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Zusammenfassung

Die kritische Auseinandersetzung mit Werkstoffeigenschaften und potenziellen
Nebenwirkungen von in einer Therapie verwendeten Materialien ist obligat flr
Zahnmediziner*innen. Die Freisetzung von Monomeren aus alltdglich genutzten
Kunststoffen und deren Einflusse auf den menschlichen Organismus sind ein breit
diskutiertes Thema. Die Kieferorthopadie bedient sich diverser Werkstoffe, unter
anderen acrylhaltige Polymeren. Ziel dieser In-vitro-Studie war der qualitative und
quantitative Nachweis der Monomerfreisetzung aus dentalen Adhasiven.

Im Fokus der Untersuchung standen funf kieferorthopadische Materialien verschiedener
Indikationen, die primar in der Behandlungsphase mit festsitzenden Apparaturen
Anwendung finden: BrackFix® (VOCO, Cuxhaven, Deutschland), Triad® Gel (DeguDent,
Hanau, Deutschland), Transbond™ XT, LR und Plus (3M Unitek, Monrovia, CA, USA).
Konform mit DIN EN ISO 10993-13 und weiteren Schritten der Standardisierung wurden
Probekorper Uber einen Zeitraum von funf Wochen im Elutionsmedium Kunstspeichel
(Typ Fusayama) bei Korpertemperatur (37 °C) gelagert.

Die anschlieRende Analyse der Proben auf freigesetzte Monomere wurde mittels
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) durchgefuhrt. Die Weiterverarbeitung
der Daten erfolgte mit Hilfe von Shimadzu Class VP 4.7 (Shimadzu, Kyoto, Japan), Excel
for Mac 16.23 (Microsoft, Redmond, WA, USA), SPSS Statistics 26 (IBM, Armonk, NY,
USA) und OriginPro 2019 (OriginLab, Northampton, MA, USA).

Die Freisetzung verschiedener Substanzen war bei allen Materialien Uber den
Untersuchungszeitraum von funf Wochen nachweisbar. Neben der Elution von gering
konzentrierten und nicht identifizierten Substanzen erfolgte eine qualitative und
quantitative Analyse fur Bisphenol-A (BPA), Triethylenglycoldimethacrylat (TEGDMA)
und Urethandimethacrylat (UDMA). BPA eluierte aus Transbond™ Plus, - XT, - LR und
BrackFix®. Die gemessenen kumulierten Mittelwerte von BPA differieren je nach Material
von 16,04 ppm bis 64,83 ppm. TEGDMA eluierte aus Transbond™ LR mit einem
Mittelwert von 688,61 ppm. UDMA mit einem Mittelwert von 1682,00 ppm aus Triad® Gel.
Die initialen Perioden zeigten maximale Elutionsraten bei allen Materialien.

Die Analyse mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie konnte die Elution von drei
nachweislich gesundheitsschadigenden Monomeren aus funf kieferorthopadischen
Materialien belegen. Alle gemessenen Konzentrationen unterschreiten aktuelle offizielle

Grenzwerte der maximal empfohlenen Aufnahmemenge. Geringe Dosen, eine
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kumulative Exposition und alternative Wege der Aufnahme in den menschlichen
Organismus sind bekannt und stehen unter Verdacht, gesundheitsschadigende Effekte
auszulosen. Explizit junge Patient*innen im Wachstum stellen eine Risikogruppe dar.
Malinahmen zur reduzierten Exposition von Patient*innen sowie der Arbeitsschutz von
zahnmedizinischen Personal sollte beachtet werden. Weitere Untersuchungen zu

Elutionsprozessen und Grenzwerte sind zu diskutieren.
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Abstract

It is compulsory for dental professionals to study properties and potential side effects of
materials used during treatment. The elution of monomers from plastics in daily use and
their influence on the human organism is part of an ongoing controversy. Orthodontists
make use of several different materials, amongst others acrylic polymers. Goal of this in-
vitro study was the identification and quantification of monomers eluting from dental
adhesives, with a focus on five orthodontic materials with different indications, mostly
used in treatments with fixed orthodontic appliances: BrackFix® (VOCO, Cuxhaven,
Germany), Triad® Gel (DeguDent, Hanau, Germany), Transbond™ XT, - LR and - Plus
(3M Unitek, Monrovia, CA, USA).

In accordance with DIN EN ISO 10993-13 and further steps for standardization, specimen
were immersed in artificial saliva (Type Fusayama) for a period of five weeks at body-
temperature (37 °C). Aliquots were analyzed by high-pressure liquid chromatography
(HPLC). For processing of the obtained data, Class VP 4.7 (Shimadzu, Kyoto, Japan),
Excel for Mac 16.23 (Microsoft, Redmond, WA, USA), SPSS Statistics 26 (IBM, Armonk,
NY, USA) and OriginPro 2019 (OriginLab, Northampton, MA, USA) were used.

An elution of different substances from all five materials after the period of 35 days was
detectable. Besides unequivocally and low-concentrated substances, an identification
and quantification of BPA, TEGDMA and UDMA was conducted. Transbond™ Plus, - XT,
- LR and BrackFix® eluted BPA. The cumulated mean values for BPA after five weeks
differ between 16,04 ppm and 64,83 ppm, depending on the material. TEGDMA eluted
from Transbond™ LR with a mean of 688,61 ppm. UDMA with a mean of 1682,00 ppm
from Triad® Gel. The highest ratios of eluted substances per time unit were measured for
the initial period for every material.

The analysis by a high-pressure liquid chromatography confirmed the elution of three
substances from five orthodontic materials, proven to be harmful to health. The detected
concentrations were all below the statutory thresholds, considered health threatening by
authorities. Low dose effects, a cumulated exposition and alternative ways of uptake of
monomers in everyday life to the human organism should be taken into consideration. An
exposure management of patients and dental professionals is indicated. Further
investigations and thresholds should be open for discussion.
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1 Einleitung

1.1 Werkstoffe in der Zahnmedizin und in der Kieferorthopadie

Die bewusste Auseinandersetzung mit zahnmedizinischen Werkstoffen fuhrt stetig zu
neuem Forschungsbedarf mit Erkenntnisgewinnen und Weiterentwicklungen.
Zahnarzt*innen sollten sich vor dem Einsatz verschiedener Materialien im
Therapieverlauf der Werkstoffeigenschaften, Vor- und Nachteile sowie potenzieller
Nebenwirkungen bewusst sein. Eine Auseinandersetzung mit mutmallich
gesundheitsschadigenden Nebenwirkungen wird seit mehreren Jahren Uber den ehemals
breiten Einsatz von Amalgam als dentales Fullungsmaterial gefuhrt (1). Als mogliche
Alternativen bei Fulllungstherapien stehen unter anderem Glasionomerzemente oder
Komposite zur Wahl. Besonders Komposite setzen sich vermehrt durch. Hersteller und
Werkstoffeigenschaften versprechen eine lange Haltbarkeit, eine gute Verarbeitung und
die Erfullung hoher asthetischer Anspriuche. Weitere dentale Werkstoffe reichen von
verschiedenen Abformmaterialien und Kunststoffvarianten dber metallische Legierungen
bis zu Keramiken, die zur Herstellung von Zahnersatz, Implantaten und in weiteren
Anwendungsbereichen genutzt werden (2).

Auch in der Kieferorthopadie wird eine Vielzahl von Werkstoffen verwendet. Neben
diversen metallischen Legierungen und Keramiken kommen acrylhaltige Kunststoffe zum
Einsatz, die in ihrer Zusammensetzung denen von Fulllungskunststoffen ahneln (3). Man
findet diese Komposite zum Beispiel in herausnehmbaren Apparaturen im Sinne von
funktionskieferorthopadischen Geraten, Schienen zur Zahnbewegung (Aligner) oder
Retentionsgeraten. Des Weiteren werden festsitzende Apparaturen wie Multiband- /
Multibracketapparaturen und linguale Retainer eingesetzt. Ein Haftverbund zwischen
Apparatur und Zahn wird unter anderem durch den Einsatz von Kompositen erzielt.

1.2 Zusammensetzung acrylhaltiger kieferorthopadischer Materialien

Kieferorthopadische und dentale Komposite bestehen aus drei Hauptbestandteilen: Eine
organische Matrix, eine disperse Phase mit anorganischen Fullstoffen wie zum Beispiel
Quarz oder Silikate sowie eine notige Verbundsphase mit Alkoxysilanen. Die organische
Matrix besteht aus hochmolekularen Monomeren. Hierbei handelt es sich fast
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ausschlieBlich um Dimethacrylate, die das Schrumpfen wahrend der Polymerisation
verringern. Hauptvertreter dieser Gruppe sind Bis-GMA (Bisphenol-A-Glycidyl-
methacrylat) und UDMA (Urethandimethacrylat). Zur Verbesserung der Fliel3fahigkeit
werden niedermolekulare Komonomere wie zum Beispiel HEMA
(Hydroxyethylmethacrylat) oder TEGDMA (Triethylenglycoldimethacrylat) hinzugefugt.
Weitere organische Bestandteile konnen Initiatoren und Inhibitoren zur Beeinflussung der
Polymerisationsreaktion, Oligomere und weitere Stoffe sein. Das Mengenverhaltnis der
Verdunner zu den Basismonomeren bestimmt ausschlaggebend die Material-
eigenschaften und die Monomer-Polymer-Konversion (4, 5).

Eine Polymerisationsphase ist bei der Verarbeitung dieser Komposite obligat. Man
unterscheidet diverse Polymerisationprinzipien: Heil3polymerisation, Mikrowellen-
polymerisation, Licht- / Photopolymerisation, Kalt- / Autopolymerisation und weitere. Die
in dieser Studie verwendeten Werkstoffe sind zu photopolymerisieren. Durch UVA-
Strahlung (380-315 nm) und sichtbares Licht im blauen Bereich werden freie Radikale
erzeugt, welche die Vernetzung der Monomere, oder genauer die Verbindung ihrer
Methacrylgruppen, initieren. Eine Umwandlung von Monomer zu Polymer wird nie
vollstandig erreicht, so dass ein bestimmter Anteil an Restmonomeren im ausgeharteten
Kunstsoff verbleibt. Der Grad der Umsetzung wird als Konversionsrate bezeichnet, sie ist
bei jedem Kunststoff unterschiedlich hoch und von vielen Faktoren, wie Zeit der
Lichtzufuhr oder Art der Lichtquelle, abhangig (6).

Kieferorthopadische Apparaturen und somit die verarbeiteten Kunststoffe verbleiben von
wenigen Minuten bis zu mehreren Jahren in der Mundhdhle. Dabei wirken weitere
extreme Einfluisse auf die Werkstoffe ein, welche die Materialeigenschaften,
-bestandigkeit und Biodegradation beeinflussen konnen. Wichtige Variablen sind
pH-Wert und thermische Schwankungen sowie enzymatische, bakterielle oder
mechanische Faktoren. Als Beispiele sind unterschiedliche Nahrungsmittel,
verschiedene Speichelzusammensetzungen, muskulare Aktivitdten beim Kauen und
Sprechen und resultierender mechanischer  Stress im Sinne von

Dimensionsveranderungen zu nennen.
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1.3 Die Wirkung von Monomeren auf den Organismus

Monomeren werden verschiedene lokale und systemische Reaktionen im Organismus
zugeschrieben (7-9). Die zuvor dargestellten auleren Einflusse fuhren zur Freisetzung
von Restmonomeren und weiteren Degradationsprodukten aus kieferorthopadischen
Apparaturen, die durch Speichel eluiert werden und in den Organismus gelangen kdnnen.
Im Fokus bisheriger Untersuchungen zur Freisetzung von Monomeren aus dentalen und
kieferorthopadischen Materialien stand neben TEGDMA und UDMA primar BPA (10-14).
Diese Substanzen konnten auch in verschiedenen Geweben und Korperflissigkeiten
nachgewiesen werden (7, 15-18).

Monomere besitzen allergenes Potential. Die allergische Kontaktdermatitis wurde sowohl
bei zahnmedizinischem Personal als auch bei Patient*innen beschrieben. Insbesondere
niedermolekulare Komonomere weisen ein erhohtes Potential auf und kdnnen aufgrund
ihrer niedrigen MolekulgroRe zum Beispiel Handschuhe in wenigen Minuten penetrieren.
Lokale Schaden und Entzindungsreaktionen der Gingiva und angrenzender Gewebe
sind in der Literatur erwahnt (19, 20).

Zytotoxische Effekte wie die Induktion von Apoptose und Nekrose in Zellkulturen wurden
bei variierenden Konzentrationen nachgewiesen (21, 22). Je mehr Restmonomere im
ausgeharteten Kunststoff vorhanden sind, desto starker fallt die toxische Reaktion aus.
BPA, das im Basismonomer Bis-GMA enthalten ist, kann 0strogene Effekte entfalten und
folglich die Fruchtbarkeit und Funktion der Geschlechtsorgane beeinflussen (23).

Des Weiteren konnte Mutagenitat im Sinne der Fahigkeit zur Induktion von DNA-
Doppelstrangbriachen in humanen Gingivafibroblasten in Untersuchungen mittels
Gamma-H2AX Test nachgewiesen werden (24). Bis-GMA fuhrte in dieser Untersuchung
verschiedener Komposite zu den meisten Doppelstrangbrichen.

Weitergehend werden teratogene (25) und neurotoxische (26) Wirkungen diskutiert. Ein
Zusammenhang zwischen einer frihen Exposition von Monomeren und Molar-Inzisivus-
Hypomineralisation (MIH) (27) sowie ein Einfluss auf die psychosoziale Gesundheit von
Kindern werden vermutet (28).

Diskussionen Uber umwelt- und gesundheitsschadigende Wirkungen von Polymeren sind
alltaglich und fuhren stetig zu weiteren Studien, Erkenntnissen und Restriktionen. In der
Folge haben die Europaische Behorde fur Lebensmittelsicherheit (EFSA — European
Food Safety Authority) und die behordliche Lebensmitteliberwachung und
Arzneimittelzulassungsbehorde der USA (FDA - U.S. Food and Drug Administration)
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Richtlinien, Grenzwerte und Verbote erlassen (29). Die EFSA gibt in einer 2015
verabschiedeten Richtlinie einen strikteren  Grenzwert der ,tolerierbaren
Aufnahmemenge” fur BPA mit 4 pg/kg Korpergewicht/d an (30). Zuvor ist eine maximale
Aufnahmemenge von 50 ug/kg Korpergewicht/d benannt worden. Bereits seit 2011
existiert ein EU-weites Verbot von BPA in Saugerflaschen. Viele europaische Lander
reagieren mit ahnlichen und tiefer greifenden Restriktionen (31).

Far weitere Monomere wie TEGDMA und UDMA bestehen trotz diverser beschriebener
lokaler, systemischer und synergistischer Effekte bis heute keine offiziellen Grenzwerte

zur Aufnahme oder Verarbeitung.

1.4 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie, meist aus dem Englischen abgekurzt mit
HPLC (High Pressure Liquid Chromatography oder High Performance Liquid
Chromatography), erlaubt es, verschiedene Substanzen einer Probe voneinander zu
trennen sowie qualitativ und quantitativ zu analysieren.

Im Aufbau der HPLC unterscheidet man grundsatzlich eine mobile und eine stationare
Phase. Die mobile Phase, auch als Laufmittel bezeichnet, wird mittels einer Pumpe in
das System gefordert. Die zu untersuchende Probe gelangt mithilfe eines
(automatisierten) Probengebers in die Anlage und wird nun zusammen mit dem
Laufmittel durch die Trennsaule gepumpt, die die stationare Phase enthalt.

Es werden verschiedene Methoden im Bereich der Hochleistungsflussigkeits-
chromatographie unterschieden. Die haufigste und hier angewandte ist die
Umkehrphasenchromatographie  (Reversed-Phase-Chromatography) (32). Diese
zeichnet sich durch eine polare mobile Phase und eine apolare stationare Phase aus.
Gangige mobile Phasen bestehen aus einer Mischung aus Wasser und Methanol oder
Acetonitril. Die stationadre apolare Phase besteht aus unterschiedlich langkettigen
Kohlenwasserstoffen, gebunden an eine Silika- oder Hybridbasis in der Trennsaule.
Diese stationare Phase weist Mikroteilchen mit unterschiedlichen Gro3en auf. Durch den
resultierenden Widerstand mussen die Probe und die mobile Phase mit hohem Druck
Uber das chromatographische Bett der Saule gepumpt werden.

Der Trennvorgang basiert auf den unterschiedlich starken Wechselwirkungen zwischen
einzelnen Substanzen der Probe mit der mobilen und stationaren Phase. Bei hoherer
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Affinitat einzelner Substanzen zur mobilen Phase wandern Substanzen schneller oder
bei hoherer Affinitat zur stationaren Phase entsprechend langsamer durch die Saule. Bei
richtiger Auswahl von Losungsmittel und Saule erfolgt eine schnelle und optimale
Trennung. Vorsaulen, die der Trenn- bzw. Hauptsaule vorgeschaltet werden, sollen als
zusatzlicher Filter dienen, um Verschmutzungen der stationaren Phase zu vermeiden und
vergleichbare Trennergebnisse zu ermdglichen (33).

Nach der Hauptsaule werden die aufgetrennten Substanzen mit einem nachgeschalteten
Detektor, hier UV-Detektor, ermittelt. Durch Signalumwandlung erscheinen Peaks zu
unterschiedlichen Retentionszeiten in einem Chromatogramm.

Die qualitative und quantitative Bestimmung erfolgt durch einen Abgleich mit dem nach
derselben Methodik analysierten Standards, welche Reinsubstanzen in bekannten
Konzentrationen enthalten. Anhand der Retentionszeiten der Peakmaxima im
Chromatogramm der Probe und der des Standards konnen die Peaks der Probe einer
Reinsubstanz im Standard zugeordnet werden. Die Flache unterhalb des Peaks (AUC —

Area Under Curve) gibt quantitative Aufschlusse.

1.5 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden In-vitro-Untersuchung war der qualitative und quantitative Nachweis
der Freisetzung von Monomeren aus acrylhaltigen Adhasiven mittels Hochleistungs-
flussigkeitschromatographie (HPLC). Im Fokus standen Materialien der festsitzenden
Kieferorthopadie unterschiedlicher Indikationen, welche in Kunstspeichel bei

Korpertemperatur iber 5 Wochen eluiert wurden.
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2 Material und Methodik

2.1 Untersuchte Materialien

Fanf lichthartende acrylhaltige Polymere verschiedener Indikationen aus der
Kieferorthopadie, welche primar Anwendung in der festsitzenden Behandlungsphase
finden, wurden nach Studium der offiziellen und aktuellen Produktinformationsblatter,
Sicherheitsdatenblatter und Internetprasenzen fur diese Untersuchung ausgewahlt
(Stand: April 2018).

Im Folgenden werden, gestutzt auf die deutschsprachigen Sicherheitsdatenblatter, die
einzelnen Materialien hinsichtlich der Indikationen, der Informationen zur Verarbeitung
und der Herstellerangaben zu den Inhaltsstoffen beschrieben. Bezeichnungen, CAS-
Registrierungsnummern (Chemical Abstract Service) und Gewichtsanteile wurden

entsprechend der Herstellerangaben Ubertragen, soweit angegeben.

2.1.1 BrackFix®

Das Produkt BrackFix® der Firma VOCO aus Cuxhaven, Deutschland, ist ein licht-
hartendes Adhasiv fur die direkte Befestigung metallischer und keramischer Brackets an
der Zahnoberflache. Durch Beimischung eines fluoreszierenden Farbstoffes soll bei einer
Belichtung mit UVA-Licht (365 nfm + &5 nm) das rickstandlose und
zahnhartsubstanzschonende Entfernen der Kunststoffreste nach Einsetzen und
Entfernen der Brackets ermdglicht werden.

Zur Polymerisation wird eine Lichtintensitat von min. 1000 mW/cm? fiir 20 Sekunden bei
einem Abstand von 1-2 mm zur Lichtquelle empfohlen.

Angaben zu Bestandteilen laut Sicherheitsdatenblatt (Version: 1; 31.08.2017):
e Bis-GMA
o CAS-Nummer: 1565-94-2
o Gewichtsanteil: 10-25%
e Bis-EMA
o CAS-Nummer: 41637-38-1
o Gewichtsanteil: 5-10%
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2.1.2 Transbond™ LR

Transbond™ LR der Firma 3M Unitek aus Monrovia (CA, USA) dient der Befestigung von
lingualen Drahtretainern. Der Hersteller verspricht eine leichte Applizierbarkeit und
optimale Materialeigenschaften zur Ausarbeitung des Adhasives bei hoher Haftkraft und
einen hohen Patient*innenkomfort.

Zur Photopolymerisation wird die Ortholux™ Luminos Polymerisationslampe empfohlen.
Diese hat eine Lichtintensitat von 1600 mW/cm?. Ein Ausharten fir 10 Sekunden je

Klebestelle ist ausreichend. Angaben zum Abstand zur Lichtquelle werden nicht gemacht.

Angaben zu Bestandteilen laut Sicherheitsdatenblatt (Version: 3.00; 29.11.2017):
e Quarz mit Silan behandelt
o CAS-Nummer: 100402-78-6
o Gewichtsanteil: 75-85%
¢ Bisphenol-A-diglycidylmethacrylat
o CAS-Nummer: 1565-94-2
o Gewichtsanteil: 5-15%
o 2,2'-Ethylendioxydiethyldimethacrylat
o CAS-Nummer: 109-16-0
o Gewichtsanteil: 5-15%
e Silan, Dichlordimethyl, Reaktionsprodukt mit Siliciumdioxid
o CAS-Nummer.: 68611-44-9
o Gewichtsanteil: <2%
e Ethyl-4-dimethylaminobenzoat
o CAS-Nummer: 10287-53-3
o Gewichtsanteil: <0,3%
¢ Diphenyliodooniumhexafluorophosphat
o CAS-Nummer: 58109-40-3
o Gewichtsanteil: <0,1%

2.1.3 Transbond™ Plus

Transbond™ Plus (3M Unitek, Monrovia, CA, USA) ist ein lichthartendes
Einpastensystem, zum Befestigen von Bandern. Durch die als kurz beworbene
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Aushartezeit von 20 Sekunden soll das Risiko der Kontamination mit Feuchtigkeit (z. B.
Speichel) reduziert werden. Die blaue Farbung soll bei Be- und Entbanderung das
Entfernen von Kunststoffuberschissen und -resten durch bessere Erkennbarkeit
erleichtern.

Laut Gebrauchsanweisung soll das Material mit einem Abstand von 1-2 mm zur
Lichtquelle und einer Lichtintensitat von 1600 mW/cm? fiir 30 Sekunden ausgehartet
werden. Der Hersteller empfiehlt gleichzeitig die Verwendung einer Ortholux™ Luminos
Polymerisationslampe, mit der laut Internetauftritt des Herstellers nur 3 Sekunden pro
Hocker (12 Sekunden insgesamt) zum Ausharten notig sind.

Angaben zu Bestandteilen laut Sicherheitsdatenblatt (Version: 2.00; 29.02.2016):
e 1,3-Glycerindimethacrylat
o CAS-Nummer: 1830-78-0
o Gewichtsanteil: 10-20 %
e Oligomer von Zitronensauredimethacrylat
o CAS-Nummer: -
o Gewichtsanteil: 5-10%
e Siliziumdioxid mit Silan behandelt
o CAS-Nummer: 248596-91-0
o Gewichtsanteil: <2%

2.1.4 Transbond™ XT

Transbond™ XT ist das dritte untersuchte Produkt von 3M Unitek (Monrovia, CA, USA).
Es handelt sich um ein weiteres Adhasiv, das zum Befestigen von Metall- und
Keramikbrackets auf der Zahnoberflache genutzt wird. Der Hersteller hebt eine
besondere Viskositat hervor, welche sowohl mehr Zeit zur exakten Positionierung von
Brackets bietet als auch das Herunterlaufen von Uberschiissen und Gleiten des Brackets
auf der Zahnoberflache vor der Polymerisierung verhindern soll. Ein schnelles Ausharten
wird ebenfalls beworben.

Nach einer Polymerisationszeit von 3 Sekunden bei einer Lichtintensitat von
1600 mW/cm? und einem Abstand von 2-3 mm soll die Aushartung bei Keramikbrackets

erzielt sein. Metallbrackets sollten von mesial und distal jeweils 3 Sekunden ausgehartet
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werden, Molarenattachments von mesial und okklusal fur jeweils 6 Sekunden. Auch hier

wird der Einsatz einer Ortholux™ Luminos Polymerisationslampe empfohlen.

Angaben zu Bestandteilen laut Sicherheitsdatenblatt (Version: 2.00; 18.02.2016):
e 2-Propenoic acid, 2-methyl-, 3-(trimethoxysilyl)propyl ester,
Reaktionsprodukt mit Siliciumdioxid
o CAS-Nummer: 10042-78-6
o Gewichtsanteil: 70-80 %
¢ Bisphenol-A-diglycidylmethacrylat
o CAS-Nummer: 1565-94-2
o Gewichtsanteil: 10-20 %
¢ (1-Methylethyliden)bis(4,1-phenylenoxy-2,1-ethandiyl)bismethacrylat
o CAS-Nummer: 24448-20-2
o Gewichtsanteil: 5-10%
e Silan, Dichlordimethyl, Reaktionsprodukt mit Siliciumdioxid
o CAS-Nummer: 68611-44-9
o Gewichtsanteil: <2%
e Diphenyliodiumhexafluorophosphat
o CAS-Nummer: 58109-40-3
o Gewichtsanteil: <0,2%

2.1.5 Triad® Gel

Triad® Gel, vertrieben durch die DeguDent in Hanau (Deutschland), ist ein Material mit
diversen Indikationen. Der Hersteller gibt unter anderen die Verwendung zur Herstellung
von herausnehmbaren kieferorthopadischen Apparaturen an, es wird also eine extraorale
Verarbeitung deklariert. Im klinischen Alltag wird Triad® Gel zum Abdecken von scharfen
Kanten und Drahten genutzt, um den Patient*innenkomfort zu erhohen, zum
Verschlusseln von Dehnschrauben nach aktiver Therapiephase oder zum Anfertigen von
Aufbissen. Es ist anzumerken, dass die tatsachliche klinische Anwendung somit tber die
vom Hersteller angegebene Indikation hinausgeht und eine intraorale Verarbeitung
durchaus ublich ist.

Im Produktblatt wirbt der Hersteller mit einer monomerfreien Zusammensetzung ohne

mogliche Gesundheitsrisiken durch Methyl und Butyl Methacrylat Monomer, wodurch ein
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Vorteil fur Patient*innen und Behandler*innen erzielt werden soll.

Das Produkt ist in vier Farben erhaltlich, die Untersuchung wurde mit der roten Farbung
durchgefuhrt.

Zur Polymerisation werden 30 Sekunden in der Triad® 2000 Light Curing Unit (Dentsply
International, York, PA, USA) vorgeschlagen. Im klinischen Alltag wird bei alternativen

Indikationen eine herkdmmliche Polymerisationslampe verwendet.

Angaben zu Bestandteilen laut Sicherheitsdatenblatt (Version: 1,5 DE; 28.02.2013):
e Urethandimethacrylat
e Siliciumdioxid
e Pigmente
e Initiatoren

e Stabilisatoren

2.2 Probenherstellung und Versuchsaufbau

Der entwickelte Versuchsaufbau orientierte sich an der DIN EN [ISO 10993-13
(Biologische Beurteilung von Medizinprodukten - Teil 13: Qualitativer und quantitativer
Nachweis von Abbauprodukten in Medizinprodukten aus Polymeren). Weitere Schritte

zur Standardisierung und zur Reduktion von potenziellen Fehlerquellen wurden erganzt.

2.2.1 Probekorperherstellung

Zur einheitlichen Herstellung der Probekorper wurden Ringe aus Polyoxymethylen (POM)
zur Formgebung verwendet. Von jedem der 5 zu untersuchenden Materialien wurden
jeweils 10 identische Probekorper hergestellt.

Um gleiche Abstande zwischen Material und Polymerisationslampe zu garantieren,
wurden fur jedes Material individuelle Polymerisationsstander angefertigt. Alle Materialien
wurden mit einer Polymerisationslampe vom Typ VALO CO0 1516 LED (Ultradent Products
Inc., South Jordan, UT, USA) ausgehartet.

Zur weiteren Kontrolle wurde die LED-Polymerisationslampe vor jeder Probenanfertigung

durch ein Photometer (Bluephase® Meter Il, Ivoclar Vivadent AG, Schaan, Liechtenstein)
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uberpruft. Die Kontrollmessungen erfolgten wie bei der Probenherstellung durch einen
Objekttrager. Der mittlere Messwert Uber den gesamten Versuchszeitraum lag bei 1188
mW/cm? (1200 mW/cm? Modus) und bei 1604 mW/cm? (1600 mW/cm? Modus).

Tabelle 2 fasst die an den Herstellerangaben orientierten gewahlten

Polymerisationsabstande, -dauern und Lichtintensitaten zusammen.

Tab. 1: Abmessungen der Probekoérper im Polyoxymethylen-Ring

Durchmesser Probekorper 7,00 mm
Hohe Probekorper 1,50 mm
gesamte Oberflache Probekorper 109,96 mm?
exponierte Oberflache Probekorper 76,97 mm?
vom POM-Ring bedeckte Oberflache 32,99 mm?
Volumen Probekorper 57,73 mm?

(eigene Darstellung: B. J. Kux)

Tab. 2: Gewahlte Polymerisationsparameter zur Herstellung der Probekérper

Material Abstand Dauer Intensitat
BrackFix® 1 mm 20 s 1200 mW/cm?
Trandbond™ LR 2 mm 10 s 1600 mW/cm?
Trandbond™ Plus 1 mm 30 s 1600 mW/cm?
Trandbond™ XT 2 mm 3 s 1600 mW/cm?
Triad® Gel 2 mm 30 s 1600 mW/cm?

Abstand zwischen Material und Polymerisationslampe, Dauer und Intensitét der Lichteinwirkung.
(eigene Darstellung: B. J. Kux)

Zur Anfertigung der Probekorper wurden die POM-Ringe auf einem Objekttrager
positioniert, die wiederum auf einem Polymerisationsstander gelagert wurden. Die zu
untersuchenden Materialien wurden in die Ringe gefiillt, Uberschiisse beseitigt, die
geflllten Ringe durch einen zweiten Objekttrager bedeckt und dieser mit einem Gewicht
(500 g) beschwert (Abb. 1). Die Polymerisationslampe wurde entsprechend den Angaben
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in Tabelle 2 aktiviert. Nach der Aushartung wurden die Kunststoffplattchen auf
Blasenfreiheit Uberpruft, etwaige Pressfahnen mit einem sterilen Skalpell entfernt und die
gefillten Ringe gewogen.

Abb. 1: Herstellung der Probekérper

a) LED-Polymerisationslampe in Fixationsschliissel; b) POM-Ring auf einem Objekttrdger und
Polymerisationssténder gelagert; c) Befiillen des POM-Rings; d) Abdecken des befiillten POM-
Rings mit einem zweiten Objekttrdger; e) beschwerte Objekttrdger mit befiilltem POM-Ring
wéhrend des Polymerisationszyklus; f) fertiger Probekérper an Nylonfadenaufhdngung

(eigene Fotos: B. J. Kux)
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2.2.2 Elutionsphase

Auf Grundlage der DIN EN ISO 10993-13 wurde das Verhaltnis von Probekorpervolumen
und Elutionsmedium bestimmt. Als Elutionsmedium wurde Kunstspeichel Typ Fusayama
/ Meyer mit einem pH-Wert von 4,9 gewahlt (Fusayama/Meyer Atrtificial Saliva, Pickering
Laboratories, Inc., Mountain View, CA, USA). Davon wurden 1,5 mL in ein Reagenzglas
mit Teflon-Schraubverschluss pipettiert (20 mL, GL 18, Duran®, Schott AG, Mainz,
Deutschland). Die Fullhohe erlaubte ein vollstandiges Eintauchen der Probekorper. Diese
wurden mittels eines Nylonfadens (<& 0,16 mm, folia, Max Bringmann KG, Wendelstein,
Deutschland) am POM-Ring und am Reagenzglasverschluss fixiert, um eine freie
Beweglichkeit im Medium zu ermoglichen (Abb. 1 f und 2 a-c). Um eine gleichmallige
Zirkulation der Probekorper im Elutionsmedium zu unterstitzen, wurden die
Reagenzglaser auf einen speziell angefertigten runden Reagenzglasstander gelagert.
Dieser wurde auf einem Probenschuttler (3D Sunflower Mini Shaker, BioSan, Riga,
Latvia) bei einer Rotationsbewegung mit 60 rpm in einem Brutschrank (Heraeus, Hanau,
Deutschland) bei 37 °C positioniert. So sollten intraorale Bedingungen mit Fokus auf den
Speichelfluss und die Korpertemperatur fur alle Proben gleichermal3en simuliert werden.
Vorversuche konnten eine Monomerfreisetzung aus Nylonfaden, POM-Ringen und
TeflonverschlUssen, isoliert und in Kombination, ausschliel3en.

Nach elf Zeitintervallen (t1 — t11) von 30 Minuten bis 35 Tagen (Tabelle 3) wurde jeweils
1 mL der FlUssigkeit aus den Reagenzglasern (Kunstspeichel, POM-Ring, Probekdorper,
Nylonfaden) und Reagenzglasern einer Kontrollgruppe (Kunstspeichel, POM-Ring,
Nylonfaden) abpipettiert. Nach jeder Probenentnahme wurde jeweils 1 mL frischer
Kunstspeichel dem Reagenzglas wieder zugefugt, dadurch wurde auch der
Losungsdruck auf das Polymer wieder erhoht. Zur Reduzierung von potentiellen
Pipettierfehlern verblieben 0,5 mL im Reagenzglas. Dieser Schritt wurde in der
Berechnung der Konzentrationen berucksichtigt.

Enthommene Proben wurden zum Schutz vor Kontamination oder Reaktion mit
Monomeren oder anderen Substanzen in HPLC-Testrohrchen bei +4 °C gelagert.
Erganzend wurden die Versuche in einem vor direktem UV-Licht geschutzten Labor
durchgefuhrt.
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Tab. 3: Zeitpunkte der Probenentnahme im Versuchsprotokoll

Pipettierzeitpunkte (t1 - t11) mit Elutionsdauer.

(eigene Darstellung: B. J. Kux)

Abb. 2: Elutionsphase und Probenentnahme

Zeitpunkt Elutionsdauer
t1 30 Minuten
t2 3 Stunden
t3 6 Stunden
t4 24 Stunden
t5 48 Stunden

t6
t7
t8
t9
t10
t11

72

7
14
21
28
35

Stunden
Tage
Tage
Tage
Tage
Tage

-

a) Zugabe von Kunstspeichels zu den Probekérpern; b) Probekérper im Elutionsmedium;
c) zirkuldrer Reagenzglasstédnder auf Probeschlittler im Brutschrank; d) pippetierte Kunst-

speichelproben nach der Elutionsphase in HPLC-Testréhrchen

(eigene Fotos: B. J. Kux)
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2.3 Analyse mittels Hochleistungsflussigkeitschromatographie

Die weitere Analyse der
chromatographie (HPLC).

Proben

2.3.1 Aufbau und Parameter der HPLC

Tabelle 4 fasst den Aufbau und die genutzten Parameter der HPLC zusammen, die nach

Vorversuchen festgelegt wurden.

Tab. 4: Aufbau und gewahlte Parameter der HPLC

erfolgte  mittels

Modell Hersteller
Systemregler SCL-10A VP Shimadzu, Kyoto, Japan
Pumpe A LC-10AD VP Shimadzu, Kyoto, Japan
Pumpe B LC-10AD VP Shimadzu, Kyoto, Japan
Dioden-Array-Detektor SPD-M10A VP Shimadzu, Kyoto, Japan
Injektor SIL-10A Shimadzu, Kyoto, Japan
Saulenofen CTO-10 AS VP Shimadzu, Kyoto, Japan
Vorsaule CC 8/3 Nucleosil Macherey-Nagel, Diren,
100-5 C18 Nautilus Deutschland
Saule EC 125/2 Nucleosil Macherey-Nagel, Duren,
100-5 C18 Nautilus Deutschland
Entgaser Degasys DG-1210 UniFlows, Tokyo, Japan
Software Class VP 4.7 Shimadzu, Kyoto, Japan
Parameter Mobile Phase C2HsN 90 %, aqua dest. 10 %
Detektion 200 — 340 nm
FlieRgeschwindigkeit 0,25 mL/min
Temperatur Saulenofen 30 °C

(modifiziert nach Kux et al., 2022 (34))

Hochleistungsflussigkeits-




Material und Methodik 19

2.3.2 Analyse anhand von Kalibrierungsstandards

Zur Identifikation und Quantifizierung der unbekannten freigesetzten Substanzen in den
Kunstspeichelproben nach der Elutionsphase wurden Kalibrierungsstandards analysiert.
Der Vergleich der Chromatogramme von Proben mit denen von Kalibrierungsstandards
erlaubt dann, anhand der Retentionszeiten und des Spektrums qualitative Ruckschlisse
zu ziehen. Quantitativen Aufschluss geben die Hohe eines Peaks und die Flache
unterhalb (AUC - Area Under Curve), die proportional zur Stoffmenge ist. Ein lineares
Verhalten der AUC zur eingewogenen Konzentration von Reinsubstanzen im
Kalibrierungsstandard wurde in Vorversuchen bestatigt.

Der in dieser Studie genutzte Kalibrierungsstandard enthielt Reinsubstanzen in
bekannten Konzentrationen von Monomeren, die haufig in der Zusammensetzung
dentaler und kieferorthopadischer Komposite zu finden sind (Tab. 5). Abbildung 3 zeigt
ein entsprechendes Chromatogramm unseres Kalibrierungsstandards in Kunstspeichel.
Die Zuweisung der Peaks erfolgte anhand von Retentionszeiten der Reinsubstanzen in

Kunstspeichel nach Einzelmessungen in Vorversuchen.

(200 nm - Chromatogram)
900000 -

800000 Peak Substance

artificial saliva
HQ

HEMA

MMA

cQ

TEGDMA
artificial saliva
BPA

UDMA
Bis-GMA

700000
600000
500000

400000
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300000

200000

100000 ~
o1
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Abb. 3: Chromatogramm des Kalibrierungsstandards in Kunstspeichel

Monomere in Kunstspeichel (artificial saliva) mit entsprechender Zuweisung der Peaks (a - j).
Abkirzungen der Monomere sind in Tabelle 5 hinterlegt. Die x-Achse beschreibt die Zeit in Min,
die y-Achse die Peakhbhe in mAu.

(aus Kux et al., 2022 (34))
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Tab. 5: Zusammensetzung des Kalibrierungsstandards

Reinsubstanzen Abkiirzung CAS-Nr. Hersteller
Hydrochinon HQ 123-31-9 Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA
2-Hydroxyethylmethacrylat HEMA 868-77-9 Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA
Methylmethacrylat MMA 80-62-6 Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA
Camphorchinon cQ 10373-78-1 = Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA
Triethyleneglycoldimethacrylat TEGDMA 109-16-0 Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA
Bisphenol-A BPA 80-05-7 Sigma-Aldrich,
(2,2-Bis(4-hydroxyphenyl) St. Louis, MO, USA
propane,4,4'-Isopropylidenediphenol)
Urethandimethacrylat UDMA 72869-86-4  Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA
Bisphenol-A-Glycidyl-methacrylat Bis-GMA 1565-94-2 Merz Dental GmbH,

Ldtjenburg,

Deutschland

Verwendete Reinsubstanzen in den Kalibrierungsstandards mit Angabe der Abkiirzungen, CAS-
Nummern und Hersteller.
(modifiziert nach Kux et al., 2022 (34))
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2.4 Datenverarbeitung und statistische Analyse

Die Erstellung und Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit Hilfe von Class VP 4.7
(Shimadzu, Kyoto, Japan). Nach Export der gewonnenen Daten erfolgte die
Weiterverarbeitung und Analyse mittels Excel for Mac 16.23 (Microsoft, Redmond, WA,
USA) und SPSS Statistics 26 (IBM, Armonk, NY, USA). Diagramme zur Visualisierung
der Ergebnisse wurden mit Excel und OriginPro 2019 (OriginLab, Northampton, MA,
USA) erstellt.

Die Messwerte wurden mittels deskriptiver Statistik analysiert. Die erhobenen Daten zur
Elution von Bisphenol-A (BPA) aus vier der funf Materialien wurden mittels einer
zweifachen Varianzanalyse (2-way-ANOVA) analysiert, um den Einfluss von Zeit und
verschiedenen Materialien auf den Elutionsprozess zu evaluieren. Da es sich um eine
explorative Interaktionsanalyse handelt, muss ebenso der p-Wert als explorativ gewertet
werden.

Zur Reduktion von moglichen Fehlerquellen erfolgten die Versuchsdurchfuhrung,
individuelle Kontrolle aller Chromatogramme, Datenverarbeitung und statistische

Analyse ausschlieBlich durch B. J. Kux.
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3. Ergebnisse

Die Auswertung der erzeugten Chromatogramme von Standards, Kontrollgruppe und
Proben ergab einen Nachweis der Freisetzung von Monomeren und weiteren
unbekannten Substanzen aus allen funf untersuchten Materialien Uber den
Untersuchungszeitraum von bis zu 5 Wochen.

Drei verschiedene Monomere (BPA, UDMA und TEGDMA) konnten anhand ihres
Spektrums und der Retentionszeit identifiziert und quantifiziert werden. Weitere
Substanzen lagen im Sinne ihrer PeakgroflRe unter der gesetzten Nachweisschwelle eines
AUC-Werts von 100.000 in Class VP 4.7 oder konnten keinem Monomer in den
Kalibrierungsstandards verlasslich zugeordnet werden.

Die Kontrolimessungen belegten, dass weder POM-Ring, Nylonfaden noch Teflonkappen
die untersuchten Substanzen eluieren. Die Pipettierzeitpunkte und -reihenfolge wurde
nach striktem Protokoll eingehalten.

Als Grundlage zur Berechnung der Freisetzung der einzelnen Substanzen wurden die
isolierten Gewichte der Probekdrper vor der Elutionsphase genutzt, ohne POM-Ring oder

Nylon-Faden, aufgelistet in Tabelle 6.

Tab. 6: Probekorpergewicht untersuchter Materialien

Material Gewicht +SD

BrackFix® 0,135¢g + 0,006 g
Transbond™ LR 0,140 g +0,004 g
Transbond™ Plus 0,129 g + 0,004 g
Transbond™ XT 0,133 g + 0,004 g
Triad® Gel 0,071 g + 0,002 g

Probekérpergewicht (ohne POM-Ring und Nylonfaden) der untersuchten Materialien im Mittelwert
in g mit Standardabweichungen (£ SD).
(eigene Darstellung: B. J. Kux)
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3.1 Materialbezogene Ergebnisse

Der nachfolgende Abschnitt stellt die Ergebnisse der Untersuchung zur Freisetzung von
Monomeren in Bezug auf einzelne Materialien dar. Besondere Zeitpunkte werden hervor-
gehoben. Tabelle 7 fasst alle Ergebnisse zusammen. Bezuglich der Boxplotdiagramme
(Abbildungen 4 — 9) muss auf die nicht linearen Abstande der Pipettierzeitpunkte und der
Dauer der einzelnen Elutionsperioden hingewiesen werden (Tabelle 3). Auf das Elutions-
verhalten verschiedener Substanzen im Bezug auf die Zeit wird im Abschnitt 3.2 naher

eingegangen.

Tab. 7: Qualitative und quantitative Messergebnisse eluierter Substanzen

Material Substanz t1 (30 Min) t2(3h) t3(6 h) t4 (24 h)
Mittelwert  Median + 8D Mittelwert  Median +SD Mittelwert  Median +SD Mittelwert  Median +SD
BrackFix™ BPA 1,51 1,39 0,45 1,38 1,44 0,27 1,64 1,56 0,50 2,74 2,78 0,67
Transbond™ LR  BPA 3,06 3,06 0,46 2,74 2,86 0,60 2,01 1,79 0,60 2,97 3,21 0,58
TEGDMA 208,87 201,57 87,75 139,10 120,93 71,12 62,49 59,94 21,76 111,52 110,80 28,79
Transbond™ Plus BPA 3,29 3,42 0,67 2,07 2,07 0,40 1,09 1,05 0,36 1,75 1,82 0,43
Transbond™ XT  BPA 3,91 3,68 0,65 6,19 6,25 1,02 4,90 5,06 0,84 9,37 9,08 1,31
Triad®Gel UDMA 151,19 144,42 24,92 189,08 178,60 43,83 146,28 147,24 34,04 229,41 227,93 30,51
Material Substanz t5 (48 h) t6 (72 h) t7 (7 d) t8 (14 d)
Mittelwert  Median + 8D Mittelwert  Median +SD Mittelwert  Median +SD Mittelwert  Median +SD
BrackFix™ BPA 2,08 2,14 0,42 1,54 1,59 0,44 1,93 1,99 0,38 1,87 1,81 0,57
Transbond™ LR  BPA 2,05 1,90 0,43 1,56 1,59 0,40 2,18 2,23 0,58 1,91 1,76 0,28
TEGDMA 39,57 45,43 21,51 23,76 26,72 5,32 37,45 32,32 19,33 28,66 30,85 11,66
Transbond™ Plus BPA 1,09 1,15 0,60 1,23 1,10 0,54 2,03 2,36 0,80 1,10 1,05 0,23
Transbond™ XT  BPA 7,10 6,94 1,00 5,83 5,71 0,49 7,95 8,48 1,43 5,91 6,05 0,59
Triad®Gel UDMA 169,19 171,11 44,29 152,23 148,60 36,81 169,87 185,24 43,21 141,76 148,16 41,57
Material Substanz 19 (21d) t10 (28 d) t11(35d) kumulativ (t1 - t11)
Mittelwert  Median + 8D Mittelwert  Median +SD Mittelwert  Medi: +SD Mittelwert  Median +SD
BrackFix™ BPA 1,55 1,57 0,36 1,60 1,66 0,43 1,57 1,60 0,25 19,44 19,72 1,91
Transbond™ LR BPA 1,86 1,88 0,35 1,36 1,44 0,23 1,38 1.41 0,24 23,07 23,45 2,47
TEGDMA 16,99 14,40 8,50 11,88 11,49 5,51 8,32 8,06 3,43 688,61 639,85 185,40
Transbond™ Plus BPA 1,07 0,94 0,47 0,79 0,83 0,26 0,81 0,80 0,23 16,04 15,69 1,84
Transbond™ XT  BPA 5,30 5,46 1,49 4,22 4,12 0,65 4,14 4,53 0,97 64,83 66,56 5,58
Triad®Gel UDMA 129,47 129,65 36,85 110,00 114,48 22,34 99,54 101,96 20,35 1.682,00 1.764,07 262,07

Unterteilt nach Materialien unter Angabe von Mittelwert, Median und Standardabweichung (+ SD)
der einzelnen Elutionsperioden (t1 — t11) sowie kumulativ (ber 35 Tage [d] in ppm
(1g/1g Material).

(modifiziert nach Kux et al., 2022 (34))
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3.1.1 BrackFix®

BrackFix® zeigte eine Freisetzung von BPA und Bis-GMA.

BPA eluierte Uber den Zeitraum von 5 Wochen kumulativ mit einem Mittelwert von
19,44 + 1,91 ppm (11 — t11). Das Maximum wurde bei t4 ermittelt (2,74 + 0,67 ppm), das
Minimum bei t2 (1,38 + 0,27 ppm) (Abb. 4).

Kleinere Peaks, die den gesetzten AUC-Mindestwert nicht Uberschritten haben, konnten
anhand ihrer Retentionszeit Bis-GMA zugeordnet werden, eine weitere quantitative
Analyse erfolgte nicht.
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Abb. 4: Freisetzung von BPA aus BrackFix®

Boxplotdiagramm zur Freisetzung von BPA aus BrackFix® nach jeder Elutionsperiode. Die x-
Achse stellt die einzelnen Elutionsperioden dar (t1 — t11), die y-Achse die Menge an eluiertem
BPA in ug aus 1 g BrackFix® fiir die einzelnen Elutionsperioden. Die rote Kurve spiegelt die
Entwicklung der errechneten Mittelwerte (Mean) lber den Untersuchungszeitraum wider, die
blaue Kurve die der Mediane (Median).

IQR = Interquartilbereich; Outliers = Ausreil3er.

(eigene Darstellung: B. J. Kux)
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3.1.2 Transbond™ LR

Transbond™ LR zeigte eine Freisetzung von BPA und TEGDMA.

Der kumulierte Mittelwert an freigesetzten BPA liegt bei 23,07 + 2,47 ppm nach t11. Das
Maximum liegt bei t1 mit 3,03 + 0,46 ppm, das Minimum bei t10 mit 1,36 + 0,23 ppm
(Abb. 5).

TEGDMA wurde mit 688,91 + 185,40 ppm Uber 5 Wochen eluiert. Nach t1
(208,87 + 87,75 ppm) wurde das Elutionsmaximum ermittelt, bei t11 (8,32 + 3,43 ppm)
das Minimum (Abb. 6).
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Abb. 5: Freisetzung von BPA aus Transbond™ LR

Boxplotdiagramm zur Freisetzung von BPA aus Transbond™ LR nach jeder Elutionsperiode. Die
x-Achse stellt die einzelnen Elutionsperioden dar (t1 —t11), die y-Achse die Menge an eluiertem
BPA in ug aus 1 g Transbond™ LR fiir die einzelnen Elutionsperioden. Die rote Kurve spiegelt
die Entwicklung der errechneten Mittelwerte (Mean) liber den Untersuchungszeitraum wider, die
blaue Kurve die der Mediane (Median). IQR = Interquartilbereich; Outliers = Ausreil3er.

(eigene Darstellung: B. J. Kux)
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TEGDMA (eluted per period)
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Abb. 6: Freisetzung von TEGDMA aus Transbond™ LR

Boxplotdiagramm zur Freisetzung von TEGDMA aus Transbond™ LR nach jeder
Elutionsperiode. Die x-Achse stellt die einzelnen Elutionsperioden dar (t1 —t11), die y-Achse die
Menge an eluiertem TEGDMA in ug aus 1 g Transbond™ LR fiir die einzelne Elutionsperioden.
Die rote Kurve spiegelt die Entwicklung der errechneten Mittelwerte (Mean) (iber den
Untersuchungszeitraum  wider, die blaue Kurve die der Mediane (Median).
IQR = Interquartilbereich; Outliers = Ausreil3er.

(eigene Darstellung: B. J. Kux)
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3.1.3 Transbond™ Plus

Neben zwei nicht identifizierten Substanzen eluierte BPA aus Transbond™ Plus. Uber
den gesamten Zeitraum (t1 — t11) wurden 16,04 £ 1,84 ppm eluiert. Das Maximum der
BPA-Freisetzung wurde nach 30 Minuten (t1) festgestellt (3,29 + 0,67 ppm), das Minimum
nach 5 Wochen (110: 0,79 £ 0,23 ppm) (Abb. 7).

Die beiden nicht weiter analysierten Substanzen weisen ahnliche Retentionszeiten wie
Campherchinon (CQ) und Hydrochinon (HQ) in den Kalibrierungsstandards auf.
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Abb. 7: Freisetzung von BPA aus Transbond™ Plus

Boxplotdiagramm zur Freisetzung von BPA aus Transbond™ Plus nach jeder Elutionsperiode.
Die x-Achse stellt die einzelnen Elutionsperioden dar (t1 — t11), die y-Achse die Menge an
eluiertem BPA in ug aus 1 g Transbond™ Plus fiir die einzelnen Elutionsperioden. Die rote Kurve
spiegelt die Entwicklung der errechneten Mittelwerte (Mean) (ber den Untersuchungszeitraum
wider, die blaue Kurve die der Mediane (Median). IQR = Interquartilbereich; Outliers = Ausreil3er.
(eigene Darstellung: B. J. Kux)
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3.1.4 Transbond™ XT

Transbond™ XT setzt ebenfalls BPA frei. Uber den gesamten Zeitraum (t1 — t11) wurde
ein Mittelwert von 64,83 £ 5,58 ppm ermittelt. Das ist der hochste Wert der BPA-
Freisetzung im Vergleich zu den anderen Materialien. Der Maximalwert fur Transbond ™
XT liegen bei t4 (9,37 £ 1,31 ppm), der Minimalwert bei t1 (4,14 + 0,97 ppm) (Abb. 8).
Weitere Peaks mit der Retentionszeit von Bis-GMA wurden ebenfalls registriert, jedoch
unter dem AUC-Schwellenwert.
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Abb. 8: Freisetzung von BPA aus Transbond™ XT

Boxplotdiagramm zur Freisetzung von BPA aus Transbond™ XT nach jeder Elutionsperiode. Die
x-Achse stellt die einzelnen Elutionsperioden dar (t1 —t11), die y-Achse die Menge an eluiertem
BPA in ug aus 1 g Transbond™ XT fiir die einzelnen Elutionsperioden. Die rote Kurve spiegelt
die Entwicklung der errechneten Mittelwerte (Mean) lber den Untersuchungszeitraum wider, die
blaue Kurve die der Mediane (Median). IQR = Interquartilbereich; Outliers = Ausreil3er.

(eigene Darstellung: B. J. Kux)
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3.1.5 Triad® Gel

Triad® Gel eluierte als einziges Material UDMA. Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum (t11 - t11) wurde ein kumulativer Mittelwert von
1682,00 + 262,07 ppm ermittelt. Es ist der hdochste kumulative Mittelwert. Die hdchste
Menge an UDMA pro Elutionsperiode wurde bei t4 mit 141,76 + 41,57 ppm registriert, die
geringste bei t11 mit 99,54 £ 20,53 ppm (Abb. 9).

UDMA (eluted per period)

. 25%-75%
Triad® Gel lTI Range within 1.5 IQR
300 - — Median Line
Mean
] + Outliers
250 +

N

o

o
1

150 -

Mg / 1g material

-

o

o
1

50 -

O I I I I I I I I

I I I
1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 t9 t10 t11
elution period

Abb. 9: Freisetzung von UDMA aus Triad® Gel

Boxplotdiagramm zur Freisetzung von UDMA aus Triad® Gel nach jeder Elutionsperiode.

Die x-Achse stellt die einzelnen Elutionsperioden dar (t1 — t11), die y-Achse die Menge an
eluiertem BPA in ug aus 1 g Triad® Gel fiir die einzelnen Elutionsperioden. Die rote Kurve spiegelt
die Entwicklung der errechneten Mittelwerte (Mean) liber den Untersuchungszeitraum wider, die

blaue Kurve die der Mediane (Median). IQR = Interquartilbereich; Outliers = Ausreil3er.
(eigene Darstellung: B. J. Kux)
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3.2 Substanzbezogene Ergebnisse

Die Freisetzung von BPA, TEGDMA und UDMA konnte aus den funf Materialien naher
untersucht werden. Die initiale Periode (t1: 0 - 30 Min) zeigte maximale Elutionsraten im

Verhaltnis von Menge zu Zeit bei allen Substanzen und Materialien.

3.2.1 Bisphenol-A

BPA wurde von BrackFix®, Transbond™ LR, - Plus und - XT freigesetzt. Die zweifache
Varianzanalyse (2-way-ANOVA) belegt ein unterschiedliches Elutionsverhalten der
Materialien, im Bezug auf die freigesetzte Menge an BPA [ppm] Uber den
Elutionszeitraum, der interaktive p-Wert liegt bei <0,001.

Den hochsten kumulativen Mittelwert nach 35 Tagen (t1 —t11) weist Transbond™ XT mit
64,83 + 5,58 ppm auf. Es folgen mit deutlich geringeren Werten Transbond™ LR
(23,07 + 2,47 ppm) und BrackFix® (19,44 + 1,91 ppm). Das kumulative Minimum hat
Transbond™ Plus mit 16,04 + 1,84 ppm.

Abbildung 10 zeigt, dass Transbond™ XT im Kontrast zu den anderen drei Materialien,
die nach 24 Stunden Elutionszeit (11 — t4) weniger BPA pro Zeitintervall freisetzten,

weiterhin eine hohere Elutionsrate bis t11 hatte.
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Abb. 10: Kumulierte Freisetzung von BPA
aus BrackFix®, Transbond™ LR, - Plus und — XT

Gegenliberstellung der kumulierten Mengen von eluiertem BPA (Bisphenol-A [ug]) aus 1 g
Transbond™ Plus, Transbond™ XT, Transbond™ LR, BrackFix® im zeitlichen Verlauf iiber 35
Tage. Die x-Achse beschreibt die Zeit in Tagen [d], die y-Achse die Menge an freigesetztem BPA
aus 1 Gramm Material (1g/1g Material).

(modifiziert nach Kux et al., 2022 (34))
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3.2.2 Triethylenglycoldimethacrylat

Eine Freisetzung von TEGDMA wurde nur bei Transbond™ LR nachgewiesen. Mit
688,91 £ 185,40 ppm ist es die zweithdchste freigesetzte Menge eines Monomers aus
1 g Material in dieser Studie. Besonders in den ersten 24 Stunden (11 — t4) wurde eine
hohe Freisetzungsrate beobachtet, welche dann kontinuierlich abnimmt (15 — t11)
(Abb. 11).
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Abb. 11: Kumulierte Freisetzung von TEGDMA aus Transbond™ LR

Kumulierte Mengen von eluiertem TEGDMA (Triethylenglycoldimethacrylat [ug]) aus 1 g
Transbond™ LR im zeitlichen Verlauf (iber 35 Tage. Die x-Achse beschreibt die Zeit in Tagen [d],
die y-Achse die Menge an freigesetztem TEGDMA aus 1 Gramm Material (ug/1g Material).
(modifiziert nach Kux et al., 2022 (34))
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3.2.3 Urethandimethacrylat

UDMA wurde aus Triad® Gel freigesetzt. Mit 1682,00 + 262,07 ppm ist es die groRte
Menge eines freigesetzten Monomers pro 1 g Material. Abbildung 12 zeigt, dass
innerhalb der ersten (t1 — t7) von insgesamt funf Wochen bereits ein Grof3teil des UDMA
vom kumulativen Wert (11 - t11) freigesetzt wurde.
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Abb. 12: Kumulierte Freisetzung von UDMA aus Triad® Gel

Kumulierte Mengen von eluiertem UDMA (Urethandimethacrylat [ug]) aus 1 g Triad® Gel im
zeitlichen Verlauf (iber 35 Tage. Die x-Achse beschreibt die Zeit in Tagen [d], die y-Achse die
Menge an freigesetztem UDMA aus 1 Gramm Material (19/1g Material).

(modifiziert nach Kux et al., 2022 (34))
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Diese In-vitro-Studie hat mittels einer Hochleistungsflussigkeitschromatographie einen
Nachweis der Freisetzung von gesundheitsschadlichen = Monomeren aus
kieferorthopadischen Materialien erbracht.

Durch eine Elutionsphase von bis zu 5 Wochen in Kunstspeichel bei Korpertemperatur
(37 °C) wurde eine Annaherung an In-vivo-Verhaltnisse angestrebt. Aus funf
kieferorthopadischen Adhasiven verschiedener Indikationen, die primar Anwendung in
der Behandlung mit festsitzenden Apparaturen finden, konnten drei Monomere qualitativ
und quantitativ bestimmt werden: BPA, TEGDMA und UDMA. Eine Freisetzung von BPA
wurde aus BrackFix®, Transbond™ LR, - Plus und - XT nachgewiesen. TEGDMA wurde
aus Transbond™ LR, UDMA aus Triad® Gel freigesetzt. Ein Maximum der Freisetzung in
Relation von Menge zu Zeit konnte fur alle Materialien und analysierten Monomere
wahrend der ersten Elutionsperiode ermittelt werden.

Neben den drei qualitativ und quantitativ bestimmten Monomeren gaben die
Chromatogramme Hinweise auf weitere freigesetzte Substanzen, die jedoch gesetzte

Grenzwerte zur Analyse nicht Uberschritten haben.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

Der Vergleich der Sicherheitsdatenblatter mit den analysierten Monomeren zeigt, dass
neben den gelisteten auch weitere Substanzen eluiert worden sind. Gleiches
beobachteten andere Studien (35).

Herstellerseitig wird fur Transbond™ Plus BPA nicht als Bestandteil gelistet. Ein
moglicher Grund ist, dass der Anteil im Produkt sehr gering ist und deswegen keine
Erwahnung im Sicherheitsdatenblatt findet. So zeigt Transbond™ Plus im Vergleich zu
den anderen Materialien mit BPA-Nachweis den geringsten kumulativen Wert nach 5
Wochen (11 —t11). Ein weiterer Erklarungsansatz ist die Verwendung von BPA als Zusatz
in der Herstellung von weiteren Substanzen wie zum Beispiel Bis-GMA oder Bis-EMA
(ethoxylated-Bisphenol-A-glycol-dimethacrylate), die auch in BrackFix® zu finden sind.
BPA kann potenziell als Degradationsprodukt dieser groReren Substanzen Uber einen

gewissen Zeitraum freigesetzt werden (36, 37). Die Freisetzung von BPA aus BrackFix®,
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Transbond™ LR und - XT bestatigt diese Aussage. Alle Materialien listen in ihrer
Zusammensetzung Substanzen, die BPA als Bestandteil aufweisen.

Eine Freisetzung weiterer nicht naher identifizierter Substanzen konnte anhand
vereinzelter Peaks, die unter der hier von uns in Class VP 4.7 gesetzten
Nachweisschwelle lagen, beobachtet werden. Ein Vergleich mit den Retentionszeiten der
unbekannten Substanzen und den hier verwendeten Standards lasst dennoch
Ruckschlusse auf eine mogliche Zuordnung zu. Transbond™ Plus zeigt zwei Peaks, die
in ihrer Charakteristik vergleichbare, aber nicht exakt Ubereinstimmende
Retentionszeiten wie Hydrochinon (HQ) und Campherchinon (CQ) haben. Die ermittelten
Spektren zeigen ebenfalls Abweichungen vom Standard. Campherchinon und
Hydrochinon sowie die anderen im Standard verwendeten Substanzen sind typische
Bestandteile in der Zusammensetzung von dentalen und kieferorthopadischen
Kompositen (38). Diese werden als Photoinitiatoren, -inhibitoren und Stabilisatoren
verwendet oder konnen als Derivate von Grundmaterialien auftreten (39). Weitere
Studien belegten eine Freisetzung von Campherchinon mittels Gaschromatographie /
Massenspektronometrie (GC/MS) aus diversen Materialien, auch wenn CQ nicht im
Sicherheitsdatenblatt erwahnt war (35, 39, 40). Im Sicherheitsdatenblatt von
Transbond™ Plus werden drei Substanzen aufgelistet, die nicht in den Standards
verwendet wurden. Es ist also nicht auszuschlielRen, dass auch diese die unbekannten
Peaks verursacht haben. Eine weitere Analyse im Sinne eines Vergleichs der Peak-
Charakteristika nach Untersuchung der einzelnen Reinsubstanzen mittels der HPLC,

kann Aufschluss bieten.

Ein Vergleich der drei qualitativ und quantitativ naher untersuchten Substanzen
miteinander zeigt, dass UDMA (freigesetzt aus Triad® Gel) Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum von 5 Wochen den hochsten kumulativen Mittelwert aufweist
(1682,00 + 262,07 ppm). TEGDMA folgt an zweiter Stelle mit 688,91 + 185,40 ppm,
freigesetzt aus Transbond™ LR. Eine allgemeine Bewertung ist aufgrund fehlender
offizieller Grenzwerte fur UDMA und TEGDMA zur Einnahme und Verarbeitung, aber
auch wegen der unterschiedlichen Charakteristika der Substanzen zunachst nicht
sinnvoll.

BPA wurde aus vier Materialien mit kumulativen Mittelwerten von 16,04 — 64,83 ppm
freigesetzt. Statistisch signifikant zeigen sich entsprechend deutliche Unterschiede
zwischen den Materialien in der freigesetzten Menge von BPA. Wahrend Transbond™
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Plus, BrackFix® und Transbond™ LR eher geringe kumulative Mittelwerte zwischen
16,04 — 19,44 ppm aufweisen, zeigt Transbond™ XT einen ungefahr vierfachen Wert mit
64,83 ppm nach 35 Tagen (11 — t11). Das Elutionsverhalten stellt sich ebenfalls
unterschiedlich dar. Transbond™ XT weist im Gegensatz zu den anderen drei Materialien
auch nach den ersten 24 Stunden (t1 — t4) eine hohe Freisetzung von BPA auf. Grunde
konnen zum einen hohere Anteile an BPA in der Gesamtzusammensetzung der
einzelnen Materialien sein, was wegen fehlender genauer Angaben in den lediglich
benannten Richtwerten in den Sicherheitsdatenblattern nicht abschlieRend zu bestatigen
ist. Weiterhin sind auch hier unterschiedliche Degradationsprozesse mit verzogerter
Freisetzung denkbar, wie es bei BrackFix® sowie deutlicher bei Transbond™ XT in
Abbildung 10 erkennbar ist. Eine weitere Option ist die Uberlagerung von mehreren
Substanzen mit ahnlichen Retentionszeiten und Spektren im Chromatogramm.

Fur alle funf untersuchten Materialien und drei qualitativ und quantitativ analysierten
Monomere konnte eine maximale Freisetzung im Sinne von Menge zu Zeit [ppm / h],
wahrend der ersten Elutionsperiode (t1: 0 — 30 [Min]) festgestellt werden. Auch nimmt die
Freisetzung bei allen Materialien im Untersuchungszeitraum ab. Triad® Gel zeigt im
Vergleich zu den anderen Materialien auch nach t1 eine relativ hohe Freisetzung von
UDMA, ahnlich wie BPA aus Transbond™ XT (Abbildungen 10 — 12). Diese Beobachtung
kann zum einen mit unterschiedlichen Konversionsraten erklart werden, die aus
unterschiedlich hohen Restmonomeranteilen, besonders an der Oberflache der
Probekorper, resultieren (41-43). Das fuhrt zu hohen Elutionsraten zu
Untersuchungsbeginn. Zum anderen besteht ein Zusammenhang zwischen der
Substanzgrole sowie den bereits erwahnten unterschiedlichen Degradationsprozessen
verschiedener Substanzen und der stetigen Abgabe auch nach langerer Elutionsphase
(44). Monomere mit geringerem molekularem Gewicht wie BPA und TEGDMA neigen
eher zur Auswaschung aus dentalen Adhasiven als Monomere mit hohem molekularem
Gewicht wie Bis-GMA (45).

4.3 Einbettung der Ergebnisse in den bisherigen Forschungsstand

Eine Vielzahl an Studien, in vivo und in vitro, hat die Freisetzung von Monomeren aus
dentalen Adhasiven untersucht, auch im Hinblick auf kieferorthopadische Materialien. Ein
Vergleich von Ergebnissen und deren wissenschaftliche Einordnung ist jedoch erst nach
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genauer Betrachtung von Fragestellungen, Materialen und Methoden der Studien
sinnvoll.

Kloukos et al. (2013) zeigen deutlich in einem Review, inwiefern sich die verschiedenen
Studiendesigns mit dem gleichen Themenschwerpunkt unterscheiden (11). Neben der
Analyse mittels einer Hochleistungsflussigkeitschromatographie werden haufig andere
Verfahren verwendet. Die Kopplung einer Flussigkeitschromatographie mit einer
Massenspektronometrie (LC/MS) oder eine Kopplung von Gaschromatographie (GC) und
einer MS (GC/MS) sind Alternativen. Auch kénnen sich die genannten Methoden selbst,
hinsichtlich verschiedener Versuchsaufbauten oder Parameter beim Analyseprozess
unterscheiden.

Die Auswahl der untersuchten Materialien hat ebenso Einfluss auf die Freisetzung von
Monomeren wie die Herstellung und Form der Probekdrper. Neben der Menge ist die
exponierte Oberflache ausschlagsgebender als das Volumen der Probekorper (46). Der
POM-Ring reduziert in diesem Versuchsaufbau die freie Oberflache des Probekorper um
ungefahr 30 % (Tab. 1). In vivo werden oft weitaus groRere Flachen zum Beispiel durch
Brackets oder Bander bedeckt, gleichzeitig ist eine Aufnahme von Monomeren in den
Organismus auch uber Zahnoberflachen naher zu untersuchen.

Zusammenhange zwischen der Monomerfreisetzung und der Polymerisationsphase
wurden in diversen Studien untersucht. Zur Reduktion der Monomerfreisetzung ist eine
LED-Polymerisationslampe (light-emitting diode) gegenuber der Halogenvariante zu
bevorzugen. Dabei sollte der Abstand zwischen Probekorper und Lampe mdoglichst
gering gehalten werden und die Dauer der Polymerisation entsprechend der
Herstellerangaben der Materialien zur Verarbeitung oder langer angesetzt werden (42).
Diese Vorgaben wurden in dieser Studie berucksichtigt.

Ein weiterer Unterschied zwischen den einzelnen Studien zeigt sich in der Wahl des
Elutionsmediums (47). Kunstspeichel ist als Elutionsmedium bei In-vitro-Versuchen eine
komplikationsarme Annaherung an In-vivo Verhaltnisse und somit eine Alternative zu
Patientenspeichelproben. Patientenspeichel kann durch enzymatische oder bakterielle
Bestandteile zur ungewinschten Verunreinigungen im System der Hochleistungs-
flussigkeitschromatographie  fuhren und somit zu Abweichungen in den
Chromatogrammen. Weitere Alternativen zum Kunstspeichel sind Wasser, Ethanol oder
Kombinationen. Soll ein kunstlicher Alterungsprozess bei Polymeren herbeigefuhrt
werden, wird haufig Ethanol gewahlt (10). Zu prufen ist, ob dieser Alterungs- und

Freisetzungsprozess vergleichbar mit den Bedingungen in vivo oder in anderen
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Elutionsmedien ist. Auch ist es fraglich, welchen Einfluss verschiedene Elutionsmedien
sowie die Zusammensetzung von Kunstspeichel auf die Freisetzung von Monomeren
haben. Sowohl eine erhdohte Temperatur des Elutionsmediums als auch ein alkalischer
pH-Wert fihren zu erhdhter BPA-Freisetzung, ein geringer pH-Wert minimiert diese
hingegen (44, 48, 49).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die Freisetzung von Monomeren
nicht linear erfolgt. Entsprechend wichtig ist bei der Bewertung ein Abgleich von
Pipettierzeitpunkten, der Elutionsdauer sowie dem Verhaltnis von Elutionsmedium zu
Materialmenge (47). Das Pipettieren sollte allgemein wie in dieser Studie nach einem
strikten Protokoll und entsprechend der festgelegten Zeitpunkte und in konstanter
Reihenfolge erfolgen, um Abweichungen in den Ergebnissen durch unterschiedlich lange
Elutionsperioden zu vermeiden.

Deutlich wird, dass einheitliche Studienprotokolle essentiell sind, um Ergebnisse
verlasslich zuordnen wund vergleichen zu konnen (11). Gleichzeitig fuhren

unterschiedliche Ansatze auch zu neuen Erkenntnissen.

Pruft man die Hauptaussagen dieser Studie im Vergleich zu anderen Studien, steht vor
allem der Nachweis von einzelnen Monomeren aus denselben analysierten Materialien
im Fokus.

Einige Studien belegten die Freisetzung von BPA aus Transbond™ XT mittels einer
Hochleistungsflussigkeitschromatographie (42, 50). Malkiewicz et al. publizierten 2015,
dass keine BPA-Freisetzung aus Transbond™ XT beobachtet werden konnte (37). Dabei
wurde als Elutionsmedium HPLC grade water bei anderen Mengenverhaltnisse zum
Probekorper verwendet. Auch sind die Proben nach Entnahme bei -18 °C tiefgefroren
worden. Abweichende Ergebnisse konnen durch unterschiedliche Versuchsaufbauten
oder abweichende Kalibrierungen und Parameterwahl bei der HPLC begrundet werden.
Der Vergleich von einzelnen Konzentrationen ist aufgrund der bereits genannten
Faktoren nicht zielfuhrend.

Weitere Studien, die die Proben mittels einer Gaschromatographie gekoppelt mit einer
Massenspektronometrie (GC/MS) analysiert haben, bestatigen ebenfalls die Freisetzung
von BPA aus Transbond™ XT (36, 51).

Pelourde et al. haben 2018 mittels GC/MS aulierdem die Freisetzung von TEGDMA aus
Transbond™ XT und — LR nachgewiesen sowie weitere potenziell gesundheits-
schadigende Substanzen, jedoch keine Freisetzung von BPA Uber einer gesetzten
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Nachweisschwelle (40). Dass kein BPA in entsprechenden Konzentrationen
nachzuweisen war, kann an der Probenaufbereitung und -analyse mittels GC/MS liegen,
aber auch an unterschiedlichen Versuchsaufbauten. Die hier vorliegende Studie ist bis
dato die erste, die eine TEGDMA-Freisetzung aus Transbond™ LR mittels einer HPLC
nachweisen konnte (34).

Substanzunabhangig ist die Studienlage eindeutig. Wie auch hier festgestellt, werden in
der initialen Elutionsphase die grof3ten Monomermengen freigesetzt. Die Freisetzung der
untersuchten Substanzen nimmt danach mit der Zeit stark ab oder stoppt. Diese
Beobachtungen haben Relevanz bei der klinischen Handhabung der Materialien (11, 43).
Eine Verlangerung des Untersuchungszeitraums von 35 Tagen ist somit im Bezug auf
die hier qualitativ und quantitativ untersuchten Substanzen nicht weiter indziert.

44 Bewertung der Studie

Der gewahlte Versuchsaufbau, die angewandte Methodik und das Analyseverfahren
konnten die Monomerfreisetzung aus kieferorthopadischen Werkstoffen belegen.

Angelehnt an die Empfehlungen zur Standardisierung von Kloukos et al. (11) sowie unter
Berucksichtigung der DIN EN ISO 10993-13 konnten im Vergleich zur aktuellen

Studienlage valide Ergebnisse erzielt werden.

Auf Basis der Messungen mittels Hochleistungsflussigkeitschromatographie und der
resultierenden Chromatogramme konnen qualitative und quantitative Ruckschlisse
hinsichtlich der freigesetzten Monomere gezogen und unterschiedliche Elutionsverhalten
charakterisiert werden. Gleichzeitig wurden weitere Substanzen unter einer gesetzten
Nachweisschwelle registriert. Die Nachweisschwelle bei einem AUC-Wert von 100.000
in Class VP 4.7 wurde bewusst gewahlt, um Peaks, die durch Substanzen ausgelost
werden, deutlich von Abweichungen der Basislinie in den Chromatogrammen zu
unterscheiden. Auf dieser Grundlage ist eine valide Quantifizierung durchfuhrbar (32).
Gering eluierte Substanzen konnten zwar naherungsweise identifiziert werden, jedoch ist
eine abschliellende Identifikation und Quantifizierung wiunschenswert. Mogliche Ansatze
zur ldentifikation dieser und weiterer Substanzen sind die Erweiterung der Standards um
weitere Reinsubstanzen, die praanalytische Aufreinigung der Proben sowie die
Erganzung weiterer Analyseverfahren wie die Massenspektronometrie oder die Analyse
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mittels einer Gaschromatographie, gekoppelt mit einer Massenspektronometrie (GC/MS)
(44, 52). Durch die Probenaufbereitung bei einer GC/MS bei hohen Temperaturen ist eine
Degradation einzelner Substanzen maoglich, welche dann potenziell nicht mehr
nachzuweisen sind (53). AbschlieRend ist die Umkehrphasenchromatographie der HPLC
als geeignetes Analyseverfahren zur Monomerfreisetzung zu bewerten (11, 50). Die
HPLC ist im Forschungsbereich weit verbreitet aber nicht alternativios (11).

Die Auswahl der hier genutzten Laufmittel, Sdulen und Parameter basierte auf einer
Vielzahl von Vorversuchen. Diese zeigten, dass Acrylate primar im unteren Bereich des
Spektrums (200 - 240 nm) absorbieren und die Absorption mit zunehmender Wellenlange
stark abnimmt. Um die Nachweisgrenze moglichst gering zu halten und somit moglichst
niedrige Konzentrationen messen zu konnen, sollte das Absorptionsspektrum des
Laufmittels ebenfalls moglichst dicht am unteren Bereich des Spektrums liegen.
Acetonitril (C2H3N; ACN) absorbiert im Vergleich zu Methanol in einem niedrigeren
Bereich mit einem geringeren Spektrum. Damit eignet sich ACN besonders als
Losungsmittel fur Acrylate, um Absorbtionsuberlagerungen zu vermeiden (32).

Die Wahl der Saule begrundet sich durch die Wahl des Laufmittels und des
Elutionsmediums. Kunstspeichel ist wassrig. Die hier verwendete Saule (EC 125/2
Nucleosil 100-5 C18 Nautilus; Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) ist mit einem sehr
hohen Wasseranteil in der mobilen Phase kompatibel. Der gewahlte Gradient
(C2H3N 90 %, aqua dest. 10 %) beginnt zunachst mit einem hohen Wasseranteil (90 %),
anschlie3end wird der ACN Anteil von initial 10 % kontinuierlich erhoht. Es wird also von
polaren zu apolaren Bedingungen gewechselt. Substanzen, die besonders polar sind und
entsprechend kurzweilig die stationare Phase passieren, konnten schon mit dem
sogenannten Totvolumen zu Beginn der Messung durchrauschen, wenn initial kein ACN
beigemischt ist (32).

Als FlieRgeschwindigkeit wurde 0,25 mL/Min gewahlt. In Verbindung mit den
eingesetzten Vor- und Hauptsaulen konnte so ein angemessener Druck eingestellt
werden und ermoglichte eine optimale Trennung der Reinsubstanzen im
Kalibrierungsstandard (Abb. 3).

Die resultierenden Chromatogramme zeigten im Verlauf der Studie Abweichungen der
Peakformen, die eine Varianz der gemessenen Konzentrationen nach sich gezogen
haben. Peakverbreiterungen und -Uberlagerungen, Fronting, Tailing oder Splitpeaks sind
haufig zu beobachten (32). Ursachen fur Peakveranderungen sind Ablagerungen oder
Verschmutzungen der Saule sowie eine falsche Parameterwahl. Maogliche
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Verschmutzungen konnen unter anderem auf Inhaltsstoffe des Kunstspeichels, Debris
von Labormaterialien, wie Pipetten oder HPLC-Bauteilen, zurickzufuhren sein. Eine
ubermallige Verschmutzung der Hauptsaule wurde durch die Erganzung einer Vorsaule
reduziert (33). Um moglichst ideale Peaks zu erhalten, wurde im Laufe der
Untersuchungen dreimal die Vorsaule und einmal die Hauptsaule getauscht. Dabei
besteht die Moglichkeit, dass Luft in das System der HPLC gelangt und ein Rauschen
der Grundlinie im Chromatogramm verursacht. Ein Entluften und Vorspulen der Saule vor
definitiven Messungen konnten diese Beobachtung korrigieren. Au3erdem wurde vor und
nach jedem HPLC-Lauf das System mit Wasser und ACN gespult. Eine weitere
Moglichkeit, Verschmutzungen zu vermeiden, ist die praanalytische Aufreinigung von
Proben. Temperaturschwankungen konnen sich ebenfalls auf die Peakform auswirken,
der Einsatz eines Saulenofens minimiert ungewollte Veranderungen. Dabei zeigte sich in
Vorversuchen die Wichtigkeit des rechtzeitigen Vorheizens vor einem analytischen Lauf.
Die Positionierung der HPLC in einem klimatisierten Raum ist empfehlenswert, um
konstante Temperaturen des kompletten Systems zu gewahrleisten.

Jeder analytische Lauf wurde mit einer Messung der Kalibrierungsstandards, gelost in
Wasser und Kunstspeichel, begonnen und beendet, um mogliche Abweichungen und
Fehlmessungen unmittelbar zu identifizieren. Bis auf kleine Abweichungen der
Peakformen, welche auf Ablagerung auf der Hauptsaule zurickzufihren waren, liefen die
Messungen komplikationslos. Weitere Abweichungen sollten stetig hinterfragt und
beseitigt werden.

Eine erhohte Streuung der Ergebnisse und mogliche Ausreiler in den
Boxplotdiagrammen (Abb. 4-9), wurden durch eine hohe Probenanzahl ausgeglichen.
Eine weitere Analyse anhand von Mittelwerten fuhrte zu symmetrischen
Messverteilungen. Die Auswertung der Chromatogramme sowie die weitere Verarbeitung
der Daten und deren statistische Analyse wurden durch B. J. Kux durchgefuhrt.
Besonders bei der Kontrolle und Auswertung der Chromatogramme konnen
verschiedene Untersucher zu hoheren Varianzen bei den AUC-Werten fuhren.

Zur qualitativen Analyse der HPLC muss erwahnt werden, dass man anhand der
Reinsubstanzen in Standards und der resultierenden Retentionszeiten und Spektren von
Peaks mit hoher Wahrscheinlichkeit die Substanz der Probe zuordnen kann. Jedoch
besteht eine Restwahrscheinlichkeit, dass es sich um andere Substanzen oder Derivate
handelt, die vergleichbare Retentionszeiten und Spektren aufweisen.
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Allgemein sollte ein Versuchsaufbau moglichst standardisiert und replizierbar sein.
Neben Empfehlungen zu Studiendesigns als Ergebnis einer Metaanalyse ist eine
Orientierung an Normvorgaben sinnvoll. Gleichzeitig sollten Arbeitsschritte auf mogliche
Fehlerquellen Uberpruft werden. Die Versuchsdurchfihrung sollte in einem geeigneten
Labor, nach striktem Versuchsprotokoll im Bezug auf Pipettierzeitpunkte und nur durch
eine Person durchgefuhrt werden, um vergleichbare Bedingungen bei jeder Messung zu
garantieren und Abweichungen der Ergebnisse zu minimieren. Die hier dargestellten
Versuche wurden ausschlieflich von B. J. Kux durchgefuhrt. Da mit photo-
polymerisierenden Werkstoffen gearbeitet wurde, wurde das Labor von direkter UV-
Strahlung abgeschirmt, um mogliche Reaktionen der Reinsubstanzen, Standards und
Proben zu vermeiden.

Die Anfertigung identischer Probekorper wurde mittels formgebender POM-Ringe, und
gleichmafig beschwerter Objekttrager durchgefuhrt. Eine individuelle Kontrolle jedes
Probenkorpers auf Abweichungen wie Blasen, Pressfahnen oder Verschmutzungen ist
erfolgt. Die Polymerisationsphase wurde mittels einer strikten Zeitmessung sowie der
Anfertigung von individuellen Polymerisationsstandern (Abb. 1 und 2) standardisiert. Die
Polymerisationslampe wurde kontinuierlich mit einem Photometer auf Funktion Uberpruft.
Als Elutionsmedium wurde Kunstspeichel Typ Fusayama / Meyer bei 37 °C
(Korpertemperatur) gewahlt, um den Versuchsaufbau den In-vivo-Bedingungen zu
nahern. Der Austausch zwischen Probekorper und Elutionsmedium wurde durch einen
rotierenden Probenschuttler unterstutzt. Er simulierte stetigen Speichelfluss und erhohte
den Losungsdruck auf das Material.

Gleichwohl sind Limitationen in der Ubertragbarkeit dieser Studienergebnisse auf In-vivo-
Bedingungen zu nennen. Schwankungen der Temperatur und des pH-Werts,
mechanischer Stress oder enzymatische Aktivitaten bleiben in diesem Versuchsaufbau
unberucksichtigt. Weiterhin ermdoglicht dieser Versuchsaufbau keine Messung von
flichtigen Substanzen.

AbschlieRend konnte dennoch die Freisetzung von drei gesundheitsschadigenden
Monomeren aus kieferorthopadischen Materialien belegt und anhand von Grenzwerten

und anderen Studien verglichen werden.
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4.5 Implikationen fur die zukiinftige Forschung

Zusammenfassend belegt die heterogene Studienlage die Notwendigkeit weiterer
Untersuchungen bezuglich maodglicher Einflussfaktoren auf die Freisetzung von
Monomeren aus kieferorthopadischen Materialien.

Die vorliegende Studie liefert eine Grundlage fur weitere Untersuchungen und die
Moglichkeit, unter der Voraussetzung vergleichbarer Studienprotokolle, Ergebnisse
verlasslich zuzuordnen und zu vergleichen (11).

Allgemein sollten in vitro die Einflisse auf die Monomerfreisetzung von pH-Wert-
Schwankungen, Temperaturschwankungen, Varianten der Oberflachenbearbeitung oder
das Volumen- / Oberflachenverhaltnis auf Basis eines einheitlichen Versuchsaufbaus
uberpruft und bewertet werden. Mdoglichkeiten der Monomerreduktion im klinischen
Bereich sowie im zahntechnischen Labor sollten ebenfalls Gegenstand weiterer Studien
sein. Die Ausweitung auf weitere Materialien wie thermoplastische fur die Herstellung von
Alignern, Retentionsschienen und weiteren Behandlungsapparaturen ist indiziert.

Eine weitere Annaherung an In-vivo-Verhaltnisse ist wunschenswert. Mogliche
Versuchsaufbauten sollten eine mechanische Belastung der Probekorper wahrend der
Elution simulieren oder Patientenspeichel als Elutionsmittel verwenden. Die
Auswirkungen enzymatischer und muskularer Aktivitat sind noch weitgehend unbekannte
Faktoren.

Simultan sollten weitere In-vivo-Untersuchungen durchgefuhrt werden. Weitergehend ist
es wunschenswert, gesundheitsbeeinflussende Substanzen zu identifizieren und
Grenzwerte fur deren maximale Aufnahme festzulegen.

Als Grundsatz gilt jedoch, die Exposition von Patient*innen und Behandler*innen

gegenuber gesundheitsschadigenden Monomeren zu minimieren.

4.6 Implikationen fur die Praxis

Der Einsatz verschiedener Werkstoffe im Therapieverlauf erfordert das Wissen Uber
Indikationen, Limitationen und potenzielle Nebenwirkungen. Eine intensive Aufklarung
der Patient*innen durch die Behandler*innen Uber Therapiewahl, Risiken einer
Behandlung und maogliche Therapiealternativen ist obligat. Mogliche verbundene Risiken

sind auf ein Minimum zu reduzieren.
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Der Grenzwert zur maximalen taglichen Aufnahme von BPA von 4 ug pro kg
Korpergewicht pro Tag [ug/kg body weight/d], gesetzt durch die EFSA im Jahr 2015 (30),
wurde in dieser Studie nicht Uberschritten. Fur TEGDMA und UDMA existieren bis dato
keine Grenzwerte. Das allgemeine Ziel sollte dennoch sein, die Monomerexposition fur
Behandler*innen und Patient*innen zu minimieren. Neben dentalen Werkstoffen sind
auch diverse Alltagsgegenstande wie Verpackungsmaterialien oder Farben mogliche
Monomerquellen und sollten bei der Abschatzung einer Gesamtexposition bertcksichtigt
werden (36). Ein weiterer Aspekt in Hinblick auf eine potenziell hohere
Monomeraufnahme sind die verschiedenen Aufnahmewege und -orte neben der
Mundhohle. Vor allem flichtige Monomere, die durch die HPLC nicht detektiert werden,
konnen Uber den Respirationstrakt aufgenommen werden. Weitergehend ist eine
Aufnahme uber physischen Kontakt und Uber den Gastrointestinaltrakt moglich (54). Eine
kumulative oder langfristige Exposition in geringen Dosen sollte ebenfalls nicht
unterschatzt und berucksichtigt werden (55, 56).

Die meisten kieferorthopadischen Patient*innen sind Jugendliche. Diese Altersstufe ist
mit einem starken korperlichen Wachstum und hormonellen Veranderungen assoziiert.
Endokrin aktive Substanzen wie BPA konnen somit einen Einfluss auf die Entwicklung
dieser Patient*innen nehmen, dabei sollten Schwangere besonders geschitzt werden (7,
36, 57).

Diese und andere Studien zeigen, dass wahrend der initialen Elutionsperiode besonders
hohe Mengen an Monomeren freigesetzt werden. Daraus sollten klinische Konsequenzen
abgeleitet werden (40, 43, 58, 59). Theodore Eliades hat 2017 einen Artikel mit
Empfehlungen zum Umgang mit BPA im klinischen Alltag veroffentlicht, welche hier
weiter erganzt werden (43). Die Verwendung einer moglichst geringen Menge von
monomerhaltigen Materialien sowie das Entfernen von Uberschiissen vor einer
Polymerisation sind empfehlenswert. Bei der Polymerisation sollte eine moglichst hohe
Konversionsrate erzielt werden, um den Restmonomergehalt zu minimieren. Eine
moglichst lange Belichtungszeit bei geringem Abstand unter Nutzung einer LED-
Polymerisationslampe kann die Monomerfreisetzung reduzieren (42, 50). Ferner kann
eine Oberflachenbearbeitung nach Einbringen der Materialien in die Mundhohle
Restmonomere entfernen (18). Besonders effektiv erfolgt die Eliminierung von BPA mit
einer Bimsstein-Politur (60). Die Anwendung sollte entweder manuell mit einem
Wattepellet oder maschinell mit einem rotierenden Gummikelch erfolgen (61). Zusatzlich

kann Gurgeln mit Wasser oder die Verwendung der Luft-Wasser-Duse am
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Behandlungsstuhl den Monomergehalt im Speichel reduzieren (62). Beim Ein- und
Ausbringen von festsitzenden Apparaturen sollten zur Aerosolreduktion Sauger
verwendet werden. Das Tragen von Handschuhen, Schutzbrillen und eines
Nasenmundschutzes wahrend der Behandlung oder Bearbeitung von Polymeren ist
obligat. Die Verwendung eines Kofferdams zum Schutz vor Speichelkontamination und
der Gingiva vor Monomerexposition ist in der Kieferorthopadie als impraktikabel
einzustufen.

Auch die Auswahl der Materialien kann die Monomerexposition wesentlich beeinflussen.
Vergleicht man die hier untersuchten Materialien, sind Transbond™ XT und BrackFix®
mit der gleichen Indikation, dem Kleben von Brackets, von Interesse. Die
Untersuchungsergebnisse zeigen, dass BrackFix® im Vergleich mit Transbond™ XT eine
deutlich geringere Freisetzung von BPA hat. Vorausgesetzt, dass weitere
Materialeigenschaften wie Zug- und Scherfestigkeit oder die klinische Verarbeitung
vergleichbar sind und somit ein gehauftes Neukleben der Brackets vermeidbar ist, sollte
auf dieser Datenbasis BrackFix® vorgezogen werden (63).

Eine weitere Moglichkeit, das Neukleben beziehungsweise Umkleben von Brackets und
somit eine zusatzliche Monomerexposition zu vermeiden, ist neben einer intensiven
Aufklarung der Patient*innen Uber den Umgang mit festsitzenden kieferorthopadischen
Apparaturen das gehaufte Einsetzen von individuell gebogenen Bodgen im
Therapieverlauf. Finishingbiegungen durch die Behandler*innen selbst oder der Einsatz
von CAD/CAM-Technologien (Computer-aided design and Computer-aided
manufacturing) konnen unterstutzend wirken. CAD/CAM-Ansatze wie das Nutzen von
patient*innenindividuellen maschinell gefertigten Bogen oder das Kleben von Brackets in
einer moglichst optimalen Position mittels Ubertragungstrays sind hier als mogliche
Beispiele zu nennen, um Umkleben und wiederholte Monomerexposition zu vermeiden
(64, 65).

Grundsatzlich ist ein Ausweichen auf alternative Materialien ohne Monomerfreisetzung
bei gleicher Indikation empfehlenswert, solange es die klinische Situation und die
jeweiligen Werkstoffeigenschaften erlauben. Beispielsweise konnen Glasionomer-
zemente zum Befestigen von Molarenbandern alternativ zu Transbond™ Plus genutzt
werden (43). Wenn dennoch ein acrylhaltiges Adhasiv indiziert ist, sind dualhartende
Materialien zu bevorzugen (42). Gerade bei lichtundurchlassigen Molarenbandern und
Metallbrackets ist eine vollstandige Polymerisation erschwert, so dass durch zusatzliche
Selbstpolymerisation der Restmonomeranteil reduziert wird. Gleichzeitig ist anzumerken,
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dass die dem Elutionsmedium exponierte Oberflache der Adhasive in der Mundhohle
unter Bandern und Brackets weitaus geringer ist als die der Probekdrper in dieser Studie
(10). Wie bereits erwahnt, ist laut eines Reviews von Van Landuyt et al. aus dem Jahre
2011 die exponierte Oberflache ausschlaggebender bei der Monomerfreisetzung als das
Volumen (46). Thermoplastische Materialien, welche Anwendung in der Anfertigung von
beispielsweise Alignern, Retentionsschienen oder Sportmundschutze finden, setzten
ebenfalls Monomere frei (66). Diese Apparaturen weisen im Vergleich zu Multiband- /
Multibracketapparaturen weitaus grof3ere exponierte Kunststoffoberflachen auf.
Weiterhin werden durch das notige Wechselintervall bei Alignern von ca. 7 bis 14 Tagen
stetig neue monomerhaltige Materialien in die Mundhohle eingesetzt, was zur erhohten
Monomerbelastung von Patient*innen fihren kann. Diese Erkenntnis sollte bei der Wahl
von Therapiemitteln berucksichtigt werden.

Bei der Wahl von Brackets sind keramische oder metallische denen aus Polykarbonat
vorzuziehen (11). Die Werkstoffeigenschaften der Keramikbrackets fuhren klinisch haufig
zu Frakturen, ein Neukleben ist dann indiziert. Bei Metallbrackets ist dies nicht der Fall,
jedoch hat die Art der Bestrahlung einen signifikanten Einfluss auf die Polymerisation und
die damit verbundene Monomerfreisetzung. Bei metallischen Brackets sollte bei
Verwendung eines lichthartenden Adhasives eine tangentiale Bestrahlung der Klebefuge
aus verschiedenen Richtungen angestrebt werden. Bei transluzenten keramischen
Brackets wirkt sich eine Bestrahlung der frontalen Flache der Brackets, die direkte
Bestrahlung, nicht negativ auf die Menge an freigesetzten Monomeren aus (67).

Um sich den alltaglichen Bedingungen in kieferorthopadischen Praxen zu nahern, wurde
trotz Empfehlung einiger Hersteller zu bestimmten Polymerisationlampen, nur eine
verwendet. Ein Wechsel zwischen Polymerisationslampen je nach Material ist
unwahrscheinlich, die Lichtintensitat sollte entsprechend der Verarbeitungshinweise
einzelner Materialien angepasst werden. Wenn Herstellerangaben zur Verarbeitung im
Sinne von Lichtintensitat, Polymerisationszeit und -abstand erfullt werden, sollte das
Modell oder der Hersteller der LED-Polymerisationlampe keinen Einfluss auf die
Monomerfreisetzung haben.

MalRnahmen zur Verringerung der Exposition gegenuber potenziell gesundheits-
schadigenden Substanzen sollten in den klinischen Alltag aufgenommen und die Wahl
von alternativen Werkstoffen sollte in Betracht gezogen werden. Kumulative Wirkungen
und Niedrigdosiseffekte sollten dabei bedacht werden, um Patient*innen und
Behandler*innen moglichst optimal vor gesundheitlichen Einschrankungen zu schutzen.
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5. Schlussfolgerungen

Diese In-vitro-Studie hat einen Nachweis der Monomerfreisetzung aus
kieferorthopadischen = Werkstoffen der festsitzenden Kieferorthopadie mittels

Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) erbracht.

Die Ergebnisse wurden in den wissenschaftlichen Kontext eingebettet und decken sich
mit der aktuellen Studienlage. Methodische Unterschiede wurden aufgezeigt.
Erganzende Standardisierungsprozesse im Versuchsaufbau und Methodik bieten eine
valide Grundlage zur weiteren Untersuchung von einflussnehmenden Faktoren auf das
Elutionsverhalten von potenziell gesundheitsschadigenden Substanzen. Weitere Studien

sind indiziert, zusatzliche In-vivo-Studien sind wiinschenswert.

Aus funf Materialien konnten drei potenziell gesundheitsschadigende Monomere
qualitativ und quantitativ nachgewiesen werden: Bisphenol-A (BPA), Triethylenglycol-
dimethacrylat (TEGDMA) und Urethandimethacrylat (UDMA). Neben den drei naher
analysierten Monomeren wiesen die Chromatogramme weitere Substanzen unter der
gesetzten Nachweisschwelle auf.

Nicht alle nachgewiesenen Substanzen finden Erwahnung in den Sicherheits-
datenblattern der Hersteller. Eine Degradation groRerer Substanzen in kleinere, welche
mittels der HPLC nachgewiesen konnten, ist naheliegend.

Die detektierten Konzentrationen haben die vorgeschriebenen Grenzwerte zur taglichen
Aufnahme von BPA nicht uberschritten. Offizielle Grenzwerte zur Aufnahme von
TEGDMA und UDMA existieren nicht. Die klinische Bedeutung von Monomeren wurde
herausgestellt und Empfehlungen fur den Umgang mit den Werkstoffen fur
Behandler*innen und Patient*innen ausgesprochen, um eine Monomerexposition zu

minimieren. Eine Weiterentwicklung der Werkstoffe ist zu erwarten.
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Abstract

Purpose Main goal of the study was the identification and quantitative analysis of monomer elution from materials
commonly used in fixed orthodontic therapy. Studies have shown severe health effects of monomers including cytotoxic,
allergenic or mutagenic potential and endocrine changes. This in vitro study focusses primarily on five resins which are
usually processed intraorally and remain in the oral cavity long-term.

Methods We tested the elution of monomers from specimens (7.5mmx 1.5mm) immersed in artificial saliva at body
temperature (37°C) for 30min to 5 weeks. The used method is in accordance with DIN EN ISO 10993-13. The five
tested materials were BrackFix® (Voco GmbH, Cuxhaven, Germany), Triad®Gel (DeguDent GmbH, Hanau, Germany),
and Transbond™ XT, LR and Plus (3M Unitek, Monrovia, CA, USA). All aliquots were analyzed using high performance
liquid chromatography (HPLC). Data were statistically analyzed.

Results All five analyzed materials eluted substances over a period of 5 weeks. Identified substances included bisphenol A
(BPA), triethylene glycol dimethacrylate (TEGDMA) and urethane dimethacrylate (UDMA). BPA eluted from Transbond™
Plus, XT, LR and BrackFix®. The cumulated mean values after 35 days ranged from 16.04 to 64.83 ppm, depending on
the material. TEGDMA eluted with a mean of 688.61 ppm from Transbond™ LR. UDMA with a mean of 1682.00ppm
from Triad®Gel. For each material the highest concentrations of all these substances were found in the first elution period.
Other substances that were not equivocally identified or of low concentration also eluted.

Conclusion Using the described method, it is possible to qualitatively and quantitatively determine the in vitro elution of
monomers from orthodontic materials. The concentrations of the substances identified were below the current maximum
recommended intake. However, a cumulative effect and low-dose effects should be considered for both patients and dental
professionals, especially for young patients. Measures to reduce exposure patients and practitioners are suggested.

Keywords Bisphenol A-glycidyl dimethacrylate - Triethylene glycol dimethacrylate - Urethane dimethacrylate -
Adhesives - Orthodontic appliances, fixed

Untersuchung zur Freisetzung von Monomeren aus acrylhaltigen Materialien in der Kieferorthopadie
mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Zusammenfassung

Ziel Das tibergeordnete Ziel dieser Untersuchung war die qualitative und quantitative Untersuchung gebriuchlicher kie-
ferorthopédischer Materialien hinsichtlich ihrer Monomerfreisetzung. Studien haben erhebliche gesundheitliche Auswir-
kungen von Monomeren nachgewiesen, etwa ihr zytotoxisches, allergenes bzw. mutagenes Potenzial und endokrine Verin-
derungen. Diese In-vitro-Studie konzentriert sich vor allem auf 5 Kunststoffe, die in der Regel intraoral verarbeitet werden
und langfristig dort verbleiben.
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Methoden Untersucht wurde die Freisetzung von Monomeren aus Proben (7.5mmx 1.5mm), die bei Kérpertemperatur
(37°C) fiir 30min bis 5 Wochen in kiinstlichen Speichel getaucht wurden. Die dabei verwendete Methode ist konform
mit DIN EN ISO 10993-13. Die 5 getesteten Materialien waren BrackFix® (Voco GmbH, Cuxhaven), Triad®Gel (Degu-
Dent GmbH, Hanau) und Transbond™ XT, LR und Plus (3M Unitek, Monrovia/CA, USA). Alle Aliquots wurden mit
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) analysiert.

Ergebnisse Alle 5 analysierten Materialien eluierten Substanzen iiber einen Zeitraum von 5 Wochen. Zu den identifi-
zierten Substanzen gehorten Bisphenol A (BPA), Triethylenglykol-Dimethacrylat (TEGDMA) und Urethan-Dimethacrylat
(UDMA). BPA wurde aus Transbond™ Plus, XT, LR und BrackFix® eluiert. Die kumulierten Mittelwerte nach 35 Tagen
reichten je nach Material von 16,04-64,83 ppm. TEGDMA eluierte mit einem Mittelwert von 688,61 ppm aus Transbond™
LR, UDMA mit einem Mittelwert von 1682,00 ppm aus Triad®Gel. Hochstwerte im Verhiltnis von Menge zur Zeit der
freigesetzten Substanzen wurden fiir jedes Material in der initialen Periode ermittelt. Weitere, nicht identifizierte sowie
gering konzentrierte Substanzen wurden ebenfalls eluiert. Fiir jedes Material wurden die hochsten Konzentrationen all
dieser Substanzen in der ersten Elutionsperiode gefunden. Andere Substanzen, die nicht eindeutig identifiziert wurden oder
von geringer Konzentration waren, wurden ebenfalls eluiert.

Schlussfolgerung Mit der beschriebenen Methode ist es mdglich, die In-vitro-Elution von Monomeren aus kieferortho-
padischen Materialien qualitativ wie quantitativ zu bestimmen. Die Konzentrationen der identifizierten Substanzen lagen
unterhalb der derzeit empfohlenen maximalen Aufnahmemenge. Dennoch sollten eine kumulative Wirkung und Niedrig-
dosiseffekte sowohl fiir Patienten, vor allem fiir junge Patienten, als auch fiir das zahnérztliche Personal in Erwédgung
gezogen werden. MaBinahmen zur Verringerung der Exposition von Patienten und Behandelnden werden vorgeschlagen.

Schliisselworter Bisphenol-A-Glycidyl-Dimethacrylat - Triethylenglykol-Dimethacrylat - Urethan-Dimethacrylat -

Klebstoffe - Festsitzende kieferorthopidische Apparaturen

Introduction

An orthodontic treatment requires various materials for re-
movable and fixed appliances. The period of time orthodon-
tic appliances stay in the oral cavity ranges from minutes
to several years, where environmental influences affect the
materials’ durability and biodegradation. Important vari-
ables include thermal and pH value changes, enzymatic and
bacterial activity, or mechanical alteration. For example,
food, saliva, muscular activity and the stress from dimen-
sional changes cause extreme conditions for any material.

Besides different metal alloys and ceramics, various
resins with similar composition to dental fillings are fre-
quently used for multiple appliances and purposes in treat-
ments. In orthodontics, acrylic monomers are for example
found in aligners, removable appliances such as functional
appliances or removable retainers or as bonding material
between teeth and brackets or lingual retainers.

The chemical composition of dental and orthodon-
tic resins and polymers can be divided into three major
components. Namely, an organic phase, a disperse phase
with inorganic fillers determining mechanical and phys-
ical properties, and a bonding phase or coupling agent.
Characteristics like viscosity or shrinkage during polymer-
ization differ due to this composition. The organic phase
contains monomers, oligomers, initiators, inhibitors and
other additives. Main representatives of the monomers are
substances with high molecular weight for less shrinkage
like bis-GMA (bisphenol A glycidyl dimethacrylate) and

UDMA (urethane dimethacrylate) or low-molecular-weight
substances for improved flowability such as HEMA (2-
hydroxyethyl methacrylate) and TEGDMA (triethylene
glycol dimethacrylate) [2, 22, 40].

Several articles have investigated common monomers
in orthodontics. Especially BPA (bisphenol A), used as
a starter ingredient for bis-GMA or bis-EMA (ethoxylated
bisphenol A dimethacrylate), but also others like TEGDMA
and UDMA were in the focus of researchers [17, 19, 34,
36, 45, 48].

Since these polymers never reach a full degree of con-
version after photo- or self-curing polymerization, residual
and leaching monomers from methacrylate-based restora-
tive and orthodontic materials are seen as a result [5, 21,
23]. These substances have been found in different tissues
and fluids [3, 4, 35, 37, 46, 54], causing allergic [18, 28],
teratogenic [46, 49], cytotoxic [7, 12, 16, 20], mutagenic
[14, 25, 41], neurotoxic [61], endocrine effects [38, 57],
fertility disorders [29, 59] and DNA damage [47, 60] or epi-
genetic programming [44]. Furthermore, early exposure to
monomers is suspected of causing molar incisor hypomin-
eralization (MIH) and having an impact on the psychosocial
health of children [24, 32, 33].

The European Food Safety Authority (EFSA) and the
U.S. Food and Drug Administration (FDA) reacted to the
scientific findings and set limits to a maximal daily intake
of BPA in the past [13]. In 2015, the EFSA lowered the
threshold from 50 to 4 pg/kgbody weight/day. Since 2011
there has been a ban on BPA in baby bottles in the EU [8]; in
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2015 a complete ban on BPA from all food packaging was
introduced in France, while other European countries added
similar restrictions [6]. However, despite the many studies
mentioned above which found local, systemic and syner-
gistic effects of TEGDMA and UDMA, even in low doses,
no thresholds exist, yet. Discussions about health threats
and environmental issues from polymers are the reason for
restrictions and an ongoing controversy. Against this back-
ground it is also the responsibility of every orthodontist to
use and seek alternatives to minimize potentially hazardous
uptake of these substances from orthodontic materials.

In the present study we tested five frequently used acrylic
based orthodontic light-curing resins with different indica-
tions: BrackFix® (BrackFix; Voco GmbH, Cuxhaven, Ger-
many) and Transbond™ XT (Transbond™ XT; 3M Unitek,
Monrovia, CA, USA) to bond metal and ceramic brackets
to tooth surfaces, Transbond™ LR (Transbond™ LR; 3M
Unitek, Monrovia, CA, USA) for bonding fixed lingual re-
tainers, Transbond™ Plus (Transbond™ Plus; 3M Unitek,
Monrovia, CA, USA) a band adhesive and Triad®Gel (Tri-

adGel; DeguDent GmbH, Hanau, Germany) as a multipur-
pose material.

It was the aim of this in vitro investigation to study leak-
age of BPA, Bis-GMA, CQ (camphorquinone), HEMA, HQ
(hydroquinone), MMA (methyl-methacrylate), TEGDMA,
and UDMA using artificial saliva at body temperature as
elution medium, analyzed by high performance liquid chro-
matography (HPLC).

Materials and methods

The five tested orthodontic materials and their composi-
tions, instructions and test parameters are listed in Table 1.

Polyoxymethylene (POM) rings between two glass mi-
croscope slides were used to create ten identical disc-shaped
samples (7 mm diameter, 1.5 mm thick, 76.97 mm? exposed
surface area, 57.73 mm? volume) each of BrackFix®, Triad®
Gel, Transbond™ XT, Transbond™ LR and Transbond™
Plus.

Table 1 Orthodontic materials and their compositions, instructions and test parameters
Tab.1 Kieferorthopidische Materialien: Bestandteile, Anwendungshinweise und Priifparameter

Product and Composition from safety data sheets (if given: CAS No.) Polymerization Test parameters
manufacturer instructions
Triad®Gel Urethane dimethacrylate (UDMA) 30sin Light intensity/time:
DeguDent Silicon dioxide Triad® 2000 Light 1600 mW/cm? for 30s
GmbH, Pigments Curing Unit Curing light distance:
Hanau, Ger- Initiators (Dentsply Interna- 2mm
many Stabilizers tional, Mean sample weight:
York, PA, USA) 0.071g
Transbond™ Silane-treated glass Light intensity/ Light intensity/time:
Plus Glycerol 1,3-dimethacrylate (1830-78-0) time: 1600mW/cm? for 30s
3M Unitek, Citric acid dimethacrylate oligomer 1600 mW/cm? for Curing light distance:
Monrovia, Silane-treated silica (248596-91-0) 30s 1 mm
CA, USA Diphenyliodonium hexafluorophosphate (58109-40-3) Curing light dis- Mean sample weight:
tance: 0.129g
1-2mm
Transbond™ Silane-treated quartz (10042-78-6) Light intensity/ Light intensity/time
XT Bisphenol A diglycidyl ether dimethacrylate (bis-GMA) (1565-94-2) time: 1600mW/cm? for 3s
3M Unitek, Bisphenol A bis(2-hydrocyethyl ether) dimethacrylate (24448-20-2) 1600 mW/cm? for Curing light distance:
Monrovia, Silane-treated silica (68611-44-9) 3s 2mm
CA, USA Diphenyliodonium hexafluorophosphate (5810940-3) Curing light dis- Mean sample weight:
tance: 0.133g
2-3mm
Transbond™ 2-Propenoic acid, 2-methyl-, 3-(trimethoxysilyl)propyl ester, Light intensity/ Light intensity/time
LR reaction products with quartz (100402-78-6) time: 1600 mW/cm? for 10s
3M Unitek, Bisphenol A diglycidyl ether dimethacrylate (bis-GMA) (1565-94-2) 1600 mW/cm? for Curing light distance:
Monrovia, Triethylene glycol dimethacrylate (TEGDMA) (109-16-0) 10s 2mm
CA, USA Dichlorodimethylsilane reaction product with silica (68611-44-9) Curing light dis- Mean sample weight:
Ethyl-4-dimethylaminobenzoate (EDB) (10287-53-3) tance: 0.140g
Diphenyliodonium hexafluorophosphate (58109-40-3) not given
BrackFix® Bis-GMA (1565-94-2) Light intensity/ Light intensity/time:
VOCO Bis-EMA (41637-38-1) time: 1200mW/cm? for 20s
GmbH, min. 1000 mW/cm? Curing light distance:
Cuxhaven, for 20s 1 mm
Germany Curing light dis- Mean sample weight:
tance: 0.135g
1-2mm
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Table2 HPLC: setup and parameters
Tab.2 HPLC: Aufbau und Parameter

Model Manufacturer
Controller SCL-10A VP Shimadzu, Kyoto,
Japan
Pump A LC-10AD VP Shimadzu, Kyoto,
Japan
Pump B LC-10AD VP Shimadzu, Kyoto,
Japan
Diode array SPD-M10A VP Shimadzu, Kyoto,
detector Japan
Autosampler SIL-10A Shimadzu, Kyoto,
Japan
Column oven CTO-10 AS VP Shimadzu, Kyoto,
Japan
Column EC 125/2 Nucleosil Macherey-Nagel,
100-5 C18 Nautilus Diiren, Germany
Degasser Degasys DG-1210 UniFlows, Tokyo,
Japan
Software Class VP 4.7 Shimadzu, Kyoto,
Japan
Settings Mobile phase C2H3N 90%, aqua
dest. 10%
Detection 200-340nm
Flowspeed 0.25 mL/min

HPLC high pressure liquid chromatography

Every material was light-cured with a LED light-curing
unit (VALO CO 1516 LED, Ultradent Products Inc., South
Jordan, UT, USA), following the instructions provided by
the manufacturers regarding light intensity, wavelength
and polymerization time. Individually manufactured poly-
merization-stands for each material were used to keep the
recommended distance from sample to curing light. The
light unit was routinely tested by a photometer (Bluephase®
Meter II; Ivoclar Vivadent AG, Schaan, Liechtenstein), the
mean output was 1188 mW/cm? (1200 mW/cm? mode) and
1604 mW/cm? (1600mW/cm? mode), measured through
a microscope slide.

Table 3 Monomers used in calibration standards
Tab. 3 Fiir die Kalibrierungsstandards verwendete Monomere

Each sample was weighed and afterwards immersed in
new glass sample vials with tetrafluoroethylene-lined caps
(20mL, GL 18, Duran®, Schott AG, Mainz, Germany) to
prevent contamination, containing 1.5mL artificial saliva
type Fusayama/Meyer (Pickering Laboratories, Inc., Moun-
tain View, CA, USA). The POM ring was attached to a ny-
lon string (diameter 0.16 mm, folia, Max Bringmann KG,
Wendelstein, Germany) allowing the tested materials to
move freely in the medium. The glass tubes were placed
on an individually manufactured circular tube tray, rotating
at 60rpm by a shaker (3D Sunflower Mini Shaker, BioSan,
Riga, Latvia) in an incubator (Heraeus, Hanau, Germany)
at +37°C, simulating intraoral conditions.

In accordance with DIN EN ISO 10993-13, specimens of
1mL of the test tubes (artificial saliva, POM ring, sample,
nylon string) and a control tube (artificial saliva, POM ring,
nylon string) were collected 30 min, 3h, 6h, 24h, 48h, 72h,
7 days, 14 days, 21 days, 28 days and 35 days after immer-
sion (t1-t11). Each time, 1 mL of fresh artificial saliva was
added to the glass tubes afterwards.

The specimens were stored at +4°C in HPLC vials to
prevent contamination or reactions with monomers or other
substances. In addition, the experiments were performed in
a laboratory protected from UV light. All aliquots were ana-
lyzed by high performance liquid chromatography (HPLC).
The setup and settings are listed in Table 2. The monomers
and calibration standards in methanol are summarized in
Table 3. The detection of the monomers in the specimens
was based on the retention time and the spectrum given by
the calibration standards and the quantification by the area
under the curve (AUC) of each sample and standard. Four
monomer-standards were analyzed during each HPLC run.
One in artificial saliva and another one in distilled water,
each before and after measuring the specimen to identify
possible differences in the retention time and peak appear-
ance. To minimize error sources, all procedures and an in-
dividual control of every chromatogram were performed
by the same investigator (first author), including baseline

Substance Abbreviation CAS No. Manufacturer
Hydroquinone HQ 123-31-9 Sigma-Aldrich®
2-Hydroxyethyl methacrylate HEMA 868-77-9 Sigma-Aldrich®
Methyl methacrylate MMA 80-62-6 Sigma-Aldrich?*
Camphorquinone CcQ 10373-78-1 Sigma-Aldrich®
Triethylene glycol dimethacrylate TEGDMA 109-16-0 Sigma-Aldrich®
Bisphenol A BPA 80-05-7 Sigma-Aldrich®
(2,2-Bis(4-hydroxyphenyl)propane,

4,4’ -isopropylidenediphenol)

Diurethane dimethacrylate UDMA 72869-86-4 Sigma-Aldrich*
Bisphenol A glycerolate dimethacrylate Bis-GMA 1565-94-2 Merz Dental®

4Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
®Merz Dental GmbH, Liitjenburg, Germany
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adaptions, the identification of split peaks, fronting, tailing
or other deviations in the chromatograms.

The obtained data for the BPA release from four ma-
terials was analyzed with a two-way analysis of variance
(ANOVA) to evaluate the impact of time and different ma-
terials on the elution process. The p value of the interaction
analysis has to be considered as exploratory due to the na-
ture of the evaluation.

The following software were used for data processing
and visualization: Class VP 4.7 (Shimadzu, Kyoto, Japan),
Excel® for Mac 16.23 (Microsoft, Redmond, WA, USA),
SPSS® Statistics 26 (IBM, Armonk, NY, USA) and Orig-
inPro 2019 (OriginLab, Northampton, MA, USA).

Results

The final chromatograms made an analysis of the standards,
control group and specimens possible (Fig. 1). All five
materials released monomers and other not uniquely identi-
fiable substances (Table 4). Samples with a 76.97 mm? sur-
face area and 57.73 mm?® volume were immersed in 1.5mL.
The mean weight of the samples was 0.071 g (Triad® Gel),
0.129¢g (Transbond™ Plus), 0.133g (Transbond™ XT),
0.14g (Transbond™ LR) and 0.135g (BrackFix®). The
minimum detection threshold for the identification and
quantification of peaks in the chromatograms was set to the
area under curve (AUC) value of 100,000 in ClassVP 4.7.

It was possible to identify and quantify BPA, UDMA and
TEGDMA by their retention time and spectrum (Table 4,
Figs. 2, 3, 4, 5, 6 and 7). Other peaks were found, either
below the threshold or not matching with monomers used
in the standards for calibration.

Triad®Gel eluted UDMA with a cumulative mean of
1682.00+262.07 ppm after 35 days (t0—t11). It is the high-
est cumulative mean of a substance detected in the study.

@ Springer

The highest elution occurred between t3 and t4 (624 h after
immersion) with a mean of 229.41 ppm, while the lowest
value was observed between 28 and 35 days (t10-t11) with
a mean of 99.54ppm (Fig. 2). No significant amounts of
other unknown peaks were found in the chromatograms.

Transbond™ Plus eluted BPA and two not uniquely iden-
tified substances. A cumulative mean of 14.44+1.84ppm
BPA after 35 days was detected. A maximum peak with
a mean of 9.37ppm at tl (after 30min) and a minimum
mean of 0.73ppm at t11 (Fig. 3). The unidentified peaks
showed retention times similar to the retention times in our
standards of hydroquinone and camphorquinone. Both, just
as BPA, are not mentioned in the safety data sheets provided
by the manufacturer.

Transbond™ XT eluted a cumulative mean of
64.83+5.58ppm BPA after 35 days, a maximum mean
of 9.37ppm at t4, a minimum (3.91ppm) at tl (Fig. 4). It
is the highest cumulative mean of BPA from all the tested
materials. Smaller peaks of bis-GMA below the threshold
were also identified.

Transbond™ LR eluted TEGDMA and BPA. TEGDMA
eluted the second highest cumulative mean of the study
with 688.61+185.40ppm after 35 days, an elution maxi-
mum with a mean of 208.87 after 30 min (t1) and a mini-
mum of 8.32ppm at t11 (Fig. 5). The cumulative mean of
BPA was 18.46+9.49 ppm after the 35 days, the maximum
elution was measured at t1 with 2.45ppm and a minimum
of 1.09ppm at t10 (Fig. 6).

BrackFix® eluted 19.44+1.91ppm of BPA in 35 days.
The maximum mean was at t4 with 2.74 ppm, the minimum
at t2 was 1.38ppm (Fig. 7). Smaller peaks of bis-GMA
under the set threshold were also identified.

For every tested material and identified substance, the
average amount of the eluted substances in ppm per hour
showed a maximum for the values of t1 (0—30min) and
a minimum at t11 (28-35days interval; Figs. 8, 9 and 10).
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Fig.2 Cumulated quantity of eluted urethane dimethacrylate (UDMA
[ug]) from 1 g Triad®Gel. The red line indicates the progression of the
mean values; the blue line of the median values of each measurement
point from t0-t11. JIQR interquartile range

Abb. 2 Kumulierte Menge von eluiertem UDMA (Urethan-Dimetha-
crylat [ug]) aus 1g Triad®Gel. Die rote Kurve stellt die Entwicklung
der errechneten Mittelwerte dar, die blaue Kurve die der Mediane iiber
den Untersuchungszeitraum (t0-t11). /QR Interquartilbereich

BPA (cumulated)
Transbond™ Plus
25

[ 125%~75%

T Range within 1.5|QR
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Fig.3 Cumulated quantity of eluted bisphenol A (BPA; [ug]) from 1 g
Transbond™ Plus. The red line indicates the progression of the mean
values from tO-t11; the blue line of the median. /QR interquartile range
Abb. 3 Kumulierte Menge von eluiertem BPA (Bisphenol A; [ug]) aus
1g Transbond™ Plus. Die rote Kurve stellt die Entwicklung der er-
rechneten Mittelwerte iiber den Untersuchungszeitraum (t0-t11) dar,
die blaue Kurve die der Mediane. IQR Interquartilbereich

@ Springer

B.J. Kux et al.
BPA (cumulated)
™ [ 125%~75%
Transbond™ XT T Range within 1.51QR
90 Median Line
2 Mean
80 4 + Outliers

ug / 1g material

T T T T T
t1 2 t3 t4 t5 6 t7 8 9 t10 t11
elution period

Fig.4 Cumulated quantity of eluted bisphenol A (BPA; [ug]) from 1 g
Transbond™ XT. The red line indicates the progression of the mean
values from tO-t11; the blue line of the median. IQR interquartile range
Abb.4 Kumulierte Menge von eluiertem BPA [ug] aus 1g Trans-
bond™ XT. Die rote Kurve stellt die Entwicklung der errechneten

Mittelwerte iiber den Untersuchungszeitraum (t0—t11) dar, die blaue
Kurve die der Mediane. IQR Interquartilbereich
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Fig.5 Cumulated quantity of eluted triethylene glycol dimethacrylate
(TEGDMA; [ug]) from 1g Transbond™ LR. The red line indicates
the progression of the mean values from t0-t11; the blue line of the
median. /QR interquartile range

Abb.5 Kumulierte Menge von eluiertem TEGDMA (Triethylengly-
kol-Dimethacrylat; [ug]) aus 1 g Transbond™ LR. Die rote Kurve stellt
die Entwicklung der errechneten Mittelwerte tiber den Untersuchungs-
zeitraum (t0—t11) dar, die blaue Kurve die der Mediane. IQR Interquar-
tilbereich
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BPA (cumulated) [ J25%-75% For BPA the time-dependent curves (Fig. 8) of the four
o~ o . . . .
Transbond™ LR T Range within 1.51QR materials were different (interaction p value from 2-way
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Fig.6 Cumulated quantity of eluted bisphenol A (BPA; [ug]) from 1 g
Transbond™ LR. The red line represents the progression of the mean
values from tO-t11, the blue line of the median. IQR interquartile range
Abb.6 Kumulierte Menge von eluiertem BPA (Bisphenol A; [ug]) aus
1 g Transbond™ LR. Die rote Kurve stellt die Entwicklung der errech-
neten Mittelwerte iiber den Untersuchungszeitraum (t0-t11) dar, die
blaue Kurve die der Mediane. IQR Interquartilbereich
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Fig.7 Cumulated quantity of eluted bisphenol A (BPA; [ug]) from 1 g
BrackFix®. The red line represents the progression of the mean values
from tO—t11, the blue line of the median. /QR interquartile range
Abb.7 Kumulierte Menge von eluiertem BPA (Bisphenol A; [ug]) aus
1 g BrackFix®. Die rote Kurve stellt die Entwicklung der errechneten
Mittelwerte iiber den Untersuchungszeitraum (t0-t11) dar, die blaue
Kurve die der Mediane. /QR Interquartilbereich

LR and BrackFix® showed very similar low elusion rates
(maximum cumulated mean elusion after 35days (t11)
from 14.44ppm to 19.44ppm, see above), Transbond™
XT showed a substantially higher elusion (64.83 ppm). The
cumulated elution of BPA from Transbond™ XT after
35days (t11) was approximately four times higher than
from the other three materials.

Discussion

This HPLC study identified and quantified the release of
three monomers (BPA, UDMA and TEGDMA) from five
different orthodontic materials (BrackFix®, Triad® Gel,
Transbond™ XT, Transbond™ LR, Transbond™ Plus)
eluted in artificial saliva over 5 weeks.

Various substances listed in the safety data sheets (SDS)
and also not uniquely identified or not mentioned eluted
substances have been detected. Every identified substance,
besides BPA leaching from Transbond™ Plus, is listed in
the SDS of the tested materials. The eluted and detected
BPA, (or possible BPA derivatives as persecutors of bis-
GMA and bis-EMA), is possibly a degradation product of
larger substances, or its match in composition is too small
to be mentioned in the SDS [27, 30]. Other studies also
found substances not mentioned in the SDS [1]. Monomers
of smaller molecular weight, such as TEGDMA or BPA
are more likely and faster to leach from dental materials
than monomers of higher molecular weight (e.g., bis-GMA,
Figs. 8, 9 and 10; [52]). In addition, smaller peaks below
the threshold with the same retention time as bis-GMA
appeared in the chromatograms of Transbond™ Plus and
BrackFix® aliquots.

Other substances were released but could not be iden-
tified. The identity of those can be assumed by compar-
ing their characteristics in the chromatograms with other
monomers used in the analyzed standards. For Transbond™
Plus, besides low concentrations of BPA, two unidentified
peaks can be seen. The characteristics of the peaks do show
a similar, but not the exact and constant retention time as
hydroquinone (HQ) and camphorquinone (CQ) used in the
standards. Furthermore, the spectrum of the peaks differs
as well to HQ and CQ. The additional substances (HQ
and CQ) and others in the standards are often found in
orthodontic and dental resins. They are for example used
as photoinitiators, inhibitors and stabilizers or as residues
of the raw materials. Even if not mentioned in the SDS, es-
pecially gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS)
studies have shown a release of CQ [1, 39, 50]. The SDS of
Transbond™ Plus gives information about two substances
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Fig.8 Comparison of the cu- 70
mulated quantities of eluted
bisphenol A (BPA, [ug]) from
1g Transbond™ Plus, Trans-
bond™ XT, Transbond™ LR,
BrackFix® over 35 days

Abb. 8 Gegeniiberstellung der
kumulierten Mengen von eluier-
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(glycerol 1,3-dimethacrylate, diphenyliodonium hexafluo-
rophosphate) not used in the standard. The two substances
are suspected of causing the unidentified peaks in the chro-
matograms of Transbond™ Plus aliquots.

Comparing the materials and the measured amounts of
the identified substances to each other, Triad®Gel eluted the
most with a mean of 1682ppm of UDMA after 35 days.

@ Springer

time [d]

Followed by Transbond™ LR with a cumulative mean of
688.61 ppm TEGDMA. For both substances, there are no
limits published for a maximum daily intake by authorities.

BPA was found to eluate from four materials. The high-
est cumulative mean showed Transbond™ XT (64.83 ppm)
after 35 days, followed by BrackFix® (19.44 ppm), Trans-
bond™ LR (18.46 ppm) and Transbond™ Plus (14.44 ppm).
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Focusing on the elution process of BPA over time, three
materials (Transbond™ LR, Transbond™ Plus, BrackFix®)
showed similar characteristics in the graph. Only Trans-
bond™ XT showed a major deviation compared to the oth-
ers with higher concentrations and an extended elution pro-
cess (Fig. 8). The already mentioned degradation process
of larger molecular structures with time, different compo-
sitions of the materials or the unlikely case of another un-
known substance with similar characteristics in the HPLC
chromatogram leading to a larger peak with the retention
time of BPA could explain this observation.

When it comes to the range of indications of the ma-
terials, both Transbond™ XT and BrackFix® are used
for bracket bonding. Based on the results of our study
BrackFix® should be preferred, provided that other mate-
rial characteristics like sufficient tensile and shear strength
are similar.

Comparing the results with other studies, it is important
to point out the different approaches, which make com-
parisons difficult. The elution of material samples in artifi-
cial saliva at +37 °C aims at simulating intraoral conditions.
However, the experimental setup still does not include pos-
sible impacts of bacterial and salivary enzymes in the hu-
man oral flora, pH and thermal changes [30]. Kloukos et al.
[26] compared other studies in the field of interest, with
the result that most authors used different methods. Differ-
ent analyzing methods like liquid chromatography coupled
with mass spectrometry (LC/MS) or gas chromatography
(GC) coupled with MS show major differences in the re-
sults of the studies. Different elution media, such as water,
ethanol or combinations are common. Ethanol is known to
accelerate the aging of polymers [10], but it is questionable
whether ethanol creates a comparable aging process as if
the materials are immersed in saliva. Regarding the period
of elution, we tried to create realistic conditions by expand-
ing our study to a time period of Sweeks to extend the test
period. The size, surface and weight of the specimens in
perspective with the immersion medium and the time of
elution are also factors that have to be taken into consider-
ation when comparing different studies. In vivo, microfrac-
tures at the peripheral margins of orthodontic brackets and
bands or within adhesives and a lower degree of conversion
of the resins under brackets and bands could be another
source of higher leakage of monomers. On the other side,
the exposed surface of the resins to the oral cavity is most
likely smaller than in our study, since resins for bracket
bonding (BrackFix®, Trandbond™ XT) or cementing bands
(Transbond™ Plus) are mostly covered by enamel, bands
or bracket bases [10]. According to a review by Van Lan-
duyt et al. the release of monomers depends on the exposed
surface of samples, but there is no significant correlation
with the volume [53].

Thus, it is difficult to determine the actual time of expo-
sure, quantity, volume and surface area of the different ma-
terials used in vivo. Different numbers of teeth per patient,
various appliances, the modification of these, the process
of band or bracket bonding, re- and debonding or the re-
moval of excess material are just a few potential variables.
It is reasonable to conclude that the tested amount of the
different materials in this study are far lower than the actual
amount emerging during orthodontic treatment.

In general, we confirm the statement of most HPLC stud-
ies testing Transbond™ XT leakage of BPA [43, 51]. Only
Malkiewicz et al. diverged from our study stating that there
is no release of BPA from Transbond™ XT [30]. GC/MS
studies support overall the results with the elution of BPA
from Transbond™ XT [11, 27]. In addition, Transbond™
LR also eluted TEGDMA in our setup which is the first
HPLC study showing that effect [39].

The applied method is an in vitro model attempting to
replicate oral conditions based on the recommendations for
a standardization by Kloukos et al. [26]. In combination
with HPLC, this is a valid and simple method to identify
and quantify different monomers released from orthodontic
resins [51]. However, HPLC coupled with a mass spec-
trometry (MS) or a pre-analytical purification of aliquots
might have identified further substances [31, 42]. However,
adding more substances to the standards also expands the
possibility to identify additional substances with the exist-
ing method. We analyzed new and previously tested mate-
rials with this method and compared our results with other
studies [26].

Deviations in the appearance of the peaks in the chro-
matograms were found, resulting in variances of the area
under the curve values and the relating calculated concen-
tration of leached monomers in the aliquots. These anoma-
lies might be the result of a pollution of the HPLC columns
after several analytical runs, leading to split peaks, peak
covering, fronting, broadening or tailing [58].

Possible disturbing factors which lead to the pollution of
the columns are different ingredients of the artificial saliva
like salts, unintentionally added smaller particles from the
used materials or laboratory devices in the aliquots or debris
from HPLC tubes. Major improvements in the appearance
of the peaks in the chromatogram, such as less fronting or
tailing and less split peaks or other signs for column pol-
lution were achieved by the replacement of pre- and main
columns during our research. In this study, the precolumns
have been replaced three times, the main column once. For
perfect conditions, the HPLC columns should be replaced,
calibrated with standards and the system rinsed and purged
regularly. Aliquots can be purified for even better condi-
tions.

Additional disturbing factors which may lead to a wider
spread of the results should be discussed and eliminated.
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For example, to prevent thermal changes, placing the HPLC
in a room with a constant room temperature is recom-
mended. In addition, reactions between the substances in
the aliquots, due to ambient light or a different degree of
conversation in the polymerization step as a result of dif-
ferences in the curing light system, distance and time are
possible [51].

To minimize sources of error, we standardized the pro-
cess inter alia by using just one fully charged light-emitting
diode device (LED) for every material, which is common
in daily dental work and superior to a halogen light-curing
unit [43]. Custom-made polymerization stands to keep the
same distance were used. The experiments were performed
in a laboratory protected from direct UV light. The time be-
tween pipetting aliquots and HPLC run was held constant
throughout the study.

Regarding the medical point of view and potential health
threats, the in vitro detected concentrations of BPA from
the different materials in the aliquots of artificial saliva re-
mained all below the threshold of 4 ug/kgbody weight/day
set by the EFSA in 2015 [8].

As a general premise it is important to minimize the
exposure to any monomers. Any sources like food, packag-
ing, daily polymers, paints, coatings, electric components
and especially medical devices and appliances should be
seen as part of the bigger picture [27]. Another reason for
a potential higher exposure to monomers while undergo-
ing orthodontic treatment is that volatile substances are not
measured by this method. Possibilities of systematic intake
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other than through the oral environment include the respi-
ratory and gastrointestinal tract or by physical contact [21].
Several in vitro and in vivo studies confirm our results that
the concentrations of the eluted substance BPA are highest
right after placement in the oral cavity or during the initial
elution period [15, 37, 39]. In our study, every material and
eluted substance showed the same effect: the highest con-
centrations were measured in the first period after bonding
and the amount of eluted substances decreased with time
(Figs. 8,9 and 10). Thus, according to the eluted concentra-
tions, a crucial period of time are the first 6 h (t0-t3) for sub-
stances with a low-molecular weight (BPA and TEGDMA,
Figs. 8 and 10) and 72h (t0-t6) for substances with a high-
molecular weight (UDMA, Fig. 9). The lowest concentra-
tions for every material were measured in the last period
(t11). These characteristics are of major importance for the
management of exposure during and right after the bonding
and debonding process.

Teenagers are the major recipients of orthodontic treat-
ment. This age is characterized by growth with several hor-
monal changes where endocrine-active substances like BPA
might have an impact on development [27].

On the other hand, long-term effects for dental profes-
sionals should also be closely monitored to reduce potential
harmful effects to their health. Further attempts to reduce
monomer leakage and exposure to patients and dental pro-
fessionals should be made. Common recommendations sug-
gest dental dams while bonding, which is not practicable or
can only be performed at disproportionate expense. Another



Originalpublikation

70

Elution study of acrylic monomers from orthodontic materials using high performance liquid chromatography (HPLC) 45

suggestion is removing any excess adhesive before curing,
generally to minimize the amount of material. The distance
from material to the light-cure tip should be minimized to
reach the highest degree of conversion as possible. The use
of spray water and rinsing of the patients’ oral cavity multi-
ple times with warm water after bonding and debonding is
advisable. Also, suction devices should always be used to
minimize aerosol while bonding and debonding. The use of
alternative materials not containing any leaking monomers
linked to health hazards, equipment for self-protection such
as glasses, gloves and face masks are indicated [9, 26, 27].
In addition to existing regulations and recommendations,
thresholds for other substances such as TEGDMA and
UDMA should be considered by authorities. The impact of
cumulative or low-dose effects over a long period should
not be underestimated and should be taken into considera-
tion [55, 56]. This will be of benefit for health providers,
patients and the environment exposed to monomers.
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