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Risiken erkennen — Gesundheit schiitzen

Bestimmung des Ursprunges natiirlicher Steroidhormone im Rind
Forschungsbericht Uber das EU-Projekt ISOSTER vom 24. Juli 2007

Der Einsatz von Hormonen in der Tiermast ist in der EU verboten. Trotzdem werden sie we-
gen ihrer Muskel aufbauenden und Wachstum férdernden Eigenschaften immer wieder ille-
gal an Nutztiere in der Lebensmittelproduktion verabreicht. Eingesetzt werden sowohl kor-
perfremde als auch kérpereigene Hormone, die synthetisch hergestellt werden. Wahrend der
Einsatz koérperfremder Hormone von den Kontrollbehdrden schon lange nachgewiesen wer-
den kann, war das flir die Verabreichung synthetisch hergestellter, kdrpereigener Steroide
bislang nicht mdglich. Sie konnten nicht von den im Kérper vorkommenden, chemisch identi-
schen Hormonen unterschieden werden.

Die Lucke sollte das EU-Forschungsprojekt ISOSTER schlieRen, das auf Initiative und unter
Koordination des BfR Uber vier Jahre durchgefiihrt wurde. Neun Partner aus Frankreich,
Grol3britannien, den Niederlanden und Deutschland beteiligten sich an dem Projekt. Sie ka-
men sowohl aus den Bereichen der Lebensmittel- als auch aus der Dopingkontrolle. Ein Ver-
fahren, das auf der Isotopenmassenspektrometrie (IRMS) basiert und im Sportdoping bereits
Anwendung findet, wurde fur den Einsatz in der Lebensmittelkontrolle weiterentwickelt. Die
Isotopenzusammensetzung synthetisch hergestellter Hormone unterscheidet sich von der im
Koérper gebildeter. Beide weisen ein unterschiedliches Verhaltnis der Kohlenstoffisotope '*C
und '?C auf, bei synthetisch hergestellten ist der Anteil an '>C niedriger. Die im Rahmen von
ISOSTER entwickelte Methode eignet sich zum Nachweis verschiedener Steroide im Urin
von Rindern und konnte erfolgreich in unterschiedlichen europaischen Laboratorien validiert
werden.

Einfuhrung

Die Verwendung von Steroidhormonen zur Wachstumsforderung bei Tieren, die der Le-
bensmittelgewinnung dienen, ist seit 1988 in der EU verboten (Richtlinie 88/146/EWG). Da-
gegen ist in einigen Landern, beispielsweise den Vereinigten Staaten und Kanada, das Mas-
ten von Rindern unter Anwendung von synthetischen oder auch von endogenen Hormonen
erlaubt. Die Uberwachung des Verbotes in Tieren und Tierprodukten wird durch die Richtlinie
96/23/EC des Rates geregelt. Um das Verbot kontrollieren zu kénnen, sind Methoden zum
Nachweis dieser Substanzen und ihrer Rickstande notwendig.

Die illegale Anwendung synthetischer Steroide kann mit GC-MS oder LC-MS/MS Methoden
routinemalig nachgewiesen werden. Dagegen war der Nachweis einer Behandlung mit na-
turlichen Hormonen bislang nicht moéglich, weil keine Methode zur Verfligung stand, die zwi-
schen endogen produzierten und synthetisch hergestellten natiirlichen Hormonen unter-
scheiden kann. Eine neue Herangehensweise ist der Einsatz der Gaschromatographie mit
Isotopenmassenspektrometrie (GC-C-IRMS) zur Bestimmung der Herkunft endogener Hor-
mone in Rindern. Die GC-C-IRMS-Methode macht sich die Verschiebung des
3C/"?Clsotopenverhaltnisses in Metaboliten der verabreichten Hormone nach deren Verab-
reichung gegeniiber dem unverénderten '>C/'?C-Isotopenverhaltnis in den Vorstufen dieser
Hormone zu Nutze.

Werden natlrliche Hormone verabreicht, wird in den meisten Fallen das Steroidprofil veran-
dert, d.h. dass sich das Konzentrationsverhaltnis der verschiedenen Steroide untereinander
verandert. Die Anderung des Steroidprofiles ist aber bei Rindern von vielen Faktoren abhén-
gig, z.B. von der Rasse und Zucht, dem Geschlecht und Alter der Tiere, der Darreichungs-
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form und Art des verabreichten Hormons. Ungewdhnliche und auffallige Steroidprofile waren
ein Indiz fur eine illegale Behandlung der Tiere, aber nicht ausreichend fur den endgultigen
Beweis einer Behandlung mit nattrlichen Hormonen.

Mit der GC-C-IRMS- werden ®*C/"?C-Isotopenverhaltnisse von einzelnen Verbindungen be-
stimmt. Dieses Isotopenverhaltnis ist hauptsachlich von der Nahrung abhangig, wobei sich
die Verteilung des Isotopenverhaltnisses in einem Organismus innerhalb enger Grenzen
bewegt. Die technische Synthese kdrpereigener Hormone geht von Soja als Kohlenstoff-
Quelle aus, was sich in einem fiir Sojaprodukte typischen *C/'?C-Isotopenverhaltnis der
Syntheseprodukte ausdriickt. Die synthetisch hergestellten Hormone verfiigen somit tber ein
deutlich anderes ">C/"?C-Isotopenverhéltnis als die endogenen Hormone.

Die nach Verabreichung eines Hormons gemessenen Anderungen des Isotopenverhaltnis-
ses sind daher hauptsachlich von dem verabreichten Hormon abhangig. Zum Nachweis ei-
ner Hormonbehandlung wird das Isotopenverhaltnis von zwei Verbindungen bestimmt, die
des verabreichten Hormons oder seines Metaboliten und das einer Vorstufe. Wahrend sich
nach Verabreichung eines Hormons dessen Isotopenverhaltnis oder das seiner Metabolite
andert, bleibt das Isotopenverhaltnis seiner Vorstufen im Stoffwechsel unverandert. Diese
Vorstufe wird auch als endogene Referenzsubstanz bezeichnet, da deren Isotopenverhaltnis
als Bezug zum verabreichten Hormon innerhalb einer Probe bestimmt wird.

Bestimmt man vor und nach Verabreichung eines synthetisch hergestellten Hormons das
3C/"C-Isotopenverhaltnis der Hormone in den Kérpergeweben und -fliissigkeiten, wird sich
das Isotopenverhaltnis in Abhangigkeit von der Menge des verabreichten Hormons und der
Menge des naturlicherweise im Tierkdrper vorhandenen Hormons andern. Um die fir diese
Methode geeigneten Substanzen erfassen zu kdnnen, ist die Kenntnis der biosynthetischen
Stoffwechselwege von erheblicher Bedeutung.

Das Ziel des EU-Projektes ISOSTER, an dem unter Koordination des BfR neun Labore aus
funf Landern beteiligt waren, war die Entwicklung von Methoden zum Nachweis einer Be-
handlung von Rindern mit naturlichen Hormonen. Im Projekt wurden Methoden fiir verschie-
dene Matrices entwickelt. Nach Uberpriifung dieser Methoden auf inre Anwendbarkeit wurde
die fur Rinderurin entwickelte Analysenmethode in einem Ringversuch validiert.

Langerfristiges Ziel des Projektes war es, den in der Lebensmittel-Uberwachung tatigen La-
boratorien eine Methode zur Verfigung zu stellen, welche den Nachweis der Verabreichung
natlrlicher Hormone als Wachstumsférderer ermadglicht. Fur die Matrices Urin, Faeces, Mus-
kel, Niere und Fett wurden im Projekt Methoden entwickelt. Die hohen Anforderungen der
GC-C-IRMS-Methode an die Reinheit der Messlésungen erforderte eine gesonderte Entwick-
lung der Probenaufreinigungsverfahren fur die verschiedenen Matrices.

Folgende Meilensteine mussten bei der Methodenentwicklung erreicht werden:

» Auswahl geeigneter Analyten
Fir jede Matrix sollte zumindest ein Metabolit und eine endogene Referenzsubstanz
in ausreichender Konzentration ermittelt und fur die zu entwickelnde Methode aus-
gewahlt werden

» Aufreinigung und Konzentration der jeweiligen Analyten
Die Aufreinigung der Analyten sollte bis zu einem hohen Reinheitsgrad erfolgen — die
Analyten sollten in Form von Basislinien-getrennten Peaks in der GC-C-IRMS eluie-
ren —, wobei das Aufarbeitungsverfahren keine Isotopendiskriminierung hervorrufen
durfte.
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» Optimierung der Parameter fur die GC-C-IRMS- fiir die jeweilige Matrix
> Produktion der Probenmaterialien von behandelten und von unbehandelten Tieren

> Uberpriifung der Anwendbarkeit der GC-C-IRMS-Methode zur Unterscheidung von
behandelten und unbehandelten Tieren.
Hierzu wurden Versuche mit unbehandelten und mit Hormonen behandelten Tieren
unterschiedlichen Alters, Geschlechtes und unterschiedlicher Fltterung, von denen
Probenmaterial gewonnen und untersucht wurde, durchgeflihrt.

Entwicklung, Einsatz und Validierung der GC-C-IRMS-Methode zum Nachweis des Ur-
sprungs von Hormonen im Urin von Rindern

GC-C-IRMS-Methoden zum Nachweis einer Anwendung natlrlicher Hormone werden bei
Dopingkontrollen im Sport eingesetzt. Eine direkte Ubertragung der in der Dopingkontrolle
angewendeten Methoden auf die Untersuchung der entsprechenden Matrices beim Rind ist
nicht mdglich, da sich der Metabolismus der Steroide und auch die Eigenschaften der Matri-
ces beim Menschen deutlich von denen des Rindes unterscheiden. Daneben setzt die Etab-
lierung eines Analysenverfahrens in der offiziellen Lebensmitteliiberwachung voraus, dass
dieses Verfahren spezielle Kriterien gemaf’ den EU-Vorschriften erfullt.

Fur die Methodenentwicklung wurden in einem ersten Schritt geeignete Analyten fiir die
GC-C-IRMS-Analyse im Urin von Rindern ausgewahlt. Hierzu wurden quantitative Steroid-
bestimmungen wie auch erste noch ungesicherte Isotopenmessungen von Steroiden in U-
rinproben von behandelten und unbehandelten Tieren durchgeflihrt.

Aus diesen Versuchen wurden fur die Methodenentwicklung folgende Analyten ausgewahlt:
Etiocholanolone

DHEA

5-Androstene-3f3,17a-diol

S5a-Androstan-3f3,17o-diol

Epi-Testosteron

Epi-Androsteron

170-Estradiol

VVVVVVYY

Eine vorlaufige GC-C-IRMS-Methode wurde im Labor eines Projektteilnehmers entwickelt.
Bei Einflihrung dieser Methode in weiteren Laboratorien trat jedoch eine Vielzahl von
Schwierigkeiten auf. Hierzu gehorten die Aufreinigung der Extrakte, die niedrige Wiederfin-
dungsrate einiger Analyten, die unvollstdndige oder zersetzende Hydrolyse der Steroidkon-
jugate und Probleme bei der Reinigung mit HPLC. Bei den GC-C-IRMS-Messungen wurden
Schwierigkeiten bei der flr die Gaschromatographie notwendigen Derivatisierung und bei der
Basislinientrennung der Analyten beobachtet.

Grundlegende Anderungen in der Probenvorbereitung, bei der Hydrolyse der Steroidkonju-
gate, der flussig-flissig Extraktion, der HPLC-Aufreinigung und der Derivatisierung der Ste-
roide wurden systematisch erarbeitet und in die Methode aufgenommen.

Die endglltige Methode enthalt mehrere flissig-flissig Extraktionen, die Trennung der Ana-
Iyten in eine Androgen-, Estrogen- und Androgen-Sulphat-Fraktion, die Hydrolyse der Glucu-
ronid- und Sulphatkonjugate, verschiedene Festphasenextraktionen und zwei HPLC-
Aufreinigungsschritte. Vor der gaschromatographischen Trennung werden die Steroide ace-
tyliert. Alle Extrakte missen zur Uberpriifung ihrer Reinheit und zur sicheren Identifizierung
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der Analyten mit GC/MS gemessen werden, bevor mittels der GC-C-IRMS- das Isotopenver-
haltnis der Steroide bestimmt wird.

Die entwickelte Methode wurde in einer zweistufigen Methodenvalidierungsstudie gemaf der
von der International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) herausgegebenen Emp-
fehlungen validiert:

Mehrere europaische Laboratorien, die entweder im Bereich der Dopingkontrolle oder als
Behorden in der Lebensmitteliberwachung tatig sind, nahmen an einem Workshop, in dem
die Methode vorgestellt wurde, teil. AnschlieRend wurde nach einem vorher festgelegten
Protokoll ein Vorversuch durchgefiihrt, in dem die Teilnehmer die Methode in ihren Laboren
etablierten, eine Kontrollprobe und eine Probe eines behandelten Tieres mit GC-MS und GC-
C-IRMS analysierten. Die Auswertung dieses Vorversuches und die Empfehlungen der Ring-
versuchsteilnehmer fiihrten zu einer letzten Anderung der Methode.

Im Hauptversuch analysierten neun Laboratorien funf unterschiedliche Proben im Rahmen
einer Doppelblindstudie.

Die Auswertung der Daten ergab, dass die von den verschiedenen Laboratorien gemesse-
nen 5'*C-Werte fir DHEA und 5-Androstene-3f,17a-diol als endogene Referenzsubstanzen
und Etiocholanolon, Sa-Androstan-3p3,17a-diol und 17a-Estradiol als Metabolite vergleichbar
und zuverlassig sind.

Damit wurde eine robuste Methode zur Bestimmung der §'-C Werte natiirlicher Steroide im
Urin von Rindern mit der GC-C-IRMS- entwickelt und validiert.

Identifizierung und Quantifizierung der Ziel-Analyten fiir Muskel, Fett, Niere und Fae-
ces sowie Entwicklung einer GC-C-IRMS-Methode

Neben der Entwicklung einer Methode zur Bestimmung naturlicher Steroide im Urin wurden
Methoden fiir weitere Matrices entwickelt, um das Spektrum in der Lebensmitteliiberwa-
chung zu erweitern. Fir Importkontrollen bietet sich die Untersuchung von Muskelgewebe
an, wahrend fir die Kontrolle in den Schlachthéfen die Matrices Muskel, Niere und Fett er-
haltlich sind. Fur Kontrollen an lebenden Tieren im Stall steht auRer Urin auch Faeces zur
Verfigung. Um diese Matrices mit der GC-C-IRMS- untersuchen zu kénnen, mussten auch
hier umfangreiche Verfahren fur die Probenaufreinigung entwickelt werden. Dabei wurden
auflerordentlich reine und hoch konzentrierte Extrakte gewonnen.

Bezlglich dieser Matrices sind Kenntnisse Uber den Einfluss einer Verabreichung von natr-
lichen Hormonen auf das Steroidprofil ebenfalls erforderlich.

Zuerst wurden die Steroide in den verschiedenen Geweben quantifiziert. Muskel- und Nie-
renproben von behandelten als auch unbehandelten Tieren wurden analysiert. In beiden
Geweben konnte kein Steroid in der fir die GC-C-IRMS- notwendigen Konzentration nach-
gewiesen werden.

Die Messergebnisse von Nierenfettproben, die unbehandelten und hormonbehandelten Tie-
ren enthommen waren, zeigten, dass nur Cholesterol und in einigen Proben auch Pregneno-
lon und Progesteron in ausreichender Konzentration und zudem getrennt von Matrixbestand-
teilen nachgewiesen werden kann. Im Falle ausreichender Konzentrationen der Analyten
stimmten die gemessenen 5'°C-Werte in den Fettproben sowohl bei Tieren, die mit Mais als
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auch mit Gras geflttert wurden, mit den ermittelten Ergebnissen aus den Urinproben Uber-
ein.

In den Faecesproben von Rindern ermdéglichte die hierfiur entwickelte Methode verlassliche
und wiederholbare GC-C-IRMS-Messungen ohne Isotopendiskriminierung von Etiocholano-
lon, DHEA, Progesteron, 17a-Estradiol und epi-Androsteron. Quantitative Messungen in
Proben von unbehandelten und hormonbehandelten Tieren zeigten, dass die Verabreichung
von 17B-Estradiol zu einer deutlichen Zunahme der Konzentration seiner Metabolite fuhrte,
wahrend die Ergebnisse nach Verabreichung von Progesteron und Testosteron nicht so ein-
deutig waren.

Da die Konzentrationen der meisten Steroide in allen Geweben fiir die Analyse mit der GC-
C-IRMS- sehr niedrig waren, wurde der Einsatz hoher Mengen Probenmaterial bei entspre-
chender Aufreinigung ausgetestet. FUr eine Ausgangsmenge von 400 g Muskel und 200 g
Faeces wurden abgeanderte Methoden entwickelt.

Im Muskel, dem 2 pg/kg Steroidstandard zugesetzt wurde, konnte ohne Isotopendiskriminie-
rung der 8'>C-Wert mit dieser Methode gemessen werden. Messungen der &'>C-Werte von
-Testosteron und 17[-Estradiol in verschiedenen Muskelproben von behandelten und un-
behandelten Tieren mit Analytkonzentrationen unter 1 pg/kg sind maéglich. Doch ein wesent-
liches Hindernis wurde sowohl bei Muskel- als auch bei Faecesproben nicht iberwunden: die
immer noch zu geringe Konzentration aller Steroide, die als endogene Referenzsubstanzen
in Frage kommen.

Bei Nieren ist die Aufbereitung grofierer Probenmengen keine Option, da das Gewicht einer
Niere beim Rind, je nach Alter und Geschlecht der Tiere, nur zwischen 300 und 700 g liegt.

Die Konzentrationen in den verschiedenen Gewebeproben erwiesen sich flir die entwickelten
Methoden trotz hoher eingesetzter Probenmengen als zu niedrig, um den Anforderungen der
GC-C-IRMS- zu entsprechen. Im Falle von Muskel und Faeces konnte keine endogene Refe-
renzsubstanz, und im Fall von Fett kein Metabolit mit ausreichender Konzentration nachge-
wiesen werden.

Zum Nachweis einer Verabreichung von natlrlichen Hormonen wurde au3erdem ein statisti-
scher Ansatz Uberpriift, der eventuell flir Screening-Zwecke angewendet werden kénnte: Die
Konzentrationsprofile von mehr als 20 endogenen Steroiden in sowohl behandelten als auch
unbehandelten Nieren- und Muskelproben wurden bestimmt und mittels multivariater Analy-
se ausgewertet. Diese Vorgehensweise wurde ausgewahlt, um Veranderungen des Ste-
roidprofils, die durch die Verabreichung von Steroidhormonen verursacht werden kénnen, zu
entdecken und mdgliche Kriterien zu etablieren. Die Ergebnisse waren viel versprechend,
aber weit mehr Daten sind erforderlich, um eine endgultige Abschatzung dieser Vorgehens-
weise als Screening-Methode vornehmen zu kénnen.

Optimierung der GC-C-IRMS-Parameter

Fir GC-C-IRMS-Messungen ist die Optimierung aller Gerate-Parameter der instrumentellen
Anlage, einschlief3lich des Injektors und der GC-Bedingungen, unerlasslich. Bei Projektbe-
ginn war als Ziel fir die Mindestnachweismenge der endogenen Steroide die Messbarkeit
von 10 ng Analyt/Injektion vereinbart worden.

Aus diesem Grund wurden verschiedene Injektoren (z.B. split-/splitless Injektor, deRos Injek-
tor und PTV) und verschiedene Saulen unter verschiedenen Bedingungen geprift. In Zu-
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sammenarbeit mit den Gerateherstellern wurden in allen Laboratorien technische Verbesse-
rungen an den IRMS-Geraten vorgenommen. Damit die entwickelte Methode nicht nur in
hoch spezialisierten Laboratorien durchgefiihrt werden kann, sind die fiir die endguiltige Me-
thode gewahlten Gerateausstattungen und -parameter ein Kompromiss zwischen optimalen
Bedingungen und der in den meisten Laboratorien vorhandenen Standardausstattung.

Die zum Ziel gesetzte Empfindlichkeit von 10 ng Analyt/Injektion wurde mit guter Prazision
und Wiederholbarkeit in allen Laboren erreicht.

Durch eine weitere Optimierung der GC-C-IRMS-Parameter unter Anwendung aller techni-
schen Mdoglichkeiten kann die Empfindlichkeit der Analyse noch erhéht werden.

Hierzu gehoren:

» Der Einsatz von PTV-Injektoren, die das Einspritzen von grof3en Volumina ermogli-
chen. Hierdurch wirde die Menge des Analyten pro Injektion erhéht werden. Nachteil
ist, dass auch der Anteil der Matrixbestandteile erhdht wiirde.

» Weitere Optimierung der Chromatographie

Die notwendige Reinheit der eingespritzten Extrakte ist der limitierende Faktor bei der Analy-
se mit GC-C-IRMS-.

Kenntnisse iiber den Einfluss der Fiitterung und Hormonbehandlung auf die **C/**C
Isotopenverhaltnisse der natiirlichen Hormone bei Rindern

Das *C/"?C-Isotopenverhaltnis biosynthetisch erzeugter Molekiile ist abhangig von dem
3C/"C-Verhaltnis in der Nahrung. Dieses wird durch die in der Nahrung vorkommenden
Pflanzen und deren jeweiligen Photosynthesewegen zur Synthese von organischen Verbin-
dungen aus Kohlendioxidbestimmt. Pflanzen mit einem C;-Photosyntheseweg zeigen cha-
rakteristische Unterschiede beim *C/'?C-Isotopenverhaltnis zu den Pflanzen mit einem Cg4-
Photosyntheseweg. Daher ist das "*C/"?C-Isotopenverhiltnis der endogenen Hormone im
Tier von der Fltterung abhangig. Diese besteht meistens aus einer Mischung von Cs;- (z.B.
Gras) und Cy- (z.B. Mais) Pflanzen.

Um eine bessere Kenntnis Uiber den Einfluss der Fltterung auf das Isotopenverhaltnis und
Uber die Verschiebung des Isotopenverhaltnisses wahrend einer Umstellung der Futterzu-
sammensetzung zu erhalten, wurden Tiere unter strenger Kontrolle des Isotopenverhaltnis-
ses des Futters aufgezogen. Durch diese Versuche sollten die "*C/"?C-Isotopenverhaltnisse
der endogenen Steroide und ihre naturlichen Schwankungen unter verschiedenen Futterbe-
dingungen bestimmt werden.

Werden synthetisch hergestellte natirliche Steroide, die aus einer Kohlenstoffquelle (Soja,
eine C;-Pflanze) produziert werden, verabreicht, andert sich das Isotopenverhaltnis im Orga-
nismus.

Ein erster Tierversuch mit 13 Rindern unterschiedlichen Geschlechts und Alters wurde
durchgefiihrt. Der Einfluss von zwei verschiedenen Fltterungen und der Injektion von Hor-
monen auf das Isotopenverhaltnis wurde untersucht. Die Steroide im Urin wurden quantifi-
ziert und die Isotopenverhaltnisse mit der GC-C-IRMS-Methode bestimmt.

Die Analyse der gesammelten Urinproben von unbehandelten Tieren ergab eine gute Uber-
einstimmung der 5'*C-Werte der endogenen Referenzsubstanz DHEA mit dem Metaboliten
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Etiocholanolon, auch zwischen den Laboratorien. Epi-Testosteron ist wegen seiner sehr
niedrigen Konzentrationen selbst bei hormonbehandelten Tieren als Ziel-Analyt ungeeignet.
Weitere zum Nachweis der Testosteronbehandlung ausgewahlte Analyten, sowohl die Vor-
stufen als auch die Metabolite, wurden im Urin aller Rinder in ausreichender Konzentration
nachgewiesen. Der fur den Nachweis der Behandlung mit 173-Estradiol ausgewahlte Analyt
17a-Estradiol konnte bei unbehandelten Tieren in Spuren nur bei einigen erwachsenen K-
hen nachgewiesen werden. In ausreichender Form liegt 17o-Estradiol erst nach einer Be-
handlung vor.

Futter hatte einen starken Einfluss auf die 5'°C-Werte aller Analyten, wéhrend die Differenz
zwischen den &'*C-Werten der endogenen Referenzsubstanz und des Metaboliten durch das
Futter oder Geschlecht der Tiere nicht beeinflusst wurde. Nach Hormongabe wurde die Diffe-
renz zwischen den &'°C-Werten der endogenen Referenzsubstanz und der Metabolite so-
wohl bei Futterung mit Mais als auch mit Gras signifikant gréRer. Die Unterschiede bei mais-
gefltterten Tieren und Tieren mit einer geringen endogenen Hormonproduktion sind deutli-
cher.

Auf diesen Ergebnissen aufbauend wurde ein zweiter Tierversuch geplant und durchgefiihrt.

Von 50 unbehandelten Tieren unterschiedlichen Alters, mannlichen und teilweise trachtigen
weiblichen Tieren wurde der Urin an zwei Zeitpunkten gesammelt. Auch diese Tiere wurden
unterschiedlich gefittert. Die Proben wurden mit der entwickelten GC-C-IRMS-Methode ge-
messen.

Zehn junge weibliche Tiere, hauptsachlich mit Gras gefittert, und sieben mannliche Tiere,

hauptsachlich mit Mais gefuttert, wurden sowohl mit Testosteron als auch mit 173-Estradiol
behandelt. Urinproben wurden von diesen Tieren zwischen 4 und 21 Tagen nach Behand-
lung an vier Zeitpunkten gesammelt und deren 8'*C-Werte gemessen.

Die Ergebnisse dieses Versuches waren entsprechend den gewahlten Versuchsbedingun-
gen weniger ausgepragt als die des Vorversuchs. In allen Tieren des Vorversuches konnte
die Behandlung mit Hilfe der GC-C-IRMS-Methode nachgewiesen werden. Hier waren die
Differenzen zwischen den §'*-C Werten der endogenen Referenzsubstanzen und den Meta-
boliten bei den behandelten Tieren signifikant von den unbehandelten Tieren zu unterschei-
den.

Zusammenfassung

Die Anwendbarkeit der GC-C-IRMS-Methode zur Bestimmung der Isotopenverhaltnisse ein-
zelner Substanzen in biologischen Matrices wurde im Projekt demonstriert.

Die entwickelte GC-C-IRMS-Methode zur Messung der §'>C-Werte von Steroiden in Rinder-
urin ist robust und wurde erfolgreich in einer Methodenvalidierungsstudie mit unterschiedli-
chen Laboratorien in Europa validiert. Differenzen der §'>C-Werte verschiedener Steroide im
Urin von Rindern kdnnen zuverlassig bestimmt werden.

Der Urin von unbehandelten und mit Steroidhormonen behandelten Rindern wurde unter-
sucht. Die bei Behandlung von Rindern mit endogenen Steroidhormonen auftretenden Ver-
schiebungen der §'C-Werte der Steroid-Metaboliten im Vergleich zu einem unverénderten
8'*C-Wert der endogenen Referenzsubstanz wurden ausgewertet. GroRere Differenzen zwi-
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schen den §8'°C-Werten des verabreichten Hormons und seiner Metabolite und den endoge-
nen Referenzsubstanzen sind ein Hinweis auf eine Behandlung dieser Tiere mit Hormonen.

Bei anderen Matrixproben als Urin war die nachgewiesene Konzentration der untersuchten
Steroide fir eine Analyse mit der GC-C-IRMS- bei weitem zu niedrig. Auch der Einsatz gré-
Rerer Probenmengen konnte dieses Problem nicht I6sen. Deswegen wurde die Konzentrati-
on einer Vielzahl von endogenen Steroiden in Niere und Muskel, die sowohl von behandelten
als auch von unbehandelten Tieren gewonnen wurden, mit GC-MS/MS bestimmt und mittels
multivariater Analyse statistisch ausgewertet. Hierbei zeigte sich, dass behandelte Tiere in
einigen Parametern von unbehandelten unterschieden werden kénnen. Weitere Daten sind
notwendig, um zu entscheiden, ob dieser Ansatz als Screening-Methode zum Nachweis ei-
ner Behandlung von Rindern geeignet ist und der Lebensmittelliberwachung zur Verfiigung
gestellt werden kann.

Um die entwickelte Methode flir den Nachweis einer Anwendung von endogenen Steroid-
hormonen in der Rinderhaltung routinemagig einsetzen zu kénnen, sind weitere Untersu-
chungen wiinschenswert:

» Erforschung der genauen Wege des Stoffwechsels der Steroide bei Rindern in Ab-
hangigkeit vom Alter, der Zucht, dem Geschlecht und der Behandlung

» Untersuchungen zur mdglichen biologischen Isotopendiskriminierung wahrend des
Metabolismus

» Einbeziehung weiterer Steroide und anderer Gewebe in die Methode

» Verbesserung der GC-C-IRMS-Geratebedingungen zur Steigerung der Empfindlich-
keit sowie die Injektion groRerer Probenvolumina
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