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1 Uvod

K rekonstrukei tvrdych zubnich tkani poSkozenych kazem ¢i traumatem se v zubnim
I1€katstvi pouzivaji materidly, které musi splitovat fadu kritérii. Z funkéniho hlediska jsou
podstatné zejména jejich fyzikdlni a mechanické vlastnosti, které by se mély blizit
vlastnostem nahrazovanych tkani, a dlouhodobd odolnost vii¢i narocnym podminkdm
v dutiné ustni, kterd je n€kterymi autory povazovana za nejagresivnéjsi prostiedi v lidském
téle (Sakaguchi et al., 2019). Vyznamny je i esteticky vzhled téchto materialti (Anusavice &
Phillips, 2003), ale zdsadni podminkou je jejich biokompatibilita. Miniméalni pozadavky pro
pouziti dentalnich rekonstrukénich materialii v lidském organismu stanovuji mezinarodni
normy fady ISO 10993 (Biological evaluation of medical devices) a ISO 7405 (Dentistry —
Evaluation of biocompatibility of medical devices used in dentistry), které zahrnuji testovani
cytotoxicity, systémové toxicity, genotoxicity, karcinogenity, drazdivosti, oddalené
precitlivélosti a biodegradace. Ukazuje se vSak, Ze 1 materidly vyhovujici témto normam
mohou byt pro pacienta, personal zubni ordinace nebo zivotni prostiedi rizikové.
V poslednich letech se objevuji publikace upozoriiujici na mozna zdravotni rizika souvisejici
s polymernimi materidly pouzivanymi v zubnim lékafstvi, zejména dentalnimi kompozity.
V literatufe se zmifluje uvoliiovani volnych monomert, inicidtorti a inhibitori polymerace
a dalSich latek, které mohou mit alergenni, cytotoxické a genotoxické ti€inky (Van Landuyt
et al., 2011). Zvlast’ intenzivné je v soucasnosti diskutovéana eluce bisfenolu A (BPA), ktery
je strukturni jednotkou nékterych monomert obsazenych v dentalnich kompozitech a dalsich

polymernich materidlech pro pouziti v zubnim lékaftstvi.

1.1 Bisfenol A (BPA)

BPA (2,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan) je chemicka latka tvofena dvéma fenolickymi kruhy,
které jsou spojeny uhlikem s dvéma methylovymi skupinami (Obr. 1). Jeho syntéza
vychézejici z kondenzace acetonu a fenolu byla poprvé popsana v roce 1891 A. P. Dianinem.

Jedna se o krystalickou latku o molarni hmotnosti 228,29 g/mol s bodem varu okolo 250 °C,

HO OH

Obr. 1: Struktura bisfenolu A (BPA).



ktera je dobfe rozpustna v organickych rozpoustédlech a omezené ve vodé (0,3 g/1). BPA se
Siroce vyuziva zejména v potravinaiském primyslu (Vandenberg et al., 2009). Je zdkladnim
stavebnim kamenem polykarbonatli, z nichz se vyrdbéji plastové lahve a nadoby na
potraviny, a vychozi slozkou pfi vyrobé epoxidovych pryskyfic, které chrani vnitini povrch
plechovych nadob pted korozi. BPA miize byt obsazen i v polyvinylchloridovych obalovych
foliich. Vyuziva se také v syntéze zpomalovact hoteni a pii vyrobé termopapiru, stavebnich

materialt i n€kterych zdravotnickych prosttedka (Geens et al., 2012).

1.1.1 Uéinky BPA na lidsky organismus

Diky své aromatické struktuie s hydroxylovou skupinou v para-poloze a methylovym
skupindm na druhém uhliku propanu je BPA schopen vézat se na estrogenni a nékteré¢ dalsi
hormonalni receptory (Kitamura et al., 2005). Estrogenni u¢inky BPA byly popsany
Doddsem jiz ve 30. letech 20. stoleti, kdy se dokonce uvazovalo o vyuziti BPA jako
syntetického estrogenu. Tehdejsi studie ale ukdzaly, ze afinita BPA k nuklearnim
estrogennim receptorim ERa a ER je asi 10 000x niz§i nez u estradiolu, a proto byl zvolen
ucinngjsi diethylstilbestrol (Vogel, 2009). Pozd¢;jsi in vitro studie ukazaly, ze BPA muze se
srovnatelnou ucinnosti jako estradiol aktivovat jiné typy receptorli, napt. membranové
estrogenni receptory (mER) a transmembranové estrogenni receptory spfazené s G-proteiny
(GPR30) (Rochester, 2013). Vysoka afinita BPA byla prokazana také k estrogen-related
receptoru gamma (ERRY), jehoz exprese je vyznamna zejména v placenté a pti vyvoji mozku
nebo plic (Okada et al., 2008). BPA by tudiZ nemél byt povazovan za slaby xenoestrogen,
coz potvrzuji také in vivo studie na zvifatech, které prokazaly orgdnové specifické estrogenni

ucinky BPA (Rochester, 2013).

Kromé estrogenniho tc¢inku se BPA muize véazat i na androgenni receptory, ¢imz miize
blokovat plisobeni ptirozenych androgenti. Pfi vazbé na receptory thyroidnich hormont se
vSak BPA miiZze chovat jako agonista i antagonista (Wetherill et al., 2007). Ovlivnénim
intracelularni aktivity aromatazy mize BPA pfispivat k lipogenezi a diferenciaci fibroblastt
v adipocyty, proto byva povazovan za obezogen (Alonso-Magdalena et al., 2006). BPA
mize také ovliviiovat bunéfnou signalizaci a funkci centrdlniho nervového systému,
imunitniho systému, pankreatu a jinych tkani (Wetherill et al., 2007). V dtsledku uvedenych
interakci byla expozice BPA asociovéana s poruchami reprodukéniho systému u muzi (napf.
se snizenym poctem a kvalitou spermii, karcinomem prostaty) i Zen (napf. s neplodnosti,

potraty, mimodéloznim téhotenstvim, syndromem polycystickych ovarii). BPA je spojovan
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1 s vyvojovymi vadami, metabolickymi poruchami (napft. inzulinovou rezistenci) a dal§imi

patologickymi stavy (Rochester, 2013).

Hodnoceni uc¢inktit BPA je komplikovano tim, Ze zavislost jeho Uc¢inku na davce neni
monoténni (Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Vandenberg et al., 2012). To znamena, ze
ucinek BPA se muze s rostouci davkou nejprve zvySovat a nasledné klesat, nebo se naopak
klesajici u¢inek BPA muze od urcité davky zvysovat (Obr. 2). To mtze byt zpisobeno napf.
down-regulaci receptorii pii vysokych davkach nebo muize jit o vysledek dvou ¢i vice
protichtidnych drah U¢inku (Vandenberg et al., 2009). Nemonoténni zavislost ¢inku na
davce a moznost akumulace BPA v tukové tkani (Diamanti-Kandarakis et al., 2009;
Vandenberg et al., 2009) vede k obavam z nezaddoucich uc¢inkt BPA 1 pii nizkych davkach
(low-dose effect) (Teeguarden & Hanson-Drury, 2013). Pisobeni BPA muze byt dale
ovlivnéno jinymi endokrinnimi disruptory (Kortenkamp, 2007), které jsou definovany jako
»exogenni latky, které¢ zasahuji do produkce, uvoliiovani, transportu, vazby, G¢inku nebo
eliminace té€lu vlastnich hormond zodpovédnych za udrzovani homeostdzy, regulaci
vyvojovych procesti a/nebo chovani“ (Kavlock et al., 1996). S ohledem na tyto faktory je
proto sporné, zda lze urcitou davku BPA prohlésit za bezpecnou. To dokresluje i fakt, ze
tolerovatelné davky latek (tolerable daily intake; TDI) jsou obvykle stanovovany na zakladé¢
NOAEL (no-observed-adverse-effect level), ale u BPA musela byt vyuzita hodnota LOAEL
(lowest-observable-adverse-effect level), protoze nezddouci ucinky se vyskytly i pfi

nejnizsich testovanych davkéach (Rochester, 2013; Welshons et al., 2003).

A A
A B

Uéinek

> >

Davka

Obr. 2: Nemonotoénni zavislost u¢inku BPA na davce.
Upraveno dle Opinion on the impact of non-monotonic dose responses on EFSA's
human health risk assessments (EFSA Scientific Committee, 2021).



1.1.2 Regulace pouziti BPA

Z divodu moznych nezddoucich U¢inkti na lidské zdravi je pouziti BPA regulovano.
V Evropské unii byl v roce 2011 vydan zékaz pouZzivani BPA pfi vyrobé polykarbonatovych
kojeneckych lahvi, ktery byl nafizenim Evropské komise 2018/213 rozsifen na plastové
lahve a obaly potravin uréenych pro déti. Timto nafizenim byl také pro vSechny materialy,
které ptichdzeji do kontaktu s potravinami, stanoven specificky migracni limit (specific
migration limit; SML) 0,05 mg/kg, coz znamend, ze se z obalového materidlu nesmi do
kilogramu potraviny uvolnit vice nez 0,05 mg BPA. Jednou z nejnovéjsich zmén je regulace
pouzivani BPA pfi vyrob¢ termopapiru — podle XVII. dodatku k natfizeni Evropské komise
1907/2006 nesmi od ledna 2020 termopapir obsahovat vice nez 0,02 hmotn. % BPA. Nad
ramec téchto omezeni plati v nékterych zemich dalsi opatieni, jejichz cilem je dale snizit

expozici BPA.

BPA byl v roce 2017 Evropskou agenturou pro chemické latky (European Chemicals
Agency; ECHA) zatfazen mezi latky vzbuzujici mimotadné obavy (substances of very high
concern). Podle smérnice REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction
of Chemicals) ECHA nyni hodnoti u¢inky BPA, a na zéklad¢ ziskanych vysledkli bude
pouziti BPA autorizovano nebo naopak dale omezovano. Vliv BPA na lidsky organismus
posuzuje i Evropsky tfad pro bezpecnost potravin (European Food Safety Authority; EFSA),
protoze BPA se bézn¢€ vyskytuje v materidlech uréenych pro styk s potravinami (food contact
materials). Podle odhadu EFSA je denni expozice BPA az 1,4 ng/kg t€lesné hmotnosti, coz
je méné nez soucasna hodnota TDI, kterd byla v roce 2015 timto ufadem sniZena z 50 pg/kg
télesné hmotnosti na 4 pg/kg t€lesné hmotnosti (EFSA Panel on Food Contact Materials,

Enzymes, Flavourings and Processing, Aids, 2015).

V nejblizsi dobé se vSak ocekava nové stanovisko EFSA k BPA, kterym by hodnota TDI
mohla byt snizena na 0,04 ng/kg télesné hmotnosti, tedy az 100 000x (EFSA Panel on Food
Contact Materials, Enzymes and Processing Aids, 2021). Podkladem pro toto vyrazné
snizeni je studie, v niZ gestacni a perinatalni expozice BPA zpusobila nartist Th17 lymfocytt
u mlad’at mysi (Luo et al., 2016). Hrani¢ni denni davkou (benchmark dose level; BMDL2o)
bylo 0,06 pg/kg télesné hmotnosti, coz pro clovéka odpovida ekvivalentni davce (human
equivalent dose) 0,93 ng/kg te€lesné hmotnosti (Luo et al., 2016). Pti vypoctu navrhovaného
TDI byl pouzit bezpeCnostni faktor 25, kterym byly zohlednény mezidruhové

toxikodynamické rozdily (faktor 2,5) a inter-individudlni variabilita v toxikokinetice a
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toxikodynamice u lidi (faktor 10) (EFSA Panel on Food Contact Materials, Enzymes and
Processing Aids, 2021). Pokud bude tento snizeny limit TDI pfijat, bude o n¢kolik fadt nizsi
nez béznéa denni expozice BPA odhadnutd EFSA v roce 2015. To by znamenalo, Ze BPA

predstavuje zdravotni riziko ve vSech vékovych kategoriich.

1.1.3 Analogy BPA

Regulace pouziti BPA vedla k pouzivani jeho analogli oznacovanych jako alternativni
bisfenoly. Tyto analogy maji dva fenolické kruhy obdobné jako BPA, ale 1isi se substituenty
nebo casti molekuly, ktera oba kruhy spojuje (Rochester & Bolden, 2015). Nejcastéji se
pouziva bisfenol S (BPS), ktery miize byt obsazen v Cisticich prostfedich nebo ,,BPA-
free” termopapiru, a bisfenol F (BPF), ktery se bézn¢ pouziva v ochrannych epoxidovych
lacich (Geens et al., 2012; Rochester & Bolden, 2015). Pouziva se i bisfenol AF (BPAF),
napi. v polymerech pro vyrobu elektronickych zatizenich a optickych vldknech (LaFleur &

Schug, 2011). Struktury uvedenych analogi BPA jsou uvedeny v Obr. 3.

HO OH HO OH HO OH
I
S
I

o] F3C CF,3
Bisfenol S Bisfenol F Bisfenol AF
Obr. 3: Strukturni analogy BPA.

Toxicita téchto latek je dosud malo prozkoumana, ale podle nékterych studii mohou byt
jejich endokrinné disruptivni Gcinky stejné ¢i vyraznéjsi nez u BPA (Eladak et al., 2015;
Rochester & Bolden, 2015; Yang et al., 2012). Proto se substituce BPA jeho analogy
oznacuje jako politovanihodnéd (regrettable substitution) a experty je vyzadovana jejich
regulace, ktera zatim neni tak pfisna jako v pfipadé¢ BPA. ECHA na tento stav zareagovala
v dubnu 2022 doporucenim, aby mezi latky vzbuzujici mimotfadné obavy bylo zatazeno
celkem 34 bisfenolti, coz v rdmci smérnice REACH piedstavuje prvni krok pro pfipadna
omezeni jejich pouziti. Dalsi posun pfedstavuje némecky navrh spole¢né regulace vSech
bisfenolti podany v fijnu 2022. Pokud ho ECHA schvali, bude povolena koncentrace
bisfenolll ve vSech produktech vyrobenych ¢i importovanych do Evropské unie omezena na

0,02 hmotn. %.



1.2 Dentalni materialy spojované s uvoliovanim BPA

Vyzkum zaméfeny na problematiku uvoliiovani BPA z dentélnich material se v soucasné
dob& zaméfuje predev§im na kompozitni materidly. Ty se prosazuji na ukor stiibrného
amalgamu jednak z divodu jeho legislativniho omezovani, ale také diky estetickému
vzhledu a vazb¢ k tvrdym zubnim tkanim, kterou zajist'uji adhezivni systémy. Monomery se
strukturni jednotkou BPA mohou byt obsazeny také v hybridnich skloionomernich
cementech, které se pouzivaji jako dlouhodob¢ provizorni vypliiové materidly v barvé zubu
zejména u déti. Na kompozitni nebo skloionomerni bazi jsou i pecetidla, ktera se pouzivaji
k prevenci vzniku zubniho kazu u Cerstvé profezanych molarti a u nichz bylo uvoliiovani
BPA popséno nejdiive (Olea et al., 1996). Dalsi skupinou dentalnich materiald, u nichz bylo
sledovano uvolnovani BPA, jsou ortodonticka adheziva a polykarbonatové ortodontické
zamky (Kloukos et al., 2013). Polykarbonaty se v zubnim Iékatistvi pouzivaji i jako

alternativa poly(methyl methakrylatu) (PMMA) pfi vyrobé provizornich korunek a dlah.

1.2.1 Kompozitni materialy

Spektrum indikaci kompozitnich materiald je velmi Siroké, zahrnuje vyplné vSech tiid,
dostavby zubii pied a po endodontickém oSetieni i po Urazech a Gipravy tvaru ¢i odstinu zubti
z estetickych divodii. Pouzivany jsou také k dlahovani zubt, tmeleni protetickych praci nebo

zhotoveni n€kterych fixnich nahrad v zubnich laboratofich.

1.2.1.1 Slozeni

Kompozity jsou heterogenni materialy slozené z polymerni matrice a plniva, které jsou
navzajem spojeny vazebnymi C¢inidly (Anusavice & Phillips, 2003). Polymerni matrice
obvykle sestdvd z dimethakryldtovych monomerti, nejcastéji bisfenol A-glycidyl
methakryldtu ~ (Bis-GMA), urethan dimethakryldtu (UDMA), triethylenglykol
dimethakrylatu (TEGDMA) nebo ethoxylovaného bisfenol A-glycidyl methakrylatu (Bis-
EMA) (Obr. 4). Jako plnivo se pouziva bud barnato-strontnaté sklo namleté
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Obr. 4: Struktura dimethakrylatii bézné pouzivanych v dentalnich kompozitech.



na submikrometrovou velikost, ¢Castice piedpolymerovaného kompozitniho plniva
o velikosti 20-100 um, nanocéstice pyrogenniho SiO; (silika ¢astice), ¢i smés nanocastic
Si02-ZrO: a jejich aglomerath (Ferracane, 2011). Propojeni polymerni matrice a Castic
plniva je zajisténo pomoci siland. Jedna se o bifunkéni molekuly, jejichz methakrylova
skupina umoziiuje kopolymeraci s monomery, zatimco alkoxy skupiny po hydrolyze vytvori
silanovy mustek (Si-O-Si) s povrchem castice plniva. Vzniklad chemickd vazba zajistuje
dokonaly ptenos zatizeni kompozitu na castice plniva (Debnath et al., 2003), zvySuje

odolnost kompozitu (Yoshida et al., 2002) a snizuje jeho abrazi (Lim et al., 2002).

1.2.1.2 Polymerace

Kompozitni materidly tuhnou radikdlovou polymeraci. Jeji kvalita je podminkou pro
dosazeni optimdlnich mechanickych a estetickych vlastnosti kompozitu, ale také k omezeni
mnozstvi latek uvoliiovanych z jeho struktury, které mohou mit nezddouci biologické ucinky
(Van Landuyt et al., 2011). I v pfipad€ optimélni polymerace byva konverze monomert,
presnéji konverze jejich dvojnych vazeb stanovena infracervenou spektroskopii, 50-70 %
(Anusavice & Phillips, 2003). Zbyvajicich 30-50 % dvojnych vazeb zistava
nezreagovanych, pfi¢emz se miize jednat o dimethakrylaty, které jsou jednou skupinou

vazény v polymernim fetézci, nebo o nezreagované monomery.

Polymerace kompozitnich materidli mlze byt iniciovdna chemicky a/nebo svétlem.
V soucasnosti prevlada fotoiniciace, jejiz hlavni vyhodou je tuhnuti materialu tzv. na povel
(,,on demand*) po ozareni svétlem. Chemické iniciace se v dne$ni dobé vyuziva zejména
v piipadech, kdy dostatecnd svételnd aktivace neni mozna, a zajiStuje ji obvykle
dibenzoylperoxid ve smési s tercidrnimi aromatickymi aminy (Anusavice & Phillips, 2003).
svételné absorpce je piiblizn€é 470 nm, a tercidrniho aminu (Ferracane, 2011). Nevyhodou
tohoto systému je intenzivni zlutd barva kafrchinonu, nizky kvantovy vytézek a ptitomnost
aminl, které mohou mit nezaddouci ucinky na lidsky organismus. Z téchto divodi se
v posledni dobé pouzivaji i1 jiné fotoiniciatory, napt. I-fenyl-1,2-propandion (PPD),
acylfosfinoxidy (napt. 2,4,6-trimethylbenzoyldifenylfosfinoxid neboli Lucirin TPO),
a benzoylgermany (napf. bis(4-methoxybenzoyl)diethylgerman neboli Ivocerin) (Moszner
et al.,, 2008). Mezi vyhody Lucirinu TPO a Ivocerinu patii, Ze nepotiebuji aminovy
koiniciator, maji vyssi kvantovy vytézek a méné vyrazné zbarveni nez kafrchinon. Jejich

nevyhodou vSak je, Ze maximum svételné absorpce lezi v oblasti kratSich vinovych délek,



u Ivocerinu piiblizné pti 410 nm, u Lucirinu TPO dokonce pod 390 nm. V této ¢asti spektra,
kterd odpovida fialovému svétlu, je intenzita vyzatfovani vétSiny LED polymeracnich lamp
omezena, proto se tyto fotoiniciatory obvykle pouZzivaji v kombinaci s kafrchinonem

(Price et al., 2015; Rueggeberg, 2011).
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Obr. 5: Struktura pouzivanych fotoiniciatoru.

Zavedeni novych fotoinicidtorti a vyvoj vysoce vykonnych polymeracnich lamp se Sirokym
emisnim spektrem vyvolaly diskusi, zda je mozné zkratit dobu ozareni kompozitnich
materiali ze standardnich 20 s az na 3-5 s. Teoretickym podkladem pro zkraceni doby
ozéteni je zakon reciprocity, znamy jako ,,Bunsen-Roscoe law* i z jinych oblasti fotochemie.
Podle tohoto zakona je pii dané svételné energii kvalita polymerace stejna nezavisle na tom,
doba ozareni. Nékteré studie platnost tohoto zékona potvrdily (AlShaafi, 2017; Bortolotto et
al., 2013; Emami et al., 2003; Emami & Soderholm, 2003; Halvorson et al., 2002; Nomoto
et al., 1994; Schneider et al., 2006), ale v jinych se ukazalo, Ze zkracena doba ozatfeni miize
1 pfes propor¢ni zvySeni intenzity svétla vyustit v niz8i kvalitu polymerace (Asmussen &
Peutzfeldt, 2005; Giorgi et al., 2015; Hadis et al., 2011; Leprince et al., 2011; Musanje &
Darvell, 2003; Palin et al., 2014; Peutzfeldt & Asmussen, 2005; Wydra et al., 2014). To
mize vést ke zvySenému uvolilovani latek ze struktury kompozitu a zhorSeni jeho
mechanickych vlastnosti, napt. pevnosti ¢i tvrdosti. V piipadé tvrdosti je korelace s konverzi
monomeru tak silnd, Ze se méfeni mikrotvrdosti bézné€ pouzivd k hodnoceni kvality

polymerace (Ferracane, 1985; Rueggeberg & Craig, 1988).



1.2.2 Adhezivni systémy

Adhezivni systémy jsou ,tkanova lepidla“, kterd zajiStuji vazbu kompozitnich materialti
k tvrdym zubnim tkdnim. Tim umoziiuji mén¢ invazivni preparaci nez pii pouziti amalgdmu,
u néhoz je pro dosazeni makromechanické retence nutné preparovat podsekiiviny.
Primérnim mechanismem adheze je mikromechanickd vazba, ktera na skloviné vznika
polymeraci adhezivniho systému v povrchovych nerovnostech a na dentinu vytvofenim
tzv. hybridni vrstvy. U adheziv obsahujicich kysel¢ methakrylaty vSak muze vznikat
i chemickd vazba s vapnikem obsazenym v hydroxyapatitu, ktery je zdkladnim mineralem

tvrdych zubnich tkani (Van Meerbeek et al., 2020).

Slozeni adheziv je velmi variabilni (Van Landuyt et al., 2007), ale mezi jejich zakladni
slozky obecné patfi:
- leptadla, obvykle kyselina fosforecnd nebo  kysel¢  methakrylaty,
napf. 10-methakryloxydecyl dihydrogen fosfat (10-MDP),
- hydrofilni monomery, nej¢astéji 2-hydroxyethyl methakrylat (HEMA),
- rozpoustédla, napft. ethanol, aceton, nebo jejich smés s vodou,
- hydrofobni monomery, obvykle TEGDMA s pifim¢si UDMA a/nebo Bis-GMA,
ve smési s Lucirinem TPO; pro chemickou iniciaci dibenzoyl peroxid a terciarni

aromaticky amin.

V nékterych adhezivech jsou podobné jako v kompozitech obsazeny i Castice plniva, ale
jejich obsah je podstatné niz§i. Ve srovnani s kompozity maji adheziva také vyrazné nizsi
viskozitu, aby dobfe zatékala do povrchovych nerovnosti, a obvykle dosahuji niz§iho stupné
polymerace, coz je zptisobeno obsahem rozpoustédel v jejich slozeni a téz vlhkosti dentinu
(Van Meerbeek et al., 2020). Adheziva vSak tvoii jen tenkou vrstvu na rozhrani mezi tvrdymi
zubnimi tkanémi a kompozitem, kterym jsou témét kompletné ptekryta, proto je riziko

uvoliovani latek z jejich struktury do dutiny Gstni omezené.

Pojem adhezivum se vyuziva i v ortodoncii, kde je jeho pojeti Sirsi. Jedna se o prostredky
pouzivané k fixaci ortodontickych zamkid ke skloviné a k vytvofeni attachmentd.
Ortodonticka adheziva se proto svym slozenim podobaji spiSe kompozitim nebo

skloionomernim cementiim, které jsou pfedmétem nasledujici kapitoly.



1.2.3 Skloionomerni cementy

Skloionomerni cementy jsou stejn¢ jako kompozity vypliiovymi materidly v barvé zubu.
Jejich hlavnimi vyhodami jsou chemicka vazba k tvrdym zubnim tkanim a n¢kterym koviim
bez pouziti adheziv, antikariogenni pisobeni fluoridovych iontl a oproti kompozitim také
rychlost aplikace a vy$si tolerance k vlhkosti pracovniho pole. Skloionomerni cementy jsou
proto vhodné u pacientl s vysokym rizikem vzniku zubniho kazu a u déti v docasném
chrupu. Naopak mezi nevyhody skloionomernich cementl patii vysoka citlivost na sorpci ¢i
ztratu vody a oproti kompozitim horsi mechanické i estetické vlastnosti. Proto se ve stalém
chrupu skloionomerni cementy pouzivaji predevsim pro zhotoveni dlouhodobé provizornich

vyplni, pfipadné jako podlozkové a tmelici materialy (Sidhu & Nicholson, 2016).

Hlavnimi slozkami skloionomernich cementl jsou c¢astice fluorohlinitokiemicitého skla
s vysokym obsahem véapniku a vodny roztok polyalkenoatovych kyselin, napt. polyakrylové,
polymaleinové a polyitakonové. Jejich smisenim dochdzi k rozpousténi povrchu skelnych
Castic a uvolnéni iontd vapniku, hliniku a fluoru, pficemz k inicidlnimu ztuhnuti materialu
dochazi vytvofenim iontovych vazeb mezi vapenatymi ionty a karboxylovymi skupinami
polykyselin. Béhem nasledujicich dnti az tydnd probiha maturace cementu, kdy vznikaji
hlinité soli polykyselin a zlepSuji se mechanické a estetické vlastnosti cementu (Nicholson,

1998).

U chemicky tuhnoucich skloionomeri neni mozné regulovat pracovni ¢as, coz stimulovalo
vyvoj pryskyfici modifikovanych neboli hybridnich skloionomernich cementtl, jejichz
tuhnuti mze byt iniciovdno svétlem (McCabe, 1998). Kromé¢ vyse uvedenych slozek
obsahuji tyto cementy i methakryldtové monomery a inicidtory radikalové polymerace,
vétSinou systém kafrchinon-amin, ktery umoziuje jejich tuhnuti ,,na povel” podobné jako
v pfipadé kompozitl. Vzhledem k obsahu vody je zdkladnim monomerem v hybridnich
skloionomernich cementech HEMA, ktery je diky hydroxylové skupiné¢ amfifilni a nema
tudiz tendenci k fazové separaci. Nevyhodou HEMA je jeho silny alergenni potencial
a hydrofilii podminénd absorpce vody, vedouci k bobtnani a pigmentaci hybridnich
skloionomernich cementli (Nicholson & Czarnecka, 2008). Krom¢ HEMA mohou byt
v malé mife zastoupeny i vicefunkéni hydrofobni methakrylaty jako Bis-GMA, UDMA ¢i
TEGDMA (Mazzaoui et al., 2002; Rogalewicz et al., 20006), které zvysSuji sitovou hustotu

polymerni matrice.
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1.2.4 Polykarbonaty

Pouziti polykarbonatl v zubnim Iékafstvi zdaleka neni tak Siroké jako v ptfipadé
kompozitnich materialii a skloionomernich cementll. Jedné se vSak o polymery obsahujici
v fetézei vysoky podil jednotek BPA, a proto by polykarbonaty mohly ptfedstavovat jeho
nezanedbatelny zdroj. Vyuziti polykarbonatli pro zubni lékatstvi zahrnuje vyrobu predevsim
prithlednych ortodontickych zamkt a provizornich korunek. Polykarbonaty se dale mohou
vyuzivat ke zhotoveni bazi snimatelnych zubnich nahrad jako alternativa PMMA
a polyamidt. Vyhodou polykarbonatt je, Ze oproti PMMA maji vyssi pevnost a lomovou
houzevnatost, takze polykarbonatové ndhrady mohou byt ve srovnani s PMMA tenci
(Edelhoff et al., 2019). Toho se vyuziva pii zhotovovani nakusnych dlah, které pii zvoleni
vhodného odstinu polykarbonatu ptisobi velmi pfirozené na rozdil od dlah z PMMA, jejichz
tloustka a nevyhovujici vzhled snizovaly ochotu pacientil je pravidelné pouzivat (Edelhoff
et al., 2017). Vzhledem k velkému povrchu a hmotnosti by vSak polykarbonatové dlahy

mohly byt vyznamnym zdrojem BPA, coz dosud nebylo ovéifeno.

1.3 Dosavadni poznatky o uvolfnovani BPA z dentalnich
materialt

Na uvolilovani BPA z dentalnich polymernich materiali mé vliv mnoho faktord, pfedev§im
kvalita polymerace, kterd ovliviiuje mnoZzstvi volnych monomerti i propustnost materialu
pro rozpoustédla (Van Landuyt et al., 2011). Kompozitni materialy, adhezivni systémy ani
skloionomerni cementy volny BPA neobsahuji, miize vSak byt pfitomen ve stopovych
mnozstvich jako kontaminant ze syntézy monomeri typu Bis-GMA (Obr. 6). BPA se miize
uvolnovat i1 jako degradac¢ni produkt polymerti, v jejichz struktufe se jednotka BPA
vyskytuje (De Nys, Duca, et al., 2021; Fleisch et al., 2010; Kechagias et al., 2020; Lofroth
et al., 2019). U kompozitl, adheziv a skloionomernich cementii se krom¢ zminénych
Bis-GMA a Bis-EMA miiZe jednat také o propoxylovany bisfenol A-dimethakrylat (Bis-
PMA). V pecetidlech miize byt obsazen i Bis-DMA (bisfenol A-dimethakrylat), kde je BPA
vazén esterovou vazbou (Obr. 7). Ta je nachylngjsi k hydrolytickému rozkladu nez etherova
vazba v monomerech Bis-GMA, Bis-EMA a Bis-PMA (Atkinson et al., 2002; Schmalz et

al., 1999), a proto miize byt uvolilovani BPA z pecetidel vyssi.
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Obr. 7: DalSi monomery se strukturni jednotkou BPA.

V reakci na obavy z uvolilovani BPA bylo vyvinuto n€kolik ,,BPA-free* materiald, u nichz
byly monomery se strukturni jednotkou BPA eliminovéany. Uplné nahrazeni monomerd typu
Bis-GMA je vSak obtizné, nebot’ maji velmi vyhodné fyzikélni, chemické a mechanické
vlastnosti. Alternativou je vyvoj materialt se zcela jinou strukturou monomerti, mezi které
se fadi napf. ormocery (organically modified ceramic), které byly pivodné vyvinuty
v 90. letech ve snaze snizit polymeracni kontrakci (Wolter et al., 1994). Prekurzorem
ormocert jsou alkoxysilany, pfi¢emz vysledny material je tvofen kiemicitymi doménami,
na néz jsou navazany polymerovatelné (meth)akrylatové skupiny. Tyto materidly maji pfi
vhodné zvoleném slozeni a podminkach pfipravy nizs§i polymeracni kontrakci nez konvenéni

kompozity a velmi dobré optické vlastnosti (Moszner & Salz, 2001).
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1.3.1 Analytické metody

BPA se z dentédlnich materialii obvykle uvoliiuje ve stopovych mnozstvich, proto je pti jeho
kvantifikaci zasadni pouzit citlivé analytické metody. V publikovanych studiich byly
pouzity nasledujici metody:

- ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay),

- plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Gas Chromatography-Mass
Spectrometry; GC-MS),

- vysoce Ucinnad kapalinovd chromatografie s ultrafialovo-viditelnou spektrometrii
(High Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet-Visible Spectrometry;
HPLC-UV/VIS),

- kapalinovd chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry; LC-MS),

- kapalinovd chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry; LC-MS/MS),

- ultra vysoce ucinnd kapalinovd chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
(Ultra High Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry;
UHPLC-MS/MS).

S vyjimkou imunochemické metody ELISA jsou vySe uvedené metody zaloZeny na separaci
molekul v analytu pomoci chromatografie s jejich naslednou identifikaci UV/VIS nebo MS.
Jejich sensitivita a specificita se postupné zvySovaly, protoZe separace analytii na modernich
vysoce ucinnych kolonach s gradientovou eluci je efektivnéjsi a identifikace molekul podle
jejich hmotnosti je presnéjsi nez podle retencniho ¢asu vyuzivaného UV/VIS detekci. Jeste
presnéjsi je MS/MS, kde se vyuziva propojeni vice hmotnostnich spektrometrti. DalSiho
zptesnéni lze docilit pouzitim derivatizace BPA, ktera se provadi napt. pomoci pyridin-
3-sulfonylchloridu (De Nys et al., 2018) nebo dansylchloridu (Kolatorova Sosvorova et al.,
2017; Vitku et al., 2015). Citlivost metody 1ze popsat pomoci limitu detekce (limit of

detection, LOD) nebo spodniho limitu kvantifikace (lower limit of quantification, LLOQ).

Cvwr
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hodnoty nizsi nebo blizké LLOQ, spolehlivost vysledkii klesa, proto je vhodné hodnotu
LLOQ uvadét. Ve studiich zabyvajicich se uvolnovanim BPA z dentdlnich materiali

bohuzel tento udaj Casto chybi. Nejvyssi publikovany LLOQ byl 0,5 pg/ml (Polydorou,
13



Konig, et al., 2009), coz pro stanoveni stopovych mnozstvi BPA nemusi byt dostatecné.
Soucasné UHPLC-MS/MS proto dosahuji LLOQ okolo 0,1 ng/ml (Becher et al., 2018; De
Nys, Putzeys, et al., 2021).

1.3.2 In vivo studie

Jednou z prvnich praci popisujicich uvolilovani BPA z dentalnich materiala byla studie Olea
a kol., v niz byl 18 dobrovolnikiim na vSechny molary aplikovan pecetici material Delton
(Dentsply, Kostnice, Némecko), celkem asi 50 pg. Hodinu po aplikaci byly odebrany vzorky
sliny a v nich byla pomoci HPLC-MS naméfena vysoka mnozstvi BPA (90-931 pg) (Olea
et al., 1996). To vyvolalo obavy, ale nasledujici studie uvedené hodnoty nepotvrdily, coz
vedlo k domnénce, Ze Olea a kol. zaménili signdl BPA za TEGDMA, nebot’ za danych
podminek stanoveni mély podobny retencni ¢as (Hamid & Hume, 1997). Pozdéjsi in vivo
studie prokézaly pfitomnost nizkych koncentraci BPA ve slin€ po aplikaci dentalnich
kompoziti, pecetidel ¢i ortodontickych adheziv, ale jen po dobu nékolika hodin (Arenholt-
Bindslev et al., 1999; Berge et al., 2019; Fung et al., 2000; Joskow et al., 2006; Kang et al.,
2011; Lee et al., 2017; Sasaki et al., 2005; Zimmerman-Downs et al., 2010). V souvislosti
s aplikaci pecetidel bylo popsano i pfechodné zvyseni koncentrace BPA v moci (Berge et
al., 2019; Joskow et al., 2006; Kang et al., 2011), podle vysledkt prifezové studie provedené
v Jizni Koreji by nicméné mohlo k uvoliiovani BPA dochazet i v del$im ¢asovém horizontu.
Tato studie totiz uk4zala vyznamné zvySené hodnoty BPA v moci déti s 11 a vice zubnimi
ploskami osetfenymi pecetidly nebo kompozity v porovnani s détmi bez osetfeni (Chung et
al., 2012). V soucasné dobé vSak nelze zdravotni rizika souvisejici s uvoliiovanim BPA
z dentalnich materialii jednoznacné posoudit, nebot’ vztah patologickych stavli s mnozstvim

BPA uvolnéného z dentdlnich materialti dosud nebyl objasnén (Lofroth et al., 2019).

1.3.3 In vitro studie

Uvolnovanim BPA z dentalnich materiali se zabyvalo mnoho in vitro studii, ale porovnani
namétenych hodnot je z divodu absence standardni metodiky obtizné. Hlavni rozdily
spocivaji v:

- testovanych materialech,

- tvaru, velikosti a pfipravé zkuSebnich télisek,

- extrakénich médiich (slina, umélé slina, voda, methanol, ethanol aj.),

- extrakénich podminkach a délce expozice (<1 h az 1 rok),

- analytickych metodach (HPLC, GC-MS, LC-MS, LC-MS/MS, UHPLC-MS/MS).
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Testovany material ovliviluje namétené hodnoty zejména svym sloZenim, protoze muiize
obsahovat rizna mnozstvi monomeru se strukturni jednotkou BPA. Zalezi nicméné i na
zpiisobu pfipravy zkuSebnich télisek, napt. podminkach polymerace. V nékterych studiich
byly vyluhy pfipraveny znezpolymerovaného materidlu, u n¢hoz lze ocekéavat vyssi
uvolnovani jeho slozek nez v ptipadé, ze byl zpolymerovan (Van Landuyt et al., 2011).
Mnozstvi uvolnénych latek zavisi také na hmotnosti, tvaru a velikosti povrchu zkusebnich
télisek i délce expozice extrakénimu médiu. U extrakénich médii obecné plati, ze organicka
rozpoustédla pronikaji do hydrofobnich materialti 1épe nez vodné roztoky, a proto jsou
mnozstvi latek uvolnénych do organickych rozpoustédel obvykle vyssi nez do vodnych
roztokll (Van Landuyt et al., 2011). Podstatnym faktorem je i objem extrakéniho média,
ktery by podle norem fady ISO 10993 mél byt alesponi 10 ml na 1 g testovaného materialu,
aby bylo dosazeno maxima koncentra¢niho spadu ve sméru uvoliiovani sledované latky.
Vyznam analytickych metod byl jiZ naznafen v kapitole 1.3.1 a bude dale diskutovan

1 v zavéru této kapitoly.

Porovnani naméfenych hodnot dale komplikuje i prezentace vysledki v rliznych jednotkéach.
Nekteii autofi uvadéji naméfené koncentrace BPA ve vyluhu (ug/l, ug/ml, ng/ml, mmol/l,
umol/l, umol/ml, pmol/ml, ppm, ppb), jini mnozstvi uvolnéného BPA vztazené na plochu
(ng/cm?, mmol/mm?, pmol/mm?) ¢i na hmotnost (ug/g, ng/g, ng/mg, pg/mg) zkusebnich
télisek. Piepocet je zdanlivé snadny, ale je pro n¢j nutné v textu dohledat mnoZzstvi
extrakéniho média, resp. velikost a/nebo hmotnost zkusebnich télisek, které mnohdy nejsou
uvedeny. Bylo by proto vhodné pouzivané jednotky standardizovat, o coz se pokusili
Van Landuyt a kol. v meta-analyze uvolfiovani latek z dentalnich polymernich materialt
(Van Landuyt et al., 2011). Vzhledem k tomu, Ze v této praci byla nalezena pozitivni
korelace mezi mnozstvim uvolnénych latek a velikosti povrchu zkusebnich télisek, bylo
navrzeno pouzivani jednotky umol/mm?. Je nicméné nutné poznamenat, Ze u vétSiny studii
zatazenych do zminéné meta-analyzy byl expozi¢ni ¢as pouze 24 hodin a lze predpokladat,
ze pti delSich expozicich by korelace s velikosti povrchu byla slabsi. Celkové mnoZzstvi

uvolnénych latek totiz zavisi spiSe na mnozstvi materidlu, resp. objemu zkuSebniho téliska.

1.3.3.1 Pecetidla
Kratce po zvetejnéni kontroverzni in vivo studie Olea a kol. bylo uvoliiovani BPA z pecetidel
hodnoceno v nékolika in vitro studiich. Jednu z téchto studii provedla stejna skupina autord,

ktera ve vodnych vyluzich 50 mg pecetidla Delton po 24 hodinach pomoci HPLC-MS
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nameétila 42,8+2,7 pg/ml (Pulgar et al., 2000). Uvoliiovani BPA z Delton potvrdili Mazzaoui
a kol., ktefi pomoci HPLC-MS detekovali BPA ve vodé, 50% ethanolu i 75% ethanolu ve
vSech sledovanych intervalech, tedy po 1, 7, 30 1 90 dnech vyluhovéani. Namétené hodnoty
se pohybovaly od 14,9+9,2 ug/ml ve vodé¢ po 1 dni do 140£20,7 pg/ml v 75% ethanolu po
90 dnech (Mazzaoui et al., 2002). Pfestoze se jednd o koncentrace srovnatelné s Pulgar a
kol., objem extrakéniho média i mnozstvi testovaného materidlu bylo rizné, proto je presné
porovnani hodnot nemozné. Z nedavnych studii byla pecetidla hodnocena v praci Becher a
kol. pomoci UHPLC-MS/MS s LLOQ 0,1 ng/ml, kde uvoliiovani BPA ze zpolymerovaného
Delton ve vodé po 24 hodindch dosdhlo 9,6+2,2 ng/ml, zatimco z nezpolymerovaného
materidlu se uvolnilo 87£26 ng/ml (Becher et al. 2018). I ptes rozdily v metodice lze
konstatovat, ze tyto hodnoty jsou fadové niz§i nez v piedchozich studiich, coz ukazuje
vyznam pouziti dostatecné citlivych analytickych metod. Studie Becher a kol. navic ukézala,
ze uvoliovani BPA z dalSich dvou pecetidel bylo zanedbatelné (Becher et al. 2018). Jina
komer¢ni pecetidla nez Delton byla testovana i v dalSich studiich. Jejich vzorky byly
vyluhovany po dobu 24 hodin ve vod¢ (Geurtsen et al., 1999; Hamid & Hume, 1997),
respektive 4 minut v ethanolu (Nathanson et al., 1997), ale v z&dném z vyluhii nebyl BPA
detekovan. Je nicméné nutné poznamenat, Ze v téchto studiich nebyl specifikovan LOD ani
LLOQ, nelze tudiz vyloucit, Ze uvolnéna mnozstvi BPA byla nizs§i nez limity pouzitych
metod. Vyjimkou byla prace Hamida a Huma, v niz byla pouzita HPLC metoda s LOD 0,07—
0,09 pg/ml (Hamid & Hume, 1997).

1.3.3.2 Kompozitni materialy

Po roce 2000 se pozornost spojena suvoliovanim BPA piesunula od pecetidel
ke kompozitnim materialim, u nichz byla eluce BPA potvrzena v mnoha studiich (Becher
et al., 2018; De Nys, Putzeys, et al., 2021; De Nys et al., 2018; Durner et al., 2011; Imai &
Komabayashi, 2000; Manabe et al., 2000; Polydorou, Hammad, et al., 2009; Polydorou,
Konig, et al., 2009; Pulgar et al., 2000). Podle meta-analyzy Van Landuyt a kol. z roku 2011
bylo primérné mnozstvi BPA uvolnéné za 24 hodin do vodnych médii 0,0024 nmol/mm?
(0,55 ng/mm?) a do organickych médii 0,011 nmol/mm? (2,43 ng/mm?) (Van Landuyt et al.,
2011). V nedavnych pracich, kde byla pouzita vysoce citliva metoda UHPLC-MS/MS, byla
ve srovndni s uvedenymi priméry nameétena vice nez 10x niz§i mnozstvi uvolnéného BPA,
coz muze byt dano sniZzenou spolehlivosti méné citlivych metod v koncentracich blizkych
LLOQ. Ve studii Becher a kol. se za 24 hodin do vody nejvice BPA uvolnilo z Tetric
EvoCeram (Ivoclar Vivadent, Schaan, Lichtenstejnsko), pficemz hodnota 2,34+0,2 ng/cm?
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po piepoctu odpovida 0,040,003 ng/mm? (Becher et al. 2018). Podobné maximalni hodnoty
byly naméteny ve studii De Nys a kol., v niz se za 24 hodin do umé¢lé sliny uvolnilo nejvyssi
mnozstvi BPA z kompozitu Solitaire 2 (Kulzer, Hanau, Némecko) — uvedena hodnota
0,101£0,016 pmol/mm? odpovida 0,03+0,004 ng/mm? (De Nys et al., 2018). V dalsi studii
této skupiny autorti se za 48 hodin do vody uvolnilo nejvice BPA z Filtek Supreme XTE
(21,4£2,3 pg/mg) a nejméné z Ceram.x Spectra ST HV (Dentsply DeTrey, Kostnice,
Némecko) (6,0+0,5 pg/mg). Vzhledem k objemu télisek 47,5 mm? lze jejich hmotnost
odhadovatna 0,12 g, takZe by tyto hodnoty odpovidaly 0,05+0,005 ng/mm? u Filtek Supreme
XTE a 0,015+0,001 ng/mm? u Ceram.x Spectra ST HV (De Nys et al., 2022). Za zminku
stoji, Ze v této studii byla pouzita metoda s LLOQ 0,073 ng/ml, jiZ se podafilo dosahnout
derivatizaci BPA pyridin-3-sulfonyl chloridem (De Nys et al., 2022).

Pouziti dostatecné citlivych metod je také nezbytné ke zhodnoceni dlouhodobého
uvoliiovani nizkych koncentracich BPA, které mohou mit vyznamny vliv na lidsky
organismus. Timto problémem se zabyvali Ortengren a kol. (Ortengren et al., 2001), ale
pomoci HPLC-UV/VIS u zaddného z Sesti testovanych kompozitnich materialt po 180 dnech
ve vod¢ BPA nedetekovali. V pozdé&jsi studii (Polydorou, Konig, et al., 2009) byly testovany
tfi materialy — nanohybridni kompozit Filtek Supreme XT (3M ESPE, Seefeld, Némecko),
ormocer Ceram X (Dentsply DeTrey, Kostnice, Némecko) a chemicky tuhnouci dostavbovy
kompozit Clearfil Core (Kuraray Europe, Diisseldorf, Némecko). Jejich vyluhy v 75%
ethanolu odebrané po 24 hodinéach, 7 dnech, 28 dnech a 1 roce byly analyzovany pomoci
LC-MS/MS s LLOQ 0,5 pg/ml. BPA byl detekovan ve vyluzich ormoceru CeramX
s vyjimkou méfeni po 1 roce, u ostatnich testovanych kompozitii nebyl BPA detekovan
vibec (Polydorou, Kénig, et al., 2009). To bylo pravdépodobné zptisobeno nedostate¢nou
citlivosti pouzité metody, protoze De Nys a kol. vyuzili UHPLC-MS/MS s LLOQ 0,78
pmol/ml (0,18 ng/ml) a BPA detekovali ve vSech hodnocenych intervalech (1 tyden az 1 rok)
(De Nys, Putzeys, et al., 2021). Testovany byly ¢tyfi kompozitni materidly — Filtek Supreme
XTE (3M ESPE, Seefeld, Némecko), Ceram.x mono (Dentsply DeTrey, Kostnice,
Némecko), G-@nial Posterior (GC Europe, Leuven, Belgie) a Venus (Kulzer, Hanau,
Némecko). Z nich byla pfipravena zkusebni téliska, kterd byla ponofena do 1 ml vody nebo
100% ethanolu, a jejich vyluhy byly odebirany tydné po dobu prvnich ¢tyf tydni a nasledné
kazd¢ dalsi ¢tyfi tydny az do 1 roku. Nejvyssi koncentrace BPA ve vyluzich byly naméteny
v prvnim tydnu u G-znial Posterior — 18,7+1,1 pmol/ml ve vod¢ a 147,3+£5,9 pmol/ml

v ethanolu, coZ v pfepoétu na objem télisek odpovida 0,08+0,004 ng/mm?® ve vodé
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a 0,59+0,02 ng/mm? v ethanolu. Uvoliovani BPA v malych mnozZstvich bylo detekovano az

do konce sledovaného obdobi (De Nys, Putzeys, et al., 2021).

Testovana byla i hydrolytickd odolnost jednotlivych monomerti. Schmalz a kol. ve sliné
pomoci HPLC-UV/VIS testovali stabilitu Bis-GMA a Bis-DMA a zjistili, ze k hydrolyze
Bis-GMA na BPA téméf nedochazi, zatimco Bis-DMA se béhem 24 hodin z vétSiny rozlozil
na BPA (Schmalz et al., 1999). Tyto vysledky potvrdily i pozdé&jsi studie. Atkinson a kol.
zjistili, Ze se Bis-DMA po 24 hodinach pii 37 °C ve sliné z témét 90 % rozlozil na BPA
(Atkinson et al., 2002), zatimco Koin a kol. testovali Bis-GMA a nezjistili zddny rozklad na
BPA ani po 2 tydnech v destilované vod¢ (Koin et al., 2008). V nedavné studii vSak bylo
velmi citlivou UHPLC-MS/MS metodou zjisténo, Ze k rozkladu Bis-GMA na BPA mize
dojit — mira rozkladu byla po 24 hodinach ve slin¢ 0,0003 % a po 48 hodinach expozice
Streptococcus mutans 0,0006 %. O néco nachylnéjsi k rozkladu byl monomer Bis-EMA,
pfeména na BPA ve slin¢ dosahla 0,0017 % a bakteridlni degradaci doslo k pfeméné

0,0025 % Bis-EMA na BPA (De Nys, Duca, et al., 2021).

1.3.3.3 Adhezivni systémy

Uvolnovanim BPA z adhezivnich systému se zabyvalo méné praci, pravdépodobné proto, Ze
jsou aplikovany ve velmi tenkych vrstvach (10-50 pum) a jsou piekryty kompozitnimi
materidly, takze jejich styk sdutinou ustni je minimalni. Z adheziva Scotchbond
MultiPurpose (3M ESPE, St. Paul, MN, USA) se podle Mazzaoui a kol. za 24 hodin uvolnilo
do vody 76,9t4,6 pg/ml a do 50% ethanolu 265,3+35,6 pg/ml, coz po piepoctu na objem
téliska odpovida 30,7+1,8 pg/mm? ve vodé a 105,7+14,2 ug/mm? v 50% ethanolu (Mazzaoui
et al., 2002). V nedavné studii byl hodnocen nastupce tohoto adheziva, Scotchbond
Universal (3M ESPE, St. Paul, MN, USA) a Clearfil SE Bond 2 (Kuraray Noritake Dental,
Tokio, Japonsko) (De Nys et al., 2022). Zpolymerovana zkuSebni téliska byla inkubovana
ve vod¢ po dobu 48 hodin pii 37 °C za stalé rotace (230 otacek za minutu) a mnozstvi
uvolnéného BPA bylo hodnoceno UHPLC-MS/MS metodou s LLOQ 0,073 ng/ml.
Mnozstvi uvolnéného BPA bylo 4,1+1,8 ng/g Scotchbond Universal a 2,8+0,5 ng/g Clearfil
SE Bond 2 (De Nys et al., 2022). Pro srovnani se studii Mazzaoui a kol. jsme odhadli
hmotnost télisek na 0,07 g, coz umoznilo pfepocet mnozstvi BPA na objem téliska.
V piipadé Scotchbond Universal to bylo 0,006+0,003 ng/mm?, zatimco z Clearfil SE Bond
2 se uvolnilo 0,004+0,001 ng/mm?, tedy fadové méné& nez z Scotchbond MultiPurpose

(Mazzaoui et al., 2002). Mnozstvi BPA uvolnéného ze Scotchbond Universal bylo také asi
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desetkrat nizsi nez u kompozitii (Becher et al., 2018; De Nys, Putzeys, et al., 2021), kde je

koncentrace Bis-GMA vys$i nez v adhezivech.

1.3.3.4 Ortodonticka adheziva

Bylo provedeno také nékolik studii uvoliiovani BPA z ortodontickych adheziv. V prvni
z nich bylo na ocelové zdmky naneseno standardizované mnoZzstvi chemicky tuhnouciho,
resp. svétlem tuhnouciho adheziva, a adhezivum bylo i se zdmky ponoteno v 99% ethanolu
po dobu 1 dne az 5 tydnt (Eliades et al., 2007). K analyze vyluhti byla vyuzita HPLC-
UV/VIS metoda sLOD 0,1 ng/ml a BPA nebyl detekovan v Zadném z vyluhd,
pravdépodobné z ditvodu malého mnozstvi adheziva (Eliades et al., 2007). Stejna metodika
byla pouzita i v dalsi studii, kde byl sledovan vliv vzdalenosti polymera¢ni lampy na
uvolnovani BPA a stupeni konverze svétlem tuhnouciho adheziva (Sunitha et al., 2011).
Nejméné BPA se uvolnilo, pokud bylo adhezivum polymerovano z bezprostfedni
vzdalenosti (14,4+0,01 ng/ml). Pokud byla vzdalenost polymera¢ni lampy 5 mm, zvysilo se
uvoliovani BPA na 38,3+0,004 ng/ml a nejvyssi hodnoty byly namétfeny pii polymeraci ze
vzdalenosti 10 mm (63,7+0,008 ng/ml). Se vzdalenosti klesal také stupen konverze dvojnych
vazeb monomert v adhezivu, coz potvrzuje predpoklad, ze pti snizené kvalité polymerace
je uvoliovani BPA vyssi (Sunitha et al., 2011). V posledni z publikovanych studii bylo
testovano uvoliovani BPA ze svétlem tuhnouciho adheziva pouZzitého k fixaci retaineru
(Eliades et al., 2011). Po inkubaci ve vodé¢ po dobu 10-30 dni byly vyluhy analyzovany
pomoci GC-MS a BPA byl nalezen ve vSech vyluzich (Eliades et al., 2011).

1.3.3.5 Polykarbonaty

Uvolnovanim BPA z polykarbonatli se zabyvali vyhradné japonsti autofi. Suzuki a kol.
testovali polykarbonatové ortodontické zamky a baze snimatelnych zubnich nahrad (Suzuki
et al., 2000). Testované materialy byly vyluhovany ve vodé ¢i ethanolu bud’ rozdrcené nebo
vcelku po dobu 1 hodiny. HPLC-MS metodou bylo zméteno, ze se ve vod¢ z ortodontickych
zamkl uvolnilo 0,01-0,4 pg BPA na 1 g polykarbonatu a v ethanolu 0,15-9,42 png/g.
Rozdrceni zamka vedlo ke zvySeni naméfenych hodnot na 0,5-4,22 ug/g ve vodé a 2,54-
22,24 ng/g v ethanolu. Z polykarbonatu k vyrobé bazi snimatelnych nahrad se uvolnilo 0,01-
0,09 ng/g ve vode a 0,12-0,21 pg/g v ethanolu, pti¢emz rozdrceni na prach tyto hodnoty
zvysilo na 0,14-1,08 pg/g ve vod¢é a 0,42-3,24 pug/g v ethanolu (Suzuki et al., 2000).
Watanabe a kol. méftili pomoci HPLC-UV/VIS uvoliiovani BPA z ortodontickych zamki ve
vode o teplotach 37 °C a 60 °C (Watanabe et al., 2001). Pti 37 °C se za 3 mésice do vody
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uvolnilo 0,4 pg/g a uvoliovani BPA se postupné zvysilo az na 3,8 pg/g po 12 mésicich. Pfi
60 °C bylo uvoliiovani BPA do vody asi 28x rychlejsi nez pti 37 °C. V prvnim tydnu se sice
uvolnilo jen 0,5 pg/g a do 6. tydne se uvoliiovani BPA zvySovalo jen zvolna (5,8 pg/g), ale
poté doslo k vyraznému naristu az na 35,0 ng/g po 14 tydnech (Watanabe et al., 2001).
V navazujici studii bylo testovano uvoliiovani BPA z polykarbonatového ortodontického
zamku, baze snimatelné nahrady a provizorni korunky ve vodeé pti 37 °C (Watanabe, 2004).
Mnozstvi BPA, které se za 34 mésicti inkubace uvolnilo do vody, bylo u ortodontického
zamku 37,443,56 ng/g, u baze snimatelné nadhrady 2,2+0,0,03 pg/g a u provizorni korunky
2,840,32 pg/g (Watanabe, 2004).

1.3.4 Shrnuti

Vétsina in vivo studii sice potvrdila, Ze dentdlni materidly mohou ptechodné zvysit
koncentraci BPA v télnich tekutinach, ale dosud nebylo objasnéno, zda a do jaké miry mtze
toto zvySeni pfedstavovat zdravotni riziko. V in vitro studiich zase interpretaci vysledkl
komplikuje metodicka nesourodost a fakt, ze vétSina studii sledovala uvoliiovani BPA jen
v kratkych casovych intervalech. Uvolniovani v dlouhodobém horizontu zatim nebylo
dostatecné prostudovano, pfestoze BPA mtze mit Gi€inky na lidsky organismus i pii velmi
nizkych davkach. Z tohoto ditvodu je nezbytné pouziti analytickych metod s dostate¢nou
citlivosti pro stopovou analyzu, aby bylo mozné spolehlivé stanovit expozici BPA

z dentalnich materialti a odhadnout rizika souvisejici s jejich pouzitim.
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2 Hypotézy a cile prace

Cilem této prace bylo prostudovat kinetiku uvoliiovani BPA z dentalnich kompozith
s monomery na bazi BPA, ,,BPA-free” kompozitl, hybridnich skloionomernich cementt
a polykarbonatli v Casovém horizontu nékolika mésici pomoci velmi citlivé UHPLC-
MS/MS metody. Pro hodnoceni byla zvolena dvé extrakéni média, methanol k simulaci
nejhorsiho mozného scénare (,,worst-case scenario®) a umeéla slina, kterd se vice podoba
prostiedi dutiny ustni. Krom& BPA byly testovany i jeho strukturni analogy BPS, BPF
a BPAF, jejichZ pfitomnost v dentalnich materialech dosud nebyla zkouména. Hodnocen byl
také vliv intenzity a doby ozafeni na uvolilovani bisfenold, protoZe zkracovani doby ozareni
je jednim ze soucasnych trendu, ktery vSak mize vést k vyssimu uvoliiovani monomert z

dentalnich kompozitl i skloionomernich cementd.

Pro splnéni téchto cili byla experimentélni ¢ast disertacni prace zamétena nejprve na vyber
polymeracnich podminek a studium jejich vlivu na kvalitu polymerace kompozitnich
materiali. Zvolené polymeracni podminky byly aplikovany v nésledujici ¢asti, kterd byla
vénovana kinetice uvoliiovani BPA a jeho analogi z kompozitnich a skloinomernich
materidl. Zavérecnd cast této disertatni prace se tykala uvolnovani BPA
z polykarbonatovych korunkovych néhrad, které byly pfipraveny modernimi technologiemi

CAD/CAM (Computer-Aided Design/Computer-Aided Manufacturing).

Nulové hypotézy testované v této praci byly nasledujici:
1) neni vyznamny rozdil v uvoliiovani bisfenolti mezi testovanymi typy materiald,
2) uvolnovani bisfenolii nezavisi na dob€ expozice testovanych materiali,
3) neni vyznamny rozdil v uvoliiovani bisfenolt pii vyluhovani v methanolu a umélé
sling,
4) alternativni bisfenoly nejsou pfitomny,
5) polymeraéni podminky nemaji vyznamny vliv na uvoliiovani bisfenold z kompoziti

a skloionomernich cementu.
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3 Materialy a metody

3.1 Vliv intenzity a doby ozareni na kvalitu polymerace

Pro testovani vlivu intenzity a doby ozareni na kvalitu polymerace byly vybrany kompozitni
materialy Filtek Ultimate Universal Restorative (FU, odstin A2 Dentin; 3M ESPE, St. Paul,
MN, USA), Tetric EvoCeram (TEC, odstin A2; Ivoclar Vivadent, Schaan, Lichtenstejnsko)
a Estelite X Quick (ESQ, odstin A2; Tokuyama Dental, Tokio, Japonsko), u nichz vyrobce
systémy — v piipad¢ FU se jednd o kafrchinon-amin, TEC obsahuje smés kafrchinon-amin a
Lucirin TPO, zatimco u ESQ je kafrchinon doplnén systémem Radical Amplified
Photopolymerization (RAP), ktery udajné umoziiuje rychlejsi a efektivnéjsi polymeraci (Ilie

et al., 2014; Tokuyama Dental, 2010). SloZeni téchto materiala je uvedeno v Tab. 1.

Nazev materialu Monomer Plnivo Inicia¢ni systém

(zkratka; vyrobce) y (podil plniva) (Cislo Sarze)
Filtek Ultimate Universal - g 1A UDMA,  Nanogdstice SiO» a ZrOs a . .

Restorative A2 Dentin . " , Kafrchinon-amin
(FU; 3M ESPE, St. Paul,  D1S"EMA, TEGDMA, Jejich aglomeréty (N747514)
MN, USA) PEGDMA (63 obj. %, 79 hmotn. %)

Tetric EVOCera}m A2 UDMA, Bis-GMA, Barrvlate sklo, YFs3, smés 9X1du, Kafrch}r}on-amln,
(TEC; Ivoclar Vivadent, Bis-EMA predpolymerované plnivo Lucirin TPO
Schaan, Lichtenstejnsko) (53-55 obj. %, 75-76 hmotn. %) (U26271)

Estelite £ Quick A2 Castice SiO2 and ZrO», Kafrchinon, RAP
(ESQ; Tokuyama Dental, = Bis-GMA, TEGDMA kompozitni plnivo systém

Tokio, Japonsko) (71 obj. %, 82 hmotn. %) (E654)

Tab. 1: Slozeni kompozita pro testovani vlivu polymeracnich podminek na kvalitu
polymerace.

Pouzité zkratky: Bis-GMA: bisfenol A-glycidyl methakrylat, UDMA: urethan dimethakrylat, Bis-EMA:
etoxylovany bisfenol A-glycidyl methakrylat, TEGDMA: triethylenglykol dimethakrylat, PEGDMA:
polyethylenglykol dimethakrylat, TPO: 2,4,6-trimethylbenzoyl-difenylfosfinoxid, RAP: Radical
Amplified Photopolymerization.

3.1.1 Stanoveni podminek polymerace

K polymeraci byla pouzita LED polymeracni lampa Valo (Ultradent Products, South Jordan,
UT, USA) vyzatujici svétlo v oblastech 380-420 nm a 420-515 nm. Lampa Valo disponuje
ttemi mody, které se 1iSi intenzitou vyzatovéni: ,,Standard”, ,High power” a ,Plasma
emulation” s vyrobcem deklarovanou intenzitou vyzafovani 1000, 1400 and 3200 mW/cm?
(Ultradent Products, 2011). Pro kvalitu polymerace je vSak rozhodujici intenzita ozafeni
povrchu télisek, kterd byla méfena pomoci kosinového korektoru CC-3, ptipojeného
prostfednictvim optického vldkna ke spektrometru USB2000+ (vS§e Ocean Optics, Dunedin,
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FL, USA). Primér difuzoru kosinového korektoru 3,9 mm odpovidal priméru kompozitnich
télisek. Cely systém (Obr. 8) byl pfed métenim kalibrovan pomoci zdroje svétla HL-3P-CAL
(Ocean Optics, Dunedin, FL, USA). Data byla zpracovana pomoci softwaru SpectraSuite
Ocean Optics. Méfeni intenzity ozafeni byla provedena pétkrat pro kazdy mod polymeracni
lampy za stejnych podminek jako pifi polymeraci kompozitnich vzorkd, tj. pres
mikroskopické sklo o tloust’ce 1 mm a prihlednou plastovou fo6lii na kosinovém korektoru.
Pti vSech méfenich byla lampa Valo peclivé vycentrovana nad kosinovym korektorem a

upevnéna tak, aby emitované svétlo dopadalo kolmo na povrch kosinového korektoru.

Obr. 8: Aparatura pro méreni intenzity ozareni polymeraéni lampou.

Intenzita ozéfeni byla nejprve méfena v plném rozsahu vinovych délek (380-515 nm) podle
definice ISO 10650. Za vyse uvedenych experimentalnich podminek byla intenzita ozateni
v modech ,,Standard”, ,,High power” a ,,Plasma emulation” 1300, 1950 a 2980 mW/cm?
(Tab. 2). Méfeni byla provedena i v rozsahu fialového (380-420 nm) a modrého (420-515

nm) svétla, které zajist'uji aktivaci Lucirinu TPO, resp. kafrchinonu.

Namériena intenzita ozareni

Méd ligglr:;eraéni i te]z;ilt:lla::;zvz;loié ni (pramér+SD [mW/cm?])
[mW/em’] 380-515 nm 380-420 nm 420-515 nm
"Standard" 1000 130030 19545 (15,0%)  1105+12 (85,0%)
"High power" 1400 1950428 33347 (17,1%) 161710 (82,9%)
"Plasma emulation" 3200 2980430 613£16 (20,6%) 236715 (79,4%)

Tab. 2: Srovnani deklarované intenzity vyzarovani lampy Valo v jednotlivych médech
s namérenou intenzitou ozareni i s rozdélenim na fialovou a modrou oblast spektra.
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Ukazalo se, ze vmddu ,,Standard“ byl podil fialového svétla 15,0 %, v médu ,,High
power* se zvysil na 17,1 % a v modu ,,Plasma emulation” dokonce na 20,6 % (Tab. 2). Pro
pfesné nastaveni podminek polymerace byly pomoci kalibrovanych stopek zméfeny i
pfednastavené Casové intervaly zafeni lampy Valo, desetkrat v kazdém modu. Na zakladé
vysledkl téchto metfeni (Tab. 3) byly pro polymeraci kompozitnich materidlu zvoleny tyto
rezimy polymerace: 1300 mW/cm? po dobu 20 s (oznacovéano dale jako 1300/20), 1950
mW/cm? po dobu 12 s, 10 s nebo 8 s (1950/12, 1950/10 a 1950/8) a 2980 mW/cm? po dobu
6 s nebo 5 s (2980/6 a 2980/5). Dodand svételna energie odpovidajici témto polymera¢nim

podminkam se pohybovala od 15,8 do 26,7 J/cm? (Tab. 3).

Polymeraéni  Intenzita ozareni Prednastaveny  Skuteina doba  Svételna energie [J/cm?]
rezim [mW/cm?] ¢as zafeni lampy zaieni [s] (konfiden¢ni interval)
2980/5 2980 5s(3s+25s) 5,3 15,8 (14,7-16,9)
1950/8 1950 8s(2x4s) 8,5 16,6 (15,4-17,8)
2980/6 2980 65s(2x3s) 6,5 19,4 (18,0-20,8)
1950/10 1950 10s(4s+2x35) 10,6 20,7 (19,2-22,2)
1950/12 1950 125 (3%4s) 12,8 25,0 (23,2-26,8)
1300/20 1300 20s 20,5 26,7 (24,7-28,7)

Tab. 3: Polymeraéni rezimy: intenzita ozareni, €as zareni a svételna energie.

Konfidenéni interval odpovida stanovené svételné energii + rozsifena nejistota.

3.1.2 Hodnoceni kvality polymerace pomoci méreni mikrotvrdosti

Mikrotvrdost koreluje s konverzi monomera (Bouschlicher et al., 2004; Ferracane, 1985),
a proto se bézné vyuziva jako jednoducha a rychld metoda hodnoceni kvality polymerace
kompozitnich materialii. Pro kazdy kompozitni material a rezim polymerace (Tab. 3) bylo
v teflonovych formach (primér 4 mm, tloustka 2 mm) pfipraveno pét cylindrickych télisek.
Formy umisténé na mikroskopickém sklu s prihlednou plastovou f6lii byly mirné pieplnény
kompozitnim materidlem, zakryty dalsi pruhlednou f6lii a mikroskopickym sklem, které
bylo pfitlaCeno pro zarovnani povrchu. Polymerace byla provedena pomoci lampy Valo,
jejiz ¢ocka byla umisténa koncentricky s téliskem tak, aby svétlo dopadalo kolmo na jeho
povrch. Pfiblizn¢ 30 minut po ozafeni byly horni (ozafeny) i spodni (neozéateny) povrch
téliska zabrouSeny pomoci navlh¢enych brusnych papir P1000, P2500 a P4000 a vylestény
pomoci 3um diamantové lestici pasty MetaDi Il na nylonové lestici tkaniné a nasledné
suspenzi lum ¢astic oxidu hlinit¢ého MicroPolish II na lestici tkaniné MicroCloth (vSe

Buehler, Lake Bluff, IL, USA). Vzorky byly skladovany ve tmé pti pokojové teplot¢.
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Mikrotvrdost dle metodiky Knoop byla méfena po 1, 24 a 168 hodinach (IndentaMet 1600-
1105D, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) na 5 mistech na hornim i spodnim povrchu téliska
pti zatizeni 25 g po dobu 5 s. Prvni méfeni bylo provedeno ve stfedu povrchu, ostatni
ptiblizn¢ 1,5 mm od stiedu v polohéch sever-jih-vychod-zapad. V piipadé TEC a ESQ, které
obsahuji ¢astice predpolymerovaného plniva o velikosti srovnateln¢ s délkou vtisku (az
100 pm) bylo nutné provést dvé a vice indentaci mimo tyto castice, aby byly dosazeny
hodnoty lidici se oméné nez 10 %. Castice pfedpolymerovaného plniva totiz svoji
mikrotvrdosti (70-80 KHN u TEC, 80-95 KHN u ESQ) vyrazné ptevysuji mikrotvrdost
okolniho kompozitu (max. 51 KHN u TEC i1 ESQ), coz vede k vysoké variabilité vysledkt
a ztraté citlivosti této metody, jez je nezbytna pro hodnoceni kvality polymerace matrice.
Pokud z tohoto diivodu bylo provedeno vice vtiskli na jednom misté, byl vypocten jejich
aritmeticky primér. Primérné hodnoty mikrotvrdosti na kazdém povrchu naméfené 1, 24
a 168 hodin po ozéfeni byly statisticky vyhodnoceny pomoci tficestné analyzy rozptylu
(ANOVA, proménné: rezim polymerace, doba od ozateni, horni/spodni povrch téliska)
a Tukeyho post-hoc testli. Analyzy byly provedeny pii 0=0,05 pomoci softwaru Statistica
12 (TIBCO, Palo Alto, CA, USA).

3.2 Uvolnovani bisfenolu

3.2.1 Vyplhové materialy

.....

materialy pro hodnoceni uvoliiovani BPA zvoleny podle typu v nich obsazenych monomerii
a plniv. Jako zastupce kompoziti s monomery na bazi BPA byl vybran v pfedchozi ¢asti
testovany nanokompozit FU, ktery obsahuje Bis-GMA i Bis-EMA, a mikrohybridni
kompozit Charisma Classic (CC; Kulzer, Hanau, Némecko) obsahujici Bis-GMA. CC byl
uptednostnén pied TEC a ESQ, které obsahuji piedpolymerované kompozitni plnivo
snejasnym slozenim a stupném konverze. Z “BPA-free” materiald byly zvoleny
mikrohybridni kompozit Charisma Diamond (CD; Kulzer, Hanau, Némecko) a ormocer
Admira Fusion (AF; Voco, Cuxhaven, Némecko). Z hybridnich skloionomernich cementi
byl vybran Photac Fil Quick Aplicap (PF; 3M ESPE, St. Paul, MN, USA), v némz byl
Rogalewiczem a kol. identifikovan monomer Bis-EMA (Rogalewicz et al., 2006), a GC Fuji
IT LC (F2; GC, Tokio, Japonsko), u n¢hoz ptedchozi studie zjistily obsah Bis-GMA
(Mazzaoui et al., 2002; Rogalewicz et al., 2006). U vSech material byl zvolen stejny odstin

A2, v ptipadé FU se jednalo o A2 Dentin. Pfehled slozeni materialt je uveden v Tab. 4.
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Nazev materialu
(zkratka; vyrobce)

SloZeni
(Cislo Sarze)

Charisma Classic A2 (CC; Kulzer, Hanau,
Némecko)

Bis-GMA, TEGDMA, Ba-Al-F sklo, predpolymerované
plnivo, pyrogenni silika ¢astice, iniciator
(K010733)

Filtek Ultimate Universal Restorative A2
Dentin (FU; 3M ESPE, St. Paul, MN, USA)

Bis-GMA, Bis-EMA, UDMA, TEGDMA, PEGDMA,
nanocastice SiOz a ZrOz a jejich aglomeraty, iniciator
(N985020)

Charisma Diamond A2 (CD; Kulzer, Hanau,
Némecko)

TCD-DI-HEA, UDMA, TEGDMA, Ba-Al-F sklo,
pyrogenni silika ¢astice, iniciator
(K010073)

Admira Fusion A2 (AF; Voco, Cuxhaven,
Némecko)

“organicky modifikovana keramika”, sklokeramické plnivo,
nanoplnivo, iniciator
(1919447)

Photac Fil Quick Aplicap A2 (PF; 3M ESPE,
St. Paul, MN, USA)

Na-Ca-Al-La-F silikatové sklo, HEMA, difunk¢ni
monomery, aktivator (amin), kopolymer akrylové a
maleinové kyseliny, kafrchinon, stabilizatory
(4587570)

GC Fuji I LC Capsule A2 (F2; GC, Tokio,
Japonsko)

Al-F silikatové sklo, polyakrylova kyselina, HEMA,
2,2 4-trimethyl hexamethylen dikarbonat, TEGDMA

(190219A)

Tab. 4: Slozeni kompoziti a skloionomerti pro hodnoceni uvoliovani BPA.

Pouzité zkratky: Bis-GMA: bisfenol A-glycidyl methakrylat; TEGDMA: triethylenglykol dimethakrylat;
Bis-EMA: ethoxylovany bisfenol A-glycidyl methakrylat; UDMA: urethan dimethakrylat; PEGDMA:
polyethylenglykol dimethakrylat; TCD-DI-HEA: bis-(akryloxymethyl) tricyklodekan; HEMA:
2-hydroxyethyl methakrylat.

Pied zahdjenim experimentu byly vSechny néstroje, zkumavky a formy opakované
oplachnuty methanolem tfidy LC-MS, aby se zabranilo kontaminaci vyluht pfipadnymi
necistotami. Teflonové formy (pramér 6 mm, tloustka 2 mm) umisténé na mikroskopickém
sklu byly zaplnény kompozitem ¢i skloionomernim cementem a jejich povrch byl zarovnan
dal$im mikroskopickym sklem. Té&liska (povrch 94,2 mm?, objem 56,5 mm?3, hmotnost
0,13-0,16 g) byla zpolymerovéna zjedné strany lampou Valo v rezimu 1300/20 nebo
2980/5. Tricet minut po ozareni byla téliska vytlacena z forem (Obr. 9) a zvaZena pomoci
kalibrované digitalni analytické véhy s presnosti £0,1 mg (HR-200-EC, A&D, Tokio,
Japonsko). T¢liska byla nésledné vlozena do borosilikatovych sklenénych zkumavek se 2 ml
umélé sliny nebo 2 ml methanolu tfidy LC-MS (pro kazdé médium n=3). Umél4 slina byla
pfipravena laboratoii VSeobecné fakultni nemocnice v Praze rozpusténim NaCl (0,8 g/1),
KCI (1,2 g/l), CaCl,.2H,0 (0,1 g/1), KoHPO4.3H>O (0,3 g/) a MgCl,.6H,O (0,1 g/l)
v destilované vod¢ a jeji pH bylo pomoci 0,1N NaOH upraveno na 7,0. Zkumavky byly
uzavieny Sroubovacimi uzavéry s teflonovymi septy a inkubovany ve tmé pii 37 °C

za pravidelného ru¢niho promichéavani.
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B i

Obr. 9: Postup zhotoveni télisek z vypliovych materialt.

Extrakty byly odebrany po 1, 4, 9, 16, 35, 65, 130 a 260 dnech. Po odebrani extraktu byla
téliska opatrné¢ vyjmuta ze zkumavek, oplachnuta, osuSena, zvdZena a navracena do
zkumavky se 2 ml Cerstvého extrak¢niho média (umélé sliny ¢i methanolu). Po odebrani

posledniho extraktu byla téliska vysusena pii pokojové teplot¢ a opakované vazena do

konstantni hmotnosti. Sorpce extrakéniho média byla vypoctena rovnici m2r;m3 x 100 [%],
1

kde m; je hmotnost téliska po polymeraci, m> jeho nejvyssi hmotnost namétend béhem
experimentu a m3; hmotnost vysuSeného téliska po ukonceni sorpéniho experimentu. Ztrata

mgz

hmotnosti téliska byla vypoétena rovnici m% x 100 [%]. Tyto vypocty byly provedeny
1

pouze pro kompozity, nebot’ skloionomerni cementy pfirozen¢ obsahuji vodu a vysledky by

proto mohly byt zavadéjici.

3.2.2 Polykarbonaty

K testim uvoliiovani BPA z polykarbonatl byly vybrany prefabrikované korunky dolniho
prvniho premolaru (¢islo Sarze NC00297; 3M ESPE, St. Paul, MN, USA), korunky
frézované z blokl Zirkonzahn Temp Premium Flexible (ZPF, odstin A3-B3; cislo Sarze
11714; Zirkonzahn, Gais, Italie) a Tizian Blank Polycarbonate (TBP, odstin A2; ¢islo Sarze
2020001641; Schiitz Dental, Rosbach, Némecko). Korunky vyrobené 3D tiskem byly
pfipraveny z Makrolonu 2805 (Covestro, Leverkusen, Némecko). Pro srovndni byly
testovany korunky frézované z PMMA Zirkonzahn Temp Basic (odstin A3-B3; ¢islo Sarze

6795; Zirkonzahn).

Pro standardizaci rozméra télisek byla prefabrikovana polykarbonatova korunka pouzita
jako Sablona pro frézovani a 3D tisk. Korunka byla naskenovana pomoci skeneru S900 Arti
(software ZirkonzahnScan v.5051.3; Zirkonzahn) a pomoci software Geomagic Qualify

(v.2012; Geomagic, Morrisville, NC, USA) byl stanoven jeji povrch 310,9 mm? a objem
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108,9 mm?®. ZPF a PMMA korunky byly vyrobeny pomoci CNC (computer numerical
control) frézky M1 (software Zirkozahn.Friasen v.04 4002 0030; Zirkonzahn) v rezimu
"High Quality" bez vodniho chlazeni. Hrubé frézovani bylo provedeno frézou 2L Premium
pfi 12 000 ot/min, ptesnéjsi frézovani nasledné frézami 1L pii 10 000 ot/min a 0,5S pfi
13 000 ot/min. Korunky z TBP byly frézovany pomoci CNC frézky Motion 2 (Amann
Girrbach, Koblach, Rakousko) v nejvyssi kvalit¢ s pouzitim vodniho chlazeni. Hrubé
frézovani bylo provedeno frézou Roto RFID 2,5 PMMA pii 15 000 ot/min, pfesn&jsi
frézovani nasledné¢ Roto RFID 1,0 PMMA pfti 15 000 ot/min a Roto RFID 0,6 PMMA pfi
18 000 ot/min. Po frézovani byly korunky oddéleny od blokli pomoci frézy z karbidu
wolframu (H257EF.104.023; Komet, Lemgo, Némecko). 3D-tisténé¢ korunky byly
zhotoveny z Makrolonu 2805 pomoci technologie "drop-on-demand" v 3D tiskarné
Freeformer 200 (Arburg, Lossburg, Némecko). VSechny vyse uvedené postupy (Obr. 10)
byly v souladu s ptislusnymi doporucenimi vyrobce. Vné&jsi povrch vyrobenych korunek byl
ohlazen pomoci silikonového kotouce (9627.900.220; Komet) a vylestén pomoci kartace
z kozich chlupti a lestici pasty Acrypol (Bredent, Senden, Némecko). Lesténi do vysokého
lesku bylo provedeno pomoci lestici pasty Abraso Starglanz (Bredent). Korunky byly
ocistény pomoci parni trysky Wasi-Steam 2 (Wassermann Dental-Maschinen, Hamburk,
Némecko) a ultrazvukového C¢iSténi (Sonorex Super; Bandelin, Berlin, Némecko) v
destilované vod€ po dobu 5 minut. Nakonec byly vysuSeny stlacenym vzduchem a

ponechany k vyschnuti pii pokojové teploté po dobu nejméné 4 tydnii.

Vyroba korunek Frézovani
. . Vi aty:
Prefabrikovana Sken korunky P_OI karbonat _ _
(s , Zirkonzahn Temp Premium Flexible
polykarbonatova (vzor pro vyrobu Tizian Blank Polvcarbonate
korunka dalsich korunek) v

Poly(methyl methakrylat):
Zirkonzahn Temp Basic

3D tisk

Polykarbonat:
Makrolon 2805

Obr. 10: Schématické znazornéni vyroby korunek frézovanim a 3D tiskem.

Korunky byly zvdZeny na kalibrované digitalni analytické véze s pfesnosti +0,1 mg
(HR-200-EC, A&D, Tokio, Japonsko) a pfeneseny do predem vyplachnutych a vysuSenych
borosilikatovych sklenénych zkumavek obsahujicich bud’ 2 ml methanolu tfidy LC-MS
nebo um¢lé sliny (pro kazdé médium n=5). Zkumavky uzaviené Sroubovacimi uzavéry

s teflonovymi septy byly inkubovany pii 37 °C a pro stanoveni kinetiky uvoliiovani BPA
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bylo extrakéni médium nahrazeno cerstvym po 1 dni, 1 tydnu, 1 mésici (28 dnech)
a 3 mésicich (84 dnech). Odbéry extraktl i vazeni korunek byly provadény stejné jako
v piipadé€ vypliovych materiali. Po 3 mésicich byly korunky vysuSeny pii pokojové teplote

a opakované vazeny do konstantni hmotnosti. Sorpce umélé sliny byla vypoctena rovnici
mo—ms

— kde m> je hmotnost korunky na konci tfimési¢ni extrakce, ms3 jeji hmotnost

po vysuseni a ¥ objem korunky. Ztrata hmotnosti korunky byla vypoctena rovnici %,

kde m; je hmotnost korunky pied vlozenim do extrakéniho média.

3.2.3 Chromatograficka analyza

Standardy BPA, BPS, BPF, BPAF a deuterovany standard BPA (d16BPA) byly zakoupeny
od Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), stejn¢ jako aceton, hydrogenuhli¢itan sodny,
mravencan amonny a dansylchlorid. Diethylether, methanol tfidy LC-MS a voda pro
chromatografii byly zakoupeny od Merck AG (Darmstadt, Némecko), methanol p.a. (tfidy
pro analyzu) od spoleénosti Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika). Kalibra¢ni smés byla
pfipravena zfedénim methanolovych zasobnich roztokit BPA, BPS, BPF a BPAF

v methanolu. Jako vnitini standard byl pouzit d16BPA v methanolu.

Pro vypliové materialy byla sestrojena devitibodova kalibracni kiivka v rozsahu 0,032-8,0
ng/ml a pro analyzu bylo pouzito 700 pl extraktu. Pro polykarbonaty bylo na zaklad¢ pilotni
studie zvoleno Sirsi kalibra¢ni rozmezi 0,065-16,0 ng/ml a objem vzorkl byl nastaven tak,
aby namétené hodnoty tomuto rozmezi odpovidaly, tj. bylo pouzito 10 pl methanolovych
extraktli a 20 pl extraktd v umélé slin€. V ptipadé PMMA bylo pouzito 500 pl, nezavisle na
extrakénim médiu. Extrakty télisek v umélé slin¢ byly extrahovany pomoci diethyletheru,
methanolové extrakty byly za snizeného tlaku odpateny do sucha. K suchym reziduim bylo
poté ptidano 10 pl vnitiniho standardu a znovu bylo provedeno vakuové suseni. Stejnym

zpiisobem byly zpracovany i kontrolni vzorky se znamym ptidavkem BPA.

Pro zvySeni citlivosti detekce byla provedena derivatizace BPA dansylchloridem (Obr. 11)
tak, Ze k suchym reziduim vzorkt bylo ptidano 50 ul dansylchloridu v acetonu (1 mg/ml)
a 50 pl 100 mM pufru bikarbonéatu sodného (Kolatorova Sosvorova et al., 2017; Vitku et al.,
2015). Po promiseni a vysuSeni byly vzorky doplnény 300 ul methanolu naredéného
odpovidajicim mnozstvim 10 mM vodného roztoku mravencanu amonného. Analyzovano
bylo 50 pl vysledného roztoku. Chromatografickd analyza byla provedena UHPLC
systémem Eksigent ultralLC 110 (Redwood City, CA, USA) s kolonou Kinetex C18 1,7 um
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(150%3,0 mm) (Phenomenex, Torrance, CA, USA) pii prutoku 0,4 ml/min a 50 °C. Jako
mobilni faze byla pouzita smés vody a methanolu s nasledujicim gradientem: koncentrace
methanolu byla pfi zahajeni eluce 50 % (2 minuty), poté byla linearné¢ zvySovana na 90 %
(2-6 minut) a 95 % (6-7 minut). Koncentrace methanolu 95 % byla udrzovana po dobu
1,8 minuty, nésledné byla snizena na 50 % (8,8-9 minut) a zachovéana az do konce eluce po
11 minutdch. Tandemova hmotnostni detekce byla provedena pomoci hmotnostniho
spektrometru s elektrosprejovou ionizaci API 3200 (Sciex, Concord, Kanada). LLOQ byly
stanoveny na 0,042 ng/ml pro BPA, 0,055 ng/ml pro BPS, 0,044 ng/ml pro BPF a 0,151
ng/ml pro BPAF. Koncentrace bisfenolli naméifené v extraktech byly piepocteny

na mnozstvi uvolnéna z 1 g testované¢ho materialu (ng/g).
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Obr. 11: Schéma derivatizaéni reakce BPA dansylchloridem.

3.2.4 Statisticka analyza
3.2.4.1 Vyplhové materialy

Pro analyzu kinetiky uvoltiovani bylo vypocteno priimérné denni uvolnovani bisfenolt tak,
ze mnozstvi bisfenoll v extraktu vztazené k hmotnosti materidlu bylo vydéleno poctem dnil
extrakce. Pro statistickou analyzu byla pouzita dvoucestna ANOVA s opakovanim
(proménné: polymeracni podminky a doba extrakce) pro kazdy material a extrakéni médium,
parova srovnani byla provedena pomoci Fisherova LSD testu. Kumulativni mnozstvi
bisfenolii uvolnénd z kazdého materidlu za celé obdobi 260 dnli byla analyzovana pomoci
dvoucestné ANOVA (proménné: extrakéni médium a polymera¢ni podminky), porovnani
materiali bylo provedeno pomoci t-testi s Bonferroniho korekci. Sorpce extrakéniho média
a hmotnostni ztrata kompozitli byly analyzovany obdobn¢ jako kumulativni mnozstvi
uvolnéného BPA. VSechny analyzy byly provedeny na hladiné¢ vyznamnosti 0,05 pomoci

softwaru Statistica 12 (TIBCO, Palo Alto, CA, USA).
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3.2.4.2 Polykarbonaty

U polykarbonatli bylo rovnéz vypocteno primérné denni uvoliiovani bisfenold z1 g
materidlu, ale zdlvodu kladné Sikmosti byla provedena logaritmicka transformace.
Vzhledem k tomu, Ze z kazdé korunky byly pfipraveny Ctyii extrakty, byl pouzit linearni
smiSeny model, ktery zohledituje ndhodny vliv jednotlivych korunek. V analyzich
uvoliiovani bisfenoll byly testovany efekty materialu, extrakéniho média a doby extrakce; v
analyzach sorpce umélé sliny a ztraty hmotnosti téliska byl testovan vliv materialu. Parova
srovnani byla provedena pomoci Tukeyho post-hoc testu. Analyzy byly provedeny

v prostiedi R (R Core Team, 2008) na hladin€ vyznamnosti 0,05.

3.3 Mikroskopicka analyza

U polykarbonatovych korunek byla provedena také mikroskopické analyza jejich povrchi.
Nejprve byl pomoci stereomikroskopu SZX10 (Olympus, Tokio, Japonsko) pozorovan
jejich vylestény vnéjsi povrch, poté byly korunky roziiznuty rotacnim diskem na tii ¢asti
(okluzni plocha, mezidlni a distalni sténa) a byly pozorovany jejich nele$téné vnitini
povrchy. Pro zvySeni kontrastu byly korunky pokryty tenkou vrstvou zlata ptistrojem
JFC-1200 Fine Coater (Jeol, Tokio, Japonsko) a detaily jejich struktury byly
charakterizovany pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) JSM 5500-LV

(Jeol) v rezimu zpétné odrazenych elektrontl (,,backscatter electron image*).
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4 Vysledky

4.1 Vliv intenzity a doby ozareni na kvalitu polymerace

Tticestnda ANOVA odhalila, Ze vSechny proménné (reZim polymerace, doba od ozéfeni,
horni/spodni povrch téliska) mély signifikantni vliv na mikrotvrdost (p<0,001), Tab. 5-7.
Pro vSechny testované kompozity platilo, Ze mikrotvrdost se zvySovala s dobou od ozareni.
Mezi 1 a 24 hodinami byl tento narist vyznamny na obou povrsich pifi vSech reZimech
polymerace pro FU a TEC, zatimco pro ESQ jen pii vysoké dodané svételné energii,
tj. v rezimech 1950/12 a 1300/20. Mikrotvrdost se dale zvySovala i mezi 24 a 168 hodinami
od ozafeni, ale rozdil nebyl vyznamny s vyjimkou nékolika skupin TEC a ESQ (Tab. 6 a 7).
Hodnoty mikrotvrdosti po 168 hodinach tudiz Ize povazovat za ustalené a byly pouzity pro

vyhodnoceni vlivu povrchu téliska a rezimu polymerace.

Svételns energie Horni povrch Spodni povrch
(rezim polymerace) 1h 24h 168 h 1h 24h 168 h
2
%28%??)1 61,642,448 69 341,04 71 742,00 52 041,18+ 58,740,5%%"  61,3+],05"
2
1(61’85J(/)‘/’g)1 61,24£0,84%  70,3£1,280"  72.441,14%  46,0+£0,84% 54,441,380 56, [+0,81"
2
1(92’38%‘/’2)1 65,9416 745108 76,120,585 59,141,507 658420  67,6:1,65"
2
20,7 J/em 65,041,38C2" 72 540 7ABV* 74 541 [ABM* 56341 2C* 63 843 0Cb* 63 9+ OBCH*
(1950/10)
25,0/ cm? Ca* Bb* BCb* DEa* Db* Db*
(1950/12) 66,941,162 752412 78,041,48C0" 62 247 2 69,8+1,8 72,8421
26,71/ cm? ABCa Bb Cb Ea Db Db
(130020) 64,0+0,4 75,241,0 78,4414 63,6+0,8 73,240,7 75,3+1,9

Tab. 5: Mikrotvrdost kompozitniho materialu Filtek Ultimate Universal Restorative.
Rlzna pismena v hornim indexu znaci signifikantni rozdily mezi skupinami — velka pismena ve
sloupcich (mezi rezimy polymerace) a mala pismena v fadcich (mezi dobami od ozéafeni pro kazdy
povrch). Hvézdicky znadi signifikantni rozdily mezi hornim a spodnim povrchem odpovidajicich
skupin.

Kurzivou je zvyraznéna nedostate¢na polymerace, tj. pokud mikrotvrdost na spodnim povrchu po
168 hodinach nepresahla 62,7 KHN, coz odpovida 80 % maximalni mikrotvrdosti naméfrené na
hornim povrchu (78,4 KHN).

Na hornich povrsich byla mikrotvrdost vyznamné vyssi nez na spodnich u v§ech skupin TEC
(p<0,001) i FU (p<0,001) s vyjimkou nejvyssi expozice 26,7 J/cm? (p>0,32). Naproti tomu
mikrotvrdost hornitho a spodniho povrchu ESQ se vyznamné neliSila (p>0,30). Pro
hodnoceni kvality polymerace je vSak podstatny pomér mikrotvrdosti na spodnim povrchu
vici maximalni mikrotvrdosti horniho povrchu (Bouschlicher et al., 2004; Ferracane, 1985).

Hranice 80 % nebylo u zadného z materiali dosazeno pti nizké svételné energii (15,8 a 16,6
y p g
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J/em?), coz naznaluje jejich nedostateCnou polymeraci. V piipadé ESQ nepiekrocila
mikrotvrdost hranici 80 % hranici ani na hornim povrchu v rezimu 2980/5 se svételnou

energii 15,8 J/cm? (Tab. 7).

Svételns energie Horni povrch Spodni povrch
(rezim polymerace) 24h 168 h 1h 24h 168 h
15,8 J/em? BCa* Cb* BCb* Aa* ABb* Ab*
(2980/5) 40,1+0,4 47,5+0,9 48,2+0,8 33,1+0,6 37,2+1,1 38,5+0,4
16,6 J/em? Aa* Ab* Ac* Aa* Ab* ABc*
(1950/8) 35,6+1,1 40,9+1,2 44,1+0,8 31,8+2,1 36,4+1,0 39,2+0,7
2
! (92’38‘]6%1)1 40,541,382 49.3+1,0°"  50,94+0,6P*"  36,0+1,08"  40,5+0,6PP" 42,1+0,2C*
20,7 J/em? ABa* Bb* Bb* ABa* BCb* BCc*
(1950/10) 38,9+0,9 44,6+0,9 46,7+0,2 33,9+1,2 39,0+0,5 41,5+0,1
25,0 J/Cm2 Ca* Cb* CDb* Ca* Db* Cb*
(1950/12) 41,5+0,4 48,5+0,5 50,3+0,1 37,6£0,7 41,7+0,8 43,6+1,6
26,7 J/em? Ca* Cb* CDb* Ca* CDb* Cb*
(1300/20) 41,7+0,5 49,4+0,8 49,3+1,9 36,3+0,8 40,7+1,3 42,2+1.8

Tab. 6: Mikrotvrdost kompozitniho materialu Tetric EvoCeram.

Vysvétlivky jsou v popisku Tab. 5. Hranice pro nedostate¢nou polymeraci odpovidajici 80 %
maximalni mikrotvrdosti naméfené na hornim povrchu (50,9 KHN) byla po 168 hodinach 40,7 KHN.

Svételns energie Horni povrch Spodni povrch
(reZim polymerace) 1h 24 h 168 h 1h 24h 168 h
15,8 J/em? 32,740,74%  34,6+0,8% 37,040,740  31,8+£1,0°* 33,7042 35 9+(0,94
(2980/5) 9 9 b b b 9 b b b b ) b
2
1(61’8 Sjéjg)l 35,6£0,548 40,641,150 41740548 35510678 37,840,548 38 840, 548
2
1(92’;‘;(/;2)1 40,441 4CD 44,641 55C0  45740.65C0 37,740,850 4].040,55C 43 840, 6CDb
20,7 J/ cm? BCa BCb BCb Ba Bb BCb
(1950/10) 37,5%1,5 43,240,9 44,620,8 37,242,1 40,6+1,080  42,0+1,1
25,0 J/ cm? CDa Cb Cb CDa CDb Db
(1950/12) 40,642,0 44,643,0 47,043,1C0 40,4421 44,0+3,7 45,8438
26,71/ cm? Da Db Db Da Db Ec
(1300/20) 432414 49,9+1,1 50,9+1,0°° 41,8403 47,041,6 50,140,6

Tab. 7: Mikrotvrdost kompozitniho materialu Estelite Z Quick.

Vysvétlivky jsou v popisku Tab. 5. Hranice pro nedostate¢nou polymeraci odpovidajici 80 %
maximalni mikrotvrdosti naméfené na hornim povrchu (50,9 KHN) byla po 168 hodinach 40,7 KHN.

33



4.2 Uvolnovani bisfenolu

BPA byl detekovan v extraktech vSech materidll, zatimco uvoliiovani alternativnich

bisfenoli BPS, BPF a BPAF nebylo potvrzeno u zadného z nich (Obr. 12).

Obr. 12: Chromatogram kalibraéni fady a reprezentat1ivniho extraktu.

Na ose X je retencni €as, na ose Y intenzita signalu. V kalibracni fadé (nahofe) jsou viditelné peaky
vSech standard(, zatimco v extraktu (dole) byl detekovan pouze BPA a vnitini standard d16BPA.
4.2.1 Vyplhové materialy

Primérné mnoZstvi BPA uvolnéného za den z gramu materidlu (ng/g) do umélé sliny
a methanolu je uvedeno v Tab. 8 a 9 a graficky znazornéno na Obr. 13. V obou extrakénich
médiich uvolfiovaly vSechny materidly nejvys$$si mnozstvi BPA béhem prvniho dne.
Uvoliovéani se poté se vyznamn¢ snizilo (p<0,001), pficemz u ,,BPA-free* kompoziti (AF,
CD) se postupné zcela zastavilo. U kompoziti s monomery na bazi BPA (FU, CC) a
skloionomerniho cementu PF naopak uvoliiovani prokazatelné pokracovalo i po 260 dnech,

Obr. 14.

Béhem prvniho dne se z télisek polymerovanych po dobu 5 s pfi 2980 mW/cm? uvolnilo
vyznamné vice BPA nez z télisek polymerovanych po dobu 20 s pii 1300 mW/cm? (p<0,05)
s vyjimkou PF v umélé sliné a AF v methanolu. Pti delSi dobé extrakce vsak vliv
polymeracnich podminek na primérné denni uvoliovani BPA nebyl u vétSiny skupin
vyznamny (p>0,05). Analyza kumulativniho mnozstvi BPA uvolnéného za dobu 260 dnil
(Tab. 10, Obr. 14) ukazala, Ze ve srovnani se standardni polymeraci (20 s, 1300 mW/cm?)

vedla zkracena doba ozafeni (5's, 2980 mW/cm?) k vyznamné vy$§imu uvolfiovani BPA
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z obou skloionomernich cementi v umélé sliné a z FU v methanolu (p<0,05). Obdobna
tendence byla zpocatku pozorovéana i u CC v methanolu, ale pozdéji se vys$si mnozstvi BPA
uvoliovalo z t&lisek polymerovanych po dobu 20 s pfi intenzité ozaieni 1300 mW/cm?

a tento rozdil byl ve srovnéni se zkracenou dobou ozafeni signifikantni (p<0,05).

Kumulativni data dale ukazala, Ze se v methanolu uvolnilo vyznamné vice BPA nez v um¢lé
slin€ (p<0,001) a Ze vliv materialti byl také vyznamny (p<0,001). Z kompozitli s monomery
na bazi BPA (FU, CC) se uvolnilo nejvice BPA, v methanolu byly podobné hodnoty
naméteny také u skloionomerniho cementu PF. Mén¢ BPA se uvolnilo ze skloionomerniho

cementu F2 a bez ohledu na extrakéni médium byly nejniz$i kumulativni hodnoty naméfeny

u,,BPA-free” kompoziti (p<0,001).
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Obr. 13: Primérné denni uvolinovani BPA z vyplnovych materiala.

Mnozstvi uvolnéného BPA v ng/g v umélé sliné (Cerné) a methanolu (Cervené) v zavislosti na druhé
odmocniné doby extrakce. PIna ¢ara reprezentuje standardni podminky polymerace (1300 m\W/cm?
po dobu 20 s), pferu$ovana ¢ara znazoriiuje zkracenou dobu ozareni (2980 mW/cm? po dobu 5 s).
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Materisl Podminky polymerace 1 den 4 dny 9 dni 16 dni 35 dni 65 dni 130 dni 260 dni
(den1)  (dny2-4) (dny5-9) (dny10-16) (dny 17-35) (dny 36-65) (dny 66-130) (dny 130-260)

06 1300 mWien | POIEL23 236019 L5TH017 1905044 1542007 103007 078006  04820,02

Charisma Classic ’ Aa Ab Ac Abc Acd Ad Be Bf
55 2980 mW/cm? 15,7+4,56 2,51+0,24 1,93+0,07 1,84+0,34 1,54+0,25 1,03+0,17 0,50+0,03 0,24+0,02

> Ba Ab Abc Abc Acd Ad Ae Af
205 1300 mW/epe  1F0E064 1665022 12150,10  112:0,02 114004  1,82:0,04 1,09+0,10  0,88+0,06

Filtek Ultimate ’ Aa Ab Abc Ac Ac Ab Ac Ac
S 2080 mWienr | 2965703 2615052 168031 140030 1,990,04  2,1240,19 1212005  0,94+0,03

i Ba Ab Abc Ac Bb Ab Ac Ad
205 1300 mW/ere 1285029 0.28+0,03  0,1850,01  0,09:0,02  0,06£0,03  0,03+0,01 0,030,01  0,01=0,00

Charisma Diamond ’ Aa Ab Ab Ab Ab Ab Ab Ab
S 2080 mWiene | 20174 0415031 006002 022:008  003:0,02 002001 001001  0,01=0,00

i Ba Ab Ab Ab Ab Ab Ab Ab

20 s 1300 Wiy L6029 0484043 0094006  0,09:0,02  0,02:001  0,010,00  0,010,00 0
Admira Fusion ’ Aa Ab Ab Ab Ab Ab Ab Ab
S 2080 mWiene 135078 026010 0,120,12 0,150,090  0,01:0,01 0 0 0

i Aa Ab Ab Ab Ab Ab Ab Ab

205, 1300 mW/em? ﬁwﬁﬁ oummwob oumwﬂpow 9&%&3 om_w_nouow ou\ﬂob@ ovmﬁ%_ oumwww%uo_
. . . a c c c c c

Photac Fil Quick Aplicap . 9274244 1,11£026  0,62+0,04  0,60£0,05 0,70£0,07  0,94:0,06  0,78+0,07  0,61+0,06

35, 2980 mW/cm Ba Ab Ac Ac Bce Bbc Abc Ac
205 1300 mW/ere  LTZEOLL 0885029 036018 0,28:0,06  0,17+0,01  0,12:0,01 0,07+0,01  0,02+0,00

Fuji I LC ’ Aa Ab Ac Acd Acd Acd Acd Ad
S 2080 mWien | 2O1E0AL 1462019 0,61£0,00  0,38:0,08  0,17+0,02  0,08+0,01 0,05£0,01  0,03+0,01

i Ba Bb Ac Acd Ade Ade Ae Ae

Tab. 9: Primérné denni uvoliovani BPA z vyplinovych materialti do methanolu v prepoctu na gram materialu (priimér*SD v ng/g).

Vysvétlivky jsou v popisku Tab. 8.
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Obr. 14: Kumulativni uvoliiovani BPA z vyplinovych materialt.
Vysvetlivky jsou v popisku Obr. 13.

Extrakéni Podminky Charisma Filtek Charisma  Admira Photac Fil

médium _ polymerace  Classic Ultimate  Diamond  Fusion Quick Aplicap FujillLC
20, 1300 143,7+6,0  180,4+39,1 2,09+0,48 2,54+0,95 14,1+1,7 8,84+1,28
Uméla mW/cm? Aa Aa Ab Ab Ac Ad
slina 5's, 2980 126,4+24,7 154,1£23,1 3,34+0,42 3,39+0,59 27,6+1,1 12,9+1,2
mW/cm? Aa Aa Ab ABb Bc Bd
20s,1300 213,144,90 299,0+18,2 7,98+0,46 5,11+1,65 206,1+17,0  22,7+3,0
mW/cm? Ba Bb Bc Bd Ca Ce
Methanol
55,2980 170,8+19,0 358,0+£16,3 8,53+0,82 4,40+1,03 194,3+7.,8 25,4422
mW/cm? Ca Cb Bc ABd Ca Ce

Tab. 10: Kumulativni uvolihovani BPA z vypliiovych materiala v pfepoétu na gram materialu
(pramérxSD v ng/g).

Rzna pismena ve druhém fadku kazdé burky znaci signifikantni rozdily mezi skupinami. Velka
pismena ve sloupcich, mala pismena v fadcich (mezi testovanymi materialy).
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Sorpce extrakénich médii (Tab. 11) i ztrdta hmotnosti kompoziti (Tab. 12), ktera vyjadiuje
mnozstvi vyluhovatelné hmoty, byly vyznamné vys$$i v methanolu nez v umélé sliné
(p<0,001). Z testovanych kompozitii vykazoval FU nejvyssi sorpci umélé sliny (p<0,001),
slin¢ zaznamenana u AF, pokud byl polymerovan 20 s, ale pfi zkraceni doby ozafenina 5 s
nebyl mezi materidly vyznamny rozdil (p>0,05). V methanolu ztrata hmotnosti klesala
v poradi CC>CD>AF>FU (p<0,05). Vliv podminek polymerace na sorpci umélé sliny nebyl
vyznamny (p>0,05), ale zkraceni doby ozafeni na 5 s vyznamné zvysilo sorpci methanolu
(p<0,05) u vSech kompozitl kromé& CD. Ztrata hmotnosti kompozitii byla pfi zkracené dobé
ozéfeni v methanolu vyznamné vyssi nez pfi standardni polymeraci (p<0,05) a podobna,

avsak statisticky nevyznamna tendence byla zaznamenana i v umélé slin¢ (p>0,05).

Extrakéni médium Podminky polymerace Charisma Filtek Charisma Admira
Classic Ultimate Diamond Fusion
20's, 1300 mW/cm? 0,73+0,14 1,24+0,05 0,61+0,03 0,64+0,09
514 slina Aa Ab Aa Aa
Umé s 2080 mwiee | COSE0IT  L27H001 052:002 0,720,004
’ Aa Ab Aa Aa
20's, 1300 mW/em? 3,39+0,15 1,37+0,05 3,37+0,11 2,29+0,11
Methanol Ba Bb Ba Be
5 5. 2980 mW/cm? 3,89+0,17 1,62+0,17 3,48+0,01 2,49+0,07
’ Ca Cb Bc Cd

Tab. 11: Sorpce extrakénich médii testovanymi kompozity (priimérSD v hmotn. %).
Vysvétlivky jsou v popisku Tab. 10.

Extrakéni médi Podmink Ivmera Charisma Filtek Charisma Admira
Xtrakent mediam odminky polymerace Classic Ultimate Diamond Fusion
+ + + +
20's, 1300 mW/cm? 0,05+0,02 0,04+0,01 0,06+0,02 0,12+0,05
Uméla shi Aa Aa Aa Ab
feta stiha L 012%0,07  0,12¢0,03  0,1120,03  0,12+0,01
58,2980 mW/cm
Aa Aa Aa Aa
+ + + +
20's, 1300 mW/cm? 2,27+0,10 0,38+0,06 2,04+0,08 1,13+0,08
Methanol Ba Bb Bce Bd
an
ehano S0t mwiey | PUGEOI0 0832013 248005 135+0,8
’ Ca Cb Cc Cd

Tab. 12: Ztrata hmotnosti testovanych kompozitti (priimérSD v hmotn. %).
Vysvétlivky jsou v popisku Tab. 10.

4.2.2 Polykarbonaty

BPA byl detekovan ve vSech extraktech polykarbonat, zatimco z PMMA se
kvantifikovatelné mnozstvi BPA uvolnilo pouze v methanolu béhem prvniho tydne
(Tab. 13). Ve vsech skupindch, kde byl BPA detekovan, bylo jeho mnoZzstvi uvolnéné

v methanolu vyznamné vyssi nez v umélé sliné (p<0,001). Primérné denni uvoliiovani BPA
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bylo nejvyssi po 1 dni, poté se vyznamné snizilo mezi 1 dnem a 1 tydnem (p<0,001) i mezi
1 tydnem a 1 mésicem (p<0,001), kdy dosahlo svého minima. V porovnani s hodnotami po
I mésici se primérné denni uvolfiovani BPA po 3 mésicich zvysilo u vSech skupin,

signifikantné¢ u prefabrikovanych korunek a TBP v methanolu a u ZPF v um¢élé sliné

(p<0,05).

1 den 1 tyden 1 mésic 3 mésice
(den 1) (dny 2-7) (dny 8-28) (dny 29-84)
Methanol
Prefabrikované 8,0+1,6 1,2+0,2 0,80+0,11 1,2+0,1
polykarbonitové korunky Ba* Bb* Bce* Bb*
Frézovany Zirkonzahn Temp 22,8+7,7 2,1£0,3 1,1+£0,2 1,2+0,06
Premium Flexible (ZPF) Ca* Cb* BCc* Bc*
Frézovany Tizian Blank 32,2438 4,0+0,3 1,3+0,2 1,7+£0,3
Polycarbonate (TBP) Da* Db* Cc* Cd*
oox 11,1£2,3 7,2+1,6 1,4+0,2 1,9+0,2
3D-tiSténé korunky Ba* Eb* Ce* Cd*
Frézovany Zirkonzahn 0,04+0,03 0,02+0,01 0 0
Temp Basic (PMMA) Aa* Aa* Ab Ab
Uméla slina
Prefabrikované 0,07+0,02 0,01+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00
polykarbonatové korunky Ba* Bb* Bbc* Bc*
Frézovany Zirkonzahn Temp 0,34+0,03 0,11+0,01 0,11+0,01 0,18+0,01
Premium Flexible (ZPF) Ca* Cb* Db* Dc*
Frézovany Tizian Blank 7,1+£0,9 1,1+0,1 0,58+0,04 0,59+0,05
Polycarbonate (TBP) Da* Db* Ec* Ec*
oox 7 0,12+0,13 0,10+0,07 0,06+0,02 0,07+0,02
3D-tisténé korunky Ba* Ca* Ca* Ca*
Frézovany Zirkonzahn Temp 0 0 0 0
Basic (PMMA) Aa* Aa* Aa Aa
Tab. 13: Primérné denni uvoliiovani BPA z polykarbonatli v pfepoctu na gram materialu
(priimérSD v pg/g).

Pramérné denni uvolfiovani bylo vypocteno tak, ze mnozstvi BPA v extraktu bylo vydéleno dobou
extrakce. Napfiklad extrakt odebrany 1 mésic po za¢atku extrakce obsahoval BPA uvolnény mezi 8.
a 28. dnem, takZe doba extrakce byla 21 dni. Nulové hodnoty znamenaji, Ze uvolfovani BPA nebylo
mozné kvantifikovat, protoze jeho koncentrace BPA v extraktu byla nizSi nez LLOQ.

RUzna velka pismena znaci vyznamné rozdily ve sloupcich (mezi materidly) zvlast pro kazdé
extrakéni médium. Rdzna mala pismena znaci vyznamné rozdily v fadcich (mezi dobami extrakce).
Hvézdi¢kou jsou oznaceny vyznamné rozdily mezi extrakénimi médii pro jednotlivé materialy.

V methanolu bylo uvoliiovani BPA zpocatku nejvyssi u frézovanych polykarbonati (TBP a
ZPF) (p<0,001), pti pozd¢jsich odberech se vSak nejvyssi mnozstvi BPA uvoliovala ze 3D-
tisténych polykarbonatovych korunek. Tato zména byla ddna strmym poklesem primérného

denniho uvoliiovani BPA ze vSech polykarbonati s vyjimkou 3D-tisténych korunek, jejichz
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uvolnovani klesalo pozvolngji (Obr. 15). V porovndni s ostatnimi polykarbonaty se nejméné
BPA wuvolnilo z prefabrikovanych korunek, ackoli mnozstvi uvolnénd po 1 mésici
a 3 mésicich se vyznamné neliSila od ZPF (p>0,05). V extraktech z PMMA byla zjiSténa
stopova mnozstvi BPA po 1 dni a 1 tydnu, kterd po 1 mésici a 3 mésicich klesla pod LLOQ.
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Obr. 15: Primérné denni uvolinovani BPA z polykarbonatt (PC) v methanolu.

Mnozstvi uvolnéného BPA v ug/g v zavislosti na druhé odmocniné doby extrakce.

V umélé¢ slin€ se nejvice BPA uvolnilo z TBP (p<0,001). Ve srovnani s druhym frézovanym
polykarbonatem (ZPF) bylo uvoliiovani z TBP po 1 dni dvacetkrat vyssi, s prodluzujici se
dobou extrakce se vSak tento rozdil snizoval (Obr. 16A). Kinetiku uvoliovani BPA
z ostatnich polykarbonatt ilustruje Obr. 16B, z né¢hoZ Ize odecist, ze se kromé 3D-tisténych
korunek primérné denni uvolilovani BPA ze vSech polykarbonati mezi prvnim dnem
a prvnim tydnem vyznamné snizilo (p<0,001). Stejn¢ jako v methanolu se nejméné BPA
uvolnovalo z prefabrikovanych polykarbonatovych korunek (p<0,01). Uvolnovani BPA
zPMMA nebylo detekovatelné, 1 pifes pouziti vétstho objemu extraktu pro

chromatografickou analyzu a jeji vysokou senzitivitu.

Sorpce umélé sliny 1 ztrata hmotnosti polykarbonatl vyjadiujici mnozstvi extrahovatelnych
sorpce byly naméteny u frézovanych polykarbonatd, naopak 3D-tisténé korunky vykazovaly
nejvyssi sorpei mezi polykarbonaty (p<0,001) a jeji hodnota se vyznamné nelisila od sorpce
PMMA (p>0,05). Ve ztraté¢ hmotnosti nebyl mezi materidly vyznamny rozdil s vyjimkou
3D-tisténych korunek, u nichz byla naméfena hodnota vyznamné nizsi nez v ptipad¢ ZPF

(p=0,02).
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Obr. 16: Priimérné denni uvolinovani BPA z polykarbonata (PC) v umélé sliné.

Mnozstvi uvolnéného BPA v pug/g v zavislosti na druhé odmocniné doby extrakce ze vsSech
testovanych materialti (A) a bez frézovaného Tizian Blank Polycarbonate (TBP) (B).

Sorpce umélé sliny Ztrata hmotnosti
Prefabrikované polykarbonatové korunky 3’9§0’8 I,LiBl,O
Frézovany Zirkonzahn Temp Premium 2,7+0,5 3,2+0,5
Flexible (ZPF) A B
Frézovany Tizian Blank Polycarbonate (TBP) Z,ZiBl,O 2’?:]31’2
3D-tisténé korunky 15’5;1’8 L0
Frézovany Zirkonzahn Temp Basic (PMMA) 17’2;0’8 2’7:];) 9

Tab. 14: Sorpce umélé sliny a ztrata hmotnosti testovanych polykarbonati (primérzSD
v ug/mm?3).
Rlzna velka pismena znadi signifikantni rozdily ve sloupcich (mezi materialy).
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4.3 Mikroskopicka analyza

Prefabrikované korunky mély hladky vnitini povrch (Obr. 17A), ale na vnéj$im povrchu
byly pritomny drobné defekty. Na jejich mezidlni a distalni stén¢ byla nalezena délici linie
prochazejici vestibularnim hrbolkem (Obr. 18A,B). Vnitini povrchy frézovanych korunek
byly drsnéjsi, s paralelnimi vzory na sténach a koncentrickymi nerovnostmi na okluzni
plose. Tyto nerovnosti (tzv. scallop) jsou zptisobeny krokovym posunem frézy se zaoblenym

¢elem (Obr. 17B,C.E).

Pii vétSim zvétSeni byly u frézovanych polykarbondtli pozorovany plasticky deformované
zoOny a drobné trhliny, zejména na vnitinich plochach ZPF (Obr. 17B). Navzdory lesténi byly
defekty povrchu pfitomny i na vnéjsich povrsich ZPF (Obr. 18C) a TBP (Obr 18D), na
vnitinich povrSich frézovaného PMMA byly nalezeny mélké paralelni drazky bez trhlin
(Obr. 17E). Vn¢jsi povrchy korunek z PMMA oproti frézovanym polykarbonatim byly
hladsi (Obr. 18G). Pozorovani 3D-tisténych korunek odhalilo vrstevnatou strukturu vzniklou
postupnym kladenim polykarbonatového filamentu (Obr. 17D). Mezery mezi jednotlivymi
vrstvami byly pozorovany i na leSténych vnéjsich povrsich a byly nalezeny i drobné defekty

uvniti filamentd (Obr. 18E,F).
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Obr. 17: Morfologie vnitiniho povrchu polykarbonatovych korunek.

Obrazky vlevo pfi zvétSeni 35x, uprostfed pfi zvétSeni 100x a vpravo pfi zvétSeni 500x.

A: Prefabrikované polykarbonatové korunky, B: Frézovany Zirkonzahn Temp Premium Flexible
(ZPF), C: Frézovany Tizian Blank Polycarbonate (TBP), D: 3D-tiSténé korunky, E: Frézovany
Zirkonzahn Temp Basic (PMMA).
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Obr. 18: Morfologie vnéjsiho povrchu polykarbonatovych korunek.

Obrazky vlevo pfi zvétSeni 35x (E), 50x (A) a 500x (B-D, F, G). Bilé trojuhelnic¢ky v Obr. A ukazuji
na délici linii. A,B: Prefabrikované polykarbonatové korunky, C: Frézovany Zirkonzahn Temp
Premium Flexible (ZPF), D: Frézovany Tizian Blank Polycarbonate (TBP), E,F: 3D-tiSt€né korunky,
G: Frézovany Zirkonzahn Temp Basic (PMMA).
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5 Diskuse

Dentélni kompozitni materidly a skloionomerni cementy spliuji zékladni pozadavky
na biokompatibilitu definované v technickych normach tfady ISO 10993 a ISO 7405.
Dlouhodobé uvoliiovani nékterych latek ze struktury téchto materidli v nizkych
koncentracich vSak nemusi uvedené normy postihovat. Mezi témito latkami vzbuzuje
zvlastni pozornost endokrinni disruptor BPA, ktery je soucasti struktury nékterych bézné
pouzivanych monomerti. Nezanedbatelnym zdrojem BPA by mohly byt také polykarbonaty,
jejichz pouziti je v zubnim I¢kafstvi sice mén¢ rozsirené, ale BPA je strukturni jednotkou

jejich polymernich fetézct.

Cilem této disertacni prace proto bylo kvantifikovat uvoliiovani BPA z uvedenych typt
dentalnich materidli. Timto tématem se sice zabyvalo mnoZzstvi studii, ale vétSina z nich
sledovala uvoliiovani BPA po velmi kratkou dobu, obvykle 24 hodin (L&froth et al., 2019),
coz neodpovida klinické praxi, kde jsou dentalni materidly obvykle pouzivany po dobu
mésici az let. Nejvetsi uvoliiovani BPA lze sice o¢ekavat kratce po zhotoveni rekonstrukce,
nebot’ mize dochédzet k uvoliovani nezpolymerovanych monomerii (Van Landuyt et al.,
2011). Takové experimenty vSak nezachycuji ptipadnou degradaci materidll ani
dlouhodobou eluci nizkych mnozstvi BPA, které vzhledem k nemonotonni zavislosti uc¢inku
BPA na davce (Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Vandenberg et al., 2012) a moznosti
akumulace BPA v tukové tkani (Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Vandenberg et al., 2009)
mohou piedstavovat zdravotni riziko. Absence dat z dlouhodobého uvolfiovani mize
souviset i s faktem, Ze dfive dostupné metody stanoveni BPA nebyly dostatené citlivé a
v nékterych piipadech mohla byt problémem i jejich nizké specificita (Hope et al., 2016;
Noda et al., 1999).

V soucasnosti  jsou standardem metody UHPLC-MS/MS s vysokou senzitivitou
i specificitou. V nedavnych studiich byly popsany metody s LLOQ 0,1 ng/ml (Becher et al.
2018), respektive 0,073 ng/ml (De Nys et al., 2022), pti¢emz ve druhé jmenované studii byla
ke zlepSeni citlivosti pouzita derivatizace pyridin-3-sulfonyl chloridem. V této disertacni
praci byla pouzita diive validovand UHPLC-MS/MS metoda vyuzivajici derivatizaci
dansylchloridem s LLOQ BPA 0,042 ng/ml (Kolatorova Sosvorova et al., 2017; Vitku et al.,
2015), coz umoznilo kvantifikaci BPA i v dlouhodobém horizontu a stopovou analyzu

,BPA-free® materialt, kde byla pfedpokladdna nulovd mnozstvi BPA. Tato metoda
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umoznuje i citlivou detekci alternativnich bisfenoltt BPS, BPF a BPAF, které ve stomatologii

dosud zkouméany nebyly.

Vysledky provedenych analyz ukazaly, ze k uvoliiovani BPA dochazi u vSech testovanych
materiali. Vzhledem k tomu, Ze mezi jednotlivymi typy testovanych materiala byly zjistény
signifikantni rozdily, byla prvni nulovd hypotéza zamitnuta. NejvySsi uvoliovani bylo
zaznamenano u polykarbonatli — naméfena mnozstvi BPA v jejich extraktech byla fadové
vy$$i nez u vypliovych materidlti. Mezi nimi byly nejvyssi hodnoty naméteny u kompozitl
s monomery na bazi BPA, naopak nejmensi mnoZzstvi BPA byla namétfena u ,,.BPA-
free* kompozit. Uvoliiovani BPA probihalo u vSech testovanych materidli nejintenzivng;ji
prvni den a nasledné se snizovalo, proto byla zamitnuta i druhd nulovd hypotéza, Ze
uvoliiovani bisfenolli nezavisi na dob& expozice testovanych materidli. Statisticky
vyznamny rozdil byl nalezen také mezi extrakénimi médii — signifikantné vys$$i mnoZzstvi
uvolnéného BPA v methanolu vedla k zamitnuti tfeti hypotézy. Naopak ¢tvrtd hypotéza byla
pfijata, protoze alternativni bisfenoly nebyly detekovany v zddném z extraktli. P4ata hypotéza
o vlivu polymerac¢nich podminek na uvolfiovani bisfenoli byla zamitnuta céastecné.
U vétsiny testovanych materialii sice zkracena doba ozéteni i pfes jeho vyssi intenzitu vedla
k signifikantné vys$Simu uvoliiovani BPA po 1 dni, ale vliv polymera¢nich podminek na

celkové mnozstvi uvolnéného BPA u vétSiny testovanych materialii vyznamny nebyl.

5.1 Uvolnovani BPA z vyplnovych materiala

V této disertacni praci bylo uvoliovani BPA testovano ve dvou prostiedich a ukézalo se, ze
vyznamné vys$$i mnozstvi BPA se uvolnila v methanolu nez v umélé slin€. Tento vysledek
byl ocekavany, protoze organické alkoholy jsou lepsimi rozpoustédly methakrylati nez voda
nebo uméla slina a jejich penetrace do hydrofobnich rekonstrukénich materiald je rychlejsi
(Van Landuyt et al., 2011). Z téchto diivodii se methanol, ethanol nebo jejich vodné smési

bézné pouzivaji k simulaci nejhor§iho mozného scénare uvolnovani BPA.

Uvolnovani BPA vSak zavisi také na pouZzitych monomerech, jejich Cistot¢ a dalSich
faktorech (De Nys, Duca, et al., 2021). Pravé vyssi obsah monomerii na bazi BPA
pravdépodobné vedl k tomu, Ze se z kompozitl Filtek Ultimate Universal Restorative (FU)
a Charisma Classic (CC) uvolnovala vyznamné vys$i mnozstvi BPA nez z ,,BPA-free
kompozitli a hybridnich skloionomernich cementl. Podle dostupnych tdaji byl v obou

jmenovanych kompozitech obsazen Bis-GMA, FU navic obsahoval také hydrofilng;si
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Bis-EMA, coz mohlo pfispét k tomu, Ze v jeho extraktech byla namétena nejvyssi mnozstvi
BPA a Ze u ného byla zji§téna nejvyssi sorpce v prostfedi um¢lé sliny. Srovnani namétenych
hodnot s dostupnymi literarnimi Gdaji je komplikované z divodu rozdilnych metodickych
pfistupt a pouzivanych jednotek. Pro tyto ucely byla mnozstvi BPA vztazena k objemu
zkuSebniho téliska (ng/mm?) a z porovnani vyplynulo, Ze hodnoty naméfené v této praci
u kompoziti s monomery na bazi BPA byly srovnatelné s vysledky dalSich studii
vyuzivajicich UHPLC-MS/MS (Becher et al., 2018; De Nys, Putzeys, et al., 2021).
Ve srovnani s vysledky méfeni pomoci méné citlivych metod byla mnozstvi uvolnéného
BPA namétena v této praci o 1-2 fady nizsi (Lofroth et al., 2019; Van Landuyt et al., 2011),
viz Tab. 15.

Vodna média Organicka média

Uvedena Pi'epoctena Uvedena Pi‘epoctena
Studie Material (vyrobce)
hodnota hodnota hodnota hodnota
0,0024 0,55 0,011 2,43
Van Landuyt
¢ al. 2011 meta-analyza (0,0017-0,0034) (0,39-0,78) (0,0051-0,022) (1,16-5,02)
et al.
nmol/mm? ng/mm3 nmol/mm? ng/mm3
Becher et al. Tetric EvoCeram 2,3+0,2 0,041+0,003
2018 (Ivoclar Vivadent) ng/cm? ng/mm3 )
o 0,101+0,016  0,028+0,005
Solitaire 2 (Kulzer) - -
pmol/mm? ng/mm3
De Nys et al. ) ) 0,073+0,010  0,021+0,003
G-znial Posterior (GC) - -
2018 pmol/mm? ng/mm3
Filtek Supreme XTE 0,045+0,006  0,013+0,002
(BM ESPE) pmol/mm? ng/mm3
Charisma Classic 2,43+0,19  0,006+0,0005 0,023+0,003
Tato prace 9,01£1,23 ng/g
(Kulzer) ng/g ng/mm3 ng/mm3
(doba ozareni
Filtek Ultimate Universal  6,24+0,84 0,015+0,002 0,036+0,002
20 s) ) 15,0+0,64 ng/g
Restorative (3M ESPE) ng/g ng/mm3 ng/mm3

Tab. 15: Uvoliovani BPA z kompoziti s monomery na bazi BPA po 24 hodinach
ve srovnani s literarnimi udaji.

Pfepoctené hodnoty (tucné) jsou vztazeny k objemu zkuSebniho téliska. U meta-analyzy Van
Landuyt et al. z roku 2011 je v zavorce za prGmérem uveden 95% konfidencni interval, u ostatnich
studii je uvadén primér+SD.

V ptipad¢ skloionomernich cementi a ,,BPA-free“ kompozitl neni srovnani s jinymi
studiemi mozné, nebot’ v dostupné literatufe nebyly nalezeny prace, které by se uvoliiovanim
BPA z téchto material zabyvaly. To mtize byt dano tim, Ze podle informaci vyrobct by tyto

materidly monomery na bazi BPA nem¢ly obsahovat. Na druhou stranu byly v pfedchozich
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studiich tyto monomery identifikovany v nami testovanych hybridnich skloionomernich
cementech: Bis-GMA v GC Fuji Il LC (F2) (Mazzaoui et al., 2002; Rogalewicz et al., 2006)
a Bis-EMA v Photac Fil Quick Aplicap (PF) (Rogalewicz et al., 2006). To vysvétluje, pro¢
se z nich uvolnilo vyrazné vy$si mnozstvi BPA nez z ,,BPA-free* kompoziti. K vys$simu
uvoliovani BPA ze skloionomernich cementid mohlo pfispét také to, ze po ztuhnuti maji
povahu hydrogelu, vnémz je rychlost difuze extrakénich médii vy$$i nez v matrici

kompozitnich materiald.

U ,.BPA-free” kompoziti byla v nasi studii nalezena pouze stopovd mnozstvi BPA, ktera
mohou byt i disledkem jejich kontaminace béhem vyrobniho procesu. Lze predpokladat, ze
monomery typu Bis-GMA byly v ,,BPA-free* kompozitech nahrazeny jinymi, napt. UDMA.
Piestoze fyzikalni a chemické vlastnosti dimethakrylat bez strukturni jednotky BPA mohou
byt odlisné, jejich existence je vyhodou oproti jinym odvétvim primyslu, kde BPA nelze
snadno nahradit. To vede k pouzivani jeho analogl, které dosud nejsou tak piisné
regulovany, ale vna$i studii nebyly tyto analogy nalezeny v zaddném z testovanych

materiala.

U vSech materidlli bylo mnozstvi BPA uvolnéné béhem prvniho dne vyznamné vyssi nez
primérné denni uvoliiovani BPA v nésledujicich extrakénich obdobich. To odpovida
vysledkiim in vivo studii, kde byly naméfeny zvySené hladiny BPA ve slin¢ béhem prvnich
hodin po aplikaci kompoziti nebo pecetidel (Arenholt-Bindslev et al., 1999; Berge et al.,
2019; Fung et al., 2000; Joskow et al., 2006; Kang et al., 2011; Lee et al., 2017; Sasaki et
al., 2005; Zimmerman-Downs et al., 2010). Zpoc¢atku byl BPA extrahovan ptedev§im
z povrchovych vrstev zkusebnich télisek, které mohou mit v disledku inhibice polymerace
vzdusnym kyslikem nizsi stupeii konverze. V této in vitro studii byla inhibice kyslikem sice
omezena, protoze téliska byla polymerovana ptes mikroskopické sklo, ale Uplné ji potlacit
nelze. Vys$si uvoliovani Ize predpokladat zejména ze spodniho (neozateného) povrchu
zkuSebnich télisek, protoze kvalita jeho polymerace je v disledku zeslabeni intenzity svétla

pfi prichodu materidlem nizsi (Price et al., 2000; Tichy & Bradna, 2021).

Pomalejsi uvolilovani BPA po prvnim dni odpovida i pfedchozim in vitro studiim (De Nys,
Putzeys, et al., 2021; Imai & Komabayashi, 2000; Polydorou, Konig, et al., 2009). Krom¢
toho, ze doslo k vyCerpani BPA z povrchovych vrstev materidlu, se na tomto poklesu mize
podilet i pokracujici polymerace, kterd béhem prvnich hodin az dni po ozafeni zvySuje
stupent konverze (Leung et al., 1983; Pilo & Cardash, 1992). MnozZstvi uvolnéného BPA u
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vétSiny materialti postupné klesalo k nule, a prestoze byla pouzita velmi citliva UHPLC-
MS/MS metoda, koncentrace BPA v extraktech ,,.BPA-free“ kompoziti a hybridnich
skloionomernich cementt brzy doséhly hodnot blizkych LLOQ ¢i nizsich. Jelikoz pfi takto
nizkych koncentracich se snizuje spolehlivost analyzy, byl experiment po 260 dnech
ukoncen, 1 kdyz uvolilovani BPA z kompoziti obsahujicich monomery na bazi BPA
(CC a FU) v obou extraké¢nich médiich a z hybridniho skloionomeru PF v methanolu

prokazatelné pokracovalo i na konci sledovaného obdobi.

Vodna média Organicka média
. sl o Uvedena Piepocétena Uvedena Piepoctena
Studie Materidl (vyrobee) hodnota hodnota hodnota hodnota
5 tydni (35 dni)
G-anial Posterior (GC) 43,1pmol 0,17 ng/mm*® 251,1 pmol 1,01 ng/mm’?
Venus (Kulzer) 9,4pmol 0,04 ng/mm*® 53,6 pmol 0,22 ng/mm3
De Nys et al.
2021 Ceram.x mono (Voco) 254pmol 0,10 ng/mm*® 36,0 pmol 0,15 ng/mm3
Filtek Supreme XTE (3M
18,1 pmol 0,07 ng/mm*® 31,9 pmol 0,13 ng/mm’?
ESPE)

. ] 35,248,7 0,09+0,02 68,4+3,8 0,18+0,01
Tato prace Charisma Classic (Kulzer)
ng/g ng/mm? ng/g ng/mm?

(doba ozareni
Filtek Ultimate Universal 55,0+4.,9 0,130,007 57,5£5,5 0,13+0,01

20 s)
Restorative (3M ESPE) ng/g ng/mm3 ng/g ng/mm?
37 tydnii (260 dni)
G-anial Posterior (GC) 85,7pmol 0,35 ng/mm*® 545,6 pmol 2,20 ng/mm3
Venus (Kulzer) 61,0 pmol 0,25 ng/mm*® 2164 pmol 0,87 ng/mm’>
De Nys et al.
2021 Ceram.x mono (Voco) 423 pmol 0,17 ng/mm*® 1893 pmol 0,76 ng/mm’>
Filtek Supreme XTE
1959 pmol 0,79 ng/mm*® 136,2 pmol 0,55 ng/mm3
(3M ESPE)

} ) 143,7+6,0 0,36+0,01 213,1+4,90 0,54+0,04
Tato prace Charisma Classic (Kulzer)
ng/g ng/mm3 ng/g ng/mm?

(doba ozareni

20s)

Filtek Ultimate Universal 180,4+39,1 0,43+0,08 299,0+18,2 0,72+0,04
Restorative (3M ESPE) ng/g ng/mm3 ng/g ng/mm?

Tab. 16: Dlouhodobé uvoliovani BPA z kompozitd s monomery na bazi BPA ve
srovnani s literarnimi udaji.

PFfepoctené hodnoty (tu¢né) jsou vztazeny k objemu zkuSebniho téliska. U studie De Nys et al. jsou
uvedena mnozstvi BPA naméfena v 1 ml extrakéniho média a nejsou uvedeny smérodatné odchylky,
nebot uvedené hodnoty byly ziskany sectenim hodnot za pfislusny pocet tydnu.

Z Obr. 13 je ziejmé, Ze postupny pokles priimérného denniho uvoliiovéani byl n€kdy pierusen

mirnym nartstem. I kdyz by se mohlo jednat o nepodstatnou odchylku hodnot, podobny jev
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byl pozorovan De Nysem a kol., ktefi zkoumali dlouhodobé uvoliiovani BPA ze ctyt
kompozitnich materialti (De Nys, Putzeys, et al., 2021). Ve vodném prosttedi by tento nartst
mohl byt zpisoben hydrolytickou degradaci polymerni matrice, ale mechanismus degradace
testovanych materidli v methanolu jasny neni a vyzadoval by podrobné&jsi zkoumdni.
Srovnani ndmi namétenych hodnot se zminénou studii De Nyse a kol. ve dvou ¢asovych

intervalech je uvedeno v Tab. 16.

DalSim z cilt této prace bylo prozkoumat vliv zkracené doby ozateni vypliiovych material
pfi vyssi intenzité svétla na uvoliiovani bisfenolll, nebot’ zkracovani doby ozéfeni je jednim
ze soucCasnych trendl. Nejprve bylo nutné zvolit vhodné polymeracni rezimy a zhodnotit
jejich vliv na kvalitu polymerace. Pro tyto ucely byly vybrany tfi kompozitni materialy
mikrotvrdosti. Pro kompozity o tlouStce 2 mm plati, ze pokud je pomér mikrotvrdosti
spodniho povrchu k hornimu (bottom-to-top ratio) vétsi nez 0,8, tj. mikrotvrdost na spodnim
povrchu ptesahuje 80 % maximalni mikrotvrdosti naméfené na hornim povrchu, polymerace
se povazuje za dostateCnou (Bouschlicher et al., 2004; Ferracane, 1985). Nase méfeni
ukdzala, Ze uvedené kritérium nebylo dosazeno u zadného z testovanych kompoziti
v rezimech s nizkou svételnou energii, tj. 15,8 J/cm? (2980/5) a 16,6 J/cm? (1950/8). Tésn&
nad hranici 80 % byla mikrotvrdost spodniho povrchu i v nékterych skupindch se stiedni
svételnou energii, zejména 20,7 J/cm? (1950/10). Toto zjisténi bylo piekvapivé, protoze
podminky pro polymeraci byly optimalni a svételné energie zvolené v této studii byly
mnohem vy$8i nez minimalni pozadavky vyrobcti (9 J/em? pro ESQ, 10 J/cm? pro FU a
TEC). V klinické praxi je riziko nedostatecné polymerace jesté vyssi, protoze vzdalenost
mezi svétlovodem lampy a povrchem kompozitu je obvykle vétsi a jejich vzajemna orientace

neni kolma ani soustfednd, ¢imz se snizuje pocet fotonti dopadajicich na povrch kompozitu.

Na zéklad¢ uvedenych vysledkli byly pro studii uvoliiovani BPA zvoleny rezimy s co
nejvyssimi rozdily v dobé€ a intenzité ozareni: 1300/20 a 2980/5. Prvni z nich reprezentuje
obvyklé podminky polymerace a slouzil jako referen¢ni standard, druhy byl vybran jako
zastupce zkracené doby ozéteni s nizs$i dodanou svételnou energii, coz miiZe snizit konverzi
monomerd. Vysledky ukézaly, ze rezim 2980/5 vedl k vyznamn¢ vys$imu uvoliiovani BPA
z veétSiny materiali béhem prvniho dne, coz mohlo byt dano nizsi kvalitou polymerace
zejména na spodnim povrchu zkuSebnich télisek. Tomu odpovidé 1 vyssi ztrata hmotnosti

télisek polymerovanych v rezimu 2980/5, kterd vyjadiuje mnozstvi vyluhovatelnych latek.
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Na druhou stranu polymera¢ni podminky nemély témet Zadny vliv na kumulativni mnozstvi
BPA uvolnéné za celou dobu extrakce. V nékolika skupinach sice byly nalezeny
signifikantni rozdily, ale jejich klinické relevance je spornd, protoze rozdily v uvolnénych

mnozstvich BPA byly velmi malé.

Srovnani s jinymi studiemi na toto téma rovnéz neumoznilo vyvodit jasné zaveéry. Kwon a
kol. pomoci HPLC-UV/VIS méfili uvoliiovani BPA do methanolu ze ¢tyt kompozitnich
materiall a zjistili, Ze se za 24 hodin uvolnilo vice BPA pfi prodlouzené dobé ozareni a
snizené vzdalenosti mezi svétlovodem lampy a povrchem kompozitu (Kwon et al., 2015).
To je v rozporu s vysledky této prace i s predpokladem, Ze vyssi dodana svételnd energie
vede k vyssi kvalité polymerace a tudiz niz§imu uvoliovani latek ze struktury kompozitnich
materiald (Van Landuyt et al., 2011). Vliv doby ozéfeni testovali také Polydorou a kol., ale
BPA ve vétsing extraktii nebyl detekovan (Polydorou, Konig, et al., 2009), coz opét ukazuje
vyznam pouziti dostate¢né citlivych analytickych metod. Polydorou a kol. totiz pouzili LC-
MS/MS metodu s LLOQ 500 ng/ml, tedy pfiblizné 10 000x méng citlivou nez v této praci.
Vlivem podminek polymerace na uvoliiovani BPA z kompozitl, pecetidel a adheziv se
zabyvali 1 Manabe a kol., ktefi pro analyzu pouzili GC-MS. V jejich praci vSak byly
hodnoceny jen dva extrémni pfipady — nezpolymerované materialy rozpusténé v methanolu
byly srovnavany se zkuSebnimi télisky, kterd byla polymerovana po dobu 1 minuty a
vyluhovana 24 hodin ve vodném prostfedi. GC-MS analyzou bylo zji§téno, Ze uvoliovani
BPA z nezpolymerovanych materialt bylo vyznamné vys$si (Manabe et al., 2000), coZ se

vsak u takto odliSnych podminek dalo piedpokladat.

5.2 Uvolnovani BPA z polykarbonatu

Piestoze polykarbonaty maji v polymernich fetézcich vysoky obsah BPA, v souvislosti
se zubnim lékatstvim byla uvoliiovani BPA z jejich struktury vénovdna mald pozornost,
zifejme z ditvodi jejich méné Castého pouzivani. Podobné jako u vypliiovych materialti bylo
zjisténo, ze se z polykarbonati v methanolu uvoliiovala vyznamné vyssi mnozstvi BPA nez
v umélé sling. S vypliiovymi materialy byla srovnatelna i kinetika uvoliovani BPA, které
bylo nejrychlejsi béhem prvniho dne, a poté vyznamné zpomalilo. Nicméné po 3 mésicich
se primérné denni uvoliiovani BPA ve srovnani s 1 mésicem mirn€¢ zvysilo. Tento narast
naznacuje, ze polykarbonaty mohou béhem dlouhodobého pouzivani degradovat. Hlavnim

rozdilem oproti vypliiovym materialim vSak byla fadové vy$si mnozstvi uvolnéného BPA.
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Srovnani jednotlivych skupin polykarbonatii ukédzalo, ze béhem prvniho dne se nejvice BPA
v methanolu i umélé slin¢ uvolnilo z korunek frézovanych ze ZPF a TBP. To by mohlo
souviset s pritomnosti plasticky deformovanych oblasti a trhlin, které byly skenovaci
elektronovou mikroskopii nalezeny zejména na vnitinich povrSich korunek (Obr. 17).
Uvolnovani mohlo byt vyssi jednak proto, ze tyto defekty zvySuji plochu kontaktu
s extrakénim médiem (Van Landuyt et al., 2011), a také z diivodu, ze polykarbonat v téchto
mistech mize byt nachylnéjsi k hydrolytické degradaci (Bair et al., 1981; Brunelle, 2014;
Golovoy & Zinbo, 1989). ZPF i TBP byly zpracovany podle pokynil vyrobce, ty se vSak
vyznamné liSily. V ptipad€ ZPF byla pouzita fréza s jednim bfitem, kterd umoznuje efektivni
odstrafiovani detritu a zabranuje piehfati materidlu (Edelhoff et al., 2017). Pro TBP byla
doporucena fréza se dvéma brity a vyssi rychlost otaceni, coz muze vést k vyssi produkci
tepla, proto bylo béhem frézovani nutné pouzit vodni chlazeni. Domnivame se, Ze to mohlo
vést ke zvysené hydrolytické degradaci TBP a zptsobit vyrazné¢ vyssi uvoliovani BPA ve
srovnani se ZPF, ktery byl frézovan s chlazenim vzduchem. Dal§im moZnym vysvétlenim
by mohly byt rozdily v kvalité¢ samotnych polykarbonatovych blokd, ale vyrobei neposkytli

zadné podrobnosti o jejich sloZeni ani podminkéach vyroby.

Z 3D-tisténych korunek se zpocatku uvolnovalo méné BPA nez z frézovanych
polykarbonatt, pravdépodobné v diisledku mensiho mnozstvi povrchovych defektt (Obr.
17). Uvolnovani BPA z 3D-tiSténych korunek se vSak po prvnim dni nesniZzilo tak vyrazné
jako u ostatnich polykarbonatl. Tento rozdil v kinetice uvoliiovani BPA spolu s nejvyssi
sorpci umé¢lé sliny mohou byt zptsobeny tim, ze vlastnosti 3D-tisténé¢ho polykarbonatu byly
nepiiznivé ovlivnény zahtatim filamentu na teplotu pfiblizné 280-300 °C. Polykarbonaty
totiz snadno absorbuji vzdusnou vlhkost, ktera pti takto vysokych teplotach miize zpusobit
jejich hydrolytickou degradaci (Brunelle, 2014; Yoo et al., 2012). Podobné teploty se
obvykle pouzivaji i pii vstiikovani nebo lisovani roztaveného polykarbonatu, které bylo
pravdépodobné pouzito pii vyrobé prefabrikovanych korunek, jak naznacil jejich hladky
povrch a piitomnost délici linie (Obr. 18). Riziko degradace pii vstiikovani je obvykle
omezovano dikladnym vysuSenim polykarbonatovych granuli a vstfikovanim
polykarbonatu za peclivé kontrolovanych podminek (Brunelle, 2014). V dasledku
optimalizovaného procesu vyroby bylo mnozstvi BPA uvolnéné z prefabrikovanych
studii s dfive publikovanymi tdaji je problematické vzhledem k rozdilim v testovanych

materialech, velikosti a tvaru zkuSebnich télisek, vyrobnich metodach, extrakénich médiich,
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dobach extrakce a analytickych metodach. Lze pouze konstatovat, ze mnozstvi uvolnéného
BPA naméfena v této studii byla pfiblizné srovnatelna s hodnotami ve studii Suzuki a kol.
(Suzuki et al., 2000), avsak vyssi nez hodnoty, které namétili Watanabe a kol. (Watanabe,

2004; Watanabe et al., 2001).

Vice udajt existuje o sorpci polykarbonatii. V této studii byla nejvyssi sorpce zjiSténa u 3D-
tisténych korunek (15,5+1,8 pg/mm?), coZ je o néco vice nez bylo naméfeno ve studii 3D-
tisténych dlah (2,4-11,4 pg/mm?) (Lin et al., 2019). U ostatnich polykarbonatovych korunek
byla sorpce vyrazné nizsi (2,7-3,9 pg/mm3, 0,24-0,33 hmotn. %), nicméné i tyto hodnoty
byly vyssi nez Watanabem naméfend sorpce polykarbonatové docasné korunky (0,07
hmotn. %) (Watanabe, 2004). Nami zjist€éné hodnoty sorpce ale byly v souladu s literarnimi
udaji o polykarbonatech, 0,23-0,35 hmotn. % (Brunelle, 2014) a 0,34+0,04 hmotn. %
(Hamanaka et al., 2014), coz platilo i pro nami naméfenou ztratu hmotnosti, resp. mnozstvi
extrahovatelnych latek (1,7-3,2 ng/mm?, 0,14-0,29 hmotn. %). V piedchozich studiich byla
zjisténa ztrata hmotnosti 0,11-0,30 ug/mm? (Lin et al., 2019), resp. 0,3 hmotn. % (Brunelle,
2014).

Do této studie byl jako negativni kontrola zafazen i PMMA, protoze polykarbonaty jsou jeho
klinickou alternativou. Béhem prvniho tydne byla v methanolu detekovdna stopova
mnozstvi BPA, pravdépodobné v diisledku kontaminace béhem vyroby frézovaciho bloku
nebo pii frézovani korunky. V dalSich extraktech nebyl BPA nalezen, resp. jeho ptipadné
mnozstvi bylo niz§i nez LLOQ. Sorpce frézovaného PMMA byla ptiblizné pétkrat vyssi nez
u frézovanych polykarbonatli, ale srovnatelna s 3D-tiSténymi korunkami, coZ potvrzuje
vysledky studie, kde byla hodnocena sorpce vody u vstfikovacich termoplastickych
bazalnich hmot (Hamanaka et al., 2014). Zavérem je nutné zminit, Ze ponofeni do methanolu
vedlo k bobtnani a plastifikaci korunek z PMMA, které ptiblizné¢ po 1 tydnu ztratily svij
pivodni tvar. V umélé slin€ nebyly takové zmény PMMA pozorovany a u polykarbonati se

neobjevily v zddném z extrakénich médii.

5.3 Srovnani expozice se souc¢asnymi limity

Pro odhad rizika a prevenci moznych nezadoucich Uc¢inki testovanych materialii bylo
mnozstvi uvolnéného BPA porovnano se soucasné platnou hodnotou TDI 4 pg/kg télesné
hmotnosti, kterou stanovila EFSA v roce 2015 (EFSA Panel on Food Contact Materials,

Enzymes, Flavourings and Processing Aids, 2015). Hodnota TDI by vSak podle nového
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navrhu EFSA mohla byt snizena az 100 000x, tedy na 0,04 ng/kg télesné hmotnosti (EFSA
Panel on Food Contact Materials, Enzymes and Processing Aids, 2021), coz by mélo zasadni
vliv na interpretaci nasich vysledku. Je v§ak otazka, nakolik by to vedlo k regulaci dentalnich
material, protoze toto snizeni TDI by znamenalo, Ze alimentarni expozice BPA (az
1,4 pg/kg télesné hmotnosti) by byla o nékolik fadt vyssi nez nova hodnota TDI, a primarné

by tudiz bylo nutné vytesit, jak omezit vyznamnéjsi zdroje BPA.

Z naméfenych hodnot byly pro toto porovndni zvoleny ty nejvyssi, tedy naméfené
v methanolu po 1 dni. Mnozstvi BPA uvolnéna z vypliiovych materialt Ize ve srovnani
s aktudlni TDI povazovat za zanedbatelna — i v pripadé FU ozafené¢ho po dobu 5 s by
expozice z 1 g materialu odpovidala 0,009 % TDI pro dosp€lého o hmotnosti 70 kg a 0,03 %
TDI pro dit¢ o hmotnosti 20 kg. Z 1 g materialu je pfitom mozné zhotovit pfiblizn¢ sedm
sttedné velkych kompozitnich vyplni. Ve srovnani s navrhovanou 100 000x nizs§i hodnotou
TDI by v uvedeném nejhor$im mozném scénafi sttedné velkd vyplih mirné piesahla TDI
dospélého Cloveka, ale pouze prvni den po zhotoveni, protoze poté nasledoval signifikantni
pokles uvoliiovani BPA. Navic je pravdépodobné, ze uvoliiovani BPA ve sliné je niz$i nez

v methanolu.

Alternativou k pfepoctu na hmotnost je vztdhnout uvoliiovani BPA na plochu modelové
rekonstrukce, jak doporucuji De Nys a kol. (De Nys, Putzeys, et al., 2021). Pokud by z FU
byla zhotovena korunka na jeden zub, expozice by se dle velikosti zubu pohybovala
v rozsahu 0,002-0,004 % TDI u dospélého (70 kg) a 0,008-0,014 % TDI u ditéte (20 kg).
V nepravdépodobném piipad¢ rekonstrukce celého horniho a dolniho zubniho oblouku
pfimymi kompozitnimi korunkami by byl dospély o hmotnosti 70 kg vystaven 0,09 %
stavajici TDI. V ptipad¢ snizeni TDI na 0,04 ng/kg télesné hmotnosti by uvedena kompletni
rekonstrukce chrupu pifesahla TDI téméf 100x, nicméné i to je fadové méné v porovnani

s béznou alimentarni expozici BPA.

U polykarbonati byla mnoZzstvi uvolnéného BPA vyznamné vys$Si nez u vypliovych
materiald, po 1 dni se pohybovala od 8,0+1,6 pg/g do 32,243,8 ug/g v methanolu a od
0,07+0,02 pg/g do 7,1£0,9 pg/g v umgelé slin€. Vzhledem k hmotnosti testovanych korunek
(0,11-0,13 g) Ize fict, ze jednotliva korunka také nepfedstavuje podstatnou expozici BPA —
1 nejvyssi hodnota naméfena pro TBP v methanolu po 1 dni by odpovidala 1,38 % stavajici
TDI 70 kg vaziciho ¢lovéka. Naopak okluzni dlaha pokryvajici cely zubni oblouk by vSak

vzhledem ke své hmotnosti az 3 g mohla odpovidat asi 35 % TDI. I kdyz jsou tyto vypocty
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zalozeny na nejhor§im mozném scénafi, tedy na mnozstvi BPA uvolnéném z TBP v
methanolu béhem prvniho dne, naznacuji, Ze polykarbonatové okluzni dlahy by mohly byt
relevantnim zdrojem BPA. Pro omezeni expozice pacienta 1ze doporucit ponoteni dlahy do
vody alespot na 1 den pted jejich odevzdanim, aby se vyuzilo rychlého pocate¢niho
uvoliiovani BPA zjejich povrchu. Jest€¢ UCinngjsi by mohlo byt ponofeni dlah do
organického extrakéniho média, napt. alkoholu, ale piedem by bylo nutné ovétit, zda by to

nevyvolalo degradaci polykarbonatl a nezhorsilo jejich mechanické vlastnosti.

Studie in vitro je vSak tfeba interpretovat obezietné, protoze intraoralni podminky by mohly
uvoliovani BPA zvysit prostiednictvim faktort, které je obtizné simulovat. Mezi né patfi
kontinualni tok slin, pfitomnost bakterii a riznych enzymu, mechanické zatizeni nebo zmény
teploty a pH, jez urychluji hydrolyzu polymerni matrice. Naopak k niz§imu uvoliovani BPA
by mohla vést skutecnost, ze klinicky neni v dutiné ustni dutiné exponovan cely povrch
materialu, ale pouze jeho vnéjsi ¢ast. Limitaci jsou také odliSnosti v ptipraveé vzorkl in vitro
a skutecnym pouzitim materialu in vivo. Budouci studie by se proto mély zaméfit na vyvoj
monomerd bez strukturni jednotky BPA, hodnoceni uvoliiovani BPA in vivo a objasnéni

jeho vlivu na lidské zdravi (Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Vandenberg et al., 2012).
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6 Zavery

Uvolnovani BPA bylo potvrzeno u vSech testovanych materialt, zatimco ptitomnost jeho
analogli nebyla zjisténa u zadného z nich. Ze vSech materialii se nejvice BPA uvolnilo béhem
prvniho dne, ale uvoliiovani v mensich mnozstvich pokra¢ovalo po celou dobu sledovani.
Vyjimkou byly ,,.BPA-free” materidly, u nichz se uvoliiovani koncem sledované doby

zastavilo.

Mezi vypliiovymi materidly se nejvyssi mnozstvi BPA uvolnila z kompozitl s monomery
na bazi BPA, které byly ndsledovany hybridnimi skloionomernimi cementy. Nejmensi
mnozstvi BPA byla namétena u ,,BPA-free* kompoziti. Zkracena doba ozéfeni u vétSiny
vypliovych materialii vyznamné zvysila mnozstvi BPA uvolnéného béhem prvniho dne, ale

neméla vyznamny vliv na celkové mnozstvi uvolnéné¢ho BPA.

Mnozstvi BPA zjisténa v extraktech polykarbonatii byla fadoveé vyssi nez u testovanych
vypliiovych materidld. Mezi experimentadlnimi skupinami vSak byly zjiStény vyznamné
rozdily, které naznacuji podstatny vliv metody pouzité pro zhotoveni polykarbonatové

nahrady.

Porovnani naméfenych hodnot se souc¢asnymi limity ukazalo, Ze mnozstvi BPA uvolnéna
z testovanych vypliovych materiald jsou fddoveé nizsi nez stavajici TDI a zanedbatelna ve
srovnani s béznou alimentdrni expozici. Vyznamnym zdrojem BPA vSak mohou byt
polykarbonaty, zvlasté pokud jsou pouZzity napt. pro zhotoveni okluznich dlah. Expozice by
sice ani vtomto piipad¢ neméla ptekrocit aktualni limity, ale EFSA v soucasné dobé
dokoncuje analyzu novych poznatkli o uc€incich BPA a lze ocekédvat vyznamné snizeni
hodnoty TDI. To by mohlo podstatnym zptisobem ovlivnit vnimadni zdravotnich rizik

souvisejicich s expozici BPA z dentédlnich i jinych materiald a vést k jejich omezovani.
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7 Souhrn

Uvod: Bisfenol A (BPA) je vyznamny endokrinni disruptor, jehoZ pouziti je v poslednich
letech z diivodu moznych nezddoucich uc¢inkii na lidské zdravi regulovano. BPA se Siroce
pouziva v materidlech ur€enych pro styk s potravinami, proto je vyznamnd cast expozice
alimentarni, ale uvoliiovat se mize také ze struktury dentalnich polymernich materialti.

Cil: Cilem této prace bylo prostudovat kinetiku dlouhodobého uvoliiovani BPA z nékolika
typl dentalnich materialit v methanolu, ktery pfedstavuje nejhor$si mozny scénaf eluce BPA,
a v ume¢lé sling, kterd Iépe simuluje podminky v duting ustni. Sledovéana byla také pfitomnost
strukturnich analogi BPA, které¢ v dentalnich materidlech dosud nebyly popsany. Hodnocen
byl i vliv podminek polymerace na uvoliiovani bisfenolii z vypliiovych materilt.
Materidly a metodika: Z vypliovych materialt byly testovany dentalni kompozity
obsahujici monomery na bazi BPA, , BPA-free“ kompozity a hybridni skloionomerni
cementy. ZkuSebni t&liska byla ozafena po standardni dobu 20 s pfi 1300 mW/cm?, nebo
zkracenou dobu 5 s pfi 2980 mW/cm?. Dale byly testovany polykarbonatové korunky
vyrobené frézovanim a 3D tiskem. Extrakty v methanolu a umélé slin€ byly u vypliiovych
material odebrany po 1-260 dnech, u polykarbonatl po 1 dni az 3 mésicich. Analyza
extraktli byla provedena ultra vysoce G¢innou kapalinovou chromatografii s tandemovou
hmotnostni detekci. Ke zvySeni citlivosti analyzy byla pouzita derivatizace dansylchloridem.
Vysledky: BPA byl detekovan v extraktech vSech materiald, zatimco pfitomnost jeho
analogli nebyla potvrzena u zadného z nich. V methanolu se uvolnila vyznamné vyssi
mnozstvi BPA nez vumélé sliné. V obou extrakénich médiich uvolnovaly vSechny
materidly nejvy$si mnozstvi BPA béhem prvniho dne, poté se uvoliiovani vyznamné snizilo.
Mezi vyplihovymi materidly se nejméné BPA uvolnilo z ,,BPA-free” kompozitli, u nichzZ se
uvolnovani postupné zastavilo. Hodnoty namétené u hybridnich skloionomernich cementi
byly vyssi, ale nejvice BPA se uvolnilo z kompozitii s monomery na bazi BPA. U téchto
materiali uvolnovani BPA prokazatelné pokrac¢ovalo 1 po 260 dnech. Zkracena doba ozareni
vyznamn¢ zvysila mnozstvi BPA uvolnéného béhem prvniho dne, ale neméla vyznamny vliv
na celkové mnozstvi uvolnéného BPA. U polykarbonati byla ve srovnédni s vypliiovymi
materidly namétena fadove vyssi mnozstvi uvolnéného BPA.

Zaveér: Dle soucasného tolerovatelného denniho pfijmu (4 ug BPA/kg télesné hmotn./den)
lze pouziti testovanych vypliovych materialii povazovat za bezpecné, nédhrady ¢i dlahy z
polykarbonatt v§ak mohou expozici BPA vyznamné zvysit a predstavovat zdravotni riziko.

Kli€ova slova: bisfenol A, kompozitni materialy, skloionomerni cementy, polykarbonaty
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8 Summary

Introduction: Bisphenol A (BPA) is a major endocrine disruptor, and its use has been
regulated in recent years due to potential adverse effects on human health. A significant part
of the exposure to BPA is alimentary because BPA is widely used in food contact materials,
but it may be also released from the structure of dental polymeric materials.

Aim: The aim of this dissertation was to examine the kinetics of the long-term release of
BPA from several types of dental materials in methanol, which represents the worst-case
scenario for BPA elution, and in artificial saliva (AS), which is more representative of oral
cavity conditions. The analogues of BPA were also tested, as their presence in dental
materials has not been monitored before. Furthermore, the effect of polymerization
conditions on the release of bisphenols from restorative materials was also evaluated.
Materials and methods: Representative restorative materials — dental composites
containing BPA-based monomers, “BPA-free” composites and hybrid glass ionomer
cements were tested. The specimens were irradiated either for 20 s at 1300 mW/cm? or 5 s
at 2980 mW/cm?, and their extracts in methanol and AS were collected after 1-260 days.
Additionally, polycarbonate crowns produced by milling and 3D printing were tested, and
their extracts were collected after 1 day-3 months. All extracts were analyzed by ultra-high
performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry. To increase the
sensitivity of the analysis, dansyl chloride derivatization was used.

Results: BPA was detected in all tested materials, while its analogues were not found in
any of them. Significantly higher amounts of BPA were released in methanol than in AS.
All tested materials released the highest amounts of BPA during the first day, followed by a
significant decrease. Among restorative materials, “BPA-free” composites released the least
BPA and the release gradually stopped. The values measured for hybrid glass ionomer
cements were higher, but the most BPA was released from composites containing BPA-
based monomers. The release of BPA from these materials clearly continued even after 260
days. The 5s irradiation significantly increased the amount of BPA released during the first
day, but it had no significant effect on its total amount. Compared with restorative materials,
the amounts of BPA released from polycarbonates were considerably high.

Conclusion: Given the current tolerable daily intake (4 pg BPA/kg body weight/day), the
use of the tested restorative materials is safe, but polycarbonate restorations or splints may
significantly increase BPA exposure and pose a health risk.

Keywords: bisphenol A; resin composites; glass ionomer cements, polycarbonates
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