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Zusammenfassung

Das hier vorgestellte Analyseverfahren erlaubt die sichere Quantifizierung von
S-(3-Hydroxypropyl)mercaptursdure (HPMA), einem Hauptmetaboliten des Acro-
leins, im Urin sowohl von beruflich belasteten Personen als auch von Personen der
Allgemeinbevolkerung.

Nach Anséduern des Urins wird die HPMA durch Festphasenextraktion von storen-
den Matrixkomponenten abgetrennt. Ein Aliquot des Extraktes wird einer hochleis-
tungsfliissigkeitschromatographischen Trennung unterzogen und tandem-massen-
spektrometrisch nach chemischer Ionisation bei Atmosphérendruck (APCI) analy-
siert.

Die Kalibrierung erfolgt anhand von Vergleichsldsungen, die in Nichtraucher-Pool-
urin angesetzt werden. Quantifiziert wird mittels Isotopenverdiinnungsanalyse un-
ter Verwendung von dreifach deuteriertem HPMA als internem Standard.

S-(3-Hydroxypropyl)mercaptursaure (HPMA)

Prézision in der Serie: Standardabweichung (rel) s,,= 0,8 bzw. 5,7 bzw. 4,9%
Streubereich u =1,8bzw. 12,9 bzw. 11,1%
bei einer Konzentration von 594 bzw. 1632 bzw. 2807 ng
HPMA pro Liter Urin und jeweils n = 10 Bestimmungen

Analytische Methoden Band 2
Senatskommission zur Prifung gesundheitsschadlicher Arbeitsstoffe
der Deutschen Forschungsgemeinschaft — Arbeitsgruppe ,Analytische Chemie*

19. Lieferung, 2010



S-(3-Hydroxypropyl)mercaptursaure Analytische Methoden
Bd. 2, Seite D 2 Analysen in biol. Material

Prizision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel) s,, = 5,9 bzw. 5,7 bzw. 4,3%
Streubereich u=13,3bzw. 12,1 bzw. 9,7%
bei einer Konzentration von 594 bzw. 1633 bzw. 2814 ug
HPMA pro Liter Urin und n =10 bzw. 16 bzw. 10 Be-
stimmungen

Richtigkeit: Wiederfindungsrate (rel) »=97,8 bzw. 94,8 bzw. 95,6%
bei einer Dotierung von 88 bzw. 166 bzw. 333 ug HPMA
pro Liter Urin (nativ 142 pg/L) und jeweils n =10 Be-
stimmungen

Bestimmungsgrenze: 20,4 ng HPMA pro Liter Urin

Acrolein

O

S

Acrolein ist ein a,B-ungeséttigter Aldehyd, der sich durch eine hohe Reaktivitit ge-
geniiber nukleophilen Zentren auszeichnet. Acrolein wird zur Herstellung von
Acrylsdure, Acrylaten, Methionin, Allylalkohol und Glycerin verwendet. Acrolein
kommt in Kraftfahrzeugabgasen (0,05-27,7 mg/m?), Zigarettenrauch (Hauptstrom-
rauch: 10-140 pg/Zigarette; Nebenstromrauch: 480-1500 pg/Zigarette) und eini-
gen Lebensmitteln (Apfel, Weintrauben, Himbeeren: 10-50 pg/kg; Gemiise: bis zu
60 ng/kg; Kase: 290-1300 pg/kg; Rotwein: bis zu 3,8 mg/L) vor und entsteht beim
Erhitzen von pflanzlichem und tierischem Fett [1]. In der AuBBenluft in ldndlichen
Gebieten betrigt die Acrolein-Konzentration 1-5 pug/m?, im stidtischen Bereich 5—
20 pg/m*. In Rdumen ohne Tabakrauchbelastung liegt die Acrolein-Konzentration
unter 10 pg/m?, mit Tabakrauchbelastung bei 5-50 pg/m?® [1, 2]. Acrolein ist ein
Nebenprodukt der physiologischen Lipidperoxidation, so dass der menschliche Or-
ganismus auch ohne externe Acrolein-Exposition endogen mit diesem reaktiven
Stoff belastet ist [3, 4].

Ein Metabolismusschema fiir Acrolein ist in Abbildung 1 gezeigt. Der Hauptabbau-
weg des Acroleins erfolgt tiber die Konjugation mit Glutathion (GSH). Diese Reak-
tion kann spontan oder enzymatisch katalysiert erfolgen. Fiir die enzymatisch kata-
lysierte Konjugation ist beim Menschen hauptsichlich die Glutathion-S-Transfera-
se (GST) P1 verantwortlich [5]. Im weiteren Verlauf des Stoffwechels kann es zur
Bildung der reduzierten Mercaptursidure (S-(3-Hydroxypropyl)mercaptursiure,
HPMA) oder der oxidierten Mercaptursdure (S-(2-Carboxyethyl)mercapturséure,
CEMA) kommen. Beim Menschen und diversen Nagern wurde von einer liberwie-
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Abb. 1. Metabolismus von Acrolein nach [7, 13] (GST: Glutathion-S-Transferase; GSH: Gluta-
thion; ALDH: Aldehyddehydrogenase).

genden Entstehung von HPMA berichtet [5—10]. Neben Acrolein konnen auch an-
dere Allylverbindungen als Vorldufer fiir HPMA fungieren [6]. Des Weiteren ent-
steht auch im Metabolismus des Zytostatikums Cyclophosphamid Acrolein, das
wiederum zur Bildung von HPMA fiihrt [11, 12]. Es wird geschitzt, dass zwischen
20 und 80% einer absorbierten Acroleindosis iiber den Urin als HPMA ausgeschie-
den werden [6, 7].

Aufgrund seiner Reaktivitit bildet Acrolein auch DNA-Addukte (1,N*-Propano-
deoxyguanosin-Addukte) [15-19]. Die International Agency for the Research on
Cancer (IARC) hat Acrolein in Gruppe 3 und somit als ,,nicht klassifizierbar hin-
sichtlich der Kanzerogenitét gegeniiber dem Menschen® eingestuft [1]. Die Senats-
kommission zur Priifung gesundheitsschidlicher Arbeitsstoffe der Deutschen For-
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schungsgemeinschaft hat Acrolein in Krebskategorie 3B eingestuft, wonach Hin-
weise auf mogliche krebserzeugene Wirkung beim Menschen bestehen, eine end-
giiltige Bewertung aufgrund unzureichender Informationen jedoch derzeit nicht
moglich ist [20]. Eine ausfiihrliche Abhandlung der toxikologischen Aspekte des
Acroleins ist in der Begriindung zum MAK-Wert nachzulesen [21, 22].

Bisher sind keine Untersuchungen zur HPMA-Ausscheidung im Urin von am Ar-
beitsplatz mit Acrolein exponierten Personen bekannt. Aufgrund der endogenen
Entstehung von Acrolein wihrend der Lipidperoxidation und dessen ubiquitiren
Vorkommens in der Luft, in Zigarettenrauch und in einigen Nahrungsmitteln wird
HPMA allerdings auch ohne arbeitsbedingte Exposition von der Allgemeinbevol-
kerung in nennenswerten Mengen ausgeschieden. Bei Untersuchungen der HPMA-
Ausscheidung in Abhdngigkeit zur Tabakrauchexposition zeigte sich, dass Raucher
ca. 3—4 mal hohere Mengen an HPMA im Urin ausscheiden als Nichtraucher [9,
23-25]. Die Ergebnisse einer Untersuchung zur HPMA-Exkretion an ca. 300 nicht
beruflich mit Acrolein belasteten Personen sind in Tabelle 1, aufgeteilt nach Rauch-
verhalten, dargestellt [24].

Tab. 1. Ausscheidung von S-(3-Hydroxypropyl)mercaptursdure (HPMA) bei nicht beruflich be-
lasteten Personen, aufgeteilt nach Rauchverhalten [24].

HPMA-Ausscheidung [ng/24 h]

Nichtraucher Raucher
N 100 194
Mittelwert = SD 337 +383 1297 £ 1164
Bereich 18-2169 81-7895

Autoren: G. Scherer, M. Urban
Prifer: 7T Goen
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1 Grundlage des Verfahrens

Nach Ansduern des Urins wird die S-(3-Hydroxypropyl)mercaptursdure (HPMA)
durch Festphasenextraktion von stérenden Matrixkomponenten abgetrennt. Ein
Aliquot des Extraktes wird einer hochleistungsfliissigkeitschromatographischen
Trennung unterzogen und tandem-massenspektrometrisch nach chemischer Ionisa-
tion bei Atmosphérendruck (APCI) analysiert.

Die Kalibrierung erfolgt anhand von Vergleichsldsungen, die in Nichtraucher-Pool-
urin angesetzt werden. Quantifiziert wird mittels Isotopenverdiinnungsanalyse un-
ter Verwendung von dreifach deuteriertem HPMA als internem Standard.

2 Gerate, Chemikalien und Losungen

2.1 Gerate

LC/MS/MS-System bestehend aus einer isokratischen Pumpe, einem Saulenofen
mit Schaltventil, einem automatischen Fliissigprobengeber mit Thermostatisie-
rung, einem tandem-massenspektrometrischen Detektor mit Moglichkeit der che-
mischen Ionisation bei Atmosphdrendruck (APCI) und einem PC-System zur Da-
tenauswertung.

Analytische HPLC-Séule:

Synergi MAX RP 80; Linge: 150 mm; innerer Durchmesser: 4,6 mm; Teilchen-
durchmesser: 4 um (z. B. Phenomenex Nr. 00F-4337-E0)

Vorséule: C12, 4 x 3 mm (z. B. Phenomenex Nr. AJ0-6074)

10-, 100-, 500- und 1000-mL-Messkolben
250-mL-Bechergléser

100-, 250-mL-Messzylinder

50-mL-Messpipette und 10-mL-Vollpipette (z.B. Brand)
Pasteurpipetten aus Glas (z. B. VWR)

pH-Meter (z.B. Lab 850, Schott Instruments)



Analytische Methoden S-(3-Hydroxypropyl)mercaptursaure
Analysen in biol. Material Bd. 2, Seite 3

Vakuum-Filtrationsgerit, bestehend aus Glasfilterhalter mit Fritte, Glasaufsatz,
Aluminiumklemme und Erlenmeyer-Kolben (1000 mL) (z. B. Millipore)

Membranfilter GS 0,22 um Filter (z. B. Millipore)
25-mL-Braunglasflaschchen (z. B. Schott-Duran)

Variabel einstellbare Pipetten 10—-100 pL, 100—-1000 pL und 10005000 pL mit
entsprechenden Pipettenaufsétzen (z. B. Eppendorf)

Handdispenser mit entsprechenden Aufsitzen fiir 100, 200, 500 und 1000 pL (z.B.
Multipette von Eppendorf)

4-mL-Gewindeflaschchen mit Schraubverschluss (z. B. Klaus Ziemer GmbH)

Kunststoffflaschen zum Sammeln von Urin, z. B. aus HD-Polyethylen oder Polypro-
pylen (z.B. Sarstedt)

Filterpapier (z. B. Schleicher & Schuell)

10-mL-Polypropylenréhrchen (z. B. Sarstedt)

Laborzentrifuge (z. B. Rotanta 460R, Hettich)

Festphasenextraktionsstation mit Trockenaufsatz (z. B. VacMaster 20, Biotage)

Isolute PTFE-Kaniilen mit Absperrhahn fiir Festphasenextraktionsstation (z.B.
Biotage, Nr. 121-0001)

Isolute ENV+-Festphasenextraktionskartuschen, 50 mg, 1 mL (z.B. Biotage, Nr.
915-0005-A)

Wasserstrahlpumpe
Vakuumzentrifuge (z. B. Speedvac Concentrator, Jouan)
Vortexer (z.B. VX-2500, VWR)

1,2-mL-Vials aus Braunglas mit Gewinde, mit Schraubdeckel (z.B. Klaus Ziemer
GmbH)

2.2 Chemikalien

Deionisiertes Wasser (z. B. Seradest Reinstwasseranlage)
Salzsdure 32%, p.a. (z. B. Roth, Rotipuran®, Nr. P074.1)
Methanol, fiir die HPLC (z. B. Promochem, Optigrade®, Nr. 3041)
Ameisensdure, 98—100%, p.a. (z. B. Merck, Nr. 1.00264.1000)
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Ammoniumacetat, p.a. (z. B. Merck Nr. 1.01116.0500)

N-[Ds]-Acetyl-S-(3-hydroxypropyl)cystein, Dicyclohexylammoniumsalz (Toronto
Research Chemicals, Nr. A179077)

N-Acetyl-S-(3-hydroxypropyl)cystein, Dicyclohexylammoniumsalz (Toronto Re-
search Chemicals, Nr. A179075)

Reinigungsmittel (z. B. Beliclean PL1, Belimed)
Stickstoft 5.0 (z. B. Linde)

2.3 Lésungen

1 M Salzsiure:

In einen 1000-mL-Messkolben werden ca. 500 mL deionisiertes Wasser vorgelegt.
Mit einer 50-mL-Messpipette werden insgesamt 82 mL 32%ige Salzsidure dazupi-
pettiert. Anschliefend wird der Kolben mit deionisiertem Wasser bis zur Marke
aufgefiillt. Die Losung wird bei +4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt und ist 6 Monate
verwendbar.

verdiinnte Salzsdure (pH 2,5):

In einem 250-mL-Messzylinder werden 200 mL deionisiertes Wasser abgemessen
und in ein 250-mL-Becherglas gegeben. Unter stindiger pH-Kontrolle mit einem
pH-Meter wird mit einer Pasteur-Pipette tropfenweise 1 M Salzsdure zupipettiert,
bis ein pH-Wert von 2,5 erreicht ist. Die Losung wird bei Raumtemperatur gelagert.
Die Verwendbarkeit betrigt eine Woche.

2%i1ge Ameisensdure in Methanol:

In einem 500-mL-Messkolben werden etwa 250 mL Methanol vorgelegt. Mit einer
10-mL-Vollpipette werden 10 mL Ameisensdure hinzupipettiert. Der Kolben wird
mit Methanol bis zur Marke aufgefiillt. Die Losung wird bei +4 °C im Kiihlschrank
gelagert. Die Verwendbarkeit betrigt eine Woche.

HPLC-Eluent: 10 mM Ammoniumacetatpufter (pH 6,8)

In einem 1000-mL-Messkolben werden 770,8 mg Ammoniumacetat eingewogen.
Der Kolben wird bis zur Marke mit deionisiertem Wasser aufgefiillt. Die Losung
wird an einem Vakuum-Filtrationsgerit iiber einen 0,22-um-Membranfilter gerei-
nigt. Der Puffer wird bei +4 °C im Kiihlschrank gelagert. Die Verwendbarkeit be-
tragt eine Woche.
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10 mM Ammoniumacetatpuffer/Methanol, 80:20 (v/v):

Mit einem 100-mL-Messzylinder werden nacheinander 80 mL 10 mM Ammo-
niumacetatpuffer (pH 6,8) und 20 mL Methanol abgemessen und in einen 100-mL-
Messkolben gegeben. Die Losung wird bei +4°C im Kiihlschrank gelagert. Die
Verwendbarkeit betragt eine Woche.

2.4 Vergleichsstandards
2.4.1 Interner Standard (IS)

IS-Stammlésung (1 g/L):

18,11 mg N-[D;]-Acetyl-S-(3-hydroxypropyl)cystein, Dicyclohexylammonium-
salz (entsprechend 10 mg D;-HPMA) werden in einen 10-mL-Messkolben einge-
wogen. Der Kolben wird mit deionisiertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die
Losung wird in ein 25-mL-Braunglasflaschchen iiberfiihrt und bei —20 °C gelagert.

IS-Arbeitslosung (10 mg/L):

1 mL der IS-Stammldsung wird in einen 100-mL-Messkolben pipettiert. Der Kol-
ben wird mit deionisiertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die Losung wird in
25-mL-Braunglasflaschen aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

Die Stamm- und die Arbeitslosung des internen Standards sind bei einer Lagertem-
peratur von —20 °C mindestens 6 Monate haltbar.

2.4.2 Vergleichsstandards

HPMA-Stamml6sung (1 g/L):

18,22 mg  N-Acetyl-S-(3-hydroxypropyl)cystein, Dicyclohexylammoniumsalz
(entsprechend 10 mg HPMA) werden in einen 10-mL-Messkolben eingewogen.
Der Kolben wird mit deionisiertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die Losung
wird in ein 25-mL-Braunglasfldschchen tiberfiihrt und bei —20 °C gelagert.

HPMA-Arbeitslosung A (10 mg/L):

I mL der HPMA-Stammldsung wird in einen 100-mL-Messkolben pipettiert. Der
Kolben wird mit deionisiertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die Losung wird
in 25-mL-Braunglasfliaschen aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

HPMA-Arbeitslosung B (5 mg/L):

500 uL der HPMA-Stammldsung werden in einen 100-mL-Messkolben pipettiert.
Der Kolben wird mit deionisiertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die Losung
wird in 25-mL-Braunglasfldschen aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

19. Lieferung, 2010



S-(3-Hydroxypropyl)mercaptursaure Analytische Methoden
Bd. 2, Seite 6 Analysen in biol. Material

HPMA Arbeitslosung C (1 mg/L):

1 mL der HPMA-Arbeitslosung A wird in einen 10-mL-Messkolben pipettiert. Der
Kolben wird mit deionisiertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die Losung wird
in ein 25-mL-Braunglasflaschchen tiberfiihrt und bei —20 °C gelagert.

Die HPMA-Stammldsung und die HPMA-Arbeitslosungen sind bei einer Lager-
temperatur von —20 °C mindestens 6 Monate haltbar.

Die Vergleichsstandardlosungen werden jeweils frisch in Urin angesetzt. Hierflir
wird gepoolter Urin von Nichtrauchern zentrifugiert und der abgenommene Uber-
stand mit 1 M Salzsdure mittels eines pH-Meters auf pH 2,5 eingestellt. In 4-mL-
Gewindefldschchen werden die HPMA-Arbeitslosungen A, B und C gemafl dem in
Tabelle 2 dokumentierten Pipettierschema mit Poolurin verdiinnt. Die Vergleichs-
standardldsungen und der undotierte Poolurin werden analog den Urinproben ge-
mal den Abschnitten 3, 4 und 5 aufgearbeitet und analysiert.

Tab. 2. Pipettierschema zur Herstellung der Kalibrierstandards fiir die Bestimmung von HPMA
in Urin.

Volumen der Nichtraucher- Endvolumen dotierte
Arbeitslosungen Poolurin Konzentration

AlpL] B [uL] C[nL] [pL] [nL] [ng/L]
— - - 1000 1000 0
- - 25 975 1000 25
- - 50 950 1000 50
- - 75 925 1000 75
- 20 - 980 1000 100
- 50 - 950 1000 250
- 100 - 900 1000 500

75 - - 925 1000 750
100 - - 900 1000 1000
250 - - 750 1000 2500

500 - - 500 1000 5000
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3 Probenahme und Probenvorbereitung

Die zum Sammeln der Urinproben vorgesehenen Kunststoff-Flaschen (beachte Ab-
schnitt 9.4) werden mit einem Reinigungsmittel (z. B. Beliclean PL1, Belimed) ge-
spiilt, mit deionisiertem Wasser griindlich nachgewaschen und getrocknet. Der ge-
sammelte Urin wird gut durchmischt und ein Aliquot von 5 mL in ein 10-mL-Poly-
propylenrdhrchen iiberfiihrt. Bis zur Analyse wird der Urin bei —20 °C tiefgefroren.
Die Verwendbarkeit betrdgt mindestens 48 Monate.

3.1 Probenaufbereitung

Liegen tiefgefrorene Urinproben vor, werden diese bei Raumtemperatur aufgetaut.
Die Roéhrchen mit den zu analysierenden Urinen werden mit einem Vortexer ge-
schiittelt und anschlieBend zentrifugiert (10°C, 3000 g, 10 min). 2-3 mL des Uber-
standes werden vorsichtig abgehoben und in ein 4-mL-Gewindefldschchen iiber-
fiihrt. Mit einer 100-puL-Pipette wird 1 M Salzsdure tropfenweise zupipettiert, bis
der pH-Wert der Probe auf 2,5 eingestellt ist (Kontrolle mit pH-Meter). 1 mL der
Probe wird in ein 4-mL-Gewindefldschchen pipettiert, in dem 100 pL IS-Arbeits-
16sung vorgelegt sind.

Auf einer Festphasenextraktionsstation werden Isolute-ENV+-Kartuschen zweimal
mit 1 mL Methanol und anschlieend zweimal mit 1 mL verdiinnter Salzsidure (pH
2,5) konditioniert. Die Proben werden mit Pasteur-Pipetten auf die Kartuschen auf-
getragen. Danach werden die Kartuschen unter Atmosphdrendruck einmal mit
1 mL und einmal mit 500 pL verdiinnter Salzsdure (pH 2,5) gewaschen und an-
schlieBend trockengesaugt (z.B. Wasserstrahlpumpe, ca. 750 mbar, 3 min). Die
Kartuschen werden unter Verwendung eines Trockenaufsatzes mit Stickstoff 5.0
trocken geblasen. Wenn die wiésserige Phase von den Kartuschen augenscheinlich
vollstindig geblasen ist, wird der Trockenvorgang noch 2 min fortgesetzt. Die Elu-
tion erfolgt mit 2%iger Ameisensdurelosung in Methanol in ein 4-mL-Gewinde-
flischchen. Hierzu wird 1 mL Ameisensdureldosung aufgetragen und nach 2 min
Einwirkzeit mit leicht reduziertem Druck (ca. 920 mbar) durchgesaugt, so dass eine
tropfenweise Elution zu beobachten ist. Fiir eine vollstindige Elution wird mit
200 uL Ameisensdureldsung ohne Wartezeit nacheluiert. AnschlieBend werden die
Kartuschen (bei ca. 850 mbar) fiir 2 min vollstindig trockengesaugt.

Das Eluat wird in einer Vakuumzentrifuge bis zur Trockene eingeengt und in 1 mL
10 mM Ammoniumacetat/Methanol (80:20) aufgenommen. Das 4-mL-Gewinde-
flischchen wird mittels eines Vortexers kurz geschiittelt. Nach Uberfiihrung der Lo-
sung in ein 1,2-mL-Braunglasvial erfolgt die analytische Bestimmung mittels LC/
MS/MS. Werden die aufgearbeiteten Proben nicht sofort vermessen, so konnen die-
se bei —20 °C fiir 6 Monate stabil gelagert werden.
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4 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytischen Messungen erfolgen an einer Gerdtekombination bestehend aus
einer isokratischen HPLC-Pumpe und einem LC/MS/MS-System mit der Moglich-
keit der chemischen Ionisation bei Atmosphérendruck (APCI) im Multiple Reac-
tion Monitoring (MRM)-Modus.

4.1 Hochleistungsflissigkeitschromatographische
Arbeitsbedingungen

Trennsdule: Material: Stahl
Lénge: 150 mm
innerer Durchmesser: 4,6 mm
Saulenfiillung: Phenomenex Synergi
MAXRP 80,4 um
Trennprinzip: Reversed phase
Sdulentemperatur: 50°C, isotherm

Autosampler-Temperatur: 10°C
Mobile Phasen: Eluent A: 10 mM Ammoniumacetatpuffer, aq.
Eluent B: Methanol

Flussrate: 0,8 mL/min

Forderung: isokratisch, Eluentenmischung: 50% A, 50% B!
Laufzeit: 3,2 min

Injektionsvolumen: 10 uL

Detektion: Tandem-Massenspektrometrischer Detektor

4.2 Massenspektrometrische Arbeitsbedingungen

Einstellungen der lonenquelle:

Ionisationsmodus: APCI, positiv
Temperatur: 495°C

Collision-Activated Dissociation: 3V
(CAD)

' Ein Vormischen des Laufmittels ist ebenfalls moglich.
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Discharge Needle Current (NC): 2 pA

Gas 1 (Nebulizer gas): Stickstoft, 60 psi
Gas 2 (Auxiliary gas): Stickstoff, 15 psi
Curtain Gas: Stickstoff, 50 psi

Einstellungen des Analysers:

Kollisionsgas: Stickstoff
Scan Time: 300 ms
Analytspezifische Parameter: siche Tabelle 3

Tab. 3. Analytenspezifische MRM-Parameter.

Para- Mutterion Tochterion DP FP EP CEP CXp CE
meter [m/z] [m/z] [V] [V] V] [V] V] [V]
D;-HPMA 225 133 36 350 -7,5 12 4 31
HPMA 222 117 36 350 -7,5 12 4 31

222 91 36 350 -7,5 12 4 31

DP = declustering potential; FP = focussing potential; EP = entrance potential; CEP = Colli-
sion Cell Entrance Potential; CXP = Collision Cell Exit Potential; CE = collision energy

Sédmtliche lonenquellen- und MRM-Parameter sind gerdtespezifisch und miissen
vom Anwender iiber die entsprechenden Kalibrierroutinen des verwendeten MS/
MS-Systems individuell eingestellt und optimiert werden.

5 Analytische Bestimmung

Zur quantitativen Bestimmung der HPMA werden 10 uL der nach Abschnitt 3.1 er-
haltenen Probelosung in das LC/MS/MS-System injiziert. Bei jeder Analysenserie
werden Qualitdtskontrollproben mitanalysiert (siche Abschnitt 8). Dabei ist min-
destens jede 20. Probe einer Probenserie eine Kontrolle.

Liegen die Messwerte oberhalb des Bereichs der Kalibriergeraden (5000 pg/L; si-
ehe Abschnitt 6), werden die Urinproben mit deionisiertem Wasser entsprechend
verdiinnt, erneut aufgearbeitet und vermessen.

Es werden die zeitlichen Verldufe der in Tabelle 4 aufgefiihrten loneniibergéinge im
MRM-Modus des Tandem-Massenspektrometers (APCI-positiv-Modus) aufge-
zeichnet.
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Tab. 4. Retentionszeiten und detektierte loneniibergénge.

Parameter Retentionszeit Ioneniiberginge
[min] (MS/MS, APCI-positiv)
Q1 [m/z] Q 3 [m/z]
D;-HPMA 1.8 225 133
HPMA 1,8 222 117*
91

Die mit * gekennzeichnete Masse wird zur quantitativen Auswertung herangezogen.

Die angegebenen Retentionszeiten konnen nur als Anhaltspunkt dienen. Der An-
wender hat sich selbst von der Trennleistung der verwendeten Trennsdule und des
daraus resultierenden Retentionsverhaltens der Substanzen zu liberzeugen. Die Ab-
bildungen 2 und 3 zeigen beispielhaft Chromatogramme von Urinproben eines
Rauchers und eines Nicht-Rauchers.

6 Kalibrierung

Die gemilB3 Abschnitt 2.4.2 hergestellten Vergleichsstandardlosungen werden wie
die Urinproben gemall Abschnitt 3.1 aufbereitet und entsprechend den Abschnitten
4 und 5 flissigkeitschromatographisch/massenspektrometrisch analysiert. Die Ka-
libriergerade wird durch lineare Regression der Flichenverhéltnisse von HPMA zu
D;-HPMA gegen die Konzentrationen des HPMA erstellt, wobei das Flachenver-
héltnis des undotierten Kalibrators jeweils abgezogen wird. Die Kalibrierkurve ist
zwischen der Nachweisgrenze und 5000 pg/L linear.

Nach den Erfahrungen der Autoren ist es nicht notwendig, bei jeder Analysenserie
eine neue Kalibrierkurve aufzunehmen. Eine erneute Kalibrierung muss jedoch
spétestens dann durchfiihrt werden, wenn die Ergebnisse der Kontrollproben (sieche
Abschnitt 8) auf eine Systemverdnderung hinweisen.

7 Berechnung der Analysenergebnisse

Die in der Urinprobe ermittelte Peakflaiche von HPMA wird durch die Peakfliche
des internen Standards D;-HPMA dividiert. Mit dem so erhaltenen Quotienten er-
mittelt man iiber die gemél Abschnitt 6 erstellte Kalibrierkurve die dazugehdrige
Konzentration von HPMA in pg pro Liter Urin.
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8 Standardisierung der Messergebnisse und
Qualitatssicherung

Zur Sicherung der Qualitit der Analysenergebnisse wird geméf den Richtlinien der
Bundesérztekammer [27] und den speziellen Vorbemerkungen dieses Werkes ver-
fahren.

Zur Prazisionskontrolle werden bei jeder Analysenserie mindestens eine, idealer-
weise jedoch drei Harnkontrollproben mit geringer (bis 3-fache Bestimmungsgren-
ze), mittlerer und hoher Konzentration mit untersucht. Dabei sind mindestens 5%
einer Analysenserie Kontrollproben, d. h. mindestens jede 20. Probe ist eine Kont-
rolle.

Da kéufliches Kontrollmaterial nicht zur Verfligung steht, werden die Kontrollurine
aus Nichtraucher- und Raucher-Poolurin selbst hergestellt. Die einzustellenden
HPMA-Konzentrationen der Kontrollurine sollten sich nach dem zu erwartenden
Konzentrationsbereich richten. Gegebenenfalls ist eine zusitzliche Dotierung mog-
lich.

Die Sollwerte des Qualitdtskontrollmaterials werden im Rahmen einer Vorperiode
(z.B. an 15 Tagen je eine Analyse des Kontrollmaterials) ermittelt [26—28]. Ab-
weichungen von bis zu 15% (20% an der Bestimmungsgrenze) des Sollwerts der
Kontrollproben werden akzeptiert. Alternativ zu dieser festgelegten Toleranzspan-
ne kann der Toleranzbereich des Sollwertes auch im Rahmen der Vorperiode be-
stimmt werden [26-28]. Bei groeren Abweichungen muss die Serie wiederholt
werden, gegebenenfalls mit einer neuen Kalibrierung. Liegen Systemstérungen
vor, ist eine Ursachenanalyse durchzufiihren und es sind entsprechende Mafinah-
men zu ergreifen. Stichprobenartig wird auch das Quantifier/Qualifier-Peakfla-
chenverhiltnis ausgewertet, fiir das eine Toleranz von +25% akzeptiert wird.

9 Beurteilung des Verfahrens

9.1 Prazision

Die Prézision in der Serie (n = 10) und die Prizision von Tag zu Tag (n = 10 bzw.
16) wurden jeweils in einem Urin eines Nichtrauchers, eines Passivrauchers und ei-
nes Rauchers bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusammengestellt.
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Tab. 5. Prézision in der Serie und von Tag zu Tag fiir die Bestimmung von HPMA in Urin.

Prazision n Mittlere Standardabwei- Streubereich u
Konzentration chung (rel) s,
[ng/L] [%] [%]
Nichtraucher
in Serie 10 594 0,8 1,8
von Tag zu Tag 10 594 5,9 13,3
Passivraucher
in Serie 10 1632 5,7 12,9
von Tag zu Tag 16 1633 5,7 12,1
Raucher
in Serie 10 2807 4.9 11,1
von Tag zu Tag 10 2814 4,3 9,7

9.2 Richtigkeit

Zur Bestimmung der Richtigkeit der Methode wurden Wiederfindungsversuche in
Nichtraucher-Poolurin durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 10 Poolproben mit 88,
166 und 333 ug HPMA pro Liter dotiert. Die HPMA-Konzentration im undotierten
Poolurin betrug 142 pg/L. Die ermittelten relativen Wiederfindungsraten sind in
Tabelle 6 dargestellt.

Tab. 6. Relative Wiederfindungsraten von HPMA in Poolurin nach Dotierung mit drei Konzen-
trationen.

Native Konzen- Dotierung n mittlere rel. Bereich
tration Wiederfindung

[ng/L] [ng/L] [%o] [Yo]
142 88 10 97,8 92-106
142 166 10 94,8 91-102

142 333 10 95,6 95-105
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9.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze fiir HPMA wurden durch jeweils 10-fache
Bestimmung des Signal/Rausch-Verhiltnisses in Nichtraucher-Poolurin und in
Wasser unter Zugrundelegung folgender Beziehungen ermittelt:

Nachweisgrenze =3 * Oblinds
Bestimmungsgrenze = 10 * Gyjing,

wobei Gyiing die Standardabweichung des mittleren Blindwertes im Bereich der Re-
tentionszeit von HPMA darstellt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tab. 7. Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze fiir HPMA in Urin und Wasser.

Matrix Nachweisgrenze [png/L] Bestimmungsgrenze [png/L]
Urin 6,2 20,4
Wasser 3,8 12,6

9.4 Storeinfliisse

Bei der Verwendung von Gefa3en aus bestimmten Kunststoffen wie z. B. nicht-HD-
Polyethylen (HD: high density) und Polystyrol kann es zu deutlichen Verlusten von
HPMA kommen, was vermutlich auf Wandadsorptionseffekte zuriickzufiihren ist.
Unproblematisch sind dagegen Behilter aus HD-Polyethylen, Polypropylen und
Glas.

10 Diskussion der Methode

Die vorliegende Methode gestattet die schnelle, hoch selektive und sensitive Quan-
tifizierung von HPMA mittels HPLC-APCI-MS/MS bei einer Messdauer von weni-
ger als 4 Minuten. Die Zuverldssigkeitskriterien der Methode sind aufgrund der
Verwendung des deuteriummarkierten internen Standards als sehr gut zu bezeich-
nen. Fiir HPMA als wichtigem Entgiftungsprodukt von Acrolein steht somit ein zu-
verldssiges Biomonitoring-Verfahren zur Verfiigung, mit dem in kurzer Zeit eine
hohe Probenzahl bewiltigt werden kann.

Grundlage des Verfahrens ist eine Festphasenextraktion an einem Polystyroldivi-
nylbenzol-Copolymer-Material (Isolute ENV+, Biotage). Im Vergleich zu her-
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kodmmlichen SPE-Polymermaterialien wurde dieses Material einer zusétzlichen
Hydroxylierung unterworfen, so dass phenolische Gruppen auf der Festphasenober-
fliche fiir Wechselwirkungen mit dem Analyten zur Verfiigung stehen. Dabei be-
ruht die Adsorption des Analyten auf dem Polymermaterial nicht nur auf p, oder
p-*-Wechselwirkungen wie bei der ,,normalen Reversed Phase. Im Vergleich zu
Anionenaustauscher-Kartuschen auf Silicabasis (Isolute PE-AX, Biotage) ergaben
sich mit den ENV+-Kartuschen bessere Wiederfindungsraten auf Grund der unspe-
zifischeren Wechselwirkungen. Die Werte zeigen eine hohere Reproduzierbarkeit,
auBlerdem erfolgt die Elution schneller, weil mit fast reinem Methanol eluiert wer-
den kann.

Der Versuch, die Proben direkt im Eluens (2%ige Ameisensdure in Methanol) auf
der LC/MS/MS zu messen, scheitert daran, dass das Methanol die Chromatogra-
phie negativ beeinflusst. Aus diesem Grund werden die Proben zur Trockene einge-
engt und in 10 mM Ammoniumacetat/Methanol (80:20) aufgenommen. Im Ver-
gleich zur Aufnahme direkt in Laufmittel (50:50) fiihrt dieses Vorgehen zu besseren
Peakformen.

Bei der massenspektrometrischen Messung von HPMA hat sich die Verwendung
der APCI-Quelle im Vergleich zur Elektrospray (ESI)- und Turbo-Ion-Spray (TIS)-
Quelle als beste Variante herausgestellt. Wegen des hohen Wasseranteils im Lauf-
mittel sind in der APCI-Quelle Temperaturen von rund 500 °C notwendig. Der Ana-
lyt erwies sich jedoch als thermisch ausreichend stabil fiir Messungen unter diesen
Bedingungen: Obwohl die HPMA kurzzeitig Temperaturen von ca. 200 °C ausge-
setzt ist, tritt keine storende Fragmentierung bereits in der Quelle auf. Im Vergleich
zur TIS-Quelle fiihrt die Messung mit APCI zwar zu leicht reduzierter absoluter
Signalintensitit; das Signal/Rausch-Verhéltnis ist jedoch deutlich gesteigert. Als
Laufmittel der Wahl hat sich fiir die APCI ein 10 mM Ammoniumacetatpuffer (pH
6,8) zu Methanol 50:50 (v/v) erwiesen. Daraus ergibt sich eine Ionenstirke von
5 mM. Generell lassen sich bei dieser lonenstdrke auf unterschiedlichen Sdulenma-
terialien hervorragende chromatographische Ergebnisse erzielen. Man erhélt sym-
metrische, scharfe Peaks bei hoher Signalintensitét; die Laufzeiten sind kurz und
das Sdulenmaterial wird geschont.

Ein Reagentienleerwert in Urin kann nicht direkt bestimmt werden, da kein Urin
vorliegt, der frei von HPMA ist. Die Bestimmung der Nachweis- und Bestim-
mungsgrenze ist daher zwanglaufig erschwert und objektiv liber das Rauschen im
unmittelbaren Bereich der Retentionszeit von HPMA am besten bestimmbar. In rei-
nem Wasser wurde keinerlei Reagentienleerwert beobachtet. Die Methode zeigt
tiber drei Grofenordnungen lineares Verhalten fiir HPMA.

Die Priifung der Methode wurde unter modifizierten analytischen Bedingungen
durchgefiihrt. So wurde eine alternative Trennsdule (Agilent Zorbax Eclipse XDB-
C8; 4,6 x 150 mm; 5 pum) mit einem HPLC-Gradientenprogramm verwendet
(0 min: A 80%, B 20% | 0-3 min: — A 40%, B 60% | 3—5 min: A 40%, B 60% | 5-6
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min: A 80%, B 20% | 6-10 min: A 80%, B 20%). Dabei lag die Retentionszeit fiir
HPMA bei 2,3 min. Ein Siulenofen und ein thermostatisierbarer Probengeber
standen nicht zur Verfiigung. Als Tandem-Massenspektrometer kam ein API 3000
(Fa. Applied Biosystems) unter Verwendung einer TIS-Quelle zum Einsatz. Der
Priifer der Methode konnte unter den aufgefiihrten Bedingungen die Zuverlassig-
keitskriterien des Verfahrens bestitigen.

Verwendete Messgerite:

LC/MS/MS-System, bestehend aus einem HPLC-System HP 1100 Agilent Techno-
logies (mit den Modulen: G1312 A, Bindre Hochdruckpumpe; G1316 A, Séiulen-
ofen mit Schaltventil; G1322 A, Degasser; G1329 A, Automatischer Fliissigpro-
bengeber mit Thermostatisierung) und einem API 2000, Tandem-Quadrupol-Mas-
senspektrometer fiir Atmosphirendruck-Ionisation von Applied Biosystems. Zur
Auswertung wurde die Software Analyst 1.1 von Applied Biosystems verwendet.
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Abb. 2. Chromatogramm einer aufgearbeiteten nativen Urinprobe eines Rauchers mit einer
HPMA-Konzentration von 1957 ng/L. Gezeigt sind die Masseniibergangsspuren fiir den internen
Standard (oben), den Quantifier (Mitte) und den Qualifier (unten).
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Abb. 3. Chromatogramm einer aufgearbeiteten nativen Urinprobe eines Nichtrauchers mit einer
HPMA-Konzentration von 86 pg/L. Gezeigt sind die Masseniibergangsspuren fiir den internen
Standard (oben), den Quantifier (Mitte) und den Qualifier (unten).
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