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Abstract

ABSTRACT ZUR DISSERTATION, vorgelegt von Nirgtl Usta

Identifizierung und Quantifizierung der PVC Weichmachermetabolite 2-
Ethylhexansaure und 2-Ethyl-3-hydroxyhexansaure im Plasma mittels
Gaschromatographie - Massenspektrometrie

Phthalate werden als Weichmacher bei der Herstellung des Kunststoffes
Polyvinylchlorid (PVC) eingesetzt. Sie besitzen die Eigenschaft, den Kunststoff
flexibler und gleichzeitig strapazierfahiger zu machen. Aus diesem Grund
begegnen uns Phthalate Uberall im Alltag, wie z.B. in der Kleidung, als
Verpackungsmaterial, aber vor allem in der Medizin werden die Eigenschaften
von Weichmachern genutzt. Die Belastung der gesamten Bevélkerung ist
allgegenwartig. Die gréBte Aufnahme von DEHP (Di(2-ethylhexyl) Phthalat)
erfolgt Ober Nahrungsmittel, aufgrund des Verpackungsmaterials. Fir
Patienten, die in dauerndem Kontakt mit DEHP-haltigem PVC stehen wie z.B.
Dialysepatienten und intensivpflichtige Frih- und Neugeborene besteht eine

aussergewohnlich hohe Exposition.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Methode zur Identifizierung und
Quantifizierung der PVC — Weichmachermetabolite 2-Ethylhexansdure und 2-
Ethyl-3-hydroxy-hexansdure im Plasma mittels Gaschromatographie -

Massenspektrometrie zu entwickeln und zu validieren.

Des Weiteren sollte anhand dieser Methode eine klinische Studie zum
Vorkommen von 2-Ethylhexansaure und 2-Ethyl-3-hydroxy-hexansaure bei
Hamodialysepatienten und Kontrollpersonen entwickelt werden. Dazu wurden
Plasmaproben von 124 gesunden Kontrollpersonen und 104 Dialysepatienten
nach Validierung der Methode untersucht. Die Proben der Dialysepatienten
wiesen die DEHP Metabolite 2-Ethylhexansdure und 2-Ethyl-3-
hydroxyhexansaure auf, nicht hingegen die Proben der Kontrollpersonen.

Anhand der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal die DEHP Metabolite
2-Ethylhexansaure und 2-Ethyl-3-hydroxyhexansdure im Plasma von
Dialysepatienten nachgewiesen und quantifiziert.
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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Weichmacher

Phthalate werden als Weichmacher bei der Herstellung des Kunststoffes
Polyvinylchlorid (PVC) eingesetzt. Sie besitzen die Eigenschaft, den Kunststoff
flexibler und gleichzeitig strapazierfahiger zu machen. Aus diesem Grund
begegnen uns Phthalate Uberall im Alltag, wie z.B. in der Kleidung, als
Verpackungsmaterial, als Kinderspielzeug, in der Elektrobranche oder als
Bodenbelag. Aber vor allem in der Medizin werden die Eigenschaften von
Weichmachern genutzt. Allein in Deutschland werden jahrlich rund 30000
Tonnen PVC (grésstenteils Weich-PVC) im Medizinsektor verbraucht [1;2].

Die Eigenschaften von Di(2-ethylhexyl) Phthalat (DEHP) -haltigem PVC, wie
z.B. die Flexibilitdt bei gleichzeitiger Stabilitdt, Temperaturbestandigkeit bei
hohen und tiefen Temperaturen, Biokompatibilitdt und Lagerungsfahigkeit
erflllen die hohen Anforderungen im medizinischen Bereich und ermdglichen
somit ein breites Einsatzspektrum zum gréBten Teil in Form von Beuteln und
Schlauchsystemen fir die verschiedensten Anwendungen wie z.B. fir
Infusionen, Dialyseverfahren, Bluttransfusionen, maschinelle Beatmung sowie

enterale und parenterale Ernéhrung.

Der Grund fir den weitreichenden Einsatz dieser Stoffe im medizinischen
Bereich liegt darin, dass sie eine der Hauptanforderungen und zwar die
Sterilisierbarkeit der verwendeten Materialien ausreichend erfillen. PVC-
Produkte sind mit allen géangigen Methoden wie Dampf-, Ethylenoxid- oder
Strahlensterilisierung behandelbar. Weitere Vorteile sind ihre Transparenz,
welches Fillhéhe und Inhalt Gberprifen l&dsst. Des Weiteren erméglicht ihr
gutes Ruckstellvermégen invasive Eingriffe und das Abriebverhalten ihren

Einsatz in Rollerpumpen. Von groBem Vorteil ist ihre Kélteelastizitat, wodurch
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sie nach dem Auftauen weich und flexibel bleiben. Daher kommen sie vor allem

bei Transfusionen von gefrorenem Frischplasma zum Einsatz.

Unter den 300 verschiedenen Weichmachern macht die Gruppe der Phthalate
90% des Marktanteils der gesamten Weichmacherproduktion in Westeuropa
aus. 1998 stellt Di(2ethylhexyl)Phthalat (DEHP) allein  50% der
Gesamtproduktion dar. Vor allem in Medizinprodukten kommt GUberwiegend
DEHP zum Einsatz, da es die meisten technischen und medizinischen
Anforderungen gut erflllt, vielseitig einsetzbar ist und gleichzeitig kostenglnstig

produziert werden kann.

1.2 Belastung durch DEHP

1.2.1 Belastung der Allgemeinbevolkerung:

DEHP ist nicht nur in der Umwelt sowie auch in alltdglichen Produkten zu
finden, eine Belastung der gesamten Bevdlkerung ist allgegenwartig. Die
Aufnahme von DEHP (ber die Atemluft oder das Trinkwasser wird aber im
Allgemeinen als gering eingestuft [3]. Die gréBte Einnahmequelle von DEHP
liegt in Nahrungsmitteln [4;3].

DEHP und das analoge Adipat DEHA (Di(2-ethylhexyl) Adipat wurde in vielen
Lebensmitteln und Lebensmittelprodukten wie Fisch, Fleisch, Milch, Olen und
Babynahrung nachgewiesen [5;6]. Grund hierflr ist die Kontamination der
Nahrungsmittel durch den Austritt von Weichmachern aus Verpackungsfolien
der Lebensmittel. In manchen Lebensmitteln wurden Werte zwischen 0,11 und
0,18 mg DEHP/kg Lebensmittel gemessen [7] und bei sehr fetthaltigen
Lebensmitteln erhielt man sogar Werte zwischen 31 und 150 mg/kg
Lebensmittel [8].
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Die durchschnittliche Gesamtbelastung der Allgemeinbevdlkerung durch DEHP
durch Nahrungsmittel und eingeatmete Luft wird auf 5 - 30 ug DEHP/kg
Kdrpergewicht/Tag geschatzt [8].

Bei Kleinkindern kommt eine zusatzliche Belastung durch Kauen und Saugen
an DEHP-haltigem Spielzeug hinzu. Da DEHP von der amerikanischen
Umweltschutzbehérde (United States Environmental Protection Agency, EPA)
in die Kategorie ,B2, wahrscheinlich cancerogen flir Menschen“ eingestuft
wurde, senkten 1986 die Spielzeughersteller in den USA den DEHP Anteil auf
unter 3%, wéahrend in anderen La&ndern noch bis zu 34% Trockengewicht
DEHP Anteile eingesetzt wurden [9;10]. 1999 entschied die Komission der
Europédischen Gemeinschaften die Herstellung und den Vertrieb von Weich-
PVC enthaltendem Kinderspielzeug, zu untersagen [11].

1.2.2 Belastung durch Medizinprodukte

Fir Patienten, die in dauerndem Kontakt mit DEHP-haltigem PVC stehen,
bedeutet der Umgang eine zusatzliche Belastung. Diese ist abhangig von der
mechanischen Inanspruchnahme (Dehnen, Quetschen, Biegen, Schiitteln) der
Materialien, der Kontaktzeit und Lipophilie der Lésungen [12]. Das Herauslésen
von DEHP aus den Materialien wird verstarkt durch hohe Temperaturen, starke
mechanische Beanspruchung und lipidhaltige Emulsionen [13] oder Blut.

Besonders gefahrdet sind Dialysepatienten und intensivpflichtige Frih- und
Neugeborene. Da Dialysepatienten aufgrund ihrer Erkrankung standig Kontakt
mit medizinischen Schlauchsystemen haben und die Ausscheidung von
harnpflichtigen Substanzen Uber die Niere entfallt, ist somit ihre DEHP-
Belastung hdéher. Intensivpflichtige Frih- und Neugeborene erfahren bei
gleicher absoluter Belastung aufgrund ihres geringen Koérpergewichtes eine
hdhere Belastung pro kg/Kérpergewicht. Auch das Stillen fuhrt zu einer
zusatzlichen Belastung bei Neugeborenen, da die fetthaltige Milch hohe
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Konzentration an DEHP enthalt. Die Aufnahme fir Sauglinge liegt bei 0,021
mg/kg/Tag [14].

1.3 Metabolisierung

Samtliche Aufnahmemdglichkeiten von DEHP wurden in einer Vielzahl von
Studien bei Primaten [15] und Saugetieren [16] untersucht. Fir den Menschen
allerdings gibt es bisher nur eine Studie Uber die orale Aufnahme von DEHP

von zwei Kontrollpersonen [17]. Hinweise fir die indirekte

Aufnahme Ober die Haut [18], die Atemwege [19] und nach medizinischen
Eingriffen [20;21] zeigten, dass auch der menschliche Organismus Uber die

bereits beschriebenen Wege DEHP aufnehmen kann.

Ein altersabhangiger Metabolismus von DEHP konnte durch verschiedene
Studien bei Tier [22] und Mensch [20;23;24] nachgewiesen werden. Dabei
beobachtete man einen erhdéhten Plasmaspiegel an MEHP (Mono(2-
ethylhexyl)Phthalat) bei Frihgeborenen nach Bluttransfusion im Gegensatz zu
reifen Neugeborenen [3].

Die Resorption des DEHP erfolgt nach Hydrolyse durch Lipasen in MEHP und
2-Ethylhexanol im Intestinum. Im Gegensatz zu den Nagetieren besteht beim
Menschen die Mdoglichkeit einer vollstandigen Hydrolyse von DEHP zu
Phthalsaure und 2-Ethylhexanol, da im menschlichen Plasma nach DEHP
Belastung Phthalsdure nachgewiesen werden konnte [25].

Im Gegensatz zum Metabolismus von MEHP gibt es Gber den Metabolismus

von 2-Ethylhexanol nur wenige veréffentlichte Arbeiten [26].

Bereits 1975 konnten Albro et al. [26] zeigen, dass eine weitere
Metabolisierung von 2-Ethylhexansaure bei Ratten Uber w- und w-1-Oxidation
erfolgt und 2- Ethyl-1,6-hexandicarbonséure hier der Hauptmetabolit ist. Zum
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ersten Mal wurden in dieser Arbeit 4- und 2-Heptanon als Zwischenprodukte
der DEHP Metabolisierung beschrieben.

Im menschlichen Organismus unterliegt DEHP einer starken Metabolisierung,
daher darf man die DEHP Metabolite bei der Gesamtbewertung nicht auBer
acht lassen. Aufgrund der Hydrolyse enstehen aus DEHP die Metabolite MEHP
und 2-Ethylhexanol, welche wiederum einer weiteren Metabolisierung
unterliegen. MEHP oxidiert dabei zu Mono(2-ethyl-5-hydroxyhexyl) Phthalat
und Mono(2-ethyl-5-oxohexyl) Phthalat [27;28]. Der Hauptmetabolit der
Oxidation von 2-Ethylhexanol dagegen ist 4-Heptanon [29]. Diese fast
vollstandige Metabolisierung wird auch durch die Arbeit von Pollack et al. [25]
bestétigt, bei der das Verhélinis von DEHP, MEHP und Phthalat im Blut von
Hamodialysepatienten bestimmt wurde. Das Verhéltnis von MEHP zu DEHP
schwankte dabei zwischen 0,3 und 6,1 und das Verhaltnis von Phthalat zu
DEHP zwischen 0,5 und 31,6.

Zur Bestimmung der DEHP Exposition ist vor allem die Herkunftsmdglichkeit
der Oxidationsprodukte zu berlicksichtigen. Das Metabolit Ethylhexanol kann
sowohl vom Abbau des DEHP stammen, als auch von di(2-ethylhexyl) Adipat
(DEHA). DEHA wird Uberwiegend in Folien im Lebensmittelbereich eingesetzt
[30].
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1.4 Toxizitat

Der Nachweis von DEHP und anderen Phthalaten in Geweben und Organen
von Mensch [31;32] und Tier [15;33] flhrte dazu, dass in den letzten 30 Jahren
versucht wurde, die Toxizitdt und das gesundheitliche Risiko durch DEHP

Belastung einzuschatzen [34;35].

Im Organismus wird DEHP vorwiegend in der Leber angesammelt und

abgebaut. Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass DEHP oder seine
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Metabolite zu Leberveranderungen fihren kénnen [36;37]. DEHP-Gabe flhrte
zu einer reversiblen Lebervergrésserung [38]. Weitere Veranderungen waren
die Verminderung der Leberfunktion, Nekrosenbildung und histologische
Veranderungen [39]. DEHP fuhrt zu einer verstarkten Bildung von Peroxisomen
in der Leber [8].

1982 wurde in der U.S. National Toxicology (NTP) eine Studie publiziert, in der
gezeigt wurde, dass DEHP zu einer héheren Inzidenz von hepatozellularen
Carcinomen bei Mausen und Ratten fihrte [81].

Auf die Hoden hat DEHP eine toxische Wirkung, in dem es zu Verkleinerung,
Abnahme von Zahl und Qualitat der Spermien, testicularer und epididymaler
Atrophie, Abnahme des Zinkgehaltes sowie Tumoren fihren kann. Besonders
wahrend der fetalen und neonatalen Periode reagieren die
Reproduktionsorgane besonders empfindlich gegen geringe Konzentrationen
an DEHP [40;41]. Bei den weiblichen Reproduktionsorganen verlangerte DEHP
die Zyklusdauer, unterdriickte oder verzégerte die Ovulation, verkleinerte die
praovulatorischen Follikel, unterdrickte oder verminderte die
Estradiolproduktion, reduzierte das Gewicht von Ovarien und Uterus sowie die
Fertilitat [42;43-55]. In Tierversuchen wurde dabei eine DEHP-Dosis zwischen
1 und 3 g/kg Nahrungsmittel appliziert.

DEHP und seine Metabolite kénnen die Plazentaschranke passieren und
kénnen somit fetotoxisch und teratogen wirken [56;57-60]. Dies kann zur
Abnahme der Implantation, Spontanaborten, histologischen Veranderungen an
Leber, Niere und Hoden, Gewichtsabnahme von Niere und Hoden,
Malformation von Skelett, Herz und Niere, Hydrocephalus und zum Absterben
des Foeten flhren [61;57;62]. Ausschlaggebend fur die toxische Wirkung von
DEHP sind die Metabolite MEHP, 2-Ethylhexanol und 2-Ethylhexansaure
[63;58], die im Kdérper der Mutter entstehen und die Plazenta passieren kénnen.

In einem weiteren Tierversuch zeigten Ratten nach oraler Gabe von 2,15 mg
DEHP/kg Koérpergewicht dreimal pro Woche Uber einen Zeitraum von einem
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Jahr eine deutliche Verschlechterung Nierenfunktion mit erhdhten
Kreatininwerten und ein vermehrtes Auftreten von Zysten [64]. Diese Dosis liegt
jedoch unterhalb der Dosis, der z.B. Hamodialysepatienten ausgesetzt sein

kdénnen.

Nach dem Bericht von Roth et al. [65] beobachtete man ungewdhnliche
Lungenveranderungen bei drei Frihgeborenen. Diese wurden kinstlich mit
PVC - Schlauchen beatmet. Als eines dieser Friihgeborenen verstarb, konnte
in der Lunge DEHP nachgewiesen werden. Nach Austausch der PVC -
Schlauche gegen Ethylen/Vinylacetat — Schlauche zeigte sich bei den anderen
eine Verbesserung.

1.5 Analytik

Seit vielen Jahren ist die Gaschromatographie — Massenspektrometrie eine
Domane in der Analytik organischer Sauren, Hydroxy- und Oxoséauren [66]. Die
Analyse kann entweder mit Serum bzw. Plasma [67] oder mit Urin [66] nach
EnteiweiBung mit Isopropanol, Ethanol, Trichloressigsdure oder Perchlorsaure
durchgefihrt werden.

In der Probenvorbereitung wird neben der Extraktion mit verschiedenen
Lésungsmitteln wie Diethylether, Ethylacetat und Ethylacetat/Diethylether [68]
auch die flUssig/flissig Verteilungschromatographie mit Kieselgel oder
Chromosorb P [69] geflillten Saulen flr sehr polare Metabolite durchgefihrt.
Auch die Festphasenextraktion mit den verschiedensten Phasen hat sich
etabliert [66;70]. Als interne Standards und zur Quantifizierung wurden
Substanzen wie Troponsaure [68], trans-Zimtsaure [71],
Hexadecandicarbonsaure [69], oder 2-Oxocapronsaure [67], eingesetzt.
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1.6 Ziel dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine Methode zur Identifizierung und
Quantifizierung der PVC — Weichmachermetabolite 2-Ethylhexansdure und 2-
Ethyl-3-hydroxy-hexansadure im Plasma mittels Gaschromatographie -

Massenspektrometrie zu entwickeln und zu validieren.

Des Weiteren soll anhand dieser Methode eine klinische Studie zum
Vorkommen von 2-Ethylhexansaure und 2-Ethyl-3-hydroxy-hexansaure bei

Hamodialysepatienten und Kontrollpersonen entwickelt werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Reagenzien und Gerate

2.1.1 Reagenzien

. Firma Sigma-Aldrich, Steinheim:
N-methyl-N-(tert.-butyldimethylsilyl)trifluoroacetamide (MBDSTFA)
Pyridin, wasserfrei, 99,8%ig
Zimtsaure

2-Ethylhexansaure

o Firma Sigma-Aldrich, Steinheim:
4-Dimethylaminopyridin (DMAP)

o Firma Merck, Darmstadt:
Methanol
Ethylacetat
Ether
Isooctan
Perchlorsaure

o Firma ICT Handels GmbH, Frankfurt
C18 Festphasenextraktionssaulen
Bond Elut LRC 500mg

2-Ethyl-3-hydroxyhexansdure wurde im Institut fir Organische Chemie der
Universitat Tabingen (Prof. Dr. M. E. Maier) von Frau D. Stiibe synthetisiert
[29].
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2.1.2 Gerate

Reagenzglaser, spitze Zentrifugenglaser, Pyrex®-Kulturréhrchen  mit
teflonbeschichtetem Deckel: Firma VETTER, Ammerbuch

J Zentrifuge Rotanta/ RPC: Firma Hettich, Kehlheim

J Vortex Reax 2000 Seriennummer: 59237712: Firma Heidolph, Kehlheim

o Ultraschallgerat Sonrex RK100 Typ 43084: Firma BANDELIN, Berlin

J Heizblock Reakti- Therm Module Typ 18940: Firma PIERCE, Rockford,
USA

J Rotationsvakuumkonzentrator: Firma Christ, Osterode
Kuhlfalle: ALPHA 2-4, Typ 100 402
Vakuumzentrifuge: ALPHA RVC, Typ 100 000

J Mikroliter-Zentrifugenréhrchen PP-  Mikrocentrifuge tubes Charge:
00470108: Firma Greiner Labortechnik

J Tischzentrifuge Mikroliter Typ 2020: Firma Hettich, Tuttlingen

. GC-Injektionsflasche mit Einsatz und Deckel 1ml-Injektionsflasche,
0,25ml- Glasmikroeinsatz, Bérdelkappen: Firma Ziemer, Mannheim

2.2 Probenaufarbeitung

2.2.1 Entwicklung der Probenaufarbeitung

Um eine optimale Bestimmung der 2-Ethylhexansdure und 2-Ethyl-3-
hydroxyhexansaure zu erreichen, wurden verschiedene Methoden erprobt und

bis zur endgultigen Aufarbeitung immer wieder verfeinert.

Die Proben wurden zuerst (1ml Serum) mit 2ml Perchlorsdure (1:10 mit Wasser
verdiinnt) enteiweiBt und anschlieBend zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf
C18 Festphasenextraktionssaulen pipettiert. Die Saulen wurden zuvor mit

3x1ml Methanol und 3x1ml H.O konditioniert. Die Elution der Saulen erfolgte
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mit 2x1ml Diethylether/Ethylacetat (1:1 Mischungsverhaltnis). Das Eluat wurde
mit ca. 650 ul NaOH auf einen pH-Wert von 7-9 eingestellt und anschlieBend
lyophilisiert. Dabei herrscht ein Temperaturgefalle zwischen Vakuumzentrifuge
(+60°C) und Kihlfalle (-80°C) von 140°C unter einem Druck von 15 mbar im

Rotationsvakuumkonzentrator.

Als néachster Schritt folgte die Umsetzung mit 100ul (N-methyl-N-(tert.-
butyldimethylsilytrifluoroacetamide) MBDSTFA / lIsooctan (1:1) zu dem
entsprechenden (tert.-Butyldimethylsilyl) tBDMS-Derivat. Dazu wurden Proben
mit einem Stickstoffstrom abgeblasen und gleichzeitig 1h bei 60°C im Heizblock
erhitzt. Die Proben konnten nach Abklhlen in EppendorfgefaBe umpipettiert,
abzentrifugiert und nach Abklhlung in GC vials pipettiert werden.

Um eine mdoglichst vollstdndige Umsetzung zu erreichen wurden mehrere
Testversuche mit unterschiedlichen Derivatisierung-Zeiten und —Temperaturen
durchgefihrt, z.B. 1h bei 80°C, 2h bei 60°C.

2.2.2 Endgiltige Probenaufarbeitung

500ul Plasma wurden mit 50l wassriger Zimtsaureldésung (24ul/mg) als interner
Standard versetzt und mit 700ul 3%iger Perchlorsaure enteiweift. Dieses
homogene Gemisch wurde zwischendurch immer wieder kraftig geschuttelt und
anschlieBend 10min bei 4000U/min zentrifugiert.

Die C18 Festphasenextraktionssaulen wurden mit 2ml Methanol konditioniert
und mit 2x2ml H,O gesplilt, der Uberstand aus der Zentrifuge in die S&ulen
dberfuhrt und mit 1ml H>O verdlinnt. Nach dem Durchlauf der Proben wurde
zweimal mit 3ml H,O nachgespuilt. AnschlieBend wurde mit 2ml eines
Ether/Ethylacetatgemisches eluiert. Es bildeten sich zwei Phasen, in der
unteren befand sich noch Restwasser. Das Eluat wurde nochmals zentrifugiert
und die obere Phase in ein mit 40ul 4-Dimethylaminopyridin (DMAP, Sigma
Chemie, Deisenhofen) versehenes Pyrexglas Uberfihrt. Danach wurden die
Proben unter einem Stickstoffstrom vorsichtig abgeblasen und mit 100l
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MBDSTFA / Acetonitril (2:1) 45 min bei 85°C erhitzt. Nach Abkihlung wurden
die Proben in GC vials pipettiert und zur Analyse im GC-MS bereitgestellt.

2.3 Festphasenextraktion mittels C18 Saulen

Die Messung der Substanzen in der GC-MS kénnte durch andere Stoffe
beeinflusst werden. Die Festphasenextraktion dient der Absonderung und
Reinigung der Substanzen. Somit kann man das Risiko vermindern, dass die
Ergebnisse durch andere Substanzen verféalscht werden. Zur Auswaschung und
Isolierung der Molekile dienen die entsprechenden Lésungsmittel.

2.4 Gaschromatographie-Massenspektrometrie
(GC-MS)

24.1 GC-MS-System

Gaschromatograph HP 5890 Series Il

Automatischer Probengeber mit Steuereinheit HP 7673 A

Mass Selective Detector HP 5971 Series

Zentrale  Steuereinheit  ,ChemStation® HP  9000/300  mit
Diskettenlaufwerk

2.4.2 GC-MS Methode

Die Gaschromatographie-Massenspekirometrie (GC-MS) stellt eine der
wichtigsten Techniken dar, mit deren Hilfe organische S&uren sowohl im Urin
als auch im Serum nachgewiesen werden kénnen. Bei der Fragmentation des
lons entsteht ein Massenspektrum. Mittels GC-MS kdnnen Metabolite sicher
identifiziert werden, welches Ziel dieser Arbeit ist.
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2.4.3 GC-MS Messung

Stoffgemische, die sich verdampfen lassen, kdnnen durch die
Gaschromatographie getrennt werden. Dabei dient ein Gas als mobile Phase
und eine Ldsung als stationdre Phase. Die wichtigsten Bestandteile eines
Gaschromatographen sind der Probeninjektor, die Sdule und der Detektor.
Innerhalb des Massenspektrometers befindet sich eine Vakuum-Kammer, in die
eine kleine Menge der zu untersuchenden Verbindungen mit Hilfe des
Tragergases (Helium) gelangt und Gber die Trennsdule des GC-Ofens geflihrt
wird. Die Probe verteilt sich in der Saule zwischen der stationaren Phase und
der mobilen Phase, dem Tragergas. Der Detektor befindet sich am Saulenende
und registriert die getrennten Substanzen. Zur Auswertung werden die Daten
an einen Rechner weitergeleitet. Aufgrund dieser Daten kann der Rechner
mittels eines Schreibers ein Chromatogramm erstellen.

Bei der Massenspekirometrie werden die Molekile mit energiereichen
Elektronen (70eV) beschossen, die die Abgabe eines Elekirons aus dem
ungeladenen Molekll bewirken (Elektronenstoss-lonisierung). Durch Abgabe
oder Aufnahme eines Elektrons bekommen die Molekile eine elektrische
Ladung. Durch die lonisation entstehen Molekil- bzw. Fragmentionen. In der
lonenquelle werden diese zu hohen Geschwindigkeiten beschleunigt und zu
einem ddnnen lonenstrahl gebindelt. Im elektromagnetischen Feld kommt es
zur Trennung der Molekil- und Fragmentionen entsprechend ihres Masse-
/Ladungs-Verhaltnisses (m/z). Dabei steht ,m* flr die Masse und ,z“ fir die
Ladung. Die Haufigkeit, mit der ein lon mit bestimmter Massenzahl auftritt,
drickt sich in der Intensitat des Signals aus. Man setzt das starkste Signal
(Peak) gleich 100% und bezieht alle Peaks darauf. Dies flhrt zur relativen H6he
der Peaks [72]. Zur Erhéhung der Sensitivitdt und Spezifitdt der Methode
erfolgte die GC-MS-Messung im ,Single-lon-Monitoring“ Modus (sim). Bei
dieser Betriebsart werden statt des gesamten Massenbereichs (scan) nur
einzelne selektive lonen erfasst. Durch die langere Messzeit flr jedes einzelne
lon wird dessen Nachweisempfindlichkeit um ein Vielfaches gesteigert [73].
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2.4.4 Gaschromatograph

Saule:

Saulenvordruck:

Injektion:

Temperaturprogramm:
Ausgangstemperatur:
Heizrate:
Ausheizen:

Rtx200(60m x 0,25 mm x 0,25um)
Firma Restek, Sulzbach, Deutschland
84 kPa, Helium

280°C

100°C
5°C/min bis 280°C fir 15 Minuten
60 °C/min bis 310°C fir 10 Minuten

2.4.5 Massenspektrometer

Identifizierung (scan-Modus) und Quantifizierung (SIM-Modus) der folgenden

lonen (m/z)

2-Ethylhexansaure:

2-Ethyl-3-hydroxyhexanséure:

Zimtsaure:

Elektronenstossionisation:

Transferlinetemperatur:

m/z 201 (Quantifizierung

m/z 129 (Identifizierung)

m/z 217 (Quantifizierung) (mono-tBDMS
Derivat)

m/z 199 (ldentifizierung)

m/z 187 (Quantifizierung) (di-tBDMS Derivat)
m/z 331 (Identifizierung)

m/z 205 (Quantifizierung), m/z131
(Identifizierung)

70 eV
310°C
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2.5 Untersuchungsmaterial

Zur Untersuchung dienten Plasmaproben von 124 gesunden Kontrollpersonen
und 104 Hamodialysepatienten nach Validierung der Methode. Im Falle der
Hamodialysepatienten handelte es sich  um monatliche Blutbild-
Kontrolluntersuchungen, die Kontrollproben stammten von routinemaBigen
Blutbild-Kontrolluntersuchungen. Alle Proben wurden anonymisiert und konnten
nicht riickverfolgt werden. Diese Untersuchungen dienten der Optimierung der
Methode. Fir die Patienten bedeutete es keine zuséatzliche Blutentnahme.

2.6 Eichkurven

Es wurde eine Eichkurve aus 5 Proben hergestellt. Diese enthielten die
Reinsubstanzen 2-Ethylhexansaure und 2-Ethyl-3-hydroxyhexansaure und den
internen Standard Zimtsdure. Die Konzentration der Reinsubstanzen war von
Probe 1 bis 5 kontinuierlich ansteigend und wurden wie bereits in 2.2.2

geschildert, aufbereitet.

Zur genaueren Quantifizierung durchliefen zuerst die Proben fir die Eichkurve

die GC-MS-Messung, anschliessend die Versuchsproben.

2.7 Unprazision

Die Unprazision in der Serie wurde mit zehnmaliger Auswertung von
Plasmaproben in verschiedenen Konzentrationen und Aufbereitungen, wie in
2.2.2 beschrieben, durchgefihrt. Aus den gemessenen Konzentrationen

wurden die Standardabweichungen und der Variationskoeffizient ermittelt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Ergebnisse der Methodenentwicklung

Hauptziel dieser Arbeit war es, eine GC-MS Methode zu entwickeln und damit
2-Ethylhexans&ure und 2-Ethyl-3-hydroxyhexansdure im Serum nachzuweisen.
Zu Beginn der Methodenentwicklung wurden die Proben mit Perchlorsdure
enteiweiBt und mit Hilfe von C18 Festphasenextraktionssdulen einer erneuten
Vor - Trennung unterzogen. Zur Elution diente ein Gemisch aus Diethylether
und Ethylacetat. AnschlieBend wurden die Proben lyophilisiert, was sich
allerdings als sehr zeitintensiv erwies und auch nicht zu den gewlnschten
Ergebnissen flhrte. Zur Derivatisierung wurde MBDSTFA in einer 1:1 Mischung
mit Isooctan eingesetzt. Verschiedene Zeit- und Temperaturablaufe wurden zur

Optimierung erprobt.

Bei der endgiltigen Probenaufarbeitung konnte auf die Lyophilisierung
verzichtet werden. Die Proben wurden nach EnteiweiBung mit Perchlorsdure 10
Minuten zentrifugiert. Die Festphasenextraktionsaulen wurden mit Methanol
und Wasser konditioniert. Danach wurden die Proben aus der Zentrifuge auf
die C18 Saulen Uberfihrt. Die Elution erfolgte mit Ether/Ethylacetat (1:1). Die
Zusammensetzung von MBDSTFA/Acetonitril (2:1) diente zur Derivatisierung
der Proben 45 Minuten bei 85°C.
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3.1.1 Optimierte Aufarbeitung

Die Versuche ergaben, dass mit folgendem Versuchsprotokoll

Prozessierung der Proben optimiert werden konnte.

Dazu waren folgende Arbeitsschritte erforderlich:

500 pl Serum + 50 pl interner Standard Zimtsaure

EnteiweiBung mit 700 pl Perchlorsgure, 5 Minuten

stehen lassen

10 Minuten bei 4000 U/min zentrifugieren

C18 Saule mit 2 x 2 ml MeOH konditionieren

o g A @

Mit 2 x 2 ml H,O spllen

Proben mit 1 ml H>.O verdinnt langsam Uber Saule

laufen lassen

N

Mit 2 x 3 ml H>O nachspllen

Elution mit 2 ml Ether/Ethylacetat (1:1)

Obere Phase in Pyrex — Glaser mit 40ul DMAP
abpipettieren

10.

Unter Stickstoffzufuhr langsam abblasen

11.

Umsetzung 45 Minuten bei 85°C mit 100 pl
MBDSTFA/Acetonitril (2:1)

12.

In GC vials pipettieren

die
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3.2 Massenspektren und lonenchromatogramme.

Die (tert.-Butyldimethylsilyl) t-BDMS-Derivate organischer Sauren weisen im
Massenspektrum ein charakteristisches [M-57] lon auf, welches aus der
Abspaltung der C(CH3)-Gruppe des tBDMS-Esters entsteht. Das ihn
begleitende [M-15] lon stammt aus der Abspaltung der Methyl-Gruppe und
besitzt eine deutlich geringere Intensitéat.

Zur Analyse von 2-Ethylhexansdure und 2-Ethyl-3-hydroxyhexansaure wurde
Zimtsaure als interner Standard eingesetzt.

Die Aufarbeitung der Proben wurde so optimiert, dass bei der Umsetzung von
2-Ethyl-3-hydroxyhexansaure mit MBDSTFA/Pyridin (berwiegend das di-
tBDMS Derivat der Hydroxyséure entstand. Das mono-tBDMS Derivat konnte in

keiner der untersuchten Plasmaproben nachgewiesen werden.
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Abbildung 1:

Die Quantifizierung fur 2-Ethylhexansaure erfolgte mit den lonen m/z 201
(oben), far 2-Ethyl-3-hydrohexansaure m/z 187 (Mitte) und far den internen

Standard Zimtsaure m/z 205 (unten). Zur ldentifizierung wurden die lonen m/z
129, m/z 331 bzw. m/z 131 benutzt.
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Abbildung 2: 2-Ethylhexansaure
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Abbildung 3: 2-Ethyl-3-hydroxyhexansaure
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Abbildung 4: Interner Standard Zimtsaure

3.3 Eichkurven

Die vom Gaschromatographen aufgezeichneten Peaks werden durch
charakteristische Retentionszeiten identifiziert und der entsprechenden
organischen Saure zugeordnet.

Die Eichkurven entstehen durch die Berechnung der Regressionsgeraden.
Hierbei wurde der Quotient aus Peakflache der jeweiligen Substanz und
Peakflache des internen Standards gebildet. Die Regressionsgerade mit der
Formel y = mx wird aus den Flachenquotienten der einzelnen Konzentrationen

erstellt.

MM: Eichkurven mit Stammlésung so verdlinnt, dass Eichlésungen mit
folgenden Konzentrationen entstanden:

Eich 1: 258 ug/L

Eich 2: 515 ug/L

Eich 3: 773 ug/L
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Eich 4: 1030 pg/L
Ergebnis: r = 0,9982

A201/A205
6,0 1
40 1 ¢
20 1
00 | | | | |
00 2000 400,0 600,0 800,0 10000 (uglL)

Abbildung 5: Eichkurve 2-Ethylhexansaure

MM: Eichkurven mit Stammlésung so verdlinnt, dass Eichlésungen mit
folgenden Konzentrationen entstanden:

Eich 1: 242 pg/L

Eich 2: 484 pg/L

Eich 3: 726 ug/L

Eich 4: 968 ug/L

Ergebnis: r = 0,9923
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A187/A205
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0,50 ¢
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Abbildung 6: Eichkurve 2-Ethyl-3-hydroxyhexansaure

Die Eichkurven far 2-Ethylhexansaure und 2-Ethyl-3-hydroxyhexansaure waren
im Bereich von 50 pg/l bis 1000 pg/l linear mit Korrelationskoeffizienten
r=0,9923 und 0,9982.
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3.4 Bestimmung der Unprazision

Verschiedene Plasmaproben dienten der Prazision der Serie. Dazu wurden die
Proben in  Zehnfachbestimmung analysiert, um  Mittelwert und
Standardabweichungen zu erfassen.

Die relative Standardabweichungen lagen fiir 2-Ethylhexansaure (430ug/) bei
6,6% und fir 2-Ethyl-3-hydroxyhexansaure (174ug/l) bei 7,2%.

3.5 Klinische Studie

Plasmaproben von 124 Kontrollpersonen und 104 Hamodialysepatienten
wurden nach Optimierung der Methode (s. 2.2.2) untersucht. In allen Proben
konnte 2-Ethylhexansdure und 2-Ethyl-3-hydroxyhexansaure nachgewiesen
werden. Jedoch konnte 2-Ethyl-3-hydroxyhexanséaure in den Proben der
Kontrollpersonen nicht nachgewiesen werden und 2-Ethylhexansaure war
deutlich niedriger im Vergleich zu den Werten der Himodialysepatienten.

Die 2-Ethylhexansaure war bei Hamodialysepatienten mit 527,7 + 32,4 g/l
(MW £ SEM) deutlich héher als bei den Kontrollpersonen 357,6 + 16,7 ug/I
(MW = SEM).
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4 DISKUSSION

DEHP (Di(2-ethylhexyl) Phthalat) ist sowohl in der Umwelt als auch in
Produkten des alltdglichen Bedarfs weit verbreitet, was eine gewisse Exposition
der gesamten Bevélkerung bedeutet. In den 70er Jahren flhrten Berichte, dass
DEHP bei Nagetieren zu Lebertumoren fihren kann, zu groBen Diskussionen.
Uber den genauen Mechanismus gab es aber noch nicht geniigend
Untersuchungen. In Tierversuchen konnte man neue Erkenntnisse Uber den
Metabolismus und die toxische Wirkung der Metabolite gewinnen. Dabei
konnten Untersuchungen zum Metabolismus von DEHP bei Ratten Mitte der
70er Jahre oxidierte MEHP (Mono(2-ethylhexyl) Phthalat) Metabolite
aufweisen. Zudem fand man heraus, dass beim Abbau des Hydrolyseproduktes
2-Ethylhexanol verschiedene B-, w- und wi1- Oxidationsprodukte gebildet
wurden, die mittels gaschromatographisch — massenspektrometrischer (GC-
MS) Methoden nachgewiesen werden konnten [26]. An verschiedenen
Organsystemen, wie Leber, Lunge, Niere und Reproduktionsorgane konnten
toxische Wirkungen anhand von Tierversuchen, nachgewiesen werden [36],
zum Beispiel flihrte die Gabe von DEHP zur Zunahme der Peroxisomen in der
Leber von Ratten und Mausen [8].

Entsprechende Untersuchungen im Bezug zum Menschen fehlten allerdings.
Es ist bekannt, dass DEHP im menschlichen Kérper einer starken
Metabolisierung unterliegt [74]. DEHP wird durch Lipasen im Darmtrakt zu
MEHP und 2-Ethylhexanol oxidiert [13]. Das MEHP wiederum wird durch
Cytochrom P450 — abhangige Enzyme weiter oxidiert [75]. Dabei werden die
C6- und C2 — Seitenketten durch w — Oxidation und die C6 —Seitenkette durch
w1 — Oxidation zu den entsprechenden Hydroxyverbindungen oxidiert. Durch
weitere Oxidation werden sie zu Ketonen und Dicarbonsduren. Bisher sind 26
MEHP Metabolite identifiziert und nach der Nomenklatur von Albro et al. [75]
als MEHP Metabolite | bis XXVI klassifiziert. 1973 wurden funf dieser
Metabolite zum ersten Mal im Urin von Ratten identifiziert [76]. Untersuchungen
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von Peck et al. [77] lieferten den Nachweis dieser ersten flinf Metabolite (I-V)
im Urin des Menschen.

Hinsichtlich der Ausscheidung der Metabolite beim Menschen gibt es
unterschiedliche Aussagen. Nach i.v. Gabe von DEHP war bei Albro et al. [75]
hauptsachlich der Metabolit IX (36%), das Mono (2-Ethyl-5-hydroxyhexyl)
Phthalat, gefolgt von MEHP (18%), Metabolit VI und VII (je 12%), zu finden.
Schmid et al. [17] hingegen fanden nach oraler Belastung durch DEHP die
Metabolite IX und Xl (je 25-40%), gefolgt von VIl (20-24%) und MEHP (6-
13%). Dirven et al. [78] fanden bei Arbeitern einer PVC-Anlage abweichende
Werte. Die Hauptmetabolite waren hier die Metabolite IX und VI (52%), gefolgt
von V (22%) und MEHP (26%).

Ein weiterer Schritt in der Metabolisierung erfolgt nach Hydrolyse von DEHP zu
MEHP und 2-Ethylhexanol gefolgt von einer weiteren Oxidation von 2-
Ethylhexanol. Uber die Oxidation des entsprechenden Aldehyds wird das 2-
Ethylhexanol zu 2-Ethylhexansdure umgewandelt. Bereits 1975 konnten Albro
et al. [26] zeigen, dass eine weitere Metabolisierung von 2-Ethylhexansaure in
Ratten Uber w - und w1 - Oxidation erfolgt und 2-Ethyl-1,6-
hexandicarbonséure der Hauptmetabolit ist. Zum ersten Mal wurden in dieser

Arbeit anhand von 4- und 2-Heptanon B — Oxidationsprodukte beschrieben.

Untersuchungen zum  Metabolismus von  2-Ethylhexanol und 2-
Ethylhexansaure folgten erst in den 90er Jahren [26]. Diese werden z.B. als

Konservierungsstoffe in der Holz verarbeitenden Industrie benutzt [79].

4.1 Bestimmung der Exposition

2-Ethylhexansaure dient in der Holzbranche als Konservierungsmittel. Kréger
et al. [79] untersuchten an Arbeitern verschiedener Sagewerke die Belastung
an 2-Ethylhexansaure durch Messung der Ausscheidung im Urin. Dazu wurde
der Urin von 24 Arbeitern im Laufe des Arbeitstages bis zum nachsten Tag

gesammelt und ausgewertet. Zum Vergleich wurden Kontrollproben von
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Arbeitern des Sagewerkes genommen, die nicht in Kontakt mit dem Metabolit
standen. 2-Ethylhexansaure trat in einer Konzentration in H6he von 81-90% im
Urin auf. Bei den Arbeitern, die aufgrund ihrer Arbeit diesem Metabolit
ausgesetzt waren, fand man Konzentrationen zwischen 10 und 5400 pg/g

Kreatinin im Urin.

1985 berichteten Schmid und Schlatter [17] Uber die orale Einnahme von 30
mg DEHP durch zwei Versuchspersonen. 11-15 % der aufgenommenen Menge
wurden hauptséchlich in Form von Metaboliten im Urin ausgeschieden.

Dirven [78] erforschte die DEHP Belastung von Arbeitern eines PVC
verarbeitenden Betriebes. Dabei wurden die Konzentration von vier Metaboliten
genauer untersucht: Mono (2-Ethylhexyl) Phthalat (MEHP), Mono (5-carboxy-2-
ethylpentyl) Phthalat, Mono (2-ethyl-5-oxohexyl) Phthalat und Mono (2-ethyl-5-
hydroxyhexyl) Phthalat. Neun Arbeiter dieser PVC Bootsfabrik waren
Maximalwerten von 1,2mg/m3 DEHP in der Luft ausgesetzt. Die Urinproben
wurden im Laufe des Arbeitstages gesammelt und ausgewertet. Alle zeigten
erhéhte Metabolitkonzentrationen im Urin. Die gemessenen Konzentration an
Metaboliten im Urin (in nmol/mmol) lagen zu Beginn des Arbeitstages fir
MEHP bei 35,6, flr den Metabolit VI bei 10,5, fir Metabolit IX bei 30,2 und den
Metabolit V bei 24,4. Am Ende des Arbeitstages betrugen die gemessenen
Werte fir MEHP 49,5, fir den Metabolit VI 24,9, den Metabolit IX 57,9 und den
Metabolit V 29,3.

Neugeborene auf der Intensivstation, die Austauschtransfusionen bekamen,
hatten nach Berichten von Plonait et al. [24] Urinkonzentrationen von 2-
Ethylhexansaure zwischen 127 und 416 pl/l. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
Proben von 28 Kontrollpersonen untersucht. lhre 2-Ethylhexanwerte lagen bei
56 £ 14 pg/l bzw. 68 = 38 ug/g Kreatinin. Somit war deutlich zu sehen, dass
ihre Werte wesentlich geringer waren als die mit zusatzlicher Belastung.
Untersuchungen im  Urin wiesen hdéhere Werte fir 2-Ethyl-3-

hydroxyhexansaure (105 + 81 pug/l) als fur 2-Ethylhexansaure auf. Dies lie
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vermuten, dass 2-Ethylhexanséure nicht der Endmetabolit im Abbau von DEHP
im Menschen ist.

Ein weiteres Abbauprodukt von DEHP ist das Mono(2-ethylhexyl) Phthalat
MEHP, welches nach Hydrolyse durch Lipasen entsteht [13]. Untersuchungen
zeigten, dass in der Reihenfolge Nagetier, Primat und Mensch das Ausmaf der
Hydrolyse abnimmt [15]. Mensch und Ratte besitzen Lipasen im Plasma, die
DEHP in MEHP und 2-Ethylhexanol spalten kénnen [13]. Nach intravendser
DEHP Belastung konnte im menschlichen Plasma Phthalsdure nachgewiesen
werden [25]. Dies zeigte, dass im Gegensatz zu Nagetieren beim Menschen
eine vollstdndige Hydrolyse des DEHP zu Phthalsdure und 2-Ethylhxanol
erfolgt.

4.2 Bestimmung von 2-Ethylhexansaure und 2-Ethyl-
3-hydroxyhexansaure

Die Optimierung der Methode und ldentifizierung der Substanzen gelang mit
der Kombination der Studien von Liebich et al. [66], Hoffmann et al. [69], Duez
et al., Deisinger et al. [80] und Kim et al. [71], Hoffman et al. [67] beschrieben
das EnteiweiBen der Plasmaproben zur Analyse mit Perchlorsaure,
Isopropanol, Ethanol, oder Trichloressigsaure. Zur weiteren Vorbereitung der
Proben flhrten Duez et al. [68] eine Extraktion mit verschiedenen
Lésungsmitteln wie Ethylacetat, Diethylether oder Ethylacetat/Diethylether
durch. Zur zusétzlichen Extraktion der Substanzen benutzten Hoffmann et al.
[69] auch die flussig/flissig Verteilungschromatographie. Dabei handelte es
sich um mit Kieselgel oder Chromosorb P geflllte Saulen fir sehr polare
Metabolite. Bei Untersuchungen von Liebich et al. [66] setzte sich die
Festphasenextraktion mittels C18 S&aulen durch. Sie eignete sich gut zur
Trennung verschiedener Substanzen voneinander. Dabei handelte es sich um
einen Verteilungsprozess zwischen einer festen und einer flissigen Phase.
Trans-Zimtsaure wurde von Kim et al. [71] als interner Standard zur
Quantifizierung eingesetzt. Als Derivat kam tert.-Butyldimethylsilyl (tBDMS)
zum Einsatz. Deisinger et al. [80] bestimmten 2-Ethylhexansdure nach
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Extraktion mit Ethylacetat als Methylesther und Plonait et al [24] bestimmten
das TMS-Derivat mittels GC-MS.

Die Derivatisierung mit MBDSTFA/Acetonitri/DMAP ergab das entsprechende
tBDMS-Derivat. Dabei handelte es sich fast ausschlieBlich um das di-tBDMS.
Keines der untersuchten Plasmaproben wies das mono-tBDMS auf.

Nachdem die Probenaufarbeitung entwickelt und optimiert war, die
Derivatisierung und gaschromatographische Trennung abgeschlossen waren,
musste die massenspezifische Analyse optimiert werden. Im Massenspektrum
war ein [M-57] lon sichtbar, begleitet von einem weniger intensiven [M-15] lon.
Beide lonen sind charakteristisch fir t-BDMS Derivate organischer Sauren.

4.3 Schlussfolgerung

Aus der vorliegenden Arbeit kénnen folgende SchluBfolgerungen gezogen

werden:

Plasmaproben von 124 gesunden Kontrollpersonen und 104 Dialysepatienten
wurden nach Validierung der Methode untersucht.

Alle Proben der Dialysepatienten wiesen die DEHP Metabolite 2-
Ethylhexansaure und 2-Ethyl-3-hydroxyhexansdure auf. In den Proben der
Kontrollpersonen konnte 2-Ethyl-3-hydroxyhexansdure nicht nachgewiesen

werden.

Die 2-Ethylhexans&ure war mit 527,7 + 32,4 ug/l (MW = SEM) im Vergleich zu
den Kontrollpersonen mit 357,6 + 16,7 ug/l, deutlich erhéht.

Fir 2-Ethylhexans&ure und 2-Ethyl-3-hydroxyhexansézre waren die Eichkurven
im Bereich von 50 pg/l bis 1000 mg/I linear mit einem Korrelationskoeffizienten
zwischen r = 0,9923 und 0,9982. Fir 2-Ethylhexansaure (430 ug/l) lag der
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Variationskoeffizient bei 6,6%, flr 2-Ethyl-3-hydroxyhexansaure (174ug/l) bei
7,2%. Das Signal-Rauschverhéltnis der lonen zur Quantifizierung (m/z 201 und
187) war groBer als 8 fur beide Sauren bei einer Konzentration von 50 ug/l.
Damit liegt sie deutlich unter dem Wert der bisher im Plasma gefundenen
Werte.

Somit wies diese Methode eine gute Prazision und Sensitivitat auf. Die erhdhte
Sensitivitat und Spezifitdt wurde bei der Quantifizierung der GC-MS Messung
durch den ,Single-lon-Monitoring“ Modus erméglicht.

Anhand der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal die DEHP Metabolite
2-Ethylhexansaure und 2-Ethyl-3-hydroxyhexansdure im Plasma von
Dialysepatienten nachgewiesen und quantifiziert. Mit diesem Arbeitsprotokoll
kénnten nun weiterfihrende Untersuchungen durchgefihrt werden, z.B. was

die Kanzerogenitat von Weichmachern angeht.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Phthalate werden als Weichmacher bei der Herstellung des Kunststoffes
Polyvinylchlorid (PVC) eingesetzt. Sie besitzen die Eigenschaft, den Kunststoff
flexibler und gleichzeitig strapazierfahiger zu machen. Aus diesem Grund
begegnen uns PVC-Produkte Uberall im Alltag, wie z.B. in der Kleidung, als
Verpackungsmaterial, aber vor allem in der Medizin werden die Eigenschaften
von Weichmachern genutzt. Die Belastung der gesamten Bevdlkerung ist
allgegenwartig. Die gréBte Aufnahme von DEHP erfolgt Gber Nahrungsmitteln,
aufgrund des Verpackungsmaterials. Fir Patienten, die in dauerndem Kontakt
mit DEHP-haltigem PVC stehen wie z.B. Dialysepatienten und intensivpflichtige

Frah- und Neugeborene besteht eine aussergewdhnlich hohe Exposition.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Methode zur ldentifizierung und
Quantifizierung der PVC — Weichmachermetabolite 2-Ethylhexansdure und 2-
Ethyl-3-hydroxy-hexansdure im Plasma mittels Gaschromatographie -

Massenspektrometrie zu entwickeln und zu validieren.

Des Weiteren sollte anhand dieser Methode eine klinische Studie zum
Vorkommen von 2-Ethylhexansaure und 2-Ethyl-3-hydroxy-hexansaure bei
Hamodialysepatienten und Kontrollpersonen entwickelt werden. Dazu wurden
Plasmaproben von 124 gesunden Kontrollpersonen und 104 Dialysepatienten
wurden nach Validierung der Methode untersucht. Die Proben der
Dialysepatienten wiesen die DEHP Metabolite 2-Ethylhexanséaure und 2-Ethyl-
3-hydroxyhexansaure auf, nicht hingegen die Proben der Kontrollpersonen.
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7  ABKURZUNGEN

DEHP Di(2ethylhexyl) Phthalat

DEHA Di(2-ethylhexyl) Adipat

DMAP 4-Dimethylaminopyridin

GC-MS Gaschromatographie-Massenspektrometrie
MBDSTFA N-methyl-N-(tert.-butyldimethylsilyl)trifluoroacetamide
MEHP Mono(2-ethylhexyl) Phthalat

PVC Polyvinylchlorid

TBDMS tert.-Butyldimethylsilyl
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