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Abstract

The working group “Analyses in Biological Materials” of the German Senate Com-
mission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in the
Work Area (MAK Commission) developed and verified this biomonitoring method
for the measurement of six specific metabolites of the plasticiser tri-(2-ethylhexyl)
trimellitate (TEHTM) in urine. Specifically, this method determines two monoester
isomers as primary hydrolysis products of TEHTM, 1-mono-(2-ethylhexyl) trimellitate
(I-MEHTM) and 2-mono-(2-ethylhexyl) trimellitate (2-MEHTM), as well as the oxi-
datively formed secondary derivatives, namely 1-mono-(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)
trimellitate (50H-1-MEHTM), 2-mono-(2-ethyl-5-hydroxyhexyl) trimellitate
(50H-2-MEHTM), 1-mono-(2-ethyl-5-carboxypentyl) trimellitate (5¢x-1-MEPTM), and
2-mono-(2-ethyl-5-carboxypentyl) trimellitate (5¢x-2-MEPTM). Determination is car-
ried out after enzymatic hydrolysis of the urine sample as well as enrichment of the
analytes by online SPE. Via integrated, automatic column-switching, the analytes are
transferred onto the analytical column in backflush mode, separated by liquid chro-
matography, and quantified by tandem mass spectrometry. Calibration is performed
using calibration standards prepared in pooled urine and processed analogously to
the samples to be analysed. The following isotope-labelled substances are added to the
urine samples as internal standards: Ds-1I-MEHTM, Ds;-2-MEHTM, D;-50H-1-MEHTM,
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D;s-5¢x-1-MEPTM, and D;s-5¢x-2-MEPTM. The method provides reliable and accurate analytical results, as shown by
the good precision data with standard deviations no greater than 8%. Good accuracy data were obtained with mean
relative recoveries in the range of 97-109%. The method is both selective and sensitive, and provides quantitation limits
in the range of 0.04-0.12 pg/1.

1 Kenndaten der Methode

Matrix Urin

Analytisches Messprinzip Fliissigkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)

Parameter und entsprechender Arbeitsstoff

Arbeitsstoff CAS-Nr. Parameter CAS-Nr.
1-Mono-(2-ethylhexyl)trimellitat (I-MEHTM) 61137-09-5
2-Mono-(2-ethylhexyl)trimellitat (2-MEHTM) 63468-08-6
1-Mono-(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)trimellitat 2306733-44-6
(50H-1-MEHTM)

Tri-(2-ethylhexyl)trimellitat 3319-31-1 2-Mono-(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)trimellitat 2306733-45-7

(TEHTM) (50H-2-MEHTM)
1-Mono-(2-ethyl-5-carboxypentyl)trimellitat 2306733-48-0
(5cx-1-MEPTM)
2-Mono-(2-ethyl-5-carboxypentyl)trimellitat 2306733-49-1

(5¢x-2-MEPTM)

Zuverlassigkeitskriterien

1-MEHTM
Prizision in der Serie: Standardabweichung (rel.) $,=3,0% bzw. 6,3%
Streubereich u=6,8% bzw. 14,3 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,24 pg oder 1,20 pg 1-MEHTM pro Liter Urin
und n =10 Bestimmungen
Préazision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel.) $w=5,2% bzw. 6,6 %
Streubereich u=12,3% bzw. 159%
bei einer dotierten Konzentration von 0,24 pg oder 1,20 pg 1-MEHTM pro Liter Urin
und n =38 Bestimmungen
Richtigkeit: Wiederfindung (rel.) r=100% bzw. 99,0 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,24 pg oder 1,20 pg 1-MEHTM pro Liter Urin
und n =38 Bestimmungen
Nachweisgrenze: 0,01 pg 1-MEHTM pro Liter Urin
Bestimmungsgrenze: 0,04 pg 1-MEHTM pro Liter Urin
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2-MEHTM

Prézision in der Serie:

Prézision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

50H-1-MEHTM

Prézision in der Serie:

Préazision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

50H-2-MEHTM

Prézision in der Serie:

Prézision von Tag zu Tag:

Richtigkeit:

Nachweisgrenze:

Bestimmungsgrenze:

Standardabweichung (rel.) $,=4,3% bzw. 6,3%

Streubereich u=97% bzw. 14,3 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,25 pg oder 1,27 pg 2-MEHTM pro Liter Urin
und n =10 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $,=4,0% bzw. 7,3%

Streubereich u=9,5%bzw. 17,3%

bei einer dotierten Konzentration von 0,25 pg oder 1,27 pg 2-MEHTM pro Liter Urin
und n =38 Bestimmungen

Wiederfindung (rel.) r=104% bzw. 96,8 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,25 pg oder 1,27 pg 2-MEHTM pro Liter Urin
und n =38 Bestimmungen

0,02 pg 2-MEHTM pro Liter Urin
0,07 pg 2-MEHTM pro Liter Urin

Standardabweichung (rel.) $,=5,0% bzw. 4,0%

Streubereich u=11,3% bzw. 9,0 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,26 pg oder 1,28 pg 50H-1-MEHTM pro Liter
Urin und n =10 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $,=5,0% bzw. 3,7%

Streubereich u=11,8% bzw. 8,8%

bei einer dotierten Konzentration von 0,26 pg oder 1,28 pg 50H-1-MEHTM pro Liter
Urin und n =8 Bestimmungen

Wiederfindung (rel.) r=98,9% bzw. 99,0 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,26 pg oder 1,28 pg 50H-1-MEHTM pro Liter
Urin und n =8 Bestimmungen

0,02 pg 5O0H-1-MEHTM pro Liter Urin
0,07 pg 5OH-1-MEHTM pro Liter Urin

Standardabweichung (rel.) $,=8,1% bzw. 5,5%

Streubereich u=183%bzw. 124 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,25 pg oder 1,24 pg 50H-2-MEHTM pro Liter
Urin und n =10 Bestimmungen

Standardabweichung (rel.) $,=5,9%bzw. 2,7%

Streubereich u=14,0% bzw. 6,3 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,25 pg oder 1,24 pg 50H-2-MEHTM pro Liter
Urin und n =8 Bestimmungen

Wiederfindung (rel.) r=104% bzw. 109 %

bei einer dotierten Konzentration von 0,25 pg oder 1,24 pg 50H-2-MEHTM pro Liter
Urin und n =8 Bestimmungen

0,04 pg 50H-2-MEHTM pro Liter Urin
0,12 pg 50H-2-MEHTM pro Liter Urin
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5cx-1-MEPTM

Prézision in der Serie: Standardabweichung (rel.) $w=2,4% bzw. 6,0%
Streubereich u=5,4%bzw. 13,6 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,24 pg oder 1,20 pg 5cx-1-MEPTM pro Liter
Urin und n =10 Bestimmungen

Prézision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel.) 5,=6,0% bzw. 4,8 %
Streubereich u=14,2% bzw. 11,4 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,24 pg oder 1,20 pg 5cx-1-MEPTM pro Liter
Urin und n =8 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindung (rel.) r=105% bzw. 109 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,24 pg oder 1,20 pg 5c¢x-1-MEPTM pro Liter
Urin und n =8 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 0,01 pg 5cx-1-MEPTM pro Liter Urin

Bestimmungsgrenze: 0,05 pg 5¢x-1-MEPTM pro Liter Urin

5cx-2-MEPTM

Prézision in der Serie: Standardabweichung (rel.) $,,=4,8% bzw. 6,0 %
Streubereich u=10,9% bzw. 13,6 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,24 pg bzw. 1,21 pg 5¢x-2-MEPTM pro Liter
Urin und n = 10 Bestimmungen

Prézision von Tag zu Tag: Standardabweichung (rel.) $y=4,8% bzw. 5,6 %
Streubereich u=11,4%bzw. 13,2 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,24 pg bzw. 1,21 pg 5¢x-2-MEPTM pro Liter
Urin und n =8 Bestimmungen

Richtigkeit: Wiederfindung (rel.) r=99,4% bzw. 100 %
bei einer dotierten Konzentration von 0,24 pg bzw. 1,21 pg 5¢x-2-MEPTM pro Liter
Urin und n =8 Bestimmungen

Nachweisgrenze: 0,01 pg 5cx-2-MEPTM pro Liter Urin

Bestimmungsgrenze: 0,04 pg 5¢cx-2-MEPTM pro Liter Urin

2 Allgemeine Informationen zu TEHTM

Tri-(2-ethylhexyl)trimellitat (TEHTM) ist ein Weichmacher der insbesondere als Alternativprodukt fiir Di-(2-ethylhexyl)-
phthalat (DEHP) verwendet wird (Bourdeaux et al. 2016; SCENIHR 2015; Van Vliet et al. 2011). TEHTM zeichnet
sich im direkten Vergleich zu DEHP sowohl durch eine geringere Toxizitét als auch durch eine deutlich geringere
Migrationsrate in Kontaktmedien aus (Eckert et al. 2016). TEHTM wird bisher vorrangig fiir Medizinprodukte aus
Weich-PVC verwendet, insbesondere fiir Beutel und Schlauche, die fur Blut, Plasma, Infusionen oder kunstliche
Erndhrung bestimmt sind. Der Anteil der Weichmacher im PVC-Material betragt dabei iiblicherweise 20-40 % des
Gesamtgewichts (Bernard et al. 2014; Green et al. 2005). Da die Weichmacher nicht chemisch an das PVC gebunden
sind, konnen diese in das Kontaktmedium, z.B. Blut, migrieren. Dadurch kann es zu einer direkten Exposition von
Patienten kommen, was auch die wichtigste Expositionsquelle fiir TEHTM darstellt. Bereits vorhandene Zell- und
Tierstudien zu TEHTM wurden meist in direktem Vergleich mit DEHP durchgefiihrt. Hierbei konnte eine deutlich
geringere Toxizitdt von TEHTM im Vergleich zu DEHP festgestellt werden (Eljezi et al. 2017; Hodgson 1987; Kambia
et al. 2004; Ohashi et al. 2005). Da keine Humandaten vorlagen, wurde im Rahmen des BMU-VCI-Projekts in einer In-
vivo-Studie der Humanmetabolismus von TEHTM erstmalig untersucht (Hollerer et al. 2018 a). Die hierzu angewandte
Methode wurde international publiziert (Hollerer et al. 2018 b).
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Die Ergebnisse der In-vivo-Studie zeigen, dass TEHTM nach oraler Aufnahme resorbiert und zuniachst selektiv zu den
Diester-Isomeren 1,2-Di-(2-ethylhexyl)trimellitat (1,2-DEHTM) und 2,4-Di-(2-ethylhexyl)trimellitat (2,4-DEHTM) ge-
spalten wird. Diese werden dann weiter zu den Monoester-Isomeren I-MEHTM und 2-MEHTM abgebaut. Das Diester-
Isomer 1,4-Di-(2-ethylhexyl)trimellitat (1,4-DEHTM) sowie der Monoester 4-MEHTM konnten hingegen im Blut nicht
nachgewiesen werden. Im Urin konnten alle drei Monoester-Isomere, -MEHTM, 2-MEHTM und 4-MEHTM, nach-
gewiesen werden, wobei 4-MEHTM nur in sehr geringen Mengen gefunden wurde. Fur die relevanten Monoester
1-MEHTM und 2-MEHTM wurden auch sekundire Metaboliten (Oxidation an der Seitenkette) untersucht und konn-
ten im Urin der exponierten Personen ebenfalls nachgewiesen werden. Basierend auf diesen Ergebnissen konnte ein
Metabolismusschema von TEHTM aufgestellt werden, welches in Abbildung 1 dargestellt ist. Generell zeigte sich,
dass die Metabolisierung von TEHTM und die Ausscheidung der Metaboliten mit dem Urin beim Menschen relativ
langsam verlauft, da einige Metaboliten auch noch 72 h nach Exposition im Urin nachweisbar waren (Hollerer et al.
2018 a). Bei funf der mit dieser Methode erfassbaren Metaboliten wurde eine zweiphasige Eliminationskinetik be-
obachtet. Dabei wurden fiir die Exkretion mit dem Urin Halbwertszeiten zwischen 4 und 6 Stunden bzw. zwischen
10 und 33 Stunden berechnet (Hoéllerer et al. 2018 a). Fir 5cx-2-MEPTM wurde eine einphasige Eliminationskinetik
mit einer Halbwertszeit von 17 h beschrieben. Insgesamt wurden innerhalb von 72 h rund 6 % der oral verabreichten
TEHTM-Dosis im Urin als Metaboliten wiedergefunden, wobei 2-MEHTM den Hauptmetaboliten darstellte, ge-
folgt von 5¢x-1-MEPTM, 50H-1-MEHTM, 50H-2-MEHTM und 1-MEHTM, welche somit auch als Biomarker fiir ein
Humanbiomonitoring von TEHTM empfohlen werden kénnen. Daher erfolgte in der hier beschriebenen Methode
eine Eingrenzung der Metaboliten der urspriinglichen Methode von Hoéllerer et al. (2018 a) auf diese sechs Metaboliten
(Kuhlmann et al. 2021).

SOH 1-MEHTM
-MEHTM Scx- -MEPTM

TEHTM /\(\/\ _CYP4s50 \g/@i{;\ /\(\/\g/
/\(\/\ Esterhydrolyse +

3 MEHTM 5cx-2 MEPTM
o

OH CYP450 \/(/\)(
HO O,

50H-2 MEHTM

Abb.1 Metabolismusschema von TEHTM, stark vereinfacht, nach Héllerer et al. (2018 a) und Kuhlmann et al. (2021)

«(YL‘SQ
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3 Grundlage des Verfahrens

Das hier beschriebene Verfahren dient der Erfassung von sechs spezifischen Metaboliten des Weichmachers TEHTM
in Urin. Bei den Analyten handelt es sich einerseits um zwei Monoester-Isomere als primére Hydrolyseprodukte des
TEHTM (I-MEHTM und 2-MEHTM), andererseits um die oxidativ gebildeten sekundiren Derivate (50H-1-MEHTM,
50H-2-MEHTM, 5cx-1-MEPTM und 5cx-2-MEPTM). Die Bestimmung erfolgt nach enzymatischer Hydrolyse der
Urinprobe sowie Anreicherung der Analyten mittels online-SPE. Durch integrierte automatische Saulenschaltung
werden die Analyten im Backflush-Mode auf die analytische Saule tiberfithrt, auf dieser fliissigkeitschromatographisch
aufgetrennt und mittels Tandem-Massenspektrometrie quantifiziert. Die Kalibrierung erfolgt mit Kalibrierstandards,
die in Poolurin angesetzt und in der gleichen Weise aufgearbeitet werden, wie die zu analysierenden Proben. Als
interne Standards (ISTDs) werden den Urinproben folgende isotopenmarkierte Substanzen zugesetzt: D;-1-MEHTM,
D,-2-MEHTM, D,-50H-1-MEHTM, D.-5¢x-1-MEPTM und Ds-5¢x-2-MEPTM.

4 Gerate, Chemikalien und L6sungen

4.1 Gerate

o UPLC-Anlage (z.B. ACQUITY UPLC H-Class System, Waters GmbH, Eschborn) mit einer quaternaren Pumpe
(z.B. ACQ H-Class QSM Plus, Waters GmbH, Eschborn), einer bindren Pumpe (z.B. UPLC Binary SOL MGR,
Waters GmbH, Eschborn), einem Autosampler (z.B. ACQ H-Class FTN-H Plus, Waters GmbH, Eschborn) sowie
einem Sdulenmanager (z.B. ACQUITY UPLC CM-A, Waters GmbH, Eschborn)

o Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (z.B. Xevo TQ-XS, Waters GmbH, Eschborn)
o Software fiir Datenauswertung (z.B. MassLynx 4.2, TargetLynx XS, Waters GmbH, Eschborn)

o Anreicherungssaule (z.B. Nr. 186005233, XBridge® BEH C8 Direct Connect HP (30 mm x 2,1 mm, 10 pm), restricted
access material (RAM)-Phase, Waters GmbH, Eschborn)

«  Vorsiule fiir LC-S4ule (z. B. Nr. 9309A0252, Raptor™ Biphenyl mit EXP® Direct Connect Vorsiulenkartuschenhalter
(5 mm x 2,1 mm, 2,7 pm), Restek Corporation, Bellefonte, PA, USA)

«  Analytische UPLC-S4ule (z.B. Nr. 9309212, Core-Shell Raptor™ Biphenyl (100 mm x 2,1 mm, 1,8 pm), Restek Cor-
poration, Bellefonte, PA, USA)

. In-Line-Filter (z.B. Nr. 205000343, ACQUITY Column In-Line-Filter Waters Critical Clean™, Waters GmbH,
Eschborn)

o Laborzentrifuge (z.B. Megafuge™, Heraeus Holding GmbH, Hanau)
o Vortex-Schiittler (z.B. Vortex 2, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen)
o Thermostatierbarer Trockenschrank (z. B. Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach)

. 1,8-ml-Gewindeflaschchen, klar, mit 8-mm-Schraubverschliissen mit PTFE-beschichteten Septen (z.B. Nr. 548-0018
und Nr. 548-0024, VWR International GmbH, Darmstadt)

. 2-ml-Gewindeflaschchen, zertifiziert fiir LC-MS, klar, mit 12-mm-Schraubverschliissen mit vorgeschlitzten
PFTE-beschichteten Septen (z.B. Nr. 600000668CV, Waters GmbH, Eschborn)

o Mikroliterpipetten, mit variabler Volumeneinstellung zwischen 10 pul und 100 pl sowie zwischen 100 pl und 1000 pl
(z.B. Eppendorf AG, Hamburg) mit passenden Pipettenspitzen (z.B. FinnTip™, Thermo Fisher Scientific™, Life
Technologies GmbH, Darmstadt)

o Multipetten™ (z.B. M4, Eppendorf AG, Hamburg)

o Verschiedene Messkolben, Messzylinder und Bechergléser (z.B. DURAN®, Schott AG, Mainz)
e  HPLC-FlieSmittelflaschen, 11 (z.B. Waters GmbH, Eschborn oder DURAN®, Schott AG, Mainz)
. Magnetrithrer (z.B. RSM-10HS, Phoenix Instrument GmbH, Garbsen)
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o pH-Meter (z.B. Mettler-Toledo GmbH, Giefien)
o Urinbecher (weichmacherfrei, z.B. aus Polypropylen, Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht)

4.2 Chemikalien

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

. 1-MEHTM (z.B. Nr. B190025, Toronto Research Chemicals Inc., Toronto, Kanada)
. 2-MEHTM (z.B. Nr. B190020, Toronto Research Chemicals Inc., Toronto, Kanada)

o 50H-1-MEHTM, 99 % (z.B. Auftragssynthese, Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie, Fakultit fiir syn-
thetische organische Chemie, Gottingen)

o 50H-2-MEHTM, 95 % (z.B. Auftragssynthese, Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie, Fakultit fiir syn-
thetische organische Chemie, Gottingen)

o 5cx-1-MEPTM, 95% (z.B. Auftragssynthese, Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie, Fakultat fir syn-
thetische organische Chemie, Gottingen)

. 5¢x-2-MEPTM, 95 % (z.B. Auftragssynthese, Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie, Fakultét fir syn-
thetische organische Chemie, G6ttingen)

e Mischung aus Ds-1-MEHTM und D;-2-MEHTM (Ds-1-MEHTM : Ds-2-MEHTM, 40 : 60, w/w), 95% (z.B. Auftrags-
synthese, Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie, Fakultét fiir synthetische organische Chemie,
Gottingen)

o Ds-50H-1-MEHTM, 95% (z.B. Auftragssynthese, Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie, Fakultat fur
synthetische organische Chemie, Géttingen)

o Ds-5cx-1-MEPTM, 95% (z.B. Auftragssynthese, Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie, Fakultit fur
synthetische organische Chemie, Gottingen)

o Ds-5cx-2-MEPTM, 97% (z.B. Auftragssynthese, Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie, Fakultat fiir
synthetische organische Chemie, Gottingen)

o Acetonitril (z.B. Nr. 83640, HiPerSolv CHROMANORM?® fiir die LC-MS, VWR International GmbH, Darmstadt)
. Ameisensiure (z.B. Nr. 84865, HiPerSolv CHROMANORM? fiir die LC-MS, VWR International GmbH, Darmstadt)
e Ammoniumacetat (z.B. Nr. 1.01116, Merck KGaA, Darmstadt)

o Essigsaure (100 %, Eisessig) (z.B. Nr. 1.00063, Merck KGaA, Darmstadt)

. Hochreines Wasser (z.B. Nr. 83645, HiPerSolv CHROMANORM?® fiir die LC-MS, VWR International GmbH,
Darmstadt)

. Methanol (z.B. Nr. 83638, HiPerSolv CHROMANORM? fiir die LC-MS, VWR International GmbH, Darmstadt)

. 2-Propanol (z.B. Nr. 84881, HiPerSolv CHROMANORM?® fiir die LC-MS, VWR International GmbH, Darmstadt)
. B-Glucuronidase aus Escherichia coli K12 (z.B. Nr. 03707598001, Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim)
o Argon 5.0 (z.B. Linde GmbH, Pullach)

o Stickstoff 5.0 (z.B. Linde GmbH, Pullach)

e Nativer Urin von Freiwilligen mit moglichst geringen Hintergrundgehalten an TEHTM-Metaboliten
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4.3

Losungen

Eluent A1 (Methanol)
Als Eluent Al wird Methanol verwendet.

Eluent B1 (Wasser : Methanol : Ameisensaure (80 : 20 : 0,1; V/V/V))

In einem Messzylinder werden 800 ml hochreines Wasser und 200 ml Methanol getrennt voneinander ab-
gemessen und in eine leere FlieBmittelflasche tiberfithrt. Anschliefend wird 1 ml Ameisensaure zugegeben. Die
FlieBmittelflasche wird verschlossen und gut geschiittelt.

Eluent A2 (Wasser : Ameisensaure (100 : 0,1; V/V))

In einem Messzylinder werden 1000 ml hochreines Wasser abgemessen und in eine leere FlieSmittelflasche
iberfithrt. Anschlieend wird 1 ml Ameisensidure zugegeben. Die FlieBmittelflasche wird verschlossen und gut
geschiittelt.

Eluent B2 (Acetonitril : Ameisensiure (100 : 0,1; V/V))

In einem Messzylinder werden 1000 ml Acetonitril abgemessen und in eine leere FlieBmittelflasche tiberfihrt.
Anschliefend wird 1 ml Ameisensédure zugegeben. Die FlieBmittelflasche wird verschlossen und gut geschiittelt.

Die Eluenten sind bei Raumtemperatur mindestens drei Monate stabil.

Ammoniumacetatpuffer (1 mol/l, pH 6,5)

In einen 250-ml-Becherglas werden genau 19,27 g Ammoniumacetat eingewogen und in etwa 200 ml hochreinem
Wasser unter Rithren gelost. AnschlieSend wird der pH-Wert durch Zugabe von Eisessig auf pH 6,5 eingestellt.
Die Losung wird in einen 250-ml-Messkolben tiberfithrt und dieser mit hochreinem Wasser bis zur Markierung
aufgefullt.

Die Losung ist im Kithlschrank bei 4 °C mindestens drei Monate stabil.

4.4

Interne Standards (ISTDs)

ISTD-Stammlésungen (1000 mg/1)

10 mg der Mischung aus D;-1-MEHTM und D;-2-MEHTM sowie je 10 mg D;-50H-1-MEHTM, D;-5¢x-1-MEPTM und
Ds-5¢x-2-MEPTM werden in je einen 10-ml-Messkolben genau eingewogen und in Methanol gelost. Die Kolben
werden anschlielend mit Methanol bis zur Markierung aufgefillt.

ISTD-Arbeitslosung

In einem 20-ml-Messkolben werden etwa 5 ml Methanol vorgelegt. Anschlielend werden 50 pl der Stammldsung von
D;5;-1-MEHTM und Ds-2-MEHTM sowie jeweils 20 pl der Stammlésungen von Ds-50H-1-MEHTM, Ds-5¢x-1-MEPTM
und Ds-5¢x-2-MEPTM zugegeben. Der Kolben wird anschlieBend mit Methanol bis zur Markierung aufgefillt.
ISTD-Dotierldsung

Von der ISTD-Arbeitslésung werden 5 ml in einem 50-ml-Messkolben mit Methanol verdiinnt. Diese ISTD-Dotier-
16sung enthélt 100 pg Ds-1-MEHTM/], 150 pg Ds-2-MEHTM/I und je 100 pg Ds-50H-1-MEHTM, Ds-5¢x-1-MEPTM
und Ds-5¢x-2-MEPTM/L.

Die Stammldsungen sowie die Arbeits- und die Dotierlsung werden bei -20 °C gelagert und sind unter diesen Bedin-

gungen mindestens sechs Monate stabil.

4.5

Kalibrierstandards

Stammloésungen (1000 mg/1)
Es wird mit methanolischen Stammlésungen gearbeitet, deren jeweilige Analytkonzentration bei 1000 mg/1 liegt.
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o Dotierlésung I (100 pg/1)
In einem 200-ml-Messkolben werden etwa 50 ml hochreines Wasser vorgelegt. Anschliefend werden jeweils
20 pl der einzelnen Stammlésungen zugegeben. Der Kolben wird mit hochreinem Wasser bis zur Markierung

aufgefillt.

o Dotierlosung II (10 pg/l)
In einem 20-ml-Messkolben werden etwa 5 ml hochreines Wasser vorgelegt und anschliefend werden 2 ml der
Dotierlosung I zugegeben. Der Kolben wird mit hochreinem Wasser bis zur Markierung aufgefullt.

Die Stamm- und Dotierlésungen werden bei -20°C gelagert und sind unter diesen Bedingungen mindestens sechs
Monate stabil.

Fir die Kalibrierung wird Poolurin von beruflich nicht gegen Weichmacher belasteten Personen verwendet. Eventuelle
Hintergrundgehalte der jeweiligen Analyten in Urin werden subtrahiert. Fiir die Herstellung der Kalibrierstandards
wird Urin nach dem in Tabelle 1 dargestellten Pipettierschema mit den Dotierlsungen versetzt. Als Leerwert wird der
verwendete Poolurin mitgefiihrt. Die Kalibrierstandards werden fir jede Analysenserie frisch hergestellt.

Tab.1 Pipettierschema zur Herstellung der Kalibrierstandards fir die Bestimmung von TEHTM-Metaboliten in Urin

Kalibrierstandard Dotierlosung I Dotierlosung II Poolurin Analytkonzentration
[p1] [w1] [w1] [rg/l]
0 - - 1000 0,0
1 - 10 990 0,1
2 - 20 980 0,2
3 - 50 950 0,5
4 10 - 990 1,0
5 20 - 980 2,0
6 50 - 950 5,0

5 Probenahme und Probenaufbereitung

5.1 Probenahme

Die Urinproben werden in verschlieBbaren Kunststoffbehéltern (weichmacherfrei, z. B. aus Polypropylen) gesammelt
und bei -20 °C eingefroren. So gelagert ist der Urin mindestens ein Jahr stabil.

5.2 Probenvorbereitung

Vor der Analyse werden die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut und gut durchmischt. Ein Aliquot von jeweils 1 ml
Urin wird in ein 1,8-ml-Gewindeflaschchen tiberfiihrt, anschlieffend werden 200 pl Ammoniumacetatpuffer, 50 pl der
ISTD-Dotierlosung sowie 10 pl der f-Glucuronidase-Losung zugegeben. Die Proben werden auf einem Vortexmischer
gut durchmischt und fiir 2 h bei 37°C im Trockenschrank inkubiert. Anschlieend werden die Proben erneut gut
gemischt und schliefilich zur Unterbrechung der Hydrolyse bei —20°C gelagert, bis sie gefroren sind (mind. 1 h, am
besten tiber Nacht).

Danach werden die Proben aufgetaut und bei 3000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Die Uberstinde werden unter Verwendung
schmaler Pipettenspitzen (z.B. FinnTip™, Thermo Fisher Scientific™, Life Technologies GmbH, Darmstadt) in neue,
geratetaugliche Gewindeflaschchen (2-ml-Gewindeflaschchen von Waters GmbH, Eschborn) iiberfithrt, welche an-
schlieflend verschlossen werden. Zur Analyse werden jeweils 30 pl der Proben in das LC-MS/MS-System injiziert.

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2025, Vol 10, No 4 9
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6 Instrumentelle Arbeitsbedingungen

Die analytische Messung erfolgt an einer Geratekombination bestehend aus einer UPLC-Anlage, einem 10-Wege-
Schaltventil sowie einem Tandem-Massenspektrometer. Fiir die Probenaufbereitung und Trennung werden zwei
HPLC-Pumpen benétigt (quaterndre Pumpe P1 und bindre Pumpe P2). Die zwei chromatographischen Siulen
(RAM-Phase und analytische Saule) werden iiber ein 6-Wege-Ventil (sechs Wege des 10-Wege-Schaltventils werden
genutzt) miteinander gekoppelt (siehe Abbildung 2).

6.1 Fliissigkeitschromatographie

Anreicherungssaule: XBridge® BEH C8 Direct Connect HP (30 mm x 2,1 mm, 10 pm)
Vorsiule: Raptor™ Biphenyl (5 mm x 2,1 mm, 2,7 pm)

Analytische Saule: Core-Shell Raptor™ Biphenyl (100 mm x 2,1 mm, 1,8 pm)
Trennprinzip: Umkehrphase (reversed phase)

Mobile Phase der quaterndren Pumpe P1: Eluent Al: Methanol
Eluent Bl:  Wasser : Methanol : Ameisenséaure (80 : 20 : 0,1; V/V/V)

Mobile Phase der binaren Pumpe P2: Eluent A2: Wasser : Ameisensaure (100 : 0,1; V/V)
Eluent B2:  Acetonitril : Ameisensaure (100 : 0,1; V/V)

Flussrate der quaternaren Pumpe P1: 0,5 ml/min; siehe Tabelle 2

Flussrate der bindren Pumpe P2: 0,3 ml/min; siehe Tabelle 3

Schaltprogramm des Schaltventils: siehe Tabelle 4

Tab.2 Gradientenprogramm der quaternaren Pumpe P1 zur online-Anreicherung der Analyten auf der RAM-Phase

Zeit Flussrate Eluent A1 Eluent B1
[min] [ml/min] [%] [%]
0 0,5 0 100
6,0 0,5 0 100
6,1 0,5 100 0
14,0 0,5 100 0
14,5 0,5 50 50
15,0 0,5 0 100
18,0 0,5 0 100
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Tab.3 Gradientenprogramm der bindren Pumpe P2 zur chromatographischen Trennung der Analyten
Zeit Flussrate Eluent A2 Eluent B2
[min] [ml/min] [%] [%]
0 0,3 75 25
2,0 0,3 75 25
3,0 0,3 70 30
8,0 0,3 70 30
9,0 0,3 45 55
11,0 0,3 45 55
12,0 0,3 10 90
15,0 0,3 10 90
16,0 0,3 75 25
18,0 0,3 75 25
Tab.4  Schaltprogramm des 6-Wege-Ventils (siehe auch Abbildung 2)
Zeit Schalt- Beschreibung
[min] position
0-4,0 A Anreicherung der Analyten auf der RAM-Phase iber Pumpe P1, Equilibrierung der analytischen Saule
40-6.0 B Uberfithrung der Analyten auf die analytische Saule iiber Pumpe P2, chromatographische Trennung der
T Analyten
6.0-11.0 A Rekonditionierung der RAM-Phase iiber Pumpe P1, chromatographische Trennung der Analyten tber
T Pumpe P2
11,0-14,0 B Spiilen der RAM-Phase auf die analytische Saule iiber Pumpe P2, chromatographische Trennung der Analyten
14,0-18,0 A Rekonditionierung der RAM-Phase iiber Pumpe P1 und der analytischen Saule iiber Pumpe P2

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2025, Vol 10, No 4 11
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binire Pumpe Vorsiule | Séule l—{ MS/MS
_—
g C8 RAM
o]
6-Wege-Ventil K\'_/
Position A

<—| Autosampler |
I
Abfall | quaternire Pumpe |

Vorsdule || Séule |—|MS/MS |

bindre Pumpe |

6-Wege-Ventil
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I
Abfall | quaterndre Pumpe |

Abb.2 Skizze des Aufbaus der LC-MS/MS-Apparatur mit lllustration der Schaltpositionen A (griin) und B (blau) des
6-Wege-Ventils

Es empfiehlt sich, vor die RAM-Phase einen Partikelfilter einzufiigen, um Verstopfungen der RAM-Phase zu ver-
meiden. Alle anderen Parameter sind nach Herstellerangaben zu optimieren.
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6.2 Tandem-Massenspektrometrie

Ionisierung:

Ionenspray-Spannung:

Kapillar-Spannung:

Quellentemperatur:

Desolvatisierungstemperatur:

Dwelltime:
Zerstaubergas:
Kollisionsgas:

Detektionsmodus:

Elektrospray, negativ (ESI-)

-4500 V
1kv
150°C
500°C

25 ms

Stickstoff, 700 kPa

Argon, 0,15 ml/min
Multiple Reaction Monitoring (MRM)

Die geritespezifischen Parameter miissen vom Anwender individuell fiir das eingesetzte MS/MS-System ermittelt
und eingestellt werden. Die in diesem Abschnitt genannten gerétespezifischen Parameter sind fiir das wahrend der

Methodenentwicklung verwendete System bestimmt und optimiert worden.

7 Analytische Bestimmung

Zur analytischen Bestimmung der nach Abschnitt 5.2 aufgearbeiteten Urinproben wird ein Aliquot von 30 pl mit-
tels Autosampler in das LC-MS/MS-System injiziert. Nach online-Anreicherung und chromatographischer Trennung
der Analyten werden diese anhand der Retentionszeiten sowie der charakteristischen Masseniibergdnge identi-
fiziert (siehe Tabelle 5). Bei jeder Analysenserie werden hochreines Wasser als Leerwert sowie mindestens zwei

Qualitatskontrollproben mitanalysiert. Isomere, die identische massenspektrometrische Zerfille aufweisen, wer-

den durch unterschiedliche Retentionszeiten voneinander unterschieden und identifiziert. Analyten mit dhnlicher
Retentionszeit werden durch charakteristische Massentibergdnge unterschieden.

Tab.5 Masseniibergédnge der Analyten und ISTDs, Retentionszeiten sowie weitere parameterspezifische Einstellungen

Analyt oder ISTD Vorlaufer-Ion Produkt-Ion Cone-Voltage Kollisionsenergie Retentionszeit
(m/z) (m/z) [V] [eV] [min]

1219 20 -22

50H-2-MEHTM 337 6,3
165 20 -18
1919 22 -12

5cx-1-MEPTM 351 6,3
147 22 -22
1919 10 -12

5¢cx-2-MEPTM 351 6,7
147 10 -24
1219 22 -24

50H-1-MEHTM 337 6,7
165 22 -18
2777 22 -12

2-MEHTM 321 9,9
233 22 -18
150 2 -14

1-MEHTM 321 10,1
178 2 -16

The MAK Collection for Occupational Health and Safety 2025, Vol 10, No 4
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Tab.5 (Fortsetzung)

Analyt oder ISTD Vorliaufer-Ion Produkt-Ion Cone-Voltage Kollisionsenergie Retentionszeit
(m/z) (m/z) [V] [eV] [min]
D;-5¢x-1-MEPTM 356 121 8 -28 6,3
Ds-5cx-2-MEPTM 356 191 14 -14 6,7
D;-50H-1-MEHTM 342 165 10 -18 6,7
Ds;-2-MEHTM 326 238 12 -16 9,9
Ds;-1-MEHTM 326 150 12 -16 10,1

¥ Quantifier

Die in Tabelle 5 angegebenen Retentionszeiten konnen nur als Anhaltspunkt dienen. Der Anwender dieser Methode
hat sich selbst von der Trennleistung der von ihm verwendeten analytischen Saule und dem daraus resultierenden
Retentionsverhalten der Substanzen zu tiberzeugen. Beispielhafte Chromatogramme sind in den Abbildungen 3 bis 8
gezeigt.

T-MEHTM 321,032 > 149,862
100 ) i 5,269e+005
%<
10,00
00— = =iy
DS-UMEHTM 326,006 > 149,923
100+ i 9,746e+005
%<
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I L ——————————Min
580 6,00 620 640 660 680 7,00 7,20 7,40 7,60 7,80 8,00 820 840 860 880 9,00 9,20 940 9,60 9,80 10,00 10,20 10,40 10,60 10,80 11,00
Z-QAOEE'OT M 321,073 > 277,044
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Abb.3 Chromatogramme einer mit 2 yg 1-MEHTM (a) sowie mit 2 ug 2-MEHTM (b) pro Liter dotierten Urinprobe
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Abb.4 Chromatogramme einer mit 2 yg 50H-1-MEHTM (a) sowie mit 2 ug 50H-2-MEHTM (b) pro Liter dotierten Urinprobe
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Abb.5 Chromatogramme einer mit 2 pg 5cx-1-MEPTM (a) sowie mit 2 ug 5cx-2-MEPTM (b) pro Liter dotierten Urinprobe
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Abb.6 Chromatogramme einer nativen Urinprobe mit einer Konzentration von 0,03 pg 1-MEHTM/I (a) sowie 0,26 ug 2-MEHTM/I (b)

a) 6,38 50H-1-MEHTM
100 > 6

337,032 > 120,866

4,533¢+003
9,19
10,16 1028

D5-50H-1-MEHTM

T T Min

342,032 > 164,875

100 6,58 4,221e+004
%,
6,23 9,74
0 b o o e e LA A Lt L s A b s s B B s A L Lo A Lo s s ey Lass st st S R R A L A s 1T}
6,20 6,40 660 680 700 720 740 760 7,80 800 820 840 860 880 9,00 920 940 960 9,80 10,00 10,20 10,40 10,60 10,80 11,00

100 b) son 639

337,032 > 120,868

4,647e+003
10,13
10,93

D5-50H-1-MEHTM
6,58

100

%

6,23

T e MiN

342,032 > 164,875
4,221e+004

9,74

R b o e e LN A L L s A A o s e B B A s L L i L L L At o s A A B LS L Sl 0T
6,20 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 840 860 880 900 920 940 960 980 10,00 10,20 10,40 10,60 10,80 11,00

Abb.7 Chromatogramme einer nativen Urinprobe mit einer Konzentration von 0,11 pg 50H-1-MEHTM/I (a) sowie 0,06 pg

50H-2-MEHTM/I (b)
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Abb.8 Chromatogramme einer nativen Urinprobe mit einer Konzentration von 0,19 ug 5cx-1-MEPTM/I (a) sowie 0,04 ug

5cx-2-MEPTM/I (b)

8 Kalibrierung

Die Kalibrierstandards (siehe Abschnitt 4.5) werden analog zu den Urinproben geméfl Abschnitt 5 aufgearbeitet und
entsprechend den Abschnitten 6 und 7 analysiert. Die Kalibriergeraden werden erstellt, indem die Quotienten aus der
Peakfliche des Analyten und des zugehorigen ISTDs gegen die dotierte Konzentration der jeweiligen Kalibrierstandards
aufgetragen werden. Fiir den Analyten 50H-2-MEHTM wird Ds-50H-1-MEHTM als ISTD verwendet. Fiir alle anderen
Analyten werden strukturidentische isotopenmarkierte Standards eingesetzt. Beispielhafte Kalibriergeraden sind in

Abbildung 9 gegeben.
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Abb.9 Beispielhafte Kalibriergeraden zur Bestimmung der TEHTM-Metaboliten in Urin
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9 Berechnung der Analysenergebnisse

Der Analytgehalt einer Probe wird bestimmt, indem der Quotient aus der Peakfliche des Analyten und der Peakflache
des dazugehorigen ISTDs gebildet und in die entsprechende Kalibrierfunktion eingesetzt wird. Man erhalt die Analyt-
konzentration in pg/l. Eventuell auftretende Reagenzienleerwerte werden durch Subtraktion beriicksichtigt.

10 Standardisierung der Messergebnisse und Qualitidtssicherung

Zur Sicherung der Qualitdt der Analysenergebnisse wird geméf3 den Richtlinien der Bundesirztekammer und
den Angaben in dem von der Kommission veréffentlichten allgemeinen Kapitel verfahren (Bader et al. 2010;
Bundesirztekammer 2023).

Zur Prazisionskontrolle werden mit jeder Analysenserie mindestens zwei Urinproben, die bekannte Analytkonzentra-
tionen aufweisen, als Qualitatskontrollen mitgefithrt. Da ein derartiges Qualitatskontrollmaterial kommerziell nicht
erhiltlich ist, muss es selbst im Labor hergestellt werden. Dazu wird Poolurin mit einer definierten Menge der Analyten
dotiert, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Fiir die Validierung dieser Methode wurden zwei Kontrollmaterialien her-
gestellt: das Kontrollmaterial Q,,, enthielt etwa 0,25 ug/l der jeweiligen Analyten, wahrend das Kontrollmaterial Qpgn
etwa 1,25 pg/1 enthielt.

Zusétzlich wird bei jeder Analysenserie ein Reagenzienleerwert, bestehend aus 1000 pl hochreinem Wasser, mit-
gemessen. Der Reagenzienleerwert wird analog zu den Urinproben aufgearbeitet und analysiert.

11 Beurteilung des Verfahrens

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

11.1 Prazision

Zur Bestimmung der Prizision in der Serie wurde das nach Abschnitt 10 hergestellte Qualitatskontrollmaterial mehr-
fach parallel aufgearbeitet und vermessen. Bei der zehnfachen Bestimmung dieser Urinproben ergaben sich die in
Tabelle 6 dokumentierten Prazisionsdaten.

Tab.6 Prazision in der Serie fir die Bestimmung der TEHTM-Metaboliten in Urin (n=10)

Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel.) s,  Streubereich u

[ug/1] [7] %]

0,24 3,0 6.8
1-MEHTM

1,20 6,3 14,3

0,25 4,3 9.7
2-MEHTM

1,27 6,3 14,3

0,26 5,0 11,3
50H-1-MEHTM

1,28 4,0 9,0

0,25 8,1 18,3
50H-2-MEHTM

1,24 5,5 12,4

0,24 24 54
5¢x-1-MEPTM

1,20 6,0 13,6

0,24 48 10,9
5¢x-2-MEPTM

1,21 6,0 13,6
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Zur Ermittlung der Prézision von Tag zu Tag wurden die Qualitatskontrollproben an acht unterschiedlichen Tagen
aufgearbeitet und analysiert. Daraus ergaben sich die in Tabelle 7 dokumentierten Prizisionsdaten.

Tab.7  Prazision von Tag zu Tag fur die Bestimmung der TEHTM-Metaboliten in Urin (n=8)

Analyt Dotierte Konzentration Standardabweichung (rel.) s,, Streubereich u

[ng/1] [%] [%]

0,24 5,2 12,3
1-MEHTM

1,20 6,6 15,9

0,25 4,0 9,5
2-MEHTM

1,27 7.3 17,3

0,26 5,0 11,8
50H-1-MEHTM

1,28 37 8,8

0,25 5,9 14,0
50H-2-MEHTM

1,24 2,7 6,3

0,24 6,0 14,2
5¢x-1-MEPTM

1,20 4,8 11,4

0,24 4.8 11,4
5¢x-2-MEPTM

1,21 5,6 13,2

11.2 Richtigkeit

Die relative Wiederfindung der Analyten wurde aus den Daten der Prazision von Tag zu Tag berechnet. Es ergaben
sich die in Tabelle 8 aufgefiihrten relativen Wiederfindungen.

Tab.8 Relative Wiederfindung fur die Bestimmung der TEHTM-Metaboliten in Urin (n=8)

Analyt Dotierte Konzentration Mittlere Wiederfindung (rel.) r Bereich

[ng/1] [%] [%]

0,24 100 89,6-106
1-MEHTM

1,20 99,0 93,7-113

0,25 104 99,6-109
2-MEHTM

1,27 96,8 90,1-111

0,26 98,9 91,4-107
50H-1-MEHTM

1,28 99,0 95,9-107

0,25 104 93,1-109
50H-2-MEHTM

1,24 109 104-112

0,24 105 95,9-115
5¢x-1-MEPTM

1,20 109 103-118

0,24 99,4 91,5-108
5cx-2-MEPTM

1,21 100 88,9-109

11.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden mit der Kalibriergeradenmethode nach DIN 32645 bestimmt
(DIN 2008). Die 4quidistanten zehn-Punkt-Kalibriergeraden tiberspannten den Konzentrationsbereich von 0,05-0,50 pg/1.
In Tabelle 9 sind die ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fir die einzelnen Analyten aufgefiihrt.
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Tab.9 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fir die Bestimmung der TEHTM-Metaboliten in Urin

Analyt Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
[ng/1] [mng/]
1-MEHTM 0,01 0,04
2-MEHTM 0,02 0,07
50H-1-MEHTM 0,02 0,07
50H-2-MEHTM 0,04 0,12
5c¢x-1-MEPTM 0,01 0,05
5cx-2-MEPTM 0,01 0,04

11.4 Stabilitat der Analyten beim Einfrieren/Auftauen sowie bei Raumtemperatur

Um die Stabilitit der Analyten wihrend der Probenlagerung zu priifen, wurden Lagerungsversuche durchgefiihrt.
Dazu wurde Urin mit den Analyten in einer Konzentration von 80 pg/l dotiert und drei Gefrier-Tau-Zyklen unter-
zogen. Alternativ wurden die dotierten Proben vier Tage bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. Die gelagerten
Proben wurden zusammen mit frisch dotierten Proben in einem Analysenlauf gemessen, wobei diese jeweils vor und
nach der jeweiligen gelagerten Probe gemessen wurden. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle 10 gezeigt.

Nach viertdgiger Lagerung bei Raumtemperatur ergaben sich fiir alle Analyten sehr gute Wiederfindungen, die zwi-
schen 95 und 110 % lagen. Nach Abschluss der drei Gefrier-Tau-Zyklen war die Wiederfindung von 1I-MEHTM und
2-MEHTM mit 87 bzw. 85% akzeptabel. Fiir die tibrigen Analyten waren die Wiederfindungen nach drei Gefrier-
Tau-Zyklen sehr gut. Es ist anzumerken, dass die fiir die Stabilitatstests gewahlte Analytkonzentration im Bereich
moglicher hoher beruflicher Belastungen lag. Sofern nétig, sollten Anwender der Methode die Lagerungsstabilitat in
einem niedrigeren Konzentrationsbereich iiberpriifen.

Tab.10 Stabilitat der TEHTM-Metaboliten in Urin nach Probenlagerung

Analyt Mittlere Wiederfindung (rel.) r [%]
nach drei Gefrier-Tau-Zyklen nach vier Tagen bei Raumtemperatur
1-MEHTM 87,4 98,9
2-MEHTM 85,4 101,0
50H-1-MEHTM 91,4 94,6
50H-2-MEHTM 106,5 110,3
5¢x-1-MEPTM 109,4 99,4
5cx-2-MEPTM 103,9 98,3

11.5 Storeinfliisse

Die hier beschriebene Methode zur Bestimmung der TEHTM-Metaboliten erméglicht die zuverlassige Bestimmung
dieser Parameter in Urin. Zum Erhalt der Methodenqualitit sollten jedoch verschiedene Punkte Beachtung finden.

Die Analyten der Methode bestehen aus Gruppen von Isomeren, die dieselben massenspektrometrischen Fragmen-
tierungen aufweisen. Diese sind a) die Gruppe der sekundéaren Carboxy-Metaboliten (5¢x-1-MEPTM und 5¢x-2-MEPTM)
mit den Massenfragmenten m/z 147 und m/z 191, b) die Gruppe der sekundiren Hydroxy-Metaboliten (50H-1-MEHTM
und 50H-2-MEHTM) mit den Massenfragmenten m/z 121 und m/z 165 sowie c) die Gruppe der primiren Monoester-
Isomere (I-MEHTM und 2-MEHTM) mit den Massenfragmenten m/z 150, m/z 178, m/z 277 und m/z 233. Fiir die ein-
deutige, selektive Identifizierung der jeweiligen Isomere ist eine chromatographische Basislinientrennung der Peaks
erforderlich. Dies wurde in der vorliegenden Methode durch Verwendung einer Core-Shell-Biphenyl-Sdule mit geringen
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Dimensionen sowie durch Optimierung des Laufmittelgradienten erreicht. Nach etwa 100 Injektionen sollten sowohl
die Vorsiaule als auch der Partikelfilter erneuert werden.

In einigen Féllen wurde beobachtet, dass Matrixbestandteile des Urins die Auswertung der Analyten 50H-1I-MEHTM,
50H-2-MEHTM und 5¢x-1-MEPTM storten. Diese Storung konnte durch ausgiebiges Spiilen des chromatographischen
Systems mit organischen Losungsmitteln verringert werden. Um Stérungen durch die Urinmatrix zu vermeiden,
sollten zudem ausreichend Leerinjektionen in die Messsequenz eingebaut werden, insbesondere nach Urinproben mit
hohen Kreatininwerten.

Bei Analytkonzentrationen iiber 10 pg/l kann es zu Verschleppungen kommen. Sofern diese beobachtet werden, emp-
fiehlt es sich, nur mit Konzentrationen im Bereich von 0-10 pg/1 zu arbeiten.

12 Diskussion der Methode

Die Methode ermoéglicht die zuverldssige Bestimmung von insgesamt sechs TEHTM-Metaboliten in Urin. Um alle
Metaboliten eindeutig identifizieren zu konnen, werden die Carboxy-, Hydroxy- sowie Monoester-Isomere, die jeweils
die gleichen Fragmentierungsreaktionen aufweisen, auf der chromatographischen Séule basisliniengetrennt.

Wie bereits publizierte In-vitro- und In-vivo-Studien zeigen, kommt es im menschlichen Kérper nach Resorption von
TEHTM zunéchst zu einer regioselektiven Esterspaltung, wodurch die Monoester-Isomere I-MEHTM und 2-MEHTM
entstehen, die auch die Hauptmetaboliten des TEHTM sind. Von den oxidativ gebildeten sekundéren Folgeprodukten
dieser Isomere stellen 50H-1-MEHTM, 50H-2-MEHTM und 5c¢x-1-MEPTM die in vivo quantitativ wichtigsten Meta-
boliten dar (Hollerer et al. 2018 a).

Generell zeichnet sich die Methode durch eine einfache Probenaufarbeitung aus. Die erhobenen Validierungsdaten be-
legen, dass es sich um ein sensitives und zuverlédssiges Verfahren handelt, das sehr gut geeignet ist, die innere Belastung
von Personen zu erfassen, die gegen den Weichmacher TEHTM exponiert sind. Da TEHTM bislang vorwiegend fiir
Medizinprodukte verwendet wird, stellt die Behandlung von Patienten unter Verwendung von Medizinprodukten, die
TEHTM als Weichmacher enthalten, die wichtigste Expositionsquelle fiir diese Substanz dar.

Die Exposition der Allgemeinbevolkerung ist dagegen als gering einzuschitzen. So war die Nachweishaufigkeit
der mit dieser Methode bestimmbaren TEHTM-Metaboliten im Urin von Jugendlichen in Deutschland sehr gering
(Murawski et al. 2021). Wahrend 2-MEHTM in elf der 439 untersuchten Urinproben in Konzentrationen oberhalb der
Bestimmungsgrenze vorlag, konnte 5cx-2-MEPTM in keiner der Proben quantifiziert werden. Die iibrigen Metaboliten
konnten in 0,23-0,68 % der Urinproben bestimmt werden. Die Expositionsursache konnte bei den gegen TEHTM ex-
ponierten Personen nicht eindeutig geklart werden.

Verwendete Messgerite UPLC-Anlage (ACQUITY UPLC H-Class System, Waters GmbH, Eschborn) mit einer quater-
niren Pumpe (ACQ H-Class QSM Plus, Waters GmbH, Eschborn), einer bindren Pumpe (UPLC Binary SOL MGR,
Waters GmbH, Eschborn), einem Autosampler (ACQ H-Class FTN-H Plus, Waters GmbH, Eschborn) sowie einem
Saulenmanager (ACQUITY UPLC CM-A, Waters GmbH, Eschborn); Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (Xevo
TQ-XS, Waters GmbH, Eschborn)

Anmerkungen

Interessenkonflikte

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