachsten Tag wurde den
GeféalRen, in denen sich die Probenkdrper befanden, jeweils 20 ml doppelt entionisiertes Wasser
hinzugegeben und bei Raumtemperatur fir 24 Stunden in einem Horizontalschuttler in Bewe-
gung gehalten. Nach einer 24-stiindigen Migration wurden die Extrakte aufgearbeitet und auf
ihren Bisphenol-A-Gehalt gepruft. Die Aufarbeitung der Probenlosungen erfolgte mittels einer
Flussig-Flussig-Extraktion.

5.2.2 Prufkorpergeometrie

Die Herstellung der Prufkdrper erfolgte in einem Glasring mit einem Durchmesser von 8 mm
und einer Hohe von 3 mm. Somit ergibt sich eine Prifkérpergeometrie in der Grofl3e des form-
gebenden Glasring. Die Formkérper besitzen im Verhaltnis zur Oberflache ein relativ grol3es
Volumen. Es muss jedoch zur Diskussion gestellt werden, ob die Oberflache eine gréflRere Re-
levanz fur die Abgabe von Bisphenol A darstellt oder aber die Masse der Priufkérper ausschlag-
gebend ist. Es stellt sich daher die Frage, ob sich die Eigenschaften der Prufkérper bezlglich
der Degradation bei groRerer Oberflache verandern. Es ware zu vermuten, dass bei steigender

Angriffsflache die Umsetzung von Bis-GMA in Bisphenol A erhdht sein kann.

Es bestanden Gewichtsunterschiede der Prufkérper von ca. 1 g (siehe Tabelle 25) zwischen
dem Material Fissurit F und den anderen Fissurenversiegelungsmaterialien. Diese Schwankun-
gen sind mit der Auskleidung des Glasringes (Alufolie) zu erklaren. Da die Folie eine natirliche
Spannung und im Glasring die Tendenz besitzt wieder zusammenzurollen, ist es denkbar dass
dadurch Differenzen in der Masse entstanden sind. Auferdem ist eine weitere Ursache in der
unterschiedlichen Dichte der einzelnen Materialien zu vermuten. Nach Herstellerangaben ist
Delton FS™ ein bis zu 55 % glasgefiillter Versiegler und die relative Dichte betragt laut Sicher-
heitsdatenblatt 1,3 g/cm?®. Der Fiillstoffgehalt bei Fissurit betragt ca. 10 % und die Dichte ist laut
Herstellerangaben nicht bestimmt. Bei der Herstellung der Prifkérper war bei dem Material Fis-
surit F eine deutlichere Schrumpfung zu erkennen als bei den anderen drei Materialien. Um die
Polymerisationsschrumpfung zu minimieren, sollte der Versiegler schichtweise ausgehartet

werden. Die Masse, die zur Herstellung der Probenkoérper benutzt wurde, entspricht nicht der
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klinisch angewandten Menge zum Versiegeln der Fissuren und somit sollte die Polymerisati-
onszeit angepasst oder das Material schichtweise appliziert und polymerisiert werden. Aul3er-
dem ist zu diskutieren, ob eine flachere und dinnere Schicht der Probenkdrper von ca. 1 mm
(entsprechend der Fissurentiefe) mit gréRerem Durchmesser zu geringerer Polymerisations-
schrumpfung fahrt. In einer klinischen Untersuchung konnte gezeigt werden, dass bei Fissurit F
deutliche Lufteinschlisse an der Oberflache nach Applikation entstehen kdénnen, wobei sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen absoluter (unter Kofferdam) und relativer Trockenle-
gung (Watterollen) ergaben [32]. Dies kann ebenfalls ein Grund fir die geringere Masse der

Probenkdrper von Fissurit F darstellen.

5.2.3 Untersuchungsmethode

Zur Qualitatssicherung des Arbeitsablaufes wurden jegliche Flaschen der Lésemittel an ihrer
Originalverpackung unmittelbar vor den Messungen angebrochen und die Herstellung neuer
Standardldsungen erfolgte durch Einwaage der Referenzsubstanzen (BPA-Kalibrierung, BPA-
Kontrollstandard, BPA d16 interner Standard, siehe Tabelle 8) und entsprechende Verdinnun-
gen. Da die Gravimetrie die einzig riickfihrbare Gro3e in der analytischen Chemie ist, erfolgten
die Berechnungen der Verdiinnungen gravimetrisch. Zu jeder Messung wurden Vergleichsmes-
sungen mit Blindwertproben durchgefiihrt, um eine moégliche Kontamination mit den Chemika-
lien oder auch durch die Gerate, die zur Herstellung oder Prifung der Proben dienten (siehe
Tabelle 3 und Tabelle 5), ausschlielRen zu kdnnen. Die Ergebnisse der Blindwertproben der
Fluoreszenz- und Diodenarraydetektion (Abbildungen 21-24, 45-48 und 55-56) zeigten keine
Kontamination mit Bisphenol A. Die Ergebnisse der Blindwertproben der HPLC sind aus den
Abbildungen 66 und 67 ersichtlich. Die Richtigkeit aller Ergebnisse wurde mit Wiederfindungs-
messungen bestéatigt. Alle Wiederfindungsproben (Abbildungen 15, 16, 19, 20, 43 und 44) ha-
ben Bisphenol A nachgewiesen. Dies bestatigt das Nachweisvermégen der angewandten Me-
thode.

Die Richtigkeit der Methode wurde mittels Kontrollstandards (Standard-Bisphenol A) Uberpruft.
Ein deuterierter Standard® wurde als interner Standard fiir die massenspektrometrische Mes-
sung eingesetzt. Dieser interne Standard ist somit Isotopen-markiert und kann als solcher in der

HPLC Messung detektiert werden.

Es wurden Kalibrierungschromatogramme (Abbildungen 13, 14, 17 und 18) der Diodenarray-
und Fluoreszenzdetektion mit standardisiertem Bisphenol A angefertigt. Die Chromatogramme

(Abbildungen 13 und 14) dienen zusammen mit der Vergleichsmessung (n=4) eines unabhan-

! Das heiBt, die Wasserstoffatome des Bisphenol A wurden durch Deuterium ersetzt, wodurch die Mole-

kilmasse verandert wird.
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gigen Kontrollstandards zur Kontrolle der Richtigkeit der Kalibrierung. Die systematische Diffe-
renz von 0,3 min zwischen den Chromatogrammen der Kalibrierlosung und des Kontrollstan-
dards (Abb. 13 und 14) ist verursacht durch das verwendete Losemittel in der Standardldsung.
Es konnte eine Wiederfindung bei der Kalibrierung (Tabelle 23) fur die Fluoreszenzdetektion
von 112,3 % und fir die Diodenarraydetektion von 112,6 % ermittelt werden. Die Wiederfindun-
gen konnen bedingt durch das Messverfahren auch tber 100% liegen. Die Grenzwerte fur die
Wiederfindung liegen bei 120 %. Ein Mindestwert von 70 % ist fur die Wiederfindung angemes-
sen [13].

Die restlichen Chromatogramme der Kalibrierung (Abbildungen 17 und 18) dienten zum Ermit-
teln von Bisphenol A aus den Versieglungsmaterialien. In den Abbildungen 57 und 59 sind die

Kalibrierungschromatogramme der HPLC Messung zu erkennen.

Die Bestimmung des Bisphenol-A-Gehaltes aus den Fissurenversiegelungsmaterialien erfolgte
in Anlehnung an die Europaische Norm EN 14372:2004 (E) ,Child use and care articles - Cut-
lery and feeding utensils - Safety requirements and tests* zur Bestimmung von Bisphenol A aus
Nahrungsmittelbehéaltnissen. Die Trennung der Substanzen erfolgte nach der Empfehlung die-
ser Europaischen Norm mit Hilfe einer Hochleistungsflissigkeitschromatographie und anschlie-
Render Detektion mittels UV- und Diodenarraydetektor. Die Angaben zur Herstellung der Kalib-
rierlosungen und Standardlésungen sind der EU-Norm zu entnehmen. Als alternative Testme-
thode ist die Gaschromatographie zu erwahnen. Jedoch besitzt die HPLC den Vorteil, dass bei

diesem Testverfahren keine Derivatisierung notwendig ist [27].

Im ersten Probendurchlauf erfolgte die Detektion mittels UV- und Diodenarraydetektor. Da auf-
grund sehr vieler unterschiedlicher Peak-Signale kein sicherer Nachweis von Bisphenol A er-
bracht werden konnte, wurde anschliel3end eine weitere Untersuchung mit dem Massenspeki-
rometer durchgefuhrt. Das Messverfahren mit dem Massenspektrometer hat eine hohere Trenn-
leistung und besitzt eine bessere Selektivitat als die vorher angewandten Messmethoden, die

Fluoreszenz- und Diodenarraydetektion [49,62].

Zur Detektion von Bisphenol A wurden mit dem Diodenarraydetektor zwei Wellenlangen aufge-
nommen. Die erste Wellenldnge von 230 nm stellte das UV-Maximum der Komponente dar und
die zweite diente bei 280 nm im zweiten UV-Maximum der Plausibilitdtskontrolle [9]. Zur Quanti-
fizierung von Bisphenol A durch UV-Detektion mittels Fluoreszenzdetektion wurde die Wellen-
langenschaltung aus EN14374 tGbernommen. Im Massenspektrometer wurden zwei Massen-
Ubergange aufgenommen. Der erste diente zur Quantifizierung und der zweite zur Absicherung
der richtigen ldentifizierung der Analyten [9]. Die Ergebnisse wurden mit den Chromatogram-
men von Standardlosungen auf ihre Richtigkeit bzw. auf die Anwesenheit von Bisphenol A ver-
glichen.
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Da auch in der Testreihe mit massenspektrometrischer Detektion kein Bisphenol A aus den
Proben nachweisbar war, wurde ein Wiederfindungsversuch durchgefiihrt. Dabei wurde ein
deuterierter Standard (CDN Isotopes, Artikelnummer D-2151) an Bisphenol A zu den Probenl6-
sungen hinzugegeben und anschliel3end die Bisphenol-A-Anwesenheit bestimmt. Die Vermu-
tung, dass ein Nachweis von Bisphenol A aufgrund verschiedener StorgréRen durch Migration
anderer Substanzen nicht mdglich ist, konnte mit dem Nachweis von zugegebenem Standard-
Bisphenol-A widerlegt werden. Nach Zugabe von standardisiertem Bisphenol A konnte im

Rahmen des Wiederfindungsversuches das Bisphenol A detektiert werden.

Die angewandte Methode stellt eine Standardmethode zum Nachweis von Bisphenol A dar
[6,7,31,66,71,76,84]. In der vorliegenden Arbeit wurden zur Absicherung der Ergebnisse unter-
schiedliche Methoden zur Detektion des Bisphenol A in der Probenldsung angewandt. Begin-
nend mit der Diodenarraydetektion wurden die Messungen mit der Fluoreszenzdetektion und
der HPLC-Detektion erganzt. Die HPLC-MS/MS Messung besitzt dabei die hdchste Selektivitat
und Spezifitat, da bei diesem Verfahren eine Fragmentierung und Trennung nach der Molekdil-

masse erfolgt [12].

5.2.4 Migrationsmedium

Eine vergleichbare Studie stellt die Untersuchung von Fissurenversiegelungsmaterialien auf
Bis-GMA-Basis von Pulgar et al. dar [76]. Sie lagerten die Probenkdrper fir 24 Stunden in des-
tilliertem Wasser und untersuchten die Proben anschlieBend mittels Gaschromatographen mit
anschlielender massenspektrometrischer Detektion und Hochleistungsflissigkeitschromato-
graphen mit UV-Detektion. In der Arbeit von Pulgar et al. wurden die Proben zu Beginn des
Migrationsversuches kurz stark geruttelt. In der vorliegenden Untersuchung waren die Proben
wahrend der Lagerungsdauer standig in Bewegung. Ein weiterer Unterschied zwischen der hier
vorliegenden Studie und der In-vitro-Untersuchung von Pulgar und Mitarbeitern liegt in der un-
terschiedlichen pH-Wert-Einstellung. Wahrend die Autoren pH-Werte von 1, 7, 9 und 12 einstell-
ten, erhohte sich die Bisphenol-A-Abgabe mit steigendem pH-Wert.

Atkinson et al. [7] lagerten Standardidsungen von Bisphenol A, Bis-DMA (Bisphenol-A-
Dimethacrylat) und TEGDMA (Triethylenglycoldimethacrylat) in Ruhespeichel von 10 Proban-
den, die keine Kunststofffullungen aufwiesen und veranderten die Temperatur wéhrend der La-
gerung. Die erste Gruppe der Proben, die sie bei 37 °C lagerten, untersuchten sie nach 24
Stunden und konnten Bisphenol A aus den Proben nachweisen. Proben, die sie bei Minusgra-
den Uber mehrere Monate gelagert hatten, wiesen kein Bisphenol A auf. Demzufolge lasst sich
behaupten, dass die unterschiedlichen Lagerungsmedien in der Studie von Atkinson et al. die
Bisphenol-A-Freisetzung beeinflussten. Die chemische Verbindung des Bis-DMA blieb bei Mi-

nustemperaturen stabil.
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Nathanson et al. [66] lagerten ihre Proben in Ethanol und untersuchten die Extrakte nach vier-
minutiger Migration. Die untersuchten Fissurenversiegler in der Studie von Nathanson et al.
waren Bis-GMA-basierte Materialien. In dieser Studie konnte kein Nachweis von Bisphenol A

erbracht werden.

Im Gegensatz zu Nathanson et al. [66] konnten alle anderen Autoren, wie Schmalz et al. [84],
Atkinson et al. [7] und Pulgar et al. [76], Bisphenol A durch unterschiedliche Lagerungsbedin-
gungen (pH-Wert, Temperatur) und Lagerungsmedien (Alkohol, Speichel) nachweisen. Die
Studie von Nathanson et al. und Pulgar et al. unterscheidet sich von den tbrigen Untersuchun-
gen durch die Materialauswahl. Im Rahmen der Studie von Nathanson et al. und Pulgar et al.
wurden Bis-GMA-basierte Versiegelungsmaterialien, vergleichbar mit der vorliegenden Arbeit,
auf die Abgabe von Bisphenol-A untersucht. Nathanson et al. konnten ebenfalls keine Bi-
sphenol-A-Freisetzung nachweisen. Der Nachweis von Bisphenol A aus Bis-GMA-basierten
Versieglern gelang nur Pulgar et al. Die Freisetzung von Bisphenol A ist nicht nur abhangig von
den Lagerungsbedingungen, sondern auch vom Material. Da die meisten Autoren eine Bi-
sphenol-A-Abgabe aus Bis-DMA-basierten Versieglern nachweisen konnten, lasst sich schluss-
folgern, dass die Bisphenol-A-Freisetzung aus diesen Fissurenversiegelungsmaterialien mog-
lich erscheint. Die Verbindung des Bisphenol A in Bis-GMA-basierten Kunststoffen scheint da-
gegen so stabil zu sein, dass nach 24 stindiger Lagerung im gewahlten Studiendesign kein
Bisphenol-A-Nachweis gelingt. Es stellt sich jedoch die Frage, warum eine Bisphenol-A-
Freisetzung aus der Positiv-Kontrolle méglich war, denn die Positiv-Kontrolle ist ein Bis-GMA-
basiertes Material. Wenn die Freisetzung aus Bis-GMA-basierten Versiegelungsmaterialien
maoglich ist, stellt sich die Frage, warum aus den Fissurenversiegelungsmaterialien der vorlie-
genden Arbeit und auch der Studie von Nathanson et al. [66] kein Nachweis von Bisphenol A
maoglich war. Hingegen konnten Pulgar et al. [76] durch Erhéhung des pH-Wertes des Migrati-
onsmediums, Bisphenol A aus Fissurenversiegelungsmaterialien auf Bis-GMA-Basis nachwei-

sen.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

Bei keiner der zwei untersuchten Versiegelungsmaterialien konnte eine Bisphenol-A-
Freisetzung nachgewiesen werden. Entgegen der Erwartung und im Widerspruch zu den Er-
gebnissen von Olea et al. [71], Schmalz et al. [84], Arenholt-Bindslev et al. [6], Joskow et al.
[46], Fung et al. [31] und Pulgar et al. [76] stehend, konnte ein Bisphenol-A-Nachweis nicht er-
bracht werden. Diese Autoren konnten Bisphenol A in Fissurenversiegelungsmaterialien jedoch
nachweisen. In der vorliegenden Arbeit war unter diesen Versuchsbedingungen (24 stindige

Ruttelung der Proben bei Zimmertemperatur; gelagert in entionisiertem Wasser), der Nachweis
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von Bisphenol A in der Positivkontrolle méglich. Die Negativ-Kontrolle, Eluate von TMXDI-

Dimethacrylat, wies kein Anhalt auf Bisphenol A auf.

Im Rahmen der Uberprifung der Anwesenheit von Bisphenol A mit Hilfe der UV- und Diode-
narraydetektion konnte kein Bisphenol A detektiert werden. Da jedoch sehr viele unterschiedli-
che Peaks erkennbar waren, liegt die Vermutung nahe, dass viele weitere Substanzen aus den
Materialien migriert sind, die die Quantifizierung von Bisphenol A erschwerten. Die Abbildungen
27 und 28 (Fissurit F), die Abbildungen 31 und 32 (Delton FS *), sowie die Abbildungen 35 und
36 (Bis-GMA) und die Abbildungen 39 und 40 (TMXDI-Dimethacrylat) weisen keine Peaks auf,
die einen Hinweis auf einen Bisphenol-A-Gehalt geben. Es sind mehrere Peaks aul3erhalb der
Retentionszeit fur Bisphenol A zu erkennen, zu deren Quantitét keine eindeutige Aussage ge-

troffen werden kann.

Die Streuung zwischen der drei Chromatogramme (siehe Abstand des rosa Chromatogramms
zu den anderen zwei) in Abbildung 27, 31 und 40 stellen materialabhangige StérgréRen dar und
sind moglicherweise durch Inhomogenitaten der Materialien bedingt. Dadurch sind unterschied-
liche Matrixeffekte in den Messungen deutlich. Zur Identifikation weiterer Peaks in den Chroma-
togrammen nutzten einige Autoren [31,66,76] Standardlésungen von bekannten Substanzen in
Versiegelungsmaterialien, wie TEGDMA (Triethylengylcoldimethacrylat), Bisphenol A, Bis-DMA
(Bisphenol-A-Diglyciylmethacrylat), UDMA (Urethandimethacrylat) und Bis-GMA (Bisphenol-A-
Gycidylmethacrlat). Der Fokus beschrankte sich eingangs auf die Fragestellung nach der Frei-
setzung von Bisphenol A. Die Frage zur Identifikation weiterer Bestandteile stellte sich erst nach
Erhalt der Ergebnisse. Deshalb beschrankte sich die Auswahl der Standardlésung bei diesen
Untersuchungen auf Bisphenol A und als Positiv-Kontrolle diente ein Bis-GMA- basierter Kunst-
stoff.

In den Abbildungen 29, 30, 33, 34, 37, 38, 41 und 42 sind die Chromatogramme der Fissuren-
versiegler mit denen der Kalibrierloésungen Uberlagert. Durch den direkten Vergleich wird er-
sichtlich, dass die Peaks der Chromatogramme der Versieglermassen (blaue Chromatogram-
me) aul3erhalb der Retentionszeiten (siehe schwarze Chromatogramme der Kalibrierlésung) fur

Bisphenol A liegen.

In den Abbildungen 25 und 26 sind die Ergebnisse der Testprobe (Bis-GMA) dargestellt. Auch
hier ist ein Bisphenol-A-Peak nicht erkennbar. Deshalb wurden die Proben ebenfalls mit einem
Massenspektrometer detektiert, welches eine héhere Trennleistung und eine bessere Selektivi-
tat, insbesondere bezlglich des Bisphenol A, besitzt. Auch in dieser Messreihe waren verschie-
dene Peaks zu detektieren, was auf unterschiedliche Substanzen hindeutet, die das Bisphenol
A im Chromatogramm verdecken kdnnen. Die Chromatogramme fiir diese Massenspektrome-
ter-Messreihen konnen den Abbildungen 60 (Fissurit F), 61 (Delton FS™), 62 (Bis-GMA) und 64
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(TMXDI-Dimethacrylat) entnommen werden. Aul3er in Abbildung 62 (Bis-GMA) ist in keinem
Chromatogramm Bisphenol A detektierbar. Da in einer Probe Bisphenol A mit der Messung
durch LC-MS/MS (Liquid chromatography/Mass spectrometry) detektierbar war (siehe blaues
Chromatogramm in der Abbildung 62), wurden zur genaueren Uberprifung auf eine Uberein-
stimmung der Retentionszeiten von Bisphenol A mehrere Standardlésungen verglichen. Die
Ergebnisse sind der Abbildung 63 entnehmbar. Aus den Messungen mehrerer Standardlésun-
gen ist die Reproduzierbarkeit der Methode zu erkennen. Die Menge kann aufgrund des gerin-
gen Signals nicht bestimmt werden. Andere Autoren bestatigten ebenfalls ihre Ergebnisse mit
einer weiteren Messmethode [66,76]. Beide Autoren bestatigten ihre Ergebnisse aus der Unter-
suchung mit einem FlUssigkeitschromatographen zusétzlich mit einer gaschromatographischen

Untersuchung.

Im Wiederfindungsversuch konnte das hinzugegebene Bisphenol A im Chromatogramm detek-
tiert werden. Die Wiederfindungsrate lag dabei bei 84,4 % bei der Fluoreszenzdetektion und
75,0 % bei der Diodenarraydetektion. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind aus der Abbil-
dung 65 ersichtlich. Somit konnte bestétigt werden, dass kein Bisphenol A in die Probenldsung
migriert ist, denn nach Zugabe von definiertem Bisphenol A konnte mit dieser Methode das zu-
gegebene Bisphenol A nachgewiesen werden. Die Untersuchungsmethode kann als gesichert
betrachtet werden, da nach Zugabe von Standardlésungen mit Bisphenol A, das Bisphenol A
detektierbar war. Einige Autoren fordern eine Wiederfindungsrate von mindestens 50 %
[48,72,73]. Braggio et al. fordern Wiederfindungswerte von mindestens 70 % [13]. Angesichts
der Wiederfindungswerte aus der Diodenarray- und Fluoreszenzdetektion zwischen 75 % und
84,4% im Vergleich zu den geforderten Werten aus der Literatur, ist die Zuverlassigkeit der

Wiederfindung als hoch einzustufen.

Die eingangs aufgestellte Arbeitshypothese, dass bei Bis-GMA-basierten Fissurenversiege-
lungsmaterialien eine Freisetzung von Bisphenol A zu erwarten ist, konnte nicht bestatigt wer-
den. Bei dem hier gewahlten Versuchsaufbau kam es nicht zu einer Migration von Bisphenol A
in Wasser. Die Falsifikation der These kann sich jedoch nur auf die Materialien der untersuch-
ten Chargen beziehen. Es stellt sich daher die Frage, ob dieselben Materialien anderer Char-
gen ebenfalls stabil bleiben und im polymerisierten Zustand kein Bisphenol A abgeben. Es kann
jedoch nicht sicher ausgeschlossen werden, dass die Materialien kein Bisphenol A abgeben.
Bis-GMA oder Bis-DMA-basierte Fissurenversiegelungsmaterialien sind eine chemische Ver-
bindung aus Bisphenol A und Glycidylmethacrylat, bzw. Diglycidylmethacrylat [42] und dienen in
vielen dentalen Kunststoffen als Basismonomer [30,31,95]. Nach Polymerisation ist die chemi-
sche Verbindung stabil. Gleichwohl kénnen solche Kunststoffe unter bestimmten Bedingungen

Bisphenol A abgeben oder es entsteht ein Degradationsprodukt, welches in Lésung geht.
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Es sollte jedoch im Rahmen weiterer Untersuchungen geklart werden, ob unter anderen Lage-
rungsbedingungen eine Abgabe von Bisphenol A stattfindet. Shaji et al. untersuchten mikroge-
flllte Komposite auf ihre Bisphenol-A-Abgabe nach Inkubation der Proben mit Cholesterolester-
asen und konnten dadurch Degradationsprodukte des Bis-GMA, das 2,2-bis [4 (2,3-
hydroxypropoxy)-phenyl] propane (bis-HPPP) nachweisen [93]. Die chemische Degradation der
auf Bis-GMA basierenden Komposite konnten auch andere Autoren [44,82,94] nachweisen. Die
Ergebnisse dieser Autoren werfen die Frage auf, ob das Polymergeriist in Anwesenheit von
Wasser stabil bleibt und eine Degradation erst durch den Kontakt des Materials mit bestimmten

Enzymen hervorgerufen wird.

Noda et al. [68] begriinden die unterschiedlichen Ergebnisse aus der Literatur mit der Anwen-
dung unterschiedlicher Migrationsmedien. In deren Studien zur Untersuchung der Freisetzung
von Bisphenol A aus Fissurenversiegelungsmaterialien diente als Migrationsmedium Wasser,
Speichel oder Ethanol. Da dentale Kunststoffe jedoch hydrophobe Eigenschaften besitzen, lasst
sich nach Noda et al. kein Bisphenol A aus den Kunststoffen in einem wassrigen Medium ldsen.
AulBerdem sei nach Noda et al. Bisphenol A ein Fremd- oder Verunreinigungsstoff, welches
wahrend der Synthese von Bis-GMA zurlickbleibt, der in sehr geringen Mengen anwesend ist.
Die Autoren verwendeten als Extraktionsmedium Acetonitil, ein organisches Lésungsmittel aus
der Gruppe der Nitrile, und untersuchten unpolymerisierte dentale Kunststoffe mit Hilfe eines
Hochleistungsflissigkeitschromatographen mit anschlieRender UV-Detektion. Da bei der Ab-
sorption zwischen 195 und 228 nm Uberlappungen der Peaks zu erkennen waren, nahmen No-
da et al. an, dass es sich bei der detektierten Substanz um Bisphenol A handelt. Die Behaup-
tung, dass aufgrund der hydrophoben Eigenschaften der Kunststoffe keine Migration stattfinden
kann, widerlegen die Studien, die in wassrigem Medium Bisphenol A nachweisen konnten
[7,71,76,84].

Die Aussage von Noda et al. [68], dass dentale Kunststoffe hydrophobe Eigenschaften besit-
zen, bezieht sich auf deren unpolymerisierten Zustand. Da die Autoren die Komposite im unpo-
lymerisiertem Zustand untersucht haben, gelang es ihnen, Bisphenol A in Acetonitril zu extra-
hieren. Die meisten Autoren [7,71,76,84] mit Ausnahme von Pulgar et al. [76], verwendeten
Speichel als Migrationsmedium. Sie konnten gleichwohl Bisphenol A aus den Proben detektie-
ren. Pulgar et al. [76] gelang der Nachweis der Freisetzung von Bisphenol A in destilliertem
Wasser, indem der pH-Wert des Migrationsmediums erhdht wurde. In der vorliegenden Arbeit
wurde doppelt entionisiertes Wasser als Migrationsmedium verwendet, da Wasser eine kosten-
glunstige Variante darstellt und auch die Freisetzung von Bisphenol A in Wasser in der Literatur
[76] angegeben wird. Pulgar et al. [76] erhdhten vergleichsweise die pH-Werte von 1 bis 11. In
der vorliegenden Arbeit betrug der pH-Wert 5 bis 6. Es bleibt zu diskutieren, ob eine Bisphenol-

A-Migration durch Erhéhung des pH-Wertes nachweisbar gewesen ware. Wasser stellt auRer-
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dem ein reines Medium dar, bei dem eine Kontamination mit Bisphenol A nicht zu erwarten ist.
Speichel z.B. birgt die Gefahr einer Bisphenol-A-Kontamination aus alltdglichen Gebrauchsge-
genstanden, wie beschichteten Konservendosen [16], Mikrowellengeschirr [67], Babyschnullern
[33] und Kunststoffflaschen [52].

Wichtig sind ferner die Unterschiede zwischen In-vitro- und In-vivo-Bedingungen zu beachten.
Es besteht ein grol3er Unterschied zwischen den thermischen, chemischen und mechanischen
Bedingungen, die im stindigen Wechsel die Degradation bzw. die Alterung der Fissurenversie-
gelung beeinflussen kénnen. Es ist relativ schwierig, orale Bedingungen in vitro nachzuahmen.
Zahlreiche andere, nicht standardisierbare Einflisse, wie die Belastung mit Bisphenol A aus
alltdglichen Gebrauchsgegenstanden [15,17,20,34,52,67,103] kdénnen die Untersuchungen in
vivo beeinflussen. AuBerdem ist der Abbau von Bisphenol A von bestimmten Enzymen, wie der
UDP-Glucuronosyltransferase, abhangig [104]. Das Bisphenol A wird als Glucuronide renal o-
der biliar ausgeschieden. Da Bisphenol A bei Tieren langsamer als im menschlichen Organis-
mus ausgeschieden wird, ist der Nachweis einer ¢strogenen Wirkung bei Tierversuchen mog-
lich [79]. Die Ubertragung dieser Ergebnisse und die Wertung der Wirkungen von Bisphenol A
fur den menschlichen Organismus ist deshalb jedoch problematisch.

Die In-vivo-Studien von Joskow et al. [46], Fung et al. [31] und Arenholt-Bindslev et al. [6]
belegen eine Bisphenol-A-Abgabe nach Legen von Fissurenversiegelungen. Arenholt-
Bindslev und Mitarbeitern gelang es, bis zu 24 Stunden nach der Versiegelung Bisphenol A
in den Speichelproben ihrer Probanden nachzuweisen [6]. Den Nachweis von Bisphenol A
in Speichelproben erbrachten auch Fung et al. [31]. Joskow et al. untersuchten neben
Speichelproben auch noch Urinproben und konnten Bisphenol A in allen Proben nachwei-
sen [46]. Ein systemischer Nachweis einer 6strogen wirksamen Substanz, wie der Nach-
weis von Bisphenol A in Urinproben, kann ein gesundheitliches Risiko darstellen und betont

den enormen Forschungsbedarf zu dieser Thematik.
5.4 Klinische Bewertung der Ergebnisse

5.4.1 Belastungsgrenzen fur Bisphenol A

Ostrogen wirkende Substanzen greifen in das hormonelle Steuerungssystem ein und entfalten
ihre Wirkung auch im Niedrig-Dosis-Bereich [20]. Es reichen geringste Mengen an endokrin
wirksamen Stoffen aus, um das Gleichgewicht zwischen mannlichen und weiblichen Hormonen
negativ zu beeinflussen [20]. Der Niedrig-Dosis-Bereich wurde fiir 6strogene Stoffe mit 50
mg/kg Korpergewicht/Tag angegeben und ist ein Wert, der in Tierexperimenten noch eine Wir-

kung erzielt, der so genannte LOAEL (lowest observed adverse effect level) [28,47,57,100]. Mit

89



5. Diskussion

einem Sicherheitsfaktor von 1000 wird aus dem Wert fir den Niedrig-Dosis-Bereich ein Wert
berechnet, von dem bei langfristiger und regelméRiger Aufnahme keine Schadigung zu erwar-
ten ist. Dieser liegt definitionsgemal bei 0,05 mg/kg Korpergewicht und wird als ,tolerable daily
intake" (TDI) angegeben [47]. Da Bisphenol A Schadigungen an den Reproduktionsorganen
hervorrufen kann, senkte die Europaische Kommission (Scientific committee on food) [21] auf-

grund der toxikologischen Datenlage den TDI auf 10 pg/kg/Tag [47,57].

Endogen wirksame Stoffe, wie das Bisphenol A, folgen nicht der klassischen Wirkungsweise,
wie man sie aus der Toxikologie kennt, wo die Wirkung von der Menge der Substanz abhéngt,
sondern Bisphenol A erzeugt durch den Eingriff in das neuroendokrine System, unabhangig von

der Menge, Schadigungen im menschlichen Organismus [20].

In der vorliegenden Arbeit konnte, aul3er in der Positiv-Kontrolle fiir die untersuchten Materia-
lien, kein Bisphenol A nachgewiesen werden. Fir andere Fissurenversiegelungsmaterialien
wurde jedoch eine Bisphenol-A-Freisetzung nachgewiesen [6,31,46,71,84]. Olea et al. zum Bei-
spiel haben Werte zwischen 3,3 und 30,0 ug/ml Speichel direkt nach der Versiegelung der Zah-
ne in den Speichelproben nachweisen kénnen [71]. Ein Kind mit einem Korpergewicht von 30
kg darf nach den Vorgaben der Europaischen Kommission (Scientific committee on food) nur
300 pg Bisphenol A aufnehmen. Nach diesem Worst-case-Szenario wére eine Uberdosierung
an Bisphenol A denkbar. Pulgar et al. [76] fanden in vitro Bisphenol-A-Werte zwischen 1,4 und
116 pg/ml Wasser. Es ist jedoch zu erwahnen, dass dies eine Migration in Wasser und eine In-
vitro-Studie darstellt.

5.4.2 Bewertung der Gesundheitsgefahrdung durch Bisphenol A

Braniste und Mitarbeiter konnten in einer tierexperimentellen Untersuchung an Ratten belegen,
dass Bisphenol A im Niedrig-Dosis-Bereich bei einem TDI von 50 pg/kg Koérpergewicht die
Darmepithelbarriere schadigen kann [14]. Piomenova et al. konnten durch die Inkubation
schwangerer Ratten mit Bisphenol-A-Mengen von 40 upg/kg Verhaltensstérungen und Lern-

schwéchen bei den neugeborenen Tieren auslosen [75].

Die Zahl adiptser Kinder steigt. Einige Autoren sehen eine Ursache im steigenden Konsum von
Nahrungsmitteln, die in Plastikverpackungen gelagert werden, die den ,Weichmacher* BPA
enthalten. Die Belastung aus alltaglichen Gebrauchsgegenstdnden, wie zum Beispiel aus be-
schichteten Konservendosen [20,34], Kunststoffflaschen [20], Mikrowellengeschirr [67], Plastik-
besteck und Plastiktiten [20] ist relativ hoch. Auch Babyflaschen und Babyschnuller enthalten
Bisphenol A [15,17,52]. Im Auftrag der Umweltorganisation Global 2000 untersuchte eine ak-
kreditierte Prufstelle (ISO/IEC 17015) unterschiedliche Babyschnuller aus Latex und Silikon und

stellte Bisphenol-A-Freisetzungen aus allen Schnullern fest [33]. Das kdnnte einen Zusammen-
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hang von der friihen Belastung mit den endokrin wirksamen Substanzen und Adipositas im Kin-
desalter erklaren. Bisphenol A kann zu Insulinresistenzen und somit zu Adipositas-assoziiertem
Diabetes mellitus fihren [40]. Adachi et al. konnten demonstrieren, dass die Insulinsekretion in
vitro aus den Pankreasinseln durch den Einfluss von Bisphenol A geftrdert wird [2]. Bisphenol
A verursacht Uber intrazellulare Ostrogenrezeptoren eine vermehrte Ausschiittung von Insulin
uber zytosolische oder auch nukleare Ostrogenrezeptoren [2]. Aus diesen Ergebnissen schluss-
folgerten die Autoren, dass eine langandauernde Hyperinsulinamie zum Untergang der Pan-

kreaszellen und damit verbunden zu Diabetes mellitus fihren kann [2].

Ahnliche Ergebnisse stellen Alonso-Magdalena und Mitarbeiter vor [5]. Nach Behandlung von
Mausen mit Bisphenol-A-Konzentrationen von 10 ug/kg/Tag bis 100 ug/kg/Tag konnte eine Ab-
nahme der Glucosetoleranz beobachtet werden. Aulerdem konnte eine Zunahme der Insulin-
resistenz bewiesen werden, wodurch das Diabetesrisiko ansteigt [5]. Es ist erschreckend, dass
solche geringen Mengen an Bisphenol A bei Mausen Schéadigungen in diesen Ausmal3en her-
vorrufen kdnnen. Es ist relativ schwierig, diese Effekte direkt in vivo am Menschen zu demonst-
rieren, jedoch kdnnen diese Erkrankungen mit einer nachgewiesenen Bisphenol-A-Belastung in

Zusammenhang gebracht werden.

Die schadigende Wirkung von Bisphenol A ist zumindest in tierexperimentellen Versuchen be-
statigt worden [2,14,58,70,75]. Das sollte in Langzeitstudien beobachtet werden, um Folge-
schaden erkennen zu kdnnen. So sollten der Bisphenol-A-Gehalt in Routineuntersuchungen,
vor allem bei Risikopatienten, die an einer Erkrankung, wie Diabetes mellitus, Adipositas, Un-
fruchtbarkeit, Flatulenz, Obstipation, Diarrhoe und krampfartige Magenschmerzen leiden, unter-
sucht werden. Da jedoch der Abbau im tierischen Organismus unterschiedlich zum menschli-
chen ablauft [79], ist die Bewertung der Risiken anhand tierexperimenteller Studien nicht mog-
lich.

Viele der mit Bisphenol A in Verbindung gebrachten Erkrankungen werden auch durch andere
Faktoren verursacht. Deshalb ist der Nachweis von Bisphenol A als Ursache der oben genann-
ten Erkrankungen schwierig.

Die Dosis-Wirkungsbeziehung 6strogen wirkender Substanzen aus toxikologischer Sicht ist
ebenfalls relativ schwierig, da die Wirkung nicht von der Menge der schadigenden Substanz

abhéangig ist.

Die praventive Wirkung der Fissurenversiegelungsmaterialien ist von grofRer Bedeutung und
besitzt in der Zahnheilkunde einen hohen Stellenwert. Es sollte jedoch eine Risikoabwagung
erfolgen. Die zahnarztlichen Praventionsmaflinahmen miussten im Falle eines Nachweises ge-

sundheitlicher Risiken durch die Fissurenversiegelungsmaterialien umstrukturiert werden. In
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Zukunft sollte die Dentalindustrie weiter auf diesem Gebiet forschen, um Bisphenol-A-freie Fis-
surenversiegelungsmaterialien herzustellen. Ferner sollten diese Materialien auch hinsichtlich
der Zusammensetzung der Substanzen unbedenklich sein. Die Materialien, die in der vorlie-
genden Arbeit untersucht wurden, wiesen weitere unbekannte Substanzen auf, deren Abkl&-
rung und Identifikation notwendig sind. Die Materialien, die in der Zahnheilkunde verwendet
werden, sollten alle Qualitatsstandards, die fur die Unbedenklichkeit beziiglich der Gesunder-

haltung des Menschen erforderlich sind, erflllen.

5.5 Schlussfolgerungen

Im Ergebnis zeigt sich, dass bei dem hier verwendeten Studiendesign Bisphenol A nur in der
Positivprobe nachgewiesen werden konnte. Es konnte kein Unterschied zwischen Bis-GMA-
basierten und Bis-GMA-freien Fissurenversiegelungsmaterialien nachgewiesen werden. Zur
Absicherung der Ergebnisse wurde zusatzlich zur UV- und Diodenarraydetektion eine massen-
spektrometrische Messung durchgefiihrt. Auch in dieser Messreihe konnte kein Bisphenol A
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse wurden stets mit Standardlésungen verglichen und auf
ihre Richtigkeit hin geprift. Zudem stellt die Methode eine Ubliche Messung fur den Nachweis
von Bisphenol A dar. Auf der Basis der hier gewonnen Daten kann fir die untersuchten Char-
gen eine Bisphenol-A-Freisetzung unter diesen Versuchsbedingungen ausgeschlossen werden.
Unter Umstanden waren das Migrationsmedium Wasser oder auch die Versuchsbedingungen
(pH-Wert, Temperatur, Dauer) unzureichend, um eine Migration oder Degradation des Bi-
sphenol A hervorzurufen. Im Rahmen weiterer Untersuchungen sollte die Bisphenol-A-Abgabe
bei unterschiedlichen pH-Werten, wechselnden Temperaturen und unter Zugabe von Enzymen

und Esterasen sowie unter mechanischer Belastung tberprift werden.

AuRerdem wurden verschiedene Peaks detektiert, tiber die ohne weitergehende Untersuchun-

gen keine Rickschliisse oder Wertung abgegeben werden kann.

Nach gegenwartigem Kenntnisstand sind die untersuchten Fissurenversiegler hinsichtlich der
Bisphenol-A-Abgabe jedoch unbedenklich. Da sich die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit
auf Bis-GMA-basierte Komposite beschrankt, kdnnen keine Aussagen Uber Bis-DMA-basierte

Materialien getroffen werden.

5.6 Ausblick

Die Fissurenversiegelungsmaterialien sollten unter verschiedenen Bedingungen getestet wer-
den. Dazu zahlen das Migrationsmedium, die Temperatureinstellungen und die mechanische
Belastungskomponente, um sicher ausschlie@en zu kdnnen, dass die Materialien auch unter
anderen Situationen stabil bleiben. Aul3erdem sollten die Materialien auch unter In-vivo-

Bedingungen untersucht werden.
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In der vorliegenden Arbeit wurden Bis-GMA-basierte Versiegler auf ihre Bisphenol-A-
Freisetzung untersucht. Im Rahmen weiterer Untersuchungen sollten Bis-DMA-basierte Ver-
siegler untersucht und mit Bis-GMA-basierten Fissurenversiegelungsmaterialien verglichen

werden.

Die vorliegende Analyse beschréankte sich auf die Untersuchung des Gehaltes an Bisphenol A,
dessen schadigende Wirkung in der Literatur dokumentiert ist. Weitere Fragestellungen entste-
hen aus den chromatographisch detektierten unterschiedlichen Peaks, die hier nicht analysiert
wurden. Die Fissurenversiegelungsmaterialien sollten hinsichtlich dieser Substanzen untersucht
und alle Bestandteile, die im Rahmen dieser Untersuchung migriert sind, identifiziert werden,
um gesundheitliche Risiken durch andere Bestandteile aus den Materialen ausschlieBen zu

kdnnen.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von Fissurenversiegelungsmaterialien

hinsichtlich der Freisetzung von Bisphenaol A.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Fissurenversiegelungsmaterialien (Fissurit
F und Delton FS¥) sowie eine Positiv- und eine Negativ-Kontrolle auf eine Bisphenol-A-Abgabe
untersucht. Fir jedes Material wurden jeweils 21 Proben hergestellt, von denen jeweils sieben
Proben fir eine Probenreihe verwendet wurden. Unabhéngig von diesen Proben wurde eine

Testprobe (1,62 g Bis-GMA) aufgearbeitet und der Bisphenol-A-Gehalt im Eluat untersucht.

Zur Herstellung von Proben der gleichen GroRRe, wurden die Versiegler in einen Glasring (aus-
gekleidet mit einer Metallmatrize) definierter Gré3e mit 8 mm Innendurchmesser und 3 mm Ho-
he appliziert und von beiden Seiten insgesamt 40 Sekunden lang mit einer LED-Lampe polyme-
risiert. Nach Polymerisation der Proben wurden diese in ein Glasgefal? tberfuhrt. Die Glasgefa-
3e wurden nach Zugabe von entionisiertem Wasser zu den Proben in einen Horizontalschdittler
eingespannt und unter standiger Bewegung bei Zimmertemperatur 24 Stunden der Migration
Uiberlassen. AnschlieRend wurden mit einer Flissig-Flussig-Extraktion die Extrakte aufgearbei-
tet.

In Anlehnung an die Europaische Norm EN 14372:2004 (E) zur Bestimmung von Bisphenol A
aus Nahrungsmittelbehaltnissen wurden die Proben auf den Gehalt an BPA in flissigem Medi-

um uberpruft.

Das aus der Flussigkeit erhaltene Migrat wurde mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatogra-
phie gemessen. Der Bisphenol-A-Gehalt wurde in den ersten Probenreihen mit Hilfe einer Fluo-
reszenz- und Diodenarraydetektion untersucht. Da kein Nachweis von Bisphenol A mdglich war
und sehr viele verschiedene Peaks detektiert wurden, erfolgte zur Absicherung der Ergebnisse
eine weitere Untersuchung der Proben mittels Massenspektrometer (HPLC-MS/MS). Diese Me-
thode besitzt eine hohere Trennleistung und hohere Selektivitat im Vergleich zur UV- oder Dio-
denarraydetektion. Mit der HPLC Messung konnte Bisphenol A nur in der Positiv-Kontrolle de-
tektiert werden. Zur Sicherung der Reproduzierbarkeit der Methode und zur Bestatigung der
Ergebnisse dieser Proben wurden mehrere Messungen von Standardldsungen durchgefihrt.
Der Nachweis von Bisphenol A aus der Probenreihe der Positiv-Kontrolle (Bis-GMA) konnte
dadurch bestétigt werden. Eine quantitative Aussage war aufgrund des geringen Peak-Signals

nicht maglich.

Da aufgrund der vielen Peaks in den anderen Proben keine eindeutige Aussage Uber BPA ge-

troffen werden konnte, wurde ein Wiederfindungsversuch durchgefihrt. In diesem Zusammen-
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hang wurde dotiertes Bisphenol A zu den Probenldsungen hinzugegeben und mit dem gleichen
Verfahren untersucht. Die Richtigkeit der Ergebnisse wurde stets mit dem Vergleich der Chro-

matogramme der Standardldsungen gesichert.

Eine vergleichende statistische Auswertung ist aufgrund des fehlenden Nachweises von Bis-
phenol A nicht mdglich. Im Fall der Positiv-Kontrolle ist trotz des Nachweises von Bisphenol A

aufgrund des geringen Peaks keine Quantifizierung méglich.

Da Bisphenol A in dem Wiederfindungsversuch zu detektieren war, kann geschlussfolgert wer-
den, dass in den vorherigen Proben kein Bisphenol A enthalten war. Eine abschlieBende Wer-
tung bezuglich der Grenzwerte hinsichtlich gesundheitlicher Risiken von Bisphenol A kann aus
den vorliegenden Ergebnissen nicht abgeleitet werden. Die in Wasser freigesetzte BPA-

Mengen waren insgesamt sehr gering.

6.1 Summary

The objective of this dissertation was to investigate the stability of bisphenol A contained in den-
tal fissure sealants. In particular, two fissure sealants (Fissurit F and Delton FS+) were tested
alongside a positive (Bis-GMA-based resin) and a negative control (TMXDI, an experimental
Bis-GMA-free sealant). Independently of these test samples, another test sample (1.62 g Bis-

GMA) was examined.

For each material, 21 discs were prepared by placing the fissure sealant into a glass ring that
was lined with a metal matrix band and had an internal diameter of 8 mm and a height of 3 mm.
These discs were polymerized for 40 seconds on both sides with an LED curing light. Seven
discs of each material were needed to conduct a test cycle. The polymerized discs were trans-
ferred to a glass vial. Deionized water was added and then the vials were mounted on a hori-
zontal shaker. The samples were subjected to continuous motion at room temperature for 24
hours to allow migration. After completion of the migration time, extracts were obtained by
means of liquid-liquid extraction. The stabilitiy of bisphenol A in dental fissure sealants was
tested in accordance with the European standard EN 14372:2004 (E) “Child use and care arti-
cles. Cutlery and feeding utensils.Safety requirements and tests” to determine the bisphenol A

levels released from food containers in liquid medium.

The migrates were tested for bisphenol A with the help of high-performance liquid chromatog-
raphy. Bisphenol A was analyzed by fluorescence and diode-array detection. Because many
peak levels were detected in conjunction with these measurements, the bisphenol A levels were
additionally quantified with mass spectrometry (HPLC-MS/MS). This test method offers a higher
selectivity and separating efficiency than UV or diode array detection methods. Bisphenol A was
found only in the positive control group when the HPLC method was used. The level of bi-
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sphenol A could not be calculated because the peak signal was not high enough to be quanti-
fied.

As many peaks were observed in the other sets of tests, it was impossible to draw a clear con-
clusion and, therefore, it was necessary to carry out recovery tests. To conduct the recovery
tests, selected bisphenol A was applied to the test liquids and then determined using the same
test method as above. The accuracy of the test results was ensured with the help of the chro-

matograms of the standard fluids.

A comparative statistical analysis was not possible because no bisphenol A was present. In the
case of the positive control group, a quantification of bisphenol A could not be performed be-

cause the peak levels were too weak.

In conclusion, no bisphenol A was present in the migrates in the test series before the recovery
test. Bisphenol A was detected on the chromatograms only after standard bisphenol A had been
added to the test liquids. It is difficult to define a limit value for estrogen-like substances to pre-

vent health risks. The migration of BPA into water was overall very low in sets of tests.
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8. Anhang

Abkulrzungsverzeichnis

BPA:

BPA INT:

BPA Q:

Cps:
MRM-Ubergang:
Reststabw sy:
S/N:

STD KAL:

Verfahrensstabw sx0:

WH:

Bisphenol A

Bisphenol A interner Standard
Bisphenol A Qualifier und Quantifier lon
counts per second

Multi Reaction Monitoring
Reststandardabweichung

Signal zu Rauschverhaltnis

Standard Kalibrierldsung
Verfahrensstandardabweichung

Wiederfindung
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