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1 Toxikokinetische Gesichtspunkte und Problem-
stellung
1.1 Einleitung

Bis(2-ethylhexyl)phthalat (Di(2-ethylhexyl)phthalat, Diethylhexylphthalat, DEHP) erwies
sich bei Ratten als toxikologisch wirksamster Phthalsdureester mit den Testes als
empfindlichstem Organ (Toxikologie von DEHP zusammengefasst in ECB, 2004). Die
testikulare Toxizitat ist abhangig von der Dosis und dem Alter der Versuchstiere, wobei
juvenile Tiere besonders empfindlich reagieren. Bei dem sich entwickelnden Fetus
steht eine antiandrogene Wirkung im Vordergrund. DEHP wird im ersten
metabolischen Schritt hydrolytisch zu Mono(2-ethylhexyl)phthalat (MEHP) abgebaut,
das durch Oxidationen am verbliebenen 2-Ethylhexylrest weiter metabolisiert wird
(Abbildung 1). Die in den Tierversuchen beobachteten Effekte von DEHP werden auf
MEHP zurtckgefihrt (Borch et al. 2006, Chauvigné et al. 2009, Clewell et al. 2010,
Lambrot et al. 2009, Sjéberg et al. 1986, Wilson et al. 2004). Zwei sekundare
Metabolite, Mono(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)phthalat (50H-MEHP) und Mono(2-ethyl-5-
oxohexyl)phthalat (50xo-MEHP), wirken nach in-vitro-Befunden embryotoxisch und
antiandrogen (Régnier et al. 2004, Stroheker et al. 2005), wobei die Testes nicht
involviert sind. Die aufgefiihrten DEHP-Metaboliten werden im Urin ausgeschieden.
Hierauf beruht das Biomonitoring von DEHP-Expositionen.

DEHP wird ubiquitér gefunden. Die DEHP-Belastung der Allgemeinbevdlkerung wurde
durch den Nachweis bestimmter Metaboliten im Urin gezeigt. Basierend auf den in
Morgenurinproben einer Stichprobe (n =85) der Allgemeinbevédlkerung gefundenen
Mengen an den Monoestern MEHP, 50H-MEHP und 50xo-MEHP, berechneten Koch
et al. (2003, 2006) sowohl die durchschnittliche als auch die individuelle, tagliche
DEHP-Aufnahme. Die zu dieser Berechnung erforderliche Kenntnis der Verhéltnisse
der einzelnen im Urin gefundenen Monoester zur aufgenommenen DEHP-Dosis
entnahmen Koch et al. (2003) einer Studie an zwei Freiwilligen (Schmidt & Schlatter
1985). Hierlber ergab sich eine tagliche DEHP-Aufnahme von 13,8 ug/kg (Median)
bzw. 52,1 ug/kg (95. Perzentil). Bei 5 von 85 untersuchten Personen war aufgrund
dieser Daten der Sicherheitsfaktor, der ,Margin of Safety”, zum ,no-observed adverse
effect level” bei der Ratte (4,8 mg/kg; Wolfe und Layton 2003, zitiert in ECB 2004)
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kleiner als 100 und damit die duldbare tagliche Aufnahme Uberschritten. In einer
weiteren Studie bestimmten Koch et al. (2004, 2005) die Gesamtausscheidung der
obigen Monoester im Urin eines einzigen, mannlichen Probanden nach oraler
Einnahme dreier unterschiedlicher DEHP-Dosen. Unter Heranziehung der hier
erhaltenen Daten errechneten Koch et al. (2006) fir die obige Stichprobe eine ca.
2-fach niedrigere DEHP-Aufnahme von 7,7 ug/kg (Median) bzw. 25 ug/kg
(95. Perzentil). Der ,Margin of Safety“ ware nur noch bei einer Person kleiner als 100.
Es stellt sich die Frage, ob es ausreicht, zur Ermittlung der taglichen DEHP-Aufnahme
die Monoesterausscheidung ausschlieBlich im Morgenurin zu bestimmen und die

Ausscheidungsdaten von nur einem einzigen Probanden zu verwenden.

Aus der Exposition gegen DEHP resultiert eine systemische Belastung durch den
Primarmetaboliten MEHP sowie oxidativen Folgemetaboliten. Bisher existiert nur eine
einzige, als vorlaufig anzusehende Studie, die diese Belastung untersucht hat: Bei
einem einzelnen DEHP-exponierten Probanden war im Zeitraum zwischen 2 und 8 h
nach oraler DEHP-Aufnahme die Konzentrationen von MEHP, 50H-MEHP, 5oxo-
MEHP, Mono(2-carboxymethylhexyl)phthalat  (2cx-MMHP)  und  Mono(2-ethyl-
5-carboxypentyl)phthalat (5cx-MEPP) im Plasma an nur vier Zeitpunkten bestimmt
worden (Koch et al. 2004, 2005). Die Kenntnis der Belastung beispielsweise durch den
wirksamen Metaboliten MEHP beim Menschen erlaubt einen Vergleich mit
entsprechenden Daten bei der Ratte als empfindlicher und beim Marmoset als
unempfindlicher Spezies (Kessler et al. 2004).

In der vorliegenden Arbeit sollten an erwachsenen Probanden Belastungsparameter fir
DEHP und seinen Metaboliten MEHP, 50H-MEHP, 50xo-MEHP, 2cx-MMHP und 5c¢x-
MEPP nach DEHP-Aufnahme bestimmt werden mit dem Ziel, zuverlassige, quantitative
Daten zu generieren, die fur das Biomonitoring und die Bewertung des
Gesundheitsrisikos von DEHP verwendbar sind.
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Abbildung 1: Metabolismusschema von DEHP (Koch et al. 2005)

1.2 Vorgehensweise

Vier mannliche Probanden nahmen am Ring deuteriertes DEHP (DEHP-d4) mit einer
Zieldosis von 640 pg/kg einmalig oral auf. DEHP-d4 wurde eingesetzt, da DEHP und
MEHP in der Umwelt ubiquitédr gefunden werden und die spezifische Analytik stéren
(Kessler et al. 2001). Die Zieldosis entspricht der Halfte der taglich bei einer
achtstiindigen Exposition gegen die maximale Arbeitsplatzkonzentration von 10 mg
DEHP pro m® Atemluft (DFG 2002) inhalierten DEHP-Menge. Vor und bis 24 h nach
Einnahme wurden Blutproben entnommen, die auf ihren Gehalt an DEHP-d4 und
MEHP-d4 (Vollblut; Prof. Dr. Filser, Dr. Kessler, Helmholtz Zentrum Minchen) sowie
an MEHP-d4, 50H-MEHP-d4, 5oxo-MEHP-d4, 2cx-MMHP-d4 und 5cx-MEPP-d4
(Plasma; Prof. Dr. Fromme, PD Dr. Vélkel, Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit) untersucht wurden. Urinproben wurden ebenfalls vor der
Einnahme und bis 46 h danach gesammelt. Sie dienten zur Bestimmung der
Ausscheidung von MEHP-d4, 50H-MEHP-d4, 50x0-MEHP-d4, 2cx-MMHP-d4 und 5cx-
MEPP-d4 (Prof. Dr. Fromme, PD Dr. Vélkel, Bayerisches Landesamt fir Gesundheit

und Lebensmittelsicherheit).
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2 Material und Methoden

2.1 Reagentien

Gaschromatographische Methode: Als am Ring deuterierte Standards wurden
Di(2-ethylhexyl)(3,4,5,6-°H,)-phthalat (DEHP-d4, =98 Atom- % ?H,) von ISOTEC
(Miamisburg, USA) und Mono(2-ethylhexyl)(3,4,5,6-°H,)-phthalat (MEHP-d4, > 99 %)
vom Biochemischen Institut fir Umweltcarcinogene, Prof. Dr. Gernot Grimmer-Stiftung
(GroBhansdorf), verwendet. Als jeweilige interne Standards dienten Di-n-octylphthalat
(DNOP, 299 %) bzw. Mono-n-octylphthalat (MNOP, 95 %) von der BASF
(Ludwigshafen). B-Glukuronidase (140 U/mg) aus E. Coli K12 stammte von Roche
(Mannheim). Zur Validierung der B-Glukuronidase wurden 4-Methylumbelliferyl-B-
Glukuronid (98 %) und 4-Methylumbelliferon (98 %) von Sigma (Taufkirchen) sowie
MEHP-d4-B-Glukuronid (> 99 %) vom Biochemischen Institut fir Umweltcarcinogene,
Prof. Dr. Gernot Grimmer-Stiftung (GroBhansdorf), bezogen. Organische Lésungsmittel
von héchster Reinheit (Promochem picograde) stammten von LGC Standards (Wesel).

Flissigchromatographische Methode: MEHP, *C,-MEHP (Ring-1,2-"3C,, Dicarboxyl-
13C,), 50x0-MEHP, *C,-50x0-MEHP (Ring-1,2-'*C,, Dicarboxyl-"*C,) und 50H-MEHP
wurden vom ,,Cambridge Isotope Laboratories” (Andover, USA) bezogen, 50H-MEHP
Mono(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)(3,4,5,6-°H,)phthalat (50OH-MEHP-d4), Mono(2-carboxy-
methylhexyl)phthalat (2cx-MMHP), Mono(2-carboxymethylhexyl)(3,4,5,6-°H,)phthalat
(2cx-MMHP-d4), Mono(2-ethyl-5-carboxypentyl)phthalat (5¢cx-MEPP) und Mono(2-
ethyl-5-carboxypentyl)(3,4,5,6-°H,)phthalat (5cx-MEPP-d4) vom Biochemischen Institut
fir Umweltcarcinogene, Prof. Dr. Gernot Grimmer-Stiftung (Grosshansdorf).

2.2 Analytische Methoden

2.2.1 DEHP-d4 und freies MEHP-d4 im Vollblut

DEHP-d4 und freies MEHP-d4 wurden mittels Gaschromatographie mit massen-
spektrometischer Detektion (GCMSD) bestimmt. Eine in der Arbeitsgruppe etablierte
Methode zur Analyse von DEHP-d4 mit DNOP als internem Standard im Vollblut
(Kessler et al. 2004) wurde zur Erhdéhung der Empfindlichkeit abgeandert. Nach Zu-
gabe des internen Standards zu 500-ul-Blutproben, Verdiinnung mit 1 ml Wasser und
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Proteindenaturierung mit 1,5 ml Acetonitril wurden die Substanzen mit 1 ml n-Hexan
extrahiert. Der n-Hexanextrakt wurde ,on-column® in einen GC 6890 versehen mit
einem MSD 5973 (beide Gerate von Agilent Technologies, Waldbronn) injiziert, wobei
die Temperatur des Injektors immer 3 °C Uber der jeweiligen Ofentemperatur lag
(-oven track®). Die Auftrennung geschah mittels einer Kapillarsaule HP-5MS (Lange
30 m, Innendurchmesser 0,25 mm, Filmdicke 1 um) bei  folgendem
Temperaturprogramm: Anfangstemperatur 60 °C (1 min), Temperaturerhéhung mit
einer Rate von 60 °C/min bis zur Endtemperatur von 290 °C (7 min), Kihlung bis zur
Anfangstemperatur. Helium als Tragergas hatte einen Fluss von 1 ml/min. Die
Quantifizierung erfolgte nach Elektronenionisation anhand der Massenfragmente m/z
153 fiir DEHP-d4 und m/z 149 fir DNOP im ,single ion monitoring“-Modus.

Die Methode zur Analyse von MEHP-d4 und seinem internem Standard MNOP im Voll-
blut mittels GCMSD nach Derivatisierung mit Pentafluorpropionsaureanhydrid/Penta-
fluorpropanol war bereits etabliert (Kessler et al. 2004). Sie wurde ohne Anderungen
Ubernommen. Die Derivate von MEHP-d4 bzw. MNOP mit Pentafluorpropionsaurean-
hydrid/Pentafluorpropanol (2/1, v/v) wurden anhand der Massenfragmente m/z 285
bzw. m/z 281 im ,single ion monitoring“-Modus quantifiziert. Beide Analyseverfahren
wurden mittels frisch gewonnenen Humanbluts validiert. Typische Gaschromato-
gramme von DEHP-d4 und MEHP-d4-Derivat demonstrieren die vollstandige
Abwesenheit von Stdrsignalen (Abbildung 2 und 3).

Abbildung 4 zeigt die sehr gute Linearitat beider Methoden. Die Nachweisgrenzen fir
DEHP-d4 und MEHP-d4, definiert als das jeweils dreifache Signalrauschen, lagen fur
beide Substanzen bei 9 pmol/ml Blut. Die Reproduzierbarkeit der DEHP-d4-Messung
(n=4) war <5 % bei 13-500 pmol/ml, diejenige der MEHP-d4-Messung (n = 4) war
15 % bei 18, < 10 % bei 90 und = 3 % bei 180-700 pmol/ml.

Um die auf Vollblut bezogenen Angaben fur MEHP-d4 auf Plasma umrechnen zu
kénnen, wurde der Umrechnungsfaktor Plasma-zu-Vollblut experimentell ermittelt.
Hierzu wurden zuerst Messungen im Vollblut und Plasma, denen verschiedene MEHP-
d4-Konzentrationen zugesetzt waren, durchgefihrt. Sodann wurden aus den Vollblut-
proben durch Zentrifugation Plasmaproben gewonnen, in denen erneut MEHP-d4
bestimmt wurde. Aus dem Vergleich der Messungen im Vollblut und Plasma ergab sich
ein Faktor Plasma-zu-Vollblut von 1,84 (Abbildung 5).
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Abbildung 2: Reprasentative GCMSD-Chromatogramme von DEHP-d4 aus humanen Blut-
proben. A) Kontrollblut versetzt mit DEHP-d4 (0,06 nmol/ml); B) Blutprobe eines Proban-
den vor DEHP-d4-Einnahme; C) Blutprobe eines Probanden 3 h hach DEHP-d4-Einnahme
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Abbildung 3: Reprasentative GCMSD-Chromatogramme des MEHP-d4-Derivats aus Blut-
proben. A) Kontrollblut versetzt mit MEHP-d4 (0,9 nmol/ml); B) Blutprobe eines Proban-
den vor DEHP-d4-Einnahme; C) Blutprobe eines Probanden 3 h nach DEHP-d4-Einnahme
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Abbildung 4: Linearitat der DEHP-d4- und MEHP-d4-Methode. Symbole: jeweils Doppel-
bestimmungen. Lineare Regressionen: DEHP-d4 r* = 0,999; MEHP-d4 r* = 0.997
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Abbildung 5: Verhéltnis der Konzentrationen von MEHP-d4 im Plasma und Vollblut nach
Zugabe zum Vollblut. Symbole: Mittelwerte aus Doppelbestimmungen; lineare Regres-
sion: y = 1,84*x

2.2.2 MEHP-d4-B-Glukuronid im Vollblut

MEHP-d4-B-Glukuronid wurde nicht direkt gemessen, sondern nach Glukuronid-
abspaltung mit B-Glukuronidase als Differenz zwischen dem erhaltenen Gesamt-
MEHP-d4 und dem zuvor gemessenen freien MEHP-d4 berechnet. In Vorversuchen
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war gezeigt worden, dass die B-Glukuronidase das MEHP-d4-B-Glukuronid vollstandig
umsetzt. Hierzu wurde zuerst die Aktivitdt des Enzyms in Anlehnung an Brandt et al.
(1975) mit 4-Methylumbelliferyl-B-Glukuronid als Substrat (20 nmol/ml Blut) und
4-Methylumbelliferon als fluoreszierendem Produkt in 2-ml-Blutproben getestet. Die
Reaktion wurde mit 5 pl unverdiinnter B-Glukuronidase-Lésung gestartet. Die Fluores-
zenzmessungen (360 -> 440 nm) wurden mit einem Fluorimeter BioTek Synergy 2
(BioTek, Bad Friedrichshall) durchgefihrt. Als Eichsubstanz diente 4-Methylumbelli-
feron. Die Reaktion war nach einstindiger Inkubation im Blut bei 37 °C vollstandig
(105 % des erwarteten Wertes). Daraufhin wurde MEHP-d4-3-Glukuronid als Substrat
(22 nmol/ml Blut) verwendet und nach obiger Methode freies MEHP-d4 als Produkt
bestimmt. In einen 2-ml-Eppendorfcup wurden 1,95 ml Blut pipettiert und 50 pl einer
MEHP-d4-B-Glukuronid-Lésung (880 pmol/l) in Ammoniumacetatpuffer (1 mol/l, pH 5)
zugegeben. Die Reaktion wurde mit 5 pl unverdinnter B-Glukuronidase-Lésung
gestartet. Auch in diesem Fall war die Reaktion nach einstindiger Inkubation im Blut
bei 37 °C vollstandig (105 % des erwarteten Wertes). Mit diesem Verfahren wurde
daher die Konzentration an Gesamt-MEHP-d4 in den Blutproben der Probanden

bestimmt.

2.2.3 MEHP-d4, 50H-MEHP-d4, 50xo-MEHP-d4, 2cx-MMHP-d4 und
5¢cx-MEPP in Plasma und Urin

Als Basis der Entwicklung der Messmethoden dient ein Methode, die kirzlich vom
Sachgebiet Chemikaliensicherheit/Toxikologie des LGL im Rahmen eines Projektes
publiziert wurde (Seckin et al. 2009). In diese Methode, die fiir den Nachweis von
Metaboliten des Di-(n-butyl)phthalat und Di-isobutylphthalat im Urin unter Verwendung
eines Flussigchromatographen mit Tandem-Massenspektrometer (LC-MS/MS) und
On-Line-Séaulenschaltung entwickelt worden war, wurden die Metabolite des DEHP
integriert. Die Nachweisgrenzen lagen fir alle Metabolite in dem Bereich, die fir Di-(n-
butyl)phthalat und Di-isobutylphthalat bestimmt wurden. Vorab wurden sowohl die Urin-
als auch die Plasmaproben mit 425 Units an Glukuronidase (Escherichia coli-K12 von
Roche Biomedical, Mannheim, Deutschland) vorbehandelt, damit der Gesamtgehalt an
dem jeweiligen Metabolit bestimmt werden konnte. Die Vollstdndigkeit der Spaltung

wurde mittels unterschiedlicher Inkubationszeiten ermittelt.
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Als Probenvorbereitungsschritte wird eine Fallung der Proteine mit Acetonitril
durchgefiihrt und der Uberstand mit Puffer versetzt, so dass sichergestellt ist, dass die
Metabolite des DEHP auf der , Trap“-Saule retiniert werden.

Alle DEHP-Metabolite und deren Isotopen markierten Analoga MEHP, 5-OH-MEHP,
5-ox0-MEHP, 2cx-MMHP und 5cx-MEPP konnten erfolgreich in die bestehende
Methode integriert werden. Es zeigte sich jedoch, dass die beiden Sauren (2cx-MMHP
und 5cx-MEPP) unter den gewahlten Bedingungen chromatographisch nicht getrennt
werden konnten. Somit wurde pro Analysenprobe immer die Summe beider Metabolite

bestimmt.

Anmerkung: Da sowohl C,- als auch die D4-markierten Standards die Isotopen
markierten C- bzw. H-Atome im/am Benzolring enthielten, konnten fir die
Quantifizierung von MEHP-d4, und 50xo-MEHP-d4 die im Labor verfiigbaren C,-
markierten Standards genutzt werden.

Abbildung 6 zeigt ein typisches Chromatogramm einer Urinprobe eines Probanden
nach Einnahme von DEHP-d4. Wie bereits angesprochen, ist eine chromatographische
Trennung von 2cx-MMHP-d4 und 5¢cx-MEPP-d4 nicht méglich. Da die Isomere auch
massenspekirometrisch nicht unterschieden werden kdénnen, ist die Zuordnung der
beiden Signale fur 2cx-MMHP-d4 und 5cx-MEPP-d4 willklrlich. Die Auswertung
erfolgte daher als Summe flir beide Isomere. Abbildung 7 zeigt entsprechend ein
typisches Chromatogramm einer Plasmaprobe eines Probanden nach Einnahme von
DEHP-d4.

In Abbildung 8 ist eine reine Wasserprobe gezeigt, die vor und nach Injektionen von
Eich- bzw. Urin-/Plasmaproben vermessen werden. Damit stellt man sicher, dass keine
Artefakte bzw. Verschleppung von einem zum néchsten Analysenlauf geschehen. Man
sieht, dass nur bei MEHP ein kleines Signal nachweisbar ist. Dies deutet daraufhin,
dass geringe Mengen an DEHP als Verunreinigung im System freigesetzt werden und
dieses DEHP zu MEHP hydrolysiert wird. Da MEHP als ,interner* Standard in zu dieser
Konzentration vergleichsweise hoher Menge zugeben wird, kann diese geringe
Verunreinigung vernachléssigt werden. Es bestatigt aber nochmals anschaulich, dass
es gerechtfertigt war nicht DEHP sondern DEHP-d4 an die Probanden zu verab-

reichen.
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Abbildung 8: Wasserprobe mit geringen Mengen an MEHP als ,,Verunreinigung®

2.2.4 Auswahl der Probanden, Durchfiihrung der Exposition sowie
Probennahmen

Vier erwachsene Probanden wurden nach folgenden Kriterien ausgewahlt: gesund,
mannlich, groBes Alters- und Kdrpergewichtsspektrum. Die Probanden waren Uber die

Ablaufe der Studie und zur Toxikologie von DEHP ausfihrlich schriftlich und mandlich
informiert worden. Der Studienablauf war von der Ethikkommission der Landesérzte-
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kammer Bayern genehmigt worden (Entscheid vom 16.2.2009, Nr. 08104). Ein
positives Votum des Datenschutzbeauftragten lag zum Studienbeginn gleichfalls vor.

Direkt vor der DEHP-d4-Einnahme wurde durch Ultraschallbehandlung und kraftiges
Schitteln eine 2-ml-Emulsion von 120 mg DEHP-d4 in 70 %iger wassriger Saccha-
roselésung hergestellt. Gegen 9 h morgens nahm jeder Proband von dieser Emulsion
0,8 ml pro 75 kg Koérpergewicht mittels einer 1-ml-Einmalspritze intraoral zu sich. Die
genaue DEHP-d4-Dosis wurde anschlieBend durch Rlckwiegen ermittelt. Relevante
Daten zu den Probanden, den DEHP-d4-Dosen und Einnahmezeiten sind in Tabelle 1a
zusammengefasst. Tabelle 1b gibt die Zeiten von Frihstlick und Mittagessen wieder

und informiert Uber die aufgenommenen Speisen.

Proband Koérpergewicht Alter DEHP-d4-Dosis Uhrzelt
[kdl 1 [mg/kg]
1 59 49 0.64 9:05
2 76 28 0.65 9:20
3 88 61 0.66 9:02
4 105 39 0.62 9:00
Proband Friithstiick Mittagessen
Uhrzeit | Speisen Uhrzeit | Speisen
1 7:00 Kéase- und Wurstbrot 11:00 Kasebrodtchen, Buttermilch
2 9:05 Ké&sebrétchen mit Butter 12:30 | Fisch mit Kartoffelsalat
3 8:50 Kése- und Wurstbrot mit Butter 11:00 g&?g?;ﬁ:*at mit viel Ol,
4 8:50 2 Kasetoasts mit Butter 12:00 | 3 K&sebrdtchen

Tabelle 1: Relevante Daten zu Probanden, a) DEHP-d4-Dosen und Einnahmezeiten
b) Friihstiick und Mittagessen

Zur Blutprobenentnahme (jeweils 11-12 ml mittels heparinisierter 10-ml-Einmalspritzen)
wurde ein Venenverweilkatheter in einen Unterarm gelegt. Bei Proband 1 wurden zu
folgenden Zeitpunkten Blutproben entnommen: 15 min vor Einnahme, direkt nach
Einnahme und dann 15, 30 und 45 min sowie 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0 und
24,0 h nach Einnahme. Nach Kenntnis der Messdaten von Proband 1 wurden bei den
Probanden 2, 3 und 4 weitere Blutproben zu folgenden zuséatzlichen Zeitpunkten
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entnommen: 5,0, 7,0 und 9,0 h nach Einnahme. Von jeder Blutprobe wurden 6,5 ml in
Eis gekihlt und danach zur Plasmagewinnung 10 min lang bei 4 °C mit 4000 x g
zentrifugiert. Ca. 3,5 ml des Uberstands (Plasma) wurden bei -20 °C eingefroren und
bei -80 °C gelagert.

Das restliche Vollblut (ca. 5 ml) wurde sofort fir die Bestimmung von DEHP-d4, freiem
MEHP-d4 und Gesamt-MEHP-d4 aufgearbeitet. Von jeder Blutprobe wurden
Doppelbestimmungen  vorgenommen.  Fir jede Messreihe wurde eine
Einpunktkalibrierung mit Probandenblut, entnommen vor der DEHP-d4-Einnahme,
durchgefthrt. Urinproben wurden zu folgenden Zeitpunkten von allen Probanden
gesammelt: direkt nach der DEHP-d4-Einnahme und dann 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0,
8,0, 10,0, 12, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42 sowie 46 h nach Einnahme. Die Probanden
2 und 4 sammelten zusétzliche Urinproben 1,5 bzw. 1 h vor der Einnahme. Von jeder
Probe wurden der pH-Wert und das Volumen gemessen. Dann wurden sie in Aliquots
von 1, 10 und, soweit mdglich, 100 ml aufgeteilt, bei -20 °C eingefroren und bei -80 °C

gelagert.
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3 Ergebnisse

3.1 DEHP-d4, MEHP-d4 und MEHP-d4-3-Glukuronid im Voll-
blut von Probanden nach oraler Einnahme von DEHP-d4

Die Ergebnisse der Bestimmung von DEHP-d4, freiem MEHP-d4, Gesamt-MEHP-d4
und MEHP-d4-3-Glukuronid in den Blutproben der Probanden sind in Abbildung 9
dargestellt. Sowohl fir die Ausgangssubstanz als auch fir die Metaboliten zeigten sich
Probanden-charakteristische, mehrgipflige Konzentrations-Zeitverlaufe. DEHP-d4 war
bis zu 1 h nach Einnahme im Blut unterhalb der Nachweisgrenze, wahrend MEHP-d4
bereits bei der ersten Messung (15 min nach DEHP-d4-Einnahme) im Blut auftrat, mit
einem frlhen Maximum nach 30 bis 45 min. 24 h nach der DEHP-d4-Einnahme war
kein DEHP-d4 mehr nachweisbar. Die MEHP-d4-Konzentrationen lagen zu diesem
Zeitpunkt an oder unter der Nachweisgrenze. Die bei jedem Probanden gefundenen
groBen Schwankungen der Konzentrations-Zeitverlaufe lassen zwingend schlieBen,
dass sich die systemische Belastung aus Einzelmessungen nicht zuverlassig ermitteln
|asst.

Mittels der Trapezmethode wurden die Flachen unter den jeweiligen Konzentrations-
Zeitkurven berechnet und auf die DEHP-d4-Dosis pro kg Koérpergewicht normiert
(AUCqo4n, Tabelle 2). Als das Integral Uber die Zeit spiegelt die AUCg.4n die
systemische Belastung innerhalb von 24 h wieder. Die AUC0-24 h-Werte zeigen, dass
die systemische Belastung mit DEHP-d4 immerhin ein Drittel derjenigen mit Gesamt-
MEHP-d4 betragt. Gesamt-MEHP-d4 setzt sich zusammen aus 64 + 6,0 % freiem und
36 £ 6,1 % glukuronidiertem MEHP-d4 (n=4). Zusammenh&nge zwischen den
AUC,.o4 r der einzelnen Stoffe und dem Alter (28 bis 61 Jahre) oder dem Kérpergewicht
(59 bis 105 kg) der Probanden wurden nicht gefunden.
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Abbildung 9: Konzentrations-Zeitverlaufe von DEHP-d4 und MEHP-d4 im Vollblut der
Probanden nach der Einnahme von etwa 640 ug DEHP-d4 pro kg Kérpergewicht. Sym-
bole: Mittelwerte von Doppelbestimmungen
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Proband AUCo.24 h [nmol*h/ml pro mmol DEHP-d4/kg Kérpergewicht]
DEHP-d4 Freies MEHP-d4 MEHP-d4-B-Glukur. Gesamt-MEHP-d4
1 847 1674 684 2363
2 679 1129 802 1930
3 974 1664 849 2513
4 501 1410 989 2397
MW + STA 750 + 205 1470 + 260 830 + 130 2300 + 255

Tabelle 2: Auf die DEHP-d4-Dosis normierte Flachen unter den Konzentrations-Zeitkur-
ven von DEHP-d4 und MEHP-d4 im Vollblut (AUCy.241,) [nmol*h/ml pro mmol DEHP-d4/kg
Kérpergewicht]; MW: Mittelwert; STA: Standardabweichung

Freies MEHP-d4 (Proband 2) 11 DEHP-d4 (Proband 3)

0.1

Konzentration im Blut [nmol/ml]
Konzentration im Blut [nmol/ml]
o

—~ vor der Inkubation

—O~ vor der Inkubation —e— nach der Inkubation

—e— nach der Inkubation

0.01 Y T Y r Y 0.01 T T T T T

3 4 5 6 7 8 3 4 5 6 7 8
Zeit nach Einnahme [h] Zeit nach Einnahme [h]

Abbildung 10: Konzentrationen von DEHP-d4 vor und nach einstiindigen Inkubationen
von Blutproben mit B-Glukuronidase sowie von freiem MEHP-d4 vor und nach einstiin-

digen Inkubationen von Blutproben ohne B-Glukuronidase. Symbole: Mittelwerte von
Doppelbestimmungen

In Kontrollmessungen wurde nachgewiesen, dass die Erhéhung der MEHP-d4-
Konzentration im Blut wahrend der einstiindigen Inkubation mit B-Glukuronidase
tatsachlich auf der Hydrolyse von MEHP-d4-B-Glukuronid beruhte und nicht auf einer
Esteraseaktivitat im Blut. Wie in Abbildung 10 beispielhaft gezeigt, blieb die Konzentra-
tion von DEHP-d4 wahrend der Inkubation konstant; in Abwesenheit von
B-Glukuronidase veranderte sich die Konzentration von freiem MEHP-d4 nicht.

Um eine allgemeine kinetische Interpretation zu ermdglichen, wurden die
Konzentrations-Zeitverlaufe von DEHP-d4 und Gesamt-MEHP-d4 aller Probanden
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gemittelt (Abbildung 11A). Die Streuungen zu den einzelnen Zeitpunkten sind bei
beiden Substanzen sehr groB. Im Gegensatz zu DEHP-d4 wiesen die Mittelwerte von
Gesamt-MEHP-d4 einen leicht oszillierenden Verlauf auf, was auf einen
enterohepatischen Kreislauf fir das MEHP-d4-B-Glukuronid (Molekulargewicht 460)
hinweisen kdnnte (Abbildung 11B). Aus Anpassungen von Exponentialfunktionen an
die Mittelwerte im Zeitraum zwischen 3 bis 24 h (Abbildung 11B) ergab sich fur DEHP-
d4 eine einphasige Elimination und fur Gesamt-MEHP-d4 eine zweiphasige
Elimination. Die Halbwertszeiten zeigen (Tabelle 3), dass die schnellere Elimination
von Gesamt-MEHP-d4 unabhéangig, die langsamere abhangig von der Elimination des
metabolischen Vorlaufers DEHP-d4 ist. Diese Eliminationshalbwertszeiten erlauben fur
eine gegebene DEHP-Dosis die Abschatzung der mittleren systemischen Belastung
mit DEHP und MEHP.
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Abbildung 11: Gemittelte Konzentrations-Zeitverlaufe von DEHP-d4 und Gesamt-MEHP-
d4 im Voliblut aller Probanden nach der Einnahme von DEHP-d4. A) Symbole: Mittelwerte
+ Standardabweichungen der Messwerte aus Abbildung 6 (n =4); B) Symbole: Mittel-
werte zur Bestimmung der Halbwertszeiten von DEHP-d4 und Gesamt-MEHP-d4; Linien:
Anpassung von Exponentialfunktionen an die Mittelwerte
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Gesamt-MEHP-d4 Gesamt-MEHP-d4
LRl Phase 1 Phase 2
ti2[h] 4.4 1,9 4.4

Tabelle 3: Halbwertszeiten (t;2) von DEHP-d4 und Gesamt-MEHP-d4 im Vollblut, berech-
net aus den Steigungen der Exponentialfunktionen in Abbildung 11

3.2 MEHP-d4, 50H-MEHP-d4, 50xo-MEHP-d4 und 2cx-
MMHP-d4 + 5cx-MEPP-d4 im Plasma von Probanden nach
oraler Einnahme von DEHP-d4

In den Abbildungen 12-15 sind die Blutplasma-Zeitkurven fir die 4 Probanden und die
5 untersuchten Metaboliten dargestellt. Im Plasma aller Probanden konnte zum
Zeitpunkt 0 Minuten (Einnahme des DEHP-d4) keiner der 5 Metabolite des DEHP-d4
nachgewiesen werden. Bereits nach 15 Minuten lieBen sich die meisten Metabolite im
Plasma nachweisen. Nach 30 Minuten waren alle Metabolite im Blutplasma
nachweisbar. AuBer fir einen Probanden liefern alle Metaboliten 2 Maxima im Bereich
von 3-4h und 6-8 h. Nach 24 h konnten alle Metabolite in allen Proben noch
nachgewiesen werden. Die Gehalte lagen nach 24 h zwischen ca. 3 pg/I fur 5oxo-
MEHP-d4 und >25 pg/l fir die Summe aus 2cx-MMHP-d4 und 5cx-MEPP-d4.
Besonders bemerkenswert ist die Tatsache, dass 50H-MEHP-d4 und 5oxo-MEHP-d4
bei allen Probanden einen sehr ahnlichen Kurvenverlauf aufweisen und auch die

Konzentrationen beider Metabolite im Plasma sich sehr &hneln.
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Abbildung 12: Blutplasmakurven von DEHP-d4-Metaboliten bei Proband 1 nach Ein-
nahme von 0,64 mg DEHP-d4/kg
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Abbildung 13: Blutplasmakurven von DEHP-d4-Metaboliten bei Proband 2 nach Ein-
nahme von 0,65 mg DEHP-d4/kg



Ergebnisse 21
0.5
= (l4-MEHP
== d4-OH-MEHP
045 d4-oxo-MEHP
d4-2cx-MMHP&d4-5cx-MEPP

2 A

AN

0.25 J

[mg/1]

Abbildung 14: Blutplasmakurven von DEHP-d4-Metaboliten bei Proband 3 nach Ein-

nahme von 0,66 mg DEHP-d4/kg
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Abbildung 15: Blutplasmakurven von DEHP-d4-Metaboliten bei Proband 4 nach Ein-

nahme von 0,62 mg DEHP-d4/kg
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Als MaB fur die systemische Belastung innerhalb von 24 h wurde mittels der
Trapezmethode die Flachen unter den jeweiligen Konzentrations-Zeitkurven berechnet
und auf die DEHP-d4-Dosis pro kg Kérpergewicht normiert (AUCq.41, Tabelle 4). Die
AUGC,.04 -Werte zeigen, dass im Mittel die systemische Belastung durch 50H-MEHP-
d4 und 5oxo-MEHP-d4 etwas weniger als ein Drittel derjenigen durch MEHP-d4
betragt. Im Vergleich zum MEHP-d4-Wert liegt der Mittelwert der systemischen
Belastung durch 2cx-MMHP-d4 + 5¢cx-MEPP-d4 fast doppelt so hoch.

Proband AUCy.24 h [nmol*h/ml pro mmol DEHP-d4/kg Kérpergewicht]
MEHP-d4 50H-MEHP-d4 50x0-MEHP-d4 2°X'M,\'\/fEFF,’F'f_"§'4+ Sex-
1 6400 1270 1150 6270
2 5670 1550 1500 9240
3 6370 2310 1950 10480
4 5360 1800 1690 14410
MW + STA 5760 + 520 1800 + 440 1660 + 340 10840 + 3370

Tabelle 4: Auf die DEHP-d4-Dosis normierte Flichen unter den Konzentrations-Zeitkur-
ven (AUCy.o41) von Gesamt-MEHP-d4, 5-OH-MEHP-d4, 50x0o-MEHP-d4 und 2cx-MMHP-d4
+ 5¢cx-MEPP-d4 im Plasma; MW: Mittelwert; STA: Standardabweichung

Die gemittelten Konzentrations-Zeitverlaufe im Plasma zeigen fir MEHP-d4 wie im
Vollblut einen deutlich erkennbaren oszillierenden Verlauf, schwacher ausgepragt auch
fir 50H-MEHP-d4, 50x0-MEHP-d4 und 2cx-MMHP-d4+5cx-MEPP-d4 (Abbildung 11B).
Die Streuungen zu den einzelnen Zeitpunkten sind bei allen Metaboliten sehr groB.
Aus Anpassungen von Exponentialfunktionen an die Mittelwerte im Zeitraum zwischen
3 bis 24 h (Abbildung 16B) ergab sich fir MEHP-d4 eine zweiphasige Elimination, fir
die anderen Metaboliten jeweils eine einphasige Elimination. Die Halbwertszeiten
zeigen (Tabelle 5) fur MEHP-d4 sehr &hnliche Werte wie im Vollblut. W&hrend sich die
an der omega-1-Position der Hexylkette oxidierten 50H-MEHP-d4 und 50xo-MEHP-d4
kinetisch fast wie MEHP-d4 verhalten, zeigen die an der omega-Position der Ethyl-
bzw. Hexylkette oxidierten 2cx-MMHP-d4 bzw. 5cx-MEPP-d4 ein leicht verzogertes

Eliminationsverhalten.
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Abbildung 16: Gemittelte Konzentrations-Zeitverldufe von MEHP-d4, 50H-MEHP-d4,
50x0-MEHP-d4 und 2cx-MMHP-d4+5cx-MEPP-d4 im Plasma aller Probanden nach der
Einnahme von DEHP-d4. A) Symbole: Mittelwerte + Standardabweichungen der Mess-
werte aus den Abbildungen 12-15 (n = 4); B) Symbole: Mittelwerte zur Bestimmung der
jeweiligen Halbwertszeiten; Linien: Anpassung von Exponentialfunktionen an die Mittel-
werte

MEHP-d4 MEHP-d4 50x0-MEHP- | 2cx-MMHP-d4 +
Phase 1 Phase 2 e aknlzaln d4 5cx-MEPP-d4
tye [N] 2.0 5.8 53 5.7 1.9

Tabelle 5: Halbwertszeiten (t;2) von MEHP-d4, 50H-MEHP-d4, 5o0xo-MEHP-d4 und
2cx-MMHP-d4 + 5cx-MEPP-d4 im Plasma, berechnet aus den Steigungen der Exponential-
funktionen in Abbildung 16

Ein Vergleich der Bestimmung von Gesamt-MEHP-d4 im Blut mittels zweier sehr unter-
schiedlicher Verfahren — aus Blutplasma mit LC-MS/MS und aus Vollblut mit GCMSD —
ergibt eine gute Ubereinstimmung. Die Auftragung aller Messdaten im Plasma gegen
diejenigen im Vollblut zeigt eine sehr gute lineare Beziehung (Abbildung 17) mit einer
Steigung von 2,35, die dem Faktor Plasma-zu-Vollblut fir Gesamt-MEHP-d4 ent-
spricht. In Kapitel 2.2.1 wurde fir freies MEHP-d4 ein Faktor Plasma-zu-Vollblut von
1,84 bestimmt (Abbildung 5). Fir MEHP-d4-B-Glukuronid wird ein Faktor Plasma-zu-
Vollblut von 2 postuliert (Annahme: kein Durchtritt durch die Zellmembran). Bei 64 %
freiem MEHP-d4 und 36 % MEHP-d4-B-Glukuronid im Vollblut errechnet sich daraus
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ein Faktor Plasma-zu-Vollblut fir Gesamt-MEHP-d4 von 1,9 (= 1,84 * 0,64 + 2 * 0,36).
Der tber den Methodenvergleich gefundene Faktor von 2,35 ist nur 24 % héher.

Konzentration im Plasma [nmol/ml]
L]

0.0 05 10 1.5
Konzentration im Vollblut [nmol/mi]

Abbildung 17: Vergleich der Methoden fiir die Bestimmung von Gesamt-MEHP-d4:
Messungen im Blutplasma mittels LC-MS/MS vs. Messungen im Vollblut mittels GCMSD.
Symbole: Messdaten von allen Probanden (n = 57); Linie: lineare Korrelation durch den
Ursprung (y = 2,35*x, R* = 0,96)

3.3 Ausscheidung von MEHP-d4, 50H-MEHP-d4, 50xo-
MEHP-d4 und 2cx-MMHP-d4 + 5cx-MEPP-d4 im Urin von
Probanden nach oraler Einnahme von DEHP-d4

Im Gegensatz zum Blutplasma findet man im Urin die niedrigsten Werte fir MEHP-d4.
Deutlich héhere Werte im Vergleich zum Blutplasma findet man fir die beiden
sekundaren Metabolite 50H-MEHP-d4 und 50xo-MEHP-d4. Ahnlich wie beim Blut-
plasma zeigen sich auch bei den Urinkurven mehrere Maxima, am ausgepragtesten
bei ca. 4 und 8 h. Damit ergibt sich ein ahnliches Bild wie beim Blutplasma. In den
folgenden Abbildungen 18-21 sind die Urin-Zeitkurven fur die 4 Probanden und die
5 untersuchten Metaboliten dargestellt.
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Abbildung 18: Zeitverlauf der Metabolitenausscheidung im Urin bei Proband 1 (59 kg KG)
nach Einnahme von 37,8 mg DEHP-d4
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Abbildung 19: Zeitverlauf der Metabolitenausscheidung im Urin bei Proband 2 (76 kg KG)
nach Einnahme von 49,4 mg DEHP-d4.
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Abbildung 20: Zeitverlauf der Metabolitenausscheidung im Urin bei Proband 3 (88 kg KG)

nach Einnahme von 58,1 mg DEHP-d4.
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Abbildung 21: Zeitverlauf der Metabolitenausscheidung im Urin bei Proband 4

(105 kg KG) nach Einnahme von 65,1 mg DEHP-d4
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Ahnlich wie im Blut zeigen die (ber alle Probanden gemittelten Konzentrations-
Zeitverlaufe im Urin (Abbildung 22A) zum Teil groBe Streuungen. Aus Anpassungen
von Exponentialfunktionen an die Mittelwerte im Zeitraum zwischen 8 bis 46 h
(Abbildung 22B) ergab sich fir die Metaboliten jeweils eine einphasige Elimination. Die
Halbwertszeiten (Tabelle 5) sind denjenigen im Plasma (Tabelle 3) sehr ahnlich.

20x-MMHP-d485cx-MEPP-d4
1005 ) 50H-MEHP-d4
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3/ T "i\ —0— MEHP-d4
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Abbildung 22: Gemittelte Zeitverlaufe der Metabolitenausscheidung im Urin aller Proban-
den nach der Einnahme von DEHP-d4. A) Symbole: Mittelwerte + Standardabweichungen
der Messwerte aus den Abbildungen 12-15 (n = 4); B) Symbole: Mittelwerte zur Bestim-
mung der jeweiligen Halbwertszeiten; Linien: Anpassung von Exponentialfunktionen an
die Mittelwerte

2cx-MMHP-d4 +
MEHP-d4 50H-MEHP-d4 50x0-MEHP-d4 ey
ti/z [h] 5,3 6,8 6,5 9,3

Tabelle 6: Halbwertszeiten (t;2) der Urinausscheidung von MEHP-d4, 50H-MEHP-d4,
50x0-MEHP-d4 und 2cx-MMHP-d4+5cx-MEPP-d4, berechnet aus den Steigungen der
Exponentialfunktionen in Abbildung 22 B

In Tabelle 7 ist die Gesamtausscheidung aller Metabolite fir die einzelnen Probanden
zusammengefasst. Wie bereits aufgrund der Ausscheidungsverlaufe zu erwarten,
findet man die niedrigsten Gehalte fir MEHP-d4, &hnliche fir 50H-MEHP-d4 und
50x0-MEHP-d4 und die héchsten Werte flir die Summe der beiden Carbonséauren.
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d4-MEHP |d4-5-OH-MEHP| d4-oxo-MEHP | d4-2cx-MMHP&d4-5cx-MEPP
Proband [mg] [mg] [mg] [mg]
1 0,68 4,17 4,29 7,20
2 0,95 3,66 4,41 8,84
3 1,18 7,34 7,41 8,59
4 1,12 6,00 7,86 14,00

Tabelle 7: Gesamtausscheidung aller Metabolite pro Person

Aus der in Abbildung 23 kumulativ dargestellten Ausscheidung der Metabolitenmengen
relativ zur DEHP-d4-Dosis (exemplarisch fir Person 1) ist zu erkennen, dass mit
Ausnahme von 2cx-MMHP-d4 + 5¢cx-MEPP-d4 nach 22 h mehr als 90 % der jeweiligen
Metabolitenmenge ausgeschieden worden sind.

7
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d4-oxo-MEHP
d4-2cx-MMHP&d4-5cx-MEPP
5
g4 /._g
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Abbildung 23: Kumulative Ausscheidung von DEHP-d4-Metaboliten im Urin in [mg] fiir
Proband 1

Bilanziert man die Ausscheidung der einzelnen Metabolite fur alle 4 Probanden so fallt
auf, dass nur ein Proband weniger als 50 % der aufgenommenen Dosis innerhalb von
46 h ausscheidet und der Variationskoeffizient des Mittelwerte Gber alle 4 Probanden
bei kleiner 8 % liegt. FUr die einzelnen Metabolite schwankt 50H-MEHP-d4 mit knapp
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20 % am starksten und MEHP-d4 mit knapp Uber 6 % am geringsten. Tabelle 8 zeigt
die entsprechenden Daten im Detail.

Proband | d4-MEHP |d4-5-OH-MEHP| d4-oxo-MEHP | d4-2cx-MMHP&d4-5cx-MEPP Summe
1 2,5% 14,6% 15,2% 24,1% 56,5%

2 2,7% 9,8% 11,9% 22,7% 47,1%

3 2,8% 16,8% 17,0% 18,7% 55,3%

4 2,4% 12,2% 16,1% 27,2% 58,0%
Mw 2,5% 14,6% 15,2% 24,1% 56,5%

SD 0,2% 2,6% 1,9% 3,1% 4,2%

VK 6,6% 17,7% 12,7% 12,7% 7,5%

Tabelle 8: Anteil des jeweiligen Metaboliten in % an der Gesamtdosis

3.4 Korrelationen der im Urin ausgeschiedenen
Metabolitenmengen mit der systemischen Belastung durch
freies MEHP-d4

Die Belastung durch freies MEHP-d4 im Vollblut (AUCy.241) und die jeweiligen im Urin
ausgeschiedenen Metabolitenmengen sind linear korreliert, wobei die Bestimmungs-
maBe fir 50H-MEHP-d4 und 5oxo-MEHP-d4 die hdchsten Werte haben (Abbil-
dung 24). Erneut zeigt sich die fast vollstdndige Ausscheidung von MEHP-d4, 50H-
MEHP-d4 und 50xo-MEHP-d4 innerhalb von 22 h.
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Abbildung 24: Lineare Beziehungen zwischen der Flache der Konzentrations-Zeitkurve
(AUCq.241) von freiem MEHP-d4 im Blut und den im Urin ausgeschiedenen, auf das
Kérpergewicht normierten Gesamtmengen einzelner DEHP-d4-Metaboliten. Rote
Symbole: Urinausscheidung bis 22 h; blaue Symbole: Urinausscheidung bis 46 h. Die
BestimmungsmaBe waren fiir die beiden Zeitperioden jeweils identisch.



Diskussion 31

4 Diskussion

Die nach DEHP-d4-Einnahme in der vorliegenden Studie erhaltenen Konzentrations-
Zeitverlaufe von DEHP-d4 und seinen Metaboliten im Vollblut oder Plasma ergeben ein
komplexes Bild, das nur dank der hohen Messfrequenz sichtbar ist. Das Auf und Ab
wird verstandlich, wenn man bestimmte physiologische und biochemische Prozesse in
Betracht zieht: Die Ausgangssubstanz DEHP-d4 wird als lipidéhnliche Substanz
(Griffiths et al. 1988) offensichtlich erst nach Galleneintritt im Duodenum resorbiert,
was die beobachtete lag-Phase erklart. Zumindest das zweite bei den Probanden
erkennbare Maximum ist mdglicherweise auf eine vom Mittagessen initiierte, verstarkte
Magenentleerung (Thews et al. 1991) zuriickzufiihren. Ahnliche Schwankungen von
Konzentrations-Zeitverlaufen im Blut wurden auch nach oraler Aufnahme anderer
lipophiler Verbindungen wie beispielsweise (-Carotin (O’Neill and Thurnham 1998)
oder Fettsauren (Cabré et al. 2005) gefunden. Die friihen kleinen Maxima von MEHP-
d4 dirften aus einer durch saure Lipasen im Magen (Carriére et al. 1993) katalysierten
DEHP-d4-Hydrolyse resultieren, gefolgt von unmittelbarer Resorption in den
Blutkreislauf. Die weiteren Maxima von MEHP-d4, die auffallenderweise kurz vor den
entsprechenden DEHP-d4-Maxima erscheinen, resultieren wohl vorwiegend aus der
gut bekannten DEHP-d4-Hydrolyse im Dinndarm (zusammengefasst in Albro 1989)
sowie moglicherweise aus DEHP-d4, das Uber die Pfortader in die Leber gelangt und
dort hydrolysiert wird. DEHP bindet, bedingt durch seine Lipophilie und Struktur, zum
Teil an Lipoproteine (Griffiths et al. 1988). Da ein Anteil der im Darm gebildeten
Lipoproteine in die Lymphe abgegeben wird, ist davon auszugehen, dass eine gewisse
Menge des resorbieten DEHP-d4 in die Lymphe gelangt. Dies wirde die leichte
Verzégerung der DEHP-d4-Maxima im Vergleich zu den MEHP-d4-Maxima erkléren,
da der Lymphfluss im Brustlymphgang (Lindena et al. 1986) als Sammelgefa3 etwa 3
GrdBenordnungen langsamer ist als der Blutfluss in der Pfortader. Nach unserem
Wissen war DEHP noch niemals beim Menschen nach oraler Einnahme im Blut

bestimmt worden.

Etwas mehr als ein Drittel des Gesamt-MEHP-d4 lag im Vollblut als MEHP-d4-B-
Glukuronid vor. Hiermit Ubereinstimmend sind Ergebnisse von Kato et al. (2004). Die
Autoren hatten bei Einzelmessungen von MEHP im Plasma der Allgemeinbevélkerung
(n =127) im Mittel 64 % freies MEHP und 36 % MEHP-d4-B-Glukuronid gefunden.
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Nach oraler DEHP-d4-Einnahme resultierte eine im Vergleich zu Ratte und Marmoset
relativ hohe systemische Belastung an unveréandertem DEHP-d4. Bei weiblichen
Ratten bzw. Marmosets betrug sie nach oraler Gabe von 30 mg DEHP-d4
/kg 1,4 - 3,2 % bzw. 2-5,5 % von derjenigen an freiem MEHP-d4 (Kessler et al. 2004).
Bei den Probanden lag der entsprechende Prozentsatz bei 35-60 %. Mdglicherweise
ist die intestinale DEHP-d4-Hydrolyse beim Menschen weniger effektiv als bei Ratte
oder Marmoset. Leider liegen dazu keine Untersuchungen vor.

Die systemische Belastung mit freiem MEHP-d4, normiert auf die DEHP-d4-Dosis, liegt
beim Menschen etwa doppelt so hoch wie bei der Ratte und acht mal so hoch wie beim
Marmoset (Tabelle 9). In einem analogen Vergleich (Koch et al. 2005) schatzten die
Autoren, basierend auf nur vier MEHP-d4-Messungen im Plasma eines einzelnen
Probanden, die Belastung des Menschen 7,5fach héher ein, als es sich aus der
jetzigen Datenlage ergibt.

Spezies DEHP-d4-Dosis AUCy-24 » von freiem MEHP-d4 Anzahl der

P [ma/kg] [nmol*h/ml Blut pro mmol DEHP-d4/kg] Individuen
Ratte' 30 695 + 113* 3
Marmoset' 30 181** 8
Mensch 0,64 1470 + 260* 4

Tabelle 9: Auf die DEHP-d4-Dosis normierte Flache unter der Konzentrations-Zeitkurve
bis 24 h (AUCy.241,) von freiem MEHP-d4 bei verschiedenen Spezies ! Kessler et al. (2004);
* Mittelwert + Standardabweichung; **Konzentrations-Zeitkurve zusammengesetzt aus
jeweils 2 Blutproben von 8 Tieren

Im Unterschied zu MEHP-d4 stimmen die in der vorliegenden Studie bestimmten
Konzentrations-Zeitverlaufe von 50H-MEHP-d4, 50xo-MEHP-d4 und 2cx-MMHP-d4 +
5cx-MEPP-d4 im Plasma wesentlich besser mit denjenigen Uberein, die von Koch et al.
(2004, 2005) bei einem Probanden erhalten wurden. Im Gegensatz zu MEHP ist
allerdings die in-vivo-Relevanz der weiteren Metaboliten hinsichtlich der antiandro-
genen Wirkung von DEHP nicht geklart.

Ein Vergleich der Metabolitenausscheidung im Urin kann mangels weiterer Studien nur
mit der von Koch et al. (2004, 2005) vorgenommen werden. Die dort bei einem
Probanden nach einer DEHP-d4-Dosis von 640 pg/kg KG erhaltenen Zeitverlaufe
stehen nicht im Widerspruch zu den Befunden der vorliegenden Studie; sie ahneln
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denjenigen bei Proband 4 gefundenen. Die Halbwertszeiten der Metaboliten (Koch et
al. 2004, 2005) sind gleich (MEHP-d4) oder etwas langer (50H-MEHP-d4, 5oxo-
MEHP-d4 und 2cx-MMHP-d4 + 5¢cx-MEPP-d4) als die mittleren Halbwertszeiten der
vorliegenden Studie. Die auf die DEHP-d4-Dosis bezogene prozentuale
Gesamtausscheidung bis 46 h (siehe Tabelle 7) ist in beiden Studien fir 5oxo-
MEHP-d4 und 2cx-MMHP-d4 + 5cx-MEPP-d4 nahezu gleich. Hingegen betragt die
mittlere prozentuale Gesamtausscheidung von MEHP-d4 in der vorliegenden Studie
nur ein Drittel und die von 50H-MEHP-d4 nur gut die Halfte der entsprechenden von
Koch et al. (2004, 2005) gefundenen Werte. Der Mittelwert der gesamten
Metabolitenausscheidung, bezogen auf die DEHP-d4-Dosis, liegt daher in der
vorliegenden Studie mit ca. 57 % (Maximalwert 59 %) niedriger als in der Studie von
Koch et al. (2005) mit ca. 74 %. Vermutlich wird ein Teil der aufgenommenen DEHP-
d4-Dosis wie beim Marmoset (unveréffentlichte Ergebnisse) unverédndert Uber die
Fazes ausgeschieden. Uber denselben Ausscheidungsweg kdnnten auch gallen-
gangige Glukuronide der DEHP-d4-Metaboliten eliminiert werden.

Zur Berechnung der individuellen, taglichen DEHP-Aufnahme bei der
Allgemeinbevélkerung verwendeten Koch et al. (2006) die Summe der in einzelnen
Urinproben (Morgenurin) ausgeschiedenen Mengen an MEHP, 50H-MEHP und 5o0xo-
MEHP. Mittels dieser Mengen berechneten die Autoren anhand der Kreatininclearance
die tagliche (24 h) Metabolitenausscheidung. Die taglich aufgenommene DEHP-Dosis
erhielten sie hieraus mittels des in ihrer Studie an einem einzelnen Probanden
erhaltenen Verhaltnisses zwischen Metabolitenausscheidung und DEHP-d4-Dosis.
Nach den vorliegenden Resultaten ist dieses Verfahren ungeeignet zur Berechnung
der individuellen, taglichen DEHP-Dosen, da die Ausscheidungskurven der Metaboliten
ausgepragt oszillierten (Abbildung 18-21). So zeigten die Uber die Probanden
gemittelten Ausscheidungsmengen zu den einzelnen Zeitpunkten starke Streuungen
mit mittleren Variationskoeffizienten von 50-70 % (Abbildung 22A), d. h. die einzelnen
Werte unterschieden sich um ein Mehrfaches. Dieser Befund steht in Ubereinstimmung
mit Ergebnissen von Fromme et al. (2007). Die Autoren fanden bei 49 Personen
(Stichprobe der Allgemeinbevédlkerung), die an 8 aufeinander folgenden Tagen
Morgenurinproben sammelten, eine starke, intraindividuelle Streuung in der
Ausscheidung der DEHP-Metaboliten MEHP, 50H-MEHP, 50xo-MEHP, 2cx-MMHP
und 5¢x-MEPP. Daraus schlossen Fromme et al. (2007), dass eine auf nur einer
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einzelnen Urinprobe beruhende Expositionsabschéatzung in ihrer Aussagekraft
begrenzt ist. Lediglich auf der Basis von umfangreicheren Studien zur Ermittlung einer
z. B. mittleren und oberen (auf der Basis héherer Perzentile) taglichen Exposition der
Bevdlkerung lassen sich Aussagen treffen.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Koch et al. (2005) haben die hier vorlie-
genden Daten zur kumulativen Ausscheidung der Metabolite im Urin gezeigt, dass —
mit Ausnahme von 2cx-MMHP-d4 + 5cx-MEPP-d4 — mehr als 90 % des jeweiligen
Metaboliten den Kérper nach 22 h verlassen haben. Die prozentuale Ausscheidung der
DEHP-d4-Metaboliten innerhalb von 24 h war in der Studie von Koch et al. (2005) bei
drei DEHP-d4-Dosen Uber zwei GréBenordnungen (4,7, 28,7 und 650 ug/kg) dosisun-
abhangig, d. h., in diesem Dosisbereich waren die im Urin ausgeschiedenen Gesamt-
mengen jedes einzelnen Metaboliten proportional zur DEHP-d4-Dosis. Daher kénnen
in diesem Dosisbereich die im Urin ausgeschiedenen Gesamtmengen der Metaboliten
direkt fur die Bestimmung einer unbekannten DEHP-Dosis herangezogen werden.
Tabelle 9 zeigt Quotienten ,DEHP-Dosis/ausgeschiedene Metabolitenmenge* fiir die
untersuchten Metaboliten nach 22- und 46-stiindiger Urinsammlung, die zur
Berechnung der individuellen, taglichen Aufnahme von DEHP bei der Allgemein-
bevélkerung verwendet werden kénnen. Zu diesem Zweck sollten bevorzugt
50H-MEHP und 50xo-MEHP herangezogen werden. Wie aus der Tabelle ersichtlich,
ist hierflr eine Urinsammelperiode von 24 h ausreichend.

DEHP-d4 [mg/kg KG] / Metabolit [mg/kg KG]; Mittelwert + Standardabw. (n = 4)

2cx-MMHP-d4 + 5¢x-
MEHP-d4 50H-MEHP-d4 50x0-MEHP-d4 MEPP-d4
22h 55,4 +4,3 11,0£25 96+1,6 6,3+1,2
46 h 53,9+4,0 10,3+24 9,0+15 56+0,8

Tabelle 10: Faktoren zur Berechnung der DEHP-Dosis anhand der Gesamtmenge des im
Zeitraum von 22 h bzw. 46 h jeweils ausgeschiedenen Metaboliten
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5 Zusammenfassung

Bei Erwachsenen im arbeitsfahigen Alter scheinen weder Kérpergewicht noch Alter die
Toxikokinetik von DEHP und MEHP zu beeinflussen.

Die erhaltenen toxikokinetischen Daten ermdglichen es, bei einer gegebenen DEHP-
Dosis die mittlere systemische Belastung mit dem toxischen Metaboliten MEHP zu
berechnen.

Die Ausscheidungsmengen von 50H-MEHP oder 50xo-MEHP im Urin innerhalb von
24 h kdénnen zur Ermittlung der systemischen Belastung durch MEHP und der DEHP-

Dosis verwendet werden.

Die systemische Belastung einer Person durch DEHP und MEHP lasst sich nicht aus

einer Einzelmessung im Blut ermitteln.

Die individuelle, tagliche DEHP-Einnahme sollte nicht aus der ausgeschiedenen
Menge von DEHP-Metaboliten in einer einzelnen Urinprobe ermittelt werden. Hierzu
sind umfangreichere Untersuchungen, Mehrfachmessungen bei der gleichen Person
oder langere Sammelzeiten (z. B. 24-Stunden Sammelurin) erforderlich.
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