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1 Einleitung

Epichlorhydrin (ECH, CAS-Nr. 106-89-8) ist ein unter Normaibedingungen farb- und
geruchloses Gas, das von der Senatskommission zur Prafung gesundheitsschad-
licher Arbeitsstoffe der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) als krebserzeu-
gend in die Kategorie 2 eingestuft ist (“Stoffe, die als krebserzeugend fiir den Men-
schen anzusehen sind, weil durch hinreichende Erkenntnisse aus Langzeit-Tierver-
suchen oder Hinweise éus Tierversuchen und epidemiologischen Untersuchungen
davon auszugehen ist, dass sie einen nennenswerten Beitrag zum Krebsrisiko
leisten.”) (DF G 20086).

Am 09. September 2002 wurden in Bad Miinder (Deister) durch einen Zugunfall
mehr als 30 Tonnen Epichlorhydrin (ECH) freigesetzt. Zur Sicherung der Unfalistelie
waren insgesamt 172 Beamte der Bundespalizei im Einsatz. Im Rahmen einer Bio-
monitoring-Untersuchung war zu priifen, ob bei den Einsatzkriften eine innere Bela-
stung mit Epichlorhydrin nachgewiesen werden kann, die als Nachweis einer Expo-
sition im Zusammenhang mit dem Bahnunfall in Bad Minder zu interpretieren ist.

Als Untersuchungsparameter wurde N-(3-Chlor-2-hydroxypropyl}-\/alin (CHPV} im
Erythrocyten analysiert. CHPV entsteht als sogenanntes “Prim&raddukt” durch die
kovalente Bindung von Epichlorhydrin an die in allen vier Globinketten des Hamoglo-
bins endstindige (N-terminale) Aminosaure Valin (Abb. 1), Aus dem Primaraddukt
CHPV kénnen durch Hydrolyse und weitere Nebenreaktionen Folgeprodukte gebildet
werden (Hindso Landin 2000). Da das CHPV jedocf*; nach derzeitigem Kenntnisstand
spezifisch fur ECH ist, wurde das Primaradduki als Zielparameter eines Biomoni-
toring ausgewahit (s. Bericht an den Bundesgrenzschutz vom 18. September 2003).

Abb, 1: Bildung von CHPV aus der kovalenten Bindung von ECH an Globin

o o

H —— NH .
A Globin® th/\(\u
H | H

OH

2

Fax F Von ID: +49 4192 5029800 an: 20996157 19.06.2007 15:5Z [00:03:51]1 OK 5.002-/009



0
+49 4192 502980
07 16:13 BPOLP N - LTD ARZT

19 Jun 20 :

l Medizinische Hochschule Hannaver - Abteiiung Arbeltsmedizin - OF 5370 i

2 Probenahme und Lagerung

Tagen bis maximal achteinhalb Wochen nach dem Géfahrgutunfall (Tab. 1),
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Prinzip des Verfahrens: Die Erythrocytenfraktion wird durch sine Zentrifugation vom
Plasma separiert, mit isotonischer Kochsalzibsung gewaschen und danach mit destil-
liertem Wasser lysiert. Zur Vervollstindigung der Hémolyse wird die Probe bei -28°C
fir mindestens 24 h eingefroren. Zellulére Bestandteile prazipitieren nach Zugabe
von saurem Isopropanol und werden durch eine Zentrifugation vom hémoglobinhaiti-
gent Uberstand getrennt. Die Globinfraktion wird mit Ethylacetat ausgefillt. Nach
wiedemofter'Resuspension des Proteins in Ethylacetat bzw. n-Heptan und Zentrifu-
gation wird das Prazipitat im Vakuumexsikkator géirocknet und bei -80°C gelagert.

Cer Plasmaliberstand nach der ersten Zentrifugation wurde in eine neue EDTA-
Mcnovett_e Gberfuhrt und zusammen mit der zwéjten, unbehandelten EDTA-Voliiblut-
probe und der Urinprdbe bei -80°C zur Assewiet;ung eingefroren. Von jedem Unter-
suchungsteilnehmer wurden somit ca. 300 - 400: mg Globinprazipitat, 2, ML Erythro-
cytenlysat, 3 mL Plasrita, 7,5 mL Vollbiut sowie 8:£mL Spontanurin asse’rﬁert.

¥

3 Prnbenaufarbeitung und analytische Bestimmung

' : kg
Zur Analyse der Prd%einaddukte des Epichforﬁydﬁns wurden die Pkbteine einem
sogenannten N-Alkyl-Edman-Abbau unterworfen, Das zugrunde liegende Verfahren
ist in der Methoden?ﬁamﬂmiung “Analysen in biologischem Materialz der Deutschen
Forschungsgemeinschaft als Standardarbeitsaﬁweisung beschrieb‘fe&n (DFG 1996)
und wurde zur Analyse von CHPV adaptiert (Bader et al. 2007). ‘

Prinzip des Verfahrens: Etwa 100 myg Globin werden in Formamid geidst und nach
Zugabe von Natriumhydroxid, Pentafluorphen Viisothiocyanat und intemem Standard
(ds-ECH-markiertes Globin) fiir ca. 16 h bei Raumtemperatur durchmischt. Anschiie-
Rend erfoigt eine Temperierung der Proben fiir 90 min béi 45°C, um dje Abspaltung
der N-terminalen Aminoséure vom Globin und die Cyclisierungs- bzw. Umlagerungs-
reaktionen zum Pentaﬂuof;oheny#hiohydanto!n zu optimieren. Die Proben werden
zweimal mit Disthylether extrahiert. Die Extrakte werden im Stickstoffstrom zur Trock-
ne eingeengt, in Toluol aufgenommen, mit hochreinem Wasser und Natrium-
carbonatldsung gewaschen und anschlieRend im Stickstoffstrom zur Trockne einge-
engtl. Durch Zugabe von Essigsdureanhydria/Ti Hethylamin wird die Hydroxypropyi-
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gruppe acelyliert. Anschlieflend wird die Derivatisierungsiésung im Stickstoffstrom

zur Trockne eingeengt, in n-Hexan aufgenommen und mit einer Methanol/Wasser-

Fax F Uon ID:

Mischung extrahiert und erneut zur Trockne eingeengl. Der Riickstand wird in 30 J7/ 8
Toluof aufgenommen. 1 UL dieser Lésung wird mittels Gaschromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie (“Ti riple-Quadrupol™Technik) im Sele cted-Reaction-Monitoring-
 (SRM)-Modus analysiert. Zur externen Kalibrierung wird ein Dipepfidstandard, N-(3-
Chlor-2-hydroxypropyl)-Valin-Leucin-anilig (Fa. Bachem, Schweiz), eingeseizt.

Gaschromafographisch—massenspektmmetﬁsche Arbeitsbedingungen:

Sdule: Optima-1-MS, 30 m x 0,25 mm (0,25 pm Film), Ofenprogramm: 80°C, 1 min
isotherm, 8°C/min — 340°C, 1 min isotherm, Injektor : 120°C, 10°C/s — 320°C, 4
min isotherm, Trdgergas: Helium 5.0, 1 ml/min const., fonenquelle: 180°C, Reak-
tandgas: Methan 5.5 (530 Pa), fonisierungsenergie: 100 eV, Kollisionsgas: Argon 5.0
(0,27 Pa), Kollisionsenergie: 15 eV, Messzeit: 100 ms/fon im SRM-Modus, Elektro-
nenmultiplier: 2800 V.

Fir die quantitative Auswertung wurde das Massenfragment m/z = 301 herange-
zogen (Abb. 2}, Die Signalzuordnung und damit die analytische Identifizierung des
CHPV erfolgte im Weiteren nach den Kriterien (mit absteigender Wichtung):

1) Chromatographische Retentionszeit R;: Gepriift wurde die Ubereinstimmung
der Refentionszeit des ausgewerteten Signals (= Zeit zwischen Probeninjektion
und Signal} mit der Retentionszeif des synthefischen CHPV aus den Kalibrier-
geraden, ‘

2)  Signal/Rausch-Verhélinis S/N- Als untere Grenze des 'ngnaL’Rausch-Verhélr-
nisses wurde ein Wert von 5 zugrunde gelegt.

3} Isomersignal: Durch das chirale Kohlenstoffatom am C2 des Addukfes werden
bei Inkubation von Giobin und ECH grundsétzlich zwei stereoisomere Addukte
Im Verhdltnis von etwa 10 - 1 erhalten. Die Auswertung der Chromatogramme
und die Ermittiung der analytischen Qualitstskriterien erfolgte auf der Basis des
intensiveren Signals. Ein Nachweis des kieineren Isomersignafs in einer Probe
stiitzt die Analyse des CHPYV qualitativ,
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Die Methodenvalidierung ergab folgende verfahrensspezifische Kenndaten:

Nachweisgrenze _ 10 pmol/g Glohin
{(Kalibriergeradenverfahren nach DIN EN 32 645)

Bestimmungsgrenze 25 pmol/g Globin
(Kalibriergeradenverfahren nach DIN EN 32 645)

Prazision in der Serie | | 10 %
(¢ = 100 pmol/g Gicbin, N = 9)

Prizision von Tag zu Tag 14 %

- (c =100 pmol/g Globin, N = 14)

Vertrauensbereich : 30 %
(c = 100 pmol/g Globin, N = 14)

Als eindeutig nachgewiesen und quantifizierbar gelten demnach Adduktkonzentratio-
rien oberhalb der Bestimmungsgrenze von 25 pmoi/g Globin. Ergebnisse zwischen
der Nachweisgrenze (10 pmol/g Globin) und der Bestimmungsgrenze sind aus analy-
tischer Sicht unsicher und daher nicht zur arbeitsmedizinisch-toxikologischen
Bewertung geeignet (Kromidas 1998).

. Abb. 2: GC-MS/MS-Chromatogramme einer unbelasteten Referenz-Globinprobe

Fax F Uon ID:

(links) und einer Globinprobe mit einem Adduktgehalt von 25 pmolig
(Kalibrierstandard) (rechts). In den oberen Chromatogrammen ist das Mef
signal des Zielparameters CHPV dargestellt, in den unteren Chromatogram
men das in allen Proben enthaitene Signal des intemen Standards. In der
unbelasteten Probe ist kein CHPV-Signal erkennbar (Leerwert).
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4 Ergebnisse des Biomonitoring

In einer der insgesamt 172 untersuchten Proben konnte CHPV als Addukt des Epi-

chlorhydrins in einer Konzentration oberhalb der Bestimmungsgrenze von 25 pmol/g

Globin nachgewiesen werden. Die CHPV-Konzentration in dieser Probe betrug 80

pmollg Globin. Alle drej unter Punkt 3 genannten Identiﬁzierungskriterien

(Retenticnszeit, S/N-Verhatltnis, Issmerensignalj sind in diesem Fall erflilt. Die

Probenahme erfolgte in diesem Fall am @ Oktober 2002, d.h. etwa QY Wochen
- hach dem Gefahrgutunfall.

In weiteren.Prob_en wurden Messsignale beobachtet, die einer CHPV-Konzentra-
tion zwischen der Nachweis- und der Bestimmungsgrenze entsprechen. In diesen
Féillen_ ist eine Quantiﬁzierung aus, analytischer Sicht aufgrund des grofien Fehier-
intervalls nicht sinnvoll, Dariber hinaus singd nicht alle Identifizierungskriterion in
~ diesen Proben durchgangig erfiillt, so dass die Signalzu_drdnung fehierbehaftet sein
kann. Daher wurde in diesen Falien von einer quantitativen Auswertung a'bgesehen,

5 Zusammenfassung und Diskussion

Das eingesetzte Biomonitoring-Verfahren entspricht hinsichtlich der hasschemischen
Probenaufberei_tung dem im Bericht an die Bundespolizei (vormals: Bundesgrenz-
scﬁutz) vom 18. September 2003, Dieses Verfahren konnte durch die Verwendung
eines GC-Tandem—MS (,,Trip!e—Quadrupol-Technik") in seiner Spezifitst verbessert
uhd etwa um den Faktor 10 empfindlicher gemacht werden. Somit lassen sich Pro-

Fehler einer Analyse definitionsgemal 33 9, Die mittlere Nachweisgrenze des
Verfahrens betragt 10 pmoi/g Globin, Analysenergebnisse zwischen der Nachweis-

Ia. I - 1 2 5 - 2 615; 1 . .2 15-52 [ -EH-S].] DH S.EH?/EBB
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Das im Rahmen der ,,B'ad-Mﬂnder-Studie" untersuchte N—(S-Chlor-2-hydroxypropy£)-
Valin (CHPV) biidet sich nach derzeitigem Kenntnisstand Spontan, d.h. ohne vorheri-
ge enzymatische Aktfvierung des ECH, z.B. unter in—w‘tro-Bedingungen in Hamolysat
aus Humanblut. Es igt davon auszugehen, dass diese Anbindung auch unter in-vivo-

12.09., d.h. drej Tage nach dem Zugunfaif, am Unfaliort eingesetzt, Die mittlere
Entfernung vom Unfallort wurde mit 150 - 209 m angegeben.

Hannover, den 07.05.%‘007

lo 0 1L,

Prof. Dr. med. R, Wrbitzky Prof. Dr, med. D.O. Stichtenoth
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