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Abstract

The German Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Com-
pounds in the Work Area of the Deutsche Forschungsgemeinschaft has evaluated
biological reference values (BAR) for two metabolites of ethylene oxide [75-21-8].
Considering the available studies on the mercapturic acid of ethylene oxide in urine,
S-(2-hydroxyethyl)mercapturic acid (HEMA), a BAR of 5 pg HEMA/g creatinine for
background exposure to ethylene oxide was established. Sampling time after short-
term exposures is at the end of exposure or at the end of the working shift. For long-
term exposures, a BAR of 60 pmol/g globin was established for the haemoglobin ad-
duct of ethylene oxide, N-(2-hydroxyethyl)valine (HEV). Sampling time is after at least
3 months of exposure.
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BAR (2021)

EKA (1999)

MAK Wert

Spitzenbegrenzung
Hautresorption (1984)
Sensibilisierende Wirkung
Krebserzeugende Wirkung (1984)
Fruchtschiadigende Wirkung
Keimzellmutagene Wirkung (2002)

Reevaluierung

Ethylenoxid wurde in den Jahren 1987 (Bolt 1989) und 1999 (Bolt 2001) evaluiert. Ausfithrliche Informationen zum
Metabolismus und zur Toxikokinetik von Ethylenoxid kénnen der MAK-Dokumentation von 2019 sowie einer IARC-
Dokumentation von 2012 entnommen werden (Hartwig und MAK Commission 2019; IARC 2012). Aufgrund der Einstu-

5 ng HEMA/g Kreatinin
Probenahmezeitpunkt: am Expositionsende bzw. Schichtende; bei
Langzeitexposition: am Schichtende nach mehreren vorangegangenen

Schichten
60 pmol HEV/g Globin

Probenahmezeitpunkt: nach mindestens 3 Monaten Exposition

Es ergeben sich folgende Korrelationen zwischen duflerer und innerer

Belastung:
Luft Erythrozytenfraktion des Vollblutes
Ethylenoxid HEV
[ml/m?] [mg/m?] [ug/1 Vollblut]
0,5 0,92 45
1 1,83 90
2 3,66 180

Probenahmezeitpunkt: nach mindestens 3 Monaten Exposition

H

Kategorie 2

Kategorie 2

fung von Ethylenoxid als Kanzerogen der Kategorie 2 kann kein Biologischer Arbeitsstoff-Toleranz-Wert (BAT-Wert)
abgeleitet werden. Im Jahr 1999 wurden daher Expositionsiaquivalente fiir kanzerogene Arbeitsstoffe (EKA) fur die

Beziehung zwischen der Konzentration von Ethylenoxid in der Luft und dem Biomarker N-(2-Hydroxyethyl)valin

(HEV) im Blut aufgestellt (Bolt 2001). Seit der letzten Evaluierung sind wesentliche Arbeiten erschienen, die nun eine

Aufstellung von Biologischen Arbeitsstoff-Referenzwerten (BAR) fiir Biomarker des Ethylenoxids moglich machen.

Fiir ein Biomonitoring von Ethylenoxid eignen sich prinzipiell sowohl das HEV im Blut als auch die S-(2-Hydroxyethyl)-

mercaptursdure (HEMA) im Urin.

BAR fiir N-(2-Hydroxyethyl)valin (HEV) im Blut

Informationen zum Parameter HEV sowie Untersuchungsmethoden wurden bereits publiziert (Bolt 2001).
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Hintergrundbelastung

Zur Konzentration des Himoglobinadduktes HEV im Blut von Personen ohne berufliche Exposition gegeniiber Ethy-
lenoxid liegen mehrere Studien vor, die in Tabelle 1 zusammengestellt sind. In der Regel zeigt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den HEV-Konzentrationen in Proben von Nichtrauchern und Rauchern, wobei Raucher hohere
Werte aufweisen. Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass die Zunahme der HEV-Konzentration im Blut von
Rauchern in direkter Abhéngigkeit von der Anzahl der taglich konsumierten Zigaretten steht (Bader et al. 1995; Bono
et al. 1999). Daher werden zur Ableitung eines BAR fur das HEV nur die Ergebnisse fiir Nichtraucher herangezogen.

Die veréffentlichten Median- bzw. Mittelwerte fiir HEV in Proben von Nichtrauchern liegen im Bereich zwischen 9,1
und 57 pmol/g Globin (siehe Tabelle 1). Auffallig ist, dass sich die Studien prinzipiell zwei Gruppen zuordnen lassen:
einige Studien (Bono et al. 1999; Boogaard et al. 1999; CDC 2020; Fennell et al. 2000; Filser et al. 1992; Schettgen et al.
2016; von Stedingk et al. 2011) weisen niedrigere Mediane von unter 30 pmol/g Globin auf, wihrend andere Studien
(Bader et al. 1995; Bailey et al. 1988; Mayer et al. 1991; Wu et al. 2004; Yong et al. 2001) Mediane bzw. Mittelwerte fur
den HEV-Gehalt im Hamoglobin der Nichtraucher zwischen 40 und 60 pmol/g Globin berichten. Diese Unterschiede
lassen sich nicht durch regionale Faktoren erkliaren. Mogliche Griinde sind die Probandenauswahl (Einschluss von
Passivrauchern, objektive Bewertung des Raucherstatus) sowie die Wahl des Analysenverfahrens.

Tab.1 HEV im Blut beruflich nicht gegen Ethylenoxid exponierter Personen

Kollektiv Personen HEYV [pmol/g Globin] Literatur
Median 95. Perzentil Bereich

Deutschland Bader et al. 1995

Nichtraucher 37 47 63 19-64

Raucher 32 144 318 31-327

UK Bailey et al. 1988

Nichtraucher 23 56 809 22-106

Raucher 26 167 370% 38-501

Italien Bono et al. 1999

Nichtraucher 74 9,1 ca.35”

Raucher 44 454 ca.70?

Niederlande Boogaard et al. 1999

Nichtraucher 23 19 6-49

USA CDC 2020

2013/2014

Nichtraucher > 20 Jahre 1266 28 59

Raucher > 18 Jahre 416 219 653

2015/2016

Nichtraucher = 20 Jahre 1267 25 64

Raucher > 18 Jahre 377 220 652

USA Fennell et al. 2000

Nichtraucher 13 12,9

Deutschland Filser et al. 1992

Nichtraucher 5 19,5 16-25,5

USA Mayer et al. 1991

Nichtraucher 16 45 (MW)

Raucher 4 150 (MW)

Deutschland Schettgen et al. 2016

Nichtraucher 104 17,8 35,6 7,7-64,6
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Tab.1 (Fortsetzung)

Kollektiv Personen HEV [pmol/g Globin] Literatur

Median 95. Perzentil Bereich
Dénemark von Stedingk et al. 2011
Nichtraucher 55 22 6,4-64
Raucher 6 410 210-560
Taiwan Wu et al. 2004
Nichtraucher 78 57 (MW)
Raucher 70 204 (MW)
USA Yong et al. 2001
Nichtraucher 5 50 (MW)

3 Berechnung aus angegebenen Einzeldaten
b abgeschitzt aus Abbildung
MW: Mittelwert

Evaluierung eines BAR fur HEV

Unter Beriicksichtigung der sehr aufwendigen und anspruchsvollen Analytik fiir die Bestimmung der Himoglobinad-
dukte ergeben die in Tabelle 1 aufgefithrten Studien dennoch ein gut tibereinstimmendes Bild der Hintergrundkonzen-
trationen von HEV bei Nichtrauchern. Die vom Stichprobenumfang her groite Untersuchung ist die NHANES-Studie
der US-amerikanischen Centers for Disease Control and Prevention (CDC 2020), in der die HEV-Konzentrationen in
Proben von 1266 (2013/14) bzw. 1267 (2015/16) Nichtrauchern (= 20 Jahre) bestimmt wurden und die 95. Perzentile gerun-
det 59 bzw. 64 pmol/g Globin betrugen. Ausgehend von anderen Studien, bei denen ein 95. Perzentil angegeben wurde
bzw. aus der Arbeit abgelesen werden konnte, kann im Mittel ein 95. Perzentil von 53 pmol HEV/g Globin abgeleitet
werden. Zusammenfassend wird daher ein

BAR von 60 pmol HEV/g Globin

fur Nichtraucher abgeleitet. Raucher kénnen um den Faktor 5 bis 10 héhere Konzentrationen im Blut aufweisen. HEV
stellt einen Langzeit-Parameter dar, dessen Konzentration im Blut sich tiber einen Zeitraum von mehreren Monaten
aufbaut (entsprechend der Lebensdauer der Erythrozyten von etwa 120 Tagen). Die Probenahme sollte daher nach
mindestens drei Monaten Exposition erfolgen.

BAR fiir S-(2-Hydroxyethyl)mercaptursdure (HEMA) im Urin

In den letzten Jahren wurden vermehrt Studien veréffentlicht, die sich mit der Bestimmung der HEMA als Expositions-
biomarker fiir Ethylenoxid beschaftigen. Im Gegensatz zum Langzeitbiomarker HEV stellt HEMA einen klassischen
Kurzzeitbiomarker fiir Ethylenoxid mit einer geschétzten Halbwertszeit von <5 Stunden (Haufroid et al. 2007) dar,
welcher aufgrund der kurzen Eliminationshalbwertszeit die aktuelle Expositionssituation gut widerspiegelt. Dartiiber
hinaus bestehen Vorteile hinsichtlich der nichtinvasiven Probenahme und einer deutlich weniger aufwendigen Ana-
lytik. In Abbildung 1 ist der Metabolismus von Ethylenoxid wiedergegeben. Zur Bildung der HEMA wird Ethylenoxid
durch das polymorphe Enzym Glutathion-S-Transferase (GST) mit dem korpereigenen Tripeptid Glutathion (GSH) kon-
jugiert. Nach Abspaltung des Glycin- und Glutamyl-Restes und folgender N-Acetylierung entsteht aus dem Konjugat
der uringangige Metabolit HEMA. Fiir Ethylenoxid als Substrat von GSTT1 (Hallier et al. 1993; Haufroid et al. 2007;
Miller et al. 1998; Yong et al. 2001) gibt es eine Reihe von Untersuchungen zum Einfluss der Aktivitit dieses Enzyms
auf die Bildung der HEMA. Etwa 20 % der Weiflen besitzen den Genotyp GSTT1-null (Garte et al. 2001) und zéhlen zu
den sogenannten ,langsamen® Konjugierern (Hallier et al. 1993; Hayes und Strange 2000). Den Einfluss des GSTT1-
Genotyps auf die Ausscheidung von HEMA untersuchten Haufroid et al. (2007) bei 80 beruflich gegeniiber Ethylenoxid
exponierten Beschiftigten eines Krankenhauses. Angesichts des zwar nachweisbaren, aber geringfiigigen Einflusses
der genetischen Disposition kamen sie zu dem Schluss, dass die Expositionshohe die wichtigste Determinante fiir die
Hoéhe der Mercaptursiure-Ausscheidung darstellt. Dennoch ist der Polymorphismus bestimmter Enzyme offensicht-
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lich eine von mehreren Ursachen fiir die z.T. recht hohen individuellen Schwankungen der Mercaptursaurekonzen-
trationen im Urin.

Cyt P450
/ io} _— Adduktbildung mit DNA / Proteinen
z. B. N7-(2-Hydroxyethyl)guanin
Ethylen Ethylenoxid N-(2-Hydroxyethyl)valin
+H,0 + Glutathion
EH GST
OH G OH
HO/\/ \S/\/
Ethylenglykol 2-Hydroxyethylglutathion

o OH
Glykolaldehyd 0
Glykolsaure )I\ s
Ameisensaure N \/\OH

Milchsaure

CO
2 HEMA (2-Hydroxyethylmerkaptursaure)

EH: Epoxidhydrolase; GST: Glutathion-S-Transferase; Cyt P450: Cytochrom P450; G: Glutathion

Abb.1 Metabolismusschema von Ethylen und Ethylenoxid nach IARC (2012)

Untersuchungsmethoden

Fiir die Bestimmung der HEMA im Urin steht bereits ein von der Kommission gepriiftes Analysenverfahren zur Ver-
fugung (Schettgen et al. 2012). Dieses Verfahren basiert auf der externen Anreicherung der Mercaptursduren im Urin
iiber eine Festphasenextraktion und anschliefender Bestimmung mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
und tandemmassenspektrometrischer Detektion (LC-MS/MS). Auch die meisten anderen publizierten Verfahren be-
ruhen auf einer LC-MS/MS-Analytik, wobei meist ein Anreicherungsverfahren entweder in Form einer externen
Festphasenextraktion oder mittels Sdulenschaltung (online-SPE) erfolgt (Eckert et al. 2010; Frigerio et al. 2019; Pluym
et al. 2015; Schettgen et al. 2008). Viele publizierte Verfahren stellen dabei Multimethoden dar, die neben der HEMA
auch andere Mercaptursduren im Urin erfassen.

Die Nachweisgrenze des von der Kommission gepriiften Verfahrens von Schettgen et al. (2012) liegt bei 0,5 ug HEMA/1
Urin, womit die HEMA auch in den meisten Urinproben von Nichtrauchern sicher nachgewiesen werden kann. Eine
externe Qualitatssicherung dieses Parameters ist durch Teilnahme am Ringversuchsprogramm fiir arbeits- und um-
weltmedizinisch-toxikologische Analysen (G-EQUAS) der Deutschen Gesellschaft fiir Arbeitsmedizin und Umwelt-
medizin moglich.

Belastung und Beanspruchung

Es liegen aktuell keine Studien vor, in denen eine Beziehung zwischen externer Ethylenoxid-Belastung und der
HEMA-Konzentration im Urin aufgestellt wird.
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Hintergrundbelastung

Es gibt mehrere Studien, in denen die Konzentrationen der HEMA in Urinproben von Personen ohne berufliche
Exposition gegeniiber Ethylenoxid (,Hintergrundbelastung®) untersucht wurde. Einen Uberblick tiber die veréffent-
lichten Studien gibt Tabelle 2. In der Regel werden die HEMA-Konzentrationen in Bezug zur Kreatininkonzentration
angegeben, da auch fiur andere Mercaptursiduren gezeigt werden konnte, dass eine Kreatininadjustierung zu einer
Verringerung der Variabilitat der Ergebnisse fithrt. Analog zum Hamoglobinaddukt HEV weisen Raucher gegeniiber
Nichtrauchern héhere HEMA-Konzentrationen im Urin auf. Die Ableitung eines BAR erfolgt nur auf Grundlage der
Ergebnisse fiir Nichtraucher. Die mediane HEMA-Konzentration liegt in den veréffentlichten Studien im Bereich
zwischen 0,3 und 1,7 pg/g Kreatinin, wobei die Studienergebnisse generell eine hohe Ubereinstimmung aufweisen.
Einzig die Studie von Hou et al. (2012) fallt durch vergleichsweise niedrige HEM A-Konzentrationen fiir Raucher und
Nichtraucher auf, die etwa um den Faktor drei unter den Ergebnissen der anderen Studien liegen. Die beobachteten
geographischen Unterschiede konnten zumindest teilweise dadurch erklart werden, dass im ostasiatischen Raum die
Inzidenz von GSTT1-Deletionen hoher als in anderen Regionen ist (Bolt und Thier 2006).

Tab.2 Konzentration von HEMA im Urin beruflich nicht gegen Ethylenoxid exponierten Personen

Kollektiv Personen HEMA [pg/g Kreatinin] Literatur
Median 95. Perzentil Bereich
USA Alwis et al. 2012
Nichtraucher 1203 0,7
MW 0,66 +1,16 pg/l
Raucher 347 1,9

MW 1,90+3,7 pg/l

USA (NHANES) Calafat et al. 1999

Nichtraucher 214 1,1 6,0

Raucher 152 2,9 16,5

USA Ding et al. 2009
Nichtraucher 59 0,8 <0,03-1,1

Raucher 61 3.1 <0,03-16,0

Deutschland Eckert et al. 2011
Nichtraucher 54 1,6 4,7 0,6-8,1

Raucher 40 49 23,9 1,11-67,7

ITtalien Frigerio et al. 2020
Nichtraucher 39 1,3 4,1

Raucher 21 3,2 26,7

China Hou et al. 2012
Nichtraucher 58 0,259 2,09 <0,08-2,8%

Raucher 246 0,819 8,19 0,02-23,2%

Deutschland Pluym et al. 2015
Nichtraucher 25 1,1 ca.4-5 0,11-38,3

Raucher 25 2,3 1,1-6,2

Deutschland Schettgen et al. 2008
Nichtraucher 14 1,7 0,7-4,2

Raucher 14 4,0 1,3-6,0

% berechnet aus nmol/24 h-Urin mit Molmasse: 207,25 g/mol; 1,2 g Kreatinin/l Urin und 1,5 1 Urin/Tag
BG: Bestimmungsgrenze; MW: Mittelwert
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Evaluierung eines BAR fiir HEMA

In den Studien, die ein 95. Perzentil fiir die Konzentrationen der HEMA im Urin angeben, liegt dieses fiir Proben von
Nichtrauchern im Bereich zwischen 2,0 und 6,0 pg/g Kreatinin. Auch in den beiden Studien aus Deutschland, in denen
ein 95. Perzentil berechnet wurde bzw. abgelesen werden kann, liegt dieses fiir Nichtraucher bei 4,7 pyg HEMA /g Krea-
tinin (Eckert et al. 2011) bzw. bei ca. 4-5 pg HEMA/g Kreatinin (Pluym et al. 2015). Demnach wird ein

BAR von 5 pg HEMA/g Kreatinin

fur Nichtraucher abgeleitet. Raucher konnen um den Faktor 3 bis 5 hohere Konzentrationen im Urin aufweisen. Die
HEMA stellt einen Kurzzeitbiomarker dar und weist eine Halbwertszeit von wenigen Stunden auf. Die Probenahme
sollte daher direkt nach Expositionsende bzw. Schichtende erfolgen.

Interpretation

Bei der Interpretation der Ergebnisse sind personliche Einflussfaktoren, vor allem das Rauchverhalten, sowie Passiv-
rauch-Expositionen zu beriicksichtigen, da eine Tabakrauch-Exposition zu h6heren HEM A-Konzentrationen im Urin
fuhrt. Der BAR fur die HEMA bezieht sich auf normal konzentrierten Urin, bei dem der Kreatiningehalt im Bereich
von 0,3-3,0 g/l liegen sollte (Bader und Ochsmann 2010). In der Regel empfiehlt sich bei Urinproben mit Kreatinin-
konzentrationen auflerhalb der oben genannten Grenzen die Wiederholung der Messung bei normaler Hydrierung.

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 ausschliellich
wissenschaftliche Aspekte beriicksichtigen.
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