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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Aufarbeitungsmethode zur komponentenspezi-
fischen Kohlenstoffisotopenmessung von Nortestosteron und dessen Precursor De-
hydroepiandrosteron (DHEA) im Eberurin entwickelt.

Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten und einen Futtereinfluss
auszuschlieBen, erhielten die Eber ein einheitliches standardisiertes Futter aus C3-

Pflanzen.

Die aufgereinigten Eberurinextrakte wurden underivatisiert mit kalter On Column
Technik auf das GC/C/IRMS-System aufgegeben. Das erarbeitete Aufreinigungsver-
fahren lieferte gentigend reine Extrakte, so dass die Peaks von Nortestosteron und
DHEA in der Gaschromatographie frei waren von co-eluierenden Matrixbestand-
teilen. Die beiden Substanzen konnten Basislinien getrennt detektiert werden, so
dass zuverlassige &'°C-Werte von Nortestosteron und DHEA erhalten werden

konnten.

Die aufgereinigten Extrakte, die fir die Bestimmung des Kohlenstoffisotopenverhalt-
nisses eingesetzt wurden, konnten direkt fir die Quantifizierung von Nortestosteron
und DHEA mittels GC/FID verwendet werden.

Um fir die GC/C/IRMS-Messung geeignete Extrakte zu erhalten, wurde eine FlUssig-
/Fussigextraktion mit anschlieBender praparativer HPLC-Aufreinigung durchgefihrt.
Wahrend flr Nortestosteron die NP-HPLC-Aufreinigung zu einem geeigneten Extrakt
fihrte, musste fur DHEA eine weitere RP-HPLC-Aufreinigung an die NP-HPLC-Auf-

reinigung angeschlossen werden.

Die Steroid-glucuronide wurden mit B-Glucuronidase aus dem Schneckenschleim der
Helix pomatia gespalten. Die verwendete Enzymzubereitung spaltete jedoch weder
Nortestosteron- noch DHEA-sulfat. Im Eberurin konnten keine Substanzen nachge-
wiesen werden, aus denen die Steroide Nortestosteron und DHEA durch die Zu-

bereitung der Helix pomatia als Artefakt hatten entstehen kénnen.

Die Nortestosteronkonzentration im Eberurin wurde mit einer Spanne von 34,8 ug/kg
bis 1112,0 pg/kg (Median: 224,3 ug/kg) bestimmt, wobei der meiste Anteil unge-

bunden vorlag. Der Median des §'*C-Wertes von Nortestosteron lag bei -26,47 %o.




Das Vorlaufersteroid DHEA bei der Nortestosteronbiosynthese wurde mit einer Kon-
zentration im Eberurin von 196,0 ug/kg bis 5184,0 ug/kg ermittelt. Der Median lag mit
556,0 ug/kg deutlich Uber der Konzentration von Nortestosteron, was durch den im
Schwein dominierenden Delta 5-Biosyntheseweg erklart werden kann. Der Median
des §'°C-Wertes von DHEA lag bei -26,63 %o.

Vergleicht man den gemessenen §'°C-Wert des Futters der Eber von -25,91 %o mit
den gemessenenen §'°C-Werten von Nortestosteron und DHEA, spiegelt sich die
isotopische Kohlenstoffzusammensetzung des Futters in denen der Steroiden

wieder.

Ebenfalls konnten die Kohlenstoffisotopenverhaltnisse einiger synthetischer Nor-
testosteronpraparate bestimmt werden.

Zusétzlich konnten im Eberurin die weiteren Steroide Norandrostendion, Testosteron,
Epitestosteron, Etiocholanolon, 5-Androsten-33,17p-diol, 5B-Androstan-3a,17p3-diol,
11-Ketoetiocholanolon, Estren-5(10)-3a,17p-diol und das Eberpheromon 5a-Androst-

16-en-3p3-ol nachgewiesen werden.

Kreatinin erwies sich als ein geeigneter Bezugsparameter, der unabhangig von der
aufgenommen Wassermenge vor der Schlachtung ist. Kreatinin zeigte mit Nor-
testosteron und DHEA eine Korrelation.

Um mit der Methode der Stabilisotopen-Massenspekirometrie eine illegale An-
wendung von Nortestosteron an Ebern nachweisen zu kénnen, sind noch weitere
Untersuchungen im Rahmen von Tierversuchen notwendig. Eber unbekannter Her-
kunft und unbekannter Flutterung missen mit synthetischem Nortestosteron behan-
delt und die §'*C-Werte von Nortestosteron und DHEA oder eines anderen Vor-
laufers bestimmt werden. Zusatzlich miissen die §'>C-Werte der auf dem internation-
alen Markt befindlichen Nortestosteronpraparate bestimmt werden, was sich im Rah-
men der Arbeit als duBerst schwierig herausstellte.

Obwohl die Stabilisotopen-Massenspekirometrie eine sehr komplexe Methode ist,
hat sie bereits in anderen wissenschaftlichen Gebieten wie beispielsweise der
Forensik, Archaologie und den Umweltwissenschaften Einzug gehalten und wird in
der Lebensmittelanalytik vermehrt zur Authentizitdtsanalyse eingesetzt.




Abstract

This thesis describes a clean-up procedure and analytical method for the compound-specific
isotopic measurement of nortestosterone and its precursor dehydroepiandrosterone (DHEA)
from urine of boars. The results were obtained with this method.

To investigate the influence of individual animals and to exlude the influence by the diet, a
group of boars of different breed were fed with a standardised C3-plant diet. The boars’ urine
was firstly treated with B-glucuronidase from Helix pomatia to hydrolyse glucuronides of the
steroids. The resulting solution was subjected to a liquid/liquid extraction and a normal-phase
HPLC clean-up step to achieve a matrix-free nortestosterone peak. For DHEA it was neces-
sary to apply an additional reversed-phase HPLC clean-up step. The cleaned extracts were
injected without derivatization of the steroids by cold on-column injection into the GC/C/IRMS
system. The developed clean-up procedure provided a sufficiently clean extract for reliable
nortestosterone and DHEA carbon isotope measurements with baseline separation of these
analytes and also allowed to detect more steroids like norandrostendione, testosterone,
epitestosterone,  etiocholanolone, 5-androsten-3p,17p-diol,  5B-androstan-3a,173-diol,
11-ketoetiocholanolon, estren-5(10)-3a,17B-diol and 5a-androst-16-en-33-ol. The extracts
were also used for quantitative measurements by GC/FID. It could be shown that the major
part of nortestosterone in the boars’ urine was unconjugated, while DHEA was found
exclusively as glucuronide.

The concentration of nortestosterone in the boars’ urine had values between 34.8 ug/kg and
1112.0 pg/kg. The median was 224.3 pg/kg and the median of the 8'°C value of nor-
testosterone was -26.47 %.. The concentration of DHEA, which originates from the delta
4-pathway of swines, was between 196.0 ug/kg and 5184.0 ug/kg with a median of
556.0 pg/kg. The median of the §'°C value of DHEA was -26.63 %.. Both, the §'°C values of
nortestosterone and of DHEA reflect the isotopic composition of the boars’ feed, which had a
8'°C value of -25.91 %..

Seven different commercially available synthetic nortestosterone standards or preparations
had §'°C values between -29.65 %, and -29.13 %.. Just one (-27.28) was in the range of natu-
ral testosterone of boars’ urine between -27.53 %. and -24.14 %.. However, it still needs a
higher degree of analytical validation and further animal experiments with applying synthetic
nortestosterone and different diets before an illicit application of nortestosterone to boars can
be reliably detected.
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Theoretischer Teil

1 Einleitung
Nortestosteron zahlt wie Testosteron zu den Steroiden mit anaboler Wirkung. Im Jahr

1999 wurde 17p-Nortestosteron (Trivialname: Nandrolon, im folgenden Nortesto-
steron genannt) in der Zahnpasta des Leichtathleten Dieter Baumann nachgewiesen.
Er wurde deshalb wegen Verdacht des Dopings vom Leichtathletik-Weltverband ge-
sperrt. Mit dem ,Fall Baumann® oder auch der ,Zahnpastaaffare® wurde Nor-
testosteron der breiten Offentlichkeit als Dopingmittel bekannt.

Wegen der Protein aufbauenden (anabolen) Wirkung wird es im Humansport'? und
im Pferdesport® illegal zur Leistungssteigerung verabreicht.

Auch bei Masttieren wurde Nortestosteron als Masthilfsmittel nachgewiesen. In der
Europaischen Union darf Nortestosteron, unabhangig eines synthetischen oder
physiologischen Ursprungs, bei Lebensmittel liefernden Tieren nicht angewendet
werden®. Bei Untersuchungen im Rahmen des Nationalen Riickstandskontrollplanes®
wurde 1999 bei funf Rindern und 2005 bei einem Mastschwein ein erhdhter
Nortestosterongehalt festgestellt. Eine rechtliche Beurteilung dieser Befunde war
jedoch nicht mdglich, da man analytisch nicht zwischen exogenem und endogenem
Nortestosteron unterscheiden konnte.

Bis in die 80iger Jahre z&hlte Nortestosteron auch in der lebensmittelrechtlichen
Beurteilungspraxis zu den synthetischen Steroiden, die nur exogen dem Organismus
zugefthrt werden kénnen. Der alleinige Nachweis von Nortestosteron in der zu
untersuchenden Tierprobe galt als Beweis einer illegaler Anwendung.

Jedoch liegen bereits seit den 70iger Jahren Studien dazu vor, die Nortestosteron
beim Pferd®, beim Eber’, beim Affen® und bei der Maus® als ein physiologisches

endogenes Steroid beschreiben.

Erst in der jungsten Vergangenheit wurden vermehrt Untersuchungen zu
Nortestosteron durchgefliihrt, die das physiologische Vorkommen von Nortestosteron
nicht nur beim Pferd'®'"'213 sondern auch beim Menschen'*'*"®'” und beim Hund'®
zeigen. Auffallend ist, dass beim Eber’'92021:222324252627  gia  hychsten

physiologischen Nortestosterongehalte nachgewiesen wurden.




Studien zeigen zudem, dass Eber wegen des anabolen Potentials allgemein eine

282930 g5 dass

positive Stickstoffretention und eine bessere Futterverwertung haben
eine illegale Anwendung von Nortestosteron aus ékonomischen und 6ékologischen

Gesichtspunkten als Masthilfsmittel denkbar ist.

Da physiologisches und synthetisches Nortestosteron strukturchemisch identisch
sind, war eine Unterscheidung zwischen exogenem und endogenem Nortestosteron
und damit ein Nachweis der illegalen Anwendung in der Tiermast mit den
vorherrschenden Untersuchungsmethoden in der Lebensmittelanalytik bis jetzt
unmaoglich.

Selbst ein Schwellenwert, oberhalb dessen ein Nachweis illegaler Anwendung er-
bracht werden kdnnte, ist wegen der hohen Schwankungsbreite der Nortestosteron-

gehalte im Eber nicht anwendbar.

Mit der Stabilisotopen-Massenspekirometrie (Isotope Ratio Mass Spectrometry =
IRMS) gibt es nun eine analytische Methode, physiologische und synthetische Sub-
stanzen aufgrund der unterschiedlichen Isotopenzusammensetzung voneinander zu
unterscheiden.

3132 \wurde in den

Das erste Massenspektrometer (Thomsonscher Parabelversuch)
20iger Jahren von Sir J.J. Thomson zur Messung der isotopischen Haufigkeit der
Elemente entwickelt®®. Es war sozusagen das erste Stabilisotopen-Massenspektro-
meter, das mit der Weiterentwicklung durch Nier et al.**** und weiteren damaligen
Wissenschaftlern®®2" den Vorreiter der heutigen Stabilisotopen-Massenspektro-
metern darstellte. Die Stabilisotopen-Massenspektrometrie wird auch Isotopenver-

haltnismassenspektrometrie stabiler Isotope genannt.

Wird dem Stabilisotopen-Massenspekirometer als zusatzliche Peripherie eine gas-
chromatographische Trennung vorgeschaltet, wird eine komponentenspezifische
Analyse, eine so genannte ,compound-specific isotope analysis®, kurz CSIA er-
moglicht. Die Mdglichkeit dieser gaschromatographischen Trennung erfolgte erst
1978 durch Matthews und Hayes®.

Die analytischen Anwendungsmadglichkeiten der Stabilisotopen-Massenspektrometrie
sind neben Kohlenstoff ('C/'®C) auch bei den Elementen Wasserstoff (D/'H),
Sauerstoff ('°0/'®0), Stickstoff (*N/"°N) und Schwefel (*2S/**S) gegeben. Die

Stabilisotopen-Massenspektrometrie, die den Ursprung in der Geochemie hatte®, hat




bereits weite Bereiche der Wissenschaft wie beispielsweise die Biologie®,
Umweltwissenschaft*'*?, Archéologie®, Klimatologie** und Forensik*® durchdrungen.

46,47,48,49

Auch in der Lebensmittelchemie wird die Stabilisotopen-Massenspektro-

metrie als analytische Methode zur Authentizitatsbestimmung vermehrt angewendet.

Zur Bestimmung der Herkunft organischer Komponenten ist die Stabilisotopen-
Massenspektrometrie die einzige Methode, mit der die charakteristische Kohlenstoff-
isotopenzusammensetzung, das isotopische ,Fingerprint‘, bestimmt werden kann*°.
Durch den biosynthetischen Einbau der Kohlenstoffatome '*C und 2C in das Molekdil

unterliegt die Isotopenzusammensetzung der Steroide natirlichen Variationen.

In dieser Arbeit wird jedoch nur auf das Element Kohlenstoff eingegangen.

2 Ebermast
In Landern wie GroBbritannien, Spanien und Australien werden Eber zur Fleischpro-

duktion verwendet®' 2. Dies hat seine Berechtigung, denn der Eber weist (1) eine
bessere Stickstoffretention und die damit verbundene (2) geringere Stickstoffauf-
bringung auf landwirtschaftlich genutzte Flachen, sowie (3) eine bessere Mast- und
Schlachtleistung als kastrierte méannliche Schweine (Bbrge) auf.

Bei Schweinen gilt als MaBstab fir den Proteinansatz und das damit verbundene
anabole Potential die Stickstoffbilanz oder auch Stickstoffretention. Darunter versteht
man die Differenz zwischen Stickstoffaufnahme und -ausscheidung.

Die Stickstoffbilanzen?3°*>° der Eber liegen, abhéngig von der Ziichtung, zwischen
21,2 und 35,0 g N/d. Demgegeniber liegen die Stickstoff-Bilanzen des Kastraten
zwischen 16,4 und 22,3 g N/d.

Die bessere Mastleistung®®® der Eber liegt an den kdrpereigenen anabolen
Gonadenhormonen®. Eber nehmen grundsétzlich bei einer ad libidum-Futterung (bis
zur Sattigung) weniger Futter zu sich als Kastraten. Es wird von einer reduzierten
Futteraufnahme in Héhe von 6,5%°" und 12,5%>® berichtet. Bei einer zusatzlichen
Gabe von Hormonen wird ebenfalls bei einer ad libidum-Fitterung sogar eine um bis
zu 21% reduzierte Futteraufnahme® beschrieben. Trotz der geringeren Futter-
aufnahme haben Eber eine bessere Futterverwertung®®3%°>"°%° Der wirtschaftliche
Vorteil (Kastrationskostenersparnis ist dabei noch nicht berlcksichtigt) der Ebermast

liegt auf der Hand. Kastraten kénnen zwar das niedrigere Wachstumspotential durch




gesteigerte ad libidum Futteraufnahme kompensieren, das sich aber in einem ver-

mehrten Fettansatz auBert.

Im Schlachtkérper weisen Eber im Vergleich zum Kastraten einen um 5% héheren
Fleischanteil und einen um 8% geringeren Fettanteil auf®'. Dies wird im Riicken- und

Seitenspeck deutlich®’.

Nicht zuletzt soll auf den Tierschutz in Bezug auf die Kastration bei der Kastraten-
mast aufmerksam gemacht werden. Ohne Betdubung werden der Hodensack aufge-
schnitten, die Hoden entfernt und der Samenstrang der Ferkel durchtrennt. In Nor-
wegen gilt ab 01.Januar 2009 ein Totalverbot der Kastration und auch in der Schweiz
darf die Ferkelkastration ab 2009 nur unter Betaubung durchgefiihrt werden®. In

Deutschland ist die Kastration mannlicher Ferkel jedoch die Regel.

Der Ebergeruch des zum Verzehr kommenden Fleisches ist der ausschlaggebende
Nachteil fiir den Verbraucher. In der Fleischhygiene-Verordnung® ist der Grenzwert
fir 5Sa-Androst-16-en-3-on (5 ug/g Fett) festgelegt, oberhalb dessen das Fleisch als
untauglich beurteilt wird und verbrannt werden muss. Durch die Kastration tritt dieser
beim mannlichen Schwein vorkommende typische Geschlechtsgeruch, der durch das
Pheromon 5a-Androst-16-en-3-on (kurz Androst-16-en-3-on oder Androstanon) ver-
ursacht wird, nicht mehr auf. Die Eberpheromone haben einen steroidalen Aufbau
und tragen zum typischen Geruch des Ebers bei, wobei das Androst-16-en-3-on das
geruchsintensivste Pheromon darstellt. Die Biosynthese der Pheromone findet im
Hoden statt. Sie werden Uber das Blutplasma zu den Speicheldriisen transportiert,
wo sie als Geruchsstimulans flir die Sau dienen. Die Pheromone reichern sie sich im
gesamten Fettgewebe an®*®. Skatol ist ein weiteres Pheromon, das zur
Geruchsbeeintrachtigung beitragt. Es kommt im Fettgewebe von Kastraten und
Sauen vor. In der Fleischhygiene-Verordnung wird diese Substanz nicht
berlcksichtigt. Die Ergebnisse einer internationalen Verbraucherumfrage zeigten,
dass die sensorische Wahrnehmung von Androst-16-en-3-on und Skatol bei
Personen aus verschiedenen europaischen Landern sehr unterschiedlich ist.
Wahrend Androst-16-en-3-on von gar nicht wahrnehmbar bis stechend, urin-
und/oder schweiBartig von den beteiligten Personen beschrieben wird, wird Skatol

6485 Der Nachteil des Eberfleisches

von allen als unangenehm wahrgenommen
durch den Geruch wird nicht nur durch Androst-16-en-3-on hervorgerufen, sondern

zusatzlich durch Skatol, das durch die Kastration jedoch nicht beseitigt werden kann.




3 Chemie der Stabilisotopen

3.1 Begriffe

3.1.1 Isotope

Isotope sind Nuklide gleicher Kern- oder Ordnungszahl (Z), also gleicher Anzahl an
Protonen, aber einer unterschiedlichen Anzahl an Neutronen, woraus eine
unterschiedliche Massenzahl resultiert. Die Massen der Nuklide werden als relative
GroBe in Bezug zum Kohlenstoffisotop '2C angegeben, dessen relative Masse gleich
12 gesetzt wird®,

Isotope werden in stabile (z.B. ?C, '*C) und radioaktive ('*C) Isotopen unterteilt.

Da die natdrlich vorkommenden Elemente wie der Kohlenstoff im allgemeinen
Gemische mehrer Atome unterschiedlicher Masse (Mischelemente) sind, kommt dem
Element die mittlere relative Atommasse (M) zu®’. Sie berechnet sich aus den

relativen Isotopenmassen M; sowie den prozentualen Haufigkeiten @, der Element-

isotope 1.

M => @M, /100

Die unterschiedliche Neutronenzahl im Kern des Atoms wirkt sich nicht nur auf die
Masse, sondern auch auf die Symmetrie der Kerne und der Elektronenhiille aus.
Diese bedingt wiederum Unterschiede in intra- und intermolekularen Bindungs-

kraften®.

3.1.2 Isotopomere

Isotopomere haben die gleiche Anzahl der Isotope im Molekil, unterscheiden sich in
der Position der Isotope. Isotopomere sind entweder Konstitutionsisomere oder
isotopische Stereoisomere®.

3.1.3 Isotopologe

Isotopologe unterscheiden sich in ihrer isotopischen Zusammensetzung in der Art
und der Anzahl der isotopischen Substituenten (z.B. '?C'*0'"0, '¥C'*0'"0Q,
12C180160) 68,69.
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3.1.4 Isotopeneffekte

Wenn unterschiedliche Molekille einer Verbindung, die sich voneinander durch
Isotopomere oder Isotopologe unterscheiden, ein unterschiedliches Reaktions-
verhalten zeigen, bezeichnet man dies als Isotopeneffekte und deren Auswirkungen
in lebenden Systemen als Isotopendiskriminierungen. Insbesondere sind die thermo-
dynamischen Isotopeneffekte (Quotienten von Gleichgewichtskonstanten bei
chemischen und physikalischen Gleichgewichten) und kinetische Isotopeneffekte
(Quotienten von Gleichgewichtskonstanten isotopomerer/ isotopologer Molekile bei
chemischen Reaktionen) von Interesse®®. Die Begriffe Isotopenfraktionierung oder
Isotopendiskriminierung beschreiben demnach eine ,Entmischung” von isotopisch
verschiedenen Molekilen wahrend einer physikalischen oder (bio-)chemischen
Reaktion.

3.1.5 Delta-Wert (3)

Die aufgrund von Isotopeneffekten zu beobachtenden  Verdnderungen von
Isotopenhaufigkeiten sind so gering, dass man dafir den §-Wert, ausgedriickt in Promille,
verwendet. Es kdnnen so Differenzen in der Isotopenzusammensetzung bis in die dritte und
vierte Stelle angezeigt werden’. Der 5-Wert ist die Differenz der Isotopenverhéltnisse R (R =
ratio) von der Probe P und einem internationalen Standard (St) relativ zu diesem Standard.
Das Isotopenverhéltnis stellt das Konzentrationsverhéltnis eines Isotops zum Hauptisotop

68,71

dar (Gleichung). Das Isotopenverhaltnis wird als Verhaltnis des schwereren zum

leichteren Isotop berechnet®.

= Ry Ry 1000
st mit R. = absolute Menge des schwereren Isotops der Probe
_ ( R, 1] 10° " absolute Menge des leichteren Isotops der Probe

Sy

St

Far das Element Kohlenstoff wird der internationale Standard Vienna-PeeDee
Belemnit (V-PDB) von der International Atomic Energy Agency (IAEA) in Wien als
Bezugsstandard festgelegt. Dieser Standard ersetzt das nicht mehr vorhandene
fossile Material PDB, das per definitionem einen 8'*C-Wert von 0 %. hat**’2. Das
13C/'2C-Isotopenverhaltnis wurde von Craig”® mit R = 0,0112372 gemessen. PDB
war ein kreidehaltiger Belemnit (Belemnitella americana) aus der PeeDee Formation
in South Carolina. V-PDB stellt einen gegen PDB vermessenen standardisierten
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Muschelkalk NBS-19 dar, dessen 8'3C-Wert mit +1,95 %o definiert wurde’*”°. Das ab-

t’°. Zhang et al.”® be-

solute Isotopenverhaltnis von NBS-19 wurde nicht bestimm
richten fiir V-PDB ein international anerkanntes '°C/'?C-Verhiltnis von

R =0,0111802.

3.2 Isotopendiskriminierung

Der Isotopendiskriminierung oder Isotopenfraktionierung liegen allgemein zwei

Isotopeneffekte zugrunde:

1. Die mittlere kinetische Energie wird durch die Temperatur (kT = 1/2mv? mit k
Boltzmann Konstante, T = absolute Temperatur, m = Molekllmasse, v =
durchschnittliche Molekilgeschwindigkeit) bestimmt. Schwere Molekile sind
deshalb langsamer, die Kollisionswahrscheinlichkeit und damit die Re-
aktionsgeschwindigkeit mit anderen Molekiilen nimmt ab’”:"®.

2. Schwere Molekule haben eine héhere Bindungsenergie, da sie tiefer im
Potentialtopf (Abbildung 3.2-1) sitzen (Ey )’°. Es gibt aber auch Ausnahmen,
bei der die leichteren Molekule tiefer im Potentialtopf sitzen und die Bindungs-
energie der leichteren Moleklle gréBer und der Partialdruck dann kleiner ist.
Man nennt dies Inversen Isotopeneffekt. Diese Ausnahme ist zum Beispiel bei
Raumtemperatur bei CO, der Fall, dessen schweres Isotop '*CO; einen
héheren Dampfdruck in der flissigen Phase und eine geringere Léslichkeit im

Wasser aufweist’”"8,

A

Energiezustand

e  EL Ex

\ /.

N

Abstand zweier Atome

v

Abbildung 3.2-1: Schematische Potentialkurve der Energie eines zweiatomigen Molekiils als Funktion
des Abstandes beider Atome, nach®, Ep=Energie des schweren Isotops, E;=Energie des leichten
Isotops
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Man unterscheidet bei der Isotopenfraktionierung zwischen einem Kkinetischen
Isotopeneffekt und einem thermodynamischen Isotopeneffekt. Der kinetische Effekt
tritt bei irreversiblen (one-way) physikalischen oder chemischen Prozessen auf. Als
Beispiel sei die Diffusion von Gasen oder der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
bei enzymkatalysierten Reaktionen zu nennen. Der thermodynamische Effekt tritt

beim Isotopenaustausch in einer Gleichgewichtsreaktion auf’'"""88,

Im Gegensatz zu Fraktionierungen durch den thermodynamischen Effekt, sind
Fraktionierungen durch den kinetischen Effekt nicht additiv. Verlauft eine Reaktion
quantitativ, in der alle Edukte ohne Verluste zu Produkten umgewandelt werden, fin-

det keine Fraktionierung statt®'.

3.3 Das Element Kohlenstoff und seine Diskriminierungsmoglichkeiten

3.3.1 Vorkommen

Kohlenstoff hat nattrlicherweise die Isotopenzusammensetzung mit der Haufigkeit
von 98,89 % '2C und von 1,11 % *C”", neben Spuren des radioaktiven Isotops '“C?’.
Die Variationen in der Zusammensetzung sind sehr vielfaltig. Sie reichen von der re-
duzierten Form in der Biosphare bis zur oxidierten Form hauptséachlich als Carbo-
nate. Aufgrund der Vielzahl von Oxidations- und Bindungszustédnden des Kohlen-
stoffes, ist dieser zur Isotopenfraktionierung pradestiniert. Die Abbildung 3.3-1 zeigt
die wichtigsten Kohlenstoffreservoirs mit der natlrlichen Variationsbreite der
Isotopenzusammensetzung bzw. des &'°C-Wertes. Der Abbildung sind die
wichtigsten Kohlenstoffreservoirs wie organisches, sedimentares Material, fossile
Brennstoffe wie Kohle oder Ol, tierische und pflanzliche Organismen, SiBwasser-,

marine und nichtmarine Karbonate und Luft-CO» zu entnehmen’".
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Abbildung 3.3-1 natiirliche Kohlenstoffverteilung der Erde, nach®

Die héchsten 8'3C-Werte zeigen marine Carbonate. Infolge des Austauschgleichge-
wichts im Wasser (H'?COs + *CO, == H™COs; + '?CO,) reichert sich *C im
Bicarbonat gegenliber dem CO, der Atmosphare an. Organische Molekiile wie CH4
konnen auf anorganischem Wege (CO, + 4H, <= CH4 + 2H,0) gebildet werden,

wobei sich '2C in CHy4 anreichert.

Im Vergleich zu Carbonaten wird bei griinen Pflanzen durch die Photosynthese das
leichte Isotop 2C in der Materie starker angereichert bzw. '*C abgereichert. Dieser
angereicherte bzw. abgereicherte Isotopengehalt gelangt Gber die Nahrungskette in

die Tierwelt®®

Der Kohlenstoff ist seit der Entstehung der Erde einem Gleichgewicht unterworfen,
so dass sich eine §'°C-Wertanderung von Luft-CO» mit der Zunahme der industriellen
Aktivitat von -6,4 %. (1956) auf -7,0 %. (1978)%® bzw. -7,9 %. (1982)%' beobachten
|asst.
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3.3.2 Isotopenfraktionierung bei Pflanzen allgemein

Bei Pflanzen tritt zudem eine unterschiedlich starke '*C-Abreicherung zwischen C3-
Pflanzen und C4-Pflanzen auf. Der Unterschied der beiden Pflanzenarten besteht
darin, dass bei C3-Pflanzen (z.B. Weizen, Soja) das Uber die Photosynthese aufge-
nommene CO. Uber einen C3-Koérper (Phosphoglycerinaldehyd) und C4-Pflanzen
(z.B. Mais, Hirse, Zuckerrohr) Uiber einen C4-Kérper (Oxalacetat) eingebaut wird. Der
mittlere 8'°C-Wert liegt bei C3-Pflanzen bei -25 %., bei C4-Pflanzen -12 %.’’.
Wahrend C3-Pflanzen mit der CO,-Aufnahme eine '*C-Abreicherung erfahren, wird
bei C4-Pflanzen *C angereichert.

Die gréBte Fraktionierung wahrend der biologischen Kohlenstofffixierung geschieht
zum einen wahrend der CO,-Aufnahme und der interzellularen reversiblen Diffusion
von CO; in der Pflanze. Zum anderen findet sie wéahrend der irreversiblen
Biosynthese der zellularen Komponenten statt. Steht der Pflanze eine unbegrenzte
Menge an CO, zur Verfligung, geschieht die Fraktionierung durch die Enzyme. Die
Fraktionierung kann von -17 %. bis - 40 %. reichen. Bei hoher CO»-Konzentration tritt
eine hohe Fraktionierung ein, die Zellen haben sozusagen die Mdglichkeit, zwischen
'2G und '3C zu wahlen. Bei niedriger Konzentration an CO, benutzt die Pflanze das
komplette ihr zur Verfiigung stehende CO» ohne Fraktionierung®. Eine Konzen-
trationsaufnahme von 0,3% CO, wahrend der CO,-Fixierung verursacht eine
Fraktionierung an *C von -27 %o bis -29 %.>*.

3.3.3 Isotopenfraktionierung bei C3-Pflanzen

Atmosphéarisches CO, wird von der Pflanze Gber die Stomata aufgenommen. Es liegt
in der Zelle im Gleichgewicht mit HCO'3 vor und gelangt zur auBeren Schicht des
Photosyntheseortes, dem Mesophyll der Chloroplasten. Da der Kohlenstoff als CO,
fixiert wird und die Umwandlung zwischen HCO’; und CO; in beide Richtungen ver-
lauft, ist diese Fraktionierung nicht sehr wichtig. Im Mesophyll wird das CO, sofort
durch das Enzym Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (,RubisCO®)
gebunden und Uber eine hydrolytische Spaltung des C6-Kérpers in zwei Phospho-
glycerinaldehyd-Molekile (PGA), einem C3-Korper, zerlegt. Das Enzym ,RubisCO*
zieht die Aufnahme von '?CO, gegeniiber '*CO, vor®>®. Das leichtere ?CO, wird
sofort fixiert und in das erste Folgeprodukt Phosphoglycerat eingebaut. Das nicht
verbrauchte '*CO, wird von der Pflanze wieder ausgeschieden. Der Variations-
bereich der '*C-Abreicherung liegt zwischen -20 %. und -30 %.. Dies liegt an der
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hohen biochemischen Fraktionierung durch die beteiligten Enzyme, die wiederum
vom pH-Wert, der Temperatur, den Metallionen und weiteren Faktoren abhé&ngig
sind®. Die biochemische Fraktionierung basiert auf den unterschiedlichen
Reaktionsgeschwindigkeiten von ?CO, und *CO,,

3.3.4 Isotopenfraktionierung bei C4-Pflanzen

C4-Pflanzen hingegen bauen das CO. als HCOj3; durch die Phosphoenolpyruvat-
Carboxylase iber Phosphoenolpyruvat in Oxalacetat (C4-Kérper) ein®’. Der C4-Kéor-
per wird aus dem Mesophyll in die innere Schicht der Leitblindelscheiden trans-
portiert. In den Leitblindelscheiden der C4-Pflanze wird CO,, das aus Malat freige-
setzt wird, angereichert und steht der RubisCO komplett zur Fixierung zur Verfigung.
Das CO, wird ohne '3C-Abreicherung eingebaut. Die Gesamtfraktionierung von
ca. -4 %o (bei C3-Pflanzen -18 %.) liegt wegen der wenig durchldssigen Leit-
biindelscheidenmembran®' sehr nahe an der diffusiven Fraktionierung® durch die
Luft von -4,4 %" 7787,

Weil CAM-Pflanzen wie beispielsweise die Ananas zwischen C3 und C4 Typus

wechseln kdnnen, haben die §'3C-Werte eine Variationsbreite von -10 bis -35 %o.

3.3.5 Abhingigkeit der Isotopenzusammensetzung durch Futter/Erndhrung

Die Kohlenstoffisotopenzusammensetzung des aus der Biosynthese entstandenen
Materials ist primar abhangig von der '*C-Zusammensetzung der CO»-Quelle. Bei
Pflanzen spielen deshalb die Isotopeneffekte bei der CO»-Assimilation wie oben
dargelegt eine wichtige Rolle. Pflanzen und tierische Organismen werden in ihrer
Kohlenstoffzusammensetzung zusatzlich durch die Isotopeneffekte, die bei Bio-
synthese und dem Metabolismus auftreten, festgelegt. Dabei ist die zellulare CO»-
Konzentration an den jeweiligen Verzweigungsstellen der Biosynthese und des

Metabolismus entscheidend’'-#®

So wie bei Pflanzen die Kohlenstoffisotopenzusammensetzung der Pflanzen-
bestandteile durch die '*C-Zusammensetzung der CO,-Quelle bestimmt wird, wird
diese bei Tieren und Menschen auch durch die Kohlenstoffisotopenzusammen-
setzung des Futters bzw. der Lebensmittel bestimmt.

Der Futtereinfluss soll beispielsweise bei der Fettsynthese im folgenden naher er-
lautert werden. Die Kohlenstoffisotopenzusammensetzung verschiedener Fettsauren
hat sich am Ende einer Futterstudie an Schweinen®® zu Gunsten des Isotops '°C ver-
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andert. Die Tiere wurden entweder nur mit C3-Pflanzen oder nur mit C4-Pflanzen ge-
futtert. Nach dem Erreichen eines Gewichtes von 90 kg wurden die Tiere ge-
schlachtet und sowohl das Fleisch als auch die Knochen wurden zur Bestimmung
des §'°C-Wertes verwendet. Die §'°C-Werte der Fettsduren der C3-Pflanzen
(8"Cguk = -25,3 %) wurden bei 16:0 (Palmitinsdure) mit -31,4 %o, bei 18:1 (Olsaure)
mit -29,8 %0 und bei 18:2 (Linolensaure) mit -28,9 %. gemessen. Bei den C4-Pflanzen
(8"Cguk = -12,4 %) wurden die §'°C-Werte -16,5 %o bei Palmitinsaure, -14,2 % bei
Olsdure und -15,4 %o bei Linolensdure gemessen. Bei den Fettsduren aus den
Knochen bei der Fiitterung mit C3-Pflanzen wurden §'C-Werte von -26,6 %o bei der
Palmitinsdure, -25,9 %o bei der Olsaure und -29,8 %o bei der Linolenséure erhalten.
Die 8'C-Werte der Fettsduren durch die C4-Pflanzenfitterung wurden jeweils mit
12,9 %o, -12,4 %o und -15,1 %o bestimmt®™. Eine '*C-Abreicherung konnte demnach
bei beiden Fitterungsarten festgestellt werden. Der fur die Isotopenfraktionierung
verantwortliche Schritt liegt bei der Decarboxylierungsreaktion von Pyruvat®'. Da die
8'3C-Werte der Linolensaure keine signifikanten Anderungen zeigen, wird diese ohne
Isotopenfraktionierung in die Knochen aufgenommen®. Es liegen keine Fettsaure-
daten fur das Fleisch der Tiere vor.

Ein Futtereinfluss wird auch bei dem '3C/'2C-Verhaltnis der Steroide festgestellt.
Ferchaud et al.*® zeigten, dass der §'°C-Wert mit Heufitterung (C3-Pflanze) fir
DHEA zwischen -25,0 %. und -26,0 %. lag und nach der Fitterung mit Mais auf
-20,0 %o anstieg. Dies entspricht einer *C-Anreicherung.

4 Eigenschaften der Steroide

4.1 Struktur und Nomenklatur der Steroide

Die Bezeichnung ,Steroide” leitet sich von Cholesterin (griech: Chole = Galle; stere6s
= fest) ab® . GemaB der IUPAC-IUB Nomenklatur (International Union of Pure and
Applied Chemistry and International Union of Biochemistry) sind Steroide ,Ver-
bindungen, die das Gerlst Cyclopentanoperhydrophenanthren besitzen oder eine
durch Bindungsspaltung, Ringerweiterung oder Bindungsbildung abgeleitete Form. In
der Regel befinden sich die Methylgruppen am Kohlenstoff C-10 und C-13. Eine
Alkylseitenkette kann an C-17 lokalisiert sein“®. Das tetracyclische Cyclopentanoper-
hydrophenanthren wird auch Gonan oder Steran genannt. Das Gonan-Grundgerust
ist ein alicyclischer gesattigter Kohlenwasserstoff, bestehend aus drei Cyclohexan-
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ringen (A, B und C) und einem endstandigen Cyclopentanring (D)%. Dieses
Ringsystem stellt auch die Grundstruktur des Cholesterins dar. Die Abbildung 4.1-1

zeigt das allgemeine Gonangrundgerist der Steroide.

2 17
11 \13/\
| ¢ | o ‘e
1 9 14/
07 g 15
A | e |

5 7
o N

wW—1N

Abbildung 4.1-1: Gonan-Grundgeriist der Steroide

FlOr die systematische Bezeichnung werden die Namen der Steroide von jeweils
einem Grundgerist abgeleitet und unterscheiden sich durch Doppelbindungen und
funktionellen Gruppen, Methylgruppen und Seitenketten®”. Abhangig von den
angularen Methylgruppen an C-10 und C-13 und der Seitenkette an C-17, ergibt sich
nach IUPAC Nomenklaturregeln®® jeweils ein anderes Grundgeriist fir die verschie-
denen Steroide®. Die Grundgeriiste sind: Estran (Ostran), 5a-Androstan (Testan),
5B-Androstan (Atiocholan), 5a-Pregnan (Allopregnan), 5a-Cholan (Allocholan) und
5B-Cholestan (Koprostan). Die in Klammern stehen Namen sind die veralteten un-
giltigen Namen®®. Zusammenfassend sind diese Grundgeriiste in Abbildung 4.1-2

dargestellt.
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50/B-Cholestan

angulare Methylgruppe nur an C-13

GrundgerUst der Estrogene und deren
Derivate (C18-Steroide)

angulare Methylgruppe an C-10 und C-13

GrundgerUst der Androgene und deren
Derivate (C19-Steroide)

angulare Methylgruppe an C-10 und C-13
und CH,CHjs-Seitenkette an C-17

GrundgeruUst der Progesterone und deren
Derivate (C21-Steroide)

angulare Methylgruppe an C-10 und C-13 und
CH(CHs3)-(CH2)2-CHg3-Seitenkette an C-17

Grundgerust der Cholsaure und deren Derivate
(C24-Steroide)

angulare Methylgruppe an C-10 und C-13
und CH(CHa)-(CH.)3-CH(CH3).-Seitenkette
an C-17

GrundgerUst des Cholesterins und seiner
Derivate (C27-Steroide)

Abbildung 4.1-2: Grundgeriiste der Steroide, nach der [IUPAC Nomenklatur®
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Fir jedes Ringpaar AB, BC und CD ist eine trans- oder eine cis-Verknipfung
maoglich. In der Abbildung 4.1-3 sind die Konformationen der 5a-lsomere und 58-
Isomere dargestellt. Die Konformation der 5a-Reihe und 5B-Reihe wird durch die
Verkniipfung der Ringe A und B festgelegt®. In der 5a-Reihe sind die Ringe alle
trans verknupft und liegen alle in der thermodynamisch stabileren, spannungsfreien
Sesselkonformation vor, in der die Methylgruppen und die Wasserstoffatome an der
Verbindungsstellen der Ringe eine axiale Position einnehmen®®°. In der 5p-Reihe
stehen die Ringe A und B gewinkelt zueinander. Befindet sich zwischen C-5 und C-6

eine Doppelbindung, liegt zwischen den Ringen AB immer eine cis-Konformation
96,97

vor
solNee ’°
5 5 X
: |
W H
50—Isomer 5[3 Isomer
f 1 »B) WI
50—(trans) Konformation 5B-(cis) Konformation cis- Konformation

Abbildung 4.1-3:Konformationsformen der Ringe am C-5, nach *3!%

Als Bezugspunkt fiir die Substituenten wurde die angulare Methylgruppe an C-10
festgelegt. Substituenten, die o-stédndig zur Ebene stehen, liegen unterhalb der
Ringebene und werden punktiert nach unten, B-stdndige Substituenten liegen
oberhalb der Ringebene und werden durch eine verdickte Linie aus der Ebene

heraus symbolisiert®.

Welche Konformation wahrend des Stoffwechsels jeweils gebildet wird, wird durch
das beteiligte Enzym bestimmt. Bei den meisten natlrlich vorkommenden Steroiden
sind die Ringpaare AB, BC und CD trans verknlpft. Nur zwischen den Ringen A und
B kann die Verknipfung wie bei den Gallensduren, die eine cis-trans-trans-

Verknilpfung aufweisen, verschieden sein®®. Gallensduren sind 5p-Cholestan-
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derivate. Ausnahme fiir die trans-Verknlpfung der Ringe BC und CD ist das natrlich
vorkommende herzwirksame Steroidglykosid Digitoxigenin, das als cis-trans-cis-

Verkniipfung vorliegt®.

Das Fehlen von Methyl- oder Methylengruppen oder Ringerweiterungen werden
durch Prafixe gekennzeichnet. Das Prafix ,Nor“ benennt eine um eine verminderte
Kohlenstoffverbindung, wobei immer die Zahl des C-Atoms oder der Buchstabe des
Ringes vorangestellt ist z.B. 19-Nortestosteron: Methylgruppe am C-19 des
Testosterons fehlt; A-Nor-Steroid: Ring A besteht nur aus 5 C-Atomen). Mit dem
Prafix ,Homo“ wird dagegen eine Verbindung bezeichnet, die ein C-Atom mehr
besitzt (z.B. D-Homo-Steroid: Ring D besteht aus 6 C-Atomen).

Doppelbindungen werden z.B. mit ,4-en“ oder ,A* abgekiirzt, wobei die Nummer des

C-Atoms, von der die Doppelbindung ausgeht, vorangestellt wird®®.

4.2 Einteilung der Steroide

Zur Stoffklasse der Steroide gehéren Corticoide, Sexualhormone, Gallenséuren,
Steroidsapogenine, Steroidalkaloide, Herzglykoside, Sterine®, Vitamin D und dessen
Metabolit Calcitriol sowie die als Insektenhormone wirksamen Ecdysteroide und die

als Pflanzenhormone wirksamen Brassinosteroide®.

Steroidhormone werden bei Mensch und Tier in der Nebennierenrinde (Cortex)
gebildet, man nennt sie deshalb auch Corticoide. Ebenso werden sie in den Hoden,
den Ovarien und der Plazenta gebildet. BezUglich ihrer Funktion unterteilt man sie in
Glucocorticoide (Cortisol, Cortison), Mineralcorticoide (Aldosteron) und Sexual-
hormone®. Zu den Sexualsteroiden zahlen Gestagen, Estrogene und Androgene, die
in den Leydig'schen Zwischenzellen der Hoden®* ', den interstitiellen Zellen der

Ovarien'', der Nebennierenrinde und der Plazenta gebildet werden'%?. Giluco-
corticoide und Mineralcorticoide werden ausschlieBlich in den Nebennierenrinden

gebildet.

Glucocorticoide beeinflussen den Kohlenhydrat-, Protein- und Lipidstoffwechsel. Sie
wirken entziindungshemmend und sind fir die Bewaltigung von Stress von
Bedeutung. Mineralcorticoide dienen der Ausscheidungsregulation von Wasser und
Salzen Uber die Nieren.

Sexualhormone beeinflussen die Entwicklung der Geschlechtsmerkmale und das

sexuelle Verhalten'®.
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Gallensauren nehmen eine wichtige Rolle bei der Verdauung ein. Sie sind gute
Emulgatoren®. Gallensauren kommen in der Gallenfliissigkeit vor und sind Amide

der Chols&ure mit Taurin als Taurocholsaure und mit Glycin als Glycocholsdure'®.

Sterine sind durch die alkoholische Hydroxygruppe an C-3 gekennzeichnet. Man
nennt sie deshalb auch Sterole. Das Sterin/Sterol der Wirbeltiere ist das ubiquitar
vorkommende Cholesterin, das als Membranbaustein der Zellen dient und Aus-
gangsmaterial fir weitere Steroide ist. Zu den Sterolen zahlen auch Lanosterin aus
dem Wollfett der Schafe und Ergosterin, ein Hefesterin. Sterine aus Pflanzen
(Phytosterole) sind Stigmasterin und Sitosterin®.

194 und kommen vor allem

Steroidalkaloide sind Alkaloide mit dem Sterolgrundgerist
in Solanaceen und Liliaceen vor®®. Die Steroidalkaloide haben eher pharmako-

logische Bedeutung.

Herzglykoside sind herzaktive Steroidwirkstoffe, die unter anderem aus Digitalis-

Arten isoliert und eingesetzt werden®,

Steroidsapogenine besitzen eine stark oberflachenaktive Wirkung, weshalb sie
schaumende Lésungen bilden. Sie wirken destabilisierend auf Lipidschichten und
hamolysierend auf die Erythozytenmembran. Als Vertreter sei das Digitonin genannt.
3B-Hydroxysteroide (Cholesterin) bilden mit Saponinen schwerlésliche Addukte und

kdnnen dadurch deren Giftwirkung aufheben®,

4.3 Chemische und biochemische Eigenschaften der Steroide

Steroidhormone z&hlen zu den nichtverseifbaren Lipiden. Sie sind kleine und lipo-

102

phile Molekile ™. Wegen ihrer Fettléslichkeit kénnen sie die Plasmamembran

ungehindert in beide Richtungen passieren. In hormonspezifischen Zellen werden sie

jedoch von Steroid-Rezeptoren mit hoher Bindungsaffinitat eingefangen'®’ %,

Androgene und Gestagene sind neutrale Steroide und in organischen Lésungsmitteln
16slich'®. Estrogene sind wegen der Hydroxygruppe am aromatischen A-Ring leicht
azide und deshalb mit Natronlauge extrahierbar.

Die Polaritat der Steroide steigt mit der Anzahl der Hydroxygruppen.

Wegen der schlechten Wasserldslichkeit werden Steroide im Blut an Transcortin'®

(z.B. Cholesterin® und Glucocorticoide'®), an Albumin und Globulin (z.B. 17p-

)94,106

Hydroxysteroide wie Estrogene, Androgene und Gestagene gebunden, um an
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die Zielorgane im Organismus zu gelangen. Die lipophilen Steroidhormone mit Aus-
nahme der Glucocorticoide sind in der Lage, sich mehr ins Zellinnere der Zielorgane

zu verteilen'%.

Fir die Ausscheidung im Urin oder Kot werden die Steroide mit Schwefelsaure oder

Glucuronsaure verestert.

4.4 Wirkungs- und Regulationsmechanismus der Steroide

Zwischen Hormonproduktion, Ausschittung und Wirkung bestehen vielschichtige
Wechselbeziehungen.

Far Hormone gibt es in den Zielorganen spezifische Rezeptoren, die im Zellkern
liegen. Ausnahme sind die Glucocorticoide, die bereits im Plasma an Rezeptoren
gebunden werden kénnen'®. Die Rezeptoren zeigen eine ausgepragte Spezifitat und
eine hohe Affinitat fir das Hormon'®. Bedingt durch die Bindung am Rezeptor

196 oder im Blut.

verweilt das Hormon im Zielorgan langer als in anderen Geweben
Die Steroid-Rezeptoren wirken als Transkriptionsfaktoren, da sie nach der Bindung
mit dem entsprechenden Hormon an die DNS binden und damit die Transkription
(Synthese der mRNS) und die Translation (Synthese von Enzymen und Proteinen)
beeinflussen. Was als eigentliche Hormonwirkung resultiert, hangt von der enzyma-
tischen Ausstattung der Zellen der Zielorgane ab. So wird in den Hoden die Synthese

der Androgene angeregt'®.

4.5 Steroid-Biosynthese

In Abbildung 4.5-1 ist im Uberblick die allgemeine Biosynthese der Steroide, aus-
gehend von Acetyl-CoA, dargestellt.

Der erste Schritt der Steroidsynthese (nicht im Uberblick dargestellt) ist die Konden-
sation von Acetyl-CoA zu Hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA). Die anschlieBen-
de Reduktion zu Mevalonséaure ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der
Cholesterinsynthese und ein entscheidender Verzweigungspunkt bei der Verwertung
der Acetate. Uber einen feedback-Mechanismus entscheidet die HMG-CoA-Reduk-
tase Uber die Reduktion zur Mevalonsaure und damit zur Steroidsynthese oder zur
Rulckreaktion zum Ausgangsprodukt Acetyl-CoA. Die Cholesterinbildung erfolgt tber
mehrere Zwischenschritte.
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Durch das cholesterinseitenkettenspaltende (cholesterol side-chain cleavage)
Enzym'® wird Cholesterin zu Pregnenolon umgewandelt. Pregnenolon nimmt eine
Schlisselposition ein, da sich davon zum einen die Nebennierenrindenhormone

(Aldosteron, Cortisol) und zum anderen die Geschlechtshormone ableiten'".

Das in den Mitochondrien entstandene Pregnenolon wird mittels Carrier Proteine in
die Mikrosomen transportiert und dort irreversibel in Progesteron umgewandelt.

Die Synthese der Androgene und Estrogene ist in Abbildung 4.5-2 néher aufgezeigt.
Die Bildung der Estrogene im Ovar und die Bildung der Androgene in den Hoden
verlauft Gber gemeinsame Zwischenstufen. Flr das entstehende Endprodukt ist die
Ausstattung des betreffenden endokrinen Organs mit spezifischen Enzymen

entscheidend'%.

Die Testosteronsynthese kann auf zwei verschiedenen Wegen stattfinden. Im Delta
4-Stoffwechselweg (A4) erfolgt die Testosteronsynthese von Cholesterin tber Pro-
gesteron, 17a-Hydroxyprogesteron und Androstendion zum Testosteron. Bei der
Umwandlung von Androstendion in Testosteron handelt es sich um eine Gleichge-
wichtsreaktion. Alternativ kann Testosteron auch Uber den Delta 5-Stoffwechselweg

(A5) Uber Pregnenolon, 17a-Hydroxypregnenolon und DHEA gebildet werden'%'%.

Beim Eber kommt dem Delta 5-Stoffwechsel eine besondere Bedeutung zu, da Uber
diesen die verschiedenen Ci9-A16-Verbindungen, die Eberpheromone (siehe Ab-
bildung 14.1-2 in Kapitel 14.1), entstehen, die fir den unerwinschten Geschlechts-

geruch verantwortlich sind'®.

Uber die Aromatisierung von Testosteron und/oder von Androstendion entstehen die
Estrogene. Schon in den spéaten 60iger Jahren konnte in vitro gezeigt werden, dass
Testosteron'® und Nortestosteron''® zu Estrogenen umgebaut werden.

Nortestosteron entsteht beim Abbau des Testosterons in einem Zwischenschritt, der

zur Estrogensynthese fiihrt'®"”.
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Abbildung 4.5-1: Biosynthese der Steroidhormone (A: C-20,22-Desmolase, 1: 3B-Hydroxy-Steroid-
Dehydrogenase, 2: A*3-Isomerase, 3: Steroid-17o-Hydroxylase, 4: C-17,20-Desmolase, 4a: Steroid-C-21-
Hydroxylase, 4b: Steroid-118-Hydroxylase, 4c: Steroid-C-18-Hydroxylase, 4d: 18-Hydroxysteroid-
Oxidase, 8: Aromatase Psarom) 102,103
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Abbildung 4.5-2: Biosynthese von Sexualhormonen, (A: C20,22-Desmolase, 1: A*38-Hydroxy-
Steroid-Dehydrogenase, 2: A**-Isomerase, 3: Steroid-17a-Hydroxylase, 4: 17,20-Lyase, 5: 17B-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase, 6: Aromatase Pys, 7: Sa-Reduktase, nach!%51%

26



4.6 Industrielle Partialsynthese und Einfluss auf das *C/"?C-Verh:iltnis der Steroide

Eine wichtige natirliche pflanzliche Quelle fir die industrielle Partialsynthese von

Steroiden®'""

ist das aus der Yamswurzel (Dioscorea villosa) stammende Dios-
genin, das Aglykon des Steroidsaponins Dioscin. Die kartoffelahnlichen Wurzel-
knollen wildwachsender Dioscorea-Arten werden in Mexiko, China, Stdafrika und

Indien gesammelt''* Das aus der Sojapflanze'®*'"®114

gewonnene Stigmasterin und
Sitosterin sind Ausgangsprodukte fiir die halbsynthetische Testosteronherstellung''.
Neben Stigmasterin und Sitosterin sind Diosgenin und Hecogenin weitere
Ausgangsstoffe zur Steroidsynthese. Hecogenin wird aus der stdafrikanischen

Sisalagave (Agave sisalina) gewonnen' 2.

Diese fur die Steroidsynthese verwendeten Stoffe stammen entweder aus der C3-
Pflanze (Yamswurzel, Soja) oder C4-Pflanze (Sisalalgave) und bauen die Isotope
des CO; entsprechend dem biochemischen Pflanzentyp ein. Das fir die Pflanze und
deren Inhaltsstoffe spezifische '3C/'?C-Isotopenverhéltnis findet sich im syn-
thetischen Steroid wieder.

So wie exogene Steroide durch das Isotopenmuster der Ausgangsstoffe gekenn-
zeichnet sind, spiegeln ebenfalls die vom tierischen Organismus synthetisierten, en-
dogenen Steroide das Isotopenmuster des Futters wieder, wie in Kapitel 4.3.4 be-
schrieben wurde.

Diese Tatsache ermdglicht den Nachweis einer Steroid-Applikation. Wahrend das
'3C/"2C-Verhéltnis des endogenen Steroids vom '3C/'?C-Verhaltnisse des appli-
zierten Steroids Uberlagert wird, andert sich das '*C/'?C-Verhaltnis der Vorlaufer-
substanzen nicht. Ferchaud et al.*® zeigten dies anhand von Testosteron und dem
Vorlaufer DHEA.

4.7 Steroid-Metabolismus

Die Leber ist das wichtigste Organ fiir die Metabolisierung'®?. Um kérperfremde und
kérpereigene Stoff zu inaktivieren bzw. abzubauen, verfigt der Organismus Uber
wirkungsvolle Mechanismen, die als ,Biotransformation® bezeichnet werden. Die
Biotransformation ist in zwei Phasen unterteilt, der Phase |-Reaktion und Phase II-
Reaktion'”. Die Umwandlungsreaktionen der Phase I-Reaktionen bestehen aus
hydrolytischen  Spaltungen, Oxidationen, Reduktionen, Methylierungen und

Desulfonierungen. Daran schliet sich die Konjugatbildung der Phase II-Reaktionen
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an. Die Konjugatverbindung ist entweder eine Veresterung mit Schwefelsdure oder
eine glykosidische Verbindung mit Glucuronsaure. Dadurch wird die Wasser-
l6slichkeit erhéht und die gebundenen Steroide kénnen Uber die Niere oder den Kot
ausgeschieden werden'®. Die Kopplung fiir die Glucuronidierung erfolgt mit
aktivierter Glucuronséaure (Uridin-5"-Diphospho-a-D-Glucuronsaure, kurz: UDP-GA)
oder die Sulfatierung mit aktivierter Schwefelsdure (3’-Phosphoadenosin-5'-
phosphosulfat, kurz: PAPS). Die bei der Kopplung beteiligten Enzyme sind die

Transferasen'?’.

Der initialisierende Schritt der Biotransformation der 3-Keto-4-en-steroide
(Testosteron, Nortestosteron) ist die Reduktion der Doppelbindung an C-4(5) (4-en)
am A-Ring durch die 5a- oder 53-Reduktase. Durch die irreversible Reduktion erhélt

man 5a- und 5B-Konfigurationsisomere (Abbildung 4.7-1).

GH,
o7 : :

/ \ CHg

CHj
J/i:t 7 :1 :
o] ©

N H
5a-Isomer 5B-lsomer

Abbildung 4.7-1: A-Ring Biotransformation: 50— und 58-Reduktion von 3-Keto-4-en-steroiden

Die Aktivitat der 5a- bzw. der 53-Reduktase sind von der Struktur des D-Ringes ab-
héngig. Beide Enzyme befinden sich in der Leber, die 5a-Reduktase im Endoplasma-
tischen Retikulum, wahrend 5p-Reduktase im Cytoplasma zu finden ist''®. Ist die
Doppelbindung an C-4(5) einmal reduziert, wird sofort die 3-Ketogruppe durch eine
3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase oder eine 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
reduziert (Abbildung 4.7-2).

Die Reduktion der 3-Ketogruppe der 5B-Isomere flhrt beim Menschen vor allem zu

3a-Hydroxyisomeren. Nur eine kleine Menge wird zu 33-Hydroxyisomeren reduziert.
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Abbildung 4.7-2: A-Ring Biotransformation, Phase I-Reaktion: Reduktion der 3-Ketogruppe mit 30-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase (—) und 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (------ »), ( ): wurde bis
jetzt nicht identifiziert, nach”®

Die Phase I-Reaktion am D-Ring ist die Oxidation der 17p-Hydroxygruppe zu 17-
Ketogruppe (Abbildung 4.7-3). 17-Keto-Metaboliten sind die Hauptmetaboliten der
Androgene. Das beteiligte Enzym ist die 17B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase. Ab-
hangig von den nachfolgenden Schritten ist die Oxidation auch reversibel. Bei der
Reduktion der 17-Ketogruppe ist auch eine 17a-Konfiguration durch die 17a-

Hydroxysteroid-Dehydrogenase méglich''®.

17B-HDS Y/ 17ap-HDS (HaOF

—~ - w0 ol
—-——c—-

17B-Konfiguration 17-Keto-Konfiguration 17a-Konfiguration

Abbildung 4.7-3: D-Ring Biotransformation: Oxidation der 17B-Hydroxygruppe durch 17p-Hydroxy-
steroid-Dehydrogenase (173-HDS) und Bildung von 170-Steroiden durch die Reduktion der 17-Keto-
gruppe mit 170a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (170-HDS)

Bei den Phase II-Reaktionen kénnen die Hydroxygruppen an den Kohlenstoffen C-3
und C-17 sowohl glucuronidiert als auch sulfatiert werden (Abbildung 4.7-4). Die
jeweilige Kopplung ist Spezies spezifisch.

Beim Menschen liegen die Steroide der 3a- und 17B-Konfiguration (z.B. Testosteron)

eher glucuronidiert, die 3B-Konfiguration eher sulfatiert vor.

Es wird im Rahmen dieser Arbeit nur auf die genannten Phase I-Reaktionen am Ring

A und D sowie die Phase II-Reaktionen am Ring A und D eingegangen.
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Abbildung 4.7-4: Glucuronidierung und Sulfatierung an C-3 am A-Ring (links) und an C-17 am D-Ring
(rechts)

S Androgene

5.1 Allgemeines

Androgene werden wie bereits erwahnt hauptsachlich in den Leydig'schen
Zwischenzellen des Hodens synthetisiert. Androgene sind fir die Ausbildung und das
Wachstum der mannlichen Geschlechtsorgane verantwortlich  (androgene
Wirkung)®. Hauptvertreter der Androgene ist das Testosteron.

Androgene besitzen auBer der androgenen auch anabole Wirkung®®. Unter anaboler
Wirkung versteht man eine Muskel aufbauende Wirkung. Dabei nimmt die
Skelettmuskelmasse durch vermehrte EiweiBbildung und erhéhte Hamo-
globinkonzentration zu. Gleichzeitig nimmt das Kérperfettgewebe ab und eine héhere
Calcium- und Stickstoffaufnahme findet statt''”. Ein erhéhtes Kérpergewicht geht
immer mit einer steigenden Stickstoffretention einher. Die anabole Aktivitat liegt
allgemein in einer positiven Stickstoffbilanz und in der Retention der Komponenten
Stickstoff, Phosphor, Calcium und Kalium. Dies ist entweder von einer gesteigerten
Proteinsynthese und gleichzeitig einem erniedrigten Proteinkatabolismus oder von

118

einer erniedrigten renalen Proteinausscheidung’ '~ gekennzeichnet.

Androgene férdern die Bildung der Knochenmatrix, erhéhen die Retention von

119

Calcium und Phosphor. Sie beschleunigen den Epiphysenschluss' . Auf diese

Weise wird einerseits die Knochenentwicklung geférdert und andererseits durch die
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Wirkung auf die Epiphysenfuge das Langenwachstum beendet. Kastraten hingegen
besitzen langere Extremitaten mit schwacherer Bemuskelung, da der Epiphysen-

schluss verlangsamt ist'?.

5.2 Charakterisierung der anabolen Wirkung

In der Humanmedizin wird zur Charakterisierung der anabolen Wirkung von

Androgenen der myotrop-androgene Index (nach Hersherger'?')

herangezogen.
Anabolika sind umso gunstiger in ihrem Wirkungsspektrum, je héher der myotrop-
androgene Index oder auch myotrop-androgener Quotient ist''”. Statt dem Begriff

»=anabol“ wird auch ,myotrop“ verwendet.

Der myotrop-androgene Index wird an der Muskelgruppe des Perinealmuskel-
komplexes (Levator ani)der kastrierten Ratte ermittelt, da dieser stark auf myotrope

Steroide anspricht'?".

Die Gewichtszunahme dieser Muskelgruppe nach einer
Behandlung ist proportional zur gegebenen Menge an Steroiden. Aus dem Quotient
der Gewichtszunahme des Muskels Levator ani und der Prostata nach Steroid-
Injektion wird der myotrop-androgene Index bestimmt'?'. Je gréBer der Quotient aus
der Gewichtszunahme des Levator ani und der Gewichtsabnahme der Prostata
zwischen behandelten und unbehandelten Tieren ist, desto gréBer ist der anabole
Effekt und desto kleiner die androgene Aktivitat''®. Als Referenzsubstanz wird
Testosteron und Testosteron-propionat mit einem Index von 1 herangezogen.

Einzelne Indices werden unter Punkt 6.2 in der Tabelle 6.2-1 genannt.

5.3 Regulation und Wirkung der Androgene

FOr die Hormonproduktion bzw. -regulation gibt es Freisetzungshormone und
Hormone, die regulieren und kontrollieren. Die Androgensynthese wird durch LH
(luteinisierendes Hormon) gesteuert. Die Synthese und Ausschiittung von LH aus der
Hypophyse wird wiederum von GnRH (Gondadotropin-Releasing Hormone) des
Hypothalamus reguliert '°®. Die Androgene selbst haben eine negative Riickkopplung
auf LH und GnRH. Das bedeutet, dass bei hoher Androgenkonzentration im Blut
wenig GnRH gebildet wird. Die Androgenkonzentration im Blut sinkt.

Das Zielorgan fiir Androgene ist die Prostata, die Androgenrezeptoren besitzt'®.

Man geht davon aus, dass androgene und anabole Antworten durch dasselbe
Rezeptorsystem vermittelt werden. Versuche an Ratten zeigten, dass die Rezeptor-

affinitdt von 5a-Dihydrotestosteron, Uber Nortestosteron zu Testosteron und 5a-
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Dihydronortestosteron abnimmt. Eine Reduktion des Testosterons zu 5a-Dihydro-
testosteron durch die in der Samenblase vorkommende 5a-Reduktase verstérkt die
Affinitat zum Rezeptor. Eine Reduktion des Nortestosteron zu Dihydronortestosteron
schwicht die Affinitdt ab'®®. Wahrend die 5a-Reduktase in der Samenblase vor-
kommt, findet sich in der Skelettmuskulatur keine 5a-Reduktaseaktivitit'?®. Deshalb
wirkt Testosteron auf die Gonaden starker als Nortestosteron, da die in der Samen-
blase vorkommende 5a-Reduktase Testosteron zu 5a-Dihydrotestosteron abbaut.
Nortestosteron hingegen wirkt starker anabol, da es in der Muskulatur nicht zu

Dihydronortestosteron abgebaut wird und eine héhere Affinitat zum Rezeptor hat'*.

Bei Schweinen erfolgt die anabole Wirkung zum Teil direkt Uber spezifische
Rezeptoren in der Skelettmuskulatur'®.

6 Nortestosteron

6.1 Allgemeine Eigenschaften

Nortestosteron (Abbildung 6.1-1) zahlt wie Testosteron zu den Androgenen.
Nortestosteron hat synonyme Bezeichnungen wie 17B-Hydroxy-4-estren-3-on, 4-
Estren-17B3-0l-3-on, 17B-Hydroxy-19-nor-4-androsten-3-on und Nandrolon. Nor-
testosteron hat die Strukturformel CigH260> mit einem Molekulargewicht von 274,4
Dalton. Es hat eine dimorphe kristalline Struktur mit weiBer bis cremeweiBer Farbe
und einen Schmelzbereich von 112-124°C®8. Es ist I6slich in Alkohol, Ather und

Chloroform'?.

Das Epimer von Nortestosteron ist Epinortestosteron (Abbildung 6.1-2). Die

Hydroxygruppe ist bei Epinortestosteron in 17a-Stellung.

OH

o)

Abbildung 6.1-1: Nortestosteron Abbildung 6.1-2: Epinortestosteron

Beide Stoffe kommen physiologisch bei verschiedenen Spezies vor. Die jeweilige
Produktion ist abhangig vom physiologischen Zustand des Tieres, dem Alter und
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dem Geschlecht. Im Eberurin kann weder im unbehandelten noch im behandelten
Eber 17a-Nortestosteron nachgewiesen werden®'?’, da die entsprechende Isomer-
ase fehlt.

In den kommerziell erhéltlichen Produkten zur Injektion ist Nortestosteron bzw.

dessen Derivate in Sesamdl geldst'?.

6.2 Nortestosteron als anaboles Steroid

Die biologische Aktivitat der 19-Norsteroide wurde 1936 von Dirscher!'?®

h130

untersucht,

1950 wurde Nortestosteron zum ersten Mal von Birc synthetisiert.

Die anabole Eigenschaft des Hormons Nortestosteron ist 3-5fach starker als die des
Testosterons und Testosteron-propionats, was sich im Tierversuch an Ratten'?’

zeigte.

Nortestosteron wird illegal im Leistungssport bei Mensch und Tier als Dopingmittel
angewendet. Auch im Freizeitsport'®' finden

Anabolika groBen Anklang. Nortestosteron | Substanz Index
. . . . . Testosteron 1
wird dort bereits als eine Decanoatinjektion :
Testosteron-propionat 1
selbst appliziert. In den USA hergestellte [Nortestosteron 95
Nahrungserganzungsmittel, enthalten Pro- | Nortestosteron-decanoat 2,5
Nortestosteron-cyclopentylpropionat 9,6
hormone von Nortestosteron'®2. ortestosteron-cyclopentylpropiona
Nortestosteron-phenylpropionat 2,4

In der nebenstehenden Tabelle sind die
Tabelle 6.2-1: Zusammenstellung des myo-
myotropen-androgenen Indices fur ver- tropen-androgenen Indices einiger Steroid-
. . 117118 derivate
schiedene Nortestosteron-derivate

zum Vergleich der anabolen Wirksamkeit aufgelistet.

Nortestosteron zahlt wegen seiner hohen Bindungsaffinitdt zum Androgen-Rezeptor

als stark wirksames Androgen'?,

Wird Nortestosteron oral verabreicht, passiert es zuerst die Leber mit einem
exzessiven Metabolismus, dem ,first-pass® Abbau, so dass es wenig therapeutischen
Nutzen hat. Deshalb wird es intramuskular als Ester injiziert'**. Durch die
Veresterung wird die Freisetzung vom intramuskuldren Depot beeinflusst. Je langer
die Fettsaurekette ist, desto langsamer ist die Abgabe ins Blut. Sind die Ester in die
Blutbahn abgegeben, werden sie sofort hydrolysiert. Die Verweilzeit von Nandrolon-
phenylpropionat betragt 25 Stunden, die von Nandrolon-oleat hingegen 504 Stun-

den135
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6.3 Nortestosteron als Arzneimittel

Heute verwendet man in der Humanmedizin vor allem Nandrolon-3-(4-hexyloxy-
phenyl)-propionat (Anadur®) und Nandrolon-decanoat (Deca-Durabolin®'*®, Deca-

|126)

Durabol, Deca-Hybolin, Hybolin Decanoat Retabolil'=®), in der Veterinarmedizin

hauptsachlich Nandrolon-laurat (Laurabolin®)'’.

Im folgenden werden einige Nortestosteron-Derivate mit den Trivial- bzw. Handels-
namen in Klammern genannt: Nortestosteron-hexahydrobenzoat (Norlongandron,
Nor-Durandron), Nortestosteron-cyclohexylpropionat (Sanabolicum), Nortestosteron-
furylpropionat (NFP, Demelon), Nortestosteron-B-phenylpropionat (Activin, Durabolin,
Durabol, Strabolen, Superanabolon, Nandrolin) und Nortestosteron-propionat (Nory-
bol-19, Nortesto)'?.

Indikationen von Nortestosterongabe mit Deca-Durabolin® (Nortestosteronde-
canoat), sind Osteoporose, chronische konsumierende Erkrankungen, besonders In-
fektionskrankheiten, schlecht heilende Knochenbriiche, Glucocorticoidiiberdosierung
und Andmien, verursacht durch eine Dauerdialyse'®.

In der Kleintierpraxis hat Laurabolin® eine gewisse Bedeutung. Es wird eingesetzt
zur Rekonvaleszenz nach schweren Operationen und bei Muskeldystrophie. Auch

findet es Anwendung bei chronischen Leber- und Nierenerkrankungen'*®.

Eine eindeutige Indikation flr einen Androgeneinsatz in der Veterindrmedizin far
GroBtiere existiert nicht. Eine Androgenapplikation wird bei verschiedenen katabolen

Zustanden und bei der Hamatopoese'®

zur Stimulation der Erythropoese bei
diversen Anamien'?® durchgefilhrt. Auch wird eine Nortestosterongabe als Appetit-

stimulanz vorgeschlagen'?®,

6.4 Illegale Anwendung

FUr Lebensmittel liefernde Tiere und tierische Erzeugnisse sind Androgene in Europa
laut der EU-Richtlinie 96/23/EG* nicht zugelassen. Im Rahmen der amtlichen
Lebensmitteliberwachung dient seit 1989 der Nationale Rickstandskontrollplan
(NRKP) dem vorbeugenden gesundheitlichen Verbraucherschutz und wird von den
Bundeslandern als eigenstandige gesetzliche Aufgabe durchgefihrt. Tiere und
tierische Erzeugnisse werden von Beginn des Produktionsprozesses an Uberwacht,
um die illegale Anwendung nicht zugelassener Stoffe aufzudecken und den Einsatz

von zugelassenen Tierarzneimitteln zu kontrollieren. Der NRKP ist national im
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Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch in §41 in Verbindung mit §47 Abs. 1 LFBG,
in §7 des Fleischhygienegesetzes und in §4 des Geflligelfleischhygienegesetzes
verankert. Auf Europdischer Ebene basiert der NRKP auf der Richtlinie 96/23/EG*
und der Entscheidung 97/747/EG'.

Wie eingangs erwahnt, gilt beim Sport jede Gabe von Nortestosteron und dessen
Vorstufen als Doping®. Bei einem Nachweis des Nortestosteron-Metaboliten Nor-
androsteron Gber 2 ng/pl Urin bei Mannern und Frauen besteht gemaB der WADA?
(Word Anti-Doping Agency) der Verdacht des Dopings mit Nortestosteron. Die
exogene Herkunft des Nortestosterons muss allerdings nachgewiesen werden.

Die Verwendung von Androgenen bei Sport- oder Schaupferden verst6Bt sowohl
gegen arzneimittelrechtliche Vorschriften als auch gegen die Dopingbestimmungen
der Pferdesportverbiande'®. Bei Pferden gilt Doping mit Nortestosteron als
nachgewiesen, wenn das Verhaltnis von 5a-Estren-33,17a-diol zu 5(10)-Estren-3p,

170-diol Gber 1 liegt'.

6.5 Biosynthese von Nortestosteron

Nortestosteron wurde noch bis in die 80iger Jahre als synthetisches Steroid
eingruppiert und deshalb nicht in den Stoffwechsel eingegliedert. Bis heute gibt es
noch keine allgemeingultige Darstellung der Nortestosteronbiosynthese.

Endogenes Nortestosteron wird bei der enzymatischen Umwandlung der Androgene

in Estrogene als ein Nebenprodukt gebildet, wie es an Schweinezellen'', Pferde-

d142

hoden' und in der Plazenta von Mensch und Pferd'*? nachgewiesen wurde.

Die Nortestosteronsynthese steht eng im Zusammenhang mit der Estrogen-
synthese'*®. Im Eber wird die Androgensynthese durch hohe Mengen an Estrogen

gesteuert, was sich auch in hohen Gehalten an Estrogen in verschiedenen Geweben

t°®. Ebenso werden Nortestosteron und Norandrostendion von

143
t.

des Ebers widerspiegel
den Leydig'schen Zellen des Ebers in Estron-sulfat umgewandel
In menschlicher Follikelflissigkeit zeigte sich eine signifikante Korrelation der
Konzentrationen an Nortestosteron und Estradiol sowie an Norandrostendion und
Estron'*. Auch zeigte sich, dass die Nortestosteron- und Estrogenbiosynthese im
humanen Ovar durch denselben Aromataseinhibitor (4-Hxdroxyandrostendion)'®
gehemmt wird, was einen weiteren Zusammenhang zwischen Estrogenen und

Nortestosteron darstellt.
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Estrogene werden Uber einen Aromatase-Enzym-Komplexe aus Testosteron oder
Androstendion katalysiert'*®. Es handelt sich bei diesem Aromatase-Komplex um das

t'*’. Diese

Cytochrom P-4504,m, das hauptsachlich in den Ovarien lokalisiert is
Aromatisierung beinhaltet Hydroxylierungen, C-19-Demethylierung und Eliminierung
von Wasserstoffatomen. Der Aromatase-Komplex beinhaltet eine Monooxygenase
und benétigt fiir die Synthese von 1 mol Estrogen 3 mol O, und NADPH'®.

Aromataseaktivitét ist in der Plazenta, den Follikeln des Ovars sowie den Hoden'*®
149130 hachzuweisen. In Geweben, die reich sind an Aromatase wie zum Beispiel den
Follikeln, sind hohe Mengen an Nortestosteron, dessen Metabolite sowie hohe
Mengen an Estrogenen zu finden®'*'*. Die mannlichen Gonaden (Prostata, Hoden)

weisen hohe Gehalte an den genannten Substanzen auf /.

Die von Geweben des Schweins produzierte Aromatase besteht aus drei Isoformen
(Typ I: Ovarial, Typ Il: Plazenal, Typ Ill: Embryonal), die jeweils unterschiedlich sind
in der Substratspezifitdt, der Aktivitdt und im Regulationsmechanismus. So wird
beispielsweise das Verhaltnis von 17B-Estradiol zu Nortestosteron in der plazentaren
Isoform 6:94 und in der embryonalen Isoform 94:6 gefunden''. Wie jedoch die

Steuerung durch die Zelle stattfindet, bleibt offen'2.

In dieser Arbeit wurden die Erkenntnisse zur Nortestosteronsynthese anhand unter-
schiedlicher Publikationen zusammengefasst. Da beim Pferd mehr Versuche zur
Nortestosteronsynthese vorliegen als beim Schwein, sind fir die zusammenfassende
Darstellung in Abbildung 6.5-1 die Untersuchungsergebnisse am Pferd einge-
flossen.
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Hydroxy- und Oxogruppen stehen jeweils Uber die 33- oder die 17B3- Steroid-Dehy-
drogenase (z.B Testosteron und Androstendion) in einem Gleichgewicht. Der erste

Schritt der Estrogen-/Nortestosteronbiosynthese ist die Hydroxylierung von Testo-

steron bzw. Androstendion an C-19 zu einem 19-Hydroxyandrogen'90-141:153:154.158,159.

100,141,154,155

Durch eine zweite Hydroxylierung entsteht das 19,19-Dihydroxyandrogen,

156

das nach Wasserabspaltung zu einem mengenmaBig > vorherrschende 19-Oxoan-

100,153,155

drogen umgebaut wird. Das 19-Oxoandrogen ist die Schnittstelle fur die

Estrogenbiosynthese oder die Nortestosteronbiosynthese. Uber eine Hydroxylierung

100,141

am A-Ring entsteht Estradiol bzw. Estron. Auf die Estrogensynthese wird in

dieser Arbeit nicht eingegangen. Oder aber die Hydroxylierung findet an C-19 des

105153 Durch eine weitere

19-Oxoandrogens zu einem 19-Oic-Oxoandrogen statt
Decarboxylierungsreaktion entsteht ein 19-Norsteroid. Die Hydroxylierungen finden

allgemein im oben erwahnten Aromatase-Komplex statt.

Damit aus Androgenen Norandrogene entstehen kénnen, wird allgemein eine De-
methylierung bzw. eine Decarboxylierung am C-19 des 19-Oxandrogens bzw. des

141,153,159 Es entsteht jedoch keine Doppel-

19-Oic-Oxoandrogen vorgeschlagen
bindung am A-Ring wie bei der Estrogensynthese. Bei einer Decarboxylierung geht
man von 19-Oic-Oxoandrogen als Zwischenprodukt aus. Bei einer Demethylierung
wird Ameisensaure freigesetzt. Unabhangig des Zwischenproduktes gilt es als ge-
sichert, dass die Nortestosteronsynthese (iber eine Estr-5(10)-en Verbindung'®'>*

stattfindet.

Diese Estr-5(10)-en Verbindung ist Uber eine saurekatalysierte Retro-Aldol-Konden-
sation'*""° (Abbildung 6.5-2) denkbar. Durch eine anschlieBende Isomerisierung
von C-5(10) zu C-4(5)"" kénnte Nortestosteron bzw. Norandrostendion entstehen.

~
H-O-CR
Vo
R:H,,0,0H,
OH
;3
3 .
o” Z 5(10)-Verbindung

19-Nortestosteron

Abbildung 6.5-2: Retro-Aldol-Kondensation
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Méglich ist aber auch durch eine Protonierung an C-10"° des Intermediats (ge-
strichelte Pfeile) eine direkte Umwandlung in Nortestosteron.

6.6 Vorkommen von Nortestosteron

Wie zu Beginn der Arbeit erwdhnt, galt Nortestosteron lange Zeit als synthetisches
Anabolikum. Die Tabelle 6.6-1 jedoch gibt einen Uberblick iiber das physiologische
Vorkommen und die Konzentration von Nortestosteron in den verschiedenen
Tierarten in einem Zeitraum von 1985 bis 2006. Aus der Tabelle wird ersichtlich,
dass der Eber eine Sonderstellung einnimmt. Im Gegensatz zum Eber weisen

22,25,26 22, 24-26

Kastraten und Sauen , unabhangig der Graviditat, keine nennenswerten

Mengen an Nortestosteron auf.

Bei Kiihen?*'®® Auen (Mutterschafe)'®' und Stuten'®? ist nur das o-lsomer von Nor-
testosteron nachzuweisen. Besonders bei neugeborenen Kélbern'® ist der anfang-
liche 17-a-Nortestosterongehalt hoch, der innerhalb weniger Tage drastisch ab-

nimmt.

Waéhrend bei den mannlichen Schweinen und Pferden Nortestosteron vorkommt,
synthetisieren die mannlichen Rinder, die Bullen'®®'®* keines der beiden Isomere von

Nortestosteron.

Auffallend ist, dass beim Menschen der Gehalt an Nortestosteron bei Frauen im Ver-
lauf der Schwangerschaft steigt und am Ende der Schwangerschaft am gréBten' ist.

Bei den in der Tabelle 6.6.-1 aufgelisteten Gehalten an Nortestosteron handelt es
sich um die Summe der nach der enzymatische bzw. chemischen Hydrolyse
bestimmten Mengen. Ausnahme stellen die Gehalte von Nortestosteron bei den
Ergebnissen von Roig et al.'®® dar. Das Nortestosteron wurde im Urin durch Roig et
al. auch frei vorliegend bestimmt. Aus der Tabelle ist ebenfalls die Art der Hydrolyse
ersichtlich. Zur Vollstandigkeit sind auch die Bestimmungsmethoden dargestellt, die
im folgenden Kapitel 7.1 kurz behandelt werden.
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Spezies Gehalt an Nortestosteron Art der Methode Lit.
(Matrix) Hydrolyse
Mann < 4 pg/ml (Plasma) 12 KA RIA “
§ Frau 4,9-9,7 ng/ml (Follikel) 44 HP+S GC-MS T4
%C’ < 4 pg/ml (Plasma) 12 kA RIA, GC-MS 1
Frau, gravid | 12-60 pg/ml (Plasma) 64 kA RIA, GC-MS
Aue* 2,5 pg/kg (Urin), 21 HP RIA 2

q;f aber a-Isomer '°’

@ gravid < 0,5 pg/kg (Urin), a-Isomer | 30 HP GC/MS 161
51-344,1 pg/kg (Urin) 16 HP GC-MS/MS, 24166

LC-MS/MS'®

10-55 pg/kg (Urin) 20 EC ELISA 25
0,6-17,5 ng/ml (Plasma) 20 EC ELISA
1-277 pg/kg (Urin) 10 EC GC/ECD o5
2-8 ng/ml (Plasma) 6 EC GC/ECD
4-1240 pg/kg (Urin) 38 HP+sH LC/IAC =
3,6 pg/kg; 4 HP; GC/MS; &7
1,0-2,5 ug/kg (Fleisch) Sub A LC-MS/MS
0,9-62,8 pg/kg; HP; GC/MS;
0,4-35,0 ug/kg (Leber) Sub A LC-MS/MS
0,5-34,3 ug/kg; HP; GC/MS;

£ 1,1-19,0 ug/kg (Niere) Sub A LC-MS/MS

% Eber 12,9-172 ug/kg; HP; GC/MS;

n 7,0-131,0 ug/kg (Hoden) Sub A LC-MS/MS
0,3-8,5 pg’kg; HP; GC/MS;
0,8-2,0 ug/kg (Herz) Sub A LC-MS/MS
0-300 ug/kg (Urin) 10 HP RIA #
<0,2-13 pg/kg (Fleisch) 25 Sub A IAC; GC/MS
1,7-200 pg/kg (Leber) 25 Sub A IAC; GC/MS 0
11-132 pg/kg (Urin) 25 HP RIA-HPLC
42-212 pg/kg (Galle) 25 HP RIA-HPLC
100-141 pg/kg (Hoden) HP GC/MS
91-166 pg/kg (Niere) HP GC/MS 167
60 pg/kg (Leber) HP GC/MS
1,2-3257 pg/kg (Urin); NTei | 48 EC GC/MS 165
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Spezies Gehalt an Nortestosteron Art der Methode Lit.
(Matrix) Hydrolyse
_ 8,6-343,3 ug/kg (Urin) 18 KA KA 2
2 10-47 ug/kg (Urin) 10 EC ELISA 2
é . 1,1-15 ng/ml (Plasma) 10 EC ELISA
Cryptorchid- -
ot 10-146 pg/kgl (Urin) 6 EC GC/ECD
eper
2-13ng/ml (Plasma) 3 EC GC/ECD
0-100 pg/kg (Urin) 6 HP RIA =
30-35 pg/kg (Niere) 2 HP GC/MS 187
0,3-2,1 pg/kg (Urin) 23 EC ELISA =
0,1-1,2 ng/ml (Plasma) 23 EC ELISA
Kastrat i -
<1 pg/kg (Urin) 17 HP+sH LC/IAC
3,5 pg/kg (Urin) 12 HP RIA 2
S 1,3-1,9 pg/kg (Urin) 3 KA KA 2
au
<1 pg/kg (Urin) 9 HP+sH LC/IAC 2
Sau (gravid) | 1 pg/kg HP RIA 2
1,7-158 mmol/l (Follikel- KA KA GC/MS 10
o Stute flissigkeit)
E 1-26 pg/kg (Urin); o-lsomer HP IAC/GC/MS 162
Bulle n.n. (Galle) 73 HP IAC, GC/MS 164,168

kA: keine Angabe, n.n.: nicht nachweisbar, HP: Glucuronidase aus Helix pomatia, EC: Glucuronidase
aus E.coli, S: Solvolyse, sH: saure Hydrolyse, Sub A: Subtilisin A

Abbildung 6.6-1: Nortestosterongehalte in verschiedenen Tierarten und Spezies, n: Anzahl der
untersuchten Tiere; *Aue=Mutterschaf, Cryptorchideber= Binneneber

7 Analytik von Nortestosteron

7.1 Quantitative Methoden

Nortestosteron lasst sich mit immunochemischen und chromatographischen Ver-

fahren nachweisen.

Bei den immunochemischen Methoden ist die Grundlage die Antigen-Antikérper-
Reaktion oder auch das Schllissel-Schloss-Prinzip. Als immunochemische Methoden
sind der ELISA (Enzym linked immuno sorbent assay) und Radioimmunoassay (RIA)
zu nennen. Voraussetzungen fir die Tests sind: (1) Das zu bestimmende Hormon
muss frei vorliegen und radioaktiv markierbar sein (RIA), (2) es muss ein spezifischer
Antikérper zur Verfigung stehen (RIA, ELISA) und (3) die ,gebundene Aktivitat”

muss von der freien Aktivitat* getrennt werden kdnnen (RIA, ELISA)'°.
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Beim kompetitiven Enzymimmunoassay konkurrieren Probelésung (Antigen) und ein
enzymmarkiertes Antigen mit dem Antikdérper. Es kommt zu einer Komplexbildung
von Antigen und Antikérper. Durch eine anschlieBende Zugabe eines chromogenen
Substrates wird proportional zur Menge des gebildeten Komplexes und damit der
vorhandenen Antigenmenge ein Farbstoff frei. Der Farbstoff des chromogenen
Substrats wird freigesetzt, sobald es vom Enzym gespalten wird.

Beim Radioimmunoassay wird die konkurrierende Komplexbildung durch ein radio-
aktives markiertes Antigen ausgeldst. Markierungen mit den Isotopen %P, %°S, ®H,
4G, ®'Co, oder 'l sind méglich; blich ist aber eine Markierung mit *'l, einem y-
Strahler mit nahezu 100%iger Nuklidreinheit'®® '®°. Allerdings stehen die nicht radio-
aktiven Methoden im Vordergrund.

Das chromatographische Verfahren ist ein Trennprozess, bei dem sich die Sub-
stanzen des Probengemisches zwischen zwei nicht miteinander mischbaren Phasen,
der mobilen und der stationdren Phase, verteilen. Ist die mobile Phase gasférmig,
spricht man von Gaschromatographie (GC), ist sie flissig, von Flissigchromato-
graphie (LC). Die Substanzen werden getrennt, wenn sie sich im betreffenden chro-
matographischen System bevorzugt in der einen oder der anderen Phase aufhal-
ten'’’. Beide Systeme kdnnen jeweils mit einem einfachen Massenspektrometer
(MS), einem hochauflésenden Massenspektrometer (HRMS) oder einem Tandem-
Massenspektrometer (MS/MS) als Detektor gekoppelt werden. Im Falle der Gaschro-
matographie nennt man dies GC/MS, im Falle der Flissigchromatographie LC/MS.
Mit Hilfe des Massenspektrometers werden die Analyten entsprechend der Frag-

mentierungsmuster identifiziert und quantifiziert.

Dem Gaschromatographen kann aber auch ein Elektoneneinfangdetektor (Electron

Capture Detector = ECD), ein Strahlungsionisationsdetektor, nachgeschaltet sein.

Die in der Literatur beschriebenen analytischen Methoden sind in der folgenden
Tabelle 7.1-1 zusammenfassend dargestellt.
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Methode Name Jahr Literatur
ELISA Meyer et al. 1992 :’
Rizzo et al. 1993
Benoit et al. 1985 ”1
Reznik et al. 1987 A
~IA Dintinger et al. 1989 N
Van Ginkel et al. 1989 =
Vandenbroeck et al. 1991 ®
Bruggeman et al. 2003 ks
LC/IAC Haasnoot et al. 1990 =
GC/ECD Rizzo et al. 1993 ®
Silberzahn et al. 1985 *
Reznik et al. 1987 "
Dehennin et al. 1987 -
Van Ginkel et al. 1989 ®
Clouet et al. 1997 e
GOMS Sterk et al. 1998 s
Mc Evoy 1999
De Wasch et al. 2001 “
Lund et al. 2002 "
Dehennin et al. 2002 e
De Wasch et al. 2003 =
Prévost et al. 2004 w
Grosse et al. 2005 i
Roig et al. 2006
GC/HRMS Seinsch et al. 1999 i
GC/MS/MS Poelmans et al. 2005 e
LC/MS De Brabander et al. 2004 e

Tabelle 7.1-1: Literaturiibersicht der Messmethoden fiir Nortestosteron




7.2  Bestimmung des “C/**C-Verhiiltnisses

Nur wenige Untersuchungen in Bezug auf das '*C/'?C-Verhaltnis von Nortestosteron
sind bekannt und werden nur beim Humandoping®'””'"® durchgefiihrt. Dabei wird
aber nicht Nortestosteron, sondern die humanspezifischen Metaboliten Noretio-

cholanolon und Norandrostendion untersucht.

Untersuchungen des *C/'?C-Verhéltnisses von Nortestosteron im Eber lagen zum

Projektbeginn nicht vor. Wahrend des Projektzeitraums wurden in Parallelarbeiten

| 165 | 167

von Roig et al.'® und Prévost et al.'® einige Daten des '*C/'?C-Verhéltnisses von

Nortestosteron verdffentlicht, die in Tabelle 7.2-1 aufgelistet sind.

Spezies Matrix 5"Cc-Wert n | Literatur
Urin -19,6 %o bis -27,7 %o 11 T
Hoden -24,13 %, bis -26,66 %o | 3

Eber
Niere -24,85 %, bis -26,26 %o | 3 .
Leber -24,84 %o 1

Cryptorchideber Niere -25,17 %o 1

Tabelle 7.2-1: §”C-Werte von Nortestosteron in verschiedenen Matrices und Spezies, n:
Anzahl der gemessenen Tierproben

179,180,181,182,183 oinq Nachweismethoden

Flr eine illegale Anwendung von Testosteron
bekannt. Wahrend des Projekizeitraumes wurde eine Nachweismethode fir die
illegale 17p3-Estradiolgabe bei Rindern entwickelt. Daran waren 9 verschiedene inter-
national anerkannte Einrichtungen (BfR (Bundesinstitut flir Risikobewertung), DSHS
(Deutsche Sporthochschule Kéin), LABERCA (Laboratoire d"Etudes des Résidues et
des Contaminantes dans les Aliments), CSL (Central Science Laboratory), sowie die
Firmen TNO in den Niederlanden, QUB, DIONEX und ThermoElectron) beteiligt.
Dieses internationale Forschungsprojekt ,ISOSTER- Determination of the Origin of
Hormones in Cattle, Project No. GRD1-2001-40085)'%, im folgenden abgekiirzt mit
ISOSTER-Projekt, dient zur Kontrolle der Rindfleischimporte aus den USA, um die
Einhaltung des Verbotes gemaB der RL 96/23/EC* zu gewahrleisten. In den USA ist

die Gabe von natlrlich vorkommenden Steroiden legal.

Anhand der teilnehmenden Einrichtungen wird die Komplexitat der Analytik der
Stabilisotopen-Massenspektrometrie deutlich.
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8 Messtechnik der GC/C/IRMS

8.1 Messprinzip

Die verwendete Stabilisotopen-Massenspektrometrie-Messeinheit (Abbildung 8.1-1)
besteht aus einem Gaschromatographen (GC), einer Verbrennungseinheit
(Combustion) mit Oxidations- oder Verbrennungsrohr, einer Nafion®-Membran, dem
Interface (IF) und dem Massenspektrometer (IRMS).

Die Stromungsrichtung der Probe und des Referenzgases ist mit Pfeilen
gekennzeichnet.

Uber das Interface werden die Positionen der beiden open split Kapillaren mittels
Druckluft gesteuert. Entsprechend der Position (oben = zu; unten = offen) bestimmen
sie den Einlass des CO.-Gases der Probe und des CO.-Referenzgases in das
Massenspektrometer. Zusatzlich werden die Gase Helium und Sauerstoff Uber
Ventile innerhalb des Interface gesteuert. Dieser Vorgang ist aus Grinden der
Ubersichtlichkeit nicht in der Abbildung dargestellt.

backflush

On Column

Einspritzblock

Combustion

(Verbrennungseinheit)

Nafion

‘L IRMS
A A

CO; Referenzgas

Abbildung 8.1-1: Schematische Darstellung der GC/C/IRMS Einheit

Nach der gaschromatographischen Trennung gelangt die Probe in das Ver-
brennungsrohr und wird bei 940°C zu CO. verbrannt. In dem ca. 2 mm dicken Ver-
brennungsrohr aus Al,O3; befinden sich miteinander verdrillte Ni-, Pt- und Cu-Dréhte.
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Die eigentliche Verbrennung geschieht an den durch Sauerstoff zu NiO und CuO
oxidierten Drahten. Platin dient als Katalysator.

Bei der Verbrennung der Analyten entstehen CO,

und H2O. Das entstehende Wasser muss entfernt —_—(CFQ —CFa)x —(CF; —CFly 1
werden, da sonst CO, protoniert und HCO.>" gebil- - _E_F
det wird, das ebenso wie '*CO, die Masse 45 be- éFz
sitzt und ein falsches Signal fir '°CO, liefert™. Mit ¢F2
einer Nafion®-Membran (kurz Nafion)*®* wird das L ==

H,O im Gegenstromprinzip entfernt. Nafion® (Ab-

. ) . ) Abbildung 8.1-2 Nafion
bildung 8.1-2) ist ein sulfoniertes Tetrafluorpoly-
ethylen Polymer (PTFE). Durch die Addition der stark sauren Sulfonsauregruppen ist
es gut wasserdurchlassig und dient als semipermeable Membran zur Wasser-

entfernung.

Die gasférmige Probe und das Referenzgas werden jeweils Uber eine open split Ka-
pillare in das Massenspektrometer Uberfihrt. Im Massenspektrometer herrscht ein
Hochvakuum von 10°=10® mbar. Mit einer lonisierungsenergie von 70 eV entstehen
aus den COx-Molekile positive Molekullionen. Diese positiven lonen werden dann
Uber ein Linsensystem mit einer Spannung von 3 kV zu einem lonenstrahl geblindelt

und sozusagen aus der Quelle herausgesogen.

Uber ein Magnetsektorfeld werden die CO,-Molelille entsprechend der Massen
'2G'%0, (m/z = 44), *C'®0, (m/z = 45) und ?C'®*0"0 (m/z = 46) getrennt. Bei
konstanter Beschleunigung und konstantem Magnetfeld werden grdBere Massen

entsprechend der Gleichung weniger abgelenkt.

r = Bahnradius e = Elementarladung

r=. ng m = Masse der lonen B = Magnetfeld
eB

U = Beschleunigungsspannung

Der Detektor des Massenspekitrometers besteht aus drei Faraday-Cups. Dieses
Detektionssystem wird nur in der Isotopen-Massenspektrometrie verwendet. Ein
Faraday-Cup ist ein kleiner Metallbecher, der die lonen sammelt und sich dabei
elektrisch aufladt. Die Ladung flieBt Uber einen Widerstand ab, der Spannungsabfall
wird gemessen und je nach Verstarkung registriert. Diese Spannung ist der Anzahl
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der lonen proportional. Mit dem Tripelkollektor werden die Massen 44, 45 und 46

gleichzeitig gemessen und Uber die Software Isodat NT 2.0 ausgewertet.

8.2 Kalibrierung des CO,-Referenzgases

Die Kalibrierung des CO,-Referenzgases erfolgt (iber die Bestimmung des '*C/'?C-
Verhéltnisses der international gultigen Standards der IAEA. Fir organisch ge-
bundenen Kohlenstoff werden die Standards mit den Bezeichnungen IAEA CH-6
(Sacharose) und IAEA CH-7 (Polythylenfolie) verwendet.

Da diese teuer und nur alle drei Jahre zu erwerben sind, ist es in der Stabil-
isotopenanalytik gangig, mehrere Sekundarstandards, so genannte Hausstandards,
gegen die IAEA-Standards zu kalibrieren. Diese Standards wurden gegen den
international gultigen V-PDB von zugelassenen Laboratorien durch die IAEA

vermessen.

8.3 Probenaufbereitung fiir die GC/C/IRMS Analytik

Die fiir die GC/C/IRMS Messung obligatorische Basislinientrennung'® der
Substanzen erfordert eine Aufarbeitung, die es ermdglicht, aus der Probenmatrix

unerwinschte und coeluierende Substanzen von der Zielsubstanz zu trennen.

In der Literatur werden als geeignete analytische Madglichkeiten die Festphasen-
extraktion (SPE) '1%177.178.179.180.181.182 " qis Gelfiltration'’’'®""182, die Fliissig-/Fliissig-
extraktion (LLE)'™>'7%18% ynd die semipraparative HPLC''®177:178.179.180.183 hagchrie-
ben. Ebenfalls werden Extraktaufreiniungungen mit Immunaffinitatssaulen'’®1%
beschrieben. Die genannten Methoden werden in unterschiedlicher Kombination und

Reihenfolge angewendet.

Grundsatzlich sind die verwendeten Methoden immer auf mdgliche Isotopen-

fraktionierungen zu tiberpriifen®.

8.4 Derivatisierung fiir die GC/C/IRMS-Analytik

Fir die gaschromatographische Trennung werden Steroide in der Routineanalytik
wegen der Schwerflichtigkeit und der Polaritdt der Steroide im allgemeinen
derivatisiert.

Allerdings werden bei einer Derivatisierung verschiedene negative Einflisse auf das

50,92,187

GC/C/IRMS-System und das Isotopenverhaltnis beschrieben Die ver-
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schiedenen Derivatisierungsmethoden sollen in Bezug auf die Eignung fir die
Stabilisotopen-Massenspektrometrie beleuchtet werden.

Grundvoraussetzung einer erfolgreichen Derivatisierung ist eine fraktionsfreie
quantitative Umsetzung des Derivatisierungsreagenz mit dem Analyten.

Wird eine Derivatisierung angewendet, wird durch zuséatzliche Kohlenstoffatome die
Isotopenzusammensetzung und damit das '*C/'C-Verhaltnis der Substanz ver-
andert, das Uber eine Umrechnung'® korrigiert werden muss. Erginzend sei die

Korrekturgleichung'® (Formel 8.4-1) genannt.

13 13 13
8 “°Cs X Ng= & “Cs_derivat X Ns-derivat - O ~CperivatR X NDerivatR

n: Anzahl der Kohlenstoffatome im Derivat S: Substanz

S-derivat: derivatisierte Substanz DerivatR: Derivatisierungsreagenz

Formel 8.4-1: Korrekturgleichung fiir Anwendung einer Derivatisierung

8.4.1 Fluorierung

Bei Derivatisierungen mit fluorierten Verbindungen wie Trifluoracetat (TFA) oder Per-
fluorbutyraten (HFB) bilden sich die stabilen Fluoride CuF,, NiF,, die den Platin-
katalysator im Verbrennungsrohr irreversibel schadigen. Zusatzlich ist ein Isotopen-
effekt bekannt, der eine Abweichung zwischen errechnetem und ermitteltem §'3C-

Wert von bis zu -2,46 %. erreicht'®’.

8.4.2 Silylierung

Die Silylierung als Trimethylsilyl- (TMS) oder tert.-Butyldimethylsilyl- (tBDMS)
Derivate ist die am meisten angewendete Derivatisierungsmethode. Mit einer
Silylierung werden die meisten Kohlenstoffatome ins System gebracht werden. Es
findet keine Fraktionierung bei vollstandiger Umsetzung statt, da keine Kohlen-
stoffgruppe an der Reaktion beteiligt sind'®’. Ist die Silylierung unvollstindig, kdnnen
Mono-, Di- und Tri-TMS-Derivate und cis-/trans-Isomere entstehen®. Auch wird von
der Entstehung von Enol-TMS-Ethern berichtet'®. Zur vollstandigen Derivatisierung
sind Temperatur und Dauer der Derivatisierung von enormer Bedeutung. Beide
Parameter sind fir jede Substanz individuell zu testen. Wahrend Nortestosteron bei
80°C spontan und ohne Zerfallsprodukte abhangig von der Zeit zum TMS-Derivat
umgewandelt wird, wird die vollstdndige Derivatisierung des Methyltestosteron-TMS-
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Derivat erst nach 40 Minuten erreicht und die des Boldenon bereits ab 20 Minuten.
Die zuletzt genannten TMS-Derivate bauen sich nach Erreichen der vollstandigen
Umsetzung wieder ab ™.

Durch die Verbrennung silylierter Substanzen entsteht SiO,, das sich auf den

180 Dadurch kdnnen Reoxidation und

Drahten des Oxidationsrohres ablagert
Gasfluss und damit das Isotopenverhaltnis beeinflusst werden. Dieses Phanomen ist

jedoch abgangig von den zur Messung verwendenden Geraten.Methylierung

8.4.3 Methylierung

Methylierungsreagenzien sind Diazomethan oder BFs/Methanol. Da bei beiden
Reagenzien das Kohlenstoffatom im letzten Schritt eingefligt wird, ist eine
Fraktionierung mdglich, wenn keine quantitative Umsetzung erfolgt. Da die
Dissoziation der Diazogruppe der limitierende Schritt ist, ist eine quantitative
Umsetzung nicht durch einen Uberschuss an Reagenz, sondern nur durch
Verlagerung des limitierenden Schrittes mit entsprechenden Reaktionsbedingungen
moglich. Die Methylierung mittels Uberschissigem Alkohol und BF; als Lewis-Saure
verlauft jedoch quantitativ. Aber mit BF; als fluoridhaltiges Reagenz wird der

Platinkatalysator geschadigt'®®.

8.4.4 Acetylierung

Bei der basenkatalytischen Acetylierung liegt Essigsaureanhydrid als Reagenz im
Uberschuss vor. Das Derivatisierungsreagenz hat zwei Reaktionszentren'®?, die von
der Substanz nucleophil angegriffen werden. Da dies der limitierende Schritt ist'®’,
kann es zu einer Fraktionierung kommen, selbst wenn die Umsetzung quantitativ
erfolgt.

In der Literatur werden aber auch effektive gaschromatographische Trennungen un-

derivatisierter Steroide beschrieben'’”:192:193,194,195

8.5 Verhalten der Substanzen auf der GC-Siule

In Abbildung 8.5-1 ist die gaschromatographische Auftrennung des CO,-Peaks in
3C0, und "®CO; dargestellt'*®. Das Verhéltnis der beiden Massenspuren m/z 44 und
m/z 45 wird kontinuierlich errechnet und als ,ratio, ,S-Form“ oder auch als ,swing"
dargestellt. Das Massesignal m/z 45 lauft dem Massesignal m/z 44 zwischen 50 und

150 ms, abh&ngig von der Substanz und vom Tréigergasfluss, voraus®" 97198199
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Beim Verhaltnis von m/z 46/44 zeigt sich dieses Phanomen nicht, denn diese
zusatzliche Masse stammt vom Sauerstoff aus der Verbrennung nach der GC-
Trennung'®®. Der Referenzgaspeak hingegen hat keine S-Form, da das CO, direkt

ins MS eingeleitet wird.

Das Zustandekommen der S-Form liegt darin begriindet, dass das schwerere *CO,

friher eluiert als das leichtere 'CO, Dies nennt man auch den chromato-

«200,201,202

graphischen Isotopeneffekt oder auch inversen Isotopeneffekt Beim

,normalen Isotopeneffekt eluiert das leichtere Isotop zuerst?®2.

2.0

=
o

Intensity {volts)

5 10
Time (s)

Abbildung 8.5-1: Darstellung des GC-Peaks von 3C0, und 2CO,,
unten: Darstellung ratio *C/**C als swing, nach "**

Die Ursache des chromatographischen Isotopeneffektes liegt bei der Gaschromato-
graphie in den zwischenmolekularen Wechselwirkungen zwischen den Phasen,
wenn die Van-der-Waals-Krafte Uberwiegen. Substanzen mit schwereren Isotopen

eluieren aufgrund der schwacheren Van-der-Waals-Krafte friiher>?-94:202:203.204

Allgemein beruht die gegenseitige Anziehung der MolekUlle und der stationdren

50



Phase auf dem Wechsel der induzierten Dipole. Die Ausbildung der induzierten
Dipole nimmt mit zunehmender Molekilgr6Be zu, da die Elektronen leichter
verschiebbar sind®®. Schwerere Isotope weisen ein kleineres Molekilvolumen?®® auf
und damit eine héhere Bindungsstarke, was schwéachere Van-der-Waals-Kréfte

bedeutet™.
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9 Zielsetzung
Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, eine Aufarbeitungsmethode zur komponenten-

spezifischen Kohlenstoffisotopenmessung von Nortestosteron und eines Precursors
zu entwickeln. Das '3C/'?C-Isotopenverhéltnis bzw. die &§'*C-Werte von Nor-
testosteron sollten mittels Stabilisotopen-Massenspekirometrie und gaschromato-
graphischer Kopplung (GC/C/IRMS) in einem geeigneten Untersuchungsmaterial des
Ebers bestimmt werden, um eine illegale Anwendung von Nortestosteron nach-

weisen zu kdnnen.

Zuerst sollten deshalb die 8'*C-Werte des im Eber vorkommenden Nortestosterons
bestimmt werden. Ebenso sollten die §'°C-Werte von Nortestosteron aus unter-
schiedlichen Nortestosteronpraparaten bestimmt werden, die fir eine mdgliche Mast-

leistungsférderung angewendet werden.

Da der im Futter enthaltene Kohlenstoff gleichzeitig der Kohlenstoff ist, der im Orga-
nismus zur Steroidbiosynthese verwendet wird, sollten deshalb nur Eber untersucht
werden, die standardisiertes Futter erhalten haben und aus demselben Gebiet
stammten, um eine BezugsgrdBe fir das '*C/'?C-Verhiltnis von Nortestosteron zu
erhalten.

Ein weiteres Ziel bestand darin, eine geeignete Substanz als Precursor (Vorlaufer)
der Nortestosteronbiosynthese beim Eber zu identifizieren und ebenfalls das '*C/'?C-
Verhdltnis zu bestimmen. Dadurch kann bei entsprechend groBer Differenz der §'°C-
Werte zwischen dem Precursor und Nortestosteron eine illegale Anwendung nachge-
wiesen werden, ohne die Futterzusammensetzung und die Herkunft der Tiere zu

kennen.

Dazu sollte eine Aufarbeitungsmethode entwickelt werden, die es ermdglicht, einen
Extrakt mit hoher Konzentration des gesuchten Analyten ohne Veradnderung des
'3C/"2C-Isotopenverhaltnisses zu liefern. Firr die GC/C/IRMS-Messung ist neben
dieser fraktionsfreien Aufarbeitung eine Basislinientrennung der gaschromato-
graphischen Signale zwingend. Gleichzeitig darf das Signal nur aus dem CO, der
gesuchten Substanz stammen.

Da bei jedem Aufreinigungsschritt potentiell Isotopenfraktionierungen auftreten
kénnen, sollten bei der Aufreinigungs- und Messmethode mdglichst wenig Schritte
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durchgefihrt werden. Deshalb sollte geprtift werden, ob man auf eine Derivatisierung
fir die Messung verzichten kann.

Die Extraktion sollte so durchgeflihrt werden, dass der gewonnene Extrakt fir die
Quantifizierung sowohl von Nortestosteron als auch des Precursors geeignet ist.

Da die aufgenommene Wassermenge der Tiere vor der Schlachtung einen Einfluss
auf die Konzentration der Steroide im Urin haben kénnte, sollte ein Bezugsparameter

fir den Gehalt an Nortestosteron in der gewahlten Matrix bestimmt werden.
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Ergebnisse und Diskussion

10 Einleitung und Uberblick
In der vorliegenden Arbeit konnte eine Aufarbeitungs- und Messmethode entwickelt

werden, die geeignet ist, die '*C/'?C-Verhaltnisse von Nortestosteron aus Eberurin
zu bestimmen. Ebenfalls konnte als biosynthetische Vorstufe von Nortestosteron das
Steroid Dehydroepiandrosteron (DHEA) ermittelt und dessen '*C/'2C-Verhaltnis
bestimmt werden. Auf die Arbeitsschritte der Festphasenextiraktion und der
Derivatisierung konnte dabei verzichtet und mdgliche Isotopenfraktionierungsre-

aktionen schon zu Beginn ausgeschlossen werden.

Neben Nortestosteron und DHEA als Precursor konnten andere Steroide identifiziert
werden, die ebenfalls im Urin vorkommen. Die Aufarbeitungsmethode erlaubt die

gleichzeitige Quantifizierung der beiden Steroide.

Das Cleanup beinhaltete die Schritte () enzymatische Konjugatspaltung, (Il) Flissig-/
Flussigextraktion, (lll) semipraparative NP-HPLC-Aufreinigung und (IV) semi-
praparative RP-HPLC-Aufreinigung.

Die sich daran anschlieBenden Messmethoden waren (V) GC/FID-Messung zur
Bestimmung der Konzentration und (VI) GC/MS-Messung zur Reinheitsprifung der
Peaks. Die eigentliche Bestimmungsmethode des '3C/'2C-Verhaltnisses erfolgte
mittels GC/C/IRMS-Messung (VII).

11 Methodenentwicklung der Messmethoden

11.1 Ermittlung und Optimierung der GC-Parameter

11.1.1 GC-Siule

Die Basislinientrennung der Steroide ist eine Grundvoraussetzung fir die
GC/C/IRMS-Messtechnik. Die Trennsaule im Gaschromatographen muss deshalb so
beschaffen sein, dass eine Basislinientrennung mehrerer Substanzen, die im ge-
reinigten Probenextrakt vorliegen, erreicht werden kann. Da die Zielsetzung eine
Messung von underivatisierten Steroiden war, musste die Saule zusatzlich eine

optimale Trennungsleistung fir underivatisierte Steroide aufweisen. Durch die
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Schwerflichtigkeit der Steroide war gleichzeitig festgelegt, dass die Saule eine hohe
Temperaturstabilitat besitzen musste.

Die einzelnen Substanzen zeigen auf der Saule jeweils ein anderes Elutions-
verhalten. Aus diesem Grund wurde die Trennleistung verschiedener GC-Séaulen
(polar, mittelpolar und unpolar) mit verschiedenen Substanzzusammensetzungen
getestet. Der Auswahl der dazu bendtigten Steroide lagen die Substanzen des
Ringversuches fiir das EU-Projekt ,ISOSTER*?’” zugrunde, da in der Literatur bei
Beginn der Arbeit weder Metabolite noch Vorstufen von Nortestosteron im Eberurin
vorlagen. Ergédnzt wurde die Auswahl mit Nortestosteron und einigen 19-
Norsteroiden anhand unterschiedlicher funktioneller Gruppen und der Methylgruppe
an C-10. Die Zusammensetzung der einzelnen Testgemische ist in Tabelle 11.1-1

zusammengefasst.

Mischungen Substanzen

Testmix NA (Norandrogene) | Nortestosteron, Epinortestosteron, DHEA, Androstendion, Norandrostendion

DHEA, Testosteron, Epitestosteron, Androsteron, Epiandrosteron, Etiocholanolon,

Testmix A (Androgene) )
5a-Androstan-3B,17B-diol

Mix E (Estrogen) Estron, Estradiol, Epiestradiol

Mix NAA Mix A (auBer 5a-Androstan-38,17B-diol) + Mix NA

Mix A + Mix NA + 5-Androsten-38, 17B-diol und 5-Androsten-3B, 17a-diol sowie
5a-Androstan-38, 1783-diol und 5a-Androstan-38, 17a-diol

MIX NAAD

Tabelle 11.1-1: Zusammensetzung der Testgemische fiir die Uberpriifung der GC-Trennung

In der vorliegenden Arbeit erflllte eine 30 m lange HP-5MS Hauptsaule mit einer
Filmbelegung von 0,25 um aus 5% Diphenyl-, 95% Dimethylsilicone Copolymer die
genannten Kriterien. Die Saule mit einem Innendurchmesser (ID) von 0,25 mm wies
ein geringes Saulenbluten auf. Sie wurde mit einer 2,5 m langen methyldeaktivierten
Vorséaule (0,32 mm ID) verbunden.

Far die Chromatographie wurde das unpolare Lésungsmittel Cyclohexan verwendet.

208 gaule

Far die Versuche wurde als mittelpolare Saule die am CVUA hergestellte
OV-1701 (14% Cyanopropylphenyl-, 86% Methylpolysiloxane Copolymer) verwendet.

Nach Matthiesen et al.'®® liefert diese Saule die beste Trennung fiir underivatisierte
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Steroide. Auch bei GC/C/IRMS Analysen wurde von einer Anwendung dieser

Saulenbelegung berichtet'’®.

Aufgrund der polaren Gruppen der Steroide wurden auch polare Optima® Delta
Saulen (Optima® Delta 3 und Optima® Delta 6) von Macherey-Nagel getestet. Die
Saule besteht aus quervernetzten Methylphenylpolysiloxan-Blockpolymeren de-
finierter Zusammensetzung. Polare Analyten sollen in der stationaren Phase ein
Dipolmoment induzieren, so dass die Molekile starkere Wechselwirkungen mit der
Phase zeigen. Macherey-Nagel nennt dies ,Autoselektivitat” und gibt den Optima®

Delta Séulen die Eigenschaft der ,probenabhangigen Polaritat?°.

Die Trennséaulen wurden nicht mit einer Vorsdule versehen, da es sich bei den

Versuchslésungen um Standardiésungen handelte.

Die Chromatogramme der Testsubstanzen auf den verschiedenen Saulen OV-1701,
Optima® Delta 3, Optima® Delta 6 sind vergleichsweise in Abbildung 11.1-1
untereinander angeordnet. Die Chromatogramme sollen nur einen allgemeinen Uber-
blick Gber die Trennleistung geben. Es wurde daher auf die Beschriftung der

einzelnen Substanzen verzichtet.
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Abbildung 11.1-1: GC/FID Chromatogramme der Testgemische auf verschiedenen Siulen: links:
OV- 1701, Mitte: Optima® 83, rechts: Optima® &6

Die mittelpolare Saule OV-1701 zeigte die beste Trennleistung. Es konnten die Epi-
mere am C-17 des Steroidgerlstes Testosteron und Epitestosteron, Androsteron und
Epiandrosteron, Nortestosteron und Epinortestosteron erfolgreich getrennt werden.
Sogar die im Vergleich zu allen anderen Substanzen polarsten Verbindungen, die
Estrogene Estron, Estradiol und Epiestradiol in Mix E konnten getrennt werden.

Die Optima® Delta 6 Siule zeigte die schlechteste Trennleistung bei den

verwendeten Testsubstanzen. Die Optima® Delta 3 konnte die Testmischungen
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besser trennen, jedoch co-eluierten die Substanzpaare Androsteron und DHEA, Nor-
testosteron und Norandrostendion sowie Testosteron und Androstendion.

Im Gegensatz zur schlechten Trenneigenschaft der Optima® Delta 3 Saule in der vor-
liegenden Arbeit, wird in einer parallelen Untersuchung wéahrend des Projekt-

1.2'% von einer Eignung der Optima® Delta 3 Saule fir

zeitraums von Hebestreit et a
die GC/C/IRMS Messung berichtet. Er fihrte die Untersuchung mit der Einzel-
substanz Norandrosteron auf einer Optima® Delta 3 Saule mit einer Lange von 17 m
durch. Hebestreit et al. nennen keine signifikanten Unterschiede zwischen einer HP-

5MS (30 m, 0,25 mm ID, 0,25 pm Filmbelegung) und der Optima® Delta 3 Saule.

Da jedoch mit zunehmender Lange der Trennsaule die chromatographische
Trennung besser wird, kann davon ausgegangen werden, dass in der vorliegenden
Arbeit mit einer kiirzeren Optima® Delta 3 Saule kein besseres Trennergebnis hétte

erreicht werden kénnen.

Im Saulentest zeigte sich die OV-1701 zwar zun&chst als die S&ule mit der besten
Trennleistung, nach nur wenigen Injektionen des aufgearbeiteten Urinextraktes ver-
ringerten sich jedoch die Signalintensitaten deutlich. Die daraufhin verwendete un-
polare Saule HP-5MS zeigte ebenfalls eine gute Trennleistung mit gleich bleibender
Signalintensitat.

Aus der Literatur geht hervor, dass die mittelpolare Saule OV-1701 und die unpolare
Saule HP-5 gleichermaBen angewendet werden. In der Trennleistung scheinen sich
beide nicht sehr zu unterscheiden.

Abhangig von den zu untersuchenden Substanzen ist flr zukinftige Arbeiten auch
eine Kopplung verschiedener Saulen mit unterschiedlicher Polaritat und unter-
schiedlicher Lange denkbar.

11.1.2 Auswahl der Injektionstechnik

Far das GC/C/IRMS System wird eine absolute Kohlenstoffmenge von 10 ng pro In-
jektion zur Bestimmung des 'C/'?C-Verhaltnisses bendtigt. Jeder Substanzverlust
und die damit magliche '*C/'2C-Fraktionierung durch den Injektor® ist zu vermeiden.

Werden die Substanzen zuerst im SSL-Injektor (Split Splitless Injektor) Uber den
Liner verdampft und gelangen als Gas auf die GC-Saule, bleiben die Steroide bereits
an kleinen ,aktiven“ Stellen durch Rekondensation haften. Die schwerfliichtigen
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Steroide sind diesbezlglich besonders empfindlich. Bei der kalten On Column
Technik gelangen die Substanzen ohne Verluste direkt auf die Trennsaule. Gerade
bei hoch siedenden Substanzen wie den Steroiden ist eine kalte On Column Injektion
die beste Wahl?'"?'2, Zukiinftig wird kalte die On Column Injektion als ,On Colmn®

Injektion bezeichnet.

In der Tabelle 11.1-2 sind die Ergebnisse des Vergleiches zwischen On Column
(OC) Injektion und SSL-Injektion (90 Sekunden splitless time) zusammengestellt. Es
handelte sich dabei um Einzelbestimmungen. Durch die Injektion mit dem SSL-In-
jektor wurden substanzabhangige Verluste beobachtet. Vor allem bei den Estrogen
traten Verluste bis zu 96 % auf. Ein Vergleich der Signalhéhen von acetylierten
Derivaten bei der SSL-Injektion mit den Signalhéhen der underivatisierten Steoride
bei der On Column Injektion zeigte, dass selbst bei acetylierten Steroiden die SSL-
Injektion die kleineren Signale lieferte. Aus diesem Grund wurde flr die Analyse der
Steroide die On Column Injektion ausgewahlt.

On Column SSL

Signalhéhe [mV] | Flache [mV*min] | Signalhéhe [mV] | Flache [mV*min] | Verlust [%]
DHEA 200 7,9 95 4,6 42
DHEA-acetat 250 10,5 150 6,9 34
Etiocholanolon 250 8,4 95 4.6 45
Epiandrosteron 425 16,5 110 6,1 63
Epitestosteron 210 8,1 65 3,3 60
Estradiol 200 4,4 2,5 0,2 96
Estradiol-acetat 160 6,9 50 2,6 63
Estron 140 7,3 10 1,0 86
Estron acetat 180 7,6 60 3,3 60
Nortestosteron 160 6,6 40 2,3 66
Nortestosteron-acetat 180 8,6 70 3,7 57
Testosteron 180 10,5 80 4.6 57
Testosteron-acetat 200 9,1 70 4,4 52

Tabelle 11.1-2: Vergleich der OC- und SSL-Injektion; Substanz je 10 ng/ul
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11.1.3 Temperaturprogramm, Trigergas und Trigergasfluss
Es ergaben sich mit folgenden Temperatur- und Tragergasflusseinstellungen die
besten Trennbedingungen:

Die Probe wurde 10°C unterhalb der Siedetemperatur des Lésungsmittels (80°C bei

Cyclohexan) schnell?'

injiziert. Die GC-Temperatur wurde bei 70°C eine Minute ge-
halten. Das Temperaturprogramm hatte zwei Aufheizraten. Im ersten Temperaturan-
stieg mit 25°C/Minute bis zu einer Temperatur von 220°C sollten die nicht
interessierenden Extraktsubstanzen mdglichst schnell Uber die Saule gegeben wer-
den. Bei 220°C wurde eine Minute gehalten. Die zweite Temperaturerh6hung mit
5°C/Minute endete bei 320°C. Die eigentliche Auftrennung begann bei einer
Temperatur von 240°C. Die Ausheizzeit zur Reinigung der S&ule dauerte 12
Minuten. Als Tragergas wurde Helium mit einem konstanten Fluss von 1,2 ml/Minute

verwendet.
11.2 GC/C/IRMS Parameter

11.2.1 Modifikationen

Die Tatsache, dass Steroide schwerfliichtig sind und damit eine hohe Temperatur
zur Verdampfung bei der GC-Trennung benétigen und gleichzeitig an ,aktiven
Stellen“ teilweise irreversibel kondensieren, stellt hohe Anforderungen an das
GC/C/IRMS System. Das vom Hersteller gelieferte GC/C/IRMS System musste
modifiziert werden, damit Steroide ohne Substanzverluste auf diesem System ge-

messen werden konnten.

Die Modifikationen fanden am doppelten T-Verbindungsstick, am Oxidationsrohr
und am Reduktionsrohr statt. Mit den Modifikationen konnte ein dichtes und ein fir
Steroide geeignetes GC/C/IRMS-Systems geschaffen werden.

Bei der Lieferung sind die Kapillaren mit doppeltem T-Verbindungsstick, kurz T-
Stick, aus Metall verbunden und abgedichtet. In Abbildung 11.2-1 ist das T-Stlck
mit den vier miteinander verbundenen Kapillaren und dem Backflushventil zu sehen.
Im Messmodus (geschlossene Backflusheinheit) wird der vom GC kommende
Gasstrom am T-Stiick gleichzeitig in den Flammenionisationsdetektor (FID) und zum
Verbrennungsrohr geleitet. Bei offener Backflusheinheit gelangt der komplette
Gasstrom Uber die Backflushéffnung ins Freie.
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Backflusheinheit

Druckluft

zum Verbrennungsrohr

zum FID

!

Kapillarspiilungséffnung

Backflushéffnung

ifj— vom GC -

Abbildung 11.2-1: T-Stiick mit Backflusheinheit im Lieferzustand

Der Teil des Gasstromes (ca.10 %), der in den FID gelangte, stand fiir die Messung

am IRMS-Detektor nicht mehr zur Verfligung. Um diesen Substanzverlust zu ver-

meiden, wurde die Verbindung zum FID getrennt.

Die verbleibenden drei zu verbindenden Kapillaren wurden statt des T-Stlicks mit

einem deaktivierten 3-Wege-Pressfit aus fused silca verbunden und mechanisch mit

Hilfe einer Bogenkonstruktion (SeCure™ ,Y“Connector® von Restek) stabilisiert (Ab-

bildung 11.2-2).

ffnung

Abbildung 11.2-2: SeCureTM ,,Y*“Connector® von Restek

62



Die Schaltung des Backflushventils geschieht mit Druckluft. Bei jedem Offnen und
SchlieBen des Backflushventils gelangten DruckstéBe auf das 3-Wege-Pressfit, die
aber durch die mechanische Stabilisierung abgefangen werden konnten. Das
System blieb an dieser kritischen Stelle auch bei hohen Temperaturen erst nach der
mechanischen Stabilisierung durch die Bogenkonstruktion dicht.

Der Versuch, das 3-Wege-Pressfit ohne Connector mit einem temperaturbestandigen
Graphitkleber zu befestigen, zeigte sich wegen des hohen CO.-Signals als un-

realisierbar.

Auch der Einbau des Glasdoms?'* anstelle des Pressfits zeigte keine Verbesserung
an der Dichtigkeit.

Eine weitere Modifikation wurde an der Verbindungsstelle zum Oxidationsrohr vorge-
nommen. Im Lieferzustand war die GC-Kapillare tber eine Valco-Verschraubung aus
Metall mit dem Oxidationsrohr aus Keramik so verbunden, dass die Kapillare auf der
einen Seite des Valcos endete und das Oxidationsrohr auf der anderen Seite be-
gann. Beide waren durch eine kleine Offnung verbunden. Die Drahte, auf denen die
Verbrennung der Substanzen stattfindet, befinden sich jedoch nicht an dem Ende
des Keramikrohres, das an das Valco anst6Bt, sondern in dem weiter innen
gelegenen Bereichs des Rohres, der sich in der Heizeinheit befindet. Bis die
eigentliche Verbrennung der gasférmigen Substanzen stattfand, musste diese zuerst
mit dem Heliumstrom an die heiBeste Zone gelangen.

Damit die gasférmigen Substanzen aus der gaschromatographischen Einheit direkt
bis an die heiBeste Zone der Verbrennung gefihrt werden konnten, musste die
Bohrung des Valcos vergréBert werden. Die Modifikation ist in Abbildung 11.2-3
dargestellt. Gleichzeitig musste die Polyimidschicht der Kapillare ca. 2 cm abge-
brannt werden, damit kein zusatzliches CO, von der GC-Saule verbrannt wird.

von Fused silica

Verbrennungsrohr Keramikrohr

befreite Kapillare
/ GC-Seite

\
Durchgang

Abbildung 11.2-3: modifizierte Valco-Verschraubung im Verbrennungsofen
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Durch diese Anderung wurde eine signifikante Steigerung der Signalintensitét er-
reicht, da kéltere Stellen, an denen die Steroide kondensieren konnten, Uberbrickt

wurden.

FUr die dritte Modifikation wurde das Reduktionsrohr ausgebaut, um das Totvolumen
zu reduzieren. Das Reduktionsrohr ist zwischen dem Oxidationsrohr und der
Nafion®-Membran lokalisiert. Es dient zum einen zur Entfernung des NOx, das bei
der Verbrennung des Stickstoffs entsteht. Die entstehenden NOx sind nur bei der
Stickstoffbestimmung stérend. Zum anderen wird Gberschissiger Sauerstoff entfernt,
der aus dem Cu,O des Oxidationsofens frei wird. Da bei der Messung nur die
Kohlenstoffisotope relevant waren, konnte auf das Reduktionsrohr verzichtet werden.
Lediglich der Sauerstoffuntergrund war nun leicht erhéht, was aber die Messung

nicht beeinflusste.

11.2.2 Signalintensitit

Je héher die Signalintensitat, desto geringer ist die Streuung des §'*C-Wertes. In der
Abbildung 11.2-4 ist die Abhangigkeit der Streuung des §'°C-Wertes gegen die Sig-
nalintensitat, die abhangig ist von der Menge des CO.-Gases, dargestellt. Fir eine
hinreichend prazise Messung des &'°C-Wertes musste eine Spannung von

mindestens 1000 mV erreicht werden.
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Abbildung 11.2-4: §C des CO,-Referenzgassignals in Abhiingigkeit von der
Signalhéhe in mV; n=30 je Signalhihe, §"C = -35,550 %o (iiber EA/IRMS be-
stimmt)
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Dies war ab einer Injektionsmenge von 35 ng/ul Nortestosteron gegeben. Dies ent-
spricht einer absoluten Kohlenstoffmenge von 27,7 ng auf der Saule. In der vorlie-
genden Methodenentwicklung wurde diese Konzentration erreicht, indem der Extrakt
mit Stickstoff zur Trockene eingeengt und in Cyclohexan wieder aufgenommen wur-
de. Die Menge an Cyclohexan wurde abhangig von der tber die GC/FID-Messung
bestimmten Konzentration an Nortestosteron so variiert, dass eine Signalintensitat

von 1000 mV erreicht wurde.

Die far die vorliegende Arbeit bendtigte absolute Kohlenstoffmenge von 27,7 ng ist
die doppelte Menge, die in der Veréffentlichung der Ergebnisse des ISOSTER-Pro-
jektes von Buisson et al.?"® genannt wird. Dort wird bereits von Messungen bei 15 ng
absoluter Kohlenstoffmengen auf der S&ule berichtet. Die Ergebnisse beziehen sich
allerdings auf das Messsystem von GV Instruments, dem Isoprime. Bei diesem
System beginnt der lineare Bereich bereits bei 2 nA (entspricht 600 mV). Prévost et
al."®” nennen fiir das Isoprime eine Signalintensitat von 1,4 nA (420 mV). Hebestreit
et al.?" beschreiben in neusten Untersuchungen Messungen im Spurenbereich bei

einer Signalhdhe von 250 mV.

Die bendtigte Menge an Kohlenstoff flr die Messung im Linearitatsbereich ist
weniger abbhangig von der Aufarbeitung. Sie ist vielmehr abhangig von der Geréte-
spezifitdt und der Nachweisempfindlichkeit der Quelle. Die Nachweisempfindlichkeit
ist wiederum abhangig von der Anzahl der lonen pro Molekuil, die zur Messung
bendtigt werden. Bei der Nachweisempfindlichkeit der Quelle gibt es starke
systembedingte Unterschiede.

11.3 Einfliisse der Messtechnik auf den 8 *C-Wert

11.3.1 Aufkonzentrieren

Um die Signalintensitdt von 1000 mV zu erreichen, musste der Extrakt aufkon-
zentriert werden. Das Aufkonzentrieren verursachte keine messbare Isotopen-
fraktionierung, was aus den Versuchsergebnissen in Tabelle 11.3-1 hervorgeht.

Der Betrag der Differenz der Mittelwerte zwischen ,vor Abblasen” und ,nach Ab-
blasen“ betrugt fur Androstanon 0,11 %o, fir DHEA und Nortestosteron 0,21 %. und
fir Methyltestosteron 0,59 %.. Alle Werte lagen innerhalb des Streubereiches der
Standardsubstanzen (Androstanon + 1,43 %., DHEA * 0,83 %., Nortestosteron +
0,60 %., Methyltestosteron * 0,54 %., Bestimmung siehe Kapitel 15.4.2).
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Androstanon DHEA Nortestosteron Methyltestosteron

frisch | abgeblasen |frisch abgeblasen |frisch |abgeblasen |frisch abgeblasen
31,379 | -31,99 -29,13 -29,18 -29,06 -28,60 -30,35 -29,55
8"°C (%o) -32,01 -31,88 -29,611 -29,30 -29,00 -28,89 -30,10 -29,33
-31,77 -31,63 -29,68 -29,30 -28,88 -28,83 -30,01 -29,82
Xuw 8°C (%e) | 3172 | -31,83 -29,47 2926 | -28,98 | 2877 -30,15 -29,57
ts +0,26 +0,15 +0,24 +0,06 +0,07 +0,12 +0,14 +0,20

Differenz (%o) 0,11 0,21 0,21 0,59

Tabelle 11.3-1: 8 C-Werte der Standardsubstanzen (je 35 ng/ul) nach Abblasen (5 mal) unter N,

11.3.2 Gaschromatographie

Die Aussage®®, dass durch die Veranderungen der Peakform (tailing und leading)
wahrend der gaschromatographischen Trennung, Isotopenfraktionierung auftreten
kénnen, konnte nicht bestatigt werden. Veranderungen des GC-Flusses und der

Temperaturrate wirkten sich nicht auf den §'3C-Wert, sondern nur auf die Streuung

der §'3C-Werte aus.

In der Tabelle 11.3-2 sind die Ergebnisse der Temperaturanderung (230°C und
250°C) und der Tragergasflussanderung (0,9 ml/Minute und 1,2 ml/Minute) auf die
Parameter Retentionszeit (RT), Peakbreite (width), Signalintensitdt (Amp 44) und
8'3C-Wert vergleichend zusammengestellt. Die Anderungen wurden so gewahlt,
dass sie nicht auBerhalb des Messzeitfensters lagen und damit nicht mehr

vergleichbar gewesen waren.

Die Streuung des &'*C-Wertes der Substanzen wurde gréBer, je spater die Substanz
eluierte. Die Peakform wich starker von der optimalen GauBschen Verteilungsform
ab, je spater die Substanzen eluierten. Je friiher die Substanzen eluierten, desto
hdéher und scharfer waren die Signale und desto geringer war die Streuung der §'*C-
Werte. Dies fiel vor allem bei Methyltestosteron auf, das als letzte Substanz des
Standardgemisches eluierte. Bei den fir das Projekt gewahlten GC-Bedingungen flr
die Bestimmung des &'°C-Wertes von Nortestosteron und DHEA waren die

geringsten Streuungen im 8'3C-Wert zu beobachten.
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T (°C) Fluss (ml/Minute) RT (s) width (s) Amp 44 (mV) 5'C (%)
230 1.2 83606033 | 53,79+1,67 | 1500,14%133.17 | -31,53+0.15
240 0,9 862,1710.52 | 38.23:3.8 | 1941.71472,60 | -31,250.11
Androstanon 240 1,0 778,640,36 32,00+1,12 | 2829,39152,07 | -31,28%0,15
250 1,2 726.13+0,46 300,34 | 4603,71%336,51 | -31,08+0,14
230 1,2 1186031049 | 47112202 | 1121,71%454 | -29,53%0,15
DHEA 240 0.9 1129,1520,81 | 49.73+18 | 1512.71%51.08 | -29,16%0,11
240 12 1003,3710,47 | 42,53t2,34 | 1410,43129.8 | -29,30%0,15
250 1,2 888.0110,62 | 459+462 | 21628519587 | -29,17£0,13
230 1.2 1337,7+1,86 | 49,79t2.48 | 69571+57,34 | -30,05%0,35
240 0.9 1253,140,98 | 51,11£1,04 | 1040,43t42,18 | -29,53%03
Nortestosteron 240 1,2 1107,37:0,6 | 44,44+133 | 992,0t4886 | -29,73%0,13
250 1,2 960,5840,46 | 41,752,094 | 1307,33%69,13 | -29,190,26
230 12 1567,232,15 | 60,3148,89 578,0451,0 | -30,76+0,51
240 0.9 1441,74+1,15 | 58,07+1,98 | 880,71%51,95 | -30,39%0,66
Methyltestosteron 240 1,2 1265,310,66 | 49,03t2,34 | 834,34139.88 | -30,4210,44
250 1,2 1070,3310,49 | 43,95:531 | 1119,83+40.17 | -30,04%0,36

Tabelle 11.3-2: Vergleich der Parameter Retentionszeit (RT), Peakbreite (width), Signalhohe (Amp 44)
und §"*C-Wert in Abhiingigkeiten zu Temperatur- und Trigergasflussiinderung

11.3.3 Art des Messsystems

Die Bestimmung der 8'3C-Werte der Festsubstanzen (Standardsubstanzen) wurde
mit dem Isotopenverhaltnismassenspektrometer ermittelt, dem ein Element-
analysator (EA) statt eines Gaschromatographen vorangeschaltet war. Wahrend
beim EA/IRMS-System die Festsubstanzen verwendet werden kdnnen, miissen
diese, bevor sie auf das GC/C/IRMS-System aufgegeben werden kénnen, erst in
Lésung gebracht werden.

Um einen Unterschied der §'3C-Werte zwischen den Messsystemen EA/IRMS und
GC/C/IRMS festzustellen, wurden die Reinsubstanzen des Standardgemisches auf

beiden Systemen vermessen.

Nortestosteron von Sigma, das in der Standardlésung zur GC/C/IRMS-Messung ver-
wendet wurde, entspricht mit dem §'*C-Wert von -29,49 %. + 0,16 (n=8) dem am
EA/IRMS vermessenen §'°C Wert von -29,26 %o + 0,12 (n=8). Es zeigte sich dem-
nach kein signifikanter Unterschied im 8'°C Wert, wenn dieser (ber die Peripherie
EA oder GC bestimmt wurde. Jedoch ist die Streuung der §'3C-Werte, die Uber das

EA/IRMS-System ermittelt wurden im Vergleich zur Bestimmung Uber das
GC/C/IRMS-System geringer.
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12 Ermittlung des Probenmaterials und der Kontrollmaterialien

12.1 Probenmaterial

Bei dem Probenmaterial handelte es sich um Urine geschlachteter Eber ver-
schiedener Rassen (Deutsche Landrasse, Pietrain, Duroc und Deutsche Edelrasse)
aus einem Betrieb zur Eberleistungsprifung. Die Tiere erhielten einheitliches Futter
entsprechend der ,Richtlinie fiir die Stationsprifung auf Mastleistung, Schlacht-
kérperwert und Fleischbeschaffenheit beim Schwein“ vom 10.12.2003. Die im Inter-
net und Eigendruck verdffentlichte Richtlinie?'® ist eine Empfehlung des Ausschusses
far Leistungsprifungen und Zuchtwertfeststellung beim Schwein (ALZ) des Zentral-
verbandes der Deutschen Schweineproduktion (ZDS) und basiert auf der Ver-
ordnung Uber die Leistungsprifungen und die Zuchtwertfeststellung bei
Schweinen®”® sowie dem Tierzuchtgesetz?'’. Eine Beeinflussung des '*C/"*C-Ver-
héaltnisses durch unterschiedliches Futter kann deshalb bei den hier berichteten

Versuchsergebnissen ausgeschlossen werden.

Neben den Urinen konnten zuséatzlich Muskel- und Organproben einiger Tiere ent-

nommen werden.

Zur Auswahl einer geeigneten Probenmatrix fiir die Bestimmung des '*C/'*C-Ver-
haltnisses von Nortestosteron wurden Vorversuche durchgefihrt. Dazu wurden die
Gehalte von Nortestosteron in Leber, Niere, Hoden und Speicheldrise mit kon-
ventioneller GC/MS im Labor des CVUA?'® bestimmt.

In keiner Publikation wird von einer Untersuchung des Gehaltes an Nortestosteron in
der Speicheldriise berichtet. Der Eber setzt als einziges Tier das Pheromon
Androsten-16-3-on durch die Speicheldriisen in den Speichelschaum im Vorspiel als
Geruchsstimulans fir die Sau frei. Es lag die Annahme nahe, dass Nortestosteron
ebenfalls in hohen Konzentrationen in der Speicheldriise vorkommen kdnnte. Daher
wurde eine Speicheldriise auf den Gehalt an Nortestosteron untersucht. Jedoch wies
die Speicheldriise beim Vorversuch den niedrigsten Gehalt aller gemessenen
Matrices an Nortestosteron auf. In Tabelle 12.1-1 sind die Ergebnisse des
Vorversuchs dargestellt. Im Urin wurde mit Abstand der hdchste Gehalt an

Nortestosteron nachgewiesen, so dass Urin als Probenmatrix ausgewahlt wurde.
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Aus den in der Literatur genannten Werten geht hervor, dass im Fleisch der
Nortestosterongehalt mit 3,6 pg/kg®® 2’ und <0,3-13 pg/kg®® ?” sehr gering ist. Fleisch

wurde daraufhin nicht im Vorversuch untersucht.

Untersuchungsmaterial | Nortestosteron (pg/kg)
Speicheldrise 0,4

Leber 9,8

Niere 11,9

Hoden 8,3

Urin >1000

Tabelle 12.1-1: Nortestosterongehalte in verschiedenen Geweben und im Urin eines Ebers

Die Gehalte an Nortestosteron in Leber und Niere des Ebers, die in der vorliegenden
Arbeit bestimmt wurden, liegen innerhalb des Datenbereiches der Untersuchungen

von anderen Laboratorien, die fiir Leber?®?"'®” Niere?”'®” und Hoden?"'®" (siehe
Tabelle 6.6-1) bestimmt wurden. Insgesamt lagen die Werte im unteren Bereich der

Vergleichsdaten.

Die Nortestosterongehalte der oben genannten Organen sowie den weiteren
Matrices Plasma®: #’, Herz*’ und Galle®® stellten gegeniiber der Matrix Urin keine
signifikanten Mengen dar.

Der Urin wurde bei der Schlachtung von den Mitarbeitern der Landesanstalt fir
Landwirtschaft und Gartenbau des Landes Sachsen-Anhalt in Iden direkt aus der
Blase enthommen und sofort bei -20°C eingefroren. Die Muskel- und Gewebeproben
wurden entsprechend tiefgefroren. Die tiefgefrorenen Proben wurden einen Tag
spater auf dem Postweg versendet. Die Proben wurden bei der Ankunft im Hause bei
Raumtemperatur aufgetaut. Ein Aliquot von 15 g wurde abgewogen und bis zur
Aufarbeitung bei -20°C gelagert.

12.2 Festlegen des Precursors von Nortestosteron

Bei einer exogenen Nortestosteronanwendung wird Nortestosteron mit einem be-
stimmen '3C/'?C-Verhaltnis dem Organismus zugefiihrt. Die Vorlaufersubstanz der
Nortestosteronbiosynthese wird durch das exogene Nortestosteron und dessen
3C/12C-Verhaltnisses nicht beeinflusst. Um einen Nachweis einer illegalen
Nortestosteronanwendung zu erbringen, ist dieser Vorlaufer deshalb von
entscheidender Bedeutung.
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In der vorliegenden Arbeit wurde als biosynthetische Vorlaufersubstanz fir
Nortestosteron nach den Ergebnissen der qualitativen Analyse des Steroidprofils das
DHEA ausgewahlt. Eine detaillierte Darstellung ist dem Kapitel 14.1 zu entnehmen.
Verglichen mit den weiteren vorkommenden Steroiden lag DHEA in hoher Kon-
zentration im Urin vor. Die hohen Konzentrationen von DHEA im Eber ist mit dem
Delta 5-Weg zu erklaren. DHEA ist der direkte Vorlaufer der Testosteronbiosynthese
und der Delta 5-Weg ist der beim Eber bevorzugte Weg flr die Testosteronsynthese.
Uber Testosteron entsteht wie in Kapitel 6.5 besprochen das Nortestosteron.

Als Vorlaufer flir das Steroid Nortestosteron werden aber auch die Steroide

Norandrostendion'®’ und Estron'®® vorgeschlagen.

12.3 Kontroll- oder Blankurin mit Standards

Fur die Aufarbeitungskontrolle und die Uberpriifung einer méglichen Isotopen-
fraktionierung der Steroide sollte eine Matrix verwendet werden, die der Unter-
suchungsmatrix am ahnlichsten, aber frei von Steroiden, ist. Als Kontroll- oder

Blankurin wurde Kastratenurin ausgewabhilt.

Es zeigten sich nach der durchgefiihrten Aufarbeitung keine relevanten Steroid-
mengen, so dass der Kastratenurin als Kontrollurin geeignet war. Der Kastratenurin
stammte aus dem Schlachthof in Freiburg. Es handelte sich dabei um einen

Mischurin der geschlachteten Tiere.

In der Abbildung 12.3-1 ist das GC/FID Chromatogramm eines reinen Kastraten-
urins und eines mit den Kontrollstandardsubstanzen dotierten Kastratenurins darge-
stellt. Androstan-3-on, kinftig nur als Androstanon bezeichnet, wurde als interner
Korrekturstandard zur Quantifizierung verwendet. Androstanon wurde gewahlt, weil
es nicht im Eberurin vorkommt. Bei der Eberpheromonbestimmung in der Lebens-

mittelliberwachung?'® wird Androstanon als interner Standard verwendet.

Als Kontrollstandardsubstanzen wurden Nortestosteron und DHEA sowie Methyl-

testosteron festgelegt.

Methyltestosteron wurde als interner Standard zur Aufarbeitungskontrolle gewahilt,
da es physiologisch im Eberurin nicht vorkommt.
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Abbildung 12.3-1: GC/FID Chromatogramme der beiden Fraktionen 1 und 2 der NP-HPLC-Analyse
des Kastratenurins, links: Kastratenurin nur mit internem Standard (Methyltestosteron und An-
drostan-3-on), rechts: Kastratenurin mit internem Standard, Nortestosteron und DHEA
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13 Entwicklung der Aufarbeitungsmethode

13.1 Einleitung

Die Steroide werden wahrend des Metabolismus in der Phase Il-Reaktion entweder
glucuronidiert oder sulfatiert, damit sie Uber die Niere ausgeschieden werden
kénnen. Als Sulfat- und Glucuronid-derivat lassen sich Steroide schlecht bis gar nicht
nachweisen. Die Steroide sollten deshalb in einer ungebundenen Form vorliegen.
Dies wird erreicht, indem die Derivate entweder chemisch oder enzymatisch
gespalten werden.

Die Glucuronidderivate werden Uber eine enzymatische Hydrolyse freigesetzt. Das
daflr am haufigsten verwendete Enzym ist die B-Glucuronidase. Erhaltlich ist die B-
Glucuronidase in Enzymaufbereitungen aus Mollusken, aus Bakterien und aus der
Rinderleber. Die Molluskenaufbereitungen werden aus Helix pomatia (Weinberg-
schnecke), Patella vulgata (gemeine Napfschnecke) und Ampullaria (Frischwasser-
schnecke) hergestellt. Abhangig vom Hersteller gibt es die Aufbereitung der Helix
pomatia als lyophilisiertes Pulver oder als stabilisierte wassrige Form, welche in dem
Projekt verwendet wurde. Die Bakterienzubereitungen sind aus Escherichia coli
(E.coli) erhaltlich. Mdglich ist aber auch eine enzymatische Hydrolyse mit der
Protease Subtilisin A aus dem Bakterium Bacillus subtilis.

Aus der zusammenfassenden Aufstellung in Tabelle 6.6-1 auf den Seiten 40/41 wird
deutlich, dass in den publizierten Untersuchungen die Hydrolyse der Steroide mit
den unterschiedlichen Enzymen B-Glucuronidase und Subtilisin A durchgefiihrt wird.
Auch werden bei einer enzymatischen Hydrolyse mit B-Glucuronidase entweder
Zubereitungen aus E.coli oder aus Helix pomatia verwendet. In den Enzymzube-
reitungen aus Helix pomatia findet sich neben der B-Glucuronidase zusatzlich eine
Arylsulfatase. Im folgenden wird die Enzymzubereitung aus Helix pomatia nur als
Helix pomatia bezeichnet.

Obwohl bei der Steroidanalytik die Spaltung der Steroidderivate eine wesentliche
Rolle spielt, gibt es kein einheitliches enzymatisches Verfahren zur Freisetzung von
Nortestosteron bzw. anderer Steroide aus den Glucuronid- und Sulfat-derivaten.

Bei Untersuchungen, die im Rahmen der Dopingkontrolle durchgefiihrt werden, wird
hauptsachlich das Enzym aus E.coli verwendet, da nur die an Glucuronsaure
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gebundenen Steroide von Interesse sind'’®. Eine Spaltung der an Schwefelsaure
gebundenen Steroide ist nicht notwendig.

Am CVUA Freiburg werden die Proben fiir den Nationalen Rickstandskontrollplan
mit Enzymbereitung aus Helix pomatia behandelt. Die dafir verwendete Analysen-
methode entspricht der Entscheidung der Kommission 2002/657°%°. Viele Pub-
likationen zur GC/C/IRMS Analytik, beschreiben die enzymatische Hydrolyse mit
Helix pomatia'’®180-181.182.183 ~Aych jiingste Forschungsarbeiten von Poelmans et

al."®® und von Prévost et al.'®” werden ebenfalls mit Helix pomatia durchgefiihrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde fir die enzymatische Spaltung der glucuronidiert
vorliegenden Steroide die B-Glucuronidase aus dem Schneckenschleim der Helix
pomatia (Merck, Darmstadt; Glucuronidaseaktivitat: 40 Unit/ml; Sulfataseaktivitat: 20

Unit/ml; stabilized aqueous) verwendet.

An verschiedenen Matrices sollte Uberprift werden, welchen Einfluss die Enzym-
behandlung auf die Probe hat. Dazu sollte untersucht werden, wie hoch die
prozentuale Freisetzung von Nortestosteron und DHEA aus den Glucuronid- und
Sulfat-derivaten durch die Enzyme aus Helix pomatia und E.coli ist.

13.2 Hydrolyse mit B-Glucuronidase aus Helix pomatia

Die Hydrolyse mit Helix pomatia wurde mit Puffer und Kastratenurin als zwei
unterschiedliche Matrices und den Einwirkzeiten von 90 Minuten und 24 Stunden ge-

' wurde der Ver-

testet. Ausgehend von einem Priifverfahren des CVUA Freiburg®
such am pH-Optimum von 4,8 durchgefiihrt. Die Enzymaktivitat der Helix pomatia
liegt in einem breiten pH-Bereich von 4-7 und einem Temperaturbereich zwischen

4°C und 80°C??2,

In der folgenden Tabelle 13.2-1 sind die Ergebnisse der Hydrolyse der
Standardsubstanzen Nortestosteron-173-glucuronid und Nortestosteron-17p3-sulfat
sowie DHEA-3B-glucuronid und DHEA-3B-sulfat dargestellt. Die prozentuale
Freisetzung bezieht sich auf die nach der Hydrolyse frei vorliegenden Steroide
Nortestosteron und DHEA. Quantifiziert wurden die freien Steroide mittels GC/FID.

73



Matrix Kastratenurin Acetatpuffer Acetatpuffer
Temperatur; pH 45°C; 4,8 45°C; 4,8 45°C; 4,8
Reaktionszeit 90 Minuten 90 Minuten 24 Stunden

Steroidiei (%) n | Steroidsei (%) n | Steroidsei (%) n
Nortestosteron-173-glucuronid 78,9 1 |73,6 1(12,8+7,1 2
Nortestosteron-173-sulfat 2,0 1
DHEA-3B-glucuronid 60,0 1 |167,4+£1,0 2 | n.n. 2
DHEA-3B-sulfat 3,2 1

Tabelle 13.2-1: Konzentration von Nortestosteron und DHEA nach Spaltung der Glucuronid- und Sulfat-
derivate mit Helix pomatia in Kastratenurin und Puffer (Dotierungsmengen: 400 pg/kg, Enzymmenge 150

ub

Auffallend war, dass im Kastratenurin nur 2,0 % Nortestosteron und 3,2 % DHEA aus
den Sulfat-derivaten freigesetzt und nachgewiesen wurden. Da im Urin die Steroid-
sulfate mit der im Projekt verwendeten Enzymzubereitung aus Helix pomatia
praktisch nicht spaltbar waren, wurden keine weiteren Versuche in Puffer als Matrix
durchgefihrt.

Auch bei Untersuchungen von Le Bizec et al.??? konnten mit der Enzymzubereitung
aus Helix pomatia kein Nortestosteron aus Nortestosteron-173-sulfat freigesetzt
werden. Bereits in frihen Publikationen wird bei Mollusken nur von einer Spezifitat
der Sulfatase fiir 3p-Sulfate (wie z.B. DHEA) oder 5a- oder A°-Derivate®*® berichtet.
Auch wird berichtet, dass die Sulfatase aus Helix pomatia keine 17p3-Sulfate spalten
kann?2#24225226  Dashalb wurde bei den publizierten Untersuchungen an Steroid-

22,144,174,210,226

sulfaten entweder eine chemische Hydrolyse oder eine Solvolyse an

die enzymatische Hydrolyse angeschlossen.

Im Gegensatz zu dem Ergebnis dieser Arbeit, berichten Messeri et al.?*” von einer
nahezu vollstandigen Hydrolyse von DHEA-sulfat mit Helix pomatia. Jedoch wurde
gleichzeitig beobachtet, dass das freigesetzte DHEA um so schneller abgebaut wird,
je héher die eingesetzte Enzymkonzentration war. Diese Beobachtung machten auch

Graef et al.??,

Aus den Versuchen der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine Abhé&ngigkeit der
Steroidkonzentration von der Einwirkzeit. Bei 24 Stunden Einwirkzeit waren nur noch
12,8 % Nortestosteron und kein DHEA nachzuweisen. Auch andere Autoren??’-228

berichteten von einer abnehmenden Enzymaktivtat mit Zunahme der Einwirkdauer.
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Messeri et al.?*” beobachteten zusétzlich eine Abhangigkeit von der Zubereitung. Je
frischer die aus dem lyophilisierten Pulver hergestellte Enzymlésung war, desto
schneller wurde DHEA abgebaut.

Die unvollstandige Spaltung der Steroidkonjugate liegt zum Teil aber auch an der
Matix Urin selbst, da im Urin Hemmstoffen fir die Sulfatase und B-Glucuronidase be-

229,230,231 Beai den Versuchen der

richtet werden, die die Enzymaktivitdten hemmen
vorliegenden Arbeit war anhand der Einzelmessung kein Unterschied zwischen der
Matrix Urin und Puffer festzustellen. Inwieweit im Eberurin Stérstoffe vorhanden sind,
ist in weiteren Untersuchungen zu prifen. Zur Entfernung der Stérstoffe wird das
Absorberharz Amberlite XAD-2 vorgeschlagen®®. In einigen Publikation'®"%?* findet

es Anwendung.

Flr eine vollstandige Spaltung der Steroidkonjugate wird auch eine Kombination der

Enzyme aus Helix pomatia und Ampullaria vorgeschlagen®.

Graef et al.?® berichteten von einer Stabilitdt der Steroide wahrend der Lagerung
des Urins. Ein mdglicher Steroidabbau wahrend der Lagerung konnte somit ausge-
schlossen werden. Auch konnte in der vorliegenden Arbeit kein Abbau der beiden
Steroide Nortestosteron und DHEA durch die Enzymzubereitung beobachtet werden.
Ein moglicher Abbau wurde getestet, indem dem Kastratenurin Nortestosteron und
DHEA zugesetzt und entsprechend aufgearbeitet wurde. Die Wiederfindung flr
Nortestosteron lag bei 97,0 % + 15,6 und fir DHEA bei 104,9 % + 14,9 (siehe Ta-
belle 13.2-2).

Steroid WDF (%) £ s
DHEA 104,9 £ 14,9
Nortestosteron 97,0 £ 15,6

Tabelle 13.2-2: Kastratenurin mit DHEA und Nortestosteron (100 pl
einer Konzentration von 33,3 ng/kg) dotiert und mit 150 pl Enzym-
bereitung aus HP aufgearbeitet

In den Enzymaufbereitungen aus Mollusken wurden nicht nur die Enzyme B-Gluc-
uronidase und Arylsulfatase gefunden, sondern weitere Enzyme, die daflir verant-
wortlich gemacht werden, dass es zum einen zu unerwinschten Abbaureaktionen
kommen kann??22_ Zum anderen kann es auch zu Artefaktbildung kommen. Im
einzelnen handelt es sich bei der Enzymzubereitung von Helix pomatia um die
Enzyme 3B-Hydroxysteroid-Oxoreduktase und 3-Oxosteroid-5,4-Isomerase, die aus
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225233 nd aus

DHEA das Steroid Androstendion®**?%, aus Androstendiol Testosteron
Pregnanolon Pregnenolon®* bilden kann. Auch wurde eine Aktivitét fiir die Enzyme
6-Hydrolase, 6-Dehydrogenase und 6-Hydroxysteroidoxidase festgestellt?”. Die

Artefaktbildung ist zudem abhangig vom Hersteller?®® und der Lagerung®”’.

In Abbildung 13.2-1 sind die beschriebenen Artefaktbildungen dargestellt.

OH OH
Déji* Li}i
HO 0

Testosteron

5-Androstendiol

Androstendion

o H3G
—O0
—_—
HO
O

Pregnenolon Progesteron

Abbildung 13.2-1: Beschriebene Artefaktbildung

Untersuchungen Uber die Artefaktbildung zu Nortestosteron gibt es nicht, obwohl
Nortestosteron ebenfalls ein 3-Oxosteroid ist. Nortestosteron ist als Artefakt bei der
enzymatischen Hydrolyse mit Helix pomatia denkbar. In Abbildung 13.2-2 ist eine

mogliche Bildung von Nortestosteron aus 4-Estrendiol dargestellt.

OH OH
—_—
%
HO O

4-Estrendiol Nortestosteron

Tabelle 13.2-2: Mogliche Bildung von Nortestosteron
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Bei der mit der verwendeten Helix pomatia von Merck (Darmstadt, Deutschland) wur-
de Nortestosteron als Artefakt von 4-Estrendiol in einer Doppelbestimmung bei der
Matrix Puffer zu 26,95 % und bei Kastratenurin zu 15,5 % bestimmt (Tabelle 13.2-3).
Im Kastratenurin konnte Testosteron mit 6,2 % und Androstendion mit 3,9 % als

Artefakte nachgewiesen werden.

Nortestosteron (%) Mittel (%)
Puffer + 4-Estren-3p,173-diol 26,7 27,2 26,95
Kastrat Urin + 4-Estren-3f3,17p-diol 15,3 15,7 15,5

Tabelle 13.2-3: Prozentuale Artefaktbildung von 4-Estendiol unter Einwirkung von Helix pomatia

Da weder 4-Estren-38,178-diol noch Androstendion im Eberurin massenspektro-
metrisch nachgewiesen werden konnten, wurde Helix pomatia in der vorliegenden
Arbeit zur Hydrolyse verwendet. In parallelen Untersuchungen aus Belgien (2003)%*
Frankreich (2004)'®" und wurde Helix pomatia ebenfalls zur Hydrolyse von Nor-

testosteron-derivaten verwendet.

Ist allerdings in der zu untersuchenden Matrix das Steroid 4-Estren-33,17B-diol vor-
handen, ist eine Hydrolyse mit Helix pomatia nicht durchfiihrbar. Weitere mdgliche
Steroide zur Artefaktbildung waren 5-Estren-3p3,173-diol und 5-Estren-17p-ol, 3-on,

die aber beide auf dem internationalen Markt nicht zu erwerben waren.

Sind Testosteron und Progesteron die zu untersuchenden Substanzen, ist eine
mogliche Artefaktbildung mit der zu verwendenden Helix pomatia immer zu Uber-

prifen und gegebenenfalls mit der -Glucuronidase aus E.coli aufzuarbeiten.

Bei der Verwendung von Helix pomatia der Firma Serva aus Heidelberg (B-Glucur-
onidaseaktivitat: 7,8 Unit/ml; Sulfataseaktivitat: 12,1 Unit/ml) wird ebenfalls eine Arte-
faktbildung bei den Substanzen Androstendion, Testosteron und Pregnenolon be-
schrieben®®. Wird Helix pomatia von Boehringer Mannheim (B-Glucuronidase-
aktivitat: 100000 Fishman Units/ml (entspricht 4,5 Units/ml); Sulfataseaktivitat: 1000-
5000 Fishman Units/ml (entspricht 0,45-2,25 Units/ml)) verwendet, findet man sogar
bis zu 50-70 % Testosteron als Artefakt, bei Helix pomatia von Sigma

(Enzymaktivitaten sind nicht genannt) nur 0,1-0,2 %2,
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Keine Artefaktbildung aus DHEA in ethanolischer Lésung wird mit Helix pomatia der
Firma I'Industrie Biochimique Francaise in Clichy (B-Glucuronidaseaktivitat: 2000
Fishman Units/ml (entspricht 0,09 Unit/ml); Sulfataseaktivitadt: 20000 Roy Units/ml
(entspricht 0,35 Unit/ml)) DHEA beschrieben®*. Zur Ergénzung sei genannt, dass
diese Enzymaufbereitung ebenso keine Artefakte aus den 5-Pregnensteroiden 16a-
Hydroxypregnenolon und 21-Hydroxypregnenolon sowie den 5-Androstenen 16a-

Hydroxyepiandrosteron und 3,17B3-Dihydroxy-5-androsten-16-on liefert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei der Artefaktbildung und bei der
Spaltung der Steroidderivate die Enzymzubereitung und die Herkunft des Praparates
den groBten Einfluss hat. Es ist daher sorgfaltig auf die Eignung der Enzym-
zubereitung bei den zu analysierenden Steroiden und der verwendeten Matrix
abzuwagen. Vor allem im Spurenbereich ist eine Artefaktbildung wegen eines falsch

positiven Ergebnisses durch Hydrolyse mit Helix pomatia zu Uberprifen.

13.3 Hydrolyse mit B-Glucuronidase aus E.coli

Neben der enzymatischen Hydrolyse mit Helix pomatia wurde auch die Hydrolyse mit
E.coli Gberpruft.

Um zu sehen, ob sich durch die enzymatische Hydrolyse mit der B-Glucuronidase
aus E.coli eine bessere Freisetzung aus Nortestosteron-glucuronid und DHEA-
glucuronid ergibt, wurden in der vorliegenden Arbeit einige Versuche mit E.coli

durchgeflhrt.

Bei 5 Stunden Inkubation wurden 65,2 % Nortestosteron und 67,6% DHEA aus den
entsprechenden Glucuroniden freigesetzt. Wurde Kastratenurin statt Puffer
verwendet, wurden 65,5 % freies Nortestosteron und 77,2 % freies DHEA nachge-
wiesen. Im Gegensatz zur Hydrolyse mit Helix pomatia zeigte sich, dass die Re-
aktionszeit bei E.coli keinen Einfluss auf die Menge der freien Steroide hat.

Eine vollstdndige Hydrolyse konnte auch mit E.coli nicht erreicht werden.

Die nachfolgende Tabelle 13.3-1 zeigt die Ergebnisse im Uberblick.
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Matrix Puffer Puffer Urin Kastrat
Temperatur 37°C 37°C 37°C
pH 6,0 6,0 6,0
Reaktionszeit 5 Stunden 24 Stunden 5 Stunden
WDFjei (%) | n | WDFge (%) | n | WDFge (%) | N
Nortestosteron17-glucuronid 65,2 1] 61647 |2 65,5 1
DHEA-3B-glucuronid 67,6 £ 3,4 2| 78656 |2 77,2 1

Tabelle 13.3-1: Spaltung der eingesetzten Glucuronid-derivate von Nortestosteron und DHEA (je 100 pl
einer Konzentration von 100 ng/ul) mit 100 pl E.coli

13.4 Vergleich der Hydrolyse mit B-Glucuronidase aus Helix pomatia und E.coli

Um die B-Glucuronidase aus Helix pomatia und E.coli zu vergleichen, wurde die
Hydrolyse mit den beiden Enzymen durchgefihrt und sowohl die Konzentration als

auch die 5'*C-Werte von Nortestosteron der Urine vergleichen.

13.4.1 Einfluss der Hydrolyse auf die Konzentration von Nortestosteron

Auch bei der Aufarbeitung von Urin konnten keine Unterschiede in der Konzentration
an Nortestosteron zwischen der enzymatischen Spaltung mit E.coli und mit Helix

pomatia festgestellt werden.

So wurden bei einem Mischurin mit der Anwendung von Helix pomatia 593,4 ug/kg
Nortestosteron und von E.coli 514,1 ug/kg Nortestosteron nachgewiesen. Auch bei
einem Urin zeigte sich im Vergleich ein ahnliches Zahlenbild. Der Vergleich ist in der
Tabelle 13.4-1 dargestellt.

Mischurin Urin
HP E.coli HP E.coli
Hg/kg Hg’kg

593.4 | 514,2 | 393,1+27,5| 315,4+ 37,1
(n=1) (n=1) (n=6) (n=3)

Nortestosteron

Tabelle 13.4-1: Vergleich zwischen den Gehalten an Nortestosteron anhand der Aufarbeitung zweier
Eberurine mit B-Glucuronidase aus Helix pomatia und E.coli
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13.4.2 Einfluss der Hydrolyse auf den 8"°C-Wert

Es wurden die 8C-Werte von Nortestosteron beider enzymatischer Hydrolyse-
verfahren mit Helix pomatia und E.coli gemessen. Der §'3C-Wert von Nortestosteron
aus der Hydrolyse mit Helix pomatia wurde mit -26,26 %. = 0,23 (n=3) bestimmt. Der
5'3C-Wert von Nortestosteron mit E.coli wurde zu -25,92 %o + 0,15 (n=3) bestimmt.
Es konnte kein Unterschied am &'*C-Wert gemessen werden, die Ergebnisse lagen

im Bereich der Streuung fir Nortestosteron von * 0,6 %o.

Ob die §'*C-Werte fiir alle Steroide aller Matrices unabhangig der enzymatischen
Aufarbeitung mit Helix pomatia oder E.coli sind, ist damit nicht gezeigt und muss bei

entsprechender Fragestellung erneut untersucht werden.

13.5 Methanolyse

Eine chemische Hydrolyse, bei der gleichzeitig Glucuronide und Sulfate gespalten
werden, ist die in der Literatur?®22*32% peschriebene Methanolyse. Eine Anwendung
bei Urinen konnte in der Literatur nicht gefunden werden. Es wurde die Methanolyse
nur mit synthetischen Testosteron-derivate beschrieben.

Die Methanolyse wurde nach Tang et al.?*® durchgefiihrt, um zu testen, welche Aus-
beuten fir einige Derivate erzielt werden kénnen, um gegebenenfalls die chemische
Hydrolyse statt der enzymatischen Hydrolyse durchzufiihren. Die genannte Literatur-
stelle von Tang et al. wird in Bezug auf eine gleichzeitige Spaltung der Sulfat- und

Glucuronid-derivate in vielen Publikationen zitiert.

Nach der durchgefihrten Methanolyse im Puffer wurde die Menge an freiem
Nortestosteron aus synthetischen Nortestosteronverbindungen in Einzelbe-
stimmungen bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 13.5-1 dargestellt.

Substanz Hersteller Freies Nortestosteron (%)
Nandrolon 17-propionat Riedel-de Haén 102,1
Nortestosteron-hemisuccinat | Steraloids 33,8
Nortestosteron-decanoat Sigma 83,8

Tabelle 13.5-1: Ausbeute (%) aus synthetischen Nortestosteron-derivaten
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Wahrend Nortestosteron-17-propionat vollstandig freigesetzt wurde, konnte nach der
Methanolyse von Nortestosteron-hemisuccinat nur 33,8 % freies Nortestosteron

bestimmt werden.

Die Methanolyse wurde daraufhin mit Sulfat- und Glucuronidderivaten von Nor-
testosteron und DHEA (Variante A in Tabelle 13.5-2) durchgefthrt.

Zur Uberpriifung auf die Vollstdndigkeit der Methanolyse, wurde die Methanolyse mit
der 4-fachen Menge an Reaktionslésung und der 4-fachen Inkubationszeit (Variante
B) durchgeflhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13.5-2 zusammengefasst.

Variante A Variante B
Substanz _
Freies Nortestosteron (%) | Mittelwert (%)
Nortestosteron-173-glucuronid 30,7 32,2 31,45
Nortestosteron-173-sulfat 33,4 32,5 32,95
DHEA-3B-glucuronid 51,9 62 56,95
DHEA-3-sulfat 54,6 82,2 68,3

Tabelle 13.5-2: Ausbeute (%) aus physiologischen Nortestosteronderivaten

Eine vollstandige Hydrolyse der Nortestosteron- und DHEA-derivate konnte auch mit
der Methanolyse nicht erreicht werden. Weiter ist festzustellen, dass durch die
Methanolyse allgemein eine bessere Freisetzung von Nortestosteron aus den syn-
thetischen Nortestosteron-derivaten als aus den physiologischen Nortestosteron-
derivaten erreicht wurde.

Die Methanolyse war damit nach der durchgeflihrten Vorschrift fir das vorliegende
Projekt nicht geeignet.

Weiterfihrende Untersuchungen zur Methanolyse unter anderen Reaktionsbe-
dingungen sind anzustreben, da diese Hydrolysemethode die Summe der Gluc-
uronid- und Sulfat-derivate erfasst.

13.6 Clean up mit Hydrolyse und Fliissig-/Fliissigextraktion

Der Aufarbeitungsmethode der vorliegenden Arbeit lag eine Arbeitsvorschrift?®” aus
der Rlckstandsanalytik zu Grunde. Diese sieht keinen Aufreinigungsschritt Gber eine
Festphasenextraktion vor, sondern nur Uber eine FlUssig-/Flissigextraktion. Der
Vorteil der Flassig-/Flussigextraktion liegt in der einfachen Extraktion freier
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Steroide'”®. Auch lassen sich Androgene von den Estrogenen durch eine starke
Anderung des pH-Wertes trennen, indem der pH-Wert vom sauren in den stark
alkalischen Bereich verschoben wird. Der pK, der Estrogene liegt bei 10,728, so
dass die Estrogene im basischen Bereich in der dissoziierten Form vorliegen und in
die wéassrige Phase Ubergehen.

Bei einem Vorversuch mit Festphasenextraktion (SPE) konnte nach durchgefihrter
Extraktion kein Nortestosteron im Extrakt detektiert werden, so dass auf den Schritt

der SPE verzichtet wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurden die glucuronidiert und frei vorliegenden Androgene
untersucht. Die Aufarbeitung ist in Abbildung 13.6-1 schematisch dargestellt.

15 g Urin

v
Enzymatische Hydrolyse

(B-Glucuronidase aus Helix pomatia)

\ 4
LLE

A 4
NP-HLPC

(N(CH)5)

\ 4
RP-HLPC

A4 (C18)
GC/FID |

v
GC/MS

v
GC/C/IRMS

A

Abbildung 13.6-1: Aufarbeitungsschema

Der eingesetzte Urin (15 g) wurde mit Acetatpuffer auf das Optimum der Helix
pomatia eingestellt und mit der B-Glucuronidase aus Helix pomatia versetzt, um die
Steroid-glucuronide zu hydrolysieren. Die Urinprobe wurde mit Acetonitril homo-
genisiert. Die Steroide wurden durch Aussalzen von der wéassrigen in die organische
Phase Gberfuhrt. Durch das Aussalzen mit NaCl, dem so genannten ,Aussalzeffekt,
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wurde die Loslichkeit der Steroide in der wassrigen Phase aufgrund zunehmender
Dichte zurlickgedrangt, so dass diese vermehrt in die organische Phase Ubertreten
mussten. Dabei lag NaCl nicht vollstandig geldst vor.

Dieser Rohextrakt®*®

war Ausgangspunkt fir die darauf folgende Flissig-/Flissig-
extraktion. Die organische Phase wurde mit einem Butylmethylether/Hexan-Gemisch
ausgeschittelt, in der Konzentrationszentrifuge eingeengt und aufkonzentriert.
Anschliessend wurden die Estrogene durch Zugabe von NaOH im alkalischen

Bereich abgetrennt.

13.7 Semipriaparative NP-HPLC-Fraktionierung

Der Herstellung des gereinigten Rohextraktes folgten weitere Reinigungsschritte
Uber verschiedene HPLC-Systeme. Bei dem ersten HPLC-System wurde eine
Chromatographie auf einer Normalphase (NP) durchgeflhrt, die in der Literatur far
die Steroidanalytik beschrieben wird''>?*°. Eine Normalphasenséule besitzt eine
polare stationdre Phase und eine weniger polare bzw. unpolare mobile Phase'®.

Mit dem HPLC-System, bestehend aus einer Dimethylaminopropyl-Vorsaule und
einer Dimethylaminopropyl-Normalphase als Hauptsdule konnte Nortestosteron von
unerwinschten Urinbestandteilen, den Matrixkomponenten, abgetrennt werden. Als
mobile Phase wurde das Hexan/Isopropanol-Gemisch (96/4, v/v) verwendet. Die NP-
HPLC-Fraktionierung wurde mit einem L&sungsmittelgradienten durchgeflihrt (siehe
Tabelle 18.8.1 in Kapitel 18.8.3)

FOr Nortestosteron konnte bereits nach dieser ersten Aufreinigung durch das NP-
HPLC-System konnte eine geeignete Messlosung fir das GC/C/IRMS-System
erhalten werden. Nortestosteron wurde wahrend der HPLC-Analyse als Substanz-
peak in einem bestimmten Zeitfenster fraktioniert (Fraktion 2) und in einem separaten
GefaB aufgefangen. DHEA (Fraktion1) wurde zusammen mit Methyltestosteron in
einem anderen zeitlichen Schnittfenster als Nortestosteron fraktioniert und
gesammelt (siehe Tabelle 18.8.2 in Kapitel 18.8.3).

Die Zeitfenster wurden Uber einen externen Standard (siehe Kapitel 18.4.3.2), kurz
ESTD, bestimmt, so dass jeweils der komplette Substanzpeak erfasst wurde. Da es
durch Matrixbelastung zu Retentionszeitverschiebungen kommen kann, wurde vor,
innerhalb und am Ende jeder Serie das Zeitfenster des ESTD Uberprift. Zusatzlich
wurde der Substanzpeak selbst kontrolliert, ob dieser Peak im Zeitfenster lag. Die
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Fraktion zwischen den Fraktionen von DHEA und Nortestosteron diente als
Spdulfraktion, um die Verunreinigungen nicht in die Nortestosteronfraktion zu
verschleppen. Die Spllfraktion wurde auf DHEA und Nortestosteron stichprobenartig
untersucht, um sicherzustellen, dass weder DHEA aus Fraktion 1 noch Nortesto-
steron der folgenden Fraktion 2 in der Spulfraktionen waren.

Neben dem Effekt der Aufreinigung wurde Nortestosteron gleichzeitig um den Faktor
3 aufkonzentriert. Der auf das HPLC-System gegebene Extrakt von 600 ul wurde auf
ein Endvolumen von 200 pl gebracht. Dazu wurden beide Fraktionen unter Stickstoff
bei 40°C zur Trockene eingeengt und in 200 pl einer Androstanonlésung (10 ng/ul)

aufgenommen.

Der Extrakt wurde zuerst in das GC/FID-System injiziert, um die Signale von
Nortestosteron und DHEA auf Reinheit zu Uberprifen. Da der DHEA-Peak Schultern
zeigte, musste die Fraktion 1 weiter aufgereinigt werden. Der Nortestosteron-Peak
hingegen wurde nach einer weiteren Uberpriifung am GC/MS-System als reiner
Peak bestatigt. Mit dem Extrakt aus der NP-HPLC-Fraktionierung wurde die
Quantifizierung am GC/FID-System und auch die Bestimmung des '*C/'?C-Verhalt-
nisses am GC/C/IRMS-System durchgefihrt.

In Abbildung 13.7-1 sind als Beispiel Chromatogramme des Extraktes eines Eber-
urins sowie des externen Standards auf der NP-HPLC-Anlage mit den ent-
sprechenden Fraktionen 1 und 2 dargestellt.

250 nm

DHEA/Methyltestosteron (Fraktion 1) mAU
250 nm
A Nortestosteron (Fraktion 2) ., | DHEA/ ﬂ
‘ 80
80 ﬁ
60
60

404

20

5 o 5 ) 5 10 15 ]
Minuten Minuten

Abbildung 13.7-1: Chromatogramme eines Eberurins (links) und eines externen Standards auf der NP-
HPLC mit einer N(CH3),-Séule bei der Wellenléinge:A=250 nm
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13.8 Semipriparative RP-HPLC-Fraktionierung
Nach der Fraktionierung auf der NP-HPLC-Anlage konnte DHEA mittels

Reinheitskontrolle Uber die GC/FID-Analyse noch nicht als reiner Substanzpeak
bestatigt werden. Deshalb wurde eine weitere Reinigung durch eine HPLC anderer
Polaritat durchgefliihrt. Es wurde eine Hypersil Gold® C18-Reversed Phase gewahlt.
Bei der Reversed Phase (RP) ist die stationare Phase im Gegensatz zur

Normalphase unpolar.

Da die Extrakte der NP-HPLC-Fraktionierung mit einem unpolaren Lésungsmittel
(96 % n-Hexan/ 4% Isopropanol) eluiert wurden, mussten die Extrakte fir die
RP-HPLC-Fraktionierung in ein polares Ldsemittel Uberfihrt werden. Dies wurde

Uber das Lésemittelgemisch Acetonitril/Wasser erreicht.

Zur Festlegung des Zeitfensters wurde wie bei der NP-HPLC-Anlage vorgegangen.
In Abbildung 13.8-1 sind als Beispiel die Chromatogramme des Extraktes eines
Eberurins sowie des externen Standards auf der RP-HPLC-Anlage dargestellt.

maAl mAL
4000 DHEA/ 2000 DHEA/Methyltestosteron
Methyltestosteron
200
1600
[a1]1]
1000
400
A00
200 LA‘
5 20 25 5 20 25

Abbildung 13.8-1: Chromatogramme (nach der Fraktionierung auf der NP-HPLC) eines Eberurins
(links) und des externen Standards (rechts) auf der RP-HPLC mit einer C-18-Siule bei der
Wellenléinge A=250 nm

Das Eluat der RP-HPLC-Fraktionierung wurde mit Acetatpuffer versetzt und mit NaCl
gesattigtem Acetonitril ausgeschiittelt. Nach der Phasentrennung wurde die
organische Phase bis zur Trockene eingeengt und der Rickstand in 200 pul einer

Androstanonlésung (10 ng/pl) aufgenommen.

DHEA und Methyltestosteron co-eluierten auf der NP-HPLC-Anlage und wurden erst
durch die Gaschromatographie getrennt. DHEA konnte durch die zusatzliche
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Aufreinigung mittels RP-HPLC-Fraktionierung ebenfalls als reiner Peak erhalten und
der 8'°C-Wert im GC/C/IRMS-System vermessen werden. Die Substanzpeaks auf
der RP-HPLC-Anlage mit der C-18-Saule zeigten allgemein scharfere Peakformen
als auf dem vorgegangenen NP-HPLC-System.

Methyltestosteron war als interner Standard zur Kontrolle der Aufreinigung geeignet,
da Methyltestosteron bei beiden HPLC-Systemen dieselbe Retentionszeit hat wie
DHEA und daher bis zur Messung am GC/C/IRMS System erfasst wird. Ein
Standard, der die gleiche Retentionszeit bei der NP-HPLC-Anlage hat wie Nor-
testosteron und zusatzlich ahnlicher chemischer Struktur ist, konnte nicht gefunden
werden. Ein solcher Standard wirde die zusatzlichen Kontrollmessungen der

Spdulfraktionen ersetzten.

13.9 Einfliisse der HPLC-Siiulen auf den §"*C-Wert

Es wurde im Rahmen dieser Arbeit Uberprift, welchen Einfluss die Chromatographie
bei den beiden HPLC-Séulen auf die '*C/'?C-Fraktionierung hat. Dazu wurde das
Zeitfenster fur die Fraktionen von Nortestosteron und DHEA wahrend der HPLC-
Analyse in kleinere Zeitfenster, also kleinere Fraktionen aufgeteilt und aufgefangen.
Die §'*C-Werte von Nortestosteron und DHEA wurden in jeder Fraktion bestimmt.
Abbildung 13.9-1 zeigt die 8'°C-Werte der Fraktionen bei verschiedenen Zeit-

fenstern.

-27.00
-28.00 -

-29.11 -
-29.00 - 29.20

-30.00 - -29.67
-31.00 -
32,00 -
-33.00 -

130 in o/oo

-30.79

-34.00 - -33.39

Abbildung 13.9-1: *C/"*C-Fraktionierung von Nortestosteron
durch NP-HPLC-Anlage (Siule: N(CH);),, Zeitfenster: je 20 s

Es wurde festgestellt, dass bei der Dimethylaminopropyl-Normalphase eine deutliche
Fraktionierung von '*C am Anfang des Peaks auftrat. Der Peakbeginn war also an
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13C abgereichert. Die §'>C-Werte der ersten drei Fraktionen, die den aufsteigenden
Ast des Peaks darstellen, stiegen von -33,39 %. auf -30,79 %. und blieben in den
nachfolgenden Fraktionen, dem absteigenden Ast, unter Berlicksichtigung der
Streuung im Mittel bei -29,20 %. + 0,50 konstant.

Dieser Effekt wurde auch an einer Probe verdeutlicht. Die Probe, bei der absichtlich
nur der Anfang des Peaks bei der NP-HPLC-Anlage erfasst wurde, hatte einen §'*C-
Wert von -29,67 %., also eine '*C-Abreicherung. Die gemessenen §'°C-Werte von

Nortestosteron im Eberurin lagen zwischen -24,14 %, und -27,53 %eo.

Bei der Reversed Phase Siule zeigte sich ein umgekehrtes Bild der '*C-Ab-
reicherung. Abbildung 13.9-2 zeigt die '*C-Anreicherung am Peakanfang und die

3C-Abreicherung am Peakende bei der RP-Saule an.

2100 | 2170 .22.23

bl L

-31.00

-36.00 _ -33.21
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813(:

-41.00 - -40.14

Abbildung 13.9-2: C/**C-Fraktionierung von Nortestosteron
durch RP-HPLC-Anlage (Sdule: C18); Zeitfenster: 10 s

Eine vollstandige Erfassung des Substanzpeaks ist unabhangig des HPLC-Systems
sehr wichtig, da sich die Anderung des §'*C-Wertes vor allem am Peakanfang und

Peakende auswirken.

13.10 Uberpriifung der '*C/'*C-Fraktionierung durch die Aufarbeitung

Zur Uberpriifung der méglichen Isotopenfraktionierung wurde der Kastratenurin
verwendet, der mit Nortestosteron und DHEA dotiert wurde und entsprechend den
Eberurinen aufgearbeitet und das '*C/'?C-Isotopenverhéltnis bestimmt wurde. Bei
der vorliegenden Aufreinigungsmethode konnten keine *C/'?C-Fraktionierungen an
den Zielsubstanzen Nortestosteron und DHEA festgestellt werden.

Die Daten sind der Tabelle 13.10-1 zu entnehmen.
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8'°C (%o) n
dot. Kastrat -29,76 £ 0,67 6

Nortestosteron
ESTD -29.89+0,59 | 33
dot. Kastrat -29,46 +0,14 3
DHEA
ESTD -29,83+0,18

Tabelle 13.10-1: §“C-Werte von mit 100 pl Standardlésung
dotiertem Kastratenurin (100 ng/ul) und ESTD (10 ng/ul)

Die mittleren §'*C-Werte von Nortestosteron mit -29,76 %o + 0,67 lagen innerhalb des
Streubereichs von + 0,60 %. fir Nortestosteron. Die mittleren §'3C-Werte von DHEA
mit -29,46 %. £+ 0,14 lagen ebenfalls innerhalb der Streuung von + 0,83 %, fir DHEA
(siehe Kapitel 15.4.2)

Zusatzlich wurden der Einfluss der §'3C-Werte von Nortestosteron und DHEA im
externen Standard durch die HPLC-Aufreinigung ohne Aufarbeitung ermittelt. Die
8'3C-Werte mit -29,89 %, + 0,59 fiir Nortestosteron und -29,83 %. *+ 0,18 zeigten

keine Isotopenfraktionierung durch die HPLC-Aufreinigung.
13.11 Reinheitskontrolle der GC-Signale nach der Aufarbeitung

13.11.1 Reinheitskontrolle der GC-Signale iiber GC/MS-Messung

Die GC/C/IRMS-Technik lasst im Vergleich zur GC/MS-Technik keine struktur-
chemische ldentifizierung zu, da nur das entstandene CO. detektiert wird. Um zu
tberprifen, dass das CO. von den Zielsubstanzen Nortestosteron und DHEA und
nicht von unerwinschten Begleitsubstanzen stammte, wurde vor der GC/C/IRMS-
Messung zusatzlich eine Messung am GC/MS-Gerat mit gleichen Messbedingungen
durchgefuhrt.

Die in der Literatur angegebenen charakteristischen Fragmente m/z fir Nortesto-
steron®*" von 274, 256, 110, 91, 79 und fiir DHEA®* von 288, 270, 255, 203 und 177
konnten Uber den kompletten Peak nachgewiesen werden. Beide Signale waren frei
von Fremdfragmenten. Das im GC/C/IRMS entstehende CO, der beiden Signale
bestand also nur aus den beiden Substanzen Nortestosteron und DHEA. Die Frag-
mentierung von Nortestosteron und DHEA ist in Abbildung 13.11-1 aufgezeichnet.
Die Abbildung 13.11-2 zeigt das Spektrum von Nortestosteron und Abbildung

13.11-3 von DHEA an drei verschiedenen Messpunkten des Peaks.
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Abbildung 13.11-1: Fragmentierungsschema von Nortestosteron (oben) und DHEA (unten)
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Abbildung 13.11-2: oben: Ausschnitt des GC/MS Chromatogramms des Extraktes des NP-
HPLC-Systems (Fraktion 2), unten: Massenspektren von Nortestosteron an drei verschiedenen
Stellen des Peaks; Detektion: Totalionenstrom bei 70 eV
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Abbildung 13.11-3: oben: Ausschnitt des GC/MS Chromatogramms des Extraktes des RP-HPLC-
Systems (Fraktion 1), unten: Massenspektren von DHEA an drei verschiedenen Stellen des Peaks;
Detektion: Totalionenstrom bei 70 eV
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13.11.2 Reinheitskontrolle der HPLC-Fraktion iiber GC/FID-Messung

Nortestosteron lieferte bei der GC/FID-Messung einen scharf abgetrennten Peak. So
eignete sich auch das GC/FID Chromatogramm zur zusatzlichen Reinheitskontrolle.

Wenn allgemein unter den Substanzpeaks unerwinschte Begleitsubstanzen waren,
war dies anhand sichtbarer Schultern des GC/FID Chromatogrammes sofort zu
erkennen. Da bei der GC/FID-Messung H. als Tragergas verwendet wurde, wurden
die Substanzen als scharfere Peaks detektiert. Das Optimum dieses Tragergases
(ca. 40 cm/s) liegt bei héheren Stréomungsgeschwindigkeiten als das Optimum von

Helium (ca. 25 cm/s)?®.

13.11.3 Reinheitskontrolle iiber GC/C/IRMS-Messung

Zusatzlich wurde der ,swing“ zur Reinheitskontrolle herangezogen. Diese Darstellung
des '®C/'2C-Verhaltnisses als entgegengesetzte Kurven stellt die erste Ableitung des
Peaks dar. Sie wird in der Literatur als mégliche Kontrolle der Substanzreinheit ge-
nannt'®”?*3_ Besteht der Peak nur aus einer Komponente, ist ein klarer Wendepunkt
wie in der folgenden Abbildung 13.11-4 oben zu sehen ist.
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Abbildung 13.11-4: Ausschnitt des GC/C/IRMS-Chromatogrammes des Nortestosteronpeak,
oben: swing (ratio BC/™2C), unten: Nortestosteron mit den Massen m/z 44, 45, 46
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14 Ergebnisse der entwickelten Methode

14.1 Ermitteln der Vorstufe und der Metabolite im Eberurin

Es wurde das Steroidprofil des Eberurins ermittelt, um eine geeignete Vorlaufer-
substanz (Precursor) flr Nortestosteron zu bestimmen. Ein Eberurin wurde mit der
entwickelten Aufarbeitungsmethode aufgereinigt. Die unbekannten Substanzen
wurden mit dem GC/MS-System identifiziert und gegebenenfalls mit dem GC/FID-
System quantifiziert. Die Quantifizierung wurde Uber eine Einpunktkalibrierung

durchgeflhrt.

Als potentielle Precursor der Nortestosteronbiosynthese kommen DHEA, Nor-
androstendion, 11-Ketoetiocholanolon sowie die Eberpheromone 5a-Androst-16-en-

3-on, 5a-Androstan-3a-ol sowie 5a-Androstan-3p3-ol in Betracht.

In der vorliegenden Arbeit konnte im Eberurin DHEA in héheren Konzentrationen als
die von Nortestosteron nachgewiesen werden. Dies spiegelt den A5-Weg der Biosyn-
theseweg der Androgene beim Eber wieder. DHEA kann nur auf diesem Weg
gebildet werden. In der vorliegenden Arbeit bestimmte der hohe Gehalt an DHEA im
Eberurin die Auswahl der Vorlaufersubstanz. DHEA wurde deshalb als
dominierenden Precursor flr das physiologische Nortestosteron ausgewahlt.

244,245

Das Vorkommen von DHEA beim Eber wird ebenfalls sowohl im Urin als auch

im Blut?*%2*” beschrieben.

Das unmittelbare Precursorsteroid von Nortestosteron ist Norandrostendion (Ab-
bildung 6.5-1). Es kann aber auch gleichzeitig Metabolit sein, da beide im Gleichge-
wicht stehen. Norandrostendion konnte mit der entwickelten Aufarbeitungs- und
Messmethode nur in geringen Mengen nachgewiesen werden. Wegen der geringen
Menge im Urin war eine IRMS-Messung jedoch ausgeschlossen, so dass diese
Substanz nicht weiter untersucht wurde. Da Nortestosteron und Norandrostendion in
direktem Gleichgewicht stehen, ist Norandrostendion als Precursor jedoch
ungeeignet.

|.167

Prévost et a wiesen Norandrostendion bei drei Ebern in den Nieren mit einer

Spanne von 303-535 pg/kg nach und favorisieren Norandrostendion als Precursor.

Im Urin wurde es von Poelmans et al.'®®

nur in einer Konzentration von 5-109 pg/kg
bestimmt. Auch Roig et al.'® bestimmen Norandrostendion im Urin im Mittel nur mit

50 pg/kg.
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Im menschlichen Urin wird das Uber den Cortisol-/Cortisonweg gebildete 11-Keto-
etiocholanolon®® (Abbildung 14.1-1) als Vorlaufersubstanz von Nortestosteron nach-

gewiesen®*®2*°_ Auch im Eberurin wurde 11-Ketoetiocholanolon bestimmt®*.

Das Steroid 11-Ketoetiocholanolon wird nach dem aktuellen Kenntnisstand weder im
Sport noch in der Mast als Leistungsférderer eingesetzt, so dass es fir den Nach-

weis einer illegalen Anwendung von Nortestosteron geeignet ware.

Das 11-Oxosteroid wird aus Cortison bzw. Cortisol gebildet. Das 17-Hydroxyproge-
steron ist die Schnittstelle fir Synthese von Androgenen Uber Androstendion (siehe
Abbildung 4.5-2) oder fir die Synthese von 11-Ketoetiocholanolon Uber Cortison.

17-Hydroxyprogesteron Cortison Cortisol

l

CH3/O

HO
11-Oxoandrostendion

o CH3/O / l
CH

CH3/O

HO\\ : CHy

Tt

11-Oxoandrosteron

o

HO
H

11-Oxoetiocholanolon / 11-Ketoetiocholanolon

Abbildung 14.1-1: Biosynthese von 11-Ketoetiocholanolon®

11-Ketoetiocholanolon konnte jedoch mit 20 pg/kg Urin nur in geringen Mengen
nachgewiesen werden und wurde daher nicht als Vorstufe des Nortestosterons

gewahlt.
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Der geringe Gehalt des Steroids spiegelt auch hier den im Eber dominierenden Delta
5-Weg der Biosynthese Uber Pregnenolon (Abbildung 4.5-2) wieder.

Da Nortestosteron und die Pheromone mit Pregnenolon die gleiche Ausgangs-
substanz bei der Biosynthese haben, wurden auch die Pheromone untersucht. Die
Biosynthese der Pheromone, ausgehend vom Pregnenolon ist in der Abbildung
14.1-2 dargestellt.

HiC

HO
Pregnenolon

NAD" \NADPH
HaC

~0

HO
Androstadien-38-ol

V
(0]
Progesteron '/NADJr
NADPN
VY

o}

NADPH

Androst-16-en-ol

NADI—'|/ QﬁDPH

Androstadienon

H O\\\\\“\ HO

T
b LS

5a-Androsten-3B3-ol 5a-Androsten-3aol

Abbildung 14.1-2: Biosyntheseweg der Eberpheromone im Hoden, abhiingig von den dominierenden
Coenzymen NAD+, NADH und NADPH, nach Gower™

Gower® berichtet, dass im Eberurin 5a-Androsten-3p-ol-glucuronid mit einer Kon-
zentration von 240 pg/l gemessen wurde. Im Eberhoden liegt dieses Pheromon frei

vor und wurde sogar bis 2460 pg/100 g nachgewiesen’.
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Das Pheromon 5a-Androsten-3B3-ol konnte mit einem Gehalt von 119 pg/kg im Urin
nachgewiesen werden. Die anderen Pheromone 5a-Androsten-3a-ol sowie 5a-An-
drost-16-en-3-on wurden im Urin nicht nachgewiesen. Aufgrund der geringen Menge
des Pheromons im Vergleich zum Gehalt an Nortestosteron mit bis zu 1112 pg/kg,
wurde das nachgewiesene Eberpheromon nicht als Vorlaufersubstanz ausgewahlt.
Ein anderer Ansatz, den Precursor nicht im Urin, sondern im Hoden zu bestimmen,
ist in weiterfilhrenden Untersuchungen zu prifen, denn die Steroide werden haupt-

sachlich in den Hoden synthetisiert®".

Da zum Beispiel das spezifische Eberpheromon 5a-Androst-16-en-33-ol unkonjugiert
in Hoden mit 2400 pg/100g (24 mg/kg) beschrieben wird’, ist eine GC/C/IRMS-

Messung mdglich.

Zur weiteren Auswahl der zu untersuchenden Steroide im Eberurin wurden die Nor-
testosteronmetabolite beim Menschen und beim Meerschweinchen herangezogen,
da keine Daten zum Steroidprofil des Eberurins vorlagen. Beim Menschen werden

die Metabolite von Nortestosteron'*

(Abbildung 14.1-3) entsprechend denen von
Testosteron®? (grau in der Abbildung 14.1-3 dargestellt) in 5a-Metabolite und 5B-
Metabolite eingeteilt, deren Vorkommen durch die 17p-Hydroxy- und 17-Ketogruppe

am D-Ring beeinflusst werden.

Ist im Molekil eine 17B-Hydroxygruppe vorhanden, kommen die 5B3-Metabolite zu
85 % vor. Wenn eine 17-Ketogruppe vorliegt, kommen die 5p3-Metabolite nur zu
28 % vor. Dies wird beim Menschen mit einer héheren Substratspezifitat der 5o—Re-

duktase fur Steroide mit einer 17-Ketogruppe am D-Ring erklart.

So weisen Schénzer et al.’® beim Menschen nach einer Nortestosteronapplikation

den 5a-Metabolit Norandrosteron und den 5B3-Metabolit Noretiocholanolon nach.

Welche Auswirkungen der D-Ring auf die Metaboliten beim Eber haben, ist nicht

bekannt.
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Abbildung 14.1-3: Metabolismus von Nortestosteron und Testosteron (CH;-Gruppe an C-10: grau dar-
gestellt) beim Menschen

Beim mannlichen unkastrierten Meerschweinchen konnten Debruyckere et al.'?’

nach Applikation von Nortestosteron die Isomere der 3-Hydroxyestran-17-one (5a-
Estran-3a-0l-17-on, 5B-Estran-3a-0l-17-on, 5a-Estran-3p-o0l-17-on und 5B-Estran-3§3-
ol-17-on) und der Estran-3,17-diole (5a-Estran-3a,17B-diol, 5a-Estran-3p,173-diol,
5a-Estran-3p,17a-diol und 5B-Estran-3a,17p-diol) als Nortestosteronmetabolite

nachweisen.

Im Projekt konnten weder Norandrostendion noch Noretiocholanolon noch die bei
den Meerschweinchen beschriebenen Steroide im Eberurin nachgewiesen werden.
Roig et al.'® konnten erst nach einer Applikation von Nortestosteronlaurat die Meta-
bolite Norandrosteron, Norepiandrosteron, Noretiocholanolon, 5B-Estran-3a,17p-diol
und 5a-Estran-3p,17B-diol in dem Eberurin nachweisen. Zu Beginn des von Roig et
al. durchgefihrten Applikationsversuches konnten diese ebenfalls nicht nachgewie-

sen werden.
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Ein mikrobieller Abbau von Norandrosteron und Noretiocholanolon kann ausge-
schlossen werden, da die beiden Substanzen im Humanurin sowohl bei Sonnenein-
strahlung als auch bei Lagerung bei Raumtemperatur stabil sind®2. Auch Graef et
al.??® beschreiben die Stabilitit der Steroide im Urin bei der Lagerung.

Neben den bereits genannten Steroiden Nortestosteron, DHEA, 11-Ketoetiocholanol-
on, 5a-Androst-16-en-3 B-ol und Norandrostendion konnten Testosteron und seine
Metaboliten®** Etiocholanolon, Epiandrosteron, 5 p-Androstan-3a,17p-diol und
5-Androsten-3 3-17p3-diol identifiziert werden.

Epiandrosteron und Etiocholanolon lagen in den Konzentrationsbereichen des Nor-
testosterons vor. Da sie jedoch weder Precursor noch Metaboliten von Nor-
testosteron, sondern von Testosteron sind, wurden sie nicht ndher bestimmt.

Testosteron selbst wurde im Eberurin nur in Spuren identifiziert.

Testosteron scheint im Eberurin im Gegensatz zum mannlichen Humanurin weder
frei noch als Testosteron-glucuronid mit der héchsten Konzentration vorzuliegen.
Auch in den Eberhoden, dem Hauptsyntheseort der Androgene, kommen Testo-

steron und Testosteron-sulfat nur in geringen Konzentrationen vor’.

Jedoch fir das Pheromon Androst-16-en-3-on verhalt es sich genau umgekehrt. Dies
kommt in den Eberhoden in 10-fach héherer Konzentration vor als Testosteron®*.

Wahrend das 17-Ketosteroid Etiocholanolon in hohen Mengen im Eberurin nachge-
wiesen wurde, wurde das 11-Ketoetiocholanolon, ebenfalls ein 17-Ketosteroid, nur in

geringen Mengen im Eberurin nachgewiesen.

Eine mdgliche Erklarung ist der im Eber dominierende Delta 5-Steroidsyntheseweg,
Uber den das Testosteron synthetisiert wird. Das Testosteron wird nach der Synthese
sofort zum Etiocholanolon metabolisiert. Dies wirde auch die niedrige Testosteron-

konzentration im Eberurin erklaren.

Eine andere Erklarung kénnte aber auch ein mdglicher Einfluss der Oxogruppe am
C-11 sein, die einen beglnstigenden Einfluss auf die Sulfatierung in der Phase II-

Reaktion des Metabolismus haben kdnnte.

Beim Menschen werden beispielsweise die 3B-Hydroxy-Steroide als Sulfate ausge-
schieden. Ausnahmen jedoch sind die Substanzen Androsteron, Etiocholanolon, Epi-
androsteron, Testosteron und Epitestosteron. Diese liegen sowohl sulfatiert als auch
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glucuronidiert im Urin vor''®

. Auch bei Pferden wird durch die Stellungsisomerie eine
Tendenz der Glucuronidierung und Sulfatierung festgestellt. Eine Glucuronidierung
wird bei den 17a-Hydroxysteroiden und eine Sulfatierung bei den 17B-Hydroxy-

steroiden festgestellt?**,

Bei beiden Steroiden 11-Ketoetiocholanolon und Etiocholanolon ist die Hydroxy-
gruppe in der 3a-Stellung. Auch sind beide Substanzen 5a-Steroide. Ob eine Oxo-
gruppe am C-11 auch einen Einfluss auf die Metabolisierung hat, muss in weiter-
fihrenden Arbeiten Uberprtft werden.

Weiter konnten 5a-Androst-16-en-3 -ol, Estr-5(10)-en-17 B-ol-3-on sowie Estr-5(10)-
en-3a,17pB-diol identifiziert werden. Bei dem A16-Androstan 5a-Androst-16-en-3 3-ol
handelt es sich um ein Pheromonderivat.

Estr-5(10)-en-17 B-ol-3-on sowie Estr-5(10)-en-3a,17B-diol kbnnten bei der Nortesto-

steronsynthese beteiligt sein*''%°,

In der Tabelle 14.1-1 sind die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Steroide zu-
sammenfassend dargestellt. In der Tabelle sind gleichzeitig die bei GC/MS Messung
entstehenden charakteristischen Fragmente aufgelistet.
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GC/MS

Steroide
m/z

DHEA 288/255/270/203/213
Nortestosteron 274/110/247/215/256
Testosteron 288/246/228/203/124
5 B-Androstan,3a-0l-17-on (Etiocholanolon) 290/244/272/257/216

Epiandrosteron 290/272/257/246
5a-Estran-3a-17-on (Norandrosteron) 276/258/240/232/202
5a-Estran-3B-17-on (Norepiandrosteron) 276/202/214/258/204

5B-Estran-3a-ol-17-on (Noretiocholanolon) 276/258/243/232/214/187
Norandrostendion 272/254/244/228/186
11-Ketoetiocholanlon 304/286/271/232/191
Androstendion 286/268/244/201/148
5a-Estran-173-0l-3-on (5a-Dihydronortestosteron) 276/258/232/233/217/199

5a-Estran-3a,173-diol (5a-Norandrostendiol) 278/260/219/216/201
5B-Estran-17B-ol-3-on (5B3-Nordihydrotestosteron) 276/258/233/217/199

5B-Estrandion(5p-Norandrostandion) 274/256/230/197
5B-Estran-3a,17B-diol (53-Norandrostendiol) 278/260/242/216/201
4-Estren-3a.,17 B-diol 276/258/240/218/199
4-Estren-33,17a-diol 276/258/240/225/200
4-Estren-30.,17a-diol 276/258/240/225/200
4-Estren-3f3,17p-diol (Bolandiol) 276/258/240/225/214
5-Androsten-3 3-17p3-diol 290/272/257/205/239

5a-Androst-16-en-3 B-ol 274/259/241/148
5 B-Androstan-3a.,173-diol 292/274/215/256/230

Estr-5(10)-en-3a,173-diol 276/258/225/199/91

Tabelle 14.1-1: untersuchte Steroide im Eberurin (x = identifiziert iiber Spektren der
Vergleichssubstanzen , - = nicht identifiziert, x* = nur iiber Spektrenbibliothek identifiziert
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14.2 Konzentration von Nortestosteron im Urin

Die fir die GC/C/IRMS-Messung aufgearbeiteten Extrakte wurden ebenfalls fiir die
Quantifizierung der Steroide verwendet. Die Quantifizierung erfolgte mittels GC/FID-
Messung mit denselben Injektions- und Temperaturbedingungen, die durch das
GC/C/IRMS-System vorgegeben waren. Der einzige Unterschied zwischen den bei-
den Messsystemen bestand im Tragergas. Fir die GC/FID-Messung wurde
Wasserstoff, flir die IRMS-Messung wurde Helium als Tragergas verwendet.

Die Injektion wurde manuell durchgeflihrt, so dass eine Aufgabenkorrektur vorge-
nommen wurde. Das nicht physiologisch vorkommende Androstanon wurde als
interner Standard ausgewahlt. Es besitzt keine polaren Hydroxygruppen und weist
damit sehr gute chromatographische Eigenschaften auf. Dieser interne Standard
wurde vor der GC/FID-Messung bei der Aufnahme des eingeengten Extraktes zuge-

geben.

Zur quantitativen Bestimmung der Substanzen Nortestosteron und DHEA wurden
Kalibriergeraden erstellt. Die nach DIN 32645 errechnete Nachweisgrenze von
Nortestosteron lag bei 0,35 ng/ul, (entspricht im Urin 7,0 ug/kg), die errechnete
Bestimmungsgrenze bei 1,25 ng/ul (entspricht im Urin 25,0 pug/kg). Zur Berechnung
der Nachweis- und Bestimmungsgrenze wird auf das Kapitel 15 Validierung und

Qualitatssicherung verwiesen.

Die Spanne der ermittelten Konzentration von freiem Nortestosteron und von Nor-
testosteron-glucuronid im Eberurin lag zwischen < 34,8 pg/kg und 1112,0 pg/kg Urin.
Im Eber unterliegen die Substanzen physiologisch einer natirlichen Schwankungs-
breite, die im Falle der Steroide sehr groB ist. Der Median der Nortestosteron-
konzentration in 52 Eberurinen lag bei 224,3 ug/kg, der Mittelwert bei 316,5 pg/kg.

Der Median wird als zusétzliche statistische GréBe angegeben, da dieser weniger
anfallig ist gegen einzelne stark abweichende Werte im Vergleich zum arith-
metischen Mittel. Der Median ist der mittlere Wert eines der GréBe nach
angeordneten Datenbiindels. Jeweils die Hélfte der Daten liegt unter- und oberhalb
des Medians. Die zentrale Tendenz ist durch den Median besser zu charakterisieren.
Er liefert bei schiefverteilten Daten ein realistischeres Bild als der Mittelwert. Bei

einer symmetrischen Verteilung der Daten entspricht er dem Mittelwert'®®.
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Die gemessenen Gehalte wurden in einer Haufigkeitsverteilung in der Abbildung

14.2-1 dargestellt.

Anzahl Urine

Nortestosteron (png/kg)

Abbildung 14.2-1: Hiufigkeitsverteilung von Nortestosteron im Eberurin; n=56, Median (n=52): 224,3 ng/kg;
BG: Bestimmungsgrenze

Eine vergleichende Graphik zwischen den publizierten Konzentrationen von Nor-
testosteron im Eberurin zwischen 1989 und 2006 und den Ergebnissen der vorlie-

genden Arbeit ist in der Abbildung 14.2-2 logarithmisch dargestellt.
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Abbildung 14.2-2: logarithmische Darstellung zwischen 1989 und 2006 veroffentlichten und im Projekt
ermittelten minimalen und maximalen Nortestosteronkonzentrationen im Eberurin, Daten sind der
Tabelle 6.6-1 entnommen; *=freies Nortestosteron; HP: B-Glucuronidase aus Helix pomatia, EC: -
Glucuronidase aus E.coli, sH: saure Hydrolyse

Die groBe Spanne der im Projekt ermittelten Nortestosterongehalte im Eberurin von
< 34,8-1112,0 pg/kg liegt in dem Bereich der bereits publizierten Gehalte von
0_3257 1 “g/kg20,22,24,25,165-

Der hohe Nortestosterongehalt im Urin von 1240,0 ug/kg wurden laut Haasnoot et
al.?? nachgewiesen, weil im Anschluss an die Aufarbeitung mit der Enzymzube-
reitung aus Helix pomatia eine saure Hydrolyse durchgeflhrt wurde. Der deutlich
niedrigere maximale Nortestosterongehalt von 132,0 pg/kg wurden von van Ginkel et
al.?° jedoch nur mit der enzymatischen Hydrolyse (HP) ermittelt, der keine weitere
chemische Hydrolyse folgte. Aber auch mit der enzymatischen Hydrolyse (HP) allein
wurden von de Wasch et al.?* der hdchste Gehalt mit 344,1 ug/kg, von Vandenbroek

|.26

et al.”> mit 300,0 pg/kg und in der vorliegenden Arbeit mit 1112,0 pug/kg nach-

gewiesen.

Ein weiterer Grund, niedrige Gehalte nachzuweisen liegt in der Messmethode.
Wahrend Rizzo et al.*® mit der ELISA-Methode nur maximal 55 pg/kg Nortestosteron
bestimmten, wurde bei den gleichen Tieren bei der GC/ECD-Messung 277 pg/kg
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nachgewiesen. Van Ginkel et al. fihrten die Untersuchungen mit dem RIA-HPLC-
System durch, wéhrend Haasnoot et al. mit einem LC/IAC-System die Messungen
durchfuhrten.

Auffallend ist jedoch der von Roig et al.'®

ermittelte frei vorliegende maximale
Nortestosterongehalt von 3257,1 ug/kg. Sie bestimmten mit der GC/MS-Technik die
jeweiligen Gehalte an freiem Nortestosteron (1,2-3257,1 ug/kg, MW: 306,7 ug/kg *
527,7, n=41), an Nortestosteron-glucuronid (2,2-1165,9 pug/kg, MW: 113,90 ug/kg
216,7, n=41) und an Nortestosteron-sulfat (2,0-872,4 pg/kg, MW: 191,1 ug/kg

215,1, n=44). Das freie Nortestosteron wurde mit der Flissig-/Flissigextraktion zu-

I+

I+

erst abgetrennt und dann bestimmt. Nach der durchgefiihrten Hydrolyse mit B-Gluc-
uronidase aus E.coli zur Freisetzung des Nortestosteron-glucuronids, wurde eine
Solvolyse mit dem Gemisch aus Essigsaureethylester, Methanol, und H.SO4 im Ver-

haltnis 80:20:0,06 zur Bestimmung des als Sulfat gebundenen Anteils durchgefiihrt.

Die genannten Konzentrationen von freiem Nortestosteron, Nortestosteron-
glucuronid und Nortestosteron-sulfat wurden in der Arbeit von Roig et al. nicht den
jeweiligen Ebern zugeordnet, so dass keine Aussage Uber das Verhéltnis von freiem

Nortestosteron zu den einzelnen Derivate gemacht werden kann.

Auffallig ist im Vergleich zu den bisher erhaltenen Ergebnissen der fast um das drei-
fache erhdhte Nortestosterongehalt von 3257,1 pg/kg. Der in der Verdffentlichung
von Roig et al. angegebene Mittelwert von 306,7 ug/kg gleicht jedoch dem des
Projektes von 316,5 pg/kg.

In der vorliegenden Arbeit wurde Nortestosteron auch als frei vorliegendes Steroid
bestimmt, indem drei zufallig ausgesuchte Urine jeweils ohne Enzym und mit Enzym
aufgearbeitet und vermessen wurden. Die ermittelten Gehalte der Extraktauf-
arbeitung ohne Enzym (frei vorliegendes Nortestosteron) wurden von den Gehalten
der Extrakten mit der Durchfihrung der enzymatischen Hydrolyse (glucuronidert plus
frei vorliegendes Nortestosteron) subtrahiert. Daraus ergab sich eine Spanne des
glucuronidierten Anteils von 4,6 % - 25,8 % (Tabelle 14.2-1). Den gr6Bten Anteil der

Nortestosteronkonzentration im Eberurin stellte aber das freie Nortestosteron dar.
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Ohne Enzym Helix pomatia Nortestosteron-
(freies Nortestosteron) (freies+gluc. Nortestosteron) glucuronid
Urin 8 195ug/kg (186,7/204,2) 241,0ug/kg 18,9%
C1 871,0ug/kg 912,8ug/kg 4,6%
Cé6 83,3ug/kg 112,2ug/kg 25,8%

Tabelle 14.2-1: Vergleich der Gehalte an Nortestosteron mit und ohne enzymatische Hydrolyse im Eber-
urin

In der Arbeit von Roig et al.'® wurde das frei vorliegende Nortestosteron ebenfalls
als der groBte Anteil bestimmt. Haasnoot et al.?? vermuteten, dass Nortestosteron mit
20% frei, 20% als Glucuronid-derivat und 60% als Sufatderivat im Eberurin
vorkommt. Um die physiologische Verteilung des freien Nortestosteron und der

Derivate zu verifizieren, sind weitere Untersuchungen nétig.

Die Tatsache, dass Nortestosteron im Eberuirn frei vorliegt, liegt in der Wasser-
I6slichkeit von Nortestosteron begriindet. Entgegen der allgemeinen Aussage, dass
Nortestosteron wasserunléslich sei, waren im Versuch der vorliegenden Arbeit
bereits 285 mg/l Nortestosteron in Wasser 16slich (siehe Kapitel 14.10).

Laut Claus et al.?® stellt die Rasse Pietrain im Vergleich zu anderen Rassen eine
frOhreife Rasse dar und weist eine verstarkte Steroidsynthese auf. Deshalb wurde in
der vorliegenden Arbeit die Nortestosterongehalte zwischen den Rassen Pietrain und
Deutschem Landschwein verglichen. Es konnte jedoch kein Unterschied festgestellt
werden. Bei 41 Tieren der Rasse Deutsches Landschwein lag der Median von Nort-
estosteron bei 234,0 ug/kg mit einer Spanne der Gehalte von 37,8 pg/kg bis 1112,0
Hg/kg. Bei 12 Tieren der Rasse Pietrain lag der Median bei 243,7 pug/kg mit einer
Spanne von 34,8 ug/kg bis 568,5 pg/kg.

Die Gehalte von Androst-16-en-3-on und Testosteron im Hodengewebe sollen
gleichsinnig verlaufen®*#***. Ob sich eine Korrelation zwischen Nortestosteron als
anabolem Steroid im Vergleich zu Testosteron und Androst-16-en-3-on als

Pheromon ergibt, ist in zuklnftigen Untersuchungen zu klaren.

14.3 Konzentration von DHEA im Urin

Die quantitative Bestimmung von DHEA wurde entsprechend der Quantifizierung von
Nortestosteron durchgefuhrt. Fir DHEA wurde eine Nachweisgrenze von 0,61 ng/ul

(entspricht im Urin 12,2 pg/kg) und eine Bestimmungsgrenze von 2,19 ng/ul (ent-
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spricht im Urin 43,8 ug/kg) errechnet. Die Daten der Kalibriergeraden werden im

Kapitel 15 ,Validierung und Qualitatssicherung“ besprochen.

Das DHEA-glucuronid wurde mit einer Konzentration zwischen 196,0 pg/kg und
5184,0 pg/kg (n=23) bestimmt. Eine Verteilung der Haufigkeit ist in der Abbildung
14.3-1 dargestellt.

Anzahl Urine

DHEA pg/kg Urin

Abbildung 14.3-1: Hiufigkeitsverteilung DHEA im Eberurin; n=24; Median (n=23): 556,0 pg/kg;
BG: Bestimmungsgrenze

Der Median lag bei 556,0 ug/kg, der Mittelwert bei 651,5 pg/kg. Bei den bestimmten
Gehalten an DHEA handelte es sich um das DHEA-glucuronid. DHEA wurde nicht
frei im Eberurin nachgewiesen. Der sulfatierte Anteil an DHEA wurde nicht unter-

sucht.

14.4 Konzentration von Nortestosteron im Fleisch
Eine Korrelation der Konzentration an Nortestosteron im Fleisch und Urin wurde in
der Literatur bisher nicht beschrieben. Fir diese Arbeit standen vier Fleischproben

zur Verflgung, so dass die Nortestosterongehalte im Fleisch mit einer ELISA-
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Messung nach der Prifvorschrift?® fiir den Nationalen Riickstandskontrollplan
bestimmt werden konnten.

Die Gehalte lagen zwischen 1,1 pg/kg und 6,3 pg/kg. Dieses Ergebnis stimmt mit
den von van Ginkel et al.?*® und de Wasch et al.?’ bestimmten Gehalte zwischen
0,2 pg/kg und 13,0 pg/kg Uberein.

Zwischen den Gehalten an Nortestosteron im Fleisch und im Urin war anhand der er-
mittelten Werte keine Korrelation zu erkennen. Dieses Ergebnis sollte in weiter-
fuhrenden Untersuchungen verifiziert werden, da nur wenige Fleischproben flr diese
Untersuchung zur Verfligung standen.

Die ermittelten Gehalte im Fleisch und im Urin sind logarithmisch in der Abbildung

14.4-1 aufgetragen.

O Fleisch
913,8 ® Urin 795.8

1000,0

171,4

100,0

Hg/kg

10,0 -

1,0 -
C1 Cc2 G1 G3

Urinbezeichungen

Abbildung 14.4-1: Vergleich der Konzentration an Nortestosteron im
Fleisch (ELISA) und im Eberurin (GC/FID)

14.5 Der 8*C-Wert des Futters

Das Futter bestimmt als Kohlenstofflieferant das 'C/"?C-Verhaltnis der Steroide im
Organismus und damit den §'*C-Wert. Die Tiere erhielten ein standardisiertes ein-
heitliches Futter, das der ,Richtlinie fir die Stationsprifung auf Mastleistung,
Schlachtkdrperwert und Fleischbeschaffenheit vom 10.12.2003“?'® entsprach. Das
13C/'2C-Verhaltnis von Nortestosteron und DHEA muss deshalb eine ahnliche Isoto-
pensignatur aufweisen wie die des Futters. Ein Auszug der genannten Richtlinie ist

im unteren Kasten zitiert.
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Die Futtermischung besteht aus den folgenden Komponenten, wobei der Nahr-
stoffgehalt der eingesetzten Komponenten und das Mischungsverhaltnis inner-
halb der angegebenen Grenzen variabel ist.

82 - 85% Getreide (Gerste/Weizen)"
8 - 14% Sojaextraktionsschrot ?
0 - 4% Fischmehl ?
2 - 3,5% Mineralfutter
" In Abhangigkeit vom Nahrstoffgehalt kann der Gersteanteil zwischen 40 % und 50 % und der
Weizenanteil zwischen 35 % und 45 % variiert werden.

? Entfallt das Fischmehl als EiweiBkomponente, muss ggf. Sojaschrotextrakt aus geschélter Saat
verwendet werden, da sonst der geforderte Proteingehalt im Futter nicht erreicht wird.

Abbildung 14.5-1: Auszug aus der ,,Richtlinie fiir die Stationspriifung auf Mastleistung, Schlacht-
korperwert und Fleischbeschaffenheit vom 10.12.2003'%%

Zur Bestimmung des §'°C-Wertes des Futters, wurden die Futter-Pellets als Homo-
genisat mittels EA/IRMS vermessen. Der §'*C-Wert wurde mit -25,91 % + 0,12 (n=6)
bestimmt. Eine Gegeniiberstellung der §'°C-Werte des Futters und der Steroide folgt
im Kapitel 14.7.

14.6 Der 8"C-Wert von Nortestosteron und DHEA im Urin

Die 8'3C-Werte von Nortestosteron und DHEA wurden mit dem GC/C/IRMS-Gerét
bestimmt. Als Beispiel der gemessenen Urinextrakte ist ein Ausschnitt des IRMS-
Chromatogrammes der Nortestosteronfraktion nach der NP-HPLC-Fraktionierung in
der Abbildung 14.6-1 zu sehen. Die Basislinientrennung ist klar zu erkennen.

Neben Nortestosteron wurden noch die Signale von Etiocholanolon und 5-An-
drosten-3p3,17B-diol identifiziert.

Die 8'°C-Werte von Nortestosteron der 36 gemessenen Urine von Ebern, die ein-
heitliches Futter erhielten, lagen zwischen -27,53 %. und -24,14 %.. Der Median der
8'3C-Werte wurde mit -26,47 %o und der Mittelwert mit -26,29 %. + 0,85 berechnet.
Die gemessenen §'°C-Werte von Nortestosteron in den Urinen sind in einer Haufig-
keitsverteilung in Abhangigkeit von der Nortestosteronkonzentration gréBer und
kleiner 100 pg/kg im Urin (Abbildung 14.6-2) dargestellt.
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Abbildung 14.6-1: Ausschnitt des GC/C/IRMS-Chromatogrammes nach der NP-HPLC-
Fraktionierung (Fraktion 2) mit dem swing fiir Nortestosteron (Kreis)
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Abbildung 14.6-2: Hiufigkeitsverteilung des §"°C-Wertes von Nortestosteron der Urine (n=36)
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Zur Berechnung der statistischen GréBen Median und Mittelwert wurden alle
erhaltenen &'C-Werte miteinbezogen. Es wurden auch die &§°C-Werte be-
ricksichtigt, bei denen die Konzentrationen unter der Bestimmungsgrenze lagen, da
keine signifikanten Abweichungen im &§'C-Wert bei einem Nortestosterongehalte
<100 pg/kg beobachtetet werden konnten. Aus der Graphik (Abbildung 14.6-2) geht

die Unabhangigkeit des §'°C-Wertes von der Konzentration hervor.

Der Mittelwert von Nortestosteron von -26,29 %o + 0,85 war dem von Prévost et al.'®’
berichteten Mittelwert von -25,14 %. = 0,75 sehr &hnlich. Prévost et al. bestimmten
die 8'°C-Werte von Nortestosteron nicht im Urin, sondern in den Nieren und den
Hoden. Diese Ergebnisse zeigen, dass keine signifikanten Anderungen im '*C/'?C-
Verhaltnis von Nortestosteron, wenn die Substanz einmal im Kérper gebildet wurde,

gemessen werden konnte.

Die Vorlaufersubstanz DHEA wurde in der vorliegenden Arbeit mit einem &hnlichem
'3G/12C-Verhaltnis bestimmt. Die §'*C-Werte lagen zwischen -27,50 %0 und -25,20 %o.
Der Median wurde mit -26,63 %., der Mittelwert mit -26,42 %. + 0,69 bestimmt. Es
zeigte sich beim Vergleich der Mittelwerte und Mediane der §'*C-Werte von Nortes-
tosteron und DHEA eine signifikante Ubereinstimmung. In der Abbildung 14.6-3
wurden die §'°C-Werte von DHEA und Nortestosteron zusammen entsprechend der

Haufigkeit dargestellt.

12 -
O DHEA
O Nortestosteron

-
o
1

Anzahl Urine
o))

Abbildung 14.6-3: Hiufigkeitsverteilung des 8" C-Wertes von Nortestosteron (n=36) und
DHEA (n=22) im Vergleich
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."%” zeigten bei den §'*C-Werten von Nor-

Die Untersuchungen von Prévost et a
testosteron (-25,14 %. = 0,75; n=8) und DHEA (-25,54 %. + 0,29; n=3) in der Nieren

ebenfalls eine Ubereinstimmung.

Nicht nur die Mittelwerte der §'>C-Werte von Nortestosteron und DHEA wurden mit-
einander vergleichen, sondern auch die von den einzelnen Urinen, von denen die
8'3C-Werte Nortestosteron und DHEA bestimmt wurden. Von den 8'3C-Werten der
beiden Substanzen wurde jeweils die Differenz (A §'°*C DHEA-NOR in der Tabelle
14.6-1) gebildet. Es ergab sich aus den 23 gemessenen §'°C-Wertepaaren eine
Spanne der Differenzen der §'3C-Werte von -2,32 %o und +1,04 %.. Bei 19 Urinen lag
die Differenz <1 %.. In weiterfUhrenden Arbeiten ist zu untersuchen, wie sich diese
Differenz bei Ebern unbekannter Herkunft und zusatzlich bei einer Nortestosteron-
applikation verandert. Bei einer deutlich gréBeren Differenz zwischen den §'*C-Wer-
ten von Nortestosteron und DHEA ware der Nachweis einer exogenen Applikation
erbracht.

1."%° verglichen im Urin von 9 unbehandelten Ebern unbekannter Herkunft

Roig et a
die 8'3C-Werte von Nortestosteron mit der Vorldufersubstanz Estron. Es wird von
einer Spanne der Differenz der §'3C-Werte zwischen -2,9 %o und +1,7 %. berichtet,

wobei 6 von 6 §'*C-Wertepaare >1 %. liegen.

Die Einzelwerte der Eberproben sind in der Tabelle 14.6-1 mit den allgemeinen Da-
ten, dem Gehalt an Nortestosteron und DHEA sowie den dazugehdrigen §'°C-
Werten und der Differenz A §'°C DHEA-NOR zusammengestellt.
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AS"C

L-Nr. | LPA-Nr. | Rasse | Alter Schiacht- Menge| NOR | §°C | DHEA | §'°C |DHEA-
gewicht NOR
[d] [kal [mi] |[wg/kgl| %. |[pg/kgl| %o
A1 664 DL | 159 | 123,0 | 79,0 | 297,7 | -27,26 | 952 |-26,61| 0,65
A2 662 DL | 159 | 126,55 | 33,0 | 120,9 - - - -
A4 675 DL 153 118,5 462,0 229 - - - -
A5 668 DL | 160 | 1150 | 121,0 | 453,6 | -26,07 | 1324 | -26,67 | -0,6
A6 672 DL | 162 95,0 154,0 | 217,7 | -26,51 | 540,0 | -25,66 | 0,85
A9 648 DL | 199 | 116,5 | 41,0 | 9,00* |-26,57 | 620,0 | -26,85 | -0,28
A 11 600 Pi 194 122,0 173,0 34,8 | -26,79 | 425,0 | -27,46 | -0,67
B12 879 DE 194 116,5 91,0 785,6 | -26,27 - - -
B 13 670 DL | 173 | 12355 | 92,0 |1022,0 | -25,33 | 2256,0 | -25,27 | 0,06
B 14 677 DL | 166 | 118,0 | 52,0 | 2195 |-27,04 | - - -
B 15 594 Pi | 208 | 1120 130 | 100,8 - - - -
B 16 598 Pi 208 115 79 2855 | -26,17 | 12,0** - -
B 18 674 DL | 173 | 1245 81 | 1058 | -25,66 | 400 |-2564| 0,02
Urin 2 505 DL | 194 111 172,5 | 134 |-26,98| 500 |-26,13| 0,85
Urin 4 547 DL | 174 | 12255 | 1224 | 682 |-27,09 | 660,0 |-26,85| 0,24
Urin 5 562 DL | 176 83 102,9 | 182 |-26,84 | 228,0 | -2598 | 0,86
Urin 8 583 DL 173 120,0 172,2 | 241,0 | -26,45 - - -
Urin 9 571 DL 180 126,5 715,2 | 393,1 | -26,76 - - -
Urin 10 533 DL | 187 | 110,5 | 87,0 | 154,1 | -27,53 | 404,0 |-27,25| 0,28
C1 499 grin | AS | 363 | 186,0 228 | 912,8 | -26,86 | - - -
cz2 663 gelb DL 186 128,5 572 170,4 | -26,47 | 1142,0 | -25,57 0,9
C3 678 gelb DL 172 119,5 85 1112,0 | -26,74 | 1104,0 | -26,81 | -0,07
C4 680 gelb DL 172 126,0 325 18,2* | -26,18 - - -
C5 667gelb | DL | 190 | 106,0 694 | 196,0 | -25,18 | 384 | 27,5 | -2,32
Cé6 711gelb | DL | 159 | 1215 324 | 112,2 | -24,14 | - - -
c7 719gelb | DL | 159 | 116,0 74 | 2828 |-2486| - - -
C9 718gelb | DL | 159 | 1565 625 | 37,8 |-2558| 572,0 | -26,4 | -0,82
Cc10 679gelb | DL | 172 | 119,0 54 457 |-2578| - - -
C 11 599 griin | Pi | 222 | 115,0 75 40,3 |-27,13| 64,0 - -
D1 716 DL | 116 | 1215 527 | 17,4* | -27,32 | 5100,0 | -27,26 | 0,06
D2 684 DL | 181 117,0 | 33,0 | 270,0 | -26,83 | - - -
D 4 705 DL | 166 | 1220 | 119,0 | 367,4 | -26,63 | 260,0 | -25,59 | 1,04
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AS"C
L-Nr. | LPA-Nr. |Rasse | Alter Scm"’fcm' Menge| NOR | §'°C | DHEA | §'°C |DHEA-
gewicht NOR
[d] [kl [ml] |[pg/kgl| % |[mg/kgl| %

D5 715 DL | 166 | 127,0 | 264,0 | 836,0 |-26,36 | 5184,0 | 26,2 | 0,16
D11 681 DL | 179 | 1165 46 | 234,0 - - - -
D12 709 DL | 166 | 119,0 54 149,00 - - - -
D13 641 DU | 187 | 109,0 56 |[112,90|-24,50 | - - -
D 14 704 DL | 166 | 124,0 162 | 100,30 | -25,31 | 880,0 | -25,64 | -0,33
D15 682 DL | 181 | 119,0 38 |486,80|-26,37 | 780,0 |-27,24 | 0,87
D16 712 DL 166 121,0 118 | 248,50 | -24,99 | 1316,0 | -26,64 | -1,65
D17 642 DU | 187 | 110,0 105 |170,20 | -26,54 | 196,0 | -26,8 | -0,26
D 18 695 DL | 161 | 118,0 86 |140,50 | 27,45 | - - -
F7 701G | DL | 194 | 1215 | 553 |737,40| - - - -
F8 687G | DL | 207 | 127,0 | 720 [260,10| - - - -
F9 622GR | Pi | 180 [ 113,0 24 196,00 - - - -
F 10 625GR | Pi | 180 | 1065 | 159,0 [ 502,60 | - - - -
G1 690 Grin| DL | 174 | 1140 | 69,0 |794,80| - - - -
G3 722Gelb| DL | 174 | 1315 | 183,0 [472,70| - - - -
G4 725Gelb| DL | 160 | 1145 39 |[120,30| - - - -
G5 728Gelb| DL | 163 | 1165 | 498 [249,10| - - - -
G6 662 Grin Pi 182 116,5 200 | 137,40 = > > =
G7 723Gelb| DL | 174 | 1300 | 393 |78480| - - - -
G8 633Grin| Pi | 174 | 109,0 122 | 83,10 - - - -
G9 632Grin| Pi | 174 | 1060 | 282 |[568,50 | - - - -
G10 [660Grin| Pi | 202 | 135,0 89 [269,60| - - - -
G12 629 Grin Pi 181 113,5 55 212,50 - - - -
G13 [663Grin| Pi | 182 | 106,5 | 230 |2090* | - - - -

Tabelle 14.6-1: Zusammenstellung der Daten der Eber, *: < Bestimmungsgrenze, **: < Nachweisgrenze,
DL: Deutsches Landschwein, Pi: Pietrain, DU: Duroc, DE: Deutsche Edelrasse
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14.7 Der §"C-Wert des Futters im Vergleich zu den Steroiden im Urin

Werden die §'3C-Werte der Steroide Nortestosteron (Median: -26,47 %o) und DHEA
(Median: -26,63 %) mit dem &8'C-Wert des aus C3-Pflanzen bestehenden Futters

von -25,9 %. + 0,12 verglichen, so ergibt sich eine maximale Differenz von -0,73 %o.

Dieses Ergebnis wird im folgenden mit den Ergebnissen einer kontrollierten Futter-
studie von Hare et al.®*® an Schweinen verglichen. In der beschriebenen Studie
wurden die 8'3C-Werte nicht von einzelnen Steroiden im Urin gemessen, sondern im
Fazes. Da es sich bei beiden Matrices, bei Fazes und Urin um Ausscheidungen

handelt, wurden die Ergebnisse miteinander verglichen.

In dieser Studie wurden Schweine mit reinen C3-Pflanzen (-25,3 %.) und reinen C4-
Pflanzen (-12,4 %.) gefittert. Der §'*C-Wert wurde vom Muskel, Kollagen und Fazes
bestimmt. Der 8'3C-Wert des Fazes, der aus der C4-Fitterung stammte, wurde mit
-12,8 %o und der, der aus der C3-Filtterung stammte, mit -25,7 %. bestimmt. Ins-
gesamt ist bei beiden Fiitterungen eine 8'°C-Differenz im Fazes von -0,4 %o festzu-
stellen. Die leichte '*C-Abreicherung ist mit dem Ergebnis von -0,63 %. der vor-
liegenden Arbeit vergleichbar. Eine tendenzielle '*C-Abreicherung ist zu erkennen,
jedoch missen diese Ergebnisse mit der Streuung von 0,60 %. flr Nortestosteron
beachtet werden. Fiir eine Verifizierung einer '*C-Abreicherung zwischen der
Kohlenstoffisotopenzusammensetzung des Futters und der Aus-scheidungsmatrix

Urin ist eine weitere Futterstudie notwendig.

Im Gegensatz zu den Ausscheidungsprodukten tritt in den Gewebe bildenden
Matrices eine '*C-Anreicherung auf. Die einzelnen §'*C-Werte der Studie von Hare

et al. sind der Tabelle 14.7-1 zu entnehmen.

Fltterung mir C3 Pflanzen Fatterung mit C4 Pflanzen

Futter | Muskel | Collagen | Fézes | Futter | Muskel | Collagen | Fazes
§'3C (%) -25,3 -23,8 -23,9 -25,7 -12,4 -11,4 -9,2 -12,8

Tabelle 14.7-1: Ergebnisse des Versuches von Hare et al¥

Eine ®C-Anreicherung bei einer Fiitterung mit C4-Pflanzen konnten auch Prévost et
al."®” bestatigen. Wahrend der §'*C-Wert von Nortestosteron aller untersuchten Ma-
trices (Leber, Niere, Hoden) bei Fitterung mit C3-Pflanzen bei -25,14 %. lag, stieg
dieser bei der Fltterung mit C4-Pflanzen auf -18,46 %o.
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14.8 Die 5" C-Werte der im Handel erhiiltlichen Nortestosteronprodukte

FUr den Nachweis der illegalen Anwendung von Nortestosteron anhand der Differenz
der §'*C-Werte zwischen Nortestosteron und einem Precursor muss eine weitere
Voraussetzung erfiillt sein. Die §'°C-Werte der Nortestosteronprodukte, die sich auf
dem internationalen Markt befinden, muissen bekannt sein. W&hrend des
Projektzeitraumes konnten verschiedene kommerzielle Nortestosteronpraparate von
internationalen Firmen erworben und die §'°C-Werte bestimmt werden. Die
Bestimmung der §'°C-Werte der verschiedenen Nortestosteronpraparate erfolgte als
Reinsubstanzen (ber das EA/IRMS-System. Die einzelnen Praparate der ver-
schiedenen Firmen mit den bestimmten §'>C-Werten sind der Tabelle 14.8-1 zu ent-
nehmen. Die Nortestosteronprodukie der verschiedenen Hersteller wiesen eine
Spanne im §'*C-Wert von -29,65 %. bis -27,28 %o auf.

Auffallend ist das Nortestosteronprodukt der Firma Riedel-de-Haen, das sich

zwischen zwei Chargen um 2 %, unterschied.

Firma Charge 5'°C in %o (EA/IRMS) | +StAbw (%) | Anzahl
Riedel-de-Haen [Lot2190X -27,28 0,11 8
Riedel-de-Haen |Lot4098X -29,30 0,04 4
Fluka 442722/1 -29,30 0,13 8
Sigma 108H648 -29,26 0,12 8
Steraloids H736 -29,65 0,12 8
Sequoia 060801900n -29,13 0,08 3
aus China keine vorhanden -29,59 0,05 4

Tabelle 14.8-1: §*C-Werte (EA/IRMS-Messung) der kommerziell erhiiltlichen Nortestosteronpriiparate

In der Abbildung 14.8-1 wurden zum Vergleich die im Eberurin gemessenen §'°C-

Werte von Nortestosteron und die der synthetischen Praparate dargestellt.

§'°C
[ T T T T T 1
-30 129 -28 -27 -26 -25 -24
Ausnahme: RdH,
Lot.:2190X
K ;
| e b | /
-29,65/ -29,1 34 27,53 24,14
Nortestosteron (synthetisch, Nortestosteron (natiirlich aus Eberurin)

Abbildung 14.8-1: graphische Darstellung der Spanne der gemessenen 3°C-Werte von Nortestosteron aus

Eberurinen und von verschiedenen Herstellerfirmen, leeres Quadrat: gemessener 5 C-Wert stellt eine
Ausnahme dar; Angaben in %o, RdH: Riedel-de-Héen
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Es ist eine deutliche Trennung der &'*C-Werte zwischen synthetischem und
nattirlichem Nortestosteron sichtbar. Nicht zu erklaren ist die dargestellte Ausnahme

des Praparates von Riedel-de-Haen.

Es wurde zusatzlich der Versuch unternommen, dem bereits aufgearbeiteten Extrakt
synthetisches Nortestosteron (Sigma) (Standardlésung) dazu zugeben. Dabei wurde
auf vergleichbare Signalintensitaten geachtet. Der 8'*C-Wert des Urins wurde mit
-26,74 %o und der §'*C-Wert der Standardldsung mit -29,82 %. bestimmt. Die
Mischung der beiden Lésungen ergab einen §'3C-Wert von -28,46 %., dies entspricht

genau dem Mittelwert.

Auf dem internationalen Markt sind verschiedene Anbieter von Nortestosteron und
dessen Derivaten vertreten. Bei verschiedenen Firmen wurden Anfragen Uber eine
Nortestosteronlieferung gemacht, die jedoch bei einer konkreten Bestellung das
offerierte Angebot sehr oft wieder zurlickzogen. Aus diesem Grunde konnte in der
vorliegenden Arbeit nur Nortestosteron von den Chemikalienlieferanten bestimmt
werden. Die kontaktierten Lieferanten sind am Ende des Kapitels genannt. Aus-
nahme stellte das Nortestosteron aus China dar, das auf Umwegen besorgt werden
konnte. Diese Tatsache verdeutlicht, dass man mit dem Thema Nortestosteron in

einen illegalen Bereich stoBen kann.

Im folgenden sind die kontaktierten Internetanbieter aufgelistet: 3B Medical Systems,
Inc. (Libertyville, lllinois, USA), Advanced Technology & Industrial Co., Ltd. (Hong
Kong, China), ANDAChem, Inc.(Shanxi, China), Polyorganix (Texas, USA),
Apinchemicals (Abingdon, UK), DSL Chemicals (Shanghai, China), Agnus Chemical
Company (USA), Alltechweb/Grace (Deerfield, USA), ChromaDex Corporate (Santa
Ana, USA), Pfaltz & Bauer (Waterbury, USA), Kingchem (Allendale, USA), Thinker
Chemical Co. Ltd (Hangzhou, China).
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14.9 Bestimmung des pH-Wertes des Urins

Der pH-Wert der Eberurine wurde mittels einer pH-Elektrode bestimmt. Der Mittel-
wert des pH-Wertes lag bei pH 7,0 + 0,4. In der Abbildung 14.9-1 sind die Werte mit
der jeweiligen Standardabweichung dargestellt.

13
11 -
9,
PH ] < < )
A5 1 T ~ t  Uine
5 Bt D5 & L e
3,
1,

Abbildung 14.9-1: pH-Werte von 7 Urinen

Aus den gemessenen pH-Werten wurde der Schluss gezogen, dass sich die pH-
Werte aller Urine im neutralen Bereich befanden. Im neutralem pH-Wert sind auch
bei Lagerung keine signifikanten Anderungen der Steroidzusammensetzung oder

Reaktionen der Steroide zu erwarten.

14.10 Bestimmung der Wasserloslichkeit von Nortestosteron

Die Wasserldslichkeit wurde in der vorliegenden Arbeit bestimmt, weil ein relativ
hoher Gehalt an frei vorliegendem Nortestosteron nachgewiesen wurde. Anhand der
Ergebnisse in Tabelle 14.10-1 zeigte sich allgemein eine unerwartet hohe Wasser-
|6slichkeit von Nortestosteron. Im neutralen Bereich bei pH 7, das entspricht dem pH-
Wert des Urins, wurde die hdéchste Wasserléslichkeit von Nortestosteron bestimmt.
Die Anderungen des pH-Wertes bei der Aufarbeitung hatten auf die Nortestosteron-
gehalte keine Auswirkungen.

pH Léslichkeit (mg/l)
259,9
304,9
10 249,3

Tabelle 14.10-1: Wasserloslichkeit von Nortestosteron, n=2
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14.11 Ermitteln der Bezugssubstanz Kreatinin

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde geprift, ob Kreatinin als Indikatorsub-
stanz far den Verdinnungszustand des Eberurins geeignet ist. Die Menge an
Wasser, die der Eber vor der Schlachtung zu sich nahm, war unbekannt. Zwischen
den Urinmengen, die zur Nortestosteronbestimmung geliefert wurden und den be-
stimmten Konzentrationen an Nortestosteron konnte kein Zusammenhang festge-

stellt werden.

Kreatinin (Anhydrid des Kreatins) ist das Endprodukt des Stickstoffstoffwechsels und
befindet sich mit Kreatin im Gleichgewicht®*®. Es wird nicht metabolisiert und daher
quantitativ ausgeschieden®’. Unterschiedliche Wasseraufnahmemengen des Ebers
spiegeln die Konzentrationen der im Urin geldsten Stoffe wie die des Kreatinins

wieder.

Der Kreatiningehalt wurde deshalb als BezugsgréBe fir die endogene Nortesto-
steronkonzentration im Urin herangezogen.

Die Eber erhielten standardisiertes Futter, so dass ein erhdhter Kreatininwert durch

257

unterschiedliche Fleischzufuhr®>” ausgeschlossen werden konnte.

In der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 14.11-1) finden sich einige Literaturwerte fur
Kreatinin bei Menschen und Schweinen. Bei Schweinen wurden nur Werte fir Blut
in der Literatur gefunden. Von Kastraten waren keine publizierten Kreatininwerte be-

kannt.
Blut Urin Quelle
Hanford Miniatur Eber 0,8 + 0,2 mg/dl nicht bekannt 238
Yukatan Miniaturschwein 1,6 + 1,2 mg/d| nicht bekannt 259
Schwein allgemein 1,2-2,0 mg/d nicht bekannt 260
Frauen, Manner 0,6-1,3 mg/dl 0,7-2,33 g/Tag o

Tabelle 14.11-1: Literaturdaten fiir Kreatinin

Die Kreatininbestimmung in den Urinen wurde nach einer Methode des CVUA
Freiburg®' durchgefiihrt. Das mit der Methode bestimmte Kreatinin ist die Summe
aus Kreatin und Kreatinin (Abbildung 14.11-1).
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Abbildung 14.11-1: Darstellung von Kreatinin aus Kreatin nach Umsetzen mit HCI1

Zur Kreatininbestimmung sollte 24h-Urin verwendet werden. Die Urine wurden aus
der Blase der frisch geschlachteten Eber enthommen und stellten damit nur eine

Momentaufnahme dar. Eine 24h Urinsammlung war nicht méglich.

Aus 15 Urinproben wurde Kreatinin im Mittel mit 1,84 pg/l £ 0,91 mit einer Spanne
von 0,49 - 3,77 ug/l gemessen. Die Daten sind der Tabelle 14.11-2 zu entnehmen.
Der Kreatiningehalt des Kastratenurins wurde mit 2,39 g/l bestimmt. Die Kreatinin-
werte des Ebers unterscheiden sich nicht von dem des Kastraten, der kein Nor-
testosteron ausscheidet.

Die Kreatininkonzentrationen wurden gegen die Nortestosteronkonzentration
(Abbildung 14.11-2). Obwohl kein 24h Urin zur Untersuchung

verwendet wurde,

aufgetragen
zeigte Kreatinin beim Eberurin  mit den physiologischen
Nortestosterongehalten eine Korrelation.

Kreatinin ist als standig vom Kdrper ausgeschiedenes Stoffwechselprodukt ein ge-
eigneter Bezugsparameter fir die endogene Nortestosteronmenge.

Auch bei den Konzentrationen an DHEA ist eine tendenzielle Korrelation zu

beobachten (Abbildung 14.11-3).

Labor- |Nortestosteron| DHEA |Kreatinin | Labor- | Nortestosteron| DHEA |Kreatinin
Nr. (ng/kg) (na/kg) | (ng/l) Nr. (Hg/kg) (na/kg) | (ng/l)
A1 297.,0 952 2,93 D14 100,3 880 0,49
A2 120,9 n.b 0,87 D15 486,8 780 2,42
A5 453,0 1324 3,77 D16 248,5 1316 1,11
A6 217,7 540 1,22 D17 170,2 196,0 0,83
B 14 219,5 322 1,49 D18 140,5 n.b 1,46
D2 270,0 632 1,73 F8 260,0 n.b 1,97
D4 367,4 260 1,85 G7 784.,8 n.b 3,30

Tabelle 14.11-2: Daten der Kreatininbestimmung, n.b.: nicht bestimmbar wegen unzureichender Urin-

menge
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Abbildung 14.11-2: Darstellung der Korrelation zwischen der Konzentration
an Kreatinin und Nortestosteron; Gleichung: y=151,72x+25,132; R’=0,6456
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Abbildung 14.11-3: Darstellung der Korrelation zwischen der Konzentraion
an Kreatinin und DHEA; Gleichung: y=290,35x + 164,94; R’=0,4629

Wahrend Nortestosteron vor allem frei vorlag, kam DHEA nur als Glucuronid- bzw.
Sulfat-derivat vor. Eine Erklarung fir die geringere Korrelation zwischen den
Gehalten von Kreatinin und DHEA kann der nicht bestimmte Sulfatanteil im Urin sein.
Zur Abklarung der Korrelation sind weitere Versuche nétig, in denen auch die frei

gesetzten Steroid-sulfate bestimmt werden.

Kreatinin wurde in dieser Arbeit als Bezugssubstanz fir die Hormonanalytik im Urin

von Tieren nachgewiesen.

In friiheren Untersuchungen wurde lediglich die Dichte des Urins in Korrelation zu
Gehalten an Testosteron- und Epitestosteron-glucuronid beim Menschen berichtet.

Die Gabe von Testosteron und Epitestosteron und deren Glucuronide fliihrte zu

einem Anstieg der Dichte®®.
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15 Validierung und Qualititssicherung

15.1 Ermittlung von Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Zur Absicherung der quantitativen Messergebnisse von Nortestosteron und DHEA
wurden mittels einer Kalibriergeraden die Nachweis- und Bestimmungsgrenze er-
mittelt. Die Nachweisgrenze ist die kleinste nachweisbare Menge. Die Bestimmungs-
grenze ist die kleinste quantifizierbare Menge, die mit einer vorgegebenen Richtigkeit
und Prazision quantitativ erfasst werden kann. Die Prazision ist das MaB fir die
Streuung der Analysenergebnisse und wird mit den statistischen GroBen Standard-
abweichung s, Variationskoeffizient VK (relative Standardabweichung) oder Varianz

ausgedriickt?®?.

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurden mit dem Softwareprogramm valoo
2.0 gemanB DIN 32645 berechnet. Die Kalibriergeraden flir Nortestosteron und DHEA
wurden mit vier Standardkonzentrationen durchgefthrt. Fir die Grundkalibrierung
von Nortestosteron wurden Konzentrationen von 5 ng/ul, 10 ng/ul, 15 ng/ul und 33,3
ng/ul verwendet (Tabelle 15.1-1). Die Konzentrationen fir die Grundkalibrierung von
DHEA (Tabelle 15.1-2) lagen bei 5 ng/ul, 15 ng/ul, 25 ng/ul und 40 ng/ul. In den Ta-
bellen sind Mittelwert (xww), Standardabweichung und Variationskoeffizient er-
sichtlich.

Beide Kalibriergeraden verliefen linear. Fir Nortestosteron wurde eine Nachweis-
grenze von 0,35 ng/ul und eine Bestimmungsgrenze von 1,25 ng/ul errechnet. Bei
DHEA lag die Nachweisgrenze bei 0,61 ng/ul und die Bestimmungsgrenze bei
2,19 ng/ul. Die Kalibriergeraden sind fir Nortestosteron in Abbildung 15.1-1 und fr
DHEA in Abbildung 15.1-2 dargestellt.

5 ng/pl 10 ng/ul 15 ng/ul 33,3 ng/pl
Xuw (%6) 5,01 10,06 14,91 33,35
s (ng/ul) 0,16 0,23 0,22 0,16
VK (%) 3,10 2,29 1,47 0,48

Tabelle 15.1-1: Daten Kalibriergerade Nortestosteron, n=10

5 ng/ul 15 ng/ul 25 ng/ul 40 ng/pl
Xuw (%6) 5,04 15,09 25,24 39,96
s (ng/ul) 0,17 0,29 0,50 0,24
VK (%) 3,31 1,90 1,98 0,59

Tabelle 15.1-2: Daten Kalibriergerade DHEA, n=10
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Abbildung 15.1-1: Kalibriergerade Nortestosteron, n=10; y=1,0014x — 0,0245; R’=0,9998
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Abbildung 15.1-2: Kalibriergerade DHEA, n=10, y=0,9983x + 0,1195; R?*=0,9997

15.2.1 Stabilitit der HPLC-Anlagen

Zur Quantifizierung des internen Standards Methyltestosteron wurde eine Einpunkt-
kalibrierung mit einer Konzentration von 33,3 ng/ul am GC/FID-Messsystem
durchgefihrt. Die ermittelte Standardabweichung betrug flr Methyltestosteron 33,3
ng/ul £ 2,61 (VK: 7,83 %, n=76).

15.2 Validierung und Qualititssicherung der Aufarbeitungsmethode

Zur Kontrolle der Stabilitdt der Retentionszeiten (RT) und der Flachen wurde ein

Funktionstest durchgefiihrt. Dieser beinhaltete 10 Injektionen innerhalb eines Tages
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mit den Zielsubstanzen. Bei der HPLC-NP-Anlage wurde der Funktionstest zweimal
durchgefihrt (HPLC-NP.1 und HPLC-NP.2). Die Ergebnisse der Funktionstests
beider HPLC-Anlagen sind in Tabelle 15.2-1 dargestellt.

HPLC NP.1 HPLC NP.2 HPLC RP
Substanz: DHEA/Methyl- Nortestosteron DHEA/Methyl- Nortestosteron DHEA/Methyl-
testosteron testosteron testosteron
MW (Fléache) 4505 4465 3673 3921 14157
VK (Flache) 0,89% 0,77% 0,86% 0,88% 1,47%
RT (Minuten) 10,03 14,98 9,52 13,97 22,08
VK (Rt) 0,64% 0,87% 0,24% 0,26% 0,30%

Tabelle 15.2-1: Stabilitétstests der HPLC-Anlagen, n=10

Bei beiden HPLC-Anlagen lagen die Abweichungen fir die Flachen unter 2 % und fur
die Retentionszeiten unter 1 %, so dass eine ausreichende Stabilitdt der Anlagen
innerhalb der Serie gewahrleistet war.

15.2.2 Bestimmung der Wiederfindung nach der Aufarbeitung

Die Wiederfindung (WDF) ist das Verhélinis des unter Wiederholbedingungen ge-
messenen Mittelwertes zum richtigen Wert des Analyten in der Probe. Unter Wieder-
holbedingungen versteht man, dass die voneinander unabhangigen Ermittlungser-
gebnisse mit demselben Verfahren, derselben Probe, demselben Labor, durch den-
selben Bearbeiter und derselben Laborausstattung in kurzen Zeitabstanden erbracht

werden?®?,

Die Wiederfindung der Zielsubstanzen Nortestosteron und DHEA sowie des internen
Standards Methyltestosteron wurde durch eine Dotierung des Kastratenurins be-
stimmt. Es wurde zur Bestimmung der Wiederfindung die komplette Aufarbeitung
durchgefiihrt. Die zugesetzten Konzentrationen waren bei allen Substanzen
666,0 ug/kg. Dies entspricht einer Aufgabenmenge von 33,3 ng/ul auf das

GC/C/IRMS-System mit der notwendigen Signalintensitat von 1000 mV.

Die Wiederfindung von Nortestosteron lag bei 96,0 % +15,7 (n=6, NP-HPLC). Bei
der Vorlaufersubstanz DHEA lag die Wiederfindung bei 78,4 % * 8,3 (n=3, RP-
HPLC). Beim internen Standard wurde die Wiederfindung von Methyltestosteron
nach der Aufreinigung Uber das NP-HPLC-System und Uber das RP-HPLC-System
bestimmt. Die Wiederfindung von Methyltestosteron im Kastratenurin lag bei 100,9 %
+ 11,6 (n=6, NP-HPLC) und bei 75,7 % * 4,4 (n=3, RP-HPLC).
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Die Wiederfindung von Methyltestosteron in den Eberurinproben gegeben lag bei
92,1 % £ 12,8 (n=55, NP-HPLC) und bei 69,2 % + 7,7 (n=25, RP-HPLC).

Bis zur weiteren Aufreinigung auf dem RP-HPLC-System konnten die Substanzen
Nortestosteron und Methyltestosteron ohne Verluste bestimmt werden.

Nach der Aufreinigung durch das RP-HPLC-System wurden bei Methyltestosteron
und DHEA jedoch Verluste in &hnlicher GréBe von ca. 25 % festgestellt. Beim Eber-
urin war dieser Verlust mit 30 % starker ausgepragt. Moéglicherweise lag hier ein
matrixspezifischer Effekt vor, der in weiterfihrenden Untersuchungen zu klaren ist.

Die Richtlinie 2002/657/EG?*° wird zur Beurteilung der Analysenmethoden fiir die Be-
stimmung von Rlckstanden in Lebensmitteln tierischer Herkunft angewendet. Der
Schwerpunkt der entwickelten Analysenmethode lag jedoch auf der fraktionierungs-
freien Aufarbeitung beziiglich des 'C/'?C-Verhaltnisses. Die genannte Richtlinie
wurde aus diesem Grund nicht zur Beurteilung der Methode herangezogen.

In der Tabelle 15.3-1 in Kapitel 15.3 sind die Wiederfindungen zusammen mit den

8'3C-Werten zusammengestellt.

15.2.3 Bestimmung der Wiederfindung nach der HPLC-Analyse

Zusétzlich wurde die Wiederfindung der Substanzen des externen Standards (ESTD)
bestimmt. Die externen Standardlésungen wurden jeweils nur Uber die HPLC-An-

lagen ohne vorherige FlUssig-/Flissigextraktion gegeben.

Die Wiederfindung von Nortestosteron nach der NP-HPLC-Analyse lag bei 96,0 %
+ 11,0 (n=33). Bei DHEA lag die Wiederfindung nach der RP-HPLC-Analyse bei
87,2% £9,5 (n=15).

Die Wiederfindung von Methyltestosteron wurde nach beiden HPLC-Analysen be-
stimmt. Sie lag bei 101,9 % + 9,9 (n=33 NP-HPLC) und bei 89,3 % + 4,0 (n=15, RP-
HPLC).

FOr Methyltestosteron der externen Standardlésungen wurde nach der RP-HPLC-
Anlage deutlich geringere Verluste festgestellt als bei den Eberurinextrakien. Dies
spricht wiederum fir einen matrixspezifischen Effek.
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15.2.4 Bestimmung der Wiederholbarkeit

Unter Wiederholbarkeit oder auch Wiederholprazision versteht man die Préazision
unter Wiederholbedingungen.

Bei einer Mehrfachaufarbeitung eines Mischurins an einem Tag unter Wiederholbe-
dingungen wurden die Gehalte und die §'°C-Werte von Nortestosteron und DHEA
bestimmt. In der Tabelle 15.2-2 sind die Ergebnisse dargestellt. Der Variationsko-
effizient lag flr Nortestosteron bei 2,5 % und fir DHEA bei 6,1 %. Die Streuung der
5'3C-Werte lag ebenfalls innerhalb der in der Regelkarte erfassten Streuung der
Standardsubstanzen (siehe folgendes Kapitel). Die Wiederholbarkeit fir den Gehalt

an Nortestosteron und DHEA war < 10 %.

Nortestosteron DHEA 3"°C Nortestosteron 5"°C DHEA
ug/kg ug/kg %o %o
Varianz (%) Varianz (%) Varianz (%) Varianz (%)
4562+ 11,3 (n=6) 1859,7113,9 (n=6) 226,64 £ 0,22 (n=5) -26,320,27 (n=5)
2,5 % 6,1 % 0,83 % 1,03 %

Tabelle 15.2-2: Mehrfachaufarbeitung eines Mischurins; n = Anzahl

15.2.5 Bestimmung der ,,inter day precision‘

Werden die unabh&ngigen Ermittlungsergebnissen mit demselben Verfahren, der-
selben Probe, in demselben Labor, durch denselben Bearbeiter, aber an ver-

schiedenen Tagen erbracht, nennt man dies auch ,inter day precision“?®°.

FUr die Bestimmung der ,inter day precision“ von Nortestosteron wurde deshalb in
verschiedenen Zeitabstdnden, am Anfang, in der Mitte und am Ende des Projektes
jeweils der gleiche Urin doppelt aufgearbeitet (Tabelle 15.2-3). Nortestosteron wurde
mit einem Variationskoeffizient von 7,0 % bestimmt. Dieses Ergebnis zeigte eine

ausreichende Stabilitat der Methode Uber den Projektzeitraum.

Nortestosteron

WDF Methyltestosteron

5'3C Nortestosteron

5'*C Methyltestosteron

Ho/kg
Varianz (%)

%

%o
Varianz (%)

%o
Varianz (%)

393,1+27,5 (n=6)
7.0 %

98,1+13,1 (n=6)

-26,26 * 0,23 (n=3)
0,87 %

-29,28 £ 0,05 (n=3)
0,17 %

Tabelle 15.2-3: Aufarbeitungskontrolle anhand eines Urins an drei unterschiedlichen Tagen; n = Anzahl
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15.3 Priifung auf *C/"*C-Fraktionierung

Der Kastratenurin wurde zur Uberpriifung einer Isotopenfraktionierung wahrend der

Aufarbeitung herangezogen.

Im dotierten Kastratenurin lag der 8'*C-Wert von Nortestosteron bei -29,75 %o + 0,67
(n=6, HPLC-NP) und von DHEA bei -29,46 %o + 0,14 (n=3, RP-HPLC). Der §'*C-
Wert von Methyltestosteron lag bei -29,85 %. + 0,46 (n=6, NP-HPLC) und bei -30,78
%. + 0,78 (n=3, RP-HPLC). Die 8'C-Werte von Nortestosteron wurden aus der
Kontrollstandardlésung mit -29,60 %. £ 0,60 und von DHEA mit -29,99 %. + 0,83

bestimmt.

Im externen Kontrollstandard ESTD lagen die §'°C-Werte von Nortestosteron bei
29,58 %o + 0,59 (n=6, NP-HPLC), von DHEA bei -29,83 %. (n=3, RP-HPLC) 0,16
und von Methyltestosteron bei -29,78 %. + 0,62 (n=33; NP-HPLC) und -29,88 %.
+ 0,18 (n=3; RP-HPLC).

Das den Proben zugesetzte Methyltestosteron wies §'3C-Werte von -31,01 %o + 1,07
(n=23; RP-HPLC) auf.

Bei den Zielsubstanzen Nortestosteron und DHEA konnte keine Isotopen-
fraktionierung festgestellt werden, denn die §'°C-Werte entsprachen denen der

Standardsubstanzen.

Die Aufarbeitung des Internen Standards Methyltestosteron verlief bis einschlieBBlich
der Extraktreinigung mittels NP-HPLC-Anlage ebenfalls fraktionierungsfrei. Die sich
anschliessende Aufreinigung mit der RP-HPLC-Anlage ergab sowohl eine Isotopen-
fraktionierung von bis zu -1,5 %. als auch eine erhdhte Streuung der §'C-Werte von
>1 %.. Da dieses Problem der Isotopenfraktionierung nur bei Methyltestosteron zu
beobachten war, kénnte ein zusatzlicher substanzspezifischer Effekt aufgetreten

sein, der in weiteren Untersuchungen zu kléren ist.

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 15.3-1 zusammenfassend dargestellt.
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HPLC-Typ Matrix Substanz xuw (WDF(%)) s | n | 8°C (%) ts | n
Methyltestosteron 100,9+11,5 -29,85 + 0,46
dot. Kastratenurin 6 6
Nortestosteron 97,0 +15,6 -29,75 £ 0,67
HPLC-NP Methyltestosteron 101,9+9,9 -29,78 £ 0,62
ESTD 33 33
Nortestosteron 96,0 £ 11,0 -29,58 + 0,59
Eberurine Methyltestosteron 92,1 +£12,8 55 | -29,16 + 0,59 | 51
Methyltestosteron 75,740 -30,78 £ 0,78
dot. Kastratenurin 3 3
DHEA 78,4 +8,3 -29,46 £ 0,14
HPLC-RP Methyltestosteron 89,3+84 -29,88 £0,18
ESTD 15 3
DHEA 87,2+9,6 -29,83 +£0,16
Eberurine Methyltestosteron 69,2+7,7 25| -31,01 +1,07 | 23

Tabelle 15.3-1: Mittelwert der Wiederfindung und Standardabweichung der Standardsubstanzen (siehe
Kapitel 18.4-3) Methyltestosteron, Nortestosteron (Sigma) und DHEA bei einer Konzentration von
666,0 pg/kg sowie die 8 C-Werte withrend des Projektzeitraumes

15.4 Validierung und Qualititssicherung der GC/C/IRMS-Messtechnik

15.4.1 Stabilitit des Referenzgases

Die Stabilitat des IRMS-Systems wird (iber die Prézision des *C/'?C-Verhaltnisses
bzw. des §'*C-Wertes des CO, Referenzgases bestimmt. Dabei wird das Referenz-
gas 30 Sekunden lang 10 mal in Abstanden von 20 Sekunden direkt in die IRMS-Ein-
heit eingelassen. Bei diesen 10 CO,-Pulsen muss die Abweichung des §'*C-Wertes
nach Angaben des Herstellers kleiner als + 0,07 %o sein. Die Uberprifung der

Stabilitat wurde arbeitstaglich vorgenommen und lag in den genannten Grenzen.

15.4.2 Stabilitit des kompletten GC/C/IRMS-Systems

Zur Stabilitatskontrolle des gesamten GC/C/IRMS-Systems wurde eine Kontroll-
standardlésung (siehe Kapitel 18.4.3) mit vier verschiedenen synthetischen
Steroiden verwendet. Es wurde die Wiederholbarkeit und die ,inter-day” Prazision

bestimmt.

Far die Bestimmung der Wiederholbarkeit wurden an einem Tag 8 Injektionen der
Standardlésung durchgefiihrt und die *C/'?C-Verhéltnisse der Steroide gemessen.

Das Standardgemisch enthielt Androstanon (40 ng/ul), DHEA (35 ng/ul), Nortesto-
steron (35 ng/ul) und Methyltestosteron (35 ng/ul).
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In der Tabelle 15.4-1 sind die 8'C-Werte, die Signalhéhen und die Flachen der ein-

zelnen Standardsubstanzen fir die Wiederholbarkeit aufgelistet. Die Standardab-

weichungen der §'*C-Werte lagen bei allen Substanzen unter 0,16 %. und damit

unter dem vom Hersteller angegebenen Wert fir Kohlenstoff < 0,2 %.o.

Androstanon DHEA Nortestosteron Methyltestosteron

8"°C (%o) -31,84 -30,01 -29,49 -29,63

S (%o) + 0,06 £0,15 +0,16 +0,16
Varianz (%) 0,2 0,49 0,53 0,53
Signalhéhe (mV) 2854 1499 1313 1271

s (mV) +76,13 + 43,81 + 24,33 + 43,43
Varianz (%) 2,67 2,92 1,85 3,65
Flache (Area) 8,46 4,94 4.61 4,74

s (Area) +0,19 0,15 0,14 0,15
Varianz (%) 2,24 3,12 3,12 3,23

Tabelle 15.4-1: statistische Kenndaten des Standardgemisches von 8 Injektionen, Androstanon: 40ng/ul, DHEA,
Nortestosteron und Methyltestosteron: 35 ng/pl

Das GC/C/IRMS-Chromatogramm der Kontrollstandardlésung ist in der Abbildung

15.4-1 dargestellt.
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Abbildung 15.4-1: oben: C/2C-Isotopenverh:iiltnis als ,,swing* dargestellt, unten: GC/C/IRMS Chroma-
togramm (m/z = 44) des Kontrollstandards: 1-5: CO,-Referenzgas, 6: Andostan-3-on, 7: DHEA, 8: Nor-

testosteron, 9: Methyltestosteron, 10-12: CO,-Referenzgas
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Die taglichen Messungen fir die Ermittlung der ,inter day“ Prazision wurden in eine
Shewhart-Regelkarte (Abbildung 15.4-2) eingetragen. Die Shewhart-Regelkarte
dient zur Uberwachung von Mittelwerten aus Mehrfachpriifergebnissen oder auch
von Einzelergebnissen. Um die Shewhart-Regelkarte konstruieren zu kénnen, wer-
den die statistischen Kenndaten Mittelwert und Standardabweichung benétigt. Diese
werden in der so genannten Vorperiode ermittelt. Der Mittelwert wird mit den
jeweiligen 2s- und 3s-Werten auf der y-Achse eingezeichnet. Die 2s-Werte werden
Warngrenze und die 3s-Werte Kontroll- oder auch Eingriffsgrenzen genannt.

Die Warngrenze ist eine Schranke, deren einmaliges Uberschreiten noch toleriert
wird. Die Kontroll- oder Eingriffsgrenze stellt eine Schranke dar, deren Uberschreiten

sofortige KorrekturmaBnahmen erfordert®®.

In der vorliegenden Regelkarte wurden die Warn- und Eingriffgrenzen jedoch nicht
mit einer Vorperiode ermittelt. Die Grenzen wurden aus allen Ergebnissen errechnet,
um die Stabilitat bzw. die Anderungen Uber einen langeren Zeitraum Giberwachen zu
kénnen, da keine Erfahrungswerte fir Messungen underivatisierter Steroide vor-

lagen.

Fur den Mittelwert und die einfache Standardabweichung der §'3C-Werte ergaben
sich bei den synthetischen Reinsubstanzen Nortestosteron -29,60 %. + 0,60, bei
Androstanon -32,89 %. + 1,43, bei DHEA -29,99 %. + 0,83 und bei Methyltestosteron
-29,34 %o + 0,54. Uber den gesamten Messzeitraum konnte eine Abweichung unter
0,2 %o nicht erreicht werden. Jedoch erkennt man mit fortschreitendem Projektverlauf

eine Anndherung des §'°C-Wertes an den Mittelwert.

Die Standardsubstanzen, die unter Wiederholbedingungen in der 8-fach Bestimmung

gemessen wurden, zeigten alle eine maximale Streuung von + 0,16 %e.

Wahrend der Analyse der Standardlésungen im Wechsel mit Probenextrakten wurde
speziell bei Androstanon die hdéchste Standardabweichung von 1,43 %. festgestellt.
Eine Erklarung hierfir kénnte die Bildung aktiver Stellen auf der GC-Sé&ule durch die
Chromatographie der Probenextrakie sein. Denn bei den unter Punkt 11.3-2 be-
schriebenen Versuche, bei denen langere Zeit nur die Standardlésungen injiziert und
gemessen wurden, lag die Streuung des §'3C-Wertes fiir Androstanon bei + 0,15 %o.

Eine durch die Probenextrakte induzierte Aktivierung der GC-Saule unterblieb
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wahrend dieses Versuches. In weiterflhrenden Untersuchungen ist dies zu

verifizieren und die Aufreinigungsmethode gegebenenfalls daraufhin zu optimieren.

Man erkennt jedoch in der Regelkarte, dass die §'*C-Werte der jeweiligen Kompo-
nenten sich Uber den Projektzeitraum dem Mittelwert anndhern. Darin spiegelt sich
die Erfahrung beim Umgang mit der Aufarbeitungsmethode wider.

Dieses Ergebnis verdeutlicht die grundséatzliche Problematik der GC/C/IRMS-Ana-
lytik. Je reiner der Probenextrakt ist, je mehr der Extrakt demnach einer Standard|6-
sung gleicht, desto préaziser sind die Messungen. Je polarer die Substanzen sind,
desto drastischer wirkt sich dieses Phdnomen aus.
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16 Verwendete Software

Isodat NT 2.0 Version 2.38 (ThermoCorporation, Bremen-D)

Chromeleon (Dionex, Sunnyvale, USA)

Callidus (Euro Vector SpA, Milano, Italien)

MassLynx 4.0i (GVInstruments, Manchester, UK)

Windows XP

Office XP

ACD/ChemSketch Freeware 8.0 Version 8.17, 1994-2004© (www.acdlabs.com)

Valoo 2.0, 1995-2005° (analytik software, Leer; www.analytik-software.de)
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17 AbschlieBende Diskussion mit Ausblick

Die im Projektzeitraum von verschiedenen internationalen Arbeitsgruppen
unterschiedlicher Disziplinen erhobenen Daten spiegeln die Aktualitdt des Themas
Nortestosteron als Doping- bzw. Masthilfsmittel wieder.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte im Rahmen des Projektzeitraumes eine Methode
entwickelt werden, die es erméglicht, das '*C/'?C-Verhaltnis von Nortestosteron und
dessen Precursorsubstanz DHEA ohne Isotopenfraktionierung im Eberurin zu

bestimmen. Es konnte auf eine Derivatisierung véllig verzichtet werden.

Bei jiingsten Ergebnissen®'®?*® zeigt sich die Tendenz, dass bei der GC/C/IRMS-
Analytik weitgehend auf eine Derivatisierung verzichtet wird. Obwohl bei der am
haufigsten durchgefiihrten Acetylierung in der GC/C/IRMS Analytik keine Isotopen-

79 wurde im Ergebnisbericht?®®*® des Ringversuches

fraktionierung gemessen wurde
des ISOSTER-Projekts die groBe Abweichung der Werte nach der Korrektur, die
wegen der Acetylierung durchgefihrt werden musste, als ein signifikantes Problem

beschrieben.

Eine ausreichende Signalhéhe von 1000 mV am IRMS-Messgeréat konnte erst nach
Aufkonzentrieren der Injektionsldsung erreicht werden. Inwieweit eine niedrigere
Signalintensitat mit ausreichender Prazision erreicht werden kann, ist flr jede
Substanz Uber einen langeren Zeitraum anhand von Regelkarten zu prifen. Dies war

im Rahmen der Arbeit jedoch nicht mdglich.

Die Problematik, die geringe Flichtigkeit der Steroide bei der gaschromato-
graphischen Trennung zu eliminieren, besteht darin, statt der Gaschromatographie-
Peripherie eine HPLC-Peripherie dem IRMS voranzuschalten. Die schwerflichtigen
Steroide mulssen dann nicht mehr verdampft werden, um Uber die GC-Saule ins
IRMS zu gelangen. Diese Technik der LC/C/IRMS ist erst seit 2006 kommerziell
erhaltlich und stand flr das vorliegende Projekt nicht zur Verfigung.

Eine weitere Mdglichkeit der Extraktaufreinigung neben der HPLC-Reinigung ist die
der Immunaffinitatssdulen. Diese wurden bei der Aufreinigung von Nortestosteron im
Serum fiir die hochaufldsende Massenspektrometrie'”® und bei der Quantifizierung
von Nortestosteron im Eberurin® angewendet. Die Aufreinigung mittels Immun-

affinitatssaulen konnte jedoch in der zur Verflgung stehenden Zeit nicht getestet
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werden. Sie weisen eine hohe Steroidspezifitit auf, so dass sie nicht flr das
gesamte Steroidmuster einsetzbar sind. Fir Nortestosteron werden Immun-
affinitatssaulen mit wenig Kreuzreaktionen genannt'’®, so dass eine vollstandige

Erfassung von Nortestosteron mdglich ist.

Eine Mdglichkeit, auch auf der gaschromatographischen Trennsaule eine Auf-
reinigung zu erzielen, ist Uber eine Saulenschaltung mit dem Glasdom?® gegeben.
Dabei gelangt genau ein definierter Ausschnitt des Extraktes auf die eigentliche
Trennsaule, die ins Verbrennungsrohr mindet. Die bereits in den 80iger Jahren
beschriebene Technik wird auch in jingsten Arbeiten bei der GC/C/IRMS-Technik
von Horii et al.(2005)%” beschrieben.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigten bezlglich der Artefaktbildung bei
der enzymatischen Hydrolyse bisherige Untersuchungen®*2**#34 Der Schnecken-
schleim der Helix pomatia weist neben der B-Glucuronidase zusatzliche Enzyme auf,
die unerwinschte Artefakte bilden. Die Artefaktbildung ist dabei abhangig von der
Enzymzubereitung des Hersteller und der Charge und muss bei einer Anderung der
genannten Faktoren erneut Uberprift werden. Fir die Routineanalytik ist dieses
Vorgehen jedoch sehr zeitaufwandig. Eine enzymatische Hydrolyse mit der B-
Glucuronidase aus dem Bakterium E.coli ist deshalb vorzuziehen, weil dabei laut

Hartmann et al.>*3 keine Artefakte entstehen.

Aufgrund der Komplexitat des Steroidstoffwechsels beim Eber konnten die im Urin
ausgeschiedenen Substanzen nur teilweise identifiziert werden, da keine Solvolyse
durchgefuhrt wurde. Einige Metabolite liegen mdglicherweise nur in sulfatierter Form

Vor.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wird flr weiterfiihrende Unter-
suchungen vorgeschlagen, zuerst eine Abtrennung der frei vorliegenden Steroide im
Urin durchzufihren. Dies kann mit einer FlUssig-/Flissigextraktion erfolgen. Eine
anschlieBende Hydrolyse mit B-Glucuronidase aus E.coli setzt nur den
glucuronidierten Anteil frei. Der letzte Schritt ist die Solvolyse, die die sulfatierten
Steroide freisetzt.

Da in der vorliegenden Arbeit keine Solvolyse durchgefihrt wurde, kann keine Aus-
sage Uber das Verhéltnis von Nortestosteron-glucuronid und Nortestosteron-sulfat
beim Eber gemacht werden. Dieses scheint nicht nur fir die Quantifizierung der Sub-
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stanz von Bedeutung zu sein, sondern auch fur die illegale Applikation von Nor-
testosteron. Bei exogen appliziertem Nortestosteron ist der Sulfatanteil deutlich

erhoht'®°,

FUr den sicheren Nachweis einer illegalen Anwendung von Nortestosteron beim Eber
mit Hilfe der Isotopenverhaltnismassenspekirometrie sind weitere Untersuchungen
ndtig. Zum einen missen die §'°C-Werte aller synthetischen Darreichungsformen
von Nortestosteron bekannt sein. Die Beschaffung des Steroids hat sich allerdings
als schwierig herausgestellt. Gleichzeitig missen sich die §°C-Werte von
synthetischem und physiologischem Nortestosteron im Eber ausreichend
unterscheiden. Dazu ist ein Applikationsversuch an Ebern im Rahmen eines
genehmigten Tierversuches durchzufihren. Bei Verabreichung von synthetischem
Nortestosteron ist dann zu untersuchen, wie groB die Differenz der §'*C-Werte von

Nortestosteron und dessen Vorlaufer ist.

Zum anderen mussen weitere Daten gesammelt werden, um eine Aussage Uber den
8'3C-Wert von Nortestosteron in Ebern unbekannter Herkunft machen zu kénnen. Es
ist anhand von Tieren verschiedener Herkunft und verschiedener Fitterung zu
prifen, ob der §'*C-Wert von Nortestosteron und DHEA oder eines anderen Pre-
cursors wie beispielsweise Estron groB genug ist, eine illegale Anwendung

nachzuweisen.
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Experimenteller Teil

18 Methodenentwicklung

18.1 Chemikalien

Acetylchlorid (Merck, Darmstadt), Acetonitril HPLC-grade (Merck, Darmstadt); Butyl-
methylether (Roth, Karlsruhe); Citronensaure (Merck, Darmstadt); Cyclohexan
(Destillationsanlage CVUA Freiburg); Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Merck,
Darmstadt); Ethylenglycol (Roth, Karlsruhe); B-Glucuronidase (EC 3.2.1.31)/Aryl
Sulfatase (EC 3.1.6.1) aus Helix pomatia (Charge: K34327914 523, Merck,
Darmstadt); B-Glucuronidase aus E.coli (Merck, Darmstadt), Hexan (Merck,
Darmstadt); Isopropanol (Sigma, Seelze); Methanol (Destillationsanlage CVUA
Freiburg); NaCl (Roth, Karlsruhe); NaOH (Roth, Karlsruhe); deionisiertes Wasser aus
der Anlage (Millipore, Schwalbach)

18.2 Standardsubstanzen

Nortestosteron (Sigma, Seelze, Lot.:188H648); DHEA (Sigma, Lot.:D4000);
Androstan-3-on (Sigma, Seelze, Lot.:17H4073); Methyltestosteron (Roth Karlsruhe,
Lot.:2344x); Nortestosteron-17B-glucuronid (Steraloids, Rhode Island, Lot.: B0250);
Nortestosteron-17p3-sulfat  (Steraloids, Rhode Island, Lot.:L1810): DHEA-38-
glucuronid (Steraloids, Rhode Island, Lot.: L167); DHEA-3pB-sulfat (Steraloids, Rhode
Island, Lot.:H514); Nandrolon-17-propionat (Roth, Karlsruhe, Lot.:2190X), Nor-
testosteronhemisuccinat (Steraloids, Rhode Island, Lot.:C133), und Nortestosteron-

decanoat (Sigma, Seelze)

18.3 Kleingeriite

Erlenmeyerkolben 10 ml, 50 ml, 100 ml, 500 ml, Konzentrationszentrifuge B-RVC
(Christ, Osterode) Reagenzglasschuttelgerat (Vortex), Horizontalschittelgerat (GFL
3015, Burgwedel), Autosampler-Vials (2ml, BGB, Art. Nr. 080400XLW) mit Micro-
einsatz (300ul, BGB, Art. Nr. 110502) und Schraubdeckel mit PTFE-Septum (BGB,
Art. Nr. 090300), Magnetrihrer, On Column Spritze 10 pl (Hamilton 701 GROB, P/N:
200742), Pasteurpipetten, Zentrifugenglaser 10 mil, 250 ml
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18.4 Herstellen der Losungen
18.4.1 Puffer

18.4.1.1 Acetatpuffer

16,4 g Natriumacetat wurden in einem 200 ml Becherglas mit deionisiertem Wasser

geldst und mit konzentrierter Essigsaure auf pH 4,8 mittels pH-Elektrode eingestellt.

18.4.1.2 Citrat-/Phosphatpuffer

21 g Citronensaure-Monohydrat (210,14 g/ml) und 18 g Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat (177,99 g/mol) wurden in ein 1000 ml Becherglas eingewogen und mit ca.
37 NaOH Platzchen der pH-Wert auf 6 eingestellt. Die Lésung wurde mit de-
ionisiertem Wasser auf 1000 ml aufgefullt.

18.4.2 Losungsmittelgemische

18.4.2.1 Butylmethylether/Hexan

9 Volumenteile Butylmethylether wurden mit 1 Volumenteil Hexan gemischt.

18.4.2.2 Ethylenglykol/Acetonitril

1 Volumenteil Ethylenglykol wurde mit 2 Volumenteilen Acetonitril gemischt.

18.4.2.3 Butylmethylether/Hexan/Acetonitril

1 Volumenteil Acetonitril wurden mit 9 Volumenteilen Butylmethylether/Hexan ge-

mischt.

18.4.2.4 Methanol/Natronlauge

400 ml Methanol wurden mit 600 ml 2 molarer wassriger Natronlauge gemischt.

18.4.2.5 Phosphat-/Citratpuffer/Methanol

7 Volumenteile Phosphat-/Citratpuffer wurden mit 3 Volumenteilen Methanol ge-

mischt.

18.4.2.6 Isopropanol/Cyclohexan

10 Volumenteile Isopropanol wurden mit 90 Volumenteilen Cyclohexan geldst.
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18.4.2.7 n-Hexan/Isopropanol

96 Volumenteile Hexan wurden mit 4 Volumenteilen Isopropanol gemischt.
18.4.3 Standardlosungen

18.4.3.1 Interner Standard

100 mg Methyltestosteron wurden genau eingewogen und in einem 100 ml Mess-
kolben mit Isopropanol/Cyclohexan gelést und auf 100 ml aufgeflllt. Aus dieser
Methyltestosteron Stammlésung (1000 ng/ul) wird eine 100 ng/ul verdinnte Lésung
mit Isopropanol/Cyclohexan angesetzt. Zur Dotierung fir die Aufarbeitung wurden
100 ul der Standardlésung eingesetzt.

18.4.3.2 Externer Standard (ESTD)

Far den ESTD wurde eine Stammlésung mit der Konzentration von 1111,1 ng/ul her-
gestellt. Dazu wurden jeweils 111,1 mg Nortestosteron, DHEA und Methyltestosteron
genau in einen 100 ml Messkolben eingewogen, mit Isopropanol/Cyclohexan geldst
und auf 100 ml aufgefullt.

Als ESTD fur die NP-HPLC wurde 1 ml aus der Stammlésung entnommen und in
einen 100 ml Messkolben mit n-Hexan/Isopropanol bis zur 100 ml Markierung aufge-

fullt. Zur Injektion wurden 900 pl verwendet.

Als ESTD far die RP-HPLC wurden 2 ml der Standardlésungen von DHEA und
Methyltestosteron in einen 2 ml Messkolben gegeben und unter Stickstoff zur
Trockene eingeengt. Der Rickstand wurde in 1 ml Ethylenglykol gelést und mit

deionisiertem Wasser auf 2 ml aufgefallt.

18.4.3.3 Einspritzkontrolle

100 mg Androstanon wurden genau in einen 100 ml Messkolben eingewogen, mit
Isopropanol/Cyclohexan gelést und auf 100 ml aufgefillt. Aus der Androstanon
Stammlésung (1000 ng/ul) wurde eine 10 ng/ul verdiinnte Lésung angesetzt.

18.4.3.4 Standardlosung

Es wurden Stammldsungen von Nortestosteron (Sigma), DHEA und Methyl-
testosteron mit einer Konzentration von 1000 ng/pl hergestellt. In einen 100 ml Mess-

kolben wurden genau 100 mg der jeweiligen Substanz eingewogen, mit Iso-
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propanol/Cyclohexan geldést und bis zur Marke aufgeflllt. Aus den Stammiésungen
wurden eine 100 ng/ul und eine 10 ng/ul verdinnte Lésung angesetzt.

18.4.3.5 DHEA-glucuronid
50 mg DHEA-glucuronid (464,55 g/mol) wurden genau in einen 500 ml Messkolben

eingewogen, mit Ethanol gelést und mit Isopropanol/Cyclohexan auf 500 ml aufge-
fullt. Die L6sung hatte eine Konzentration von 100 ng/pl.

18.4.3.6 Nortestosteron-glucuronid

100 mg Nortestosteron-glucuronid (450,52 g/mol) wurden genau in einen 100 ml
Messkolben eingewogen, mit Ethanol gelést und mit Isopropanol/Cyclohexan auf 100
ml aufgeflllt. Es wurden Lésungen von 100 ng/ul, 200 ng/ul, 400 ng/ul und 500 ng/ul
hergestellt, indem je 10 pl, 20 pl, 40 pl und 50 pl aus der Stammlésung entnommen
wurden und in je einem 100 ml Messkolben auf 100 ml aufgefullt wurde.

18.4.3.7 Nortestosteron-sulfat

Es wurden genau 50 mg Nortestosteronsulfat (376,44 g/mol) in einen 500 ml Mess-
kolben eingewogen und mit Methanol/Wasser im Verhaltnis 1:1 gelést und mit Iso-
propanol/Cyclohexan bis zur Markierung aufgeflllt. Die Lésung hatte eine

Konzentration von 100 ng/pl.

18.4.3.8 DHEA-sulfat

50 mg DHEA-sulfat (390,50 g/mol) wurden genau in einen 500 ml Messkolben einge-
wogen, mit Ethanol gelést und mit Isopropanol/Cyclohexan aufgefillt. Die Lésung
hatte eine Konzentration von 100 ng/pl.

18.4.4 Standardlosungen zur Artefaktbildung

Es wurden jeweils genau 50 mg von Testosteron, Androstendion, 5-Androsten-
3B,17B-diol und 4-Estren-3f3,17B-diol in je einen 100 ml Messkolben eingewogen und

auf 100 ml aufgefillt. Daraus wurden Verdinnungen 1:10 hergestellt.
18.4.5 Losung fiir die Methanolyse

18.4.5.1 Herstellung der Substanzlosungen

Genau 50 mg von Nandrolon-17-propionat (330,46 g/mol), Nortestosteron-hemi-

succinat (374,50 g/mol) und Nortestosteron-decanoat (428,70 g/mol) wurden ge-
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trennt in 50 ml Messkolben eingewogen, in Methanol gelést, zur Markierung aufge-
fallt. Eine Verdinnung 1:10 wurde hergestellt.

18.4.5.2 Herstellung der methanolischen HCI

250 ml Methanol wurden unter dem Abzug in einem Eisbad mit 19,6 g Acetylchlorid

tropfenweise unter standigem Ruhren versetzt.
18.5 GC-FID-Messungen

18.5.1 Quantifizierung

Die Quantifizierung aller Probenextrakte wurde mit dem Carlo Erba Mega 1 Gas-
chromatograph (Carlo Erba, Hofheim/Taunus) und dem FID-Detektor durchgeflhrt.
Der FID-Detektor hatte eine Temperatur von 330°C. Die Injektion wurde manuell mit
dem On Column Block (Carlo Erba, Hofheim/Taunus) durchgefiihrt. Zur Daten-
aufnahme und Datenauswertung wurde die Software Chromeleon® 1998 Version 6.4
SP2 (Dionex, Sunnyvale, USA, ehemals Gynkothek, Muinchen, Deutschland)
verwendet. Der GC wurde manuell gestartet. Die gaschromatographische Trennung
erfolgte Uber eine HP-5MS Fused-Silica-Kapillare (30 m Lange/0,25 mm 1D/0,25 um
Filmbelegung; Serie No.:US3239056H). Als Vorsaule wurde eine methyldeaktivierte
Fused-Silica-Kapillare (2,5m x 0,32 mm, BGB, Schweiz) verwendet.

Der Probenextrakt wurde bei 70°C Injektionstemperatur manuell mittels kalter On
Column Injektion auf die Vorsaule aufgebracht. Als Tragergas wurde Wasserstoff (Air
Liquid, Kornwestheim) mit einem Druck von 0,7 bar verwendet. Die Anfangs-
temperatur wurde 1 Minute gehalten. Der GC wurde anschlieBend in der ersten
Heizrate mit 25°C/Minute bis 220°C aufgeheizt und die Temperatur wurde bei 220°C
1 Minute gehalten. Es folgte eine weitere Heizrate von 5°C/Minute bis 320°C. Nach
12 Minuten bei konstanter Temperatur von 320°C wurde der GC auf die
Anfangstemperatur abgekahlt.

18.5.2 Auswahl der GC-Siule

Bei den Versuchen zur Saulenauswahl wurde das Messsystem nur bezliglich der
Saulen und Temperatur geandert. Folgende Saulen wurden abwechselnd in das
oben beschriebene System eingebaut: PS 088 (2,5 % Diphenyl-, 97,5 % Dimethyl-
silicone Copolymer, selbst hergestellt nach®®®), 30 m Lange /0,32 mm 1D/0,24 um
Filmbelegung); OV-1701 (30 m Lange/0,32 mm ID/0,27 um Filmbelegung, von einem
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Mitarbeiter (Manfred Grosse) des CVUA selbst hergestellt nach®®); Optima® Delta 3
(25 m Léange/0,25 mm 1ID/0,20 pm Filmbelegung, Macherey-Nagel, Diren,
Deutschland); Optima® Delta 6 (30 m Linge/0,25 mm 1D/0,25 um Filmbelegung,
Macherey-Nagel, Diren, Deutschland).

18.6 GC/C/IRMS-Messungen

18.6.1 CO,-Kalibrierung

Die zur COz-Kalibirierung verwendeten Standards wurden mit dem EA/IRMS-System
(Element Analysator/Stabilisotopen-Massenspektrometer) gemessen (siehe Punkt
20.2).

Die 8'°C-Werte der IAEA-Standards und der Hausstandards sind der Tabelle 18.6-1
zu entnehmen. Der Hausstandard (siehe Kapitel 8.2) dient als Sekundarstandard
und wurde gegen die IAEA-Standards vermessen.

IAEA-Standard | Hausstandard | §'°C in %o (EA/IRMS) | +StAbw (%) | Anzahl
IAEA-CH-6 - -10,4 0,09 5
IAEA-CH-7 - -31,8 0,21 5
- Theobromin -51,93 0,12 5
Zucker Zu 1 -26,18 0,10 5
Glucose -9,94 0,15 5
Coffein -41,27 0,10 5
Maltose -12,97 0,11 5
Saccharose -25,62 0,08 5

Tabelle 18.6-1: Verwendete Hausstandards zur CO,-Kalibrierung, vermessen gegen IAEA-Standards:IAEA-CH-6:
Saccharose, IAEA-CH-7: Polyethylen (n: Anzahl der Messungen)

18.6.2 Messung

Zur Bestimmung des &'3C-Wertes wurde das Delta”™"® XP Isotopen-Massen-
spektrometer (ThermoElectron Corporation, Bremen, Deutschland) verwendet. Uber
das 940°C heiBe Combustion Interface Il (ThermoElectron, Bremen, Deutschland)
war das Massenspekirometer mit dem Gaschromatographen Trace GC 2000
(Thermo Finnigan, Milano, Italien) verbunden. Das Tragergas Helium 5.0 (Air Liquid,
Kornwestheim) wurde Uber einen carrier gas purifier (Supelco, Bellefonte PA, USA)
zusatzlich aufgereinigt. Mit einem konstanten Fluss von 1,2 ml/Minute wird der
manuell Gber den On Column Injektor injizierte Probenextrakt Uber die GC-Saule
gebracht. Entsprechend den GC-FID-Analysen wurde eine HP-5MS Fused-Silica-
Kapillare (30 m Lange/0,25 mm ID/0,25 pum Filmbelegung) mit der methylde-

141



aktivierten Fused-Silica-Kapillare (2,5m x 0,32 mm, BGB, Schweiz) als Vorsaule

verwendet.

Das Temperaturprogramm entsprach dem der GC-FID-Analysen. Das Backflush-
ventil wurde nach 500 Sekunden (8,3 Minuten) geschlossen und nach 1500 Se-
kunden (25 Minuten) wieder geéffnet. Wahrend dieser Zeitspanne gelangte die
Probe Uber das Combustion Interface ins IRMS-Gerat. Das Referenzgas CO, (Air
Liquid, Kornwestheim) wurde zu Beginn der Injektion und am Ende bei 1900
Sekunden (31,6 Minuten) im Abstand von 30 Sekunden mit je vier Gaspulsen fiir 20
Sekunden ins Massenspektrometer gegeben. Ein zuséatzlicher Referenzgasstrom
wurde kurz vor dem Androstanonpeak bei 650 Sekunden (10,8 Minuten) ins Massen-

spektrometer eingelassen.

Geratesteuerung, Datenaufnahme und Auswertung wurde mit der Software Isodat
NT 2.0 (SP2, update 2.38) vorgenommen.

Die Reoxidation des Verbrennungsrohres wurde einmal in der Woche durchgefihrt,
indem Sauerstoff (Air Liquid, Kornwestheim) mit einem Fluss von 0,5 ml/Minute im
backflush Modus 10 Stunden Uber das Verbrennungsrohr gegeben wurde.
AnschlieBend wurde 5 Stunden mit Helium gespdlt.

18.7 GC-MS-Messungen

Zur Reinheitsbestimmung der Substanzen Nortestosteron und DHEA diente der GC
8060 mit On Column Injektor (Fisons Instruments, Mainz-Kastel, Deutschland) und
das Massenspektrometer MD 800 (Fisons Instruments, Mainz-Kastel, Deutschland).
Temperaturprogramm und Saule entsprachen dem GC/FID und GC/C/IRMS-Mess-
system. Der Vordruck des Tragergases Helium 5.0 (Air Liquid, Kornwestheim) war 75
kPa. Die Molekilionen wurden mit der Elekironenionisation bei einer lonisierungs-
energie von 70eV erzeugt. Zur Datenaufnahme und Datenauswertung wurde

XCalibur Data System Version 1.2 (ThermoFinnigan, Austin TX, US) verwendet.
18.8 Probenaufarbeitung

18.8.1 Clean-up mit Hydrolyse
Der portionierte (15 g) gefrorene Urin taute tGber Nacht im Kudhischrank auf. Als

Interner Standard wurden 100 pul Methyltestosteron (100 ng/ul) dazu pipettiert. In
jeder Serie wurde ein Kastratenurin mit 100 pl der Standardlésung (100 ng/pl DHEA,
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100 ng/ul Nortestosteron, 100 ng/ul Methyltestosteron) versetzt und parallel mit den
anderen Urinen aufgearbeitet. Es wurden 9 ml Acetatpuffer (pH: 4,8) und 150 pl
Enzymlésung von Helix pomatia dazupipettiert und 90 Minuten bei 45°C im
Warmeschrank inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Extrakte in ein 250 ml Zentrifugenglas mit
Schraubverschluss fir die Konzentrationszentrifuge (8-RVC) Uberflhrt. Nach diesem
Schritt wurden ausschlieBlich GlasgefaBe verwendet, da durch den Lésungsmittel-
kontakt Bestandteile des Kunststoffes herausgeldst werden. Das Polypropylen-
Zentrifugenréhrchen wurde mit jeweils 3 mal 10 ml Phosphat-/Citratpuffer (pH 6,0;
0,1 mol/l) gespult. Diese Spullésung wurde in das Zentrifugenglas Gberfihrt. Auf der

Schittelmaschine wurde der Uberfiihrte Extrakt 5 Minuten geschiittelt.

18.8.2 Fliissig-/Fliissigextraktion

Zur besseren Homogenisierung der Steroide wurden 45 ml Acetonitril zugegeben
und 5 Minuten auf der Schittelmaschine geschittelt. Der Vorgang wurde wiederholt
und die festen Bestandteile lieB man absetzen.

Um die Steroide aus der wassrigen Phase in die organische Phase zu Uberflihren,
wurden zum Aussalzen 4,5 g NaCl in einen 250 ml Scheidetrichter vorgelegt. Der
Rohextrakt wurde in den mit NaCl vorbereiteten Scheidetrichter mit Hilfe eines
Trichters dekantiert, kurz und kraftig geschuttelt, bis sich das Salz geldst hatte. Es
wurden die Zentrifugengldser und der Trichter mit 10 ml Butylmethylether/Hexan
(90+10/v+Vv) gespult und die Lésung in den Scheidetrichter Uberfihrt. Dies wurde 5
mal wiederholt. Die Lésung im Scheidetrichter wurde anschlieBend 1 Minute gut
geschuttelt. Die untere wassrige Phase lieB man ablaufen. Sie wurde verworfen. Der
fast entleerte Scheidetrichter wurde nochmals umgeschwenkt und das sich unten
sammelnde restliche Wasser lieB man ebenfalls ablaufen. Die organische Phase
wurde Uber die obere Offnung des Scheidetrichters in ein neues Zentrifugenglas
dberfihrt. 2 ml Ethylenglykol/Acetonitril (1+2/v+v) wurden dazuzugeben, um ein
Einengen bis zur Trockene an der Konzentrierungszentrifuge (3-RVC) zu verhindern.

In der Konzentrierungszentrifuge wurden die Extrakte 4,5 Stunden bei 40 °C soweit
eingeengt, bis ein Rest von ca. 1 g an Ethylenglykol erreicht wurde, wahrend das
Acetonitril bereits vollstandig abgedampft war.
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Der Rickstand wurde mit 10 ml Methanol aufgenommen und in einen 250 ml
Scheidetrichter Uberfuhrt. Es wurde darauf geachtet, dass sich die Rlckstande von
der GefaBwand l6sen. Die Zentrifugenglaser wurden mit 10 ml Citrat/Phosphatpuffer
pH 6,0; 0,1 mol/l) gespllt und in den Scheidetrichter Uberfihrt. Der Spllvorgang
wurde wiederholt. Zusatzlich wurden die Zentrifugenglaser mit 10 ml Butylmethyl-
ether/Hexan (90+10/v+v) gespult und in den Scheidetrichter Uberflhrt. Dies wurde 5

mal durchgefiihrt. Nach 1 Minute Schiitteln wurde die untere Phase verworfen.

Zur Abtrennung der Estrogene wurde 40 ml Methanol/NaOH (2 mol/l) (40+60/v+v)
dazugegeben und 1 Minute geschittelt. Die untere Phase der Estrogene wurde
abgetrennt. In den Scheidetrichter wurden 5 ml Citrat/Phosphatpuffer (pH 6,0; 0,1
mol/l)/Methanol (70+30/v+v) dazugegeben und 1 Minute geschuttelt. AnschlieBend

wurde die untere Phase verworfen.

Far den letzten Reinigungsschritt in der FlUssig-/FlUssigextraktion wurde die im
Scheidetrichter befindliche Androgen-/Gestagenfraktion mit 30 ml Butylmethyl-
ether/Hexan (90+10/v+v) versetzt. Weitere 20 ml Citrat-/Phosphatpuffer (pH 6,0; 0,1
mol/l)/Methanol (70+30/v+v) wurden hinzugefigt und 1 Minute geschittelt. Die
untere Phase wurde verworfen. Es wurde darauf geachtet, dass kein Wasser in der
Lésungsmittelphase mehr ist, da das Wasser sonst schwer zu entfernen ist. Die
obere organische Phase wurde in ein neues Zentrifugenglas Uberfihrt und bei 40°C
in der Konzentrierungszentrifuge zur Trockene ca. 2,5 Stunden eingeengt.

Danach wurden mit einer Pasteurpipette 2 ml Methanol Uber die Innenwand des
Zentrifugenglases pipettiert. Dieser Vorgang wurde 3 mal wiederholt. AnschlieBend
wurde die Lésung unter Stickstoff 5.0 (Air Liquid, Kornwestheim) bei 40°C - 45°C zur
Trockene eingeengt. Der erhaltene Niederschlag wurde mit 900ul Hexan/Propanol
(96+4/v+v) aufgenommen und in die Autosamplerglaschen mit Mikro-Vialeinsatz far
die HPLC-Aufreinigung Gberflhrt.

18.8.3 NP-HPLC-Fraktionierung

Zur weiteren Aufreinigung des Extraktes wurde eine HPLC-Anlage Agilent 1050
(Hewlett Packard, Heilbronn) mit einem Fraktionssammler Foxy 200 (ISCO, Semrau
GmbH, Sprockhdvel, Deutschland) und einem Dioden Array Detektor verwendet. Von
dem Extrakt wurden 600 pl UOber ein Probenschleifensystem auf das System
gegeben. Der Extrakt wurde mit einem Fluss des Elutionsgemisches mit 1 ml/Minute
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tber eine endcapped (EC) Diaminopropyl-Saule mit einer Lange von 250 mm und
einem Innendurchmesser von 4 mm bei einer Porengr6Be von 100 A und einer
PartikelgréBe von 5 pm (Nucleosil® 100-5 Saule, EC 250-4, N(CHjs),; Machery-
Nagel, Daren, Deutschland) gegeben. Dem Trennsystem vorangeschaltet war eine
ChromCart (CC) Diaminopropyl-Vorsaule (CC 8/4 Nucleosil® 100-5 N(CHs)z;
Macherey-Nagel, Diren, Deutschland). Das Elutionsgemisch bestand aus n-Hexan
und Isopropanol zu unterschiedlichen Anteilen. Folgendes Gradientenprogramm
(Tabelle 18.8-1) wurde angewendet:

Zeit (Minuten) |0 | 15|19 |28 |30 (34,5
n-Hexan (%) 96|96 20|20 |96 | 96
Isopropanol (%) | 4 | 4 |80 |80 | 4 4

Tabelle 18.8-1: Gradientenprogramm der NP-HPLC

Vor jeder Serie wurden 600 pl der externen Standardlésung (11,1 ng/pl) vier mal
Uber die Saule gegeben. Nach diesen vier Zyklen hatten sich die Retentionszeiten
und damit das Zeitfenster stabilisiert. Nach jedem dritten Probenextrakt wurde
anstelle eines Probenextraktes ein externer Standard Uber die Saule gegeben.

Die ermittelten Retentionszeiten und die Zeitfenster sind der Tabelle 18.8-2 zu

entnehmen. Diese mussten flir jede Sequenz Uberprift und gegebenenfalls korrigiert

werden.

Vorfraktion | Fraktion 1 | Zwischenfraktion | Fraktion 2 | Nachfraktion
RT (Minuten) - 10,0 - 13,9 -
Zeitfenster (Minuten) 7,5-8,0 8,0-12,0 12,0-12,2 12,2-16,0 16,0-16,5

Tabelle 18.8-2: Retentionszeiten und Zeitfenster fiir Fraktionen der NP-HPLC; Fraktion 1: DHEA und
Methyltestosteron; Fraktion 2: Nortestosteron

Die gesammelte Extraktfraktion, in der Nortestosteron war, wurde unter Stickstoff bei
40°C zur Trockene eingeengt und in 200 pl Androstanonlésung (10 ng/ul Cyclo-
hexan) aufgenommen. Stichprobenartig wurde mit den Vor-, Zwischen- und
Nachfraktionen ebenso verfahren. Der messfertige Extrakt wurde in ein GC-vial
Uberfihrt und mit einem Schraubdeckel verschlossen.

Die gesammelte Extraktfraktion, in der DHEA und Methyltestosteron waren, musste
zur weiteren Aufreinigung auf der RP-HPLC zuerst in das daflir geeignete polare
Lésungsmittel ausgeschuttelt werden. Dazu wurde direkt in den gesammelten
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fraktionierten Extrakt 300 ul Acetonitril/Ethylenglykol (2:1) gegeben und bei 45°C
unter Stickstoff so weit eingeengt, bis ca. 100 pl oder 110 mg Ethylenglykol Ubrig
blieben. Dieser Riickstand wurde mit ca. 100 pl H,O auf 210 mg eingewogen und in
ein braunes GC-Vial mit Microeinsatz pipettiert. Aus diesem GC-Vial konnte direkt
die RP-HPLC durchgefihrt werden.

18.8.4 RP-HPLC-Fraktionierung

Der Extrakt wurde Uber eine Hypersil® Gold Saule (250 x 3 mm; 5 um) (Thermo
Electron, Dreieich, Deutschland) in einer anderen HPLC-Anlage (Agilent, Waldbronn,
Deutschland) mit einem Fluss von 0,5 ml/Minute gegeben. Der Hauptsaule war eine
C18 Vorsaule (4,0 mm x 2,0 mm ID; AJO-4286 Phenomenex Ltd. Ltd.,
Aschaffenburg, Deutschland) vorangeschaltet. Mit folgendem Gradientenprogramm
des Eluentengemisches (Tabelle 18.8-3), bestehend aus Acetatpuffer und

Acetonitril, wurden 100 pl des Extraktes aufgereinigt.

Zeit (Minuten) | 0,5 {15 3 | 5 85|95 |10|12| 145 |16 | 175 |45 | 50 | 60

Puffer (%) 0 5 115(20| 25|30 (35|50 60 |80 | 90 (90| O 0

Acetonitril (%) | 100 | 95 |85 (80| 75 | 70 | 65|50 | 40 |20 | 10 |10 | 100 | 100

Tabelle 18.8-3: Gradientenprogramm der RP-HPLC

Zur Einstellung und Uberpriifung der Retentionszeiten und der Zeitfenster wurde der
ESTD wie bei der NP-HPLC beschrieben, verwendet. Der ESTD wurde jedoch im
Eluentengemisch geldst. In der Tabelle 18.8-4 sind die Retentionszeiten und Zeit-

fenster dargestellt.

Vorfraktion | Fraktion 1 | Nachfraktion
RT (Minuten) - 22,0 -
Zeitfenster (Minuten) | 20,0-21,5 | 21,5-22,5 | 22,5-23,5

Tabelle 18.8-4: Retentionszeiten und Zeitfenster fiir Fraktionen der RP-
HPLC; Fraktion 1: DHEA und Methyltestosteron

Nach der Fraktionssammlung wurde der Extrakt in ein mit 200 mg NaCl befllltes
Reagenzglas Uberfihrt. Das Samplerglaschen wurde 5 mal mit 10 ml Acetonitril
nachgespult. Es wurden 500 ul Acetatpuffer und 500 ml Acetonitril ins Reagenzglas
dazugeben und 2 Minuten gut am Vibromixer geschittelt. Die obere organische
Phase wurde in ein anderes Reagenzglas tberflhrt, die untere Phase erneut mit 1
ml Acetonitril versetzt und intensiv geschittelt. Die obere Phase wurde wieder
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abgenommen und mit der bereits abgenommen Phase vereinigt. Die vereinigten
Phasen wurden unter Stickstoff abgeblasen und in 200 pl Androstanonlésung (10

ng/ul Cyclohexan) aufgenommen.

18.8.5 Séulenkapazitit

Ein Standard von 100 ng/ul Nortestosteron (entspricht 6000 pg/kg Urin) und 300
ng/ul DHEA (entspricht 18000 pg/kg Urin) wurde auf beiden Anlagen fraktioniert und
tber GC/FID bestimmt. Vor- und Nachfraktionen waren frei von DHEA und Nor-

testosteron.

18.8.6 Vorbereiten der gereinigten Extrakte fiir GC/C/IRMS

Nach der Quantifizierung der Extrakte aus der NP-HPLC (Nortestosteron) und der
RP-HPLC (DHEA) wurden diese erneut unter Stickstoff abgeblasen und je nach
ermittelter Konzentration von Nortestosteron bzw. DHEA (GC/FID) mit 10-30 pl

Cyclohexan aufgenommen.
18.9 Enzymatische Hydrolyse

18.9.1 Hydrolyse mit B-Glucuronidase aus Helix pomatia

Es wurden 100 pl von Nortestosteron-glucuronid, Nortestoteron-sulfat, DHEA-gluc-
uronid und DHEA-sulfat (100 ng/ul) in 15 g Kastratenurin gegeben und wie die Eber-
urine aufgearbeitet. Quantifiziert wurde jeweils die freie Form von Nortestosteron und
DHEA mit der GC/FID-Analytik.

Jeweils 100 pl der Ldésungen von Nortestosteron- und DHEA-glucuronid wurden
anschlieBend in 9 ml Acetatpuffer gegeben und 90 Minuten bei 45°C im Wéarme-
schrank inkubiert. Dieser Ansatz wurde auch bei einer Inkubationszeit von 24 Stun-

den durchgefihrt.

Um die Hydrolyseleistung der Enzymmischung Helix pomatia im Eberurin zu testen,
wurde zuerst ein Mischurin verschiedener Eberurine hergestellt. Eine Aufstockung
wurde durchgeflhrt, indem dem Mischurin zuerst 200 pl von den Ldésungen an
Nortestosteron- bzw. DHEA-glucuronid mit jeweils einer Konzentration von 100 ng/ul
zugegeben wurde. Dieser Versuch wurde mit 500 pl Steroid-Lésung wiederholt.
Neben der Aufarbeitung eines undotierten Eberurins wurde zusétzlich die Enzym-
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menge verandert, indem statt 150 ul die doppelte Menge an Enzymzubereitung ein-

gesetzt wurde.

18.9.2 Artefaktbildung durch Helix pomatia

Zuerst wurden auf der NP-HPLC die Retentionszeiten und die Zeitfenster von
Testosteron, Androstendion, 5-Androsten-3p3,173-diol und 4-Estren-3f3,17p-diol er-
mittelt. Zum Kastratenurin wurden 100 pl der jeweiligen Lésungen (100 ng/ml)
gegeben. Die Hydrolyse wurde mit Helix pomatia durchgefthrt und wie die Eberurine
aufgearbeitet. Die Zeitfenster wurden entsprechend der Retentionszeiten der oben
genannten Substanzen eingestellt.

18.9.3 Hydrolyse mit B-Glucuronidase von E.coli

Bei dem Versuch der enzymatischen Spaltung mit dem Enzym von E.coli musste
statt Acetatpuffer Phosphatpuffer als Reaktionsmedium verwendet werden.

Zum Phosphatpuffer wurde in verschiedenen Anséatzen je 100 ul Nortestosteron-
glucuronid (100 ng/ul) und 100 pl DHEA-glucuronid (100 ng/upl) gegeben und mit
100 pl Enzymlésung der B-Glucuronidase aus E.coli jeweils 5 Stunden und 24 Stun-
den bei 37°C im Warmeschrank inkubiert. Die Aufarbeitung erfolgte wie unter Punkt
18.7-3 beschrieben.

FOr den Vergleich zweier Urine wurden zum Eberurin 6 ml Phosphatpuffer (pH 6,0)
und 100 pl Enzymlésung der B-Glucuronidase aus E.coli gegeben und 5 Stunden bei
37°C im Wéarmeschrank inkubiert.

18.9.4 Bestimmung von freiem Nortestosteron

Zur Bestimmung des frei vorliegenden Nortestosteron wurden drei Eberurine ent-

sprechend der Methode ohne Zugabe des Enzyms aufgearbeitet.

18.10 Methanolyse

Von den Substanzlésungen wurden je 80 pl in ReaktionsgefaBe gegeben und mit 0,5
ml methanolischer HCI versetzt. Die ReaktionsgeféaBe wurden verschlossen und das
Reaktionsgemisch wurde gut homogenisiert. Im Inkubationsschrank inkubierte es bei
65°C 10 Minuten lang.
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Nach der Inkubation wurden die Proben mit Stickstoff bei 60°C bis zur Trockene ein-
geengt. Die Rickstdnde wurden mit 200 pl Androstanonlésung (10 ng/ul Cyclo-

hexan) aufgenommen. Die Bestimmung der freien Steroide erfolgte tiber GC/FID.

Die Versuche wurden fir die Substanzen Nortestosteron-glucuronid und DHEA-
glucuronid bzw. Nortestosteron-sulfat und DHEA-sulfat mit 2 ml methanolischer HCI
und 20 Minuten Reaktionszeit wiederholt.

18.11 Bestimmung von Nortestosteron im Fleisch mittels ELISA

Die Bestimmung des Nortestosterongehaltes in der Matrix Fleisch wurde
entsprechend den Priifvorschriften®® im Labor fiir Nationalen Riickstandskontrollplan
am CVUA durchgefiihrt. Als Testkit wurde der ,Enzymimmunoassay zur quantitativen
Bestimmung von Nortestosteron (R-Biopharm, Darmstadt)“ verwendet.

19 Identifizierung der Steroide
19.1 Chemikalien

Androstendion (Sigma, Lot.: 072K1134); 5-Androsten-3p3,173-diol (Steraloids, Lot.:
H534); 5a-Androst-16-en-3p-ol (Steraloids); 5B-Androstan-3a-ol-17-on/Etiocholano-
lon) (Sigma, Lot.: 40K4052); Epiandrosteron (Sigma, Lot.: 063K1261), 5a-Estran-3a-
17-on/Norandrosteron (Steraloids, Lot.: L529); 5a-Estran-3B3-17-on/Norepiandrost-
eron (Steraloids, Lot.: L503); 5B-Estran-3a-ol-17-on/Noretiocholanolon (Steraloids,
Lot.: L243); 5a-Estran-173-ol-3-on/5a-Dihydronortestosteron  (Steraloids, Lot.:
G528); 5a-Estran-3a,17B-diol/5a-Norandrostendiol (Steraloids, Lot.: L253); 5pB-
Estran-17p-o0l-3-on/53-Nordihydrotestosteron (Steraloids, Lot.: L295); 5B-Estrandion/
5B-Norandrostandion (Steraloids); 53-Estran-3a,17p-diol/53-Norandrostendiol (Stera-
loids, Lot.: L460); 4-Estren-3a,17p-diol (Steraloids, Lot.: H783); 4-Estren-3p,17a-diol
(Steraloids, Lot.: H869); 4-Estren-3a,17a-diol (Steraloids); 4-Estren-3p3,173-diol/
Bolandiol (Steraloids, Lot.: B0115); Estr-5(10)-en-3a,17p-diol (Steraloids, Lot.:
C293); Norandrostendion (Steraloids, Lot.: H409); 11-Ketoetiocholanlon (Steraloids,
Lot.: L1762); Testosteron (Sigma, Lot.: 61K1659)

19.2 Bestimmung der Steroide im Eberurin

Es wurde von den Substanzen je eine 1000 ng/ml Stammldésung hergestellt. Ab-
héngig von der gelieferten Menge der Reinsubstanzen wurden entweder 10 mg oder
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50 mg genau eingewogen, entsprechend in ein 10 ml oder ein 50 ml Messkolben
eingewogen und in Ethanol geldst.

Zur ldentifikation wurden die Komponenten als Reinsubstanzen auf der NP-HPLC-
Analge in vier verschiedenen zeitlichen Fraktionen gesammelt. Diese Schnittzeiten
wurden flr den mit den Substanzen dotierten Kastrat und einem undotierten Eberurin
verwendet. Die einzelnen Fraktionen wurden zuerst mit der GC/FID-Analytik
untersucht. Die Substanzen, die mittels GC/FID-Technik Uber die Retentionszeit
identifiziert wurden, wurden anschlieBend mittels GC/MS-Messung bestéatigt. Fir die
Fraktionierung auf der HPLC-Anlage wurden 900 pl entweder einer Konzentration
von 10 ng/ul oder 100 ng/pl aufgegeben. Die verwendete Konzentration war
abhangig von der Starke des HPLC-Signals.

Far die GC/MS-Analysen wurden Ldsungen einer Konzentration von 10 ng/ul
verwendet.

Die einzelnen Substanzen der Fraktionen sind in der Tabelle 19.2-1 aufgelistet.

Fraktionsfenster Eluierende Substanzen

F1:5:01-8:01 5B-Estrandion

F2: 8:01-12:01 Norandrosteron, Norandrostendion, Noretiocholanolon, 5a-Estran-173-ol-3-on,

5B-Estran-17p-ol-3-on, Epiandrosteron, Androstendion, DHEA

F3:12:01-17:01 | 5-Androsten-3B3-17p3-diol, 5a-Estran-3a,17B-diol, Testosteron, Etiocholanolon,
Nortestosteron

F4:17:01-25:01 | 11-Ketoetiocholanlon, 53-Estran-3a,17p-diol

Tabelle 19.2-1: Liste der Substanzen, die iiber die NP-HPLC-Anlage fraktioniert und am GC/MS-Ger:iit
vermessen wurden

20 Bestimmung der 5" C-Werte des Futters und der Standardsubstanzen
20.1 Chemikalien und Kleingeriite

Nortestosteron (Sequoia Research Products Limited, Pangbourne, UK), Nor-
testosteron (Sinuchem Hebei, Shanghai, China), Nortestosteron (Riedel-de-Haen),
Nortestosteron (Fluka, Seelze, Germany)

150



Mikrospatel (Hekatech, Wegberg), Pinzette (Hekatech, Wegberg), Probenmagazin
(Hekatech, Wegberg), Verschlussvorrichtung (Hekatech, Wegberg), Waage Sartoris
M2P (Sartorius, Géttingen), Zinnkartuschen (3,3 x 5 mm, Hekatech, Wegberg)

20.2 EA/IRMS-Messungen

Die '3C/'?C-Verhaltnisse von reinen Festsubstanzen wurden mit dem Stabilisotopen-
Massenspektirometer IsoPrime (GClnstruments, Manchester, UK) und dem
vorangeschalteten Element Analysator EuroEA3000 (Euro Vector SpA, Milano,
Italien) bestimmt. Dazu wurden 1-2 mg der festen Reinsubstanz in Zinnkartuschen
eingewogen, mit der Verschlusszange verschlossen und in das Probenmagazin
gegeben. Der Element Analysator, der die Probe in die Verbrennungseinheit abgibt,
wurde mit der Software Callidus (Euro Vector, SpA, Milano, Italien) gesteuert. Die
Probe in der Kartusche wurde unter Zufihrung von Sauerstoff (Air Liquid,
Kornwestheim) zu CO, und H,O verbrannt. Zur Errechnung des §'*C-Wertes des
Kohlenstoffs der Probe wurde die Software MassLynx 4.0 verwendet. Es wurde

dasselbe CO2-Referenzgas wie bei den Messungen am GC/C/IRMS verwendet.

Die Futterpellets wurden vor der Einwaage in die Zinnkartuschen im dem Mérser

zerkleinert und homogenisiert.

21 Bestimmung anderer Parameter

21.1 Chemikalien und Kleingeriite

Multiprocessor pH-Meter (pH-535 Multical, WTW, Weilheim) mit Blue Line Elekirode
(Schott, Mainz), Kalibrierlésungen pH 4 und pH 7 (Roth, Karlsruhe)

21.2 pH-Wert

Vor der Messung wurde die Elekirode mit den beiden Kalibrierlésungen pH 4 und
pH 7 kalibriert. AnschlieBend wurden die Urine unter Rihren bis zur Stabilitat der pH-

Anzeige vermessen.

21.3 Wasserloslichkeit

Das fir die drei pH Stufen verwendete deionisierte Wasser wurde zuerst mit HCIl und
NaOH auf pH 4, pH 7 und pH 10 eingestellt.
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In verschlieBbare GefaBe wurden jeweils ca. 200 mg Nortestosteron und ca. 100 g
des mit unterschiedlichem pH-Wert eingestellten Wassers genau eingewogen. Die
Lésungen wurden 10 Minuten geschittelt und in einen zuvor ausgewogenen
Glastiegel Uberfihrt und unter Vakuum abfiltriert. AnschlieBend wurde der Tiegel bei
100°C getrocknet und bis zur Massenkonstanz gewogen. In der Tabelle 21.3-1 sind

die eingewogenen und ausgewogenen Mengen bei den verschiedenen pH-Werten

aufgelistet.

pH 4 pH7 pH 10
Einwaage Nortestosteron in g 0,212 0,216 0,212 0,212 0,205 0,209
Einwaage H.O in g 100,007 | 100,026 | 100,034 | 100,002 | 100,381 | 100,139
Auswaage Nortestosteroning | 0,186 0,190 0,184 0,179 0,181 0,183
Differenz in g 0,026 0,026 0,028 0,033 0,024 0,026
Loéslichkeit in mg/l H,O 259,9 259,9 279,9 329,9 239,1 259,6

Tabelle 21.3-1: Daten zur Bestimmung der Wasserloslichkeit

Die Wasserldslichkeit von Nortestosteron wurde unter Berlcksichtigung der Menge

an zugegebenem Wasser und der Dichte nach folgender Gleichung errechnet:

NT ..
Lastichkeit] "8 | = NTeanslmg] 1000,
l ElnwaageWa‘vser [mg]
DiChteWawer |:n/lgj|
o ml
mit NT,,;,, [mg] = Einwaage[mg] - Auswaage[mg]xlOOO

Abbildung 21.3-1: Formel zur Berechnung der Wasserloslichkeit von Nortestosteron

22 Kreatinin

22.1 Chemikalien und Kleingeriite

Acetonitril (Merck, Darmstadt), Cytosin (Nr. 30430, Fluka, Seelze), di-Kaliumhydro-
genphosphat (Merck, Darmstadt), Kreatinin (Nr. 27910, Fluka, Seelze), Methanol,
Natriumhydroxidplatzchen (J.T.Baker, Griesheim), Phosphorséure (J.T.Baker, Gries-
heim), Salzsaure 37 % (J.T.Baker, Griesheim), Einmalspritzen 10 ml, Erlenmeyer-
kolben 250 ml, 100 ml, Membranfilter (Porenweite 0,45 um, Chromafil PET 45/15MS,
Waters, Eschborn), Messkolben, pH-Messgerat (686 Titroprocessor, Metrohm,
Filderstadt) und pH-Messkette (Typ 6.0222.100, Metrohm, Filderstadt), Sep-Pak
Kartuschen Alumina (Waters 20505, Eschborn), Sep-Pak Kartuschen C18 (Waters
20515, Eschborn), Vollpipetten, Wasserbad (GFL, Burgwedel)
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22.2 Herstellen der Losungen

22.2.1 Eluenten fiir die HPLC

Eluent A (Phosphatpuffer): 22,8 g di-Kaliumhydrogenphosphat werden in 1000 ml
deionisiertem Wasser geldst und mit Phosphorsaure auf pH 7,0 eingestellt.

Eluent B: 3,65 g di-Kaliumhydrogenphosphat werden in 800 ml deionisiertem Wasser
geldst, mit Phosphorsaure auf pH 7,0 eingestellt und mit 200 ml Acetonitril gemischt.
Die Eluenten sind eine Woche im Kiihlschrank haltbar.

22.2.2 Stammldésungen

22.2.2.1 Kreatinin

100 mg Kreatinin wurden in einen 100 ml Messkolben eingewogen, mit 2 ml 21%
Salzsédure versetzt und bis zur Marke mit deionisiertem Wasser aufgefillt. Die

Lésung hatte eine Konzentration von 1 mg/ml.

22.2.2.2 Interner Standard (Cytosin)

450 mg Cytosin wurden in einen 500 ml Messkolben eingewogen, mit ca. 300 ml
Wasser und 10 ml 21 %ige Salzséaure versetzt und zur Marke mit deionisiertem
Wasser aufgeflllt. Die Lésung hatte eine Konzentration von 0,9 mg/ml.

22.2.3 Kalibrierlosungen

Aus den Stammlésungen von Kreatinin und von Cytosin wurden gemaB dem
Pipettierschema (Tabelle 22.2-1) die Kalibierlésungen 1 bis 4 hergestellt. Die ange-
gebenen Volumina wurden in einen 100 ml Messkolben gegeben, mit 10 ml 21 %ige
Salzsaure und 4 ml Natronlauge (6 mol/l) versetzt und mit deionisiertem Wasser zur

Marke aufgeflllt. Die L6sungen wurden im Kahlschrank gelagert.

Level Stammldsung Kreatinin (ml) | Kreatinin Stammldsung Cytosin (ml) Cytosin
1 0,2 2 pg/mi 1,0 0,9 pg/ml
2 0,5 5 pg/mi 1,0 0,9 pg/ml
3 1,0 10 pg/mi 1,0 0,9 pg/ml
4 2,0 20 pg/ml 1,0 0,9 pug/ml

Tabelle 22.2-1: Pipettierschema
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22.3 Bestimmung von Kreatinin

22.3.1 Probenaufarbeitung

Genau 2 ml des Urins wurden in einen 100 ml Erlenmeyerkolben tberfihrt und 10 ml
21 %ige Salzsaure dazugegeben. Der Probenansatz blieb 1 Stunde im siedenden
Wasserbad. Nach dem Abklhlen wurde der Ansatz mit 4 ml Natronlauge (6 mol/l)
und 10 ml des Internen Standards (siehe Kapitel 22.2.2.2) versetzt und bis zur Marke
mit deionisiertem Wasser aufgefillt. Davon wurden 2 ml in einen 20 ml Messkolben
pipettiert und bis zur Marke des Kolbens aufgefillt. Vor der Messung wurden die Pro-
ben mit Hilfe eines Kartuschensystems von Sep-Pak (Alumina B, C18) aufgereinigt.
Die Kartusche Alumina B wurde zur Konditionierung mit 10 ml deionisiertem Wasser
gespult. Die C-18 Kartusche wurde zuerst mit Methanol und anschlieBend mit
deionisiertem Wasser gespilt.

Eine Einwegspritze wurde mit ca. 10 ml der wie oben beschrieben aufgearbeiteten
Proben geflllt und auf das Kartuschensystem aufgesteckt. Mit einer Geschwindigkeit
von 1 Tropfen pro Sekunde wurde die Flissigkeit nun Gber die Kartuschen gedrickt.
Die Lésung lief Gber die Aluminaséule, dann Uber die C 18 Saule und zuletzt durch
den Membranfilter. Die ersten 3,5 bis 4,0 ml wurden verworfen, die folgenden 2 mi
wurden fir die Messung gesammelt und in ein Samplerglaschen abgefullt.

22.3.2 Bestimmung

10 ul des Uber das Kartuschensystem gereinigten Extraktes wurden auf die 40°C
temperierte HPLC-Saule C18 Luna (5um (2), 250 x 3 mm; Phenomenex Ltd.,
Aschaffenburg) der HPLC-Anlage (HPLC 1090, Agilent, Waldbronn) gegeben. Es
war die Vorsaule (Security Guard Cartiges C18x3.0, No.:AJO-4287 Phenomenex
Ltd., Aschaffenburg) vorangeschaltet. Mit einem Fluss von 0,4 ml/Minute gelangte
der injizierte Extrakt mit einem Gradientenprogramm des Elutionsgemisches (Tabelle
22.3-1) in den UV-Dioden Array Detektor. Bei einer Wellenlange von 234 nm wurde
der Extrakt gemessen.

Zeit (Minuten) Eluent B (%) | Fluss (ml/Min)

0 0,4
7 50 0,4
12 0 0,4

Tabelle 22.3-1: Gradientenprogramm
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23 Darstellung der Substanzen
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