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Monohydroxybutenyl-
mercaptursaure (MVHBMA) und
Dihydroxybutylmercaptursaure
(DHBMA)

Anwendbarkeit Bestimmung in Urin

Analyt. Messprinzip: Hochleistungsfllissigchromatographie/Tandem-
Massenspektrometrische Detektion (LC/MS/MS)

Zusammenfassung

Das hier beschriebene Verfahren erlaubt die Bestimmung von Monohydroxybu-
tenylmercaptursdure (MHBMA) und Dihydroxybutylmercaptursdure (DHBMA),
zweil Hauptmetaboliten des 1,3-Butadiens, im Urin von beruflich oder umweltbe-
dingt belasteten Personen. MHBMA und DHBMA werden nach Ansduern des
Urins mittels einer Festphasenextraktion von stdrenden Matrixkomponenten abge-
trennt. Anschliefend werden die Analyten hochleistungsfliissigkeitschromatogra-
phisch getrennt und mittels tandem-massenspektrometrischer Detektion quantifi-
ziert. Die Ionisierung erfolgt dabei mittels negativer APCI (atmospheric pressure
chemical ionisation). Die Kalibrierung erfolgt mit dotierten Nichtraucher-Poolurin-
proben im Konzentrationsbereich 0,5-500 pg/L (MHBMA) bzw. 50,0-1250 pg/L
(DHBMA). Zur Quantifizierung werden die strukturanalogen deuterierten Rein-
substanzen als interne Standards verwendet ([Ds]-MHBMA und [D;]-DHBMA).

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

Préizision in der Serie: Standardabweichung (rel) sw=4,1%
Streubereich u=10,5%
bei einer dotierten Konzentration von 7,35 ug MHBMA
pro Liter Urin und » = 5 Bestimmungen

Prézision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel) sw="17,5%
Streubereich u=15,7%
bei einer dotierten Konzentration von 37,6 uyg MHBMA
pro Liter Urin und » =21 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindungsrate r=93,7% bei 0,5 png/L
und 95,2% bei 2 pg/L
Bestimmungsgrenze: 2,73 ug MHBMA pro Liter Urin

Dihydroxybutylmercaptursaure (DHBMA)

Préizision in der Serie: Standardabweichung (rel) sw=0,8%
Streubereich u=2,1%
bei einer dotierten Konzentration von 496,5 pg DHBMA
pro Liter Urin und » = 5 Bestimmungen

Prézision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel) Sw=15,1%
Streubereich u=11,9%
bei einer dotierten Konzentration von 394,8 ug DHBMA
pro Liter Urin und » =21 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindungsrate r=95,3% bei 50 ug/L
und 73,6% bei 1000 pg/L
Bestimmungsgrenze: 75,9 ug DHBMA pro Liter Urin

1,3-Butadien

H2C/‘\/CH:2

1,3-Butadien gehort zu den wichtigsten chemischen Grundstoffen und wird vor al-
lem fiir die Gummiherstellung allein und als Copolymer zusammen mit Styrol ein-
gesetzt [1]. Die Jahresproduktion weltweit betrdgt mehr als 5 Millionen Tonnen.
Fiir die Umwelt und den Menschen wichtige Expositionsquellen sind Autoabgase
[2] und die Verbrennung fossiler Brennstoffe (vor allem durch Gebaudeheizung).
Pro gefahrenem Kilometer gibt ein PKW ca. 6 mg 1,3-Butadien ab [1]. Heizungsab-
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Abb. 1. Metabolismusschema fiir 1,3-Butadien [11].
(SR = N-Acetylcysteinyl-Rest; GST = Glutathion-S-Transferase; GSH = Glutathion; EH = Epo-
xidhydrolase; CYP = Cytochrom P450, ADH = Alkoholdehydrogenase)

gas enthilt 33 mg/m®. Die Halbwertszeit von 1,3-Butadien in der AuBenluft wird
auf ca. 4 h geschitzt [3]. In Stadtluft betrigt die Konzentration je nach Verkehrs-
dichte 1 bis 20 pg/m® [4, 5]. Fiir Innenraumluft ist der Tabakrauch eine wichtige
Quelle fiir 1,3-Butadien. Fiir verrauchte Raume wurden 1,3-Butadienkonzentratio-
nen zwischen 2,7 und 19 pg/m®berichtet [1, 6, 7]. Fiir den vom Raucher inhalierten
Hauptstromrauch wurden 1,3-Butadienmengen von 16 bis 75 pg/Zigarette ermittelt
[7]. Die Exposition mit 1,3-Butadien durch Nahrung (Werte im unteren ppb-Be-
reich) und Trinkwasser diirfte von untergeordneter Bedeutung sein [5, 8].

Die International Agency for Research on Cancer (IARC) hat 1,3-Butadien als
,»-wahrscheinlich krebserzeugend beim Menschen* (Gruppe 2A) eingestuft [1]. Die
Kommission hat 1,3-Butadien in Kategorie 1 (,,krebserzeugend beim Menschen®)
eingestuft [9, 10]. Eine ausfiihrliche Abhandlung der toxikologischen Aspekte des
1,3-Butadiens ist in der Begriindung der MAK-Kommission nachzulesen [10].

Ein Metabolismusschema fiir 1,3-Butadien ist in Abbildung 1 gezeigt [11]. Die ers-
ten Schritte der Metabolisierung von 1,3-Butadien bestehen in der Oxidation zu
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den entsprechenden Epoxiden (1,2-Epoxy-3-buten und 1,2,3,4-Diepoxybutan) und
ungesattigten Aldehyden (3-Butenal, Crotonaldehyd). Die reaktiven Epoxide kon-
nen prinzipiell mit zelluldren Makromolekiilen wie Proteinen und DNA zu Adduk-
ten reagieren oder mittels Epoxidhydrolasen zu Hydroxymetaboliten verstoffwech-
selt werden. Einen wichtigen Stoffwechselweg der reaktiven Zwischenprodukte des
1,3-Butadiens stellt die enzymatisch von Glutathion-S-Transferasen (GST) vermit-
telte (oder spontane) Konjugation mit Glutathion (GSH) dar. Diese Konjugate wer-
den weiter umgebaut zu Mercaptursduren. Fiir 1,3-Butadien wurden bislang drei
Mercaptursduren identifiziert: Erstens die Monohydroxybutenylmercaptursiure
(MHBMA, teilweise in der Literatur als MII bezeichnet), welches ein Isomerenge-
misch aus 1-Hydroxy-2-(N-acetylcysteinyl)-3-buten und 1-(N-Acetylcysteinyl)-2-
hydroxy-3-buten ist, zweitens die Dihydroxybutylmercaptursdure (DHBMA oder
M1, systematischer Name 1,2-Dihydroxy-4-(N-acetylcysteinyl)butan) und drittens
das 1,3,4-Trihydroxy-2-(N-acetylcysteinyl)butan.

Zum Zwecke des Biomonitorings werden in der Regel die Metaboliten MHBMA
und DHBMA im Urin bestimmt. Es ist anzunehmen, dass DHBMA das Ausmal}
der Hydrolyse von 1,2-Epoxy-3-buten zum 1,2-Dihydroxy-3-buten anzeigt, bevor
letzteres (wahrscheinlich nach Oxidation zum ungeséttigten 1-Hydroxy-2-oxo-3-
buten) mit GSH konjugiert. Im Gegensatz dazu zeigt MHBMA die direkte Detoxi-
fizierung von 1,2-Epoxy-3-buten durch Konjugation mit GSH an [12, 13]. Das me-
tabolische Verhiltnis der Urinmetaboliten nach 1,3-Butadienexposition DHBMA/
(DHBMA+MHBMA) ist deutlich speziesabhidngig und betrdgt fiir Mensch und
Affe ca. 0,9 [12—15], fiir die Ratte 0,25-0,5 und fiir die Maus 0,2-0,4 [12, 14]. Mit
steigender 1,3-Butadienexposition wird das metabolische Verhéltnis bei verschie-
denen Spezies kleiner [11, 14, 15].

Tabelle 1 gibt einen kurzen Uberblick iiber die im Rahmen von arbeits- und um-
weltmedizinischen Untersuchungen nachgewiesenen MHBMA- bzw. DHBMA-
Konzentrationen.
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Tab. 1. MHBMA- und DHBMA-Konzentrationen im Urin beruflich und umweltbedingt belas-
teter Personen.

Kollektiv n= Konzentration Konzentration Literatur
MHBMA [ug/L] DHBMA [pg/L]

Arbeitsmedizinische Untersuchungen

Stark exponierte Arbeiter 7 - Mittel 3200 = 1600 [14]
Mittelstark exponierte Arbeiter 3 - Mittel 1390 =550  [14]
Nicht exponierte Arbeiter 10 - Mittel 630 = 190 [14]
Kontrollen 9 Mittel 320 + 70 [14]

Styrol-Butadien-Gummi Arbeiter 30 Bereich <0,1-962 Bereich 60-26207 [11]
1,3-Butadien-Monomer Arbeiter 23 Bereich<0,1-44  Bereich 52-3522  [11]
Nicht exponierte Kontrollen 24 Bereich<0,1-8,2 Bereich 197-1211 [11]

Umweltmedizinische Untersuchungen

Raucher 10 Mittel 86,4 + 14,0 Mittel 644 + 90 [15]
Nichtraucher 10 Mittel 12,5+ 1,0  Mittel 459 = 72 [15]

Autoren: G. Schererund M. Urban
Priifer: W Volkel
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9.4 Storeinfliisse

10 Diskussion der Methode
11 Literatur

1 Grundlage des Verfahrens

Monohydroxybutenylmercaptursiure (MHBMA) und Dihydroxybutylmercaptur-
saure (DHBMA) werden nach Ansduern des Urins mittels einer Festphasenextrak-
tion von storenden Matrixkomponenten abgetrennt. Anschlie8end werden die Ana-
lyten hochdruckfliissigkeitschromatographisch getrennt und mittels tandem-mas-
senspektrometrischer Detektion quantifiziert. Die Ionisierung erfolgt dabei mittels
negativer APCI. Kalibriert wird mit Hilfe von Vergleichsstandardlésungen, die in
Poolurin von Nichtrauchern angesetzt und in der gleichen Weise behandelt werden
wie die zu analysierenden Proben. Zur Quantifizierung werden die strukturanalo-
gen deuterierten Reinsubstanzen [Ds]-MHBMA und [D,;]-DHBMA als interne
Standards verwendet.

2 Geréite, Chemikalien und Lésungen
2.1 Gerate

LC/MS/MS-System, bestehend aus bindrer Hochdruckpumpe, Sdulenofen mit
Schaltventil, Entgaser, automatischem Fliissigprobengeber mit Thermostatisierung
und einem tandem-massenspektrometrischen Detektor mit APCI, sowie einem PC-
System zur Datenauswertung.

Kompressor (z. B. Manglitz Modell 4000 KCT-401-100-M.H.)
Membranluftrockner (z. B. Whatman Modell 64-01)
Stickstoffgenerator (z. B. Whatman Modell 75-72)
HPLC-Séule:

Atlantis dC18, Lange: 150 mm; innerer Durchmesser: 4,6 mm; Teilchendurchmes-
ser: 3 um (z.B. Waters) mit C18 Vorsdule, Lange: 4 mm; innerer Durchmesser: 3
mm und Vorsdulenhalter (z. B. Phenomenex)

Reagenzglasschiittler (z. B. Vortex, Carl Roth)
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Variabel einstellbare Pipetten: 10-100 pL, 100-1000 pnL, 1000-5000 pL (z.B. Ep-
pendorf Varipetten)

Messkolben: 10 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL, 1000 mL

Bechergliser: 20 mL, 150 mL

100-mL-Messzylinder

4-mL-Glasflaschchen, graduiert, mit Schraubverschluss (z. B. Zefa Laborservice)
25-mL-Braunglasflaschchen

0,5-2-L-Polyethylenflaschen zur Urinsammlung bei Humanproben
10-mL-Polyethylenr6hrchen zur Portionierung

Rotationsverdampfer (z. B. Biichi Labortechnik Rotavapor R-134)
Vakuumpumpe (z. B. Biichi Labortechnik)

Festphasenextraktionssdulen (z.B. Waters Oasis HLB, 500 mg, 6 mL, Nr.
186000115)

Festphasenextraktionsstation (z.B. Separtis VacMaster 20 mit Einsatz und Tro-
ckenaufsatz 121-2016 und Isolute PTFE-Kaniile mit Absperrhahn Nr. 121-0001)

Vakuumzentrifuge (z. B. Jouan Speedvac Concentrator)
Rollenmischer

Filtersystem 0,22 pm (z. B. Millipore GS)
100-pL-Microvials (z. B. Agilent Technologies)
Vollpipetten: 20 mL, 50 mL, 100 mL (z. B. Brand)
pH-Meter (z.B pH-Meter Lab 850, Schott Instruments)
Begasungssystem mit vier 250-mL-Waschflaschen

Vorrichtung zum Einengen unter Stickstoffstrom (z. B. Reacti-Therm, Pearce)

2.2 Chemikalien

Alle Chemikalien sind von Analysenqualitét (p.a.) oder reiner.

(R)/(S)-N-Acetyl-S-(1-hydroxymethyl)-2-propenyl)-L-cystein/(R)/(S)-N-Acetyl-
S-(2-hydroxy)-3-butenyl)-L-cystein, MHBMA (z.B. Toronto Research Chemicals
Nr. A179005)
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(R)/(S)-N-Acetyl-S-(1-hydroxymethyl)-2-propenyl)-L-cystein-D¢/(R)/(S)-N-Ace-
tyl-S-(2-hydroxy)-3-butenyl)-L-cystein-Dg, [D]-MHBMA (z.B. Toronto Research
Chemicals Nr. A179007)

N-Acetyl-S-(3,4-dihydroxybutyl)-L-cystein, DHBMA (z.B. Toronto Research
Chemicals Nr. A173710)

N-Acetyl-S-(3,4-dihydroxybutyl)-L-cystein-D;, [D;]-DHBMA (z.B. Toronto Re-
search Chemicals Nr. A173712)

Salzsdure 32% (z.B. Roth, Best. Nr. P 074.1)

Ameisensiure p.a., 98—100% (z. B. Merck Nr. 1.00264.1000)

Ammoniumacetat p.a. (z.B. Merck Nr. 1.01116.0500)

Ammoniak 3.8, wasserfrei (z. B. Linde Nr. 4930795)

Stickstoff 5.0 (z. B. Linde)

Deionisiertes Wasser (z. B. Seradest Reinstwasseranlage)

Methanol, fiir die HPLC (z. B. Promochem Code 3041)

Essigsaureethylester, fiir die Riickstandsanalytik (z. B. Promochem Code 1191.1)
Acetonitril, fiir die HPLC (z. B. Merck Nr. 1.00030.9010)

2.3 Lésungen

4 M Salzsiure:

In einem 250-mL-Messkolben werden ca. 100 mL Wasser vorgelegt und mittels
Vollpipette 100 mL Salzsdure (32%) vorsichtig zupipettiert. Nach dem Pipettieren
der konzentrierten Salzsdure die Pipette mehrfach mit dem Kolbeninhalt nachspii-
len, um Reste von Chlorwasserstoff aus dem Pipettenkorper zu entfernen. Anschlie-
Bend den Kolben mit Wasser bis zur Marke auffiillen. Die Losung wird bei Raum-
temperatur aufbewahrt und ist iiber 6 Monate verwendbar.

1 M Salzsédure:

In einen mit ca. 250 mL Wasser gefiillten 500-mL-Messkolben werden mittels Voll-
pipette 50 mL Salzsdure (32%) zupipettiert. Nach dem Pipettieren der konzentrier-
ten Salzsdure die Pipette mehrfach mit dem Kolbeninhalt nachspiilen, um Reste
von Chlorwasserstoff aus dem Pipettenkorper zu entfernen. AnschlieBend wird der
Kolben mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die Losung wird bei +4—6 °C im Kiihl-
schrank aufbewahrt und ist iber 6 Monate verwendbar.
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2%ige Ameisensdure pH 2,0 fiir die HPLC:

In einem 1000-mL-Messkolben werden ca. 500 mL deionisiertes Wasser vorgelegt
und mittels einer Vollpipette 20 mL Ameisensdure einpipettiert. AnschlieBend wird
der Kolben mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die Losung wird durch ein 0,22
pum Filter filtriert.

Die Losung wird bei +4—6 °C im Kiihlschrank gelagert. Die Verwendbarkeit be-
tragt 1 Woche.

Salzsdure pH 2,0:

Zu 1000 mL deionisiertem Wasser wird in einem Becherglas unter stindiger pH-
Kontrolle mit einem pH-Meter tropfenweise 1 M Salzsédure zupipettiert, bis der ge-
wiinschte pH-Wert erreicht ist. Die Losung wird bei Raumtemperatur in einem ver-
schlieBbaren Glasgefal3 gelagert. Die Verwendbarkeit betrdgt 1 Woche.

Ethylacetat (ammoniakgesittigt) mit 20% MeOH (V/V):

Eine mit 250 mL Ethylacetat gefiillte Waschflasche wird an zweiter Stelle in ein
Begasungssystem integriert, welches aus vier Waschflaschen besteht. Die erste und
dritte Flasche ist leer. Die vierte Flasche wird mit Wasser zu 2/3 gefiillt. Alle Fla-
schen werden durch Klammern gesichert. Die erste Flasche wird an das Druckventil
einer Ammoniakflasche angeschlossen. Das Ventil wird fiir 3 min gedffnet. In ei-
nem 250-mL-Messkolben werden 50 mL Methanol vorgelegt und mit der frisch
hergestellten Losung bis zur Markierung aufgefiillt.

Die Losung wird bei Raumtemperatur aufbewahrt und ist iiber 1 Woche verwend-
bar.

0,5% Acetonitril in Salzsdure pH 2,0:

In einem 100-mL-Messkolben werden 0,5 mL Acetonitril vorgelegt. Der Kolben
wird mit Salzsdure pH 2,0 bis zur Markierung aufgefiillt. Die Losung wird bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Die Verwendbarkeit der Losung betrdgt 1 Woche.

2.4 Vergleichsstandards

2.4.1 Interner Standard
[Ds]-MHBMA Stammldsung;:

10,0 mg (R)/(S)-N-Acetyl-S-(1-hydroxymethyl)-2-propenyl)-L-cystein-D¢/(R)/
(S)-N-Acetyl-S-(2-hydroxy)-3-butenyl)-L-cystein-Ds werden in einen 10-mL-
Messkolben genau eingewogen. Der Kolben wird anschlieBend mit Methanol bis
zur Marke aufgefiillt (1 g/L).
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[D;]-DHBMA Stammldsung:

10,0 mg N-Acetyl-S-(3,4-dihydroxy-butyl)-L-cystein-D; werden in einen 10-mL-
Messkolben genau eingewogen. Der Kolben wird anschlieBend mit Methanol bis
zur Marke aufgefiillt (1 g/L).

[Ds]-MHBMA Arbeitslosung ISTD I:

100 pL der [Ds]-MHBMA Stammldsung werden in einen 10-mL-Messkolben pi-
pettiert. Der Kolben wird anschlieBend mit Methanol bis zur Marke aufgefiillt
(10 mg/L).

[D;]-DHBMA Arbeitslosung ISTD II:

100 uL der [D;]-DHBMA Stammlsung werden in einen 10-mL-Messkolben pipet-
tiert. Der Kolben wird anschlieBend mit Methanol bis zur Marke aufgefiillt
(10 mg/L).

Die Stamm- und Arbeitsldsungen der Internen Standards werden in 25-mL-Braun-
glasflaschchen bei —18 °C eingefroren und sind unter diesen Bedingungen mindes-
tens 12 Monate stabil.

2.4.2 Vergleichsstandards
MHBMA-Stammldsung;:

10,0 mg (R)/(S)-N-Acetyl-S-(1-hydroxymethyl)-2-propenyl)-L-cystein/(R)/(S)-N-
Acetyl-S-(2-hydroxy)-3-butenyl)-L-cystein werden in einen 10-mL-Messkolben
genau eingewogen. Der Kolben wird anschlieBend mit Methanol bis zur Marke auf-
gefiillt (1 g/L).

DHBMA-Stamml&sung:

10,0 mg N-Acetyl-S-(3,4-dihydroxy-butyl)-L-cystein werden in einen 10-mL-
Messkolben genau eingewogen. Der Kolben wird anschlieBend mit Methanol bis
zur Marke aufgefiillt (1 g/L).

MHBMA-Arbeitslosung I:

100 pL der MHBMA-Stamml6sung werden in einen 10-mL-Messkolben pipettiert.
Der Kolben wird anschlieSend mit Methanol bis zur Marke aufgefiillt (10 mg/L).

MHBMA-Arbeitslosung I1:

100 uL der MHBMA-Arbeitslosung I werden in einen 10-mL-Messkolben pipet-
tiert. Der Kolben wird anschlieBend mit Methanol bis zur Marke aufgefiillt (100

ng/L).
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DHBMA-Arbeitslosung:

100 pL. der DHBMA-Stammldsung werden in einen 10-mL-Messkolben pipettiert.
Der Kolben wird anschlieBend mit Methanol bis zur Marke aufgefiillt (10 mg/L).

Die Stamm- und Arbeitslosungen der Vergleichsstandards werden in 25-mL-Braun-
glasfldaschchen bei —18 °C eingefroren und sind unter diesen Bedingungen mindes-
tens 12 Monate stabil.

Zur Herstellung der Vergleichsstandardlosungen verfahrt man wie folgt:

Tiefgefrorener Humanpoolurin wird iiber Nacht aufgetaut. Sobald dieser Raum-
temperatur aufweist, wird er intensiv geschiittelt und anschlieend zentrifugiert
(10°C, 2000 g, 10 min). Ein 20-mL-Aliquot des Uberstandes wird in einem Becher-
glas mittels pH-Meter unter stindigem Schwenken zuerst unter tropfenweise Zu-
gabe von 4 M Salzsdure auf pH 3,0-2,5, dann mit 1 M Salzséure genau auf pH 2,0
eingestellt (siche auch Abschnitt 3.1). Es werden in 10-mL-PE-Rdhrchen jeweils
die in Tabelle 2 genannten Volumina der MHBMA-Arbeitslosungen I und II, der
DHBMA-Arbeitslosung und der Losungen des Internen Standards ISTD I und II
einpipettiert und unter schwachem Stickstoffstrom ohne Heizung zur Trockene ein-
geengt. AnschlieBend werden jeweils 2 mL des angesduerten Mischurins in die
Roéhrchen pipettiert und diese auf einem Rollenmischer mindestens 10 min durch-
mischt, um eine vollstdndige Losung der Standardsubstanzen im Urin zu gewahr-
leisten (Pipettierschema siche Tabelle 2).

Die so erhaltenen Vergleichsstandardlosungen werden entsprechend Abschnitt 3.1
aufbereitet, wobei die Arbeitsschritte vor der Festphasenextraktion fiir die Ver-
gleichsstandardlosungen entfallen, diese werden also direkt zur Festphasenextrak-
tion eingesetzt.

Tab. 2. Pipettierschema zur Herstellung der Vergleichsstandardldsungen in Humanurin.

Volumen der Volumen der Dotier- Volumen des Konzentration der
Arbeitslosungen 16sungen der Internen Mischurins Vergleichsstandards
Standards (eingestellt auf
pH2,0)
MHBMA DHBMA [D¢]-MHBMA [D;]-DHBMA MHBMA DHBMA
1 1T ISTD1 ISTDII
[uL] [uL] [uL] [uL] [mL] [mL] [ng/L] [mg/L]
- 25 25 100 100 2 1,25 125
- 50 50 100 100 2 2,5 250
- 100 100 100 100 2 5,0 500
- 250 250 100 100 2 12,5 1250
10 - 500 100 100 2 50 2500
25 - 750 100 100 2 125 3750
100 - - 100 100 2 500 -
250 - - 100 100 2 1250 -
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3 Probenahme und Probenvorbereitung

Die zur Urinsammlung verwendeten Polyethylen-Flaschen werden mit einem Rei-
nigungsmittel gespiilt und mit bidestilliertem Wasser nachgewaschen. Die Proben
werden nach der Sammlung aliquotiert (5-10 mL Probe in 10-mL-R&hrchen) und
bis zur Analyse tiefgefroren (—18 °C). Eine Stabilisierung findet nicht statt. Die Ver-
wendbarkeit betrdgt mindestens 6 Monate.

3.1 Probenaufbereitung

Die tiefgefrorenen Urinproben werden {iber Nacht aufgetaut. Sobald diese Raum-
temperatur aufweisen, werden sie intensiv geschiittelt und anschlieend zentrifu-
giert (10 °C, 2000 g, 10 min). Der Uberstand wird vorsichtig abgehoben, in ein neu-
es 10-mL-Rohrchen iiberfiihrt und der pH-Wert unter stindigem Schwenken zuerst
mit 4 M Salzsdure auf pH 3,0-2,5, dann mit 1 M Salzsdure genau auf pH 2,0 ein-
gestellt. Die Elektrode des pH-Meters taucht wihrend der gesamten pH-Einstellung
in das Proberohrchen ein. Die Einstellung des pH-Wertes gilt dann als abgeschlos-
sen, wenn sich der pH-Wert iiber die Dauer von mind. 20 Sekunden ohne Schiitteln
nicht mehr dndert. Fiir eine Doppelbestimmung aus Humanurin werden in 10-mL-
PE-Roéhrchen jeweils 100 uL [Dg]-MHBMA Arbeitslosung ISTD I (10 mg/L) und
100 pL [D;]-DHBMA Arbeitslosung ISTD II (10 mg/L) einpipettiert und unter
schwachem Stickstoffstrom ohne Heizung zur Trockene eingeengt. Anschlieend
werden jeweils 2 mL zentrifugierter Humanurin in die R6hrchen pipettiert und die-
se auf einem Rollenmischer mindestens 10 min durchmischt, um eine vollstindige
Losung der beiden internen Standards im Urin zu gewéhrleisten.

Anschlieend erfolgt eine Festphasenextraktion an dem Polymermaterial Oasis
HLB (500-mg-Kartusche, 6 mL). Die Kartuschen werden hierfiir zundchst mit
2 x 6 mL Ethylacetat, 2 x 6 mL Methanol und 2 x 6 mL verdiinnter Salzsdure pH
2,0 konditioniert. Nach vollstindigem Aufbringen der Probe bei Atmosphéren-
druck werden die Kartuschen nacheinander mit 3 x 3 mL verdiinnter Salzsdure pH
2,0 und 6 mL der Losung von 0,5% Acetonitril in verdiinnter Salzsdure pH 2,0 ge-
waschen und trockengesaugt (550 mbar, 3 min). Anschlieend werden die Kartu-
schen zentrifugiert (10°C, 500 g, 10 min) und mit Hilfe des Trockenaufsatzes mit
Stickstoff trockengeblasen. Der Vordruck an der Stickstoffflasche wird dazu auf 2,0
bar eingestellt. Wenn die wissrige Phase vollstdndig von der Kartusche gepresst
wurde, wird das Trocknen noch 2 min fortgesetzt.

Die Elution erfolgt mit der Losung von 20% Methanol in ammoniakgeséttigtem
Ethylacetat (V/V) in ein 4-mL-Glischen. Hierzu werden 5 mL der Losung aufge-
bracht und nach 1 min Einwirkzeit mit leicht reduziertem Druck bei 920 mbar
durchgesaugt, so dass eine tropfenweise Elution zu beobachten ist. Um eine voll-
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standige Elution zu erreichen, werden die Kartuschen bei 550 mbar fiir 2 min voll-
stindig trockengesaugt. Die Probe wird mittels Vakuumzentrifuge bis zur Trockene
eingeengt und in 100 pL 2%ige Ameisensdure/Methanol 70:30 (V/V) aufgenom-
men. Anschlielend erfolgt die analytische Bestimmung mittels LC/MS/MS.
Abbildung 2 zeigt die Probenaufarbeitung in Form eines Fliefschemas.

4 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytischen Messungen erfolgen an einer Gerdtekombination bestehend aus
einem HPLC-System mit bindrer Pumpe, Sédulenofen, Entgaser und automatischem
Probengeber, sowie einem Tandem-Quadrupol-Massenspektrometer mit Moglich-
keit der negativen APCI.

4.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographische
Arbeitsbedingungen

Trennséule: Material: Stahl
Linge: 150 mm
innerer Durchmesser: 4,6 mm
Saulenfiillung: Atlantis dCs, 3 pm,

100 A

Trennprinzip: Reversed phase

Temperatur: 50°C

Detektion: Tandem-Massenspektrometrischer Detektor

Mobile Phase: Eluent A: 2%ige Ameisenséure pH 2,0, aq.
Eluent B: Methanol

Gradient: siehe Tabelle 3

Tab. 3. Gradientenprogramm der bindren Pumpe.

Zeit (min) Eluent AVol.% Eluent B Vol.%
0,00 70 30
1,00 70 30
4,00 10 90
5,00 10 90
5,01 70 30
10,00 70 30

18. Lieferung, Ausgabe 2008



MHBMA und DHBMA Analytische Methoden

Bd. 2, Seite 10 Analysen in biol. Material

Stoppzeit: 10 Minuten

Flussrate: 1 mL/min

Autosampler: Kiihlung: 10°C
Injektionsvolumen: 10 uL

Alle anderen Parameter sind nach Herstellerangaben zu optimieren.

4.2 Massenspektrometrische Arbeitsbedingungen

Einstellungen der lonenquelle:

Ionisationsmodus: APCI negativ
Source-Temperature: 495°C
Curtain gas pressure: 50 psi
Needle current (NC): -2 uA
Nebulizer Gas (GAS 1): 70 psi

Auxiliary/Heater Gas (GAS 2): 20 psi

Einstellungen des Analysers:  siehe Tabelle 4

Tab. 4. Analyser-Einstellungen.

Parameter [D]- DHBMA [De]- MHBMA
DHBMA MHBMA
Ubergang 2572 > 250,0 > 250,0 » 2382 > 232,0 > 232,0 >
128,0 121,0 75,0 109,0 103,0 73,0
Messzeit [ms] 200 200 200 200 200 200
DP[V] =31 -56 -56 -26 =31 =31
FP [V] -80 -190 -190 -60 -330 -330
EP[V] 9,5 8,0 8,0 10,0 6,0 6,0
CEP[V] -8,0 =52 -52 -10 -10 -10
CXP[V] -8 -6 -14 -8 —24 -8
CE[V] -20 -22 -36 —12 -14 -34

DP = declustering potential, FP = focussing potential, EP = entrance potential, CEP = collision
cell entrance potential, CXP = collision cell exit potential, CE = collision energy.

Die aufgelisteten Messbedingungen sind fiir die eingesetzte Gerdtekonfiguration
ermittelt worden und miissen fiir Gerdte anderer Hersteller gemif3 deren Angaben
optimiert werden.
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5 Analytische Bestimmung

Zur quantitativen Bestimmung werden 10 pL der Probelosung auf die Trennsdule
injiziert. Bei jeder Analysenserie von 18 Proben werden 2 Qualitétskontrollproben
unterschiedlicher Konzentration mitanalysiert. Pro Tag wird ein Reagentienleer-
wert bestimmt. Fiir jede Realprobe werden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
Liegen die ermittelten Messwerte au3erhalb des linearen Bereichs der Kalibrierkur-
ve, erfolgt vor einer erneuten Aufbereitung und Messung eine entsprechende Ver-
diinnung des Urins mit deionisiertem Wasser (z.B. 1:10). Es werden die zeitlichen
Verlaufe der in Tabelle 5 aufgefiihrten Ioneniiberginge im MRM-Modus des Tan-
dem-Massenspektrometers (APCI-negativ-Modus) aufgezeichnet.

Tab. 5. Retentionszeiten und detektierte loneniibergénge.

Analyt Retentionszeit [min] Ioneniiberginge (MS/MS, APClI-neg.-Modus)
Ql Q3
[D;]-DHBMA 2,19 2572 128,0*
DHBMA 2,20 250,0 121,0%
75,0
[Ds]-MHBMA 2,97 238,2 109,0*
MHBMA 3,01 232,0 103,0*
73,0

Die mit * gekennzeichneten Massen werden zur quantitativen Auswertung herangezogen.

Die in Tabelle 5 angegebenen Retentionszeiten konnen nur als Anhaltspunkt die-
nen. Der Anwender hat sich selbst von der Trennleistung der verwendeten HPLC-
Séule und des daraus resultierenden Retentionsverhaltens der Substanzen zu iiber-
zeugen.

In Abbildung 3a und 3b sind beispielhaft die Chromatogramme zweier Urine (ein
Raucher und ein Nichtraucher) abgebildet.

6 Kalibrierung

Es wird eine Matrixkalibrierung mit gemif Tabelle 2 dotiertem und Abschnitt 3.1
aufgearbeitetem Kontrollurin und den in Abschnitt 4.1 und 4.2 aufgelisteten Gera-
teparametern durchgefiihrt. Die Kalibriergerade wird durch lineare Regression der
Flachenverhiltnisse von MHBMA/[Ds]-MHBMA bzw. DHBMA/[D,]-DHBMA
gegen die dotierte Konzentration von MHBMA bzw. DHBMA erstellt. Die Konzen-
tration ohne Dotierung wird jeweils subtrahiert. Bei Einsatz von 2 mL Probe wurde
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an dem beschriebenen Analysengerit ein linearer Messbereich von 1,25 bis 1250
png/L (fir MHBMA), bzw. von 125 bis 3750 pug/L (flir DHBMA) ermittelt. Es ist
nicht notwendig, bei jeder Analysenserie eine vollstandige Kalibriergerade aufzu-
nehmen. Neue Kalibriergeraden sollten erstellt werden, wenn die Ergebnisse der
Qualititssicherung systematische Abweichungen erkennen lassen, Systemveriande-
rungen vorgenommen wurden oder lidngere Zeit keine Analysen mehr durchgefiihrt
worden sind.

Beispiele fiir Kalibriergeraden sind in Abbildung 4 gezeigt.

7 Berechnung der Analysenergebnisse

Die Konzentration der Probe in pg/L ldsst sich aus der Kalibrierfunktion (y = mx +
t) nach folgender Formel berechnen:

Konzentration der Probe [pug/L] = (y—t)/m
mit y: Peakflichen-Verhaltnis: Analyt/ISTD
t:  Achsenabschnitt der Leerwert-korrigierten Kalibrierfunktion
(siehe Abschnitt 6)
m: Steigung der Kalibrierfunktion

Ermittelte Reagenzienleerwerte sind von den Analysenergebnissen der Realproben
zu subtrahieren. Gegebenenfalls kann die Berechnung auch iiber die Auswertungs-
software des LC/MS/MS-Systems erfolgen (z.B. Analyst-Software von Applied
Biosystems). Falls eine Probe vor der Aufbereitung verdiinnt wurde, ist die nach
obiger Formel errechnete Konzentration mit dem Verdiinnungsfaktor zu multipli-
zieren.

8 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitdtssicherung

Zur Sicherung der Qualitdt der Analysenergebnisse wird gemafl den Richtlinien der
Bundesirztekammer [16, 17] und den speziellen Vorbemerkungen dieses Werkes
verfahren. Zur Kontrolle der Reproduzierbarkeit (Prazision von Tag zu Tag) werden
selbst hergestellte Poolurinproben von Rauchern und Nichtrauchern als Kontroll-
proben mitgefiihrt. Der ,,Sollwert” und die Toleranzbereiche dieses Qualitéitskon-
trollmaterials werden im Rahmen einer Vorstudie ermittelt (Prizision in Serie mit
n =15). Pro Tag wird ein Reagenzienleerwert bestimmt. Zwei Kontrollproben mit 2
unterschiedlichen Konzentrationen (z. B. Raucher-, Nichtraucherpool) werden bei
jeder Aufarbeitungsserie von jeweils 18 eigentlichen Proben mitgefiihrt, um Sys-
temveranderungen zu registrieren. Eine der Kontrollproben wird vor den 18 Proben
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vermessen, die zweite Kontrollprobe nach den 18 Realproben. Eine Standardlésung
der Analyten wird pro 100 Injektionen vermessen. Die mitgefiihrte Standardprobe
entspricht einem Mix aus den 4 Einzelstandards mit einer Konzentration der einzel-
nen Komponenten von 2,5 mg/L. Sollten die Ergebnisse der Qualititskontrollpro-
ben systematische Abweichungen erkennen lassen, muss gemif Abschnitt 6 erneut
kalibriert werden.

9 Beurteilung des Verfahrens
9.1 Prazision

Die Prizision in der Serie und von Tag zu Tag wurde mittels undotierten Human-
urins bestimmt. Fiir die Prizision in Serie wurden je ein Raucher- und ein Nichtrau-
cherurin fiinfmal gemaB den vorhergehenden Abschnitten aufgearbeitet und analy-
siert. Die Prézision von Tag zu Tag wurde wie folgt bestimmt: Uber einen Zeitraum
von 5 Wochen wurde an 21 Tagen je ein Aliquot eines Raucher- und eines Nichtrau-
cherpoolurins einmal pro Tag geméf den vorhergehenden Abschnitten aufgearbei-
tet und analysiert.

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 6 zusammengestellt.

Tab. 6. Prizision fiir MHBMA- und DHBMA-Bestimmungen in Humanurin.

n Konzentration Variations- Streubereich
[ng/L)] koeffizient [%]  [%]

MHBMA
Nichtraucher
In der Serie 5 7,35 4,1 10,5
Tag zu Tag 21 37,6 7,5 15,7
Raucher
In der Serie 5 9,35 6,3 16,2
Tag zu Tag 21 18,4 134 27,9
DHBMA
Nichtraucher
In der Serie 5 496,5 0,8 2.1
Tag zu Tag 21 394,8 5,7 11,9
Raucher
In der Serie 6 238,1 1,0 2,6
Tag zu Tag 21 219.8 4,2 8,7
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9.2 Richtigkeit

Fir Humanurin wurde die Richtigkeit durch Dotierexperimente von Nichtraucher-
poolproben ermittelt. Dazu wurden jeweils 5 Poolproben mit 2,5 und 10 ng
MHBMA im Ansatz von 5 mL dotiert. Fiir DHBMA betrugen die Dotiermengen
250 und 5000 ng. Diese Proben wurden anschlie8end entsprechend Abschnitt 3 und
4 aufgearbeitet und analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tab. 7. Richtigkeit von MHBMA- und DHBMA-Bestimmungen in Humanurin (n = 5, Aus-
gangskonzentration: 4,27 ug/L, bzw. 476,4 ng/L).

Aufdotierte Konzentration [ug/L] Relative Wiederfindung [%] (Variationskoeffizient [%])

MHBMA DHBMA
0,5 93,7(8,1) -
2,0 95,2 (6,1) -
50 -
95,3 (4,6)
1000 - 73,6 (2,9)

9.3 Nachweisgrenzen

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden durch Bestimmung des Signal/
Rausch-Verhiltnisses aus 10 Nichtraucher-Poolurinproben bestimmt unter Zugrun-
delegung folgender Beziehungen:

Nachweisgrenze (X*) =3 Oplind

Bestimmungsgrenze =10 Gplina

wobei gy die Standardabweichung des mittleren Blindwertes bei der Retentions-
zeit der jeweiligen Mercaptursaure darstellt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle § dargestellt.

Tab. 8. Nachweis- und Bestimmungsgrenzen von MHBMA und DHBMA in Humanurin.

Analyt NWG [pg/L] BSG [pg/L]
MHBMA 0,91 2,73
DHBMA 23,0 75,9

NWG = Nachweisgrenze, BSG = Bestimmungsgrenze
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9.4 Storeinfliisse

Die chromatographische Trennung der Analyten durch ein Gradientenprogramm
ist nicht nur auf Grund der unterschiedlichen Polarititen der Analyten notwendig,
sondern dient vor allem zur Abtrennung storender Matrixkomponenten. Die Ver-
wendung des stark sauren HPLC-Losungsmittelgemisches erlaubt auf der verwen-
deten C18- Sdule mit 3 pm-Teilchen eine vergleichsweise gute Retention, so dass
durch Vergleich der Peakformen und Retentionszeiten des nativen Metaboliten mit
denen des internen Standards eine eindeutige Zuordnung der Peaks mdglich wird.
Das Isomerengemisch von MHBMA wird mit dieser Chromatographie nicht voll-
stindig getrennt (siche Abbildung 3a und 3b). In dieser Methode wird die Summe
der beiden MHBMA -Isomeren ausgewertet.

Eine hohe Spezifitit ist durch die Detektion von Tochterionen mittels LC/MS/MS
gewihrleistet. Als weitere Identifikationskriterien kénnen die deuterierten Stan-
dards und ihre jeweiligen Retentionszeiten (unmittelbar vor den Analyten) herange-
zogen werden.

Als kritischer Schritt ist die Trocknung der SPE-Kartuschen vor der Elution anzu-
sehen. Eine unvollstdndige Trocknung kann zu unkontrollierten Verlusten an Ana-
Iyten fiihren. Es muss daher auf eine vollstindige Trocknung der SPE-Kartuschen
geachtet werden.

Nach unserer bisherigen Erfahrung sind MHBMA und DHBMA im Urin, der bei
—25°C gelagert wird, fiir mindestens 12 Monate stabil.

10 Diskussion der Methode

Die neu entwickelte Methode zur Bestimmung von Mercaptursduren des 1,3-Buta-
diens gestattet die schnelle, hoch selektive und sensitive Quantifizierung von
gleichzeitig 2 Mercaptursiduren mittels HPLC/APCI-MS/MS mit einer Messdauer
von weniger als 10 Minuten. Diese klassischen Entgiftungsprodukte stehen somit
einem Monitoring zur Verfiigung, mit dem in kurzer Zeit eine relativ hohe Proben-
zahl bewiltigt werden kann. Aufgrund der einfachen Probenvorbereitung kdnnen
bis zu 60 Proben pro Woche als Doppelansitze bestimmt werden. Grundlage des
Verfahrens ist eine einfache Festphasenextraktion an einem Polymermaterial. Die
Adsorption der Analyten auf dem Polymermaterial konnen nur aus pm oder pm*-
Wechselwirkungen bestehen (,,normale* Reversed Phase-Chromatographie). Die
Analyten sollten daher auf Grund ihrer hohen Polaritit relativ leicht und vor allem
unspezifisch gebunden sein. Die fiir eine konstante Wiederfindung geforderten
gleich bleibenden Flussraten lassen sich bei der Festphasenextraktion von Hand
nur durch Vakuumkontrolle mittels eines Vakuum-Controllers erzielen. Es zeigt
sich, dass die Mercaptursduren eine ausreichende thermische Stabilitét fiir Messun-

18. Lieferung, Ausgabe 2008



MHBMA und DHBMA Analytische Methoden
Bd. 2, Seite 16 Analysen in biol. Material

gen mit APCI aufweisen. Wegen des hohen Wasseranteils im Laufmittel sind in der
Ionenquelle Temperaturen von 500 °C notwendig. Dadurch erreichen die Analyten
kurzzeitig Temperaturen von ca. 200 °C. Dennoch tritt keine messbare Fragmentie-
rung bereits in der Quelle auf. Die Messung mit APCI hat gegeniiber der TIS (Tur-
bo Ion Spray)-Quelle einige Vorteile: Mit hoheren Flussraten von 1000 pL/min und
Sdulendurchmessern von 4,6 mm lassen sich relativ kurze Laufzeiten von 10 min
erreichen, das Signal/Rausch-Verhéltnis ist bei APCI jedoch deutlich verbessert.
Allerdings ist die absolute Intensitit der Signale leicht reduziert.

Die Kalibrierung als auch die Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgren-
zen erfolgt aus Nichtraucherurin. Da kein Urin vorliegt, der frei von 1,3-Butadien-
Mercaptursiuren ist, fiihrt dies zwangsliufig zu einer Uberbewertung der Nach-
weis- und Bestimmungsgrenzen, wenn diese mit der Leerwertmethode bestimmt
werden. Besser bestimmt werden kénnen diese objektiv iiber das Signal/Rausch-
Verhéltnis.

Die Methode zeigt iiber 3 GroBenordnungen lineares Verhalten fiir alle Analyten.
Die Selektivitit ist durch die Aufnahme von Fullscan-Massenspektren im Rahmen
der ,,Quantitative Optimization‘ bestétigt worden.

Im Verlauf der Methodenentwicklung konnte ein eindeutiger Einfluss der einge-
setzten Urinmenge auf die Wiederfindung gezeigt werden. Bei Verwendung grofe-
rer Urinmengen nimmt die Wiederfindung deutlich ab, was darauf hindeutet, dass
dann Bindungsstellen der Kartuschen liberwiegend von Matrixbestandteilen belegt
werden und somit fiir eine Retention der Analyten nicht mehr zur Verfligung ste-
hen.

Verwendete Messgerite:

HPLC-System HP 1100 von Agilent Technologies mit den Modulen G1312 A,
G1314 A, G1316 A, G1322 A und G1329 A und einem Tandem Quadrupol Mas-
senspektrometer mit APCI-Quelle API 2000, sowie der Auswertesoftware ,,Ana-
lyst* von Applied Biosystems.
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Probenvorbereitung

Urin zentrifugieren, auf pH 2,0 einstellen
Interne Standards (ISTD) in ProbengefaBe zur Trockene einengen (im No-Strom)

portionieren 2 x 2 mL Urin (fiir Doppelbestimmung)
in 10-mL-PE-Réhrchen

v
Festphasenextraktion
Kartuschen (Oasis 500 mg, 6 mL) konditionieren:
2 x 6 mL EtOAc, 2 x 6 mL Methanol
2 x 6 mL Salzsaure pH 2,0

|

Probenaufgabe: 2 mL Urin

|

Waschen:
3 x 3 mL Salzsaure pH 2,0

1x 6 mL 0,5 % ACN in Salzsaure (auf pH 2,0 eingestellt)

|

Trocknen der Kartuschen:
Trockensaugen (Vakuum Controller, 550 mbar, 3 min)
Zentrifugieren (10 min, 10 °C, 500 g)
Trockenblasen (Trockenaufsatz, mit N, 5.0, 2,0 bar)

|

Elution:
1 x 5 mL EtOAc (NH; gesattigt) mit 20 % MeOH (V/V)
Trockensaugen (Vakuum Controller, 550 mbar, 2 min)

|

Aufnahme in 200 pL 2%ige Ameisensaure/MeOH 70:30 (V/V)

|

LC/MS/MS

Abb. 2. MethodenflieBschema.
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Analytische Methoden MHBMA und DHBMA
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Abb. 3. Beispiel-Chromatogramme: a. Raucher: 11,43 pg/LL MHBMA; 424,81 pg/L DHBMA,;
b. Nichtraucher: 1,63 ug/L MHBMA; 112,3 pg/L DHBMA.
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Kalibrierung: MHBMA
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Abb. 4. Kalibriergeraden fiir MHBMA und DHBMA. Es wurde eine Matrixkalibrierung durch-
gefiihrt.



