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Ubersicht iiber die mit dieser Methode erfassbaren Parameter und die entsprechenden
Arbeitsstoffe:

Arbeitsstoff CAS Parameter CAS
Genistein 446-72-0 Genistein 446-72-0
Daidzein 486-66-8 Daidzein 486-66-8

Equol 531-95-3
Bisphenol A 80-05-7 Bisphenol A 80-05-7
Zusammenfassung

Die vorliegende Methode erlaubt die Quantifizierung der Isoflavone Genistein und
Daidzein, des Daidzein-Metaboliten Equol und des Bisphenol A (BPA) in humanen
Urinproben.

Zur Aufarbeitung werden die Urinproben zunichst mit den internen Standards versetzt.
Die in der Probe enthaltenen Analytkonjugate werden anschlieBend enzymatisch ge-
spalten und mittels Festphasenextraktion gereinigt und angereichert. Nach Uberfithrung
in Silylether-Derivate werden die Analyten gaschromatographisch getrennt und mas-
senspektrometrisch detektiert.
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D2 Bisphenol A und Isoflavone

Genistein (GEN)

Prézision in der Serie:

Prézision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Daidzein (DAI)

Préazision in der Serie:

Prézision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Standardabweichung (rel)

Streubereich

Standardabweichung (rel)

Streubereich

Wiederfindungsrate (rel)

5 ug GEN pro Liter Urin
18 ug GEN pro Liter Urin

Standardabweichung (rel)

Streubereich

Standardabweichung (rel)

Streubereich

Wiederfindungsrate (rel)

4 ug DAI pro Liter Urin
9 ng DAI pro Liter Urin

Sy =17 bzw. 3%

u = 54 bzw. 10% bei einer
dotierten Konzentration von
10 bzw. 125 pg GEN pro Liter
Urin und n = 4 Bestimmungen

Sy =18%
u = 46% bei einer dotierten
Konzentration von 75 ng GEN

pro Liter Urin und n = 6 Be-
stimmungen

r =114 bzw. 105% bei einer
Sollkonzentration von 125 pg
GEN pro Liter Urin und n = 4
Bestimmungen in Serie bzw.
von Tag zu Tag

Sy =5bzw. 7%

u =16 bzw. 22% bei einer
dotierten Konzentration von 10
bzw. 125 pg DAI pro Liter
Urin und n = 4 Bestimmungen

Sy =9%
u =23% bei einer dotierten
Konzentration von 75 pg DAI

pro Liter Urin und n = 6 Be-
stimmungen

r =109 bzw. 104% bei einer
Sollkonzentration von 125 pg
DAI pro Liter Urin und n =4
Bestimmungen in Serie bzw.
von Tag zu Tag



Equol (EQ)

Prézision in der Serie:

Prézision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Bisphenol A (BPA)

Préazision in der Serie:

Prézision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:
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Standardabweichung (rel)

Streubereich

Standardabweichung (rel)

Streubereich

Wiederfindungsrate (rel)

4 ng EQ pro Liter Urin
11 pg EQ pro Liter Urin

Standardabweichung (rel)

Streubereich

Standardabweichung (rel)

Streubereich

Wiederfindungsrate (rel)

3 ug BPA pro Liter Urin
7 ng BPA pro Liter Urin

Sy =06bzw. 5%

u =19 bzw. 16% bei einer
dotierten Konzentration von
10 bzw. 125 pg EQ pro Liter
Urin und n = 4 Bestimmungen

Sy =15%
u = 39% bei einer dotierten
Konzentration von 75 pg EQ

pro Liter Urin und n = 6 Be-
stimmungen

r =89 bzw. 112% bei einer
Sollkonzentration von 125 pg
EQ pro Liter Urin und n =4
Bestimmungen in Serie bzw.
von Tag zu Tag

Sy ="17bzw. 5%

u =22 bzw. 16% bei einer
dotierten Konzentration von
2,2 bzw. 27,5 ng BPA pro Liter
Urin und n = 4 Bestimmungen

Sy =10%
u =26% bei einer dotierten
Konzentration von 16,5 pg

BPA pro Liter Urinund n =6
Bestimmungen

r =94 bzw. 90% bei einer Soll-
konzentration von 27,5 pg
BPA pro Liter Urin und n =4
Bestimmungen in Serie bzw.
von Tag zu Tag
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D4 Bisphenol A und Isoflavone

Ostrogen wirksame Substanzen (Genistein, Daidzein, Equol und Bisphenol A)

Hormonell aktive Substanzen oder so genannte ,.,endokrine Disruptoren® stehen zuneh-
mend in Diskussion, da mit der Exposition gegeniiber diesen Substanzen, besonders im
frithen Lebensalter, eine Entwicklungs- und Reproduktionstoxizitit einhergehen kann
[1, 2]. Beim Menschen erfolgt die Exposition meistens iiber die Nahrung durch hormo-
nell aktive Stoffe natiirlichen oder anthropogenen Ursprungs [3, 4].

Phytoodstrogene

Phytodstrogene sind sekunddre Pflanzeninhaltsstoffe, zu denen unter anderen die Fla-
vanone, Flavone und Isoflavone gehdren (Grundstrukturen sieche Abb. 7 im Anhang).
Zu den bekanntesten Vertretern gehdren die Isoflavone Daidzein (DAI) und Genistein
(GEN), die in vielen Pflanzen, besonders aber in Sojaprodukten vorkommen [5]. Auch
die bekannten Phytodstrogene Formononetin und Biochanin A werden durch Enzyme
von Darmbakterien und Lebermikrosomen zu DAI und GEN abgebaut (Demethylie-
rung) [6, 7]. Einen Uberblick iiber Phytodstrogengehalte in Lebensmitteln gibt Tabelle
L.

Tab. 1. Phytodstrogengehalte in ausgewahlten Lebensmitteln.

Lebensmittel Daidzein Genistein Formononetin Biochanin A Literatur
[ng/e] [ng/g] [ng/g] [ug/g]
Luzernesprossen n. n. n.n. Spuren Spuren [8]
Bananen n. n. n. n. - - [9]
Erbsen (griin) 73 n. n. Spuren n. n. [10]
Erdbeeren, frisch 0,045 0,457 - - [11]
Erdniisse, gerdstet 0,037 0,172 - - [11]
Kleesprossen n. n. 4 22,8 4.4 [10]
Kidney-Bohnen n. n. n. n. n. n. 4,1 [10]
Orangen n.n. n.n. - - [11]
Bier 0,0006 0,0018 0,004 0,0013 [12]
(Pilsener Urquell)
Sojabohnen 676-1007  612-1382 n.n. n. n. [10]
Sojaprotein, Konzentrat, 167-910 400-760 - - [13]
wassergewaschen
Sojasprossen 138-225 113-305 - - [13]
Tofu 113 166 n. n. n.n. [10]

n. n. nicht nachgewiesen

Die Aufnahme von DAI und GEN héngt sehr stark von den Erndhrungsgewohnheiten
ab. Die geschitzte tigliche Aufnahme von Isoflavonen reicht von 0,8 mg bei einer
westlich geprigten und bis zu 47 mg bei traditioneller asiatischer Ernéhrung [14-17].
In letzter Zeit finden Soja-Priparate auch zunehmend Interesse als Nahrungsergén-
zungsmittel zur Linderung von Beschwerden im Klimakterium im Rahmen einer Hor-
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Abb. 1.  Strukturen der untersuchten dstrogen wirksamen Substanzen.

monersatztherapie. Dabei werden Isoflavon-Dosen von 40 bis 118 mg pro Tag empfoh-
len [18]. Durch Enzymsysteme der Darmflora in Nagern und Menschen wird DAI teil-
weise zu Equol reduziert und GEN zu 4-Ethylphenol metabolisiert [19]. Aufgrund der
vorliegenden xenoostrogenen Struktur wurde Equol (EQ) als Metabolit des Isoflavons
DALI in die vorliegende Methode mit aufgenommen (Strukturen siche Abb. 1).

Bisphenol A

Ein synthetischer Stoff mit endokriner Wirksamkeit ist Bisphenol A (BPA), das ein
wichtiges Monomer fiir die Herstellung von Epoxidharzen, Polycarbonaten und ande-
ren Kunststoffen darstellt. Im Jahr 2009 betrug die Weltproduktion von BPA 2,7 Mio.
Tonnen, von denen jahrlich etwa 100 Tonnen in die Atmosphére gelangen [20]. Bei
dieser GroBchemikalie besteht die Gefahr der Exposition sowohl bei der Herstellung
der Substanz selbst als auch bei deren weiterer Umsetzung zu Polymeren (Polycarbona-
te und Epoxidharze). Aufgrund der endokrinen Wirkung der Substanz wurde fiir BPA
ein MAK-Wert von 5 mg/m? (gemessen als einatembare Fraktion) festgelegt [21]. Au-
Berdem besteht seit 2006 ein biologischer Leitwert fiir Bisphenol A in Hohe von 80 mg
je Liter Urin [22].

BPA kommt in vielen Kunststoffflaschen sowie Dosenbeschichtungen vor, die fiir die
Aufbewahrung verschiedener Lebensmittel verwendet werden. Durch eine Migration
von BPA-Restmonomeren in verpackte Lebensmittel, ist BPA als Kontaminante in ver-
schiedenen Getrdnken und Nahrungsmitteln nachweisbar [23-25]. Auch im Speichel
von Patienten, die eine Zahnfiillung mit dem BPA-Monomer besitzen, wurde BPA
nachgewiesen. Die durchschnittliche Exposition gegeniiber BPA fiir einen Erwachse-
nen liegt laut Angaben der Europidischen Kommission bei etwa 30 pg pro Tag (ent-
spricht ca. 0,5 pg/kg Korpergewicht) [25].

Analytische Methoden, Bd. 2: Analysen in biol. Material, 20. Lieferung, 2012
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Diese Informationen bilden einen Referenzrahmen fiir die geschitzte tégliche Aufnah-
me an den Ostrogen wirkenden Isoflavonen sowie BPA. Die Exposition kann allerdings
hinsichtlich der Art und Quantitdt sehr variabel sein. Wahrend diese Expositionsdaten
fiir eine Risikoabschitzung basisbildend sind, miissen fiir eine toxikologische Beurtei-
lung der Exposition gegeniiber Xenoostrogenen sowohl die Toxikodynamik (Art der
Wirkung, hormonelle Aktivitit) und die Toxikokinetik (Aufnahme, Verteilung, Meta-
bolismus, Elimination) als auch Aspekte des betroffenen endokrinen Systems mit be-
riicksichtigt werden [1, 26, 27]. Die dstrogene Wirkung von DAL, GEN und BPA wurde
bereits in vielen Bioassays sowohl in vivo als auch in vitro untersucht und im Vergleich
zu den Steroid-Ostrogenen als schwach eingestuft [28-31]. Metabolismusstudien an
Nagern zeigten eine weitgehende Konjugation der Isoflavone und des BPA durch Pha-
se-I[-Enzyme zu polaren Metaboliten [32-36]. In Humanstudien wurde ein sehr dhnli-
cher metabolischer Verlauf festgestellt [27, 37], der zu einer effektiven Ausscheidung
der betrachteten Xenodstrogene mit Eliminationshalbwertzeiten von 5-8 h fiir DAI und
GEN und von weniger als 6 h fiir BPA fiihrt [38]. Die Verbindungen werden in Form
der polaren Metabolite hauptsichlich {iber den Urin ausgeschieden. Durch Biomonito-
ringuntersuchungen im Urin wird somit eine Expositionsabschitzung ermoglicht. Fiir
die Xenoostrogene DAI, GEN und EQ wurden im Urin der US-Bevdlkerung Hinter-
grundgehalte von im Mittel 68 pg DAI/g Kreatinin, 22 pg GEN/g Kreatinin und 8 pg
EQ/g Kreatinin gefunden [39, 40].

Die Analytgehalte im Urin kénnen Hinweise auf eine externe und interne Exposition
geben [34]. Wihrend das lipophile BPA direkt im Diinndarm resorbiert wird, ist die
Aufnahme der untersuchten Isoflavone offensichtlich abhéngig von der Form, in der
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sie in der Nahrung vorliegen (Aglycon oder Konjugat) [41, 42]. In Sojabohnen liegen
DAI und GEN hauptséchlich als Glucoside, Acetylglucoside oder Malonylglucoside
vor, die vor der Resorption dekonjugiert werden miissen. Die Zuckerreste konnen durch
Magenséure, f-Glucosidasen und/oder bakterielle Enzyme im Darm abgespalten wer-
den [43]. In Abb. 2 sind die Hauptwege des Isoflavon-Metabolismus durch Phase-II-
Enzyme zu Glucuroniden, Sulfaten oder Sulfato-Glucuroniden dargestellt. Die Konju-
gate werden schnell {iber den Urin ausgeschieden.

Fiir die hormonelle Aktivitét sind die Konjugate der Isoflavone und des BPA von unter-
geordneter Bedeutung, da sie nicht hinreichend an den intrazelluliren Ostrogen-Rezep-
tor binden [35,44-46]. Im Gegensatz dazu hat EQ in vitro eine dhnliche oder sogar
grofere Ostrogene Wirkung als DAI [47, 48]. In der Bevdlkerung sind 30-50% so ge-
nannte Equol-Ausscheider, die DAI zu EQ metabolisieren kénnen [17, 42, 49, 50]. Da-
her sollte bei der Analyse von Isoflavonen im Urin EQ mdglichst immer mitbestimmt
werden.

Autoren: S. Moors, M. Blaszkewicz
Priifer: D. Barr
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2 Bisphenol A und Isoflavone

1 Grundlage des Verfahrens

Zur Bestimmung der Isoflavone Genistein und Daidzein, des Daidzein-Metaboliten
Equol und von Bisphenol A in humanen Urinproben werden die Proben mit den inter-
nen Standardsubstanzen versetzt. AnschlieBend werden die enthaltenen Analytkonjuga-
te enzymatisch gespalten und mittels Festphasenextraktion gereinigt und angereichert.
Die Analyten werden in Silylether-Derivate tiberfiihrt und nach gaschromatographi-
scher Trennung massenspektrometrisch detektiert.

2 Gerate, Chemikalien und Losungen

2.1 Gerite

— Gaschromatograph mit massenspektrometrischem Detektor (GC-MS), Autosampler
und Datensystem zur Auswertung (z. B. Agilent GC 6890N, Quadrupol MS 5973N,
Autosampler 7683, Software: Chemstation)

— Kaltaufgabesystem (z. B. Gerstel KAS4 Plus mit Controller 505, Software: Master-
Software V1.8x)

— Gaschromatographische Séule: Lange: 15 m, innerer Durchmesser: 0,25 mm, statio-
nédre Phase: 100%-Dimethylpolysiloxan, Filmdicke: 0,25 um (z. B. DB-1-MS von
J&W Scientific)

— pH-Meter (z. B. Metrohm)

— Beheizbarer Schiittler (z. B. Thermomixer Comfort von Eppendorf)

— Vakuum-Station mit Aufsétzen zur Festphasenextraktion und Trocknungsaufsatz
(z. B. Phenomenex)

— Vakuumezentrifuge (z. B. SPD 111V Speedvac, RVT 400 von Thermo Savant)

— gekiihlte Vakuumfalle (z. B. VN 100 Vakuum Controller von Thermo Electron)

— Membran-Vakuumpumpe (z. B. MZ2C von Vaccubrand)

— Ultraschallbad (z. B. Sonorex Rk 102H von Bandelin)

— Vortex-Mixer (z. B. Heidolph)

— Zentrifuge (z. B. Eppendorf)

— Eppendorf-Gefifie 0,5 mL, 1,5 mL und 2,0 mL (z. B. Eppendorf)

— Diverse Becherglédser und Glasflaschen (z. B. Brand, Schott)

— Festphasensdulen C18 (z. B. Empore Extraction Cartrigde 4115 C18SD 4 mm i. D. x
1 mL von 3M)

— Festphasensdulen Lichrolut® RP 18 (500 mg, 3 mL Standard PP-Réhrchen, z. B.
Merck)

— Verschiedene Messkolben (z. B. Brand)

— Verschiedene Pipetten mit variablen Volumina (z. B. Eppendorf, Gilson)

— Pipettenspitzen (z. B. Eppendorf, Sarstedt)

— 2-mL-Probenvials aus Borosilikatglas mit 0,2-mL-Borosilikatglaseinsitzen mit Poly-
merfufl und Schraubkappen und Silicon/PTFE Septen (z. B. VWR)

— Mikroliter-Spritzen 10 pL und 25 pL (z. B. Hamilton, SGE)
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2.2 Chemikalien

— Bisphenol A, 99% (z. B. Sigma Aldrich, Nr. 239658)

— 13C|,-Bisphenol A (Ring-'3C;,), 99% (z. B. Cambridge Isotope Laboratories, Nr.
CLM-4325)

— Daidzein, > 98% (z. B. Fluka, Nr. D7802)

— Dj-Daidzein (3/,5,8-Ds), 97% (z. B. Cambridge Isotope Laboratories, Nr. DLM-
4461)

— Equol, > 99,0% (z. B. Fluka, Nr. 45405)

— Genistein, > 98% (z. B. Fluka, Nr. G6649)

— D4-Genistein (3/,5,6,8-Dy), 95% (z. B. Cambridge Isotope Laboratories, Nr. DLM-
4460)

— Acetonitril, suprasolv (z. B. Merck, Nr. 100017)

— Ascorbinséure, > 99% (z. B. Sigma, Nr. A5960)

— Eisessig p. a. (z. B. Merck, Nr. 100063)

— Ethylacetat, fiir die Gaschromatographie (z. B. Merck, Nr. 110972)

— Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), wasserfrei (z. B. Aldrich, Nr. 431788)

— n-Hexan, fiir die Gaschromatographie (z. B. Merck, Nr. 104371)

— Methanol p. a. (z. B. Merck, Nr. 106018)

— Natriumacetattrihydrat p. a. (z. B. Merck, Nr. 106267)

— MTBSTFA mit 1% TBDMCS (N-Methyl-N-tert-butyldimethylsilyltrifluoracetamid
mit 1% tert-butyldimethylchlorsilan) (z. B. Aldrich, Nr. 375934)

— B-Glucuronidase (Escherichia coli K12) (z. B. Roche, Nr. 03707580001)

— Sulfatase (Abalone entrails, Type VIII) (z. B. Sigma-Aldrich, Nr. S9754)

— Wasser, bidestilliert

— Stickstoff 5.0

— Helium 4.6

2.3 L6ésungen

— Hydrolysepuffer:
13,6 g Natriumacetattrihydrat, 1,0 g Ascorbinséure und 0,1 g EDTA werden in ein
200-mL-Becherglas eingewogen und in ca. 70 mL bidest. Wasser geldst. Anschlie-
Bend wird die Losung mit Eisessig auf pH = 5 eingestellt, in einen 100-mL-Messkol-
ben tiberflihrt und mit bidest. Wasser aufgefiillt. Die Lagerung erfolgt bei 4°C. Der
Hydrolysepuffer sollte farblos sein.

— B-Glucuronidase-Losung:
Die in Glycerin geloste f-Glucuronidase (140 U/mL) kann direkt verwendet werden.
Fiir die Isoflavonanalytik sollte vor der Verwendung eine Reinigung von eventuell
vorhandenen Isoflavonen erfolgen. Dazu wird die Glucuronidase iiber eine mit Me-
thanol und bidest. Wasser konditionierte Lichrolut RP18-Séule gegeben.

— Sulfatase-Losung:
500 U Sulfatase werden in 5 mL bidest. Wasser gelost, in 0,5-mL-Eppendorf-Ge-
faen zu je 100 pL aliquotiert und bis zur Verwendung bei —20°C gelagert

Analytische Methoden, Bd. 2: Analysen in biol. Material, 20. Lieferung, 2012
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(100 U/mL). Nach Ansatz ist diese Losung bei —20°C max. 1 Jahr verwendbar.
Einmal aufgetaute Losungen sollten nicht wieder eingefroren werden.

— Enzymmischung (B-Glucuronidase/Sulfatase, 2 : 1):
200 pL der B-Glucuronidase-Losung und 100 pL der Sulfatase-Losung werden in ein
0,5-mL-Eppendorfgefal} pipettiert und gut durchmischt. Die Enzymmischung muss
fiir jede Analysenserie frisch hergestellt werden.

— Waschldosung (5% Methanol in Wasser):
In einem 50-mL-Messkolben werden etwa 20 mL bidest. Wasser vorgelegt, 2,5 mL
Methanol zugegeben und der Kolben mit bidest. Wasser aufgefiillt.

— Elutionslésung (Ethylacetat/Acetonitril, 1 : 1):
In einem 50-mL-Messkolben werden genau 25 mL Ethylacetat pipettiert und der
Kolben mit Acetonitril bis zur Marke aufgefiillt.

2.4 Vergleichsstandards
2.4.1 Interner Standard

— Stammldsung der internen Standards:
200 pL dz-Daidzein (¢ = 60 pg/mL), 120 L ds-Genistein (¢ = 100 pg/mL) und
60 pL 13C,,-Bisphenol A (¢ = 100 ug/mL) werden in ein 2-mL-Probenvial pipettiert
und 220 pL Acetonitril zugegeben. Die Stammldsung enthilt je 20 mg/L d;-Daidzein
und d,-Genistein sowie 10 mg/L 13C,,-Bisphenol A.

— Dotierlosung der internen Standards:
200 pL der IS-Stammldsung werden in ein 2-mL-Probenvial pipettiert und mit
1800 pL bidest. Wasser gemischt. Die Dotierlosung enthilt je 2 mg/L d;-Genistein
und d4-Daidzein sowie 1 mg/L 13C,-Bisphenol A.

2.4.2 Vergleichsstandards

— Stammldsung Genistein (¢ = 50 mg/L):
In einem 100-mL-Messkolben werden genau 5 mg Genistein eingewogen und mit
Methanol bis zur Marke aufgefiillt.

— Stamml6sung Daidzein (¢ = 50 mg/L):
In einem 100-mL-Messkolben werden genau 5 mg Daidzein eingewogen und mit
Methanol bis zur Marke aufgefiillt.

— Stammldsung Equol (¢ = 50 mg/L):
In einem 20-mL-Messkolben wird genau 1 mg Equol eingewogen und mit Methanol
bis zur Marke aufgefiillt.

— Stamml6sung Bisphenol A (¢ =2,2 g/L):
In einem 50-mL-Messkolben werden genau 110 mg BPA vorgelegt und mit Metha-
nol bis zur Marke aufgefiillt.

Die Stabilitit der Stammldsungen wurde nicht iiberpriift. Uber einen Zeitraum von
> 3 Monaten zeigten sich jedoch keine relevanten Verdnderungen bei Kalibrierungen,
die aus der gleichen Stammldsung angesetzt wurden.
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Verdiinnungen zur Kalibrierung

— Bisphenol A Vorverdiinnung (c =22 mg/L):
1 mL der BPA-Stammlsung wird in einem 100-mL-Messkolben vorgelegt und mit
Methanol bis zur Marke aufgefiillt.

— Dotierlosung I (¢ = 5 mg/L bzw. 1,1 mg/L):
Je 1 mL der Stammlgsungen von Equol, Daidzein und Genistein sowie 500 puL. der
Bisphenol A Vorverdiinnung werden in einen 10-mL-Messkolben pipettiert und mit
bidest. Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die Dotierlésung I enthélt je 5 mg/L EQ,
DAI und GEN sowie 1,1 mg/L BPA.

— Dotierlosung II (c = 0,5 mg/L bzw. 0,11 mg/L):
1 mL der Dotierlosung I wird in einen 10-mL-Messkolben pipettiert und mit bidest.
Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die Dotierlosung II enthilt je 0,5 mg/L EQ, DAI
und GEN sowie 0,11 mg/L BPA.

Kalibrierung

Die Kalibrierstandards werden entsprechend Tabelle 2 in 1,5-mL-Eppendorfgefaen
angesetzt. Fiir die Kalibrierung sollte ein isoflavonarmer Poolurin verwendet werden,
der von Probanden gewonnen wurde, die sich mindestens 2,5 Tage isoflavonarm er-
néhrt haben (vor allem Verzicht auf Sojaprodukte). Der Blindwert der hergestellten Ka-
librierreihe sollte moglichst keine quantifizierbaren Analytsignale zeigen.

Tab. 2. Pipettierschema zur Erstellung der Kalibrierreihe.

Kalibrier-  Dotierung [pg/L] Poolurin Dotier- Dotier- IS-Dotier-
Standard EQ. DAL GEN _ BPA [nL] Isg. I [uL] Isg. IT [uL] Isg. [uL]
Blindwert — — 200 — - -

KO0 0 0 200 - - 8

K1 12,5 2,8 200 - 5 8

K2 25,0 5,5 200 - 10 8

K3 50,0 11,0 200 - 20 8

K4 100 22,0 200 4 - 8

K5 250 55,0 200 10 - 8

3 Probenahme und Probenaufbereitung

3.1 Probenahme

Zur Bestimmung einer Hintergrundbelastung gelten keine zeitlichen Einschrankungen
fiir die Probenahme. Bis zur Aufarbeitung werden die Urinproben bei —20°C in Poly-
ethylenbehéltern aufbewahrt.

Analytische Methoden, Bd. 2: Analysen in biol. Material, 20. Lieferung, 2012
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3.2 Probenaufbereitung

Die Urinprobe wird vor der Analyse aufgetaut und auf Raumtemperatur gebracht. Ein
200-pL-Aliquot der Probe wird in ein 1,5-mL-Eppendorfgefdf iiberfiihrt, mit 8 uL Do-
tierlosung der internen Standards versetzt und kurz geschiittelt.

Hydrolyse

Die Probe wird mit 10 uL. des Hydrolysepuffers und 12 pL. der Enzymmischung ver-
setzt und anschlielend iiber Nacht (17 h) in einem beheizbaren Schiittler bei 37°C und
maximaler Schiittelstufe inkubiert.

Festphasenextraktion (SPE)

Zur Konditionierung werden auf die SPE-C18-Séulen je 300 pL Methanol gegeben
und unter Vakuum fast vollstindig durchgesaugt. AnschlieBend wird auf jede Saule
300 pL bidest. Wasser gegeben und ebenfalls unter Vakuum durchgesaugt. Es ist darauf
zu achten, dass die SPE-Sédulen nie vollstindig trocken laufen!

Die iiber Nacht hydrolysierte Probe wird 1 min bei 16000 g zentrifugiert. Anschlieend
wird die gesamte Losung mithilfe einer 300-uL-Pipette auf die konditionierte SPE-Séu-
le gegeben und unter Vakuum fast vollstdndig durch die SPE-Séule gesaugt. Es ist er-
neut darauf zu achten, dass die SPE-Séule nicht vollsténdig trocken lauft. AnschlieBend
wird die Sdule mit 300 uLL der Waschldsung (5% Methanol in Wasser) gewaschen und
dann 10 min unter Vakuum getrocknet. Die Elution der Analyten erfolgt mit 300 pL
der Elutionslosung (Ethylacetat/Acetonitril) in ein neues 1,5-mL-Eppendorfgefal3. Die
Elutionslosung wird dazu unter leichtem Vakuum langsam durch die SPE-Saule ge-
saugt. Eine Zweiphasenbildung im Eppendorfgefil zeigt eine ungeniigende Trocknung
an, die sich aber nicht negativ auf die weitere Aufarbeitung auswirkt. AnschlieBend
wird die Probe mittels Vakuumzentrifuge bei 40°C zur Trockne gebracht (ca. 1 bis 2 h).

Derivatisierung (Silylierung)

Die getrocknete Probe wird mit 50 uL. des Silylierungsmittels (MTBSTFA mit 1%
TBDMCS) versetzt, etwa 2 min im Ultraschallbad inkubiert und kurz gevortext. An-
schlieBend wird die Probe bei 75°C fiir 30 min im beheizbaren Schiittler inkubiert
(hochste Schiittelstufe). Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wird die Probenlo-
sung im Stickstoffstrom unter leichter Erwérmung (40°C) zur Trockne gebracht.

Nach Zugabe von 70 pL n-Hexan wird die Probe fiir 1 min im Ultraschallbad inkubiert,
kurz gevortext und dann 1 min bei 16000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird anschlieBend
mit einer Pipette in 2-mL-Probenvials mit Mikroeinsatz {iberfiihrt und sofort analysiert.

4 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die Analyse der nach Abschnitt 3 vorbereiteten Proben erfolgt auf einem GC-MS-Ge-
rit mit folgenden Systemparametern:
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4.1 Gaschromatographische Arbeitsbedingungen

Kapillarsdule: ~ Material: Fused Silica
Stationdre Phase: DB1-MS
Léange: I5m
Innerer Durchmesser: 0,25 mm
Filmdicke: 0,25 pum
Temperaturen: ~ Séule: 2 min bei 160°C; dann Anstieg 30°C/min
auf 310°C; 5 min bei Endtemperatur
Injektor: 0,08 min bei 25°C; dann Anstieg 12°C/s

auf 320°C; 2 min halten, dann Anstieg
12°C/s auf 400°C

Transferline: 280°C
Injektion: Liner: Standardliner mit Verwirbelungseinstichen
Methode: Kaltaufgabesystem 20 pL solvent-vent Injektion, 200 mL/min
(CAS 4 plus) Helium; solvent-vent (im splitvent:
100 mL/min (Liner ausheizen))
Geschwindigkeit: 4 ul/s
Trigergas: Helium 4.6
konstanter Fluss: 2,0 mL/min

4.2 Massenspektrometrische Arbeitsbedingungen

Ionisationsart: ElektronenstoBionisation (EI)

Temperaturen: Quelle: 230°C
Quadrupol: 150°C

Ionisationsenergie: 70 eV

Alle anderen Parameter sind nach Herstellerangaben zu optimieren.

5 Analytische Bestimmung

Zur gaschromatographischen Analyse wird fiir eine zusitzliche Anreicherung der Ana-
lyten mit einem Kaltaufgabesystem gearbeitet, bei dem ein 20-uL-Aliquot der Proben-
16sung injiziert und eingeengt wird. Bei jeder Analysenserie werden ein Blindwert, eine

Analytische Methoden, Bd. 2: Analysen in biol. Material, 20. Lieferung, 2012
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Tab. 3. Retentionszeiten und registrierte Massen.

Parameter Retentionszeit Quantifier Qualifier
[min] [m/z] [m/z]

Bisphenol A 5,1 441 213,456
13C,,-Bisphenol A 5,1 453 225, 468
Equol 6,0 470 234
Daidzein 6,8 425 482
Ds-Daidzein 6,8 428 485
Genistein 7,2 555 -
D,4-Genistein 7,2 558 -

Qualitdtskontrollprobe sowie ein hoher und ein niedriger Kalibrierstandard zur Kontrol-
le mitgefiihrt.

Es werden die zeitlichen Verldufe der in Tabelle 3 aufgefiihrten lonenspuren im Single-
Ion-Monitoring-Modus (SIM) registriert. Die in Tabelle 3 angegebenen Retentionszei-
ten konnen nur als Anhaltspunkt dienen. Der Anwender hat sich selbst von der Trenn-
leistung der verwendeten Kapillarsdule und des daraus resultierenden Retentionsverhal-
tens der Substanzen zu iiberzeugen.

In Abb. 3 (im Anhang) ist das Chromatogramm eines K2-Kalibrierstandards dargestellt,
das mit einem Injektionsvolumen von 20 pL mittels Kaltaufgabesystem (solvent vent)
erzeugt wurde. Abb. 4 (im Anhang) zeigt ein Chromatogramm der Standardlgsungen
von BPA, Daidzein und Genistein zusammen mit den jeweiligen internen Standards.

6 Kalibrierung

Die Kalibrierstandards werden analog zu den Angaben in Abschnitt 3.2 aufgearbeitet
und entsprechend Abschnitt 4 und 5 mittels GC-MS analysiert. Die Kalibriergeraden
werden erstellt, indem die Quotienten aus den Peakflidchen der Analyten und des jewei-
ligen internen Standards gebildet und gegen die dotierte Konzentration aufgetragen
werden. Da fiir Equol kein eigener isotopenmarkierter Standard vorhanden ist, wird der
Daidzein-Metabolit mit Hilfe von 13C,-BPA als internem Standard quantifiziert. Dieser
Standard zeigte gegeniiber den isotopenmarkierten Isoflavonen bessere Ergebnisse fiir
Equol. Fiir die Routineanalytik empfiehlt es sich einmal pro Woche eine komplette Ka-
librierung durchzufiihren. Ansonsten sollte je Analysenserie ein Blindwert, eine Quali-
titskontrollprobe sowie ein hoher und ein niedriger Kalibrierstandard zur Kontrolle
mitgefiihrt werden. Die Kalibrierkurve ist zwischen den Nachweisgrenzen und einer
Konzentration von je 250 ug DAI, GEN, EQ bzw. 110 ng BPA pro Liter Urin linear.
Abb. 5 (im Anhang) zeigt beispielhaft die Kalibriergeraden der vier Analyten.

7 Berechnung der Analysenergebnisse

Zur Bestimmung des Analytgehaltes einer Probe wird der Quotient der Peakfldche des
Analyten und der Peakflidche des dazugehdrigen internen Standards gebildet und in die
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entsprechende nach Abschnitt 6 erstellte Kalibriergerade eingesetzt. Man erhdlt den
Analytgehalt in pg je Liter Urin.

8 Standardisierung der Messergebnisse und
Qualitatssicherung

Zur Sicherung der Qualitdt der Analysenergebnisse wird geméll den Richtlinien der
Bundesérztekammer und den speziellen Vorbemerkungen dieses Werkes verfahren
[51-53]. Zur Absicherung der Analysenergebnisse sind Doppelbestimmungen vorteil-
haft.

Zur Prazisionskontrolle wird innerhalb jeder analytischen Serie eine dotierte Urinprobe
analysiert, die eine konstante und bekannte Konzentration an den untersuchten Ostro-
genen enthdlt. Da kéufliches Material nicht zur Verfligung steht, muss das Kontroll-
material durch Dotierung von isoflavonarmem Poolurin (siche Punkt Kalibrierung unter
Abschnitt 2.4) selbst hergestellt werden. Das Qualitdtskontrollmaterial wird anschlie-
Bend aliquotiert und bei —20°C aufbewahrt. Die Konzentration des Kontrollmaterials
sollte im entscheidungsrelevanten Konzentrationsbereich liegen. Der Sollwert und die
Toleranzbereiche des Qualititskontrollmaterials werden im Rahmen einer Vorperiode
ermittelt [53].

Durch die messtégliche Kontrolle von zwei Kalibrierstandards sowie einem Reagen-
zienleerwert, kann auf das stete Mitfiihren einer kompletten Kalibrierung verzichtet
werden. Bei einer Abweichung der beiden Kalibrierstandards von der vorgegebenen
Schwankungsbreite (15-20%), sollte jedoch eine erneute vollstindige Kalibrierung er-
folgen. Das Mitfiihren eines Leerwerts durch den Analysengang ist unerlésslich, um
Kontaminationen in den Analyseschritten zu erkennen.

9 Beurteilung des Verfahrens
9.1 Prézision

Zur Ermittlung der Prdzision in Serie wurden dotierte Urinproben mit niedriger und
hoher Analytkonzentration je viermal parallel aufgearbeitet und analysiert. Die so er-
mittelten Prézisionen sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Zur Bestimmung der Prazision von Tag zu Tag wurden sechs mit Standardldsungen
dotierte Urinproben an verschiedenen Tagen aufgearbeitet und analysiert. Die Ergebnis-
se sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Analytische Methoden, Bd. 2: Analysen in biol. Material, 20. Lieferung, 2012
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Tab. 4. Prézisionen in der Serie (n = 4).

Parameter Dotierte Analyt- Standardabweichung Streubereich [%]
konzentration [pg/L] (rel.) [%]
Urin 1 Urin 2 Urin 1 Urin 2 Urin 1 Urin 2
Genistein 10 125 17 3 54 10
Daidzein 10 125 5 7 16 22
Equol 10 125 6 5 19 16
Bisphenol A 2,2% 27,5 7 5 22 16

* Diese Konzentration liegt unterhalb der durch die Schwankung der Kalibrierfunktionen bestimmten
Nachweisgrenzen, lieB sich aber dennoch gut bestimmen, allerdings kam es gelegentlich im niedrigen
Konzentrationsbereich zu groeren Schwankungen (siche Abschnitt 9.5).

Tab. 5. Prizisionen von Tag zu Tag (n = 6).

Parameter Dotierte Analytkonzentration Standardabweichung (rel.)  Streubereich
[ng/L] [70] [%]

Genistein 75 18 46

Daidzein 75 9 23

Equol 75 15 39

Bisphenol A 16,5 10 26

9.2 Richtigkeit

Die Richtigkeit des Verfahrens wurde durch Wiederfindungsversuche mit dotierten
Urinproben iiberpriift. Dazu wurde Poolurin mit definierten Analytkonzentrationen do-
tiert, vierfach aufgearbeitet und analysiert. Die Bestimmung erfolgte sowohl in Serie
als auch von Tag zu Tag. Die so ermittelten, mittleren relativen Wiederfindungsraten
sind Tabelle 6 zu entnehmen.

Tab. 6. Relative Wiederfindungsraten in Serie und von Tag zu Tag (n = 4).

Parameter Dotierte Analytkonzentration [ug/L]  Mittlere relative Wiederfindung [%] (n = 4)

In Serie Von Tag zu Tag
Genistein 10 119 -
75 - 126
125 114 105
Daidzein 10 108 -
75 - 127
125 109 104
Equol 10 104 -
75 - 90
125 89 112
Bisphenol A 16,5 — 119

27,5 94 90
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9.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden nach der DIN-Methode 32645 (Kalib-
riergeradenmethode) berechnet. Dazu wurden fiir jeden Analyten drei unabhéngige Kalib-
rierungen mit je 10 Kalibrierpunkten erstellt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tab. 7. Nachweis- und Bestimmungsgrenzen, berechnet nach DIN 32645.

Parameter Nachweisgrenze [pug/L] Bestimmungsgrenze [pg/L]
Genistein 5 18

Daidzein 4 9

Equol 4 11

Bisphenol A 3 7

9.4 Validierungsdaten der Methodenvariante

Als Alternative zur direkten splitless-Injektion von 20 pL der aufgearbeiteten Proben-
16sung (vergleiche Abschnitt 3.2) kann die Methode auch ohne Einsatz eines Kaltauf-
gabesystems durchgefiihrt werden. Dazu werden nur 2 pl. der Probenlésung direkt
(splitless) in das GC-MS-System injiziert. Im Rahmen der erfolgreichen Methodenprii-
fung wurde diese Methodenvariante angewandt. Die damit erhaltenen Validierungsda-
ten sind in Tabelle 8 dargestellt. Trotz des 10fach geringeren Injektionsvolumens liegen
die Nachweisgrenzen bei dieser Methodenvariante nur um den Faktor 2—4 hoéher.

Tab. 8. Validierungsdaten bei Einsatz der Methodenvariante (Injektionsvolumen: 2 pL).

Parameter Dotierte BPA Equol Daidzein Genistein
Konzentration
[ng/L]
Nachweisgrenze [pg/L] 5 15 11 9
Bestimmungsgrenze [pg/L] 9 29 26 20
Prézision in Serie 50 8 12 8 11
(%, n=6] 125 5 9 5 7
Prazision von Tag zu Tag 50 7 13 9 12
(%, n=4] 125 8 9 8 9
rel. Wiederfindungsrate 30 109 £ 10 102+6 110+5 115+7
(Richtigkeit) [%, n = 4] 50 10144 10244 100£5 995
125 100 +4 100+2 99+4 98 +4
Absolute Wiederfindung 81+2 88+4 8545 90+2

nach Extraktion [%, n = 6]

Analytische Methoden, Bd. 2: Analysen in biol. Material, 20. Lieferung, 2012
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9.5 Storeinfliisse

BPA ist ubiquitédr vorhanden und kommt u. a. auch in Hausstaub vor. Beim Aufarbeiten
der Proben ist deshalb auf besondere Sauberkeit zu achten. Unzureichend gespiilte Ge-
falle konnen sonst zu einem nicht unerheblichen Blindwert an BPA fiihren. Auch das
verwendet bidestillierte Wasser kann unter Umstdnden BPA enthalten. Daher sollte das
verwendete Wasser vorher gereinigt werden, indem es durch eine mit Methanol kondi-
tionierte Lichrolut RP 18 Saule geflihrt wird. Zur Kontrolle des Blindwerts ist bei jeder
Analysenserie unbedingt ein Reagenzienleerwert mitzufiihren.

Das Fragmentierungsmuster der Analyten im Massenspektrometer wird durch den pH-
Wert stark beeinflusst. Daher erfolgt im Rahmen der Probenaufarbeitung eine Puffe-
rung der Urinproben, so dass eine dahingehende Storung der Analysenergebnisse ver-
mieden wird. Bei sehr hoch konzentrierten Proben, insbesondere bei Urinproben von
Probanden, die sich sojareich erndhren (z. B. asiatische Kiiche), ist mit Verschleppun-
gen bei der Injektion im Kaltaufgabesystem zu rechnen. In diesem Fall sollte der Aus-
heizschritt des Liners verldngert bzw. modifiziert werden oder es sollten alternativ di-
rekt 2 uL der Probe injiziert werden (siche auch Abschnitt 10).

Um den Memory-Effekt zu minimieren, empfiehlt sich zudem ein regelméfiges Ein-
spritzen von reinem n-Hexan zwischen den zu analysierenden Proben, insbesondere
aber nach hoch konzentrierten Proben. Wird der lineare Bereich der Methode iiber-
schritten, sollten die Proben nochmals verdiinnt aufgearbeitet werden.

10 Diskussion der Methode

Die vorliegende Methode wurde basierend auf den Arbeiten von Liggins et al., Setchell
et al. und Moors et al. [54-56] entwickelt und ermdglicht die sensitive Bestimmung der
Ostrogen wirkenden Substanzen Genistein, Daidzein, Equol und Bisphenol A. Da die
genannten Stoffe vorwiegend als Konjugate {iber den Urin ausgeschieden werden, er-
folgt die Bestimmung im Urin nach einer Hydrolyse, bei der Glucuronide und Sulfate
gespalten werden. Um eine empfindliche Erfassung der Parameter mittels GC-MS zu
gewihrleisten, erfolgt die Bestimmung der Analyten nach Derivatisierung der freien
Hydroxylgruppen. In Abb. 6 ist die angewandte Silylierungsreaktion am Beispiel von
GEN dargestellt.

CH, CH,
+F P
W
B oo SICH,),CH, _Si(CH,),C,H,
CH,CH,
+ ro—eo A |
CH,OH, .

Hi 0
© HCL(CH,,SI

Abb. 6. Derivatisierungsreaktion am Beispiel von Genistein.
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Die Bedeutung der Methode liegt ma3geblich im umweltmedizinischen Bereich, da die
Phytoostrogene DAI und GEN fast ausschlieBlich iiber die Nahrung aufgenommen
werden. Fiir die Grochemikalie Bisphenol A, der ebenfalls eine dstrogene Wirkung
zugeschrieben wird, ist dagegen auch eine arbeitsmedizinische Relevanz gegeben.
Durch die simultane Erfassung von vier wichtigen hormonell aktiven Substanzen ist
das Analysenverfahren fiir vielfdltige arbeits- und umweltmedizinische Anwendungen
einsetzbar.

Zur Empfindlichkeitsteigerung wurde bei der vorliegenden Methode mit einem Kalt-
aufgabesystem gearbeitet, wobei 20 L der Probenldsung eingespritzt und durch ein
Temperaturprogramm im Injektorblock eingeengt werden. Alternativ ist die Durchfiih-
rung der Methode aber auch mdglich, indem direkt 2 pL der aufgearbeiteten Probe in
das GC-MS-Gerit injiziert werden. Die Nachweisgrenzen liegen bei Verwendung der
Methodenalternative um den Faktor 2 bis 4 hoher. Der lineare Arbeitsbereich des Ver-
fahrens ist durch die Detektorkapazitdt nach oben begrenzt, welche bei dem hier ver-
wendeten Massenspektrometer Agilent MSD 5973N bei circa 130 Mio. Flacheneinhei-
ten liegt. Bei einem Aufgabevolumen von 20 L im Kaltaufgabemodus lag diese Gren-
ze bei circa 300 bis 400 pg Analyt je Liter Urin. Urinproben mit derartig hohen Isofla-
vongehalten sind z. B. bei Personen zu erwarten, die viele Sojaprodukte zu sich
nehmen. Durch eine verdiinnte Aufarbeitung kénnen die genannten Ostrogene aber
auch in hoch konzentrierten Proben zuverlédssig ermittelt werden.

Verwendete Messgeriite

Gaschromatograph (GC 6890, Agilent, USA) mit Quadrupol-Massenspektrometer
(5973N, Agilent, USA) und automatischem Probengeber.
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5. Kalibrierfunktionen: A: Isoflavone und Equol, B: Bisphenol A.



Bisphenol A und Isoflavone 19

Flavanone

Flavanon
Naringenin: 4°, 5, 7-Trihydroxyflavanon

Flavon

3-Hydroxyflavon

5-Hydroxyflavon

7-Hydroxyflavon

3, 7-Dihydroxyflavon

Chrysin: 5, 7-Dihydroxyflavon
Kaempferol: 3, 4°, 5, 7-Tetrahydroxyflavon

4" 7-Dihydroxyisoflavone

(Daidzein)

7-Hydroxy-4 -methoxyisoflavone
{Formononetin)

4°, 5, 7-Trihydroxyisoflavone
(Genistein)

5, 7-Dihydroxy-4"-methoxyisoflavone
{Biochanin A)

Abb. 7. Grundstruktur der Flavanone, Flavone und Isoflavone.
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