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Abstract

The working group “Analyses in Biological Materials” of the Permanent Senate Com-
mission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the Work
Area developed and verified the presented biomonitoring method. With this method,
thiodiglycolic acid (thiodiacetic acid, TDAA), one of the main metabolites of vinyl chlo-
ride, acrylonitrile, 2-bromoethanol, chloroacetaldehyde, 2-chloroethanol, 1,2-dibromo-
ethane, 2,2"-dichlorodiethyl ether, 1,2-dichloroethane, 1,1-dichloroethene, ethylene
oxide, monochloroacetic acid, 1,1,2-trichloroethane, and vinyl bromide is determined
in urine. The urine samples are diluted with 0.033% formic acid and mixed with a
deuterated internal standard. TDAA is separated from matrix compounds by liquid
chromatography and is subsequently detected with tandem mass spectrometry using
electrospray ionisation. Quantitative evaluation is carried out via external calibration
in ultra-pure water.
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1 Kenndaten der Methode

Matrix

Analytisches Messprinzip

Urin

Hochleistungsflussigkeitschromatographie mit
Tandem-Massenspektrometrie (UPLC-MS/MS)

Parameter und entsprechende Arbeitsstoffe

Arbeitsstoff CAS-Nr. Parameter CAS-Nr.
Acrylnitril 107-13-1

2-Bromethanol 540-51-2

Chloracetaldehyd 107-20-0

2-Chlorethanol 107-07-3

1,2-Dibromethan 106-93-4

2,2-Dichlordiethylether 111-44-4

1,2-Dichlorethan 107-06-2 Thiodiglykolséure 123-93-3
1,1-Dichlorethen 75-35-4

Ethylenoxid 75-21-8

Monochloressigsaure 79-11-8

1,1,2-Trichlorethan 79-00-5

Vinylbromid 593-60-2

Vinylchlorid 75-01-4

Zuverlassigkeitskriterien

Thiodiglykolsdure (TDAA)

Prazision in der Serie:

Prézision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Standardabweichung (rel.) $,=5,8%,4,2% bzw. 2,6 %

Streubereich u=13,1%, 94% bzw. 5,8%

bei einer Konzentration von 0,38 mg, 1,2 mg bzw. 10,1 mg TDAA pro Liter Urin und
n=10 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $w=2,7%, 4,1% bzw. 6,5%

Streubereich u=6,6%, 10,0% bzw. 159%

bei einer Konzentration von 0,38 mg, 1,2 mg bzw. 10,1 mg TDAA pro Liter Urin und
n=6 Bestimmungen

Wiederfindungsrate (rel.) r=96 %, 102% bzw. 99 %
bei einer Konzentration von 0,2 mg, 1,0 mg bzw. 10,0 mg TDAA pro Liter Urin und
n=10 Bestimmungen

0,03 mg TDAA pro Liter Urin
0,09 mg TDAA pro Liter Urin
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2 Allgemeine Informationen zu Vinylchlorid und weiteren
TDAA-Bildnern

Vinylchlorid, das bei Raumtemperatur gasformig vorliegt, ist eine chemische Grundsubstanz und wird {iberwiegend
zur Herstellung von Polyvinylchlorid (PVC) verwendet (IARC 2012 b). Etwa dreiviertel des hergestellten PVC werden
im Bausektor in Form von Fensterrahmen, Verkleidungen, Fufbodenbelédgen, Rohren und Kabelummantelungen ver-
wendet. In Europa wurden 2019 gut 5 Millionen Tonnen PVC verarbeitet, was etwa 10 % der in Europa hergestellten
Kunststoffmenge entspricht (PlasticsEurope 2020). Fir Deutschland liegen Daten fiir 2014 vor: in diesem Jahr wurden
rund 1,52 Millionen Tonnen PVC verarbeitet (AGPU 2016).

Zu einer beruflichen Exposition gegen Vinylchlorid kommt es vor allem bei der Vinylchlorid- und PVC-Herstellung
sowie in PVC-verarbeitenden Betrieben. Dabei wird Vinylchlorid hauptséchlich inhalativ und nur zu einem sehr ge-
ringen Anteil dermal aufgenommen (Hartwig und MAK Commission 2019 d). In der Europaischen Union waren 1999
fast 40 000 Beschiftigte an ihren Arbeitsplatzen gegen Vinylchlorid exponiert (IARC 2012 b).

Grundsatzlich besteht auch die Moglichkeit, dass die Allgemeinbevolkerung gegen Vinylchlorid exponiert ist. So kann
es zu einer inhalativen Exposition durch das Einatmen belasteter Luft, zu einer oralen Exposition durch Aufnahme
von belastetem Trinkwasser oder kontaminierter Nahrung sowie zu einer dermalen Exposition durch Hautkontakt zu
verbrauchernahen PVC-Produkten kommen. Allerdings ist die potentielle Vinylchloridexposition fiir einen Grofteil
der Allgemeinbevolkerung sehr gering (NTP 2021).

Dartiber hinaus ldsst sich Vinylchlorid auch im Hauptstromrauch von Zigaretten (1,3-16 ng/Zigarette) und Zigarren
(14-27 ng/Zigarre) nachweisen (Hoffmann et al. 1976; IARC 2004), so dass auch das Rauchen zu einer Vinylchlorid-
belastung fithren kann.

Vinylchlorid wurde von der Internationalen Agentur fiir Krebsforschung (International Agency for Research on Cancer,
IARC) in Gruppe 1 (krebserregend beim Menschen) (IARC 2012 b) und von der Kommission in die Kanzerogenitats-
Kategorie 1 (Stoffe, die beim Menschen Krebs erzeugen und bei denen davon auszugehen ist, dass sie einen Beitrag
zum Krebsrisiko leisten) eingestuft (DFG 2022; Henschler 1987). Details zur toxikologischen Bewertung kénnen den
entsprechenden Begriindungen der Kommission (Hartwig und MAK Commission 2019 d; Henschler 1987) sowie den
IARC-Monografien (IARC 1974, 1979, 1987, 2008 b, 2012 b) entnommen werden.

Aufgenommenes Vinylchlorid wird entweder unveréndert abgeatmet oder nach oxidativer Biotransformation in Meta-
boliten umgewandelt, die renal ausgeschieden werden. Ein vereinfachtes Metabolismusschema des Vinylchlorids ist
in Abbildung 1 dargestellt.

Chloracetaldehyd Chloressigsaure S-Carboxymethyl-L-cystein Thiodiglykolsaure
COOH
) . O
Vinylchlorid Chlorepoxyethan
H H [0}
Cl H
N -
H H
Cl H ) u
S-(2-Hydroxyethyl)cystein Hydroxyethylmerkapturséure
COOH H COOH
HoN H HsC N
\”/ H
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s /\/ S

Abb.1 Vereinfachtes Metabolismusschema des Vinylchlorids
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Die Bestimmung von TDAA in Urin dient der Erfassung einer beruflichen Vinylchloridexposition, da S-(Carboxy-
methyl)cystein nur als Zwischenprodukt auftritt, das im weiteren Verlauf zu TDAA abgebaut wird, und
S-(2-Hydroxyethyl)mercaptursaure (N-Acetyl-S-(2-hydroxyethyl)cystein) nur in geringen Mengen gebildet wird (Miiller
und Norpoth 1989). Die EKA-Korrelation (Expositionsaquivalente fiir krebserzeugende Arbeitsstoffe), die die Beziehung
zwischen der Vinylchloridkonzentration in der Luft und der TDA A-Ausscheidung iiber 24 Stunden nach Schichtbeginn
wiedergab (Kraus und Schettgen 2010; Miiller und Norpoth 1989), wurde 2021 ausgesetzt. Grund fiir die Aussetzung der
EKA-Korrelation war eine Studie von Cheng et al. (2001), die zeigte, dass der Zusammenhang zwischen Vinylchlorid
in der Arbeitsplatzluft und TDAA im Urin bei Konzentrationen <5 ml/m? nicht mehr statistisch signifikant ist.

Von der Kommission wurde fiir Vinylchlorid ein Biologischer Arbeitsstoff-Referenzwert (BAR) von 1,5 mg TDAA/I
Urin abgeleitet (Kraus und Schettgen 2010).

Bei der Bewertung der Analysenergebnisse ist zu beachten, dass TDAA auch aus anderen Arbeitsstoffen als Vinyl-
chlorid, beispielsweise aus Acrylnitril, 2-Bromethanol, Chloracetaldehyd, 2-Chlorethanol, 1,2-Dibromethan, 2,2-Di-
chlordiethylether, 1,2-Dichlorethan, 1,1-Dichlorethen, Ethylenoxid, Monochloressigsaure, 1,1,2-Trichlorethan und
Vinylbromid sowie aus Pharmaka wie Cyclophosphamid, Ifosfamid, Carmustin, Lomustin, Mannomustin, Dibenamin,
Phenoxybenzamin und Clomethiazol gebildet werden kann (Miiller und Norpoth 1989). Zudem kann TDAA auch von
Personen ausgeschieden werden, die nicht gegen Vinylchlorid oder gegen die oben genannten Substanzen exponiert
sind. Als mogliche Ursache fir die Ausscheidung endogen gebildeter TDAA wird die Bildung reaktiver Metaboliten
im Rahmen des Fettsdurestoffwechsels diskutiert (Miiller et al. 1979).

Hinsichtlich der grundsétzlichen Fragestellung, welche Arbeitsstoffe zu TDA A verstoffwechselt werden, kann auf den
Nachtrag zur MAK-Begriindung fir 2,2-Dichlordiethylether verwiesen werden (Henschler 1978). In diesem Dokument
wird darauf hingewiesen, dass TDAA als Urinmetabolit von drei Verbindungsgruppen auftritt, von 1. Vinylhalo-
geniden, 2. Ethylhalogeniden und 3. Ethylhalogenid-haltigen Verbindungen, aus welchen oxidativ Ethylhalogenid-
Gruppen abgespalten werden konnen. Dabei scheint die Verstoffwechselung der halogenhaltigen TDA A-Bildner stets
iiber das Brom- bzw. Chloracetaldehyd und/oder die Monobrom- bzw. Monochloressigsaure als Intermediate zu ver-
laufen (Henschler 1983 b). Allgemein kann festgehalten werden, dass die strukturell unterschiedlichen Arbeitsstoffe
via Glutathion-Konjugation verstoffwechselt werden. Diese Konjugate werden zu S-(Carboxymethyl)cystein abgebaut,
aus dem schliellich TDAA gebildet wird (Miller et al. 1976; Miiller und Norpoth 1989; Vermeulen et al. 1989; Yllner 1971).

Im Folgenden wird kurz auf die anderen Arbeitsstoffe eingegangen, die zu TDAA verstoffwechselt und mit dem
Urin ausgeschieden werden, wobei die Daten zur TDA A-Bildung und -Ausscheidung zumeist aus tierexperimentellen
Studien stammen. Die von der Kommission fiir die TDAA-Bildner vorgenommenen Bewertungen sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Nur fiir Vinylchlorid wurde ein auf TDA A beruhender Beurteilungswert in biologischem Material
abgeleitet. Da der Nachweis von TDAA nicht substanzspezifisch ist, kann der BAR von 1,5 mg TDAA/1 Urin fir alle
TDAA-Bildner angewendet werden. Fiir Acrylnitril und Ethylenoxid existieren mit der jeweiligen Mercaptursiure
bzw. dem jeweiligen Globinaddukt spezifischere Biomarker, fiir die auch Beurteilungswerte abgeleitet wurden (DFG
2022; Eckert et al. 2022; Jdger et al. 2021).

Details zur toxikologischen Bewertung konnen den bei den einzelnen Arbeitsstoffen aufgefithrten Begriindungen
der Kommission entnommen werden. Fir 2-Bromethanol und Vinylbromid liegen keine Stoffdokumentationen der
Kommission vor.
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Tab.1 MAK-Werte, Markierungen, Einstufungen und Beurteilungswerte der Kommission fiir die mit dieser Methode erfassbaren
TDAA-Bildner (DFG 2022)

Arbeitsstoff Maximale Arbeitsplatzkonzentrationen, = Beurteilungswerte in biologischem Material
Markierungen, Einstufungen

Acrylnitril Hautres: H; Sens: Sh; KanzKat: 2 BAR: S-(2-Cyanoethyl)mercaptursiure in Urin®-: 15 pg/g
Kreatinin
BAR: N-(2-Cyanoethyl)valin in der Erythrozytenfraktion des
Vollblutes?: 12 pmol/g Globin
EKA: vgl. Abschn. XVI.1 N-(2-Cyanoethyl)valin in der
Erythrozytenfraktion des Vollblutes®

Chloracetaldehyd Hautres: H; KanzKat: 3 -

2-Chlorethanol MAK: 2 ml/m? 6,7 mg/m? -
Spzbg: 1I(1); SchwGr: C; Hautres: H

1,2-Dibromethan Hautres: H; KanzKat: 2 -

2,2Dichlordiethylether =~ MAK: 0,5 ml/m?; 3,0 mg/m? -
Spzbg: I1(2); SchwGr: D; Hautres: H

1,2-Dichlorethan Hautres: H; KanzKat: 2 -
1,1-Dichlorethen MAK: 2 ml/m3; 8,0 mg/m?; -
Spzbg: I1(2); SchwGr: C; KanzKat: 3
Ethylenoxid Hautres: H; KanzKat: 2; KmutKat: 2 BAR: S-(2-Hydroxyethyl)mercaptursiure in Urin®?: 5 pg/g
Kreatinin

BAR: N-(2-Hydroxyethyl)valin in der Erythrozytenfraktion des
Vollblutes?: 60 pmol/g Globin

EKA: vgl. Abschn. XVI.1 N-(2-Hydroxyethyl)valin in der
Erythrozytenfraktion des Vollblutes®

Monochloressigsiure MAK: 0,5 ml/m?% 2,0 mg/m3; -
Spzbg: 1(2); SchwGr: C

1,1,2-Trichlorethan MAK: 1 ml/m? 5,5 mg/m? -
Spzbg: 1(2); SchwGr: D; Hautres: H; KanzKat: 3

Vinylchlorid KanzKat: 1 BAR: TDAA in Urin?: 1,5 mg/1
EKA: nicht festgelegt, vgl. Abschn. XVI.2

BAR: Biologischer Arbeitsstoff-Referenzwert; EKA: Expositionsaquivalente fiir krebserzeugende Arbeitsstoffe; Hautres: Gefahr durch Haut-
resorption; KanzKat: Kanzerogenitats-Kategorie; KmutKat: Keimzellmutagenitats-Kategorie; MAK: maximale Arbeitsplatzkonzentration;
SchwGr: Schwangerschaftsgruppe; Spzbg: Spitzenbegrenzungs-Kategorie (Uberschreitungsfaktor)

¥ Probenahmezeitpunkt: Expositionsende bzw. Schichtende

b Probenahmezeitpunkt: am Schichtende, bei Langzeitexposition nach mehreren vorangegangenen Schichten

9 Probenahmezeitpunkt: nach mindestens drei Monaten Exposition

9 Probenahmezeitpunkt: vor nachfolgender Schicht

Acrylnitril wird vor allem fiir die Herstellung von Acrylfasern verwendet, die durch Polymerisation von Acrylnitril
mit weiteren Comonomeren hergestellt werden. Zudem wird Acrylnitril fiir die Herstellung von Harzen, Nitrilkaut-
schuk und Elastomeren verwendet (IARC 1999 c). In tierexperimentellen Studien an Ratten wurde nach oraler Appli-
kation von Acrylnitril TDAA als untergeordnetes Stoffwechselprodukt im Urin nachgewiesen (Greim 1999; Lewalter
und Bolt 1994).

2-Bromethanol wird als Losungsmittel und als Ausgangsmaterial fiir die organische Synthese verwendet.

Jones und Wells (1981) postulieren, dass 2-Bromethanol von Ratten iiber zwei Wege metabolisiert wird. Zum einen
erfolgt eine Umwandlung in Ethylenoxid, aus dem nach Glutathion-Konjugation S-(2-Hydroxyethyl)cystein und die
korrespondierende Mercaptursiure gebildet werden. Zum anderen wird 2-Bromethanol zunéchst zu Bromacetaldehyd
und Monobromessigsaure oxidiert und anschlieBend in Form von N-Acetyl-S-(carboxymethyl)cystein ausgeschieden.

Die weitere Metabolisierung von intermedidrem Bromacetaldehyd bzw. von im Stoffwechsel gebildeter Monobrom-
essigsdure zu TDAA wurde in Studien an der Ratte gezeigt (Wormhoudt et al. 1997).
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Chloracetaldehyd wird hauptséchlich als organisches Zwischenprodukt bei der Herstellung von 2-Aminothiazol und
weiterer Verbindungen verwendet (NRC 2012).

Chloracetaldehyd wird nach inhalativer, oraler oder dermaler Aufnahme innerhalb von 24 Stunden beinahe vollstandig
und hauptséachlich mit dem Urin ausgeschieden. Bei Ratten wurden nach Applikation von 50 mg Chloracetaldehyd/kg
Korpergewicht tiber eine Magensonde neben S-(2-Hydroxyethyl)mercaptursaure 9,2 % der Dosis als TDAA identifiziert
(Green und Hathway 1977; Greim 1998 a).

2-Chlorethanol ist ein Zwischenprodukt in der Synthese von Ethylenoxid und Ethylenglykol sowie bei der Herstel-
lung von Indigo, Dichlorethylformal und Thiodiethylenglykol. Dariiber hinaus wird es als Losungsmittel eingesetzt
(US EPA 2012).

2-Chlorethanol wird nach inhalativer, oraler oder dermaler Aufnahme innerhalb von 24 Stunden beinahe vollstan-
dig und hauptsichlich mit dem Urin ausgeschieden. Bei Ratten wurden nach oraler Applikation von 5 mg radioaktiv
markiertem Chlorethanol/kg Kérpergewicht zu je 45 % Thiodiglykolsdaure und 2-(Carboxymethylsulfinyl)essigsdure
als Hauptmetaboliten nachgewiesen. Bei oraler Gabe von 50 mg/kg Korpergewicht rithrte die Radioaktivitat im Urin
zu 70 % von TDAA her (Hartwig und MAK Commission 2019 a).

1,2-Dibromethan wurde als Losungsmittel, in der organischen Synthese, aber auch in Imprégniermitteln und als Be-
gasungsmittel, z.B. fiir Getreide, eingesetzt (IARC 1999 d). Anwendungen heutzutage beinhalten die Behandlung von
Holz zur Bekdmpfung von Termiten und Kéfern, die Kontrolle von Motten in Bienenstdcken sowie die Herstellung
von Farbstoffen und Wachsen (ATSDR 2021).

In einer Studie mit Ratten wurden nach oraler Gabe von 1,2-Dibromethan 67-76 % unverandert exhaliert; 34-38 % wur-
den in anorganisches Bromid umgewandelt (Miller und Haggard 1943). 2-Bromacetaldehyd, das mit Glutathion konju-
giert und anschlieflend zu Mercaptursiuren verstoffwechselt wird, stellt den Hauptmetaboliten dar (Guengerich 1994).
Zwei wichtige Metaboliten von 1,2-Dibromethan sind N-Acetyl-S-(2-hydroxyethyl)cystein und S-(2-Hydroxyethyl)-
cystein (Henschler 1977). Daneben wurde auch TDAA als Metabolit im Urin von Ratten identifiziert (Wormhoudt et
al. 1997).

2,2-Dichlordiethylether wird vor allem fiir die Herstellung von Pestiziden und anderen Chemikalien verwendet.
Dariiber hinaus wird es als Losungsmittel, als Bestandteil von Farben und Lacken sowie als Rostschutzmittel eingesetzt
(ATSDR 2017; IARC 1975).

Die Substanz wird nach Aufnahme in vivo oxidativ gespalten, wobei als Zwischenprodukte Chlorethanol und Chlor-
acetaldehyd anzunehmen sind. Bei Ratten wurden die Metaboliten S-(Carboxymethyl)cystein und TDAA im Urin
nachgewiesen (ATSDR 2017; Henschler 1978; Lingg et al. 1979; Miiller et al. 1979).

1,2-Dichlorethan wird hauptséchlich fiir die Herstellung von Vinylchlorid eingesetzt. Daneben wird es in der Pro-
duktion von Tri- und Tetrachlorethen, Ethylenaminen und Trichlorethan, in Farben und Lacken, als Bestandteil von
Metallentfettungsmitteln sowie als Losungsmittel verwendet (IARC 1999 b).

Nach intraperitonealer Injektion wurden von Méusen 51-73 % des verabreichten 1,2-Dichlorethans mit dem Urin aus-
geschieden. Es wurden drei Hauptmetaboliten gefunden: Monochloressigsiaure (6-23 %), S-(Carboxymethyl)cystein
(44-46 % frei+0,5-5 % konjugiert) und TDAA (33-34 %) (Yllner 1971). Untersuchungen an der Ratte (Osborne-Mendel)
ergaben nach einmaliger oraler Dosis (150 mg/kg Korpergewicht in Maiskeimél) oder inhalativer (150 ml/m3, 6 Stun-
den) Applikation, dass jeweils 85% der metabolisierten Menge mit dem Harn ausgeschieden wurden. Nach oraler
Gabe stellte TDAA mit einem Anteil von 70 % einen von zwei Hauptmetaboliten in Urin dar (Henschler 1983 a, 1989).

1,1-Dichlorethen wird als Reaktand in der organischen Synthesechemie verwendet, in der Produktion von PVC-
Copolymeren und selten als Losungsmittel (ATSDR 2022).

1,1-Dichlorethen wird, ausgehend vom gebildeten Epoxid, durch spontane Umlagerung und anschlielende Hydrolyse
zu Monochloressigsaure verstoffwechselt. Diese wurde als Metabolit im Urin von Ratten und Mausen nachgewiesen.
In Gegenwart von Glutathion-Transferasen wird die Monochloressigsaure mit Glutathion konjugiert. Das entstehende
S-(2-Carboxymethyl)cystein bildet in weiteren Abbauschritten Dithioglykolsaure, Thioglykolsaure und Thiodiglykol-
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saure, die alle nachgewiesen werden konnten. Dieser Abbau stellt bei der Ratte den Hauptabbauweg dar (ATSDR 2022;
Henschler 1979).

Ethylenoxid wird hauptséchlich in der Produktion von Ethylenglykol verwendet. Geringe Mengen werden auch zur
Sterilisierung, als Begasungsmittel oder Insektizid eingesetzt (IARC 2012 a). Die Allgemeinbevolkerung ist Ethylenoxid
hauptsichlich durch Rauchen (7 pg pro Zigarette) ausgesetzt (IARC 2004).

Ethylenoxid kann beim Menschen tiber die Epoxidhydrolase und Glutathion-S-Transferase metabolisiert werden (Li
et al. 2011). AuBerdem erfolgt eine spontane Hydrolyse und Konjugation mit Glutathion (Filser und Klein 2018). Die
Detoxifizierung von Ethylenoxid durch Glutathion fithrt zur Ausscheidung der Metaboliten S-(2-Hydroxyethyl)mer-
captursiure, S-(2-Hydroxyethyl)-L-cystein und TDAA mit dem Urin (Hartwig und MAK Commission 2019 b; Scheick
et al. 1997).

Monochloressigsiure wird fiir die Herstellung von Celluloseethern, als Herbizid und zur Herstellung von Glycin und
Thioglykolsdure verwendet, sowie zur Herstellung verschiedener Farbstoffe und synthetischen Koffeins (US EPA 2000).

Monochloressigsdure wird von Mausen zu S-(Carboxymethyl)cystein und TDA A metabolisiert, die mit dem Urin aus-
geschieden werden (Greim 1998 b; Hartwig und MAK Commission 2019 c).

1,1,2-Trichlorethan wird, ebenso wie 1,2-Dichlorethan, hauptsachlich in der Vinylchloridproduktion und fir die
Synthese polychlorierter organischer Verbindungen eingesetzt. Es findet auflerdem Anwendung als Losungsmittel
fiir Fette, Ole oder Wachse (IARC 1999 a).

Im Urin von Nagern wurden die Metaboliten Monochloressigsaure, S-(Carboxymethyl)cystein, TDAA, 1,2-Dichlor-
ethanol und Oxalséure identifiziert. Nach intraperitonealer Applikation von 0,1 oder 0,2 g [1,2-**C]1,1,2-Trichlorethan/kg
Korpergewicht fanden sich im Urin von Mausen 73-87 % der applizierten Dosis wieder. Die Hauptmetaboliten waren
(% der Urinradioaktivitit): Monochloressigsaure (6-31 %), S-(Carboxymethyl)cystein (29-46 % frei und 3-10 % konjugiert)
und TDAA (38-42 %) (Henschler 1981; Yllner 1971).

Vinylbromid wird unter anderem als Zwischenprodukt in der Synthese pharmazeutischer Produkte, bei der Her-
stellung von Vinylmagnesiumbromid und zur Synthese verschiedener Polymere verwendet (IARC 2008 a).

Vinylbromid wird in vitro von Cytochrom P450 2E1 zu Bromethylenoxid umgesetzt, das sich zu Bromacetaldehyd
umlagern kann (IARC 2008 a). Analog zum Vinylchlorid muss von einer weiteren Verstoffwechselung zu TDAA aus-
gegangen werden (Henschler 1978).

Von Personen ohne berufliche Exposition gegen Vinylchlorid oder weitere TDAA-Bildner wurden im Rahmen der
Methodenentwicklung 50 Spontanurinproben mit Kreatininkonzentrationen zwischen 0,17 g/l und 4,87 g/l vermes-
sen. TDAA wurde in 44 Proben (88 %) mit einem Medianwert von 0,21 mg/l bzw. 0,20 mg/g Kreatinin detektiert (siehe
Tabelle 2). Das 95. Perzentil lag mit 0,41 mg/l bzw. 0,43 mg/g Kreatinin deutlich unter dem aktuellen BAR von 1,5 mg/1.
Die Ergebnisse bestatigen frithere Untersuchungen aus den Jahren 1997-2002 (Daten nicht publiziert). Die mittlere
TDA A-Konzentration von 38 Urinproben aus diesem Zeitraum lag bei 0,29 mg/1 bzw. 0,20 mg/g Kreatinin, mit einem
Maximalwert von 0,71 mg/1 bzw. 0,63 mg/g Kreatinin.

Tab.2 TDAA-Gehalte in 50 Spontanurinproben von 50 Personen ohne berufliche Exposition gegen Vinylchlorid oder weitere TDAA-

Bildner
TDAA TDAA
[mg/1] [mg/g Kreatinin]
Mittelwert +SD 0,23+0,14 0,22+0,10
Median 0,21 0,20
95. Perzentil 0,41 0,43
Bereich <BG-0,84 <BG-0,50

BG: Bestimmungsgrenze
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Von der Kommission ist bereits ein analytisches Verfahren zur Bestimmung von TDAA in Urin publiziert (Miiller 1982).
In dieser Vorschrift wird getrockneter Urin mit einem Diazomethan-Ether-Gemisch umgesetzt und anschlieflend der
Methylester der TDAA gaschromatographisch getrennt und massenspektrometrisch detektiert. Dabei handelt es sich
um ein aufwandiges Verfahren unter Verwendung von Diazomethan als Derivatisierungsmittel, das aufgrund seiner
Kanzerogenitat substituiert werden sollte. Deshalb wurde ein UPLC-MS/MS-Verfahren mit ahnlichen Zuverléssig-
keitsdaten ohne Verwendung von Diazomethan entwickelt.

3 Grundlage des Verfahrens

Das hier beschriebene Verfahren erlaubt die selektive und sensitive Quantifizierung von TDAA in Urin sowohl im
arbeitsmedizinischen als auch im umweltmedizinischen Bereich. Die Urinproben werden mit 0,033%iger Ameisensiure
verdiinnt und mit deuteriertem internen Standard versetzt. Der Analyt wird flissigkeitschromatographisch von Be-
gleitkomponenten getrennt und anschlieSend mittels Tandem-Massenspektrometrie unter Verwendung der Elektro-
sprayionisierung detektiert. Die quantitative Auswertung erfolgt mittels externer Kalibrierung in hochreinem Wasser.

4 Gerate, Chemikalien und Lésungen

4.1 Gerate

e  UPLC-Anlage (z.B. Waters Acquity UPLC H-Class, Waters GmbH, Eschborn)
e  Tandem-Massenspektrometer (z.B. Waters Xevo TQS, Waters GmbH, Eschborn)

e  Trennsiule: Zorbax SB-C8 RRHD (1,8 pm; 2,1x 150 mm (z.B. Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG,
Waldbronn)

e Analysenwaage (z.B. Sartorius AG, Géttingen)

e  Wasseraufbereitungsanlage (z.B. Merck Milli-Q®, Merck KGaA, Darmstadt)

e  Vortexmischer (z.B. Multi Reax, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach)

e  Verschiedene Pipetten und Multipetten® mit passenden Pipettenspitzen (z.B. Eppendorf AG, Hamburg)
e 10-ml- und 5000-ml-Messkolben (z.B. witeg Labortechnik GmbH, Wertheim)

e 15-ml-Reaktionsgefifle (z. B. Eppendorf AG, Hamburg)

e 1,8-ml-Probenflidschchen (z.B. Agilent Technologies Germany & Co. KG, Waldbronn)

e  Urinbecher (z.B. Uroboxen®, Diagonal GmbH & Co. KG, Miinster)

4.2 Chemikalien
Wenn nicht anders angegeben, sind alle genannten Chemikalien mindestens in p. a.-Qualitét zu verwenden.

e Acetonitril, »99,9 % (z.B. Nr. 10001334, Fluka™, Honeywell Deutschland Holding GmbH, Offenbach)
e Ameisensiure, 98-100 % (z.B. Nr. 05311.3010, Bernd Kraft GmbH, Duisburg)
e  Hochreines Wasser (z.B. Milli-Q® Direct Wasseraufbereitungssystem, Merck KGaA, Darmstadt)

e  22-Thiodiessigsaure, 98 % (z.B. Nr. T30007, Merck KGaA, Darmstadt)
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e  22-Thiodiessig-2,2,2,2-d,-sdure, 99 % (z. B. Nr. D-7812, C/D/N Isotopes Inc., Point-Claire, Kanada)
e  Argon 5.0 (z.B. Linde GmbH, Pullach)

4.3 Losungen

° 0,033 % Ameisensaure
1,67 ml konzentrierte Ameisensaure werden in einen 5000-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird mit
hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefiillt. Die Losung hat einen pH-Wert von 2.9.

4.4 Interner Standard (ISTD)

e ISTD-Stamml6sung (1000 mg/1)
10 mg d,-TDAA werden in einen 10-ml-Messkolben eingewogen und in 5 ml hochreinem Wasser gelost. Der
Messkolben wird anschlieBend mit hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefiillt.

e  ISTD-Dotierlosung (10 mg/I)
100 pl der ISTD-Stammldsung werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert und dieser anschlieffend mit
hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefillt.

Die Stamm- und die Dotierl6sung des internen Standards werden im Kithlschrank bei 4 °C gelagert.

4.5 Kalibrierstandards

e  Stammldsung (1000 mg/I)
10 mg TDAA werden in einen 10-ml-Messkolben eingewogen und in 5 ml hochreinem Wasser gelost. Der
Messkolben wird anschlieBend mit hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefiillt.

e  Verdiinnungslosung I (100 mg/I)
1000 pl der Stammlésung werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird anschlieBend mit
hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefillt.

e  Verdinnungslésung II (10 mg/1)
100 pl der Stammlésung werden in einen 10-ml-Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird anschlieffend mit
hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefiillt.

Die Stamml6sung und die Verdiinnungslésungen werden im Kithlschrank bei 4 °C gelagert.

Die Kalibrierstandards werden durch Dotieren von je etwa 1 ml Wasser mit der Stammlésung bzw. den Verdiinnungs-
l6sungen gemifl dem in Tabelle 3 angegebenen Pipettierschema hergestellt. Die Aufarbeitung der Kalibrierstandards
erfolgt analog zu den Urinproben gemaf3 Abschnitt 5.2.
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Tab.3 Pipettierschema zur Herstellung der Kalibrierstandards fur die Bestimmung von TDAA in Urin

Kalibrierstandard VerdiinnungslésungII Verdiinnungslésungl Stammlésung Wasser Analytkonzentration
[u1] [u1] [u1] [u1] [mg/1]
0 - - - 1000 0,0
1 10 - - 990 0,1
2 20 - - 980 0,2
3 50 - - 950 0,5
4 - 10 - 990 1,0
5 - 20 - 980 2,0
6 - 50 - 950 5,0
7 - - 10 990 10,0
8 - - 20 980 20,0
9 - - 50 950 50,0

5 Probenahme und Probenaufbereitung

5.1 Probenahme

Die Urinproben werden in Urinbechern gesammelt und anschlieffend bis zur Probenaufbereitung bei 4 °C gelagert. Fur
eine ldngere Lagerung (>3 Tage) sollten die Urinproben bei -18 °C eingefroren werden.

5.2 Probenaufbereitung

Die Urinproben werden auf Raumtemperatur gebracht und anschliefend gut durchmischt. In ein 1,8-ml-Probenflasch-

chen werden 890 pl der 0,033%igen Ameisensaure vorgelegt, 100 pl ISTD-Dotierlsung dazugegeben und anschliefend
10 pl der Probe hinzupipettiert. Das Probenflaschchen wird verschlossen, fiir 10 Sekunden auf einem Vortexmischer

geschiittelt und die Probe zur Analyse eingesetzt.

6 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytische Bestimmung erfolgt an einer UPLC-Anlage mit Tandem-Massenspektrometer (UPLC-MS/MS).

6.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Trennséule:
Trennprinzip:
Injektionsvolumen:
Sdulentemperatur:
Flussrate:

Laufmittel:

Laufzeit:

Gradientenprogramm:

Reversed Phase
10 pl
30°C

0,2 ml/min

B: Acetonitril
8 min

siehe Tabelle 4

A: Ameisenséiure (0,033 %; pH=2,9)

Agilent Zorbax SB-C8 RRHD (1,8 pm; 2,1 x 150 mm)
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Tab.4 Gradientenprogramm fir die Bestimmung von TDAA in Urin

Zeit Laufmittel A Laufmittel B
[min] [%] [%]

0,0 95 5

6,0 10 90

7,0 10 90

71 95 5

8,0 95 5

6.2 Massenspektrometrie

Ionisierung: Elektrosprayionisierung (ESI-)
Detektionsmodus: Multiple Reaction Monitoring (MRM)
Capillary: 0,90 kv

Cone: 24V

Quellentemperatur: 150°C

Desolvationstemperatur: 500°C

Cone-Gasfluss: 150 I/h

Desolvationsgasfluss: 1000 I/h

Kollisionsgas: Argon

Kollisionsgasfluss: 0,15 ml/h
Parameterspezifische Einstellungen: siehe Tabelle 5

Die gerétespezifischen Parameter miissen vom Anwender individuell fiir das eingesetzte MS/MS-System ermittelt und
eingestellt werden. Die in diesem Abschnitt genannten geratespezifischen Parameter sind fiir das hier verwendete Sys-
tem (Waters Acquity UPLC H-Class, Waters Xevo-TQS Tandem-Massenspektrometer) bestimmt und optimiert worden.

Fiir TDAA wurden zwei Fragmentioneniiberginge ausgewihlt. Ein Ubergang dient zur Quantifizierung (Quantifier)
und der andere zur Bestatigung (Qualifier). Fiir den ISTD wurde nur ein Masseniibergang verwendet. Die ausgewéhl-
ten Fragmentioneniibergénge sind zusammen mit den Retentionszeiten in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tab.5 Retentionszeiten und MRM-Parameter fir die Bestimmung von TDAA in Urin

Analyt/ISTD Retentionszeit Masseniibergang Status Kollisionsenergie Dwelltime
[min] [m/z] [Vl [s]
TDAA 3,3 149 — 105 Quantifier 12 0,025
3,3 149 — 61 Qualifier 8 0,025
d,-TDAA 3,3 153 — 109 ISTD 8 0,025

7 Analytische Bestimmung

10 pl der verdiinnten Urinproben (siehe Abschnitt 5.2) werden in das UPLC-MS/MS-System injiziert und mittels Re-
versed-Phase-Chromatographie getrennt. Die Identifizierung des Analyten erfolgt anhand der Retentionszeit und der
spezifischen Masseniibergdnge. Die in Tabelle 5 fiir TDAA angegebene Retentionszeit kann nur als Anhaltspunkt
dienen. Der Anwender hat sich selbst von der Trennleistung der von ihm verwendeten Saule und dem daraus resul-
tierenden Retentionsverhalten des Analyten zu iberzeugen. Exemplarische Chromatogramme fir die Bestimmung
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von TDAA sind in Abbildung 2 dargestellt.
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Abb.2 Chromatogramme eines a) Reagenzienleerwerts, eines b) mit 10 mg TDAA/I dotierten Kalibrierstandards, einer c) mit
10 mg TDAA/I dotierten Urinprobe sowie einer d)—f) nativen Urinprobe (0,18 mg TDAA/I)

8 Kalibrierung

Im Rahmen der Methodenentwicklung hat sich gezeigt, dass sich die Steigung der Kalibriergerade in Urin nicht von der
in Wasser unterscheidet (siehe Abbildung 3). Deshalb konnen die Kalibrierstandards in Wasser angesetzt werden, so
dass der in Urinmatrix auftretende TDA A-Hintergrundgehalt bei der Kalibrierung nicht beriicksichtigt werden muss.
Die Kalibrierstandards werden wie unter Abschnitt 4.5 beschrieben hergestellt, analog zu den Urinproben verdiinnt
(siehe Abschnitt 5.2) und analysiert. Die Kalibriergerade wird erstellt, indem das Peakflichenverhiltnis von Analyt
und deuteriertem ISTD gegen die dotierte Konzentration des Analyten aufgetragen wird. Am eingesetzten Analysen-
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gerit ist die Kalibriergerade von der Bestimmungsgrenze bis 50,0 mg/I linear. Abbildung 4 zeigt eine exemplarische

Kalibriergerade.
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Abb.3 Zur Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze von TDAA in Wasser bzw. Urin angesetzte Kalibriergeraden
(MW £ SD; n=3)
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Abb.4 Kalibriergerade fiir die Bestimmung von TDAA in Urin
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9 Berechnung der Analysenergebnisse

Zur Berechnung des Analytgehaltes einer Urinprobe wird der Quotient aus der Peakflache des Analyten und der
Peakflache des ISTDs gebildet. Mithilfe der zur Analysenserie gehérenden Kalibrierfunktion (vgl. Abschnitt 8) kann
aus dem ermittelten Quotienten der Analytgehalt in mg/l Urin berechnet werden. Beim Auftreten eines Reagenzien-
leerwerts muss dieser gegebenenfalls durch Subtraktion beriicksichtigt werden.

Liegt das Messergebnis oberhalb des Kalibrierbereiches, wird die entsprechende Probe mit hochreinem Wasser ver-
diinnt, erneut aufgearbeitet und analysiert.

10 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitatssicherung

Zur Sicherung der Qualitit der Analysenergebnisse wird gemafl den Richtlinien der Bundeséirztekammer und den
Angaben in dem von der Kommission ver6ffentlichten allgemeinen Kapitel verfahren (Bader et al. 2010; Bundesérzte-
kammer 2014).

Zur Qualitatssicherung der einzelnen Analysenserien werden drei Qualitdtskontrollproben mit bekannten Analyt-
konzentrationen parallel zu den Proben aufgearbeitet und analysiert. Fiir TDAA steht derzeit kein kaufliches Kontroll-
material zur Verfiigung, daher muss das Kontrollmaterial selbst hergestellt werden. Hierzu wird Poolurin mit TDAA
zu 0,2 mg/1 (niedrige Qualitatskontrolle), 1,0 mg/I (mittlere Qualitdtskontrolle) bzw. 10,0 mg/1 (hohe Qualitatskontrolle)
dotiert, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -18°C tiefgefroren. Bei jeder Analysenserie werden diese Qualitéts-
kontrollmaterialien aufgearbeitet und mitvermessen. Gleichzeitig wird zu jeder Analysenserie ein Reagenzienleerwert
mitgefiihrt.

Die Sollwerte und die Toleranzbereiche der Qualitatskontrollmaterialien werden im Rahmen einer Vorperiode er-
mittelt (Bader et al. 2010).

11 Beurteilung des Verfahrens

Die Zuverlassigkeit des Verfahrens wurde durch eine umfassende Validierung sowie durch Nachstellung und Priifung
der Methode in einem zweiten, unabhangigen Labor bestatigt.

11.1 Prazision

Prazision in der Serie

Zur Bestimmung der Prézision in der Serie wurde Urin mit drei TDA A-Konzentrationen dotiert und dieses Material
an einem Tag je zehnmal aufgearbeitet und analysiert. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle 6 zusammen-
gefasst.

Tab.6 Préazision in der Serie fur die Bestimmung von TDAA in Urin (n =10)

Analyt Konzentration Standardabweichung (rel.) s, Streubereich u
[mg/1] [%] [%]
0,38 58 13,1
TDAA 1,20 4,2 9,4
10,1 2,6 5,8
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Préazision von Tag zu Tag

Fiir die Bestimmung der Prézision von Tag zu Tag wurde dasselbe Material verwendet, das auch fiir die Bestimmung
der Prazision in der Serie verwendet wurde. Durch Aufarbeitung und Analyse der drei unterschiedlich dotierten Urine
an sechs verschiedenen Tagen wurden die in Tabelle 7 aufgefiithrten Prézisionsdaten ermittelt.

Tab.7 Préazision von Tag zu Tag fiir die Bestimmung von TDAA in Urin (n =6)

Analyt Konzentration Standardabweichung (rel)) s,  Streubereich u
[mg/1] [%] [%]
0,38 2,7 6,6

TDAA 1,20 4,1 10,0
10,1 6,5 15,9

11.2 Richtigkeit

Um die Richtigkeit der Methode zu bestimmen, wurden Poolurinproben mit 0,2 mg TDAA/I, 1,0 mg TDAA/] bzw.
10,0 mg TDA A/1 dotiert, zehnfach aufgearbeitet und analysiert. Zusatzlich wurden die undotierten Urine aufgearbeitet
und die TDAA-Hintergrundgehalte bestimmt. Die Berechnung der relativen Wiederfindungen erfolgte anhand der
ermittelten Gehalte in den dotierten Urinen unter Abzug eventueller TDAA-Hintergrundgehalte in den undotierten
Urinproben. Die so erhaltenen relativen Wiederfindungen sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tab.8 Relative Wiederfindung fir die Bestimmung von TDAA in Urin (n =10)

Analyt Dotierte Konzentration Mittlere rel. Wiederfindung r [%]
[mg/1] MW +SD Bereich
0,2 96,0 £10,9 78,0-113
TDAA 1,0 101,5 £5,1 90,6-108
10,0 99,2+2,6 96,3-104

11.3 Matrixeffekte

Zur Uberpriifung von Matrixeffekten wurden zehn Individualurine (Kreatininwerte im Bereich von 0,17-2,61 g/1)
sowohl undotiert als auch nach Dotierung mit 0,5 mg bzw. 5,0 mg TDAA/I aufgearbeitet und analysiert. Es ergab
sich eine mittlere relative Wiederfindung von 94 +8 % (80-106 %) fiir die niedrige und 97 +3 % (92-101%) fiir die hohe
Konzentration.

11.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze erfolgte nach DIN 32645 (DIN 2008). Hierzu wurde eine dqui-
distante 10-Punkt-Kalibrierung in Poolurin erstellt (Konzentrationsbereich von 0,05-0,5 mg TDAA/I), zusammen mit
einem Leerwert aufgearbeitet und analysiert (siehe Abbildung 3). Tabelle 9 zeigt die ermittelte Nachweis- und Be-
stimmungsgrenze fiir die Bestimmung von TDAA in Urin.

Tab.9 Nachweis- und Bestimmungsgrenze fur die Bestimmung von TDAA in Urin

Analyt Matrix Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
[mg/1] [mg/1]
TDAA Urin 0,03 0,09
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11.5 Storeinfliisse

Die bisherigen Erfahrungen mit dem hier beschriebenen Verfahren zur Bestimmung von TDAA zeigen kein erh6htes
Risiko fiir externe Kontamination. Es ist allerdings sinnvoll, in jeder Analysenserie einen Reagenzienleerwert mit-
zufithren, um gegebenenfalls aufarbeitungsbedingte Kontaminationen oder Verunreinigungen der Reagenzien zu
erkennen. Im Zuge der Methodenentwicklung war die Verwendung des deuterierten internen Standards erforderlich,
da es ohne ISTD insbesondere bei hohen TDA A-Konzentrationen zu falsch niedrigen Messwerten kam. Im Rahmen der
Methodenpriifung, bei der anstelle der Agilent Zorbax SB-C8 RRHD-S4ule eine Acquity UPLC BEH C8-Saule (1,7 pm;
2,1x150 mm) (Waters GmbH, Eschborn) verwendet wurde, wurde dies nicht beobachtet, so dass je nach verwendeter
Saule gegebenenfalls auf den deuterierten ISTD verzichtet werden kann.

12 Diskussion der Methode

Die hier dargestellte UPLC-MS/MS-Methode erlaubt die Bestimmung von TDAA in Urin. Die Methode ist schnell, se-
lektiv und weist eine gute Richtigkeit und Linearitit auf. Die Bestimmungsgrenze ist ausreichend, um die TDAA-Hin-
tergrundgehalte in den meisten Urinproben zu quantifizieren. Bei einer Vermessung von 50 Urinproben der beruflich
nicht belasteten Allgemeinbevolkerung lagen nur etwa 12 % der TDA A-Messwerte unterhalb der Bestimmungsgrenze.

Vergleicht man die Validierungsdaten dieser Methode mit denen der bereits von der Kommission publizierten Methode
mit Diazomethan-Derivatisierung, so sind die Validierungsdaten der hier vorgestellten UPLC-MS/MS-Methode dhn-
lich oder besser.

Verwendete Messgerite Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-System (Waters Acquity UPLC H-Class, Waters
GmbH, Eschborn) mit Tandem-Massenspektrometer (Waters Xevo TQS, Waters GmbH, Eschborn).

Anmerkungen

Interessenkonflikte

Die in der Kommission etablierten Regelungen und Mafinahmen zur Vermeidung von Interessenkonflikten (www.
dfg.de/mak/interessenkonflikte) stellen sicher, dass die Inhalte und Schlussfolgerungen der Publikation ausschlief3lich
wissenschaftliche Aspekte beriicksichtigen.
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