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Einleitung und Aufgabenstellung

1 Einleitung und Aufgabenstellung

1.1 Zielsetzung der Arbeit

Ethylenglykol ist eine wichtige Industriechemikalie. Sie wird unter anderem als
Frostschutzmittel, Wéarme- oder Kaltetransportfliissigkeit, zur Herstellung von
Kunststoffen und zur Enteisung von Flugzeugen verwendet. Hieraus resultieren nicht
nur Expositionen am Arbeitsplatz, sondern es ist auch moglich, dass Teile der
Allgemeinbevolkerung gegen Ethylenglykol exponiert werden.

Fiir die Exposition gegen Ethylenglykolddmpfe und -aerosole am Arbeitplatz sind
zwar Maximalwerte vorgeschrieben (MAK-Wert in Deutschland: 10 ppm (26 mg/m’);
TLV-C in den USA: 100 mg/m’®), jedoch ist bisher nicht untersucht, welche
Belastungen des Organismus hieraus resultieren.

Vergiftungen infolge oraler Aufnahme von Ethylenglykol sind schon lange bekannt.
Charakteristisch sind zuerst Wirkungen auf das zentrale Nervensystem, gefolgt von
einer Azidose und anschliefenden Nierenschdden. Die zuerst einsetzenden
betdubenden Effekte werden auf Ethylenglykol selbst, die anderen vorwiegend auf die
Metaboliten Glykolsdure und Oxalsdure zuriickgefiihrt. Die Glykolsdure gilt als
Verursacherin der metabolischen Azidose. Die wenig 16slichen Kalziumsalze der
Oxalsdure bilden vorwiegend in den Nierentubuli kristalline Niederschldge, auf
welche die Nierenschadigungen zuriickgefiihrt werden. Letztere konnen auch durch
die metabolische Azidose hervorgerufen werden. Dariiber hinaus wirkt Ethylenglykol
bei Ratten und Méusen embryotoxisch. Diese Wirkung wird durch die gebildete
Glykolséure hervorgerufen.

Beide Sduren sind auch ,,endogen” vorhanden, denn sie werden durch den
Intermediirstoffwechsel gebildet und direkt mit der Nahrung aufgenommen. Hieraus
resultiert eine gewisse, unvermeidbare Hintergrundbelastung.

Die bisher bekannten Analysenmethoden sind weder dazu geeignet, die geringen
Mengen an Ethylenglykol zu bestimmen, wie sie nach einer Exposition gegen
Ethylenglykolddmpfe zu erwarten sind, noch konnen die aus dem Ethylenglykol
gebildeten Metaboliten Glykolsédure und Oxalsdure von dem endogenen Hintergrund
unterschieden werden. Um die aus Ethylenglykolexpositionen resultierenden
Belastungen quantifizieren zu konnen, sollen deshalb im Rahmen dieser Arbeit

sensitive und selektive analytische Methoden zur Bestimmung von Ethylenglykol und
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Glykolsdure aus Blut sowie von Ethylenglykol, Glykolsdure und Oxalsdure aus Urin
entwickelt werden. Zur Validierung der Methoden soll ein Proband gegen
dampfformiges '*C,-markiertes Ethylenglykol exponiert werden. In den dabei
gewonnenen Proben sollen die genannten Stoffe sowohl markiert (expositionsbedingt)

als auch unmarkiert (Hintergrund) bestimmt werden.

1.2 Eigenschaften, Herstellung und Verwendung

Ethylenglykol (1,2-Ethandiol; CAS-Nr. 107-21-1) wird im Folgenden mit EG
bezeichnet. Die Substanz hat ein Molekulargewicht von 62,07 g/mol und bei 20°C
eine Dichte von 1,113 g/ml. EG ist eine farblose, viskose, sii} schmeckende und stark
hygroskopische Fliissigkeit mit einem Schmelzpunkt von -11,5°C und einem
Siedepunkt von 198°C (Falbe und Regitz, 1990). Der Dampfdruck betragt 0,08 hPa
bei 20°C (DFG, 1991). Am Arbeitsplatz kann EG sowohl als Dampf als auch als
Aerosol vorliegen.

EG ist mischbar mit Wasser, Alkoholen, Aceton und vergleichbaren Ketonen sowie
mit Essigsdure. Es ist schlecht 16slich in Diethylether (1:200) und unléslich in Benzol,
chlorierten Kohlenwasserstoffen, Petrolether oder Olen (Budavari et al., 1996).
Hergestellt wird EG durch die Reaktion von Wasser mit Ethylenoxid, welches
wiederum durch die Oxidation von Ethylen an einem Silberkatalysator gewonnen
wird. Ethylen wird durch thermisches Cracken von Erdol oder Erdgas erhalten (Falbe
und Regitz, 1990). Eine weitere grof3technische Methode zur EG-Gewinnung beruht
auf der Oxidation von Ethylen in der Anwesenheit von Essigsdure. Durch die
anschlieende Hydrolyse des Acetats entstehen EG und Essigsdure. Die Essigsdure
wird dann im Prozess wieder eingesetzt (Cavender und Sowinski, 2001).

EG findet Verwendung als Frostschutzmittel, als Wairme- bzw.
Kiltetransportfliissigkeit, zur Enteisung von Flugzeugen und als
Zusatz- / Losungsmittel fiir Farben und Tinten. Weiterhin ist es ein wichtiges
Ausgangsprodukt in der Kunststoffindustrie. Es dient zur Herstellung von
Polyesterkunststoffen, speziell Polyethylenterephthalat (PET-Getréankeflaschen), und
auch von Polyurethanen. Ferner ist es Ausgangsprodukt fiir die Synthesen von
Dioxan, Sprengstoffen (z.B. Dinitroethylenglykol) und Glyoxal (Budavari et al.,
1996; Falbe und Regitz, 1990).
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Die EG-Produktion in Westeuropa (EU mit Norwegen und Schweiz) lag im Jahr 2001
bei 1100 Kilotonnen (CEFIC, 2002). In den USA wurden 1995 ungefihr
2400 Kilotonnen produziert (Chemical and Engineering News, 1996, zitiert nach

Staples et al., 2001).

1.3 Metabolismus und Toxizitit

1.3.1 Metabolismus von Ethylenglykol

EG wird vorwiegend in der Leber metabolisiert (Richardson, 1973). Der
Metabolismus von EG ist in Abb. 1 dargestellt (in Anlehnung an Cavender und
Sowinski, 2001; DFG, 1991). Im ersten Schritt wird EG zu Glykolaldehyd oxidiert.
Dies geschieht vorwiegend im Cytosol, katalysiert durch die Alkoholdehydrogenase
(von Wartburg et al., 1964; Wagner et al., 1983). Auch Cytochrom P450-abhéngige
Monooxygenasen (CPY) im endoplasmatischen Reticulum sind an der Oxidation von
EG beteiligt. So ergaben Inkubationsversuche mit Rattenleber-Homogenat (EG
50 mmol/l), dass EG zu ungefidhr 26% durch das NADPH-abhingige mikrosomale
System umgesetzt wurde (Rajagopal und Ramakrishnan, 1994). In anderen Arbeiten
wurde die Beteiligung von Cytochrom P450-abhéngigen Monooxygenasen an der
Oxidation von EG zu Formaldehyd gezeigt (Clejan und Cederbaum, 1992; Kukielka
und Cederbaum, 1991; Kukielka und Cederbaum, 1995). In diesen Arbeiten konnte
auch gezeigt werden, dass diese Umsetzung durch die vorherige Induktion des
Isoenzyms CYP2E1 gesteigert werden konnte.

Der Glykolaldehyd wird durch die mitochondriale Aldehyddehydrogenase und die
cytosolische Aldehydoxidase zu Glykolsdure (GA) weiteroxidiert (Wiener und
Richardson, 1988). Daneben kann Glykolaldehyd auch zu Glyoxal oxidiert werden
(z.B. Loeppky und Goelzer, 2002). Schlielich ist zu erwarten, dass der
Glykolaldehyd mit Thiaminpyrophosphat in ,,reaktiven Glykolaldehyd* iiberfiihrt und
dann in der Transketolase-Reaktion zur Bildung von Ketosen (Karlson, 1974)
verwendet wird und somit in den Intermediérstoffwechsel eingeht.

GA wird zu Glyoxylsdure oxidiert, ein reversibler Prozess (McChesney et al., 1972),
der durch die Glykolsdureoxidase katalysiert wird (Richardson und Tolbert, 1961).
Dieses Enzym ist vorwiegend in den Peroxisomen lokalisiert (Jones ef al., 2000). Die

Umwandlung von GA in Glyoxylsdure durch Lactatdehydrogenase, wie sie in vitro
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nachgewiesen wurde, scheint in vivo beim Menschen keine Rolle zu spielen
(Yanagawa et al., 1990). Die Glyoxylsdure ist ein wichtiges Zwischenprodukt im
Intermediérstoffwechsel. So entsteht durch Transaminierung Glyzin (katalysiert durch
Glyoxylattransaminase und andere Aminotransferasen; McChesney et al., 1972;
James et al., 1998). Sie wird jedoch auch durch die Glykolsdureoxidase zu Oxalsédure
(OA) weiteroxidiert (Richardson und Tolbert, 1961). SchlieBlich entsteht CO, als
Endprodukt der EG-Oxidation (z.B. Frantz et al., 1996a; Gessner et al., 1961,
Marshall und Cheng, 1983; McChesney et al., 1971). Diskutiert wird die Bildung von
Ameisensdure und CO, aus Glyoxylsdure (Gessner ef al., 1961). Ebenfalls kann CO,
nach Reaktion von Glyoxylsdure mit der endogenen 2-Ketoglutarséure zu 2-Hydroxy-
3-ketoadipinsdure (in den Mitochondrien katalysiert durch das Enzym
2-Ketoglutarat:Glyoxylat Carboligase) durch anschlieBende Decarboxylierung
entstehen (Danpure et al., 1986; Schlossberg et al.,, 1968). Eine wesentliche
CO,-Quelle diirfte auch der Intermediérstoffwechsel sein. Es ist sehr wahrscheinlich,
dass Intermedidrprodukte nicht nur durch Transketolase-Reaktion und
Transaminierung gebildet werden, sondern auch durch Aldol-Additionen der im
EG-Metabolismus vorkommenden Aldehyde mit endogenen CH-aziden
Verbindungen. Bekannt ist die 4-Hydroxy-2-Ketoglutarsdure als ein entsprechendes
Produkt der Reaktion von Glyoxylsdure mit Brenztraubensiure (katalysiert durch
4-Hydroxy-2-Ketoglutarsdure Aldolase, z.B. Gupta und Dekker, 1984). In einigen
Ubersichten wird auch die Reaktion von Glyoxylsiure mit 2-Ketobernsteinsiure zu
Oxalodpfelsdure aufgefiihrt (z.B. Cavender und Sowinski, 2001; DFG, 1991). Diese
Reaktion wird vermittelt durch das Enzym Oxalomalatlyase, das fiir Bakterien
beschrieben wurde (Sekizawa et al., 1966).

Es ist davon auszugehen, dass alle EG-Metaboliten mit einer Aldehydfunktion weitere
fiir Carbonylverbindungen charakteristische Reaktionen eingehen (z.B. Bildung von

Schiffschen Basen; Glomb und Monnier, 1995).
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Abb. 1: Metabolismus von EG (in Anlehnung an Cavender und Sowinski, 2001;
DFG, 1991)

1.3.2 Toxizititsstudien und mechanistische Untersuchungen an

Versuchstieren

Die Toxizitdt von EG wurde in zahlreichen Studien (Kurzzeit, Langzeit, verschiedene
Endpunkte) untersucht (zusammengefasst z.B. in ATSDR, 1997). Nach Gabe hoher
Dosen wurden akute Wirkungen auf das Zentralnervensystem (ZNS) beobachtet. In
der Folge traten massive Nierenschdden auf (zusammengefasst in DFG, 1991). Die
Dosisabhdngigkeit der nephrotoxischen Effekte wurde eingehend in einer Reihe von

Langzeitstudien untersucht.
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In einer Zwei-Jahres-Studie mit Sprague-Dawley Ratten wurde EG im Futter in
Konzentrationen von 0, 0,1, 0,2, 0,5, 1 und 4% verabreicht. Als ,,No-Observed-Effect
Level“ (NOEL) fiir die Nierentoxizitit wurde eine EG-Konzentration von 0,2%
(entspricht ungefiahr 80 mg EG/kg Korpergewicht pro Tag) ermittelt (Blood, 1965). In
einer anderen Zwei-Jahres-Studie wurde Fischer 344 Ratten und CD-1 Miusen EG im
Futter in Dosen von 0, 40, 200 und 1000 mg/kg Korpergewicht pro Tag verabreicht
(DePass et al., 1986). Fiir die Ratten beobachteten die Autoren einen NOEL von
200 mg EG/kg Korpergewicht pro Tag im Hinblick auf die Nierentoxizitéit. Bei den
Maiusen wurden jedoch bei keiner Dosis klinische Effekte oder Zeichen von Toxizitét
festgestellt (DePass et al., 1986). In einer weiteren Studie erhielten B6C3F1 Méuse
EG im Futter in Konzentrationen von 0, 1500, 3000, 6000 und 12000 mg/kg
Korpergewicht pro Tag. Hier wurde bei den ménnlichen Tieren ein NOEL fiir
Nierentoxizitdt von 3000 mg EG/kg Korpergewicht pro Tag gefunden (NTP, 1993).
Die Nierentoxizitit diirfte zum Teil auf eine metabolische Azidose zurlickzufiihren
sein. Diese wurde beim Menschen beobachtet (siehe unten). Auch wird ausgefallenes
Kalziumoxalat als urséchlich angesehen, da Schiden der Nierentubuli hdufig mit einer
Belastung durch prézipitiertes Kalziumoxalat korreliert werden (z.B. Williams und
Wandzilak, 1989). SchlieBlich gibt es auch Hinweise darauf, dass die Nierentoxizitét
durch die reaktiven Metaboliten Glykolaldehyd und Glyoxylsdure verursacht sein
konnte (Poldelski et al., 2001).

In Untersuchungen zu Embryotoxizitit und Teratogenitit erwies sich EG als
entwicklungsschiadigend.

Bei peroraler Applikation von 0, 150, 500, 1000 und 2500 mg EG/kg Korpergewicht
pro Tag an CD Ratten wahrend der Gestationstage 6 - 15 wurde ein NOEL von
500 mg/kg pro Tag gefunden (Neeper-Bradley et al., 1995). In der gleichen Studie
wurden CD-1 Mausen 0, 50, 150, 500 und 1500 mg EG/kg Korpergewicht pro Tag an
den Gestationstagen 6 - 15 ebenfalls per Schlundsonde verabreicht, wobei der NOEL
bei 150 mg/kg pro Tag lag. Ahnliche Ergebnisse wurden in verschiedenen weiteren
Studien an Ratten und Mausen erhalten (z.B. Tyl et al., 1995a; Tyl et al., 1995b; Tyl
et al., 1995¢c; Yin et al., 1986). Kaninchen hingegen scheinen fiir die von EG
ausgehende Entwicklungstoxizitidt weniger empfindlich zu sein. In der einen Studie,
in der Weillen Neuseeldnder Kaninchen 0, 100, 500, 1000 und 2000 mg EG/kg

Korpergewicht pro Tag an den Gestationstagen 6 - 19 mit der Schlundsonde
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verabreicht wurden, ergaben sich bei keiner Dosisgruppe entwicklungstoxische
Effekte (Tyl et al., 1993). In der hochsten Dosisgruppe traten bereits starke toxische
Effekte bei den Muttertieren auf (Nierenschiden 82%, Tod 42%). In den niedrigeren
Dosisgruppen wurden keine toxischen Effekte auf die Muttertiere gefunden.

Die entwicklungstoxischen Wirkungen von EG sind auf Metabolite zuriickzufiihren:
In einer Studie von Carney et al. (1999) wurde Sprague-Dawley Ratten wéhrend der
Gestationstage 6-15 tiglich entweder entionisiertes Wasser (Kontrollen) oder
40,3 mmol EG/kg Korpergewicht oder 8,5 mmol GA/kg Korpergewicht per
Schlundsonde verabreicht. Am Gestationstag 21 wurden die entwicklungstoxischen
Wirkungen quantifiziert. Es wurden erhdhte Missbildungsraten gefunden, welche die
Autoren auf die GA-Belastung zuriickfiihrten. Eine in-vitro-Studie mit
Rattenembryokulturen zeigte jedoch nicht nur fiir GA sondern auch fiir OA ein
entwicklungstoxisches Potential (Klug ef al., 2001). Die embryotoxischen
Konzentrationen im Medium betrugen 3 mmol/l fiir GA, 1 - 3 mmol/l fiir OA und
lagen bei 100 - 200 mmol/l fiir EG selbst. Diese Ergebnisse stehen nicht im
Widerspruch zu den in-vivo-Befunden, da toxikokinetische Untersuchungen gezeigt
hatten, dass nach Verabreichung (intravends und peroral) von '*C»-EG an Ratten
wesentlich weniger '*C»-OA als '*C,-GA gebildet wurde. Bei Miusen, denen
ebenfalls '*C,-EG verabreicht worden war, wurde von den beiden Siuren
ausschlieBlich '*C,-GA im Urin gefunden (Frantz et al., 1996b).

In Arbeiten von Frantz et al. wurde die Toxikokinetik von '*C,-EG nach einmaliger
intravenoser, peroraler und percutaner Applikation an Sprague-Dawley Ratten und
CD-1 MAusen in einem Dosisbereich von 10 - 1000 mg/kg Korpergewicht untersucht
(Frantz et al., 1996a; Frantz et al., 1996b; Frantz et al., 1996c). Als Hauptmetaboliten
wurden '*C,-GA und "*CO, identifiziert. Bei hheren Dosen wurde eine Steigerung
der Ausscheidung von '*C,-markierten Substanzen im Urin gegeniiber der Bildung
von "CO, gefunden, was auf eine Sittigung der zu '*CO, fithrenden Wege hinweist.
In einer anderen Arbeit zur Toxikokinetik von EG nach peroraler Applikation konnte
kein Unterschied zwischen trachtigen und nichttrichtigen Sprague-Dawley festgestellt
werden (Pottenger ef al., 2001). Wieder wurde GA als Hauptmetabolit gefunden und
OA nur in einigen Proben und in wesentlich geringeren Mengen als GA. Aus den
Ergebnissen dieser Arbeit kann berechnet werden, dass eine dem NOEL-Wert fiir
nephrotoxische Effekte entsprechende Dosis von 80 mg EG/kg Kdorpergewicht zu

einer maximalen GA-Blutkonzentration von 144 pmol/l fiihrt (lineare Extrapolation
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der maximalen GA-Blutkonzentration von 271 umol/l, erreicht nach Applikation von
150 mg EG/kg Korpergewicht; Pottenger et al., 2001) Nach Gabe von 500 mg EG/kg
Korpergewicht (NOEL fiir entwicklungstoxische Effekte von EG bei der Ratte) wurde
eine maximale GA-Blutkonzentration von 1723 pumol/l erreicht (Pottenger et al.,
2001). Die Toxikokinetik von inhaliertem '“C,-EG wurde von Marshall und Cheng
(1983) an Fischer 344 Ratten untersucht. Der Hauptanteil der inhalierten Dosis wurde

als '*CO, abgeatmet, in Plasma und Urin wurde fast ausschlieBlich '*C,-EG gefunden.

1.3.3 Toxizitat von Ethylenglykol beim Menschen

Akute Vergiftungen nach oraler Aufnahme von EG wurden immer wieder
beschrieben. Hierbei war der Stoff entweder versehentlich, als Ethanolsubstitut oder
in Selbstmordabsicht getrunken worden. Als kleinste tddliche Dosis werden 1,56 g/kg
(1,4 ml/kg) angegeben (Andrews und Snyder, 1991). Es liegen zahlreiche Fallstudien
vor (z.B. Gaultier et al.,, 1976; Jacobsen et al., 1988; Scalley et al., 2002;
Ubersichtsartikel: Bornmann, 1954; LaKind et al., 1999).

Die akute klinische EG-Vergiftung gliedert sich zeitlich in drei Stufen, wobei nicht
immer alle Stufen auftreten miissen bzw. auch Uberlagerungen auftreten kénnen (z.B.

Cavender und Sowinski, 2001; LaKind et al., 1999):

ZNS-Phase
Diese Phase ist bei geringeren Dosen zunidchst charakterisiert durch einen
Rauschzustand (wie bei Ethanol). Es kénnen Ataxie, Ubelkeit, Schlifrigkeit und

Krampfe auftreten.

Kardiopulmonare Phase

Diese Phase ist durch die Azidose gekennzeichnet, die auf die metabolisch gebildeten
Sduren zuriickgefiihrt wird. Es kann zu Tachykardie, Tachypnoe, Cyanose,
Gerinnungsstorungen, Himolyse, Lungenddemen und Herzstillstand kommen. Ferner
kann eine Hypokalzdmie auftreten, da durch die Bildung des Metaboliten OA

schwerlosliches Kalziumoxalat in verschieden Organen ausfallen kann.
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Renale Phase

Diese Phase wird durch Polyurie, gefolgt von Oligo- und Anurie gekennzeichnet und
kann sich bis zum terminalen Nierenversagen entwickeln. Sie wird durch die Bildung
von cytotoxischen EG-Metaboliten ausgeldst (Sauren, Aldehyde, intratubuléres und
intrazelluldres Auftreten von Kalziumoxalatkristallen). Zusitzlich wird durch die
Azidose (siehe oben) Bikarbonat verbraucht, was die Anionenliicke und somit die

osmotische Liicke vergroBert. Dies kann zu einem Nierenddem fiithren.

Im Zusammenhang mit EG-Vergiftungen gibt es auch Hinweise auf immuntoxische
Effekte (Mycyk et al., 2002; Zabrodskii und Germanchuk, 2000; Zabrodskii et al.,
2002).

1.3.4 Inhalation von Ethylenglykol und Belastung am Arbeitsplatz

Die maximale Arbeitsplatzkonzentration (MAK-Wert) betrigt 10 ppm (25,7 mg/m’)
fiir EG-Dampfe und -aerosole (DFG, 1991). ,,Der MAK-Wert ist die hochstzuldssige
Konzentration eines Arbeitsstoffes als Gas, Dampf oder Schwebstoff in der Luft am
Arbeitsplatz, die nach dem gegenwirtigen Stand der Kenntnis auch bei wiederholter
und langfristiger, in der Regel téglich 8stiindiger Exposition, jedoch bei Einhaltung
einer durchschnittlichen Wochenarbeitszeit von 40 Stunden (in Vierschichtbetrieben
42 Stunden je Woche von vier aufeinander folgenden Wochen) im Allgemeinen die
Gesundheit der Beschiftigten nicht beeintrachtigt und diese nicht unangemessen
beldstigt. In der Regel wird der MAK-Wert als Durchschnittswert {iber Zeitrdume von
bis zu einem Arbeitstag oder einer Arbeitsschicht integriert (DFG, 2000b). Fir EG
gilt auBerdem ein Uberschreitungsfaktor von 2, das heit der doppelte MAK-Wert
(20 ppm) ist als 15-Minuten-Mittelwert erlaubt und zwar viermal pro Schicht (DFG,
2000a). In den USA existiert nur eine Spitzenbegrenzung (threshold limit value -
ceiling, TLV-C) von 100 mg/m’ fiir EG-Aerosole, die als 15-Minuten-Mittelwert
nicht tiberschritten werden darf (ACGIH, 2000).

Es liegen nur wenige Berichte zu toxischen Wirkungen und zur Belastung durch
inhaliertes EG vor. In einer Fallstudie wird berichtet, dass 9 von 38 Frauen, die an
offenen Behéltern mit einer auf 105°C erhitzten Mischung aus 40% EG, 55%
Borsdure und 5% Ammoniak arbeiteten (die EG-Dampfkonzentration ist nicht

angegeben) unter Anfillen von Bewusstlosigkeit litten (Troisi, 1950 zitiert nach DFG,
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1991). Wurden sie ins Krankenzimmer gebracht, erholten sie sich nach 5 - 10 min.
Bei den 5 am héaufigsten betroffenen Frauen wurde eine absolute Lymphozytose
festgestellt. Bei 5 der 29 Frauen ohne Bewusstseinsausfille wurde ein Nystagmus
festgestellt.

In einer experimentellen Studie wurden ménnliche Probanden 4 Wochen lang téglich
zwischen 20 und 22 Stunden gegen EG-Aerosole exponiert (Wills ef al., 1974). Die
Expositionskonzentrationen betrugen 3 - 67 mg EG/m’. Unter diesen Bedingungen
traten auller Reizungen der Rachenschleimhédute und gelegentlichen Kopf- und
Riickenschmerzen keine Anzeichen toxischer Wirkung auf. Blut- und
Urinuntersuchungen (EG-Gehalt und verschiedene klinische Parameter) zeigten keine
signifikanten Unterschiede zu den Kontrollen. Im Rahmen dieser Studie wurde auch
gegen kurzfristige Spitzenwerte von 188 mg/m’, 244 mg/m’ und 308 mg/m’
exponiert, die dann nur noch 15 min, 1 - 2 min bzw. 1 - 2 Atemziige lang toleriert
wurden.

In einer Feldstudie wurde die EG-Exposition von Personal bei der Flugzeugenteisung
untersucht (Gérin et al., 1997). Bei Messungen in der Umgebungsluft wurden bis zu
22 mg/m’ EG-Dampf und in drei Féllen auch EG-Nebel (76 - 190 mg/m’) gefunden.
In den meisten nach Schichtende gesammelten Urinproben der exponierten Personen
waren die EG-Spiegel gegeniiber den nach einer mehrwdchigen, expositionsfreien
bzw. -armen Periode gemessenen Werten (0 - 5 mmol/mol Kreatinin) nicht erhoht, in
einigen Féllen jedoch bis zu dreifach und in einem sogar fiinfundzwanzigfach. Ein
Einfluss der Exposition auf die Nierenfunktion konnte nicht nachgewiesen werden.

In einer weiteren Studie zur beruflichen Exposition gegen EG wurden Parameter im
Urin von Automechanikern und Biiroangestellten (Kontrollen) verglichen (Laitinen
etal., 1995). In der Einatemluft der Mechaniker konnte kein EG nachgewiesen
werden (Nachweisgrenze 1,9 ppm). Dennoch wurde eine signifikante Erhéhung der
EG-Ausscheidung im Urin nach Schichtende (7,3 £4,7 gegeniiber
1,7 £ 0,7 mmol/mol Kreatinin bei Kontrollen) beschrieben. Die Autoren duflerten
deshalb die Vermutung, dass EG iiber die Haut aufgenommen wurde. Ferner wurde
eine signifikante Senkung der Ausscheidung von Glykosaminoglykanen (3,1 + 1,0
gegeniiber 4,7 £ 1,9 g/mol Kreatinin) festgestellt. Letzteren Befund werten die
Autoren als einen Hinweis auf eine Beeintrdchtigung der Nierenfunktion. Die

Ausscheidung von OA war bei den exponierten Personen nicht-signifikant erhoht.
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Eine zwischen 1981 und 1983 in den USA durchgefiihrte Untersuchung kam zu dem
Ergebnis, dass pro Jahr ca. 1,5 Millionen Arbeiter moglicherweise gegen EG
exponiert werden (NIOSH 1990, zitiert nach IPCS, 2002). Trotz der hohen Zahl an
potentiell exponierten Personen gibt es bisher nur sehr wenige Daten iiber die EG-
und OA-Ausscheidung im Urin. Es gibt keine Angaben iiber die Konzentrationen von
EG und seinen Metaboliten im Blut oder die Ausscheidung von GA im Urin, obwohl
dieser Metabolit wahrscheinlich von besonderer Bedeutung ist, da er mit dem

entwicklungstoxischen Potential von EG verkniipft wird (siehe oben).

1.4 Methoden zur Bestimmung von Ethylenglykol, Glykolsiaure und
Oxalsaure aus Blut, Urin und Wasser

Es liegt eine Reihe von Methoden vor, die zur Bestimmung von EG, GA und OA aus
Blut, Urin oder Wasser verwendet wurden. EG wurde meistens im klinischen Bereich
nach Vergiftungen in Konzentrationen im mmol/l-Bereich bestimmt. Das Spektrum
der Methoden ist sehr weit. Als Beispiele seien genannt: Direkte GC/FID-
Bestimmung (Aarstad et al., 1993), GC/MSD-Bestimmung nach Derivatisierung
(Giachetti et al., 1989), GC/ECD-Bestimmung nach Derivatisierung (Letzel et al.,
2000), 'H-NMR-Spektroskopie (Wahl et al., 1998), HPLC/UV-Bestimmung nach
Derivatisierung (Vollmer et al., 1996), Farbreaktionen nach Perjodat-Oxidation zu
Formaldehyd (Russell et al., 1969) sowie ein enzymatischer Nachweis (Blandford und
Desjardins, 1994).

Ebenso ist eine Reihe unterschiedlicher Methoden fiir den Nachweis von GA und OA
verdffentlicht worden, die durch folgende Beispiele beschrieben werden: Bestimmung
von GA nach Derivatisierung mit GC/MSD (Clay und Murphy, 1977) und von OA
nach Derivatisierung mit GC/FID (Wolthers und Hayer, 1982), Bestimmung von GA
und OA mit HPLC und Leitfahigkeitsdetektion (Narayanan et al., 1999), Bestimmung
von GA mit HPLC/UV, sowohl direkt (Carney et al., 1999) als auch nach
Derivatisierung (Miwa ef al., 1996), Bestimmung von OA mit Kapillarelektrophorese
und elektrochemischer Detektion (Yang et al., 2000), enzymatischer Nachweis von
OA (Chandran et al., 2001) und von GA (Maeda-Nakai und Ichiyama, 2000) sowie

eine colorimetrische Bestimmung von GA (Niederwieser et al., 1978).

11



Einleitung und Aufgabenstellung

Um die ’C,-markierten Analyten von den unmarkierten unterscheiden zu konnen,
waren flr die vorliegende Arbeit massenselektive Methoden erforderlich. Ein GrofBteil
der oben genannten Methoden war daher nicht geeignet. Die verbleibenden auf der
GC/FID- oder GC/MSD-Technik basierenden Methoden hingegen waren nicht

ausreichend empfindlich, so dass sie entsprechend weiterentwickelt werden mussten.

1.5 Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit war es, Methoden zu entwickeln, mit denen die EG-, GA- und
OA-Belastungen in Plasma und Urin nach Inhalation von EG-Dampfen vor dem
natiirlichen Hintergrund bestimmt werden konnen. Die Exposition sollte gegen
isotopenmarkiertes Material (['°C,]Ethylenglykol, °C,-EG) durchgefiihrt werden, um
die expositionsbedingten Analyten ('>C»-EG, *C5-GA und *C,-OA) direkt mit den
endogen vorhandenen (EG, GA und OA) vergleichen zu konnen. Dementsprechend
mussten massenselektive Nachweismethoden entwickelt werden, die empfindlich
genug sein mussten, um Konzentrationen im umol/l-Bereich bestimmen zu koénnen,
wie sie bei Exposition gegen geringe EG-Mengen zu erwarten waren. Ferner sollte die
Probenmenge fiir die einzelnen Analysen moglichst klein sein, damit die Methoden
spater eventuell auch fiir Expositionen mit Ratten anwendbar sind. Soll im Rahmen
eines Experiments einer Ratte mehrfach Blut entnommen werden, so konnen pro
Zeitpunkt nur sehr geringe Mengen von 100 - 200 pl Blut gewonnen werden.

Keine der bisher bekannten Methoden erfiillte alle dieser Anforderungen. Die
Eignung der zu entwickelnden Methoden zur Untersuchung der Belastung durch
inhaliertes, dampfformiges EG und seine genannten Metaboliten sollte schlieBlich in

einem Expositionsexperiment gezeigt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Aceton, PESTANAL®, >99,8%

Acetonitril, CHROMASOLV"™ fiir HPLC

Benzol, zur Analyse

Bernsteinsdure, puriss. p.a., >99,5%

[Ds]Bernsteinsdure, 98 Atomprozent D

N, O-Bis-trimethylsilyl-trifluoracetamid (BSTFA) mit
1% Trimethylchlorsilan, fiir die
Gaschromatographie

n-Butylboronséure, 97%

N-tert.-Butyl-dimethylsilyl-N-methyltrifluoracetamid
(MTBSTFA) mit 1% tert.-Butyl-
dimethylchlorsilan, 97%

Chinolin, 98%

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan, 98%

N,N-Dimethylformamid, SUPRASOLV™

Ethylacetat, PESTANAL®, >99,8%

Ethylenglykol, puriss. p.a., >99,5%

[*C,]Ethylenglykol, 99 Atomprozent °C

Glykolsaure, puriss. , ~99%

(+)-2-Hydroxyisovaleriansiure, puriss., >99%

Liquemin® N 25000 (Heparin-Natrium)

Methanol, LICHROSLOV® fiir Chromatographie
Natriumchlorid, p.a.

Oxalsdure Dihydrat, >99%

['*C,]Oxalsdure Dihydrat, 99 Atomprozent >C
1,2-Propandiol (Propylenglykol), p.a., ACS, >99,5%
1,3-Propandiol, 98%

Salzsdure 32%, p.a.

Gase:

Helium 5.0

2.2 Geriite

Gaschromatograph (GC) mit massenselektivem
Detektor (MSD) bestehend aus:
- GC HP 5890 Series II
- HP 5890 ,,Cool-On-Column-Injektor*
- Automatischer Probengeber HP 7673
- MSD HP5972
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Riedel-de Haén, Seelze
Riedel-de Haén, Seelze
Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs

Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs

Aldrich, Steinheim
Aldrich, Steinheim

Aldrich, Steinheim
Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Riedel-de Haén, Seelze
Fluka, Buchs
Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs
Fluka, Buchs
Hoffmann-La Roche,
Grenzach-Wyhlen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs
Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Linde, Miinchen

Agilent Technologies,
Waldbronn
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Vorsdule, ,.fused silica®, deaktivert, 0,53 mm ID,
2,5 m Lange

Kapillarsdule HP-5MS, 0,25 mm ID, 30 m Léange,
0,25 pm Filmdicke

Saulenverbinder ,,press fit*, Glas

Software: ChemStation G1701 BA Version B02.00
Spektrenbibliotheken: NIST98 und Wiley275

Thermostat DC1 mit Kiihlgerat K20
(fiir die Proben im automatischen Probengeber)

Analysenwaage AB204
,2Autosamplervials®, Klarglas, 2 ml
Blutgasanalysator Stat Profile pHOx

Bordelkappen, 11 mm, Aluminium, Teflon-Silikon-
Septum

Einmalkaniilen, verschiedene Gréf3en

Einmalspritzen, verschiedene Grof3en

Gasprobenbeutel aus polyethylenbeschichteter
Metallfolie, 2,5 1

Indikatorpapier, PEHANAL®, pH 1-11

Kolbenhub-Pipetten, einstellbar

Kulturréhrchen, Glas, ca. 7 ml, mit Schraubdeckel
Gl 14

Kunststoffrohrchen ,,Falcon®, Polypropylen, 14 ml,
Rundboden

Kunststoffrohrchen ,,Falcon®, Polypropylen, 15 ml,
Spitzboden

Mandrins, Luer Lock, 1,3 x 32 mm

Messkolben, Glas, verschiedene Groflen

Mikroeinsitze fiir Autosamplervials, Glas,
30,75 x 6 x 0,7 mm

Pasteurpipetten, Glas

Pipettenspitzen, verschiedene GroB3en

Quetschhiahne nach Mohr

Reaktionsgefalle ,,safe lock”, Polypropylen, 2 ml und
1,5 ml

Reaktionsgefalle ,,safe twist™, Polypropylen, 1,7 ml

Schiittler Reax top

Spritze Hamilton Serie 800 NE, 10 ul

Trockenschrank UM 200

Ultraschallbad Sonorex RK 103

Vakuumzentrifuge Univapo 100H mit Kéltefalle

Unicryo MC2 L -60°C
Venenverweilkaniilen Introcan-W, 1,3 x 32 mm
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Agilent Technologies,
Waldbronn

Agilent Technologies,
Waldbronn

Agilent Technologies,
Waldbronn

Agilent Technologies,
Waldbronn

Agilent Technologies,
Waldbronn

Haake, Karlsruhe

Mettler-Toledo, Giessen

Wicom, Heppenheim

Nova Biomedical,
Roédermark

Wicom, Heppenheim

B. Braun, Melsungen
B. Braun, Melsungen
Linde, Miinchen

Fluka, Buchs
Eppendorf, Hamburg
Schott, Mainz

BD Biosciences,
Heidelberg

BD Biosciences,
Heidelberg

B. Braun, Melsungen

Hirschmann, Eberstadt

K&K Laborbedarf,
Miinchen

Hirschmann, Eberstadt

Eppendorf, Hamburg

K&K Laborbedarf,
Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Heidolph, Schwabach

Hamilton, Darmstadt

Memmert, Schwabach

Bandelin electronic,
Berlin

UniEquip, Martinsried

B. Braun, Melsungen
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Weithalsflaschen, Polyethylen, 1000 ml Roth, Karlsruhe
Zentrifuge 1-15 Sigma, Osterode
Zentrifuge 4K 15 Sigma, Osterode
Zentrifuge EBA 12R Hettich, Tuttlingen

2.3 Proband fiir die Humanexposition

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein gesunder, minnlicher Proband gegen
BC,-EG-Diampfe exponiert. Der Proband war Nichtraucher und stellte sich freiwillig
zur Verfiigung. Er war zum Zeitpunkt der Exposition 54 Jahre alt und wog 96 kg. Der
Proband vermied zwei Tage vor und wihrend der Exposition OA- und
Ascorbinséure-reiche Nahrung.

Die Humanexposition war von der Ethikkommission der Technischen Universitit

Miinchen genehmigt worden.

2.4 Analytische Methoden

2.4.1 Arbeitsmethoden

Es wurde nach den in einem analytisch-chemischen Labor iiblichen Methoden
verfahren. Die Sicherheitsmafinahmen fiir den Umgang mit Chemikalien und

Losungsmitteln (z.B. Abzug, Handschuhe) wurden beachtet.

2.4.2 Bestimmung von Ethylenglykol

Zur Bestimmung von EG und C»-EG wurde eine gaschromatographische Trennung
mit anschlieBender massenselektiver Detektion gewéhlt. Zur Verbesserung der
gaschromatographischen Trennung wurden EG und die internen Standards mit
n-Butylboronsdure in die entsprechenden Boronsdureester umgewandelt und
anschlieBend mit Ethylacetat extrahiert. Als interne Standards wurden Propylenglykol
(PG) und 1,3-Propandiol (1,3PD) zusammen verwendet. In den Plasmaproben wurde
die Konzentration doppelt - durch Vergleich mit beiden Standards - bestimmt. Fiir
Urin und Wasser wurden Mehrfachbestimmungen durch die parallele Aufarbeitung

und Analyse dreier Aliquots der einzelnen Fraktionen durchgefiihrt. In diesen Fillen

15



Material und Methoden

wurden die Konzentrationen mit Hilfe nur jeweils des internen Standards bestimmt,

bei dem weniger Storsignale in den Chromatogrammen auftraten.

2.4.2.1 Probenaufarbeitung

Plasma-, Urin- und Wasserproben aus der Exposition wurden bis zur Analyse bei
-80°C aufbewahrt (siehe 2.5.2, 2.5.3 und 2.5.4) und direkt vor der Aufarbeitung

aufgetaut. Alle anderen Proben wurden frisch hergestellt.

Plasma

Ein Probenaliquot (100 pl) wurde in einem Reaktionsgefa3 (1,5 ml) mit 5 pl einer
wassrigen Losung von 525 pmol/l PG und 525 pmol/l 1,3PD versetzt. Zur
Proteinfallung wurden 100 pl Aceton zugesetzt, 20 sec mit dem Schiittler Reax top
geschiittelt und 4 min bei 14000 Umdrehungen/min (17530 x g) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde zur weiteren Aufbereitung in ein neues ReaktionsgefiB (1,5 ml)
iiberfithrt und mit 10 pl 2 mol/l HCI versetzt. AnschlieBend wurden 20 pl 400 mmol/l
n-Butylboronsdure in Aceton zugesetzt und 15 min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Danach wurde mit 150 pl Ethylacetat extrahiert. Dazu wurde 25 sec mit
dem Schiittler Reax top geschiittelt und 2 min bei 14000 Umdrehungen/min
(17530 x g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein ,,Autosamplervial®, das einen
Mikroeinsatz enthielt, {iberfiihrt. Das Gefa3 wurde gasdicht verschlossen und in den
gekiihlten Probenteller (15°C) des automatischen Probengebers gestellt. Die Analyse
mit Hilfe des GC/MSD ist unter 2.4.2.2 beschrieben.

Urin

Ein Probenaliquot (100 pl) wurde in einem Reaktionsgefa3 (1,5 ml) mit 5 pl einer
wissrigen Losung von 1050 umol/l PG und 1050 pumol/l 1,3PD versetzt.
AnschlieBend wurden 100 pl 80 mmol/l n-Butylboronsdure in Aceton zugesetzt und
15 min bei RT inkubiert. Ein Ansduern der Proben war nicht erforderlich, weil die
Urinproben bereits HCI enthielten (siehe 2.5.4). Danach wurde mit 150 pl Ethylacetat

extrahiert. Die weiteren Schritte erfolgten wie bereits fiir Plasma beschrieben.
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Wasser

Ein Probenaliquot (100 pl) wurde in einem Reaktionsgefa3 (1,5 ml) mit 5 pl einer
wéssrigen Losung 1050 umol/l PG und 1050 umol/l 1,3PD versetzt. AnschlieBend
wurden zunichst 10 pl 2 mol/l HCI und dann 100 ul 80 mmol/l n-Butylboronsiure in
Aceton zugesetzt und 15 min bei RT inkubiert. Danach wurde mit 150 pl Ethylacetat

extrahiert. Die weiteren Schritte erfolgten wie bereits fiir Plasma beschrieben.

2.4.2.2 Gaschromatographische Bedingungen

Die Proben wurden mit einem automatischen Probengeber in den ,,Cool-On-Column-
Injektor® des GC/MSD-Systems injiziert. Die exakten GC/MSD-Parameter sind in
Tab. 1 angegeben. Zum Schutz der Sdule vor nicht-fliichtigen Verunreinigungen und
Septumpartikeln befand sich eine Vorsdule zwischen Injektor und Kapillarsdule. Die
von der Sdule eluierten Substanzen wurden dann mit dem MSD analysiert. Fiir die
Bestimmung der Identitit der Substanzen und ihrer Retentionszeiten wurde der ,,Scan-
Modus“ verwendet, fiir die Quantifizierung der ,,SIM-Modus®“ (selected ion
monitoring). Das Detektorsignal wurde von der ,,ChemStation Software* auf dem
angeschlossenen Computer aufgezeichnet und gespeichert. Die Auswertung erfolgte
ebenfalls mit der ChemStation Software.

Zur Bestimmung der Identitdt wurden wéssrige Losungen von EG, PG und 1,3PD mit
einer Konzentration von ca. 500 mg/1 hergestellt, mit n-Butylboronsdure derivatisiert
und mit dem GC/MSD analysiert (Scan von m/z 40 - 200). Die Massenspektren
einzelner Signale wurden mit den Massenspektren von Substanzbibliotheken
verglichen und so den Substanzen zugeordnet.

Fir den SIM-Modus wurden charakteristische Ionen aus den im Scan-Modus
erhaltenen Massenspektren (siche 3.1.1.1) ausgewéhlt (Tab. 1). Ein Ion diente zur
Quantifizierung, die anderen nur zur Absicherung der Identitit. Die Auswahl erfolgte
nach den Gesichtspunkten Spezifitidt, Abundanz im Massenspektrum und Storsignale
im Einzelionenchromatogramm. Aus den im Scan-Modus erhaltenen Massenspektren
konnten nur ganzzahlige m/z-Werte fiir die Fragmente bestimmt werden. Um die
Empfindlichkeit der SIM-Messung zu steigern, wurde fiir das Fragment, das zur
Quantifizierung verwendet wurde, der m/z-Wert mit der maximalen Intensitdt
bestimmt. Dazu wurde die zur Scan-Messung verwendete Probe mit einer

SIM-Methode analysiert, bei der in Schritten von 0,1 m/z im Intervall £ 0,5 m/z um
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den ganzzahligen Wert des zu untersuchenden Fragments gemessen wurde (Oehme,
1996). Die ermittelten Werte sind in den jeweiligen Tabellen fiir die GC/MSD-
Bedingungen angegeben. Im weiteren Text werden nicht die exakten, sondern die
zugehorigen ganzzahligen m/z-Werte der Fragmente genannt.

Nach der Messung im SIM-Modus, wurden mit Hilfe der Software die
Chromatogramme fiir einzelne lonen dargestellt und die Signale integriert. Die
Integration erfolgte mit der manuellen Integrations-Funktion der Software. Dabei
wurden sowohl die Fldchen als auch die Hohen der Signale bestimmt. Im
Allgemeinen wurde fiir die weiteren Berechnungen nur die Signalfliche verwendet.
Vor jeder Messreihe wurde der MSD mit Hilfe der ,,Tune“-Funktion der
Geridtesoftware kalibriert: Anhand des Massenspektrums der Kalibriersubstanz
Perfluortributylamin variierte das Programm verschiedene Geriteparameter des MSD,
um die Kalibrierung der Massenachse (m/z), die Signalbreite der einzelnen Ionen und
die Empfindlichkeit des Detektors zu optimieren. Fiir die quantitativen Messreihen
wurde die ,,Usertune“-Funktion der Software gewidhlt. Bei dieser wurde die
Empfindlichkeit des Detektors fiir drei lonen des Massenspektrums der
Kalibriersubstanz maximiert. Die drei lonen wurden jeweils so gewéhlt, dass sie den
Bereich der fiir die Quantifizierung der Analyten und internen Standards gewéahlten

Ionen abdeckten (Tab. 1).

Injektor: Cool-On-Column-Injektor

Temperatur ,» Irack-on-oven*“-Modus (d.h. die Temperatur ist immer
3°C hoher als die Saulentemperatur)

Injektionsvolumen 2 ul

GC: HP 5890 Series I1

Vorsdule 2,5 m x 0,53 mm, ,,fused silica®, deaktiviert

Kapillarsiule HP-5MS, 30 m x 0,25 mm, 0,25 pm Film

Saulentemperatur Starttemperatur:  65°C fiir 2 min
Heizrate 1: 2,5°C/min bis 80°C
Heizrate 2: 40°C/min bis 300°C
Endtemperatur:  300°C fiir 4,5 min
Gesamtlaufzeit: 18 min

Tragergas Helium

Tragergasdruck 0,8 bar bei 65°C, ,,constant-flow*-Modus
(errechneter Fluss: 1,3 ml/min)

GC/MSD-Interface 300°C

MSD: HP 5972

Tonisation Elektronenstof3, 70 eV

Massendetektion im SIM | EG-Derivat: m/z 86,2, 113,2 und 128
PC,-EG-Derivat: m/z 88,2 und 130
PG- und 1,3PD-Derivat: m/z 86,2, 113,2 und 142
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Quantifizierung EG-Derivat: m/z 86,2

Cy-EG-Derivat: m/z 88,2

PG- und 1,3PD-Derivat: m/z 113,2

,,Junen“ des MSD Usertune, Verwendung der lonen m/z 69, 100, 131

Tab. 1: GC/MSD-Bedingungen fiir die Bestimmung von EG

Durch die Injektion der Proben kam es zu Ablagerungen von nicht- oder
schwerfliichtigen Substanzen (n-Butylboronsdure aus allen Proben und
moglicherweise Zucker und Lipide aus den Plasmaproben). Daher wurden zwischen
den Proben wechselweise Methanol oder eine Mischung aus N, N-Dimethylformamid
und N,O-bis-Trimethylsilyltrifluoracetamid (BSTFA) (9/1 Vol./Vol.) injiziert.
Methanol reagierte mit iiberschiissiger n-Butylboronsdure zum entsprechenden,
leichtfliichtigen Butylboronsiduredimethylester. Durch das BSTFA sollten andere
Verunreinigungen wie zum Beispiel die Zucker in leichtfliichtige Derivate
umgewandelt werden, die dann mit dem Gasstrom aus dem GC-System herausgespiilt

wurden.

2.4.2.3 Eichung und quantitative Auswertung

Fiir die Bestimmung der EG-Konzentrationen in den Proben wurde im Rahmen jeder
Messreihe eine Eichung durchgefiihrt. Dazu wurden Eichproben in Plasma, Urin und
Wasser hergestellt. Die Eichkonzentrationen wurden so gewéhlt, dass der bei der
Messung der Proben zu erwartende Konzentrationsbereich abgedeckt wurde: Plasma
1 - 30 pmol/l, Urin 1 - 250 pmol/l, Wasser 1 - 500 umol/l. Von den Lésungen wurden
dann drei Aliquots (gleiche Menge wie fiir die Aufarbeitung der Proben) unabhingig
voneinander aufgearbeitet und gemessen (analog zu den Expositionsproben; siche
24.2.1und 2.4.2.2).

Zur Erstellung einer Eichung wurde dann jeweils das Verhiltnis der Flidche des
Analytensignals zur Fliche des Signals des internen Standards gebildet, dieses
Verhiltnis gegen die der Eichprobe zugesetzte Konzentration aufgetragen und die
Steigung der Eichgeraden mittels linearer Regression (Computerprogramm Excel,
Microsoft, UnterschleiBheim) ermittelt. Wenn die Eichproben bereits endogene
Mengen des Analyten enthielten (z.B. EG in Urin), wurde keine Nullpunktsgerade
erhalten. Vielmehr reprdsentierte der gefundene Y-Achsenabschnitt die

Ausgangskonzentration in dem zur Eichung verwendeten Material. In einigen Féllen
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trug auch ein Hintergrund aus den verwendeten Reagenzien zum Y-Achsenabschnitt
bei. Dieser wurde dann durch die Messung von Proben ohne Matrix separat bestimmt
und bei der weiteren Auswertung beriicksichtigt. Mittels der in der Eichung erhalten
Steigung der Eichgeraden wurde dann in den Proben die Konzentration bestimmt.

Die Nachweisgrenze wurde in Proben ohne weiteren EG-Zusatz anhand des
Hintergrunds bestimmt. Lag kein Hintergrundsignal vor ('*C,-EG), wurden
stattdessen die Proben mit der niedrigsten Eichkonzentration verwendet. Es wurde
jeweils die Standardabweichung bei dreifacher Messung ermittelt und mit Hilfe der
Eichung in eine Konzentration umgerechnet. Diese wurde als Nachweisgrenze

definiert.

2.4.2.4 Wiederfindung, Priizision und Stabilitit

Fiir die Bestimmung der Wiederfindung von *C,-EG wurden Proben mit *C»-EG in
Plasma (2 und 10 pmol/l *C,-EG) und Urin (5 und 100 pmol/l °C,-EG) hergestellt.
AuBerdem wurden entsprechende Proben mit den gleichen *C,-EG Konzentrationen
in Wasser hergestellt. Alle Proben wurden in der oben beschriebenen Weise
aufgearbeitet und gemessen (sieche 2.4.2.1 und 2.4.2.2). Die in den Wasserproben
gefundene *C,-EG-Menge (als Fliche unter dem Signal) wurde als 100% definiert.
Die Wiederfindung ergibt sich dann als das Verhéltnis der Signalflache der Urin- oder

Plasmaprobe zu der Signalfliche der entsprechenden Wasserprobe:

Signalflache

1) - 100

B Signalflache,,...

r: Wiederfindung (recovery) [%]

x: Urin oder Plasma

Es wurde davon ausgegangen, dass die Wiederfindung fiir EG gleich der fiir °C»-EG
ist.

Fiir die Bestimmung der Prézision der Aufarbeitung wurden mehrere Proben (n = 3
oder n = 6) der gleichen Konzentration (Konzentrationen wie fiir die Bestimmung der
Wiederfindung) in der oben beschriebenen Weise aufgearbeitet und gemessen (siehe
2.4.2.1 und 2.4.2.2). Fiir jede dieser Proben wurde das Verhéltnis der Signalflachen

von “C,-EG zu internem Standard gebildet. Als MaB fiir die Prizision wurde der
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Variationskoeffizient CV aus dem Mittelwert und der Standardabweichung berechnet

(siehe auch 2.7).

Da die bei der Exposition gewonnen Proben nicht sofort analysiert wurden, sondern
zundchst bei -80°C gelagert wurden, musste die Stabilitdt unter diesen Bedingungen
gepriift werden. Es wurden je sechs Aliquots mit 10 pmol/l *C,-EG in Plasma und
50 umol/l *C,-EG in Urin hergestellt. Jeweils drei Proben wurden sofort in der oben
beschriebenen Weise aufgearbeitet und analysiert (siche 2.4.2.1 und 2.4.2.2). Die
verbleibenden Proben wurden 5 Wochen lang bei -80°C gelagert. Anschlieend
wurden sie aufgetaut, aufgearbeitet und analysiert (siche 2.4.2.1 und 2.4.2.2).

2.4.3 Bestimmung von Glykolsiure

Zur Bestimmung von GA und C,-GA wurde eine gaschromatographische Trennung
mit anschlieBender massenselektiver Detektion gewéhlt. Um das schwerfliichtige GA
mit Hilfe der Gaschromatographie von anderen Bestandteilen der Probe zu trennen,
wurde das di-tert-Butyldimethylsilylderivat (di-TBDMS-Derivat) gebildet. Da die
Reaktion unter Ausschluss von Wasser stattfinden muss, GA als kleine
2-Hydroxycarbonsdure aber auch nur sehr schlecht mit organischen Lésungsmitteln
aus der wissrigen Matrix extrahiert werden kann, wurde das Wasser der Probe durch
Verdampfen entfernt. Um sicherzustellen, dass bei diesem Vorgang weder GA noch
der interne Standard verdampfen, wurde die Losung zuvor mit Chinolin versetzt, um
die nichtfliichtigen Chinoliniumsalze der Sduren zu erhalten. Fiir die Derivatisierung
wurde als Losungsmittel Acetonitril (ACN) mit 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
(DABCO) als Katalysator gewahlt. Die Silylierungsmischung SILA bestand aus
N-tert-Butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoracetamid (MTBSTFA) mit 1%
tert-Butyldimethylsilylchlorid (TBDMSCI) als weiterem Katalysator.

2.43.1 Probenaufarbeitung

Plasma- und Urinproben aus der Exposition wurden bis zur Analyse bei -80°C
aufbewahrt (siehe 2.5.3 und 2.5.4) und direkt vor der Aufarbeitung aufgetaut. Alle

anderen Proben wurden frisch hergestellt.
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Plasma

Ein Probenaliquot (200 pl) wurde in einem Reaktionsgefa3 (1,5 ml) mit 5 pl einer
wissrigen Losung von 205 umol/l [Dg]Bernsteinsdure (Dg-SA, interner Standard) und
8 ul 4 mol/l HCI versetzt. Zur Proteinfillung wurden 500 pl ACN zugegeben, 5 sec
am Schiittler Reax geschiittelt, 10 min im Ultraschallbad behandelt, 20 sec am
Schiittler Reax geschiittelt und 3 min bei 14000 Umdrehungen/min (17530 x g) bei
RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die weitere Aufarbeitung in ein neues
Reaktionsgefal3 (1,5 ml) iiberfiihrt. Der Proteinriickstand wurde mit 250 ul ACN/H,0O
(4/1) versetzt, 10 min im Ultraschallbad behandelt, 20 sec am Schiittler Reax
geschiittelt und 3 min bei 14000 Umdrehungen/min (17530 x g) bei RT zentrifugiert.
Der Uberstand wurde zum ersten Uberstand hinzugefiigt. Die vereinigten Uberstinde
wurden mit 40 ul Chinolin/ACN (1/9) versetzt. Zur Entfernung des Wasser-ACN-
Gemischs wurde die Probe in der Vakuumzentrifuge auf ca. 5-10 pl eingeengt, dann
mit 200 pl Benzol versetzt und wiederum eingeengt. Nach erneuter Zugabe von
100 pl Benzol und erneutem Einengen wurden nochmals 100 pl Benzol zugesetzt und
anschlieBend bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde in 50 ul einer
2,5%igen Losung von DABCO in ACN aufgenommen und mit 75 pul SILA versetzt.
Die Mischung wurde 3 min im Ultraschallbad behandelt. Um einen moglichst
vollstdndigen Ablauf der Derivatisierungsreaktion zu erzielen, wurde iiber Nacht
(mindestens 12 h) im Trockenschrank auf 40°C erhitzt. Dann wurde die Mischung
erneut fiir 15 sec im Ultraschallbad behandelt und zur Extraktion mit 25 pl ACN und
85 ul Hexan versetzt. AnschlieBend wurde 15 sec mit dem Schiittler Reax top
geschiittelt und 30 sec bei 14000 Umdrehungen/min (17530 x g) bei RT zentrifugiert.
Die Proben wurden fiir 10 min auf Eis gestellt, wodurch sich die Hexan- von der
ACN-Phase trennte. Der Uberstand (Hexanphase) wurde in ein Autosamplervial, das
einen Mikroeinsatz enthielt, iberfiihrt. Das Gefa3 wurde gasdicht verschlossen und in
den gekiihlten Probenteller (15°C) des automatischen Probengebers gestellt. Die
Analyse mittels GC/MSD ist unter 2.4.3.2 beschrieben.

Urin

Ein Probenaliquot (100 pl) wurde in einem Reaktionsgefdl (1,5 ml) mit 5 pl
1050 umol/l (+)-2-Hydroxyisovaleriansdure (HIVA, als interner Standard) versetzt.
AnschlieBend wurden 50 ul Chinolin/ACN (1/9) zugesetzt. Die weiteren Schritte

wurden in der gleichen Weise durchgefiihrt wie fiir Plasma beschrieben. Bei der
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Hexanextraktion der Derivate wurde nach der Phasentrennung auf Eis noch einmal

3 min bei 14000 Umdrehungen/min (17530 x g) bei 0°C zentrifugiert. Dieser Schritt

war erforderlich, um einen Feststoff abzutrennen, der beim Abkiihlen der Probe in

Form von farblosen Kristallnadeln ausfiel.

2.4.3.2

Gaschromatographische Bedingungen

Die Proben wurden mit einem automatischen Probengeber in den Cool-On-Column-

Injektor des GC/MSD-Systems injiziert. Die exakten GC/MSD Parameter sind in

Tab. 2 aufgefiihrt. Es gelten die gleichen allgemeinen Angaben zur Aufnahme und

Auswertung der Chromatogramme wie fiir die Bestimmung von EG (siehe 2.4.2.2).

Injektor: Cool-On-Column-Injektor

Temperatur Starttemperatur:  80°C fiir 30 sec
Heizrate 1: 100°C/min bis 150°C, Halten fiir 1 min
Heizrate 2: 100°C/min bis 300°C
Endtemperatur: ~ 300°C fiir 60 min

Injektionsvolumen 1 pl

GC: HP 5890 Series 11

Vorséule 2,5 m x 0,53 mm, fused silica, deaktiviert

Kapillarsiule HP-5MS, 30 m x 0,25 mm, 0,25 pm Film

Saulentemperatur Starttemperatur:  75°C fiir 1,5 min
Heizrate 1: 7°C/min bis 170°C
Heizrate 2: 30°C/min bis 300°C
Endtemperatur: ~ 300°C fiir 2 min
Gesamtlaufzeit: 21,4 min

Tragergas Helium

Tragergasdruck 1,3 bar bei 57°C, constant-flow-Modus
(errechneter Fluss: 2,17 ml/min)

GC/MSD-Interface 300°C

MSD: HP 5972

Jonisation Elektronenstof}, 70 eV

Massendetektion im SIM

Quantifizierung

Tunen des MSD

GA-Derivat: m/z 73, 147, 247,2 und 289
BCy-GA-Derivat: m/z 73, 147, 249,2 und 291
HIVA-Derivat: m/z 73, 147, 289,3 und 331
D¢-SA-Derivat: m/z 73, 147, 293,3 und 335
GA-Derivat: m/z 247,2

BCy-GA-Derivat: m/z 249,2

HIVA-Derivat: m/z 289,3

D¢-SA-Derivat: m/z 293,3

Usertune, Verwendung der lonen m/z 131, 219, 414

Tab. 2: GC/MSD-Bedingungen fiir die Bestimmung von GA
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2.4.3.3 Eichung und quantitative Auswertung

Die Auswertung der Chromatogramme und die Eichung erfolgten in der gleichen
Weise wie fir EG beschrieben (siehe 2.4.2.3). Eine eigene Eichung fiir *C,-GA
konnte nicht erstellt werden, da '*C»-GA als Substanz nicht zur Verfiigung stand.
Deshalb wurde die fiir unmarkiertes GA erstellte Eichung auch fiir die
Quantifizierung von *C,-GA verwendet.

Fiir die Bestimmung von *C,-GA musste auBerdem beriicksichtigt werden, dass auch
das Massenspektrum des unmarkierten GA-di-TBDMS-Derivats das lon m/z 249
enthielt, das fiir die Bestimmung von C,-GA verwendet wurde. Dies ist durch die
natiirlich vorkommenden Isotope *C, *Si und *°Si zu erkliren (siche 3.1.2.1). Um
den Teil der Signalfliche des Ions m/z 249 zu bestimmen, der tatsdchlich durch
C»-GA in der Probe verursacht wurde, wurde zunichst in einigen Proben in denen
kein expositionsbedingtes *C»-GA vorlag, das Verhiltnis der Signalflichen m/z 249
und m/z 247 bestimmt.

Ao Signalflache m/z 249
Signalflache m/z 247

2

A Verhiltnis m/z 249 zu m/z 247 in Probe ohne 13C2-GA

Im Weiteren wurde davon ausgegangen, dass dieses Verhéltnis innerhalb einer
Messreihe konstant ist, sofern nicht zusitzliches *C,-GA vorliegt. Wenn zusitzliches
BC,-GA vorliegt, muss das Verhiltnis groBer sein als in den Kontrollproben. Fiir
BC,-0A und OA konnte dies auch gezeigt werden, weil >C,-OA als Substanz vorlag
(siehe 3.1.3.2).

In den Proben, die auf *C,-GA untersucht wurden, wurde dann mit Hilfe des in
Gleichung (2) erhaltenen Faktors A und der fiir m/z 247 bestimmten Signalflache die
Signalflache fiir m/z 249 berechnet, die fiir den Fall zu erwarten wére, dass kein
zusitzliches ?C,-GA vorhanden ist. Die Differenz zwischen der gemessen und der zu
erwartenden Signalfliche stellte dann die Signalfliche fiir das in der Probe

befindliche *C,-GA dar:
Q) Signalflache ;. ¢, =Signalflache m/z 249 - (A - Signalflache m/z 247)

A Verhiltnis m/z 249 zu m/z 247 in Probe ohne 13C2-GA
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Die mittels Gleichung (3) erhaltene Signalfliche wurde dann wie bereits beschrieben
mit der Signalfliche des internen Standards ins Verhiltnis gesetzt und {iber die

Eichung die entsprechende Konzentration errechnet.

2.4.3.4 Wiederfindung, Priizision und Stabilitit

Fir GA wurde die Wiederfindung aus Plasma oder Urin mit der direkten
Derivatisierung der entsprechenden GA-Mengen aus einer Losung in ACN
verglichen. Dazu wurden Proben in Plasma (GA-Konzentration 25 pmol/l) und Urin
(GA-Konzentration 250 pmol/l) hergestellt. Die Proben wurden in der oben
beschriebenen Weise aufgearbeitet und gemessen (sieche 2.4.3.1 und 2.4.3.2).
AuBerdem wurden Proben hergestellt, bei denen die entsprechende Menge GA direkt
in 50 pl einer 2,5%igen Losung von DABCO in ACN geldst wurde. Diese Proben
wurden dann wie oben beschrieben mit SILA derivatisiert und analysiert (siche
2.4.3.1und 2.4.3.2).

Die in den ACN-Proben gefundene GA-Menge (als Signalfliche, ohne
Beriicksichtigung des internen Standards) wurde als 100% definiert. Die
Wiederfindung ergibt sich dann als das Verhiltnis der Signalfldche der Urin- oder
Plasmaprobe zu der Signalflache der entsprechenden ACN-Probe:

@) P o= .S1gnahilachex . 100
Signalflache

r: Wiederfindung (recovery) [%]

x: Urin oder Plasma

Fiir die Bestimmung der Prizision der Aufarbeitung wurde das gleiche Verfahren
verwendet wie fiir EG (siehe 2.4.2.4; GA-Zusatz Plasma 5 und 25 pmol/l, Urin 25
und 250 pmol/l).

Fiir die Uberpriifung der Stabilitit der Proben bei -80°C wurden je sechs Aliquots mit
25 pmol/l GA in Plasma und 250 pmol/l GA in Urin hergestellt. Jeweils drei Proben
wurden sofort in der oben beschriebenen Weise aufgearbeitet und analysiert (siehe
2.4.3.1 und 2.4.3.2). Die verbleibenden Proben wurden 5 Wochen lang bei -80°C
gelagert. AnschlieBend wurden sie aufgetaut, aufgearbeitet und analysiert (siche

2.4.3.1und 2.4.3.2).
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2.4.4 Bestimmung von Oxalsiure

Zur Bestimmung von OA und C,-OA wurde eine gaschromatographische Trennung
mit anschlieBender massenselektiver Detektion gewéhlt. Um das schwerfliichtige OA
mit Hilfe der Gaschromatographie von anderen Bestandteilen der Probe trennen zu
konnen, wurde der di-TBDMS-Ester gebildet.

Da diese Reaktion unter Ausschluss von Wasser stattfinden muss, wurde OA zunéchst
mit Ethylacetat aus der angesduerten Matrix extrahiert. Nachdem wieder die
nichtfliichtigen Chinoliniumsalze der Sduren (OA und interne Standards) gebildet
wurden, wurde das Losungsmittel entfernt und die Derivatisierung mit SILA

durchgefiihrt.

2.44.1 Probenaufarbeitung

Urinproben aus der Exposition wurden bis zur Analyse bei +4°C aufbewahrt (siche

2.5.4). Alle anderen Proben wurden frisch hergestellt.

Urin

Ein Probenaliquot (300 pl) wurde in einem Kunststoffrohrchen (14 ml) mit 3 pl einer
wissrigen Losung von Bernsteinsdure (SA) und De-SA (SA: 50000 pmol/l, De-SA:
500 pmol/l) versetzt. SA diente als interner Standard fiir OA, Ds-SA als interner
Standard fiir °C,-OA. Anschliefend wurden 6 Tropfen konz. HCI, 300 pl 2 mol/l
HCI und ca. 200 mg NaCl zugesetzt. Dann wurde zweimal mit je 1,5 ml Ethylacetat
extrahiert. Die Probe und das Ethylacetat wurden auf Eis vorgekiihlt und die
Extraktion bei 4°C im Kiihlraum durchgefiihrt, um eine Hydrolyse des Ethylacetats zu
vermeiden. Zur moglichst vollstandigen Extraktion wurde die Probe 1 min von Hand,
20 sec mit dem Schiittler Reax top und noch einmal 1 min von Hand geschiittelt.
AnschlieBend wurde die Probe 2 min bei etwa 2400 Umdrehungen/min (1000 x g) bei
0°C zentrifugiert und die organischen Phasen in Kulturrohrchen (7 ml) iiberfiihrt. Zu
den beiden vereinigten Extrakten wurden 70 pl Chinolin/ACN (1/9) und 250 pl
Benzol zugesetzt. Die Probe wurde in der Vakuumzentrifuge auf ca. 300 ul eingeengt
und anschlieBend in ein Reaktionsgefa3 (1,5 ml) tiberfithrt. Das Kulturréhrchen wurde
mit 500 pl ACN ausgespiilt, die ebenfalls in das Reaktionsgefdl} iiberfiihrt wurden.
Darauf wurde die Probe auf ca. 5-10 pl eingeengt, mit 100 pl Benzol versetzt und

wiederum auf ca. 5-10 pl eingeengt. Der Riickstand wurde in 50 pl einer 2,5%igen
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Losung von DABCO in ACN aufgenommen und mit 75 pl SILA versetzt. Die
Mischung wurde 3 min im Ultraschallbad behandelt. Um einen mdglichst
vollstdndigen Ablauf der Derivatisierungsreaktion zu erzielen, wurde iiber Nacht
(mindestens 12 h) im Trockenschrank auf 40°C erhitzt. Dann wurde die Mischung
erneut fiir 15 sec im Ultraschallbad behandelt und zur Extraktion mit 25 pl ACN und
85 ul Hexan versetzt. Es wurde 15 sec mit dem Schiittler Reax top geschiittelt und
30 sec bei 14000 Umdrehungen/min (17530 x g) bei RT zentrifugiert. Die Probe
wurde fiir 10 min auf Eis gestellt, wodurch sich die Hexan- von der ACN-Phase
trennte. Der Uberstand (Hexanphase) wurde in ein Autosamplervial, das einen
Mikroeinsatz enthielt, {iberfiihrt. Das Gefa3 wurde gasdicht verschlossen und in den
gekiihlten Probenteller (15°C) des automatischen Probengebers gestellt. Die Analyse
mit Hilfe des GC/MSD ist unter 2.4.4.2 beschrieben.

2.44.2 Gaschromatographische Bedingungen

Die Proben wurden mit einem automatischen Probengeber in den Cool-On-Column-
Injektor des GC/MSD-Systems injiziert. Die exakten GC/MSD Parameter sind in
Tab. 3 angegeben. AuBBerdem gelten die gleichen allgemeinen Angaben zur Aufnahme
und Auswertung der Chromatogramme wie fiir die Bestimmung von EG (siehe

2.4.22).

Injektor: Cool-On-Column-Injektor

Temperatur Starttemperatur:  80°C fiir 30 sec
Heizrate 1: 100°C/min bis 150°C, halten fiir 1 min
Heizrate 2: 100°C/min bis 300°C
Endtemperatur: ~ 300°C fiir 60 min

Injektionsvolumen 1 pl

GC: HP 5890 Series 11

Vorséule 2,5 m x 0,53 mm, fused silica, deaktiviert

Kapillarsiule HP-5MS, 30 m x 0,25 mm, 0,25 pm Film

Saulentemperatur Starttemperatur: ~ 75°C fiir 1,5 min
Heizrate 1: 7°C/min bis 170°C
Heizrate 2: 30°C/min bis 300°C
Endtemperatur: ~ 300°C fiir 2 min
Gesamtlaufzeit: 21,4 min

Tragergas Helium

Tragergasdruck 1,3 bar bei 57°C, constant-flow-Modus
(errechneter Fluss: 2,17 ml/min)

GC/MSD-Interface 300°C
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MSD: HP 5972

Tonisation Elektronenstof3, 70 eV

Massendetektion im SIM | OA-Derivat: m/z 73, 147, 261,2 und 301
C,-OA-Derivat: m/z 73, 147, 263,2 und 303
SA-Derivat: m/z 73, 147, 289,3 und 331
D¢-SA-Derivat: m/z 73, 147, 293,3 und 335
Quantifizierung OA-Derivat: m/z 261,2

BC,-OA-Derivat: m/z 2632

SA-Derivat: m/z 289,3

D¢-SA-Derivat: m/z 293,3

Tunen des MSD Usertune, Verwendung der lonen m/z 131, 219, 414

Tab. 3: GC/MSD-Bedingungen fiir die Bestimmung von OA

2.4.4.3 Eichung und quantitative Auswertung

Die Auswertung der Chromatogramme und die Eichung erfolgten in der gleichen
Weise wie fiir EG beschrieben (2.4.2.3). Fiir °C,-OA wurde eine eigene Eichung
erstellt.

Fiir die Bestimmung von *C,-OA musste auBerdem beriicksichtigt werden, dass auch
das Massenspektrum des unmarkierten OA-di-TBDMS-Derivats das lon m/z 263
enthielt, das fiir die Bestimmung von C,-OA verwendet wurde. Dies ist durch die
natiirlich vorkommenden Isotope °C, *’Si und *Si zu erkléren (siche 3.1.3.1). Fiir die
Bestimmung der Signalfliche die durch *C,-OA verursacht wurde, gelten die
gleichen Uberlegungen und Berechnungen wie fiir °C,-GA (2.4.3.3; in Gleichung (2)
und (3) wurden statt der aufgefiihrten m/z-Werte 249 und 247 die m/z-Werte 263 und
261 eingesetzt). Bei der Eichung fiir °C,-OA konnte gezeigt werden, dass durch den

Zusatz von “C,-OA das Verhiltnis der Ionen m/z 263 zu m/z 261 erhdht wurde.

2.4.4.4 Wiederfindung, Prizision und Stabilitit

Die Bestimmung der Wiederfindung fiir OA wurde nur fiir Urin und in der gleichen
Weise wie fiir GA beschrieben durchgefiihrt (siehe 2.4.3.4; OA-Zusatz 250 umol/l).
Es wurde angenommen, dass die Wiederfindung von *C,-OA gleich der fiir OA ist.

Fiir die Bestimmung der Prizision der Aufarbeitung wurde das gleiche Verfahren

verwendet wie fiir EG und GA (siehe 2.4.2.4; OA-Zusatz 25 und 250 umol/l).
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Die Stabilitit der Proben bei ldngerer Aufbewahrung ist bereits bekannt (mindesten
drei Monate oder ldnger bei -20°C, Duez ef al., 1996, von Unruh et al., 1998) und

wurde daher im Rahmen dieser Arbeit nicht erneut gepriift.

2.4.4.5 Verhiltnis der Ionen m/z 263 zu 261 im Urin bei nicht-exponierten

Personen

Um die Variation des Verhiltnisses m/z 263/261, welches fiir die Bestimmung von
zusitzlichem *C,-OA verwendet wurde, im Urin von nicht-exponierten Personen zu
priifen, wurde von vier minnlichen Personen (einschlieBlich des in der vorliegenden
Arbeit exponierten Probanden) innerhalb von ca. 20 h zu drei verschiedenen
Tageszeiten (abends, vormittags und mittags) Urin in getrennten Fraktionen
gesammelt. Die Sammlung erfolgte in der gleichen Weise wie wéhrend der
Exposition. Das Verhéltnis der lonen m/z 263/261 wurde fiir jede Fraktion in drei
parallelen Messungen bestimmt. Dazu wurden Proben mit der in 2.4.4.1 und 2.4.4.2

beschriebenen Methode analysiert.

2.5 Exposition eines Probanden gegen [°C,]Ethylenglykoldimpfe

Es wurde ein System aufgebaut, bei dem in kurzen Zeitintervallen kleine Mengen
BC,-EG verdampft wurden, und dieser Dampf vom Probanden sofort eingeatmet
wurde. Blut- und Urinproben wurden gesammelt, um sie spéter auf EG, GA und OA
(*Cy-markiert und unmarkiert) zu untersuchen. Proben der Ausatemluft wurden auf
C,-EG untersucht. Das System selbst wurde nach Expositionsende ebenfalls auf
verbliebenes °C,-EG untersucht.

Die injizierte und verdampfte Menge *C,-EG wurde so gewihlt, dass sie geringer
war als die Menge, die an einem Arbeitstag (8 h) bei Arbeit unter MAK-Bedingungen
(MAK-Wert: 10 ppm; Leistung 50 W, alveolare Ventilation: 20 1/min; Astrand, 1983)

aufgenommen wird (ca. 3,8 mmol; berechnet mit 25,13 1/mol Gas).
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2.5.1 Expositionssystem

Abb. 2 =zeigt den schematischen Aufbau des Expositionssystems. Ein
Dreihalsrundkolben (250 ml) wurde in einem Heizpilz erwarmt. Die Lufttemperatur
im Kolben, gemessen in der Mitte, ca. 4 cm liber dem Boden, betrug 140°C. Ein
seitlicher Anschluss des Kolbens war mit einem Septum versehen, durch welches das
BC,-EG mit einer Hamiltonspritze (10 pl) injiziert wurde. Die beiden anderen
Anschliisse waren mit kurzen Silikonschlauchen versehen, die durch Quetschhéhne
verschlossen wurden. Der Silikonschlauch am mittleren Anschluss war mit einer

abgeschnittenen Kunststoffpipettenspitze (1 ml) als Mundstiick ausgestattet.

Luftauslassventil (Quetschhahn)

Silikonschlauche

Spritze fir 13C,-EG E Lufteinlassventil (Quetschhahn)

Septum

Glasrohr

Luftstrom Glaskolben

Heizpilz

Abb. 2: Schema des Humanexpositionssystems

2.5.2 Durchfithrung der Exposition

Eine Stunde vor Versuchbeginn wurde der Heizpilz fiir den Rundkolben eingeschaltet
und das System mit gedffneten Schlduchen erwidrmt. Direkt vor Versuchsbeginn
wurden die Schlduche dann mit den Quetschhihnen verschlossen.

Alle 15 min wurden 6,6 pl >C,-EG mit einer Hamilton-Spritze durch das Septum

injiziert. Es wurde ca. 1 min gewartet bis das *C,-EG verdampft war. Dann nahm der
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Proband einen tiefen Atemzug aus dem Gefal, indem er zuerst das Luftauslassventil
und sofort danach das Lufteinlassventil &ffnete. Uber Letzteres stromte frische
Raumluft in den Kolben nach. Am Ende des Einatemvorgangs verschloss der Proband
die Schlduche wieder in umgekehrter Reihenfolge. So wurde sichergestellt, dass kein
C,-EG-Dampf ins Freie gelangen konnte. Die eingeatmete Luft hielt der Proband fiir
einige Sekunden an. Dieser Inhalationsvorgang wurde zweimal wiederholt. Die
nichste Injektion von *C,-EG in den Kolben und die nachfolgende Inhalation wurden
nach 15 min durchgefiihrt. Insgesamt erfolgten 16 Injektionen/Inhalationen innerhalb
von 4 h.

Zur Uberpriifung auf abgeatmetes *C,-EG wurde zweimal unmittelbar im Anschluss
an den Inhalationsvorgang (elfte und sechzehnte Inhalation) Ausatemluft in
polyethylenbeschichteten Gasprobenbeuteln (2,5 1) gesammelt. Die Gasprobenbeutel
wurden zundchst gasdicht verschlossen. Nach Ende der Exposition wurden durch das
Septum der Beutel 5 ml Wasser injiziert, um das eventuell vorhandene *C,-EG darin
zu losen.

Um die nach der letzten Inhalation im ExpositionsgefiB verbliebene Menge °C,-EG
zu bestimmen, wurde nach Beendigung der Exposition der geschlossene Glaskolben
zunéchst abgekiihlt und dann mit 10 ml Wasser, die durch das Septum injiziert
wurden, ausgespiilt, um das *C»-EG darin zu 16sen. Alle wissrigen Losungen wurden

bis zur Analyse auf >C»-EG (2.4.2) bei -80°C aufbewahrt.

2.5.3 Blutabnahme und Gewinnung von Plasma

In einer Unterarmvene des Probanden wurde vor Versuchsbeginn eine
Venenverweilkaniile fixiert. Diese wurde durch einen Mandrin verschlossen, um eine
Verstopfung durch Blutgerinnung zu vermeiden. Vor, wahrend und nach der
Exposition wurden durch diese Kaniile mit Hilfe einer heparinisierten Einwegspritze
(5 ml) Proben von je 5 ml Blut entnommen. Nach jeder Blutentnahme wurde die
Kaniile durch einen neuen Mandrin verschlossen. Fiir die Blutentnahmen wurden
folgende Zeitpunkte gewdhlt: Ca. 20 min vor Beginn der Exposition fiir die
Kontrollprobe, jeweils ca. 5 min nach Beginn jeder Inhalation sowie ca. 0,3, 0,8, 2,5,
3,3, 4,3 und 5,3 h nach Beendigung der Exposition. Ca. 24 h nach Versuchsbeginn
wurde noch einmal mit Hilfe einer heparinisierten Einwegspritze und einer

Einwegkaniile in der Armbeuge vendses Blut (5 ml) entnommen.
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Der Grofiteil des Blutes (ca. 4,5 ml pro Probe) wurde sofort in ein Kunststoffrohrchen
(15 ml) iiberfiihrt und bei 3760 Umdrehungen pro min (ca. 2500 x g) bei 0°C fiir
4 min zentrifugiert. Das iiberstehende Plasma wurde abgenommen und auf zwei
ReaktionsgefaBle (1,7 ml) verteilt und bis zur weiteren Analyse bei -80°C eingefroren.
Das restliche Blut wurde fiir eine pH-Wert-Bestimmung mit dem Stat Profile pHOx
verwendet.

Fiir die Bestimmung von EG und GA wurden die Proben aufgetaut und in der in 2.4
beschriebenen Weise analysiert. Es wurde je ein Aliquot pro Zeitpunkt analysiert.

Fiir jede Messreihe wurden eigene Eichproben mit frisch gewonnenem Plasma

hergestellt.

2.5.4 Urinsammlung

Der Proband sammelte seinen gesamten Urin fraktioniert wahrend und bis ca. 26 h
nach Ende der Exposition. Um die Féallung von schwerloslichem Kalziumoxalat zu
verhindern, waren in den SammelgefaBlen jeweils 5 ml konz. HCI vorgelegt worden.
Die erste Urinprobe wurde direkt vor Beginn der Exposition genommen, um
unbelasteten Kontrollurin zu gewinnen. Wéhrend der Urinabgabe wurde der pH-Wert
mittels eines Indikatorpapiers gemessen. Die Fraktionen wurden zunidchst maximal
fiir 12 h bei 4°C autbewahrt. Zur Volumenermittlung der Fraktionen wurde dann ihr
Nettogewicht bestimmt, wobei eine Dichte von 1 g/ml angenommen wurde. Von jeder
Fraktion wurde ein Teil zur sofortigen OA-Bestimmung verwendet (siche 2.4.4).
AuBerdem wurden zweimal ca. 14 ml von jeder Fraktion in Kunststoffrohrchen
(15 ml) bei -80°C bis zur weiteren Analyse (EG und GA) eingefroren.

Fiir die Bestimmung von EG und GA wurden die Proben aufgetaut und in der in 2.4
beschriebenen Weise analysiert. Bei allen Bestimmungen (EG, GA und OA) wurden
je drei Aliquots pro Fraktion parallel analysiert. Aus den ermittelten Konzentrationen
wurde durch Multiplikation mit dem Volumen der entsprechenden Urinfraktion die
ausgeschiedene Menge berechnet.

Fiir jede Messreihe wurden eigene Eichproben mit frisch gewonnenem Urin
hergestellt. Fiir die OA-Messungen wurde der vor der Exposition gesammelte Urin
verwendet. Fiir die spéter durchgefiihrten Bestimmungen von EG und GA wurde zum

Eichen jeweils Urin frisch gesammelt (ebenfalls unter Vorlage von konz. HCI).
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2.6 Toxikokinetische Berechnungen

Zur toxikokinetischen Analyse der '’C,-EG-Plasmakonzentrationen wurde ein
Ein-Kompartiment-Modell verwendet (Filser, 1996). Fiir C,-EG wurden das
Verteilungsvolumen Vp, die Plasmakonzentration im Fliegleichgewicht (Cssg;
,steady state”) und die Eliminationskonstante k bzw. die Halbwertszeit berechnet.

Nach beendeter Inhalation sinkt die *C,-EG-Konzentration ab. Der resultierende

Konzentrationsverlauf wird durch folgende Gleichung beschrieben:

5) ct)=C,-e™

c(b): Konzentration des Analyten [umol/l] zum Zeitpunkt t nach Expositionsende
Co: Konzentration des Analyten [umol/l] zum Zeitpunkt t = 0 (= Expositionsende)
k: Eliminationskonstante [min™']

t: Zeit [min]

In der vorliegenden Arbeit wurde die Eliminationskonstante k fiir ?C,-EG dadurch
erhalten, dass mit Hilfe des Programms SigmaPlot der Firma Jandel Scientific
(Erkrath) die allgemeine Funktion (5) an die vorletzten vier Messpunkte angepasst
wurde.

Zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten ,k*“ des beobachteten
Konzentrationsabfalls von *C,-GA im Plasma wurden nur die vorletzten drei
Messwerte herangezogen.

Die jeweilige Halbwertszeit t;, ergibt sich dann als:

In2
(6) ty,, = T
ti/2: Halbwertszeit [min]
k: Eliminationskonstante fir 13C2-EG bzw. Geschwindigkeitskonstante fiir 13C2-GA
[min™]

Die "C,-EG-Plasmakonzentration im FlieBgleichgewicht (Css) wurde mittels

Gleichung (7) berechnet:

(7) Cg =2-c

tin

Css: Plasmakonzentration im Fliegleichgewicht [umol/1]

c, Plasmakonzentration[pumol/l] zum Zeitpunkt t =t;,
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Css wird bei geniigend langer Exposition erreicht, wenn die
Eliminationsgeschwindigkeit gleich der Inhalationsgeschwindigkeit v wird.

Die Inhalationsgeschwindigkeit v wurde als Durchschnittswert erhalten, indem die
eingeatmete °C,-EG-Menge durch die Expositionsdauer (4 h) dividiert wurde. Aus
Css, v und k wurde das auf die EG-Plasmakonzentration bezogene

Verteilungsvolumen Vp wie folgt berechnet:

%
® V=
P Cyk
Vb Verteilungsvolumen [1]
v Inhalationsgeschwindigkeit [pumol/min]
Css: Plasmakonzentration im Fliegleichgewicht [umol/I]
k: Eliminationskonstante [min™']

Als MaB fiir die Belastung kann neben den Plasmakonzentrationen der markierten
Analyten auch die Flache unter der jeweiligen Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC: area
under the curve) betrachtet werden. Die AUC fiir den Zeitraum der
Blutprobensammlung wurde mit Hilfe der Sehnen-Trapez-Formel berechnet (z.B.

Bronstein und Semendjajew, 1976):
.t -t
9) AUCL, =#'(Ci +C,,,)

AUCL,: area under the curve [min - pmol/l] von t = 0 bis t = n (n entspricht dem vorletzten

Messwert; der letzte Messwert betrug 0)
ti: Zeitpunkt der Probennahme i [min], to = 0 min (Expositionsbeginn)

ci: Konzentration des Analyten in der Plasmaprobe i [pmol/1]

Die AUC fiir die Zeit nach der vorletzten Messung wurde unter Annahme berechnet,
dass die Elimination des Analyten aus dem Blut nach einer Kinetik erster Ordnung
verlduft. Fir die Konzentration des Analyten im Plasma nach der vorletzten
Probennahme gilt dann entsprechend Gleichung (5) mit Cy = ¢, (Konzentration bei
der vorletzten Probennahme). Die Fliche unter der Kurve fiir die Zeit nach der

vorletzten Probennahme ergibt sich dann aus Gleichung (10):
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o [ K c .
(10) AUCn=fcn-ek‘dt=¥“ mitt >t
[ll
AUC;O: area under the curve von t =n bis t = oo [min - pmol/1]
Cn: Konzentration des Analyten im Plasma [pumol/l] zum Zeitpunkt t,
k: Eliminationskonstante [min™']

Die Gesamt-AUC ist dann die Summe aus (9) und (10):

(11)  AUC; = AUC! + AUC”

2.7 Statistik

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Formeln verwendet, um den
arithmetischen Mittelwert MW (12), die Standardabweichung SD (13) sowie den
Variationskoeffizienten CV (14) zu berechnen (z.B. Sachs, 2002):

i=n
2%
i=1

(12) MW =
n
MW: Mittelwert iiber n Messungen des Wertes x
X;: i-ter Einzelwert
n: Anzahl der Messungen
| i=n
Y (x, - MW)?
(13) SD = 1 =
n-1
SD: Standardabweichung
X;: i-ter Einzelwert
MW: Mittelwert iiber n Messungen des Wertes x
n: Zahl der Messungen
SD

(14 CV = >— - 100%
MW

CV: Variationskoeffizient in %
SD: Standardabweichung
MW: Mittelwert iiber n Messungen des Wertes x
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Fiir die Bestimmung der Wiederfindung wurde bei der Bestimmung der
Standardabweichungen die Fehlerfortpflanzung nach Gau3 zugrunde gelegt (z.B.
Sachs, 2002). Fiir die Verkniipfung zweier Werte durch Addition oder Subtraktion
(z=x=y)gilt:

(15) SD, = ,/(SD,)*+(SD,)?

SD,: Standardabweichung des Werts z
SDy: Standardabweichung des Werts x
SDy: Standardabweichung des Werts y

Fiir die Verkniipfung zweier Werte durch Multiplikation oder Division (z=x -,

z=x/y) gilt:
f N 2

SD SD

(16) SD, = |[2==| +|==| -z
X y

SD,: Standardabweichung des Werts z
SDy: Standardabweichung des Werts x
X: Mittelwert x
SD: Standardabweichung des Werts y
y: Mittelwert y
Z: Mittelwert z

Um im Rahmen der Stabilitidtspriifungen zu testen, ob sich die Messwerte der direkt
gemessenen Proben von denen der gelagerten Proben signifikant unterscheiden oder
nicht, wurde der t-Test durchgefiihrt. Dazu wurde das Computerprogramm Prism
Version 3.0c der Firma GraphPad Software (San Diego, USA) verwendet. Der t-Test
wurde als nicht-gepaart und zweiseitig durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Analytische Methoden

3.1.1 Bestimmung von Ethylenglykol

Das vicinale Diol EG bildete mit der n-Butylboronsiure einen cyclischen Ester
(Abb. 3), der mit Ethylacetat aus dem wassrigen Medium extrahiert und anschlieBend
durch gaschromatographische Trennung mit massenselektiver Detektion bestimmt

werden konnte.

Blu

OH OH Bu H*

| | + |B B — O/B\O + HZO
H,C—CH,

Abb. 3: Reaktion von EG mit n-Butylboronséure

3.1.1.1 GC/MSD-Analyse von Ethylenglykol, Propylenglykol und
1,3-Propandiol
Wissrige Proben von EG und von den internen Standards PG und 1,3PD in
Konzentrationen von ca. 500 mg/l wurden derivatisiert und im Scan-Modus mit dem
GC/MSD analysiert (entsprechend 2.4.2.1 und 2.4.2.2). In Abb. 4, Abb. 6 und Abb. 8
sind die entsprechenden Massenspektren mit den dazugehorigen Referenzspektren aus
der Spektrenbibliothek abgebildet. Die Molekiilionen und die Ionen der Fragmente,
die noch das Boratom enthalten, sind durch das charakteristische Isotopenverhiltnis
fir Bor ('"°B/''B = 1/4) leicht zu identifizieren. Die aufgefiihrten m/z-Angaben

beziehen sich jeweils auf Molekiile, die ''B enthalten.

EG

Im Massenspektrum ist das Molekiilion (M, m/z 128, [C6H13BOZ]+') zu finden
(ADbb. 4). AuBerdem liegen als charakteristische Ionen die Fragmente m/z 113
[CsH0BO,]", m/z 99 [C4HsBO,] und m/z 86 [C3H;BO,]" vor, die durch den Verlust
von CH3" (M - 15), CoHs™ (M - 29) bzw. C3Hg (M - 42) aus der Butylkette zu erkldren

sind (siehe Abb. 5).
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Abb. 4 a): Massenspektrum des Butylboronsdureesters von EG

b): Referenzmassenspektrum aus der Bibliothek (Wiley275)

+ o

H,C— S H,C— +

| B—C,H, | /B—CHZ—CHZ—CHZ
Hzc\of HzC\o

m/z 128 m/z 113

+ o

2C/O\ + HZC/O\

| /B—CHz—CHz | /B—CH3

HZC\O HZC\O
m/z 99 m/z 86

Abb. 5: Molekiilion und charakteristische Fragmente des Butylboronsdureesters

von EG
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Als Ion fiir die Quantifizierung von EG wurde m/z 86 gewédhlt. Um auch in den im
SIM-Modus aufgenommenen Chromatogrammen die Identitdt des EG-Signals
abzusichern, wurden zusétzlich die lonen m/z 113 und m/z 128 registriert. Das
Massenspektrum fiir das *C,-EG-Derivat ist nicht abgebildet. Die Ionen sind jeweils
um zwei Masseneinheiten schwerer (m/z 88, 101, 115 und 130). Fiir die
Quantifizierung von “C,-EG wurde m/z 88 verwendet, fiir die Absicherung der

Identitit das Molekilion m/z 130.

PG

Im Massenspektrum ist das Molekiilion (M, m/z 142, [C;H;sBO,]™") zu finden
(Abb. 6). AuBerdem liegen als charakteristische Ionen die Fragmente m/z 127
[CeH,BO,]", 113 [CsH;0BO,]" und m/z 100 [C4HsBO,] "™ vor, die durch den Verlust
von CH3" (M - 15), C,Hs™ (M - 29) bzw. C3Hg (M - 42) aus der Butylkette zu erkldren

sind (siehe Abb. 7).

a) 100,
S 80 |
N
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I 60
C
>
2
o 40 |
=
s
© 20
0
40 60 80 |z 100 120 140
b) 100, 4
_ 59
X 804 55
N 69
I 604
< 113
2 100 127
o 40 |
=
kS|
© 20 85
142
O T T T T T IlI
40 60 80 oz 100 120 140

Abb. 6 a): Massenspektrum des Butylboronsdureesters von PG

b): Referenzmassenspektrum aus der Bibliothek (Wiley275)
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+ o
HZC/O\ HZC/O\ +
H(l:\ /B—C4Hg |\ /B_CHZ_CHZ_CHZ
HC  © HC o ©
m/z 142 m/z 127
+ o
H,C— + H,C—
| B—CH;-CH | B—CH
-~ 20 HC— s
HC O HC O
m/z 113 m/z 100

Abb. 7: Molekiilion und charakteristische Fragmente des Butylboronsdureesters

von PG

Als Ton fiir die Quantifizierung von PG wurde m/z 113 gewihlt. Um auch in den im
SIM-Modus aufgenommenen Chromatogrammen die Identitit des PG-Signals

abzusichern, wurden zusétzlich die lonen m/z 86 und m/z 142 registriert.

1.3PD

Im Massenspektrum ist das Molekiilion (M, m/z 142, [C;H;sBO,]™") zu finden
(ADbb. 8). AuBerdem liegen als charakteristische lonen die Fragmente m/z 127
[CsH1,BO,]", 113 [CsH;0BO,]" und m/z 100 [C4HsBO,] "™ vor, die durch den Verlust
von CH3" (M - 15), CoHs™ (M - 29) bzw. C3Hg (M - 42) aus der Butylkette zu erkldren
sind (siche Abb. 9). Das im Gegensatz zum Massenspektrum des PG-Derivats viel
starker vertretene Fragment m/z 85 [C3HBO,]" entsteht durch den Verlust von C4Hy’,
also durch eine a-Spaltung, bei der die Butylgruppe am Boratom abgespalten wird.
Fir das Boronsdurederivat von 1,3PD lag in den zur Verfiigung stehenden
Spektrenbibliotheken (Wiley275 und NIST98) kein Referenzspektrum vor. Daher
wird hier das Spektrum des Boronsdurederivats von 1,3PD aus einer Arbeit von

Raksit und Punani (1997) abgebildet.
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Abb. 8 a): Massenspektrum des Butylboronsdureesters von 1,3PD

b): Referenzmassenspektrum entnommen aus Raksit und Punani, 1997

+ o
H, H,
/C—O\ /C—O\ +
HC  B—CiH, HC ~ B~CHzCHZCH,
c—0 Cc—0O
H2 H2
m/z 142 m/z 127
+ o
H2 H2 H2 +
c—0 + c—0 c—0
/" “B—CHsCH ! 'B—cH /B
HZC\ / > Ch, HZC\ / 4 HZC\ /
-0 Cc—0 Cc—0
H, H, H,
m/z 113 m/z 100 m/z 85

Abb. 9: Molekiilion und charakteristische Fragmente des Butylboronsédureesters

von 1,3PD
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Als Ion fiir die Quantifizierung von 1,3PD wurde m/z 113 gewahlt. Um auch in den
im SIM-Modus aufgenommenen Chromatogrammen die Identitdt des 1,3PD-Signals

abzusichern, wurden zusétzlich die lonen m/z 86 und m/z 142 registriert.

Mit Hilfe der oben festgelegten Ionen wurden dann die Retentionszeiten der
Substanzen bestimmt. Plasma- und Urinproben wurden in der in 2.4.2.1 und 2.4.2.2
beschriebenen Weise aufgearbeitet und analysiert. In Abb. 10 bis Abb. 12 sind
entsprechende Beispielchromatogramme von SIM-Messungen wiedergegeben.
Typische Retentionszeiten fiir die in Tab. 1 angegebenen Bedingungen waren fiir das
EG-Derivat und das *C,-EG-Derivat ca. 6,1 min, fiir das PG-Derivat ca. 6,7 min und
fiir das 1,3PD-Derivat ca. 8,9 min. Durch Alterung der Séaule und Kiirzen der Saule
wegen Verunreinigungen, die durch die Vorsédule nicht vollstindig zuriickgehalten
wurden, kam es bei dlteren Sdulen zu einer geringen Verdnderung der
Retentionszeiten (wie auch in Abb. 12). Dies fiihrte aber nicht zu einer
Verschlechterung der Trennung. Innerhalb eines einzelnen Experiments waren die

Retentionszeiten jeweils stabil.
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Abb. 10: Beispielchromatogramme einzelner Ionen bei der Bestimmung von *C»-EG

aus Plasma, Konzentrationen: *C,-EG: 2 pmol/l, PG und 1,3PD: 25 pmol/l
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Abb. 11: Beispielchromatogramme einzelner Ionen bei der Bestimmung von EG aus

Urin, Konzentrationen: EG: 5 pmol/l, PG und 1,3PD: 50 umol/l
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Abb. 12: Beispielchromatogramme einzelner Ionen bei der Bestimmung von *C,-EG

aus Urin, Konzentrationen: *C,-EG: 5 umol/l, PG und 1,3PD: 50 pmol/l

3.1.1.2 Eichung und quantitative Auswertung

Wie in 2.4.2.3 beschrieben wurden Eichungen fiir die Bestimmung von EG und
C,-EG durchgefiihrt. Entsprechende Eichgeraden aus Plasma, Urin und Wasser sind
in Abb. 13 bis Abb. 16 abgebildet. Die Qualititen der Eichungen fiir die zwei internen
Standards PG und 1,3PD waren sehr dhnlich, weshalb jeweils nur eine Eichgerade
gezeigt wird. Der Y-Achsenabschnitt in Abb. 14 ist durch das endogene EG in dem
zur Eichung verwendeten Urin bedingt (Konzentration 15,6 umol/l). Im Rahmen
dieser Eichmessungen wurden auch folgende Nachweisgrenzen bestimmt: EG aus
Urin 1,1 pumol/l; 3C,-EG aus Plasma 0,6 umol/l, aus Urin 0,1 pmol/l und aus Wasser
0,3 wmol/l. Als Nachweisgrenze fiir EG aus Plasma wurde in Vorversuchen (nicht
abgebildet) 7,6 umol/l bestimmt. Der relativ hohe Wert ist bedingt durch ein

Hintergrundsignal im Plasma, das von Messung zu Messung stark schwankte.
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Abb. 13: Eichung fiir *C,-EG aus Plasma im Bereich zwischen 1 und 30 pmol/l (alle

Peakflache EG / Peakflache PG

Abb.

Konzentrationen wurden mindestens dreimal gemessen; Konzentration des

internen Standards PG: 5 pmol/l)

6 -
5 |
4 |
3 |
2 1 y = 0,0209x + 0,325
R2=0,998
1|
<4
0 : . . . . .
0 50 100 150 200 250 300

Konzentration EG im Urin [umol/I]

14: Eichung fiir EG aus Urin im Bereich zwischen 5 und 250 pmol/l (alle
Konzentrationen wurden mindestens dreimal gemessen; Konzentration des

internen Standards PG: 50 umol/l)
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Abb. 15: Eichung fiir °C,-EG aus Urin im Bereich zwischen 1 und 250 pmol/1 (alle
Konzentrationen wurden mindestens dreimal gemessen; Konzentration des

internen Standards 1,3PD: 50 umol/I)
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Abb. 16: Eichung fiir °C»-EG aus Wasser im Bereich zwischen 1 und 500 pmol/l
(alle Konzentrationen wurden mindestens dreimal gemessen; Konzentration

des internen Standards 1,3PD: 50 pmol/l)
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3.1.1.3 Validierung der Methode zur Bestimmung von Ethylenglykol

Wiederfindung

In Tab. 4 sind die Daten fiir die Wiederfindung von C,-EG aus Plasma- und

Urinproben im Vergleich zu Wasserproben beschrieben, die in der in 2.4.2.4
beschriebenen Weise gewonnen wurden. Die Mittelwerte fiir die Signalflichen

wurden aus drei bzw. sechs parallelen Aufarbeitungen berechnet.

Matrix |Konzentration >C,-EG| 1 | Wiederfindung (MW = SD)
Plasma 2 pmol/l 3 101 = 8%
Plasma 10 umol/1 3 94 +8%
Urin 5 pmol/l 6 95 +£13%
Urin 100 umol/1 6 94 £ 17%

Tab. 4: Wiederfindung von *C,-EG aus Plasma und Urin im Vergleich zu Wasser

Prézision

Wie in 2.4.2.4 beschrieben wurden die Variationskoeffizienten CV der Verhiltnisse
der Signalflichen Analyt/Standard als Ma8 fiir die Prizision der Analyse von °C,-EG
bestimmt. Dazu wurden mehrere Aliquots einer Losung parallel aufgearbeitet und
anschliefend gemessen. In Tab. 5 sind die Ergebnisse fiir den internen Standard PG

angegeben. Die Ergebnisse fiir 1,3PD waren sehr dhnlich.

_ 5 Signalflichen *C,-EG/PG
Matrix | Konzentration “C,-EG n CVv
(MW =+ SD)
Plasma 2 umol/l 6 0,106 +0,0035 3%
Plasma 10 umol/1 3 0,565 +£0,0071 1%
Urin 5 pmol/l 6 0,111 £0,0033 3%
Urin 100 pmol/1 6 2,204 +0,0353 2%

Tab. 5: Prizision der Bestimmung von *C,-EG aus Plasma und Urin

Stabilitét
Wie in 2.4.2.4 beschrieben wurden Losungen von C,-EG in Plasma und Urin
hergestellt und auf mehrere Proben verteilt. Ein Teil der Proben wurde sofort

gemessen, ein Teil wurde 5 Wochen lang bei -80°C aufbewahrt und dann aufgetaut
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und gemessen. In Tab. 6 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen fiir das
Verhiltnis der Signalflichen fiir *C,-EG/PG dieser Messungen wiedergegeben. Ein
t-Test (nicht-gepaart, zweiseitig, P<0,05) zeigte, dass es jeweils keinen signifikanten

Unterschied zwischen den beiden Gruppen gab.

_ T Signalflichen *C,-EG/PG (MW + SD)
Matrix Konzentration "C,-EG

sofort gemessen nach Lagerung

Plasma 10 pmol/l 0,550 + 0,0068 0,562 +0,0105

Urin 50 pmol/l 2,299 + 0,0406 2,249 +0,0646

Tab. 6: Signalflichen *C,-EG/PG in frischen und gelagerten Proben; n = 3

3.1.2 Bestimmung von Glykolsiure

Durch die Derivatisierung mit MTBSTFA wurde aus GA das di-TBDMS-Derivat
gebildet (Abb. 17), das nach gaschromatographischer Trennung mit massenselektiver

Detektion bestimmt werden konnte.

HH O
HH O MTBSTFA H,C CH,
Pl Sic0  0-§]
HO  OH HC—A CHy HC h—cH,
H,C CH, H,C CH,

MTBSTFA: N-fertButyldimethylsilyl- A*methyltrifluoracetamid

Abb. 17: Reaktion von GA mit MTBSTFA

3.1.2.1 GC/MSD-Analyse von Glykolsiure, [Dg]Bernsteinsiure und
2-Hydroxyisovaleriansiure

Losungen von GA, Ds-SA und HIVA in ACN mit einer Konzentration von ca.

100 mg/l wurden mit MTBSTFA derivatisiert und im Scan-Modus mit dem GC/MSD

analysiert (entsprechend 2.4.3.1 und 2.4.3.2). In Abb. 18, Abb. 21 und Abb. 23 sind

die entsprechenden Massenspektren mit den dazugehorigen Referenzspektren aus der

Spektrenbibliothek abgebildet.
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GA

Weil die TBDMS-Derivate sehr leicht zerfallen, liegt das Molekiilion (M, m/z 304,
[C14H3,03Si,]™) im Massenspektrum nicht vor. Als charakteristische Ionen enthlt
das Massenspektrum die Fragmente m/z 289 [C3H2003Si,]" und m/z 247
[C10H2303Si,]", die durch den Verlust von CH;" (M - 15) oder C4Ho" (M - 57) durch
a-Spaltung aus einer der TBDMS-Gruppen zu erkldren sind (Abb. 19 zeigt jeweils
eine Moglichkeit). Die Ionen m/z 189, 147, 115, 75 und 73 konnen als
Zerfallsprodukte der TBDMS-Gruppen erklart werden (Abb. 20; siehe auch z.B.

Little, 1999; Marcell ef al., 1985).

Y
-

100 - 3

80 -

60 | 147

40
75 189 247

20 - / 133 {

115 {
163 219
0 -MM I[I IL T ’ T IIL T T T 28I9

60 100 140 180 220 260 300
m/z

relative Abundanz [%]

100 - 73
80 -

60 -

147

40 A

relative Abundanz [%]

20 -

o WL

60 100 140 180 220 260 300
m/z

Abb. 18 a): eigenes Massenspektrum des di-TBDMS-Derivats von GA

b): Referenzmassenspektrum aus der Bibliothek (NIST98)
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Abb. 19: Molekiilion und charakteristische Fragmente des di-TBDMS-Derivats

von GA
HC  + CH, HC + CH,
Si—O=S; SiO=si
HC—A CHs CH, HC CH, CH,
H,C CH,
m/z 189 m/z 147
H,C
3 \s?- HC — + HC, +
HC—{ CHs 7o S
3 H,C H,C CH,
H,C CH,
m/z 115 m/z 75 m/z 73

Abb. 20: Tonen die als Fragmente von di-TBDMS-Derivaten erscheinen

Als Ton fiir die Quantifizierung von GA wurde m/z 247 gewihlt (fir *C,-GA
entsprechend m/z 249). Um auch in den im SIM-Modus aufgenommenen
Chromatogrammen die Identitdt des GA-Signals abzusichern, wurden zusétzlich die

Tonen m/z 289, 147 und 73 (°C,-GA m/z 291) registriert.
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HIVA

Wieder liegt das Molekiilion (M, m/z 346, [C17H3303Si2]7) im Massenspektrum nicht
vor. Als charakteristische lonen enthélt das Massenspektrum die Fragmente m/z 331
[C16H3503Si,]" und m/z 289 [C13H,903Si,]", die durch den Verlust von CH;™ (M - 15)
oder C4Hy" (M - 57) durch a-Spaltung aus einer der TBDMS-Gruppen zu erklaren
sind (Abb. 22 zeigt jeweils eine Mdglichkeit). Die lonen m/z 189, 147, 115, 75 und 73
konnen als Zerfallsprodukte der TBDMS-Gruppen erklért werden (Abb. 20).

a)

100 147
g 80 73
N
C
I 60
5
o)
<q§ 40 | 289
2 /75
© 133
® 20 115 187 261
%/ | 27 l 331
0' Ly - T L T T T
40 80 120 160 200 240 280 320
m/z
b)
100, 73
® 804 147
N
C
S 60
C
>
2
40 | 75
2 /
©
° 133
e 20+ 115 189 261 289
99
N1 e O TR L O
40 80 120 160 200 240 280 320
m/z

Abb. 21 a): Massenspektrum des di-TBDMS-Derivats von HIVA

b): Referenzmassenspektrum aus der Bibliothek (NIST98)
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Abb. 22: Molekiilion und charakteristische Fragmente des di-TBDMS-Derivats
von HIVA

Als Ion fiir die Quantifizierung von HIVA wurde m/z 289 gewéhlt. Um auch in den
im SIM-Modus aufgenommenen Chromatogrammen die Identitdt des HIVA-Signals

abzusichern, wurden zusétzlich die lonen m/z 331, 147 und 73 registriert.

Ds-SA

Wieder liegt das Molekiilion (M, m/z 350, [C16H30D4O4Si2]+') im Massenspektrum
nicht vor. Als charakteristische Ionen enthélt das Massenspektrum die Fragmente
m/z 335 [C15H27D404S12]" und m/z 289 [C,H21D404Si>]", die durch den Verlust von
CH;3" (M - 15) oder C4Hy" (M - 57) durch a-Spaltung aus einer der TBDMS-Gruppen
zu erkléren sind (Abb. 24 zeigt jeweils eine Moglichkeit). Die lonen m/z 189, 147, 76
und 73 konnen als Zerfallsprodukte der TBDMS-Gruppen erklart werden (Abb. 20,
m/z 76 als [(CH3),SiOD]" statt m/z 75). Fiir das di-TBDMS-Derivat von Dg-SA lag in
den zur Verfiigung stehenden Spektrenbibliotheken (Wiley275 und NIST98) kein
Referenzspektrum vor. Ein Massenspektrum fiir das di-TBDMS-Derivat von

unmarkierter SA und das entsprechende Referenzspektrum sind in 3.1.3 abgebildet.
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Abb. 23: Massenspektrum des di-TBDMS-Derivats von Ds-SA
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Abb. 24: Molekiilion und charakteristische Fragmente des di-TBDMS-Derivats

von De-SA

Als Ion fiir die Quantifizierung von De-SA wurde m/z 293 gewihlt. Um auch in den

im SIM-Modus aufgenommenen Chromatogrammen die Identitit des Dg-SA-Signals

abzusichern, wurden zusétzlich die lonen m/z 335, m/z 147 und m/z 73 registriert.

Mit Hilfe der oben festgelegten Ionen wurden dann die Retentionszeiten der
Substanzen bestimmt. Plasma- und Urinproben wurden in der in 2.4.3.1 und 2.4.3.2
beschriebenen Weise aufgearbeitet und analysiert. In Abb. 25 und Abb. 26 sind
Beispielchromatogramme fiir Plasma- und Urinproben wiedergegeben. Typische

Retentionszeiten fiir die in Tab.2 angegebenen Bedingungen waren fiir das
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GA-Derivat 12,9 min, fiir das Dg-SA-Derivat 16,4 min und fiir das HIVA-Derivat
14,6 min. Die Detektion des Ions m/z 249 (Abb. 25b und Abb. 26b) auch ohne den
Zusatz von “Cy-GA ergibt sich durch die natiirliche Isotopenverteilung (siehe auch
3.1.2.2). Sofern das "*C,-GA-Derivat in der Probe war, trat es bei der gleichen
Retentionszeit auf wie das GA-Derivat. Das Storsignal kurz nach dem des
GA-Derivats (siche Abb. 25 und Abb. 26) konnte chromatographisch nicht besser
abgetrennt werden und wurde bei der Integration des GA-Signals entsprechend
beriicksichtigt. Die Menge der storenden Verbindung in den Proben war nicht
ausreichend, um mit der Aufnahme eines Chromatogramms im Scan-Modus und

durch Vergleich mit der Spektrenbibliotheken die Identitét kldren zu konnen.

a) 60000+ GA-Derivat _
12,88 min m/z = 247
50000 / - - - mz=293
n 40000 De-SA-Derivat
G 16,36 min
g 30000
2 Ende m/z 247 i
20000
Start m/z 293 I
10000 /LJ u L \ !
|
0 , !

12,0 12,5 13,0 13,5 14,0 145 15,0 155 16,0 16,5 17,0
Retentionszeit [min]

GA-Derivat

12,88 min

/

b) 6000+

5000 m/z = 249

4000

3000

Ende m/z 249

Abundanz
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0 L

12,0 12,5 13,0 13,5 14,0 14,5 150 155 16,0 16,5 17,0
Retentionszeit [min]

Abb. 25: Beispielchromatogramme einzelner lonen bei der Bestimmung von GA aus

Plasma, Konzentrationen: GA: 5 pmol/l, Dg-SA: 5 pmol/l
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Abb. 26: Beispielchromatogramme einzelner Ionen bei der Bestimmung von GA aus

Urin, Konzentrationen: GA: 25 pmol/l, HIVA: 500 umol/l

3.1.2.2 Eichung und quantitative Auswertung

Wie in 2.4.3.3 beschrieben wurden Eichungen fiir die Bestimmung von GA
durchgefiihrt. Da *C»-GA nicht als Substanz zur Verfiigung stand, wurde die Eichung
mit GA auch fiir die Quantifizierung von C,-GA verwendet. Im Massenspektrum
des GA-Derivats (siche Abb. 18, Abb. 25b und Abb. 26b) ist auch das lon m/z 249 zu
finden, das fiir die Bestimmung von *C»-GA verwendet wurde. Dies ist durch das
natiirliche Vorkommen von Isotopen mit hoheren Massenzahlen (vor allem "°C, *Si
und * OSi) zu erkldren. Fiir das Ton mit der Summenformel C;oH,305Si," (m/z 247)
lassen sich viele Isotopenkombinationen konstruieren, die zur m/z-Zahl 249 fiihren.
Mit Hilfe des Softwareprogramms ISOFORM (National Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg, USA) wurde fiir die Summenformel C;oH»303Si,

berechnet, dass die Intensitdt des Ions m/z 249 ungefihr 9,4% von der Intensitit des
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Tons m/z 247 betragen miisste. Dieser Umstand wurde bei der Messung von C,-GA
wie in 2.4.3.3 beschrieben durch die Bestimmung des Verhéltnisses 249/247 in jedem
einzelnen Experiment berticksichtigt.

Ebenso kommt im Massenspektrum des di-TBDMS-Derivats des unmarkierten SA
das Ion m/z 293 vor. Die Intensitdt betrdgt aber nach Berechnung mit dem
Softwareprogramm ISOFORM nur 0,3% der Intensitit des lons m/z 289 und wurde
daher vernachléssigt.

Eichgeraden fiir GA sind in Abb. 27 und Abb. 28 abgebildet. Der Y-Achsenabschnitt
in der Geradengleichung in Abb. 27 représentiert die Konzentration von endogenem
GA im zur Herstellung der Eichproben verwendeten Plasma (in diesem Fall
32,2 umol/1). In Abb. 28 ergibt sich entsprechend eine endogene GA-Konzentration
von 88,3 umol/l im fiir die Eichproben verwendeten Urin. Als Nachweisgrenze im
Plasma wurden 1,2 pmol/l fir GA und 0,8 pmol/l fiir *C,-GA bestimmt; im Urin
entsprechend 32,6 umol/l und 2,9 pumol/I.
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Abb. 27: Eichung fiir GA aus Plasma im Bereich zwischen 0,5 und 20 pmol/l (alle
Konzentrationen wurden mindestens dreimal gemessen; Konzentration des

internen Standards Dg-SA: 5 umol/l)
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Abb. 28: Eichung fiir GA aus Urin im Bereich zwischen 10 und 500 pmol/l (alle
Konzentrationen wurden mindestens dreimal gemessen; Konzentration des

internen Standards HIVA: 500 umol/l)

3.1.2.3 Validierung der Methode zur Bestimmung von Glykolsiure

Wiederfindung

In Tab. 7 sind die Daten fiir die Wiederfindung von GA aus Plasma- und Urinproben
im Vergleich zu Losungen in ACN beschrieben, die in der in 2.4.3.4 beschriebenen

Weise gewonnen wurden.

Matrix | Konzentration GA| n | Wiederfindung
Plasma 25 umol/l 2 83 - 121%*
Urin 250 umol/l 3 51 £49%**

Tab. 7: Wiederfindung von GA aus Plasma und Urin im Vergleich zu Losungen in

ACN (*: nur als Bereich wegen n = 2; **: MW £ SD)
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Prézision

Wie in 2.4.3.4 beschrieben wurden Variationskoeffizienten CV als MaB fiir die
Prazision der Analyse von GA bestimmt. Dazu wurden mehrere Aliquots einer
Losung parallel aufgearbeitet und anschliefend gemessen.

Signalflachen GA/Standard

Matrix | Konzentration GA| n Cv
(MW =+ SD)

Plasma 5 pmol/l 3 2,694 £0,1193 4%

Plasma 25 pumol/l 3 4,056 £0,2452 6%

Urin 25 umol/l 6 0,188 +0,0035 2%

Urin 250 pmol/l 3 0,415+0,0169 4%

Tab. 8: Prizision der Bestimmung von GA aus Plasma und Urin (Standard: Ds-SA

fiir Plasma und HIVA fiir Urin)

Stabilitét

Wie in 2.4.3.4 beschrieben wurden Losungen von GA in Plasma und Urin hergestellt
und auf mehrere Proben verteilt. Ein Teil der Proben wurde sofort gemessen, ein Teil
wurde 5 Wochen bei -80°C aufbewahrt und dann aufgetaut und gemessen. In Tab. 9
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen fiir das Verhéltnis der Signalflachen
flir GA/Standard dieser Messungen wiedergegeben. Ein t-Test (nicht-gepaart,

zweiseitig, P<0,05) zeigte, dass es jeweils keinen signifikanten Unterschied zwischen

den beiden Gruppen gab.
Signalflaichen GA/Standard (MW =+ SD)
Matrix Konzentration GA
sofort gemessen nach Lagerung
Plasma 25 pumol/l 4,265 £+ 0,0709 4,282 +0,0514
Urin 250 umol/l 0,415 £ 0,0098 0,413 +£0,0111

Tab. 9: Signalflichen *C,-GA/Standard in frischen und gelagerten Proben (n = 3,
Standard: De-SA fiir Plasma und HIVA fiir Urin)
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3.1.3 Bestimmung von Oxalsaure

Nach der Extraktion wurde OA mit MTBSTFA zum di-TBDMS-Derivat umgesetzt

(Abb. 29), das nach gaschromatographischer Trennung mit massenselektiver

Detektion bestimmt wurde.

@) @)
HC, H CH,
SicO  0-=Si

HO  OH HC—A CHs HC h—CH

H,C CH, H,C CH,

o 0 MTBSTFA

3

MTBSTFA: N-fertButyldimethylsilyl- A methyltrifluoracetamid

Abb. 29: Reaktion von OA mit MTBSTFA

3.1.3.1 GC/MSD-Analyse von Oxalsidure und Bernsteinsiure

Losungen von OA und SA in ACN mit einer Konzentration von ca. 100 mg/l wurden
mit MTBSTFA derivatisiert und im Scan-Modus mit dem GC/MSD analysiert
(entsprechend 2.4.4.1 und 2.4.4.2). In Abb. 30 und Abb. 32 sind die entsprechenden
Massenspektren mit den dazugehorigen Referenzspektren aus der Spektrenbibliothek
abgebildet. Das Massenspektrum von De-SA wurde bereits in 3.1.2.1 abgebildet und
interpretiert (Abb. 23 und Abb. 24).

OA

Weil die TBDMS-Derivate sehr leicht zerfallen, liegt das Molekiilion (M, m/z 318,
[C14H3004Si,]™) im Massenspektrum nicht vor. Als charakteristische Ionen enthlt
das Massenspektrum die Fragmente m/z 303 [C;3H,704Si,]" und m/z 261
[C10H2104Si,]", die durch den Verlust von CH;" (M - 15) oder C4Ho" (M - 57) durch
a-Spaltung aus einer der TBDMS-Gruppen zu erkldren sind (Abb. 31 zeigt jeweils
eine Moglichkeit). Die Ionen m/z 189, 147, 115, 75 und 73 konnen als
Zerfallsprodukte der TBDMS-Gruppen erkliart werden (Abb. 20).
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Abb. 30 a): Massenspektrum des di-TBDMS-Derivats von OA

b): Referenzmassenspektrum aus der Bibliothek (NIST98)
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Abb. 31: Molekiilion und charakteristische Fragmente des di-TBDMS-Derivats
von OA

Als Ton fiir die Quantifizierung von OA wurde m/z 261 gewéhlt. Um auch in den im
SIM-Modus aufgenommenen Chromatogrammen die Identitit des OA-Signals
abzusichern, wurden zuséitzlich die Ionen m/z 303, 147 und 73 registriert. Fiir das

C,-OA-Derivat wurden entsprechend m/z 263 und 305 gewihlt.

SA

Wieder liegt das Molekiilion (M, m/z 346, [C1¢H3404Si>]™") im Massenspektrum nicht
vor. Als charakteristische lonen enthélt das Massenspektrum die Fragmente m/z 331
[C15H3104Si5]" und m/z 289 [C1,H,504S1,]", die durch den Verlust von CH;™ (M - 15)
oder C4Hy" (M - 57) durch a-Spaltung aus einer der TBDMS-Gruppen zu erklaren
sind (Abb. 33 zeigt jeweils eine Moglichkeit). Die Ionen m/z 189, 147, 75 und 73

konnen als Zerfallsprodukte der TBDMS-Gruppen erklért werden (Abb. 20).
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Abb. 32 a): Massenspektrum des di-TBDMS-Derivats von SA

b): Referenzmassenspektrum aus der Bibliothek (NIST98)
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Abb. 33: Molekiilion und charakteristische Fragmente des di-TBDMS-Derivats
von SA

Als Ton fiir die Quantifizierung von SA wurde m/z 289 gewihlt. Um auch in den im
SIM-Modus aufgenommenen Chromatogrammen die Identitit des SA-Signals

abzusichern, wurden zusétzlich die lonen m/z 331, 147 und 73 registriert.

Mit Hilfe der oben festgelegten Ionen wurden dann die Retentionszeiten der
Substanzen bestimmt. Urinproben wurden in der in 2.4.4.1 und 2.4.4.2 beschriebenen
Weise aufgearbeitet und analysiert. In Abb. 34 sind Beispielchromatogramme einer
Urinprobe wiedergegeben. Alle Einzelionenchromatogramme resultieren aus der
gleichen Messung einer Probe. Typische Retentionszeiten fiir die in Tab. 3
angegebenen Bedingungen waren fiir das OA-Derivat 13,60 min, fiir das SA-Derivat
16,40 min und das D¢-SA-Derivat 16,36 min. Die Retentionszeit fiir das
D¢-SA-Derivat war immer etwas kiirzer als die des undeuterierten SA-Derivats.
Dieser Effekt ist bekannt und wird als ,,inverser Isotopeneffekt™ bezeichnet. Er wird
dadurch erklart, dass die C-D-Bindungen kiirzer sind als die C-H-Bindungen (Wade,
1999). Die Detektion des Tons m/z 263 (Abb. 34c) auch ohne den Zusatz von *C,-OA
ergibt sich durch die natiirlichen Isotopenverteilung (siehe auch 3.1.3.2). Sofern das
BC,-0OA-Derivat in der Probe war, trat es bei der gleichen Retentionszeit auf wie das

OA-Derivat.
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Abb. 34: Beispielchromatogramme einzelner Ionen bei der Bestimmung von OA aus
einer Urinprobe, Konzentrationen OA: 50 pumol/l, SA: 500 pmol/l,
D6-SA: 5 pmol/l

3.1.3.2 Eichung und quantitative Auswertung

Wie in 2.4.4.3 beschrieben wurden Eichungen fiir die Bestimmung von OA und
BC,-0A durchgefiihrt. Im Massenspektrum von OA (siehe Abb. 30 und Abb. 34c) ist
auch das Ton m/z 263 zu finden, das fiir die Bestimmung von *C,-OA verwendet
wurde. Dies kann durch das natiirliche Vorkommen von Isotopen mit hdheren
Massenzahlen (vor allem '*C, *°Si und *°Si) erklirt werden. Fiir das Ion mit der
Summenformel CjoH»04Si>" (m/z 261) lassen sich viele Isotopenkombinationen
konstruieren, die zu m/z 263 fiihren. Mit Hilfe des Softwareprogramms ISOFORM
wurde fiir die Summenformel Ci9H»;04Si, berechnet, dass die Intensitit des Ions
m/z 263 ungefahr 9,6% von der Intensitit des lons m/z 261 betragen miisste. Dieser
Umstand wurde bei der Messung von “C,-OA wie in 2.4.4.3 beschrieben durch die

Bestimmung des Verhiltnisses 263/261 in jedem einzelnen Experiment
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beriicksichtigt. Die erhaltenen Eichgeraden sind in Abb. 35 und Abb. 36 abgebildet.
Der Y-Achsenabschnitt in der Geradengleichung in Abb. 35 reprisentiert die
Konzentration von endogenem OA im zur Herstellung der Eichproben verwendeten
Urin (in diesem Fall 167,6 pmol/l). Der Y-Achsenabschnitt in der Geradengleichung
in Abb. 36 ist dadurch zu erkldren, dass der zur Eichung verwendete Urin endogenes
OA enthielt und somit auch das Ion m/z 263 gebildet wurde (siche oben). Als
Nachweisgrenze fiir OA aus Urin wurde 17,2 pumol/l bestimmt. Die Nachweisgrenze
fir °C,-OA wurde auf Grundlage des Verhiltnisses der Ionen m/z 263 zu m/z 261

mit 0,2 pmol/l bestimmt (siche Abb. 37).

0,8
0,7
0,6

0,5

0,4

y =0,00063x + 0,1056

0.3 R2 = 0,997

0,2

Peakflache OA / Peakflache SA

0,14

0,0

0 200 400 600 800 1000 1200
Konzentration OA im Urin [umol/I]

Abb. 35: Eichung fiir OA aus Urin im Bereich zwischen 100 und 1000 pmol/l (alle
Konzentrationen wurden mindestens dreimal gemessen; Konzentration des

internen Standards SA: 500 pmol/l)
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Abb. 36: Eichung fiir °C,-OA aus Urin im Bereich zwischen 8 und 32 pmol/I (alle

Konzentrationen wurden mindestens dreimal gemessen; Konzentration des

internen Standards Dg-SA: 5 umol/l)

Abb. 37 zeigt, dass ein Zusatz an *C,-OA auch zu einer linearen Verschiebung des
Verhiltnisses der Tonen m/z 263 zu 261 (entsprechender m/z-Wert des '>C,-OA)
fiihrte. Der Y-Achsenabschnitt ist wieder durch das lon m/z 263 aus dem
Massenspektrum von OA zu erkldren (siehe oben). Der in Abb. 37 gezeigte Effekt
wurde fiir die Quantifizierung von “C,-OA vor dem Hintergrund des aus der
natlirlichen Isotopenverteilung des OA-Derivats resultierenden lons m/z 263 (siche
2.4.4.3) sowie fiir die Bestimmung der Nachweisgrenze fiir °C,-OA aus Urin genutzt.
Da die endogene OA-Konzentration in den in der Exposition gewonnen Urinproben
nicht konstant war, konnte die in Abb. 37 gezeigte lineare Beziehung nicht direkt als
Eichung fiir die Bestimmung der '*C,-OA-Konzentration in den bei der Exposition

gewonnen Proben verwendet werden.
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Abb. 37: Verhiltnis der Signalflachen fiir m/z 263 und 261, erhalten durch Zusatz

verschiedener '*C,-OA-Konzentrationen zu einer Urinfraktion (alle

Konzentrationen wurden mindestens dreimal gemessen)

3.1.3.3 Validierung der Methode zur Bestimmung von Oxalsiure

Wiederfindung

In Tab. 10 sind die Daten fiir die Wiederfindung von OA aus Urinproben im

Vergleich zu Losungen in ACN angegeben, die in der in 2.4.4.4 beschriebenen Weise

gewonnen wurden. Die Mittelwerte flir die Signalflachen wurden aus drei Messungen

berechnet.

Matrix

Konzentration OA

n

Wiederfindung (MW =+ SD)

Urin

250 umol/l

3

25 + 3%

Tab. 10: Wiederfindung von OA aus Urin im Vergleich zu Losungen in ACN
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Prizision
Wie in 2.4.4.4 beschrieben wurden Variationskoeffizienten CV als MaB fiir die
Préazision der Analyse von OA berechnet. Dazu wurden mehrere Aliquots einer

Losung parallel aufgearbeitet und anschlieBend gemessen.

Signalflichen OA/D¢-SA
Matrix | Konzentration OA n Cv
(MW =+ SD)
Urin 25 umol/l 6 0,009 + 0,0005 6%
Urin 250 umol/l 3 0,084 +£0,0048 6%

Tab. 11: Prézision der Bestimmung von OA Urin
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3.1.3.4 Verhiltnis der Ionen m/z 263 zu 261 im Urin bei nicht-exponierten

Personen

Um die Variation des Verhéltnisses m/z 263/261 im Urin von nicht-exponierten
Personen zu priifen, wurde wie in 2.4.4.5 beschrieben von vier ménnlichen Personen
(einschlieBlich des zu einem fritheren Zeitpunkt exponierten Probanden, fiir den die
Ergebnisse der Glykolexposition gezeigt werden; sieche 3.2) zu drei verschiedenen
Tageszeiten Urin gesammelt. Die bei der Bestimmung des Verhéltnisses m/z 263/261
erhaltenen Werte sind in Tab. 12 angegeben. Die Schwankung ist sehr gering, daher
kann wie in 2.4.4.3 angegeben das Verhiltnis m/z 263/261 zur Bestimmung von

BC,-0OA verwendet werden.

Person Fraktion Verhéltnis lonen m/z 263/261
Mittelwert + Standardabweichung CvV

A abends 0,112 +0,0013 1%

A vormittags 0,111 +£0,0019 1%

A mittags 0,108 +0,0006 1%

A gesamt 0,111 +£0,0021 2%

B abends 0,102 +0,0004 0,4%

B vormittags 0,100 +£0,0013 1%

B mittags 0,099 + 0,0023 2%

B gesamt 0,100 +£0,0016 2%

C abends 0,114 +£0,0016 1%

C vormittags 0,115 +0,0008 1%

C mittags 0,119 +0,0009 1%

C gesamt 0,116 +£0,0025 2%

D abends 0,094 +£0,0019 2%

D vormittags 0,104 +£0,0017 2%

D mittags 0,096 + 0,0019 2%

D gesamt 0,098 £+ 0,0050 5%

Tab. 12: Verhiltnisse der Tonen m/z 263/261 ohne “C,-EG-Exposition; morgens,

mittags, abends: jeweils drei Proben der gleichen Fraktion gemessen;

gesamt: Mittelwert iiber alle Messungen der Person; Person A: Proband, der

im Rahmen dieser Arbeit exponiert wurde
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3.2 Humanexposition

Ein Proband wurde nach den in 2.5 beschrieben Bedingungen gegen '*C,-EG-Diampfe
exponiert. Er berichtete iiber keine Beeintrachtigung des Wohlbefindens wihrend

oder nach der Exposition.

3.2.1 Aufgenommene Dosis

Zur Bestimmung der aufgenommenen Dosis, mussten von der ins System applizierten
Dosis das zum Expositionsende eventuell verbliebene und das moglicherweise
exhalierte °C,-EG subtrahiert werden. Nach der elften und der sechzehnten Inhalation
war die Ausatemluft des Probanden gesammelt worden. In dieser konnte kein *C,-EG
nachgewiesen werden (Nachweisgrenze als Konzentration in der Ausatemluft
0,015 ppm®). Die eingesetzte Gesamtmenge betrug 1.894 mmol *C,-EG (16 x 6,6 pl
BC,-EG). Nach der Exposition wurden 0,460 mmol 'C,-EG als Riickstand im
System gefunden. Die vom Probanden aufgenommene Dosis betrug also 1,434 mmol
C,-EG. Die entsprechende Dosis pro kg Korpergewicht betrug 0,96 mg/kg.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Exposition kann auf eine achtstiindige Exposition
am Arbeitsplatz iibertragen werden. Dazu muss die aufgenommene Dosis durch das
Gesamtvolumen der eingeatmeten Luft geteilt werden. Bei einer Leistung von 50 W
betriigt die alveoldre Ventilation 20 1/min (fiir einen 70 kg Mensch, Astrand, 1983).
Innerhalb von 8 h werden also 9600 1 Luft eingeatmet. Daraus ergibt sich, dass bei
einer achtstiindigen Exposition gegen 3,8 ppm (149 umol/l) in der Atemluft die selbe
BC,-EG-Menge aufgenommen wiirde wie in der vorliegenden Arbeit in 4 h. Die
Konzentration von “C,-EG in der Ausatemluft des Probanden lag unterhalb der
Nachweisgrenze von 0,015 ppm. Somit wurden weniger als 0,2% des inhalierten

C,-EG wihrend der vierstiindigen Exposition abgeatmet ([100 x 0,015]/[3,8 x 2]).

* Berechnung unter Verwendung von: Molvolumen Gas 25,13 1/mol; Volumen
Gasprobe 2,5 1; vollstindige Extraktion mit 5 ml Wasser; Nachweisgrenze *C,-EG in

Wasser 0,3 pmol/I.
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322 M

Der Mitte

lag somit

essungen in Plasma

Iwert der pH-Werte der Blutproben des Probanden betrug 7,45 + 0,024 und
etwas hoher als der pH-Wert fiir arterielles Blut, der mit 7,37 bis 7,43

angegeben wird (Thews et al., 1991).

Die Konzentrations-Zeitverliufe von *C»,-EG und C,-GA im Plasma des Probanden

sind in Abb. 38 und Abb. 39 dargestellt. Wihrend der Exposition stieg die *C,-EG-

Konzentration nahezu linear an. Die hdchste C,-EG-Konzentration wurde mit

11,0 umol/l nach 4,3 h gemessen. Vierundzwanzig Stunden nach Beginn der

Exposition wurde kein ?C,-EG im Plasma gefunden.

In keiner Plasmaprobe konnte unmarkiertes EG oberhalb der Nachweisgrenze

(7,6 pmol/l) nachgewiesen werden.
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Abb. 38: ’C,-EG im Plasma des Probanden wihrend und nach Exposition gegen

BC,-EG-Diampfe (zwei Symbole pro Messpunkt wegen Verwendung

zweier interner Standards; siche 2.4.2)
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Die hochste *C,-GA-Konzentration wurde mit 0,9 umol/l nach 4,8 h gemessen.
Vierundzwanzig Stunden nach Beginn der Exposition wurde kein *C,-GA mehr im
Plasma gefunden. Die Konzentration von unmarkiertem GA im Plasma wurde in allen

Proben bestimmt. Der Mittelwert betrug 25,8 + 3,71 umol/l.
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Abb. 39: °C»-GA im Plasma des Probanden wihrend und nach Exposition gegen
BC,-EG-Dimpfe

3.2.3 Toxikokinetische Berechnungen

In der in 2.6 beschriebenen Weise wurden die Eliminationskonstante von “C,-EG
bzw. die Geschwindigkeitskonstante des Konzentrationsabfalls von *C,-GA und die
entsprechenden Plasma-Halbwertszeiten berechnet. Fiir “C,-EG wurden
0,00557 min”' bzw. 2,1 h und fiir *C»-GA 0,004045 min™ bzw. 2,9 h erhalten. Eine
Plasmakonzentration im FlieBgleichgewicht Css und das Verteilungsvolumen Vp
konnten nur fiir °C,-EG berechnet werden, da die Aufnahmerate fiir ?C,-GA nicht
konstant war, aber auch nicht aus den vorliegenden Daten bestimmt werden konnte.
Als ¥C,-EG-Css wurde 14,4 mmol/l Plasma fiir die vorliegende Aufnahmerate
(*C,-EG 358 pmol/h) errechnet. Als Verteilungsvolumen Vp fiir *C,-EG ergaben
sich 75 1 oder 0,78 1/kg Korpergewicht. Dieser Wert passt zu den von Eder et al.
(1998) zusammengefassten Daten (0,5 - 0,8 1/kg) und deutet darauf hin, dass sich das
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sehr gut wasserldsliche EG hauptsédchlich im Korperwasser verteilt. Ferner wurden die

AUCs in Plasma berechnet: °C,-EG 4,5 (mmol/I) x min; °C,-GA 0,4 (mmol/l) x min.

3.2.4 Messungen im Urin

Die pH-Werte der gesammelten Urinfraktionen betrugen 6 bis 7,5 und lagen somit im
physiologischen Bereich, der mit 4,8 bis 7,5 angegeben wird (Geigy, 1975).

In Abb. 40, Abb. 41 und Abb. 42 sind die kumulativen Ausscheidungen von EG, GA
und OA sowie von den entsprechenden markierten Substanzen abgebildet. Die
Ausscheidung der endogenen Substanzen war anndhernd linear (Ausscheidungsraten
siche Tab. 14). Die Ausscheidung von *C,-EG und seinen markierten Metaboliten

war nach 20 h weitestgehend abgeschlossen.
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Abb. 40: Endogenes EG und C,-EG im Urin des Probanden nach Exposition gegen
BC,-EG-Diampfe; kumulative Auftragung der Mittelwerte und

Standardabweichungen fiir drei Messungen pro Probe

74



Ergebnisse

GA
400 -

350 -
300 -
250 | #%
200 -
150 | $
100 - $

50 4 ¢

O T T T T T
0 6 12 18 24 30
Zeit [h]

Exposition
——

GA [umol]

12

10

oo

13C,-GA [umol]
»

0

Exposition

13C,-GA

. i

0

6 12 18 24 30
Zeit [h]

Abb. 41: Endogenes GA und *C,-GA im Urin des Probanden nach Exposition gegen

BC,-EG-Dimpfe; kumulative Auftragung der Mittelwerte und

Standardabweichungen fiir drei Messungen pro Probe
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Abb. 42: Endogenes OA und "*C,-OA im Urin des Probanden nach Exposition gegen

BC,-EG-Dimpfe; kumulative Auftragung der Mittelwerte und

Standardabweichungen fiir drei Messungen pro Probe
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In Tab. 13 sind die im Urin ausgeschiedenen Mengen der markierten Analyten als
Anteil an der inhalierten Dosis angegeben. Die Summe der drei Substanzen im Urin
machte nur ca. 7,2% der gesamten Dosis aus. Die restlichen 92,8% mussten sich also

auf andere Metaboliten oder andere Ausscheidungswege verteilen.

BC,-EG | PC-GA | PC-0A
Menge im Urin [pmol] 91,3 10,1 1,13

Anteil von der inhalierten Dosis

- 6,4% 0,7% | 0,08%
(1,43 mmol ~C,-EQG)

Tab. 13: *C,-EG, *C,-GA und *C,-OA im Urin als Anteil der inhalierten Dosis

In Tab. 14 sind die in 24 h im Urin ausgeschiedenen endogenen Analyten sowie die
ausgeschiedenen markierten Stoffe als Anteil der endogenen Mengen wiedergegeben.
Der Wert fiir °C,-EG ist mit iiber 500% sehr hoch, was daran liegt, dass kaum

endogenes EG im Urin vorliegt.

EG GA OA
endogen (unmarkiert) [umol/24 h]| 18,2 274 215

BCy-markiert als Anteil der
502% | 3,7% 0,5%
endogenen Menge

Tab. 14: EG, GA und OA im Urin sowie C»-EG, *C,-GA und *C»-OA als Anteil

der endogenen Stoffe
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4 Diskussion

4.1 Analytische Methoden

4.1.1 Suche nach geeigneten Verfahren

Eine Reihe analytischer Verfahren wurde auf ihre Eignung zur Bestimmung von EG,
GA und OA gepriift, aber wegen unterschiedlicher Griinde wieder fallen gelassen.

Die gaschromatographische Trennung von GA und OA erfordert die Uberfiihrung der
schwerfliichtigen Sduren in leichter fliichtige Derivate. Hierzu werden meistens
Veresterungen oder Silylierungen durchgefiihrt (z.B. Blau und Darbre, 1993). Bei der
Silylierung werden dissoziierbare Protonen der OH-Gruppen durch Silylgruppen
ersetzt, das heillt aus Sduren werden Silylester und aus Alkoholen und Phenolen
werden Silylether. Eine wichtige Voraussetzung fiir die Silylierung ist, dass die
Proben wasserfrei sind, da das Silylierungsreagenz sonst auch mit dem Wasser
reagieren wirde. Fiir EG ist eine Derivatisierung nicht unbedingt erforderlich (z.B.
Edinboro et al., 1993). Durch Derivatisierung kann aber die Detektion im MSD durch
die groBeren Fragmente verbessert werden. AuBerdem ist es moglich, die unpolaren
Derivate von EG auf dem gleichen GC-System zu trennen wie die ebenfalls unpolaren
Silyl-Derivate von GA und OA.

Ausgehend von diesen Uberlegungen wurde zunichst versucht, die von Yao und
Porter (1996) veroffentlichte Methode fiir die Bestimmung von EG und GA aus
Serum (bei EG-Vergiftungen) um die Bestimmung von OA zu erweitern.
Anschliefend sollte gepriift werden, ob mit dieser Methode die erforderliche
Empfindlichkeit erreicht werden kann. In den Arbeiten von Yao und Porter wurden
die Serumproben deproteiniert und das Wasser aus den Proben unter Sdurekatalyse
mit 2,2-Dimethoxypropan (Dimethylketal des Aceton) zu Methanol und Aceton
umgesetzt. Diese Losungsmittel sowie der Uberschuss an 2,2-Dimethoxypropan
wurden abgedampft und die Proben anschlieBend silyliert. Die Derivate von EG und
GA wurden gaschromatographisch getrennt und mit einem FID (Derivatisierung mit
BSTFA, Yao und Porter, 1996) oder mit einem MSD detektiert (Derivatisierung mit
MTBSTFA, Porter et al., 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit gelangen die Derivatisierung und Detektion von OA bei

hohen Konzentrationen (>100 umol/l aus Wasser). Eine ausreichende Empfindlichkeit
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konnte aber fiir alle drei Analyten nicht erzielt werden. Vermutlich reagierte ein Teil
der Analyten unter den sauren Bedingungen der chemischen Wasserentfernung mit
den Produkten dieser Reaktion (EG zum Ketal von Aceton, die Sduren zu den
entsprechenden Methylestern). Diese unerwiinschten Derivate verdampften dann
wahrscheinlich beim Entfernen von Aceton, Methanol und iiberschiissigem
2,2-Dimethoxypropan. Fiel dieser Effekt bei hoheren Konzentrationen vielleicht nicht
ins Gewicht, verhinderte er doch die weitere Herabsetzung der Nachweisgrenze.

Als nichstes wurde versucht, zumindest die zwei Sduren in einem Schritt zu
bestimmen. GA ist als kleinste 2-Hydroxycarbonsédure nur sehr schlecht mit
organischen Losungsmitteln aus der wiassrigen Matrix extrahierbar (Mardens et al.,
1992). Das Wasser wiirde aber bei einer Silylierung storen. Daher wurde versucht, die
Sduren mit Diazomethan in die entsprechenden Methylester zu iiberfiihren, diese dann
zu extrahieren und mit dem GC/MSD zu analysieren. Beispiele flir die Darstellung
und Verwendung von Diazomethan zur Veresterung und GC-Trennung von
Fettsdauren sind z.B. bei Schlenk und Gellerman (1960), Pace-Asciak (1989) und
Miiller (1996) zu finden. Mit dieser Methode gelang es ebenfalls nicht, eine
ausreichende Empfindlichkeit fiir den Nachweis von GA und OA zu erzielen.
Mogliche Griinde sind, dass die entsprechenden Methylester zu fliichtig sind und bei
der weiteren Probenaufbereitung zumindest teilweise verdampften, oder dass die Ester
zu leicht wieder hydrolysiert wurden.

Daher wurde versucht, durch die Derivatisierung mit Phenyldiazomethan die schwerer
fliichtigen Benzylester zu erhalten. Die Darstellung von Phenyldiazomethan erfolgte
nach der Methode von Song et al. (2000). Beispiele fiir die Verwendung von
Phenyldiazomethan zur Veresterung und GC-Trennung von Fettsiduren sind z.B. bei
Klemm et al. (1973), Doms (1977) sowie Schatowitz und Gercken (1987) zu finden.
Da der Benzylester von GA ein breit verschmiertes Signal zeigte, wurde die Probe
zusétzlich mit BSTFA versetzt, um das TMS-Ether/Benzylester-Derivat (TMS:
Trimethylsilyl-) von GA zu erhalten. Dadurch wurde die Signalschérfe deutlich
verbessert. Allerdings konnte trotzdem die erforderliche Empfindlichkeit nicht
erreicht werden, da im Chromatogramm gleichzeitig mit dem GA-Derivat ein
Storsignal erschien, dessen Massenspektrum die zur Quantifizierung des GA-Derivats
ausgewdhlten charakteristischen Ionen enthielt. Dieses Signal war auch nach

Destillation des Phenyldiazomethans noch vorhanden. Sein Massenspektrum deutete
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auf Stilben hin, das als Nebenprodukt sowohl bei der Darstellung von
Phenyldiazomethan als auch bei der Derivatisierungsreaktion vorstellbar ist.

Ebenfalls ohne Erfolg verliefen Vorversuche zur Veresterung mit Diazopropan bzw.
mit Alkoholen (Methanol, n-Propanol und #-Butanol) sowie zur Derivatisierung mit
einem Gemisch von Pentafluorpropansiureanhydrid und Pentafluorpropanol (siche
z.B. Blau und Darbre, 1993).

Als néchstes wurde versucht, GA und OA nach Entfernen des Wassers der Probe in
der Vakuumzentrifuge mit MTBSTFA zu silylieren. Mit ausreichender
Empfindlichkeit gelang dies aus wissrigen Losungen sowohl fiir GA als auch fiir OA,
aus biologischen Proben dagegen nur fiir GA (siche 4.1.3). Wurde den wissrigen
Losungen von OA Kalzium zugesetzt (Konzentration 3,8 mmol/l, entspricht der
Summe der Konzentrationen von Ca”>" und Mg”" im Plasma, Geigy, 1975), so wurde
die OA-Bestimmung ebenfalls gestort. Durch den Zusatz von
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) oder Na;SO4 lie sich dieser Effekt in den
wassrigen Proben zumindest teilweise wieder autheben. Mdglicherweise bildete sich
beim Trocknen schwerldsliches Kalziumoxalat, das dann fiir die Derivatisierung nicht
mehr zuginglich war. Versuche, den biologischen Proben Komplexbildner wie
EDTA, F~ oder SO4> zuzusetzen oder das Kalzium mittels Ionenaustauschern zu
entfernen, waren jedoch nicht erfolgreich. Daher wurde dann OA vor der

Derivatisierung zuerst extrahiert (siche 4.1.4).

Silylierung von GA und OA mit MTBSTFA

Fiir die Derivatisierung der Sduren wurde als Reagenz MTBSTFA gewihlt, um die
TBDMS-Derivate zu erhalten. Die einfacheren TMS-Derivate, die durch kiirzere
Retentionszeiten bei der gaschromatographischen Trennung charakterisiert sind,
waren weniger geeignet, weil diese Derivate im Massenspektrometer stirker zerfallen.
Die Fragmente, die noch das C,-Grundgeriist der Sduren enthielten und fiir die
Unterscheidung zwischen *Cy-markierten und unmarkierten Analyten erforderlich
sind, waren nur in sehr geringen Intensititen im Massenspektrum vorhanden. Die
TBDMS-Derivate sind durch hohere Hydrolysebestidndigkeit als die entsprechenden
TMS-Derivate und durch die charakteristischen (M - 57)-Fragmente (Molekiilion
minus m/z 57) gekennzeichnet (z.B. Schwenk ef al., 1984), die das C,-Grundgeriist

noch enthalten.
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Fir die Bildung der TBDMS-Derivate wurde MTBSTFA mit TBDMSCI als
Katalysator verwendet (als fertige Mischung 99/1 (Vol./Vol.) erworben). MTBSTFA
zeichnet sich durch hohe Reaktivitdt und unproblematische, im GC sehr leicht
fliichtige Nebenprodukte aus (Ubersicht in: van Look et al., 1995).

Fiir die Silylierung werden im allgemeinen ACN, N,N-Dimethylformamid oder
Pyridin als Losungsmittel sowie unter Umstdnden die Verwendung von sterisch
anspruchsvollen Basen als Katalysator empfohlen (z.B. van Look ef al., 1995). Als
Basen wurden in dieser Arbeit DABCO und 4-Dimethylaminopyridin getestet. Eine
Losung von 2,5% DABCO in ACN erwies sich als wirksamste Kombination. Fiir die
Reaktion waren milde Bedingungen (40°C iiber Nacht) besser als eine kiirzere
Inkubationszeit bei hoheren Temperaturen (1 - 2 h bei 90°C).

Uber dieses bekannte Verfahren hinausgehend wurde zusitzlich die anschlieBende
Extraktion der Derivate mit Hexan neu eingefiihrt. Dadurch wurde verhindert, dass
polare Verunreinigungen, vor allem nicht oder nur teilweise derivatisierte Sduren auf
die GC-Sdule gelangten. Diese konnten dann nidmlich bei einer folgenden
Probeninjektion mit dem Uberschuss an Derivatisierungsmittel reagieren und das
Messergebnis verfialschen. Um das Gemisch aus den Komponenten ACN, MTBSTFA
und Hexan in zwei fliissige Phasen zu trennen, war es erforderlich, die Proben auf

0°C abzukiihlen.

4.1.2 Bestimmung von Ethylenglykol

Nachdem die Methode von Yao und Porter (1996 und 1999) verworfen worden war
(Nachweisgrenze 160 umol/l Porter et al., 1999), wurden die in der Literatur
bekannten Methoden erneut gepriift.

Colorimetrische Nachweise (z.B. Russell et al., 1969, nach Perjodat-Oxidation zu
Formaldehyd, keine Nachweisgrenze), Enzymatische Nachweise (z.B. Blandford und
Desjardins, 1994, Nachweisgrenze 1 mmol/l aus Serum) und die HPLC/UV-
Bestimmung nach Derivatisierung mit Benzoesdureanhydrid (Nachweisgrenze
161 pmol/l aus Serum, Vollmer et al., 1996) sind nicht geeignet, zwischen
isotopenmarkierten und unmarkierten Analyten zu unterscheiden. Fiir die
Bestimmung mittels 'H-NMR-Spektroskopie (Nachweisgrenze aus Serum oder Urin
250 pmol/l, Wahl et al., 1998) wire zwar die Erkennung isotopenmarkierter Analyten
theoretisch moglich (Kopplung 'H mit '°C, Hesse et al., 1995), ist aber praktisch
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vermutlich nicht durchfiihrbar, da die hohe Nachweisgrenze von Wahl et al. (1998)
bereits durch Storsignale verursacht wurde.

Gute Empfindlichkeit zeigten die Methoden zur Bestimmung von EG bei der
Migration aus PET-Flaschen (Kashtock und Breder, 1980; Morelli-Cardoso et al.,
1997). Kashtock und Breder (1980) gaben zwar eine Empfindlichkeit von 1,6 umol/l
an, benodtigen aber ein Probenvolumen von 200 ml und eine Aufkonzentration der
Probe um das zweihundertfache. Die Empfindlichkeit bei Morelli-Cardoso et al.
(1997) wurde mit 24,2 umol/l angegeben. In beiden Féllen wurden allerdings nur
wissrige Losungen, die neben EG nur Ethanol oder Essigsdure enthielten, ohne
Reinigung in den GC injiziert und mit dem FID analysiert. Fiir biologisches Material
sind ebenfalls GC/FID-Methoden veroffentlicht, bei denen die Proben ohne weitere
Aufarbeitung in den GC injiziert wurden (z.B. Aarstad et al., 1993, Nachweisgrenze
ca. 500 umol/l aus Serum und Urin). Sie konnen aber nicht fiir die Bestimmung
mittels MSD herangezogen werden, da Verunreinigungen des GC und des MSD zu
erwarten sind. Ferner ist anzunehmen, dass underivatisiertes EG im MSD so stark
fragmentiert werden wiirde, dass charakteristische Fragmente fiir die Bestimmung
nicht in ausreichender Intensitit zur Verfiigung stehen wiirden.

Eine andere Methode fiir die EG-Bestimmung beruht auf der Derivatisierung mit
Pivalinsdureanhydrid und anschlieBender GC/MSD-Analyse (Maurer et al., 2001).
Allerdings ist die angegebene Nachweisgrenze mit 161 pumol/l aus Urin fiir die
Erfordernisse der vorliegenden Arbeit zu hoch. Pottenger ef al. (2001) derivatisierten
EG mit Pentafluorbenzoesdurechlorid vor der Bestimmung mittels GC/MSD
(Nachweisgrenzen fiir *C,-EG 1,6 pmol/l aus Blut und 15,6 pmol/l aus Urin). Das
Verfahren erfordert einen Reinigungsschritt (Extraktion) der Blutproben. AuBlerdem
lauft die Derivatisierungsreaktion an der Phasengrenze Toluol/Blut bzw. Toluol/Urin
ab. Zum gaschromatographischen Nachweis des Pentafluorbenzoesdureesters wurde
auch ein ,,Electron Capture Detector” verwendet mit der Nachweisgrenze 0,3 pmol/l
aus Urin (Letzel et al., 2000). Hiermit wire aber keine Unterscheidung zwischen
isotopenmarkierten und unmarkierten Analyten moglich. Letzel et al. (2000) trennten
EG vor der Derivatisierung mittels Festphasenextraktion von der Probe, geben aber
die Art der Phase nicht an. Auch nach der Reaktion mussten die Proben erneut durch
Festphasenextraktion gereinigt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Derivatisierung zu einem cyclischen

Boronsdureester vorgezogen, da hier die Reaktion direkt im wéssrigen Milieu
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vorgenommen werden kann. Entsprechende Arbeiten fiir die EG-Bestimmung aus
biologischen Proben wurden beispielsweise von Houzé et al. (1993;
Phenylboronsiure, GC/FID, Nachweisgrenze 16,1 umol/l) und Giachetti et al. (1989;
n-Butylboronsdure, GC/MSD, Nachweisgrenze 80,6 umol/l) sowie zur Bestimmung
aus Wasser von Raksit und Punani (1997; n-Butylboronsiure, GC/MSD,
Nachweisgrenze 0,5 umol/l) veroffentlicht. Ausgehend von diesen Arbeiten wurde die
vorliegende Methode entwickelt. Zundchst wurden n-Butylboronsdure und
Phenylboronséure als mogliche Reagenzien verglichen. Bei dhnlicher Ausbeute
zeichneten sich die n-Butylboronate von EG und den internen Standards (PG und
1,3PD) durch kiirzere Retentionszeiten aus. Die ldngeren Retentionszeiten der
Phenylboronate fiihrten nicht zu einer besseren Auftrennung am GC. Daher wurden
n-Butylboronsdure fiir die weitere Methodenentwicklung verwendet. Verglichen mit
den bisher veroffentlichten Methoden zur Bestimmung von EG nach Derivatisierung
mittels n-Butylboronséure ist das hier entwickelte Verfahren experimentell einfacher.
Dariiber hinaus sind die Nachweisempfindlichkeiten ('*C,-EG aus Plasma 0,6 mol/l,
aus Urin 0,1 pmol/l, aus Wasser 0,3 pmol/l, EG aus Urin 1,1 pumol/l) gleich (Wasser)
bzw. besser als die bisher verdffentlichten und ausreichend fiir die Anforderungen an
die zu entwickelnden Methoden. AuBlerdem wurde die bendtigte Probenmenge auf
100 pl reduziert und die Probenaufarbeitung im Vergleich zu den bisher bekannten
Methoden vereinfacht. Die héhere Nachweisgrenze von EG im Vergleich zu *C»-EG
kann durch das EG-Hintergrundsignal in den Leerproben erkliart werden. Die relativ
hohe Nachweisgrenze von EG aus Plasma (7,6 pumol/l) wurde zusétzlich durch ein
starkes Rauschen des Hintergrundsignals verursacht. Dieses wurde wahrscheinlich
durch einen Bestandteil der Plasmaproben verursacht, der auf der Saule zuriickblieb
und auch durch die Reinigungsschritte nicht vollstdndig entfernt werden konnte. Bei

C»-EG trat kein Hintergrundsignal auf.

4.1.3 Bestimmung von Glykolsiure

Zahlreiche Methoden zur Bestimmung von GA aus biologischen Proben sind bereits
bekannt und im Folgenden kurz zusammengefasst. Narayanan et al. (1999) gaben fiir
die Bestimmung von GA aus Plasma und Urin mittels HPLC und
Leitfahigkeitsmessung eine Nachweisgrenze von 0,7 pmol/l an. Hagen ef al. (1993)

beschrieben die Bestimmung von GA aus Plasma und Urin mittels ,,high-performance
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ion chromatography“ (HPIC) und Leitfdhigkeitsmessung (Nachweisgrenze
0,7 umol/l). Allerdings ist der Nachweis durch die Leitfahigkeitsmessung sehr
unspezifisch und erlaubt auch nicht die Unterscheidung zwischen isotopenmarkierten
und endogenen Analyten. Gleiches gilt fiir die GA-Bestimmung Plasma aus Serum
durch HPLC/UV (keine Nachweisgrenze, Carney et al., 1999) und aus Urin durch
HPLC/UV nach Derivatisierung mit 2-Nitrophenylhydrazinhydrochlorid,
(Nachweisgrenze ca. 0,5 pmol/l, Miwa et al., 1996). Auch mit dem auf einer
Enzymreaktion beruhenden GA-Nachweis aus Plasma und Urin von Maeda-Nakai
und Ichiyama (2000; keine Angaben zur Nachweisgrenze) und dem colorimetrischen
Nachweis von GA aus Urin von Niederwieser et al. (1978; keine Angaben zur
Nachweisgrenze) kann die '’C,-Markierung nicht neben dem unmarkierten
Hintergrund erkannt werden.

Grundsitzlich geeignet wéren die folgenden GC-Methoden, wobei die FID- in
MSD-Methoden umgewandelt werden miissten: Schatowitz und Gercken (1988)
berichteten iiber die Bestimmung von GA aus Blut und Urin mittels GC/FID nach
Derivatisierung mit Benzylbromid. Zuvor erfolgte eine aufwéndige Probenreinigung
mittels Kationenaustauschersdulchen (keine Angaben zur Nachweisgrenze). Ebenfalls
eine Reinigung mit Kationenaustauschern erfordert die Methode von Husek und
Matucha (1997; Derivatisierung mit Chlorameisensidureethylester, GC/FID, keine
Nachweisgrenze). Die Extraktion mit einem Anionenaustauscher erfolgte bei
Chalmers und Watts (1972; Silylierung, GC/FID, keine Angaben zur
Nachweisgrenze). Dietzen ef al. (1997) gaben fiir die Bestimmung von GA aus Urin
mit Extraktion (dreimal mit Diethylether, dann dreimal mit Tetrahydrofuran),
Silylierung und GC/FID-Analyse eine Nachweisgrenze von 118 pmol/I* an. Mardens
et al. (1992) zeigten fiir die Bestimmung von GA aus Urin, dass die Extraktion mittels
Anionenaustauscher der Extraktion mit Ethylacetat weit iiberlegen ist (Silylierung,
GC/FID, keine Angaben zur Nachweisgrenze). Yan et al. (1997) berichteten {iber die
Bestimmung von GA aus Plasma durch GC/MSD nach Bildung der Methylester mit
Methanol/BF3, machten aber keine Angaben zur Nachweisgrenze. Kim et al. (1989)
beschrieben die GC/MSD-Bestimmung von GA aus Speichel und Urin nach

Festphasenextraktion (Chromosorb P) und Silylierung (keine Angaben zur

® Originalangabe 5 pg/mg Kreatinin; Umrechnung erfolgt hier unter der Annahme

von: 1,8 g Kreatinin/24 h; 1 1 Urin/24 h fiir Méanner (Geigy, 1975)
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Nachweisgrenze). Von Clay und Murphy (1977) wurde die Extraktion mit
Diethylether, Silylierung und GC/MSD-Analytik beschrieben (keine Angaben zur
Nachweisgrenze). Pottenger et al. (2001) bestimmten GA aus Blut und Urin durch
Extraktion mit tert-Butylmethylether, Silylierung und GC/MSD (Nachweisgrenzen
fir °C,-GA aus Blut 27 pmol/l und aus Urin 12 pmol/l). Fiir die bereits oben
erwihnte Methode von Yao und Porter lag die Nachweisgrenze fiir GA aus Serum bei
130 pmol/l (Porter et al., 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die Bestimmung von GA eine sehr einfache
Methode entwickelt, die auf der GC/MSD-Analytik nach Derivatisierung mit
MTBSTFA beruht. Verglichen mit obigen Methoden hat sie den Vorteil, dass aufler
der Abtrennung der Proteine kein weiterer Reinigungsschritt erforderlich ist. Die
Nachweisgrenzen lagen bei 1,2 umol GA/l Plasma bzw. 32,6 umol GA/l Urin. Die
entsprechenden Nachweisgrenzen fiir °C,-GA lagen bei 0,8 pmol/l bzw. 2,9 pmol/l.
Der Unterschied zwischen den Nachweisgrenzen von >C>-GA und GA im Urin riihrte
daher, dass das Signal fiir das Ion m/z 249 ca. ein Zehntel des Signals fiir das Ion
m/z 247 betrug (siehe 3.1.2.1). Fiir Plasma konnte nur eine geringe Steigerung der
Empfindlichkeit durch die '*C,-Markierung erreicht werden. Das groBerer Rauschen
des Tons m/z 249 verglichen mit dem des lons m/z 247 ist moglicherweise auf die
Anwesenheit weiterer Stoffe im Plasma zuriickzufiihren, die an der gleichen Stelle
eluierten wie das GA-Derivat und deren Massenspektrum zwar m/z 249 aber nicht

m/z 247 enthielt.

Interne Standards

Als interne Standards wurden D¢-SA und HIVA verwendet. Der chemisch dhnlichste
Standard wéire Milchsdure gewesen. Es zeigte sich aber, dass das
Derivatisierungsreagenz SILA stark mit Milchsdure (oder einer anderen Substanz, die
zur identischen Retentionszeit die gleichen charakteristischen Fragmente im
Massenspektrum enthielt) verunreinigt war. Daher wurde die Verwendung von
Milchsdure verworfen. Fiir Plasma wurde Dg-SA als Standard herangezogen, da es
gleichzeitig als Standard fiir OA diente (siche 4.1.4). Bei der GA-Bestimmung aus
Urin zeigte sich jedoch, dass das Signal des di-TBDMS-Derivats von Ds-SA durch
das des di-TBDMS-Derivats von Harnstoff iiberlagert wurde. Daher wurde hier die
2-Hydroxycarbonsdure HIVA gewihlt. HIVA ist nur in sehr viel niedrigeren
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Konzentrationen als GA im Urin zu finden (z.B. GA ca. 469 umol/I° und HIVA ca.
74 umol/I° in: Schatowitz und Gercken, 1988). Bei der in dieser Arbeit verwendeten
Konzentration (500 pmol/l) war es nicht erforderlich, isotopenmarkiertes HIVA zu
verwenden.

Zur Methodenentwicklung

Vor der Derivatisierung wurden die nach Proteinfillung erhaltenen Uberstinde der
Plasmaproben bzw. die Urinproben in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Um zu
verhindern, dass GA und auch die internen Standards bei diesem Schritt teilweise
verdampfen, wurde die Probe zuvor alkalisch gemacht. Dafiir wurden verschiedene
Basen getestet (Chinolin, 2-Dimethylaminoethanol, 4-(2-Hydroxyethyl)-morpholin,
Lithiumhydroxid, Pyridin, Tetrabutylammoniumhydroxid, Tetramethylguanidin und
Triethylamin). Chinolin erwies sich als am wirksamsten. Moglicherweise sublimierten
die GA- und SA-Salze einiger anderer Basen unter den Bedingungen in der
Vakuumzentrifuge teilweise. Vor allem bei den stirkeren Basen besteht auch die
Gefahr einer Zersetzung der Analyten (speziell bei Erwdrmung der Proben, siche z.B.
Kumps et al., 1999). Zur vollstdndigen Trocknung wurde Benzol zugegeben, um die
letzten Spuren von Wasser als azeotropes Gemisch mit Benzol zu entfernen. Es wurde
nicht das weniger giftige Ethanol verwendet, weil dann moglicherweise die Gefahr
der Bildung von fliichtigen Ethylestern bestanden hitte. Es sollte fiir die Zukunft

gepriift werden, ob Benzol durch Toluol ersetzt werden kann.

4.1.4 Bestimmung von Oxalsiure

Zunidchst werden die bereits bekannten Methoden zur Bestimmung von OA
vorgestellt. Narayanan et al. (1999) gaben fiir die Bestimmung von OA aus Plasma
und Urin mittels HPLC und Leitfdhigkeitsmessung eine Nachweisgrenze von
0,6 umol/l an. Hagen et al. (1993) beschrieben die Bestimmung von OA aus Plasma
und Urin mittels HPIC und Leitfahigkeitsmessung (Nachweisgrenze fiir Plasma
0,5 umol/l). Chandran et al. (2001) bestimmten OA aus Urin mit Oxalat-Oxidase

(Nachweisgrenze 40 pumol/l). Fir die OA-Bestimmung aus Plasma mit dieser

¢ Originalangaben GA: 260 umol/g Kreatinin und HIVA: 40.9 umol/g Kreatinin;
Umrechnung erfolgt hier unter der Annahme von: 1,8 g Kreatinin/24 h; 1 1 Urin/24 h
fiir Méanner (Geigy, 1975)
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Methode wurde eine Nachweisgrenze von 2,5 umol/l angegeben (Thakur et al., 2000).
Nach Yang et al. (2000) wurde OA aus Urin durch Verwendung von
Kapillarelektrophorese mit elektrochemischer Detektion bestimmt (Nachweisgrenze
1 umol/l). Ensafi und Kazemzadeh (2000) konnten OA aus Abwasser und aus
wissrigen Spinatextrakten mit Hilfe der ,,flow injection catalytic-spectrometric
determination® bestimmen (OA als Katalysator fiir die Oxidation von
Brillantkresylblau durch Kaliumdichromat, Nachweisgrenze 0,06 umol/l). Alle bisher
genannten Methoden sind nicht geeignet, isotopenmarkierte Analyten von
unmarkierten zu unterscheiden. Dies ist mit den folgenden GC-Methoden
grundsitzlich moglich. Die GC/FID-Methoden miissten dazu auf GC/MSD umgestellt
werden.

Nach Mardens et al. (1992) gelang bei der Bestimmung von OA aus Urin die
Extraktion mit Ethylacetat, nicht jedoch die Extraktion mittels Anionenaustauscher
(anschlieBend jeweils Silylierung, GC/FID, keine Angaben zur Nachweisgrenze).
Eine Extraktion mit einem Anionenaustauscher erfolgte bei Chalmers und Watts
(1972; Silylierung, GC/FID, keine Angaben zur Nachweisgrenze). Dietzen et al.
(1997) berichteten iiber die Bestimmung von OA aus Urin mit Extraktion, Silylierung
und GC/FID (keine Angaben zur Nachweisgrenze). Nach Wolthers und Hayer (1982)
konnte OA in Plasma und Urin nach Extraktion mit Ethylacetat und Silylierung mit
dem GC/FID bestimmt werden (keine Angaben zur Nachweisgrenze). Gelot et al.
(1980) wiesen OA in Plasma und Urin mit GC/FID nach Extraktion mit Diethylether
aus der zuvor eingetrockneten Probe und Veresterung mit Isopropanol/HCI nach
(Nachweisgrenzen: 7,5 pumol/l, Plasma; 20 pumol/l, Urin). Yan et al. (1997)
berichteten iiber die Bestimmung von OA aus Plasma durch GC/MSD nach Bildung
der Methylester mit Methanol/BF; (Nachweisgrenze 10,5 pmol/l). Ebenfalls
GC/MSD-Analyse von Methylestern beschrieben Liebich und Gesele (1999;
Derivatisierung von OA aus Urin mit Trimethyloxoniumtetrafluorborat, keine
Angaben zur Nachweisgrenze). Kim et al. (1989) beschrieben die GC/MSD-
Bestimmung von OA aus Speichel und Urin nach Festphasenextraktion
(Chromosorb P) und Silylierung (keine Angaben zur Nachweisgrenze). In von von
Unruh ef al. (1998) durchgefiihrten Versuchen zur gastrointestinalen Absorption von
BC,-0A erfolgte die Bestimmung im Urin mittels GC/MSD nach Extraktion mit
Ethylacetat und Silylierung (Nachweisgrenze fiir °C,-OA 0,8 pmol/1). Pottenger et al.
(2001) beschrieben die Bestimmung von OA aus Blut und Urin durch Extraktion mit
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tert-Butylmethylether, Silylierung und GC/MSD-Analytik (Nachweisgrenzen fiir
C»-OA aus Blut 53 pmol/l und aus Urin 22 pmol/l).

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode baut auf den Verdffentlichungen von
Wolthers und Hayer (1982) und von Unruh et al. (1998) auf. Im Wesentlichen
unterscheidet sich das hier vorgestellte Verfahren von den genanten dadurch, dass
beim Entfernen des Extraktionsmittel Ethylacetat Chinolin zugegeben wurde,
wodurch Verluste von Analyt und Standard verringert wurden. AuBlerdem wurde bei
diesem Schritt durch Benzol-Zugabe eine quantitative Wasserentfernung erzielt.
SchlieBlich wurde durch eine zweite n-Hexan-Extraktion eine weitere Aufreinigung
des Analyten erreicht. Als Nachweisgrenzen aus Urin wurden 17,2 pmol/l fiir OA und
0,2 pmol/l fiir *C,-OA gefunden. Wie schon bei GA und "*C,-GA ist der Nachweis
der '*C,-markierten Substanz wesentlich empfindlicher (sieche oben). Die
Wiederfindung fiir OA war mit 25% relativ niedrig. Entscheidend sind jedoch die
Préizision der Methode und die Linearitit der Eichung. Beides wurde durch die
Verwendung der internen Standards SA und Ds-SA gewihrleistet. Die Methode ist
ausreichend empfindlich und genau, um die Belastung durch metabolisch gebildetes
BC,-0A nach Exposition gegen geringe Mengen C,-EG neben dem endogenen

OA-Hintergrund im Urin zu bestimmen.

Interne Standards

Als interne Standards wurden SA und D¢-SA verwendet. SA wurde gewahlt, weil es
wie OA eine kurzkettige Dicarbonsdure ist. Die verwendete SA-Konzentration
(500 umol/1) ist ausreichend hoher als die durch endogenes SA im Urin verursachte
Konzentration (z.B. ca. 35 pmol/lY in: Schatowitz und Gercken, 1988).

Zuvor wurde Malonséure als interner Standard gepriift. Malonsdure wird auch in der
Literatur als Standard fiir die Bestimmung von OA verwendet (z.B. von Unruh et al.,
1998; Wolthers und Hayer, 1982). In eigenen Vorversuchen wurden jedoch nach der
Derivatisierung der Malonsdure mit MTBSTFA zwei Derivate gefunden, ein
di-TBDMS- und ein tri-TBDMS-Derivat. Das di-TBDMS-Derivat konnte eindeutig
durch das Referenzspektrum aus der Spektrenbibliothek identifiziert werden. Das

Massenspektrum des tri-TBDMS-Derivats zeigte unter anderem die charakteristischen

4 Originalangabe SA: 19.5 pmol/g Kreatinin; Umrechnung erfolgt hier unter der
Annahme von: 1,8 g Kreatinin/24 h; 1 1 Urin/24 h fiir Ménner (Geigy, 1975)
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Fragmente m/z 431 (M - 15), 389 (M - 57), 147, 75 und 73 (siche z.B. 3.1.2.1). Das
Auftreten des tri-TBDMS-Derivats kann durch die Bildung eines Enols aus dem
di-TBDMS-Derivat erklart werden, das dann erneut silyliert werden kann (Abb. 43).

yH  TBDMS TBDMS H  TBDMS
o%(o Wo _MTBSTFA Oy .0
0 _0O O.
TBDMS TBDMS™ TBDMS™ TBDMS

MTBSTFA: N-tert-Butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoracetamid
TBDMS: tert-Butyldimethylsilyl

Abb. 43: di-TBDMS- und tri-TBDMS-Derivat von Malonsaure

Solche Derivatisierungsreaktionen sind fiir &hnliche Verbindungen schon beschrieben
worden (Little, 1999). Das Verhiltnis der zwei Derivate war abhéngig von den
Reaktionsbedingungen. So konnte z.B. durch die Verwendung der Base Pyridin als
Losungsmittel bei der Derivatisierung das Gleichgewicht in Richtung des
tri-TBDMS-Derivats verschoben werden, was wiederum die Vermutung der Bildung
des Enols stiitzt. Da es jedoch nicht einfach war, ein konstantes Verhéltnis der zwei

Derivate zueinander zu erhalten, wurde Malonsédure als Standard verworfen.

Zur Methodenentwicklung

Ein Teil der Probleme, die sich bei der Methodenentwicklung fiir die Bestimmung
von OA ergaben, wurde bereits im allgemeinen Teil weiter oben diskutiert (siche
4.1.1). In der in dieser Arbeit entwickelten Methode wurde OA aus der angesduerten
und mit NaCl geséttigten wassrigen Phase mittels Ethylacetat extrahiert. Dabei zeigte
sich, dass die Proben nicht zu stark angesduert werden diirfen und die Extraktion unter
Kiihlung erfolgen sollte, um eine Hydrolyse des Ethylacetats zu vermeiden.
Allerdings war es auch erforderlich, die Proben ausreichend anzusduern, um OA
vollstandig zu protonieren (pKs; 1,23, pKs; 4,19; Lide, 1999). Bei der anschlieBenden
Entfernung des Losungsmittels wurde wie schon im Fall von GA Chinolin zugesetzt,
um Verluste durch Verdampfung der Analyten zu verhindern. Ebenso wurde wieder
Benzol verwendet, um das durch Ethylacetat mitextrahierte Wasser vollstindig zu
entfernen. Die Bedingungen fiir die Verwendung von MTBSTFA und die

abschliefende Hexanextraktion wurden bereits allgemein weiter oben diskutiert.
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Bestimmung von OA aus Plasma

Eine geeignete Methode fiir die Quantifizierung von OA und "C,-OA aus Plasma
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht gefunden werden. Es gelang nicht die
Ergebnisse von Wolthers und Hayer (1982) nachzuvollziehen. Die Wiederfindung
von OA und C,-OA war auch innerhalb eines Versuches sehr unterschiedlich. Dies
wurde leider nicht durch den internen Standard SA (und auch Ds-SA) kompensiert, da
dessen Wiederfindung konstant war. Wolthers und Hayer (1982) verwendeten
Malonsdure als Standard, welche aber aus den oben genannten Griinden in dieser
Arbeit nicht verwendet wurde.

Die Bildung von Kalziumoxalat sollte bei der Extraktion aus angesduerten Losungen
(pH < 1) keine Rolle spielen. Die Moglichkeit der Adsorption von OA an die Wand
der teilweise verwendeten Glasgerite wurde durch Versuche ausgeschlossen, bei
denen zur Probenaufbereitung ausschlieBlich Kunststoffgerdte verwendet wurden.
Auch bereitete die Bestimmung aus Wasser oder Urin mit Glas keine Probleme. Eine
mogliche Fehlerquelle ist die Bindung von OA an Proteine im Plasma. Daher wurden
zum einen die Entfernung der Proteine durch Fillung mit ACN bei saurem oder
neutralem pH, durch Féllung mit konzentrierter HCI sowie durch Ultrafiltration vor
der Extraktion mit Ethylacetat untersucht. Zum anderen wurde die Extraktion mit
Ethylacetat in Anwesenheit der mit konzentrierter HCI gefillten Proteine
durchgefiihrt (so auch angegeben von Wolthers und Hayer, 1982). Die beste
Wiederfindung zeigte die Fallung mit ACN bei neutralem pH nach Verdiinnen der
Plasmaprobe mit einem Phosphatpuffer (pH 7) vor der Extraktion. Aber auch unter
diesen Bedingungen variierte die Wiederfindung fiir OA zu stark, als dass Ds-SA als
interner Standard hitte verwendet werden konnen. Moglicherweise ist dies durch die
unterschiedlichen pKgs-Werte zu erkliaren, die vermutlich einen Einfluss auf die
Proteinbindung haben (OA: pKs; 1,23, pKsz 4,19; MA: pKs; 2,83, pKs, 5,69; SA:
pKsi 4,16, pKs» 5,61; Lide, 1999).

Da jedoch unabhéngig von der Wiederfindung fiir OA das Verhéltnis der Ionen
m/z 263/261 konstant blieb, konnte die Methode grundsitzlich fiir die Bestimmung
von OA unter Verwendung von zugesetzter °C,-OA als Standard herangezogen

werden.
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4.2 Humanexposition

4.2.1 Expositionssystem

Wegen der Kosten fiir '’Cy-markiertes EG wurde die Exposition nicht in einem
,offenen System* durchgefiihrt (Dietz, 1993; Filser et al., 2000). Dazu hitte nimlich
ein kontinuierlicher Gasstrom mit einer konstanten '*C,-EG-Konzentration erzeugt
werden miissen, der dem Probanden als Atemquelle gedient héitte. Ein ,,offenes
System* hétte den Bedingungen am Arbeitplatz am ehesten entsprochen. Um mittels
des eingesetzten geschlossenen Systems aus Glas diesen Bedingungen moglichst nahe
zu kommen, wurden in kurzen Zeitintervallen kleine Mengen *C,-EG verdampft, die
vom Probanden sofort vollstindig eingeatmet wurden. Nachdem die
Plasmahalbwertszeit von *C»,-EG 2,1 h betrug und die Pause zwischen den
Inhalationsvorgéngen nur 15 min, kann von einer ,,quasikontinuierlichen* Exposition
ausgegangen werden.

Unter den gewihlten Expositionsbedingungen (Erwidrmung bis auf 140°C) konnte
eine Zersetzung des in das System applizierten *C,-EG ausgeschlossen werden. In
einem geschlossenen Stahlzylinder begann die Zersetzung von EG erst bei
350 - 400°C (Herndon und Reid, 1928). Die Ziindtemperatur von EG wird mit ca.
400°C angegeben (IPCS, 2002). Auch die Dampfdruckkurve von EG konnte bis zum
Siedepunkt bestimmt werden, ohne dass Zersetzung eintrat (verschiedene Arbeiten
zusammengefasst in Stull, 1947). Nur die Angaben von Gallaugher und Hibbert
(1937), dass bei der Dampfdruckbestimmung ab 165°C eine Zersetzung von EG
einsetzte, stehen dazu im Widerspruch. Dieser Befund ist moglicherweise auf
Siedeverziige zuriickzufiihren, wie sie von Taylor und Rinkenbach (1926) bei der

Dampfdruckbestimmung von EG beschrieben worden sind.

4.2.2 Messungen in Plasma und Urin

Hintergrund-EG

In zwei Veroffentlichungen von einer Arbeitsgruppe (Russell ez al., 1969; Wills et al.,
1974) wurden EG-Konzentrationen im Serum von Nichtexponierten im Bereich
zwischen 0,1 und 3,4 mmol/l angegeben. Diese Konzentrationen erscheinen sehr
hoch, da in der vorliegenden Arbeit im Plasma oberhalb der Nachweisgrenze von

7,6 umol/l kein EG nachweisbar war. Wahrscheinlich ist der groe Unterschied zu
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den beiden ilteren Arbeiten darauf zuriickzufiihren, dass in diesen eine sehr
unspezifische Methode angewandt wurde, die auf der Oxidation von EG mit Perjodat

zu Formaldehyd und dessen colorimetrischer Bestimmung beruht.

Die EG-Ausscheidung im Urin des Probanden wihrend der in dieser Arbeit
durchgefiihrten Exposition betrug 18,2 umol/24 h. Der Wert befindet sich im Bereich
der von anderen Autoren angegebenen Konzentrationen (0 - 63,7 umol/24 h®, Gérin
etal., 1997; 3,5 - 76,6 umol/24 h®, Letzel et al., 2000; 27,1 umol/24 h°® (Mittelwert),
Laitinen et al., 1995; 10,7 pmol/24 h® (Mittelwert), Laitinen et al., 1997). Die
Angaben von Wills et al. (1974) fiir EG-Konzentrationen im Urin von Kontrollen
scheinen mit ca. 270 - 1240 pmol/I als zu hoch und kénnen wie die entsprechenden

Serumkonzentrationen mit der unspezifischen Methode erklart werden (siche oben).

Hintergrund-GA

Im Plasma des Probanden betrug der Mittelwert des GA-Spiegels iiber alle wahrend
der Exposition gewonnenen Proben 25,8 + 3,7 umol/l. In der Literatur sind fiir GA in
Humanplasma, -serum oder auch Plasma-Ultrafiltrat Angaben von 3,6 - 32,9 umol/l
zu finden (Schatowitz und Gercken, 1988 Petrarulo et al.,, 1991 Hagen et al., 1993
Maeda-Nakai und Ichiyama, 2000 Chalmers et al., 1984). Der in dieser Arbeit
gefundene Wert liegt am oberen Rand der angegebenen Konzentrationen. Dies konnte
darauf zuriickzufiihren sein, dass speziell bei der Bestimmung aus Ultrafiltrat die
GA-Konzentration niedriger sein diirfte als bei der Bestimmung aus Plasma, weil zu
erwarten ist, dass bei der Gewinnung von Plasma-Ultrafiltrat proteingebundenes GA
verloren geht. Ferner wurde in den Arbeiten, die niedrigere Werte angeben, Plasma

bzw. Serum von niichternen Probanden verwendet.

Die GA-Ausscheidung im Urin des Probanden betrug 274 umol/24 h und befindet
sich somit in dem in der Literatur fiir Gesunde angegebenen Bereich von
75 - 1065 umol/24 h (Chalmers et al., 1984; Hagen et al., 1993; Holmes et al., 1993,
Maeda-Nakai und Ichiyama, 2000; Marangella et al., 1992; Niederwieser et al., 1978;

“nur eine Probe pro Tag genommen, Originalangaben bezogen auf Kreatinin, die
Umrechnung auf 24 h erfolgt hier unter der Annahme einer Kreatininausscheidung

von 1,8 g/24 h (Geigy, 1975)
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Wandzilak et al., 1991). Ein Vergleich mit der EG-Ausscheidung, die in etwa um den
Faktor 15 kleiner war, zeigt, dass der Hauptanteil des endogenen GA nicht aus dem

endogenen EG entstehen kann.

Hintergrund-OA

Fiir gesunde Erwachsene werden OA-Ausscheidungen im Urin von
86 - 622 pmol/24 h angegeben (Chalmers et al., 1984; Hagen et al., 1993; Holmes
et al., 1993; KeBler et al., 2002; Maeda-Nakai und Ichiyama, 2000; Marangella et al.,
1992; Siener und Hesse, 2002; von Unruh et al., 1998; Wandzilak et al., 1991). Die
OA-Ausscheidung des Probanden im Expositionsexperiment lag mit 215 pmol/24 h

im Rahmen dieser Werte.

Cy-markierte Substanzen

Die Verwendung von "“C,-EG zur Exposition war erforderlich, um die
Konzentrationen von *C-EG und *C,-GA im Plasma sowie die Ausscheidung von
BC,-EG, C,-GA und C»-OA im Urin zu quantifizieren.

Die ermittelte Halbwertszeit fiir °C,-EG im Plasma liegt mit 2,1 h deutlich unter den
Werten (3 - 8,6 h), die nach EG-Vergiftungen gemessen wurden (zusammengefasst in
Eder et al., 1998). Das gleiche gilt fiir die Halbwertszeit von °C,-GA (2.9 h). Fiir GA
war nach einer Vergiftung mit EG eine Halbwertszeit von 7 h berichtet worden
(Jacobsen et al., 1988). Bei EG-Vergiftungen liegen die Konzentrationen von EG und
GA im millimolaren Bereich. Hieraus konnten die Unterschiede zu den in dieser
Arbeit gefundenen Werten erklart werden: Zum einen ist zu erwarten, dass der
EG-Metabolismus bei so hohen Konzentrationen geséttigt ist, wie es im Tierversuch
gezeigt wurde (Frantz et al., 1996c; Marshall, 1982). Zum anderen konnte die
Elimination iiber die Niere durch bereits eingetretene Nierenschdden beeintrachtigt

gewesen sein.

Die Ausscheidung von *C»-EG, °C,-GA und “C,-OA im Urin war innerhalb von
24 h nach Expositionsbeginn abgeschlossen. Von der inhalierten Dosis
(1,43 mmol 2 0,96 mg/kg) wurden 6,4% als C,-EG, 0,7% als *C»-GA und 0,08%
als °C,-OA ausgeschieden. Ahnliche Verhiltnisse wurden bei der Ratte erhalten.

Nach oraler Gabe von 10 mg/kg *C»-EG mittels Schlundsonde an weibliche Sprague-
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Dawley Ratten wurden 14,6% der Dosis als BC,-EG, 1,4% als *C»-GA und 0,4% als
BC,-0A im Urin wiedergefunden (Pottenger ef al., 2001). EG wird offenbar
hauptsichlich im Intermedidrstoffwechsel zu anderen Metaboliten biotransformiert
(siehe Abb. 1). Dies wird an der Bildung von CO, deutlich, das den Hauptmetabolit
von EG darstellt. Bei der Ratte wurden innerhalb von vier Tagen etwa 40% (Frantz
et al., 1996¢) bzw. 60% (Marshall und Cheng, 1983) der verabreichten '*C,-EG Dosis
als '*CO, abgeatmet.

4.2.3 Gesundheitsrelevanz einer Exposition gegen EG am Arbeitsplatz

Die vom Probanden inhalierte Menge '*C,-EG entspricht einer achtstiindigen
Arbeitsplatzexposition gegen eine konstante EG-Konzentration von 3,8 ppm. Eine
Extrapolation der im Urin gefundenen Mengen *C»-GA und “C,-OA auf eine
achtstiindige Exposition gegen 10 ppm EG (MAK-Wert) ergibt gegeniiber der
Hintergrundausscheidung eine expositionsbedingte Erhohung der GA-Ausscheidung
um 9,7% und der OA-Ausscheidung um 1,3%.

Bertiicksichtigt man den endogenen GA- bzw. OA-Hintergrund, so lassen diese ersten
Ergebnisse fiir eine EG-Exposition unter Einhaltung des MAK-Werts (10 ppm EG
iiber 8 h) keine Gefdahrdung durch die Metaboliten GA und OA erkennen.

4.3 Ausblick

Die vorldufigen Expositionsergebnisse dieser Arbeit miissen durch weitere
Expositionen bestdtigt werden. Hierdurch werden interindividuelle Unterschiede
erfasst, die den Metabolismus beeinflussen kdnnen, wie zum Beispiel eine
unterschiedliche Enzymausstattung.

Zusitzlich soll untersucht werden, ob und inwieweit beim Umgang mit fliissigem EG
eine Aufnahme iiber die Haut stattfindet und welche Belastung durch die Metaboliten
GA und OA daraus resultiert.

Die hierdurch gewonnenen toxikokinetischen Daten sollen fiir eine Risikobewertung

herangezogen werden.
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S Zusammenfassung

Ethylenglykol (EQG) ist eine wichtige Industriechemikalie, die unter anderem zur
Flugzeugenteisung, als Frostschutzmittel und zur Herstellung von
Polyesterkunststoffen verwendet wird. Hohe Dosen von EG wirken nephrotoxisch
und - im Tierversuch - embryotoxisch. Diese Effekte werden auf die Metaboliten
Glykolsdure (GA) und Oxalsdure (OA) zuriickgefiihrt. Beide Sduren werden auch im
Intermediérstoffwechsel gebildet und sind Bestandteil der Nahrung, weshalb sie in
Plasma und Urin der Allgemeinbevolkerung nachweisbar sind. Eine Bewertung des
Gesundheitsrisikos, das durch eine EG-Exposition am Arbeitsplatz hervorgerufen
wird, erfordert die Ermittlung der hierdurch bewirkten Belastungen durch GA und
OA. Quantitative Untersuchungen hierzu wéren durch Exposition gegen
BC,-markiertes Ethylenglykol (*C,-EG) mdglich, liegen aber bisher nicht vor. Das
Ziel dieser Arbeit war es deshalb, ausreichend empfindliche, auf der
GC/MSD-Technik basierende Methoden zur Bestimmung von C,-EG, *C,-GA und
BC-0A zu entwickeln und ihre erfolgreiche Anwendung anhand der
Inhalationsexposition eines Freiwilligen gegen “C,-EG zu demonstrieren.

Zur Bestimmung von EG wurde dieses zuerst mittels n-Butylboronséure verestert,
sodann mit Ethylacetat extrahiert und mit dem GC/MSD analysiert. Als interne
Standards wurden Propylenglykol und 1,3-Propandiol verwendet. Folgende
Nachweisgrenzen wurden gefunden: EG aus Urin 1,1 pmol/l; *C»-EG aus Plasma
0,6 umol/l, aus Urin 0,1 pmol/l und aus Wasser 0,3 pmol/l. Die Wiederfindung
(+ Standardabweichung) von *C,-EG betrug aus Plasma 101 + 8% (2 pmol/l) bzw.
94 £ 8% (10 umol/1), aus Urin 95 + 13% (5 umol/l) bzw. 94 = 17% (100 umol/1). Die
Prézision wurde als Variationskoeffizient der parallelen Mehrfachaufarbeitung einer
Probe mit 3% (2 pmol/l Plasma) bzw. 1% (10 umol/l Plasma) und 3% (5 umol/l Urin)
bzw. 2% (100 pmol/l Urin) bestimmt. Bei -80°C eingefrorene Proben waren fiir
mindestens 5 Wochen stabil.

Fir die Bestimmung von GA wurde zunédchst das Wasser der Probe durch
Verdampfen entfernt. Dann wurde mit N-fert-Butyldimethylsilyl-N-
methyltrifluoracetamid (MTBSTFA) silyliert, das Derivat mit Hexan extrahiert und
mit dem GC/MSD analysiert. Als interne Standards wurden [Dg]Bernsteinséure

(D¢-SA) fiir die Bestimmung aus Plasma und (+)-2-Hydroxyisovaleriansdure fiir die
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Bestimmung aus Urin verwendet. Die Nachweisgrenzen im Plasma lagen bei
1,2 pmol/l fiir GA und 0,8 pmol/l fiir ®C,-GA, im Urin bei 32,6 pmol/l und
2,9 umol/l. Als Wiederfindung von GA wurden 83 - 121% (25 umol/l Plasma) und
51 £ 4% (250 pmol/l Urin) bestimmt. Die Prézision der Bestimmung von GA betrug
4% (5 pumol/l Plasma) bzw. 6% (25 umol/l Plasma) und 2% (25 umol/l Urin) bzw.
4% (250 pmol/l Urin). Bei -80°C eingefrorene Proben waren fiir mindestens
5 Wochen stabil.

Fir OA wurde nur eine Methode zur Bestimmung aus Urin entwickelt. Nach
Extraktion mittels Ethylacetat aus der angesduerten Probe und Verdampfen des
Losemittels wurde wieder mit MTBSTFA derivatisiert, das Produkt mit Hexan
extrahiert und mit dem GC/MSD analysiert. Als interne Standards wurden
Bernsteinsiure fiir OA und Dg-SA fiir ’C,-OA verwendet. Als Nachweisgrenzen
wurden 17,2 pmol/l fiir OA und 0,2 pmol/l fiir °C,-OA bestimmt. Die Wiederfindung
betrug 25 + 3% (250 umol/l), die Prizision 6% (25 umol/l) bzw. 6% (250 umol/l).
Bei -80°C ist OA in Urin wochenlang haltbar.

Zur Exposition des Probanden gegen *C,-EG-Dimpfe wurde ein selbst entworfenes
glasernes Expositionssystem verwendet. Der Proband (96 kg) inhalierte 1,43 mmol
BC,-EG innerhalb von 4 h. Die gleiche Menge EG wird bei einer achtstiindigen
Exposition gegen 3,8 ppm unter Arbeitsplatzbedingungen (Leistung 50 W) inhaliert.
Im Plasma des Probanden wurden “C»-EG und '*C,-GA sowie endogenes GA
gefunden. Die Spitzenkonzentration von “C,-EG betrug 11,0 pmol/l, die von
BC,-GA 0,9 pmol/l. Die Durchschnittskonzentration von GA betrug 25,8 umol/l. Die
Plasmahalbwertszeiten betrugen 2,1 h fiir BC,-EG und 2,9 h fiir °C,-GA.

Im Urin wurden alle drei Substanzen markiert und unmarkiert gefunden. Innerhalb
von 24 h wurden 91,3 umol *C»-EG, 10,1 pmol *C»-GA und 1,13 pumol *C,-OA
ausgeschieden. Diese Mengen entsprachen 6,4%, 0,70% und 0,08% der inhalierten
Dosis 'C,-EG. An unmarkierten (endogenen) Substanzen wurden
18,2 umol EG/24 h, 274 pmol GA/24 h und 215 pmol OA/24 h ausgeschieden.

Diese ersten Ergebnisse lassen kein Gesundheitsrisiko durch die Metaboliten GA und
OA erkennen, sofern die maximale Arbeitsplatzkonzentration von 10 ppm EG (MAK-

Wert, 8 h/d, 5 d/Woche) nicht iiberschritten wird.
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6 Abkiirzungen

ACN
AUC
BSTFA
c

Css

Ccv
CYP

d
DABCO
EDTA
EG

eV

FID

GA
GC
HIVA
HPIC

HPLC

<

MAK

min

MS

MSD
MTBSTFA
MW

NMR

Acetonitril

area under the curve

N, O-bis-Trimethylsilyltrifluoracetamid

Konzentration

Konzentration im FlieBgleichgewicht (steady state)
Variationskoeffizient

Cytochrom P450-abhéngige Monooxygenase

Tag(e)

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
Ethylendiamintetraessigsiure

Ethylenglykol

Elektronenvolt

Flammenionisationsdetektor

Erdbeschleunigung (9,81 m/s®)

Glykolsdure

Gaschromatograph

2-Hydroxyisovaleriansdure (2-hydroxyisovaleric acid)
Hochleistungsionenchromatographie (high performance
ion chromatography)
Hochleistungsfliissigchromatographie (high performance
liquid chromatography)

Eliminationskonstante

Masse (der Ionen im Massenspektrometer)
Molekiilion

Maximale Arbeitsplatzkonzentration

Minuten(n)

Massenspektrometer

massenselektiver Detektor
N-tert-Butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoracetamid
Mittelwert

Kernmagnetische Resonanz (nuclear magnetic resonance)
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OA
1,3PD
PET
PG

PP
ppm

r

R2

SA

SD

sec
SILA
SIM

t
TBDMS
TBDMSCI
TMS
TLV-C
uv

\%

Vol.

Vb

ZNS

Oxalsdure

1,3-Propandiol
Polyethylenterephthalat
Propylenglykol (1,2-Propandiol)
Polypropylen

parts per million

Wiederfindung (recovery)
Korrelationskoeffizient im Quadrat
Bernsteinsdure (succinic acid)
Standardabweichung
Sekunde(n)
Silylierungsmischung MTBSTFA mit 1% TBDMSCI
selected ion monitoring

Zeit

tert-Butyldimethylsilyl-
tert-Butyldimethylsilylchlorid
Trimethylsilyl-

threshold limit value - ceiling
Ultraviolett(detektor)

Volumen

Volumen

Aufnahmerate
Verteilungsvolumen

Watt

Ionenladung

Zentralnervensystem
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