Einflul3 einer Behandlung mit dem Steroid-Implantat
Synovex-S auf das nattrliche Steroidho rmonmuster
des Muskel- und Fettgewebes von Ochsen

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
des Fachbereiches Chemie der Universitat Hamburg

aus dem Institut fir Biochemie und Lebensmittelchemie
Abteilung Lebensmittelchemie
der Universitat Hamburg

vorgelegt von Gabi Schmidt aus Hamburg

Hamburg 2001



Diese Arbeit wurde in der Zeit von April 1998 bis Juni 2001 unter der Leitung von
Prof. Dr. Dr. H. Steinhart am Institut fir Biochemie und Lebensmittelchemie, Abteilung
Lebensmittelchemie, der Universitat Hamburg angefertigt.

Gutachter:

Prof. Dr. Dr. H. Steinhart

Prof. Dr. B. Bisping

Tag der mindlichen Prifung: 20.12.2001



Meinen Eltern



Danken mdchte ich Herrn Prof. Dr. Dr. H. Steinhart fiir die Bereitstellung des Themas und
die Betreuung der Arbeit.

Herrn Prof. Dr. B. Bisping danke ich fiir die Ubernahme des Koreferats.

Besonderer Dank sei Prof. Dr. T. S. Rumsey und dem Agricultural Research Service fur die
Durchfiihrung des Tierversuchs und die Bereitstellung des Probenmaterials ausgesprochen.

Prof. Dr. R. Claus danke ich fur die Einweisung in den Radioimmunoassay und fir die nette
Aufnahme in Stuttgart. Ebenso danke ich Herrn Dr. Markus Lacorn fir sein Interesse an
dieser Arbeit und seine Diskussionsbereitschaft. Elgin Fuhrmann und Sibylle Knéllinger sei
fur Ihre praktische Anleitung fiir den RIA gedankt.

Ein besondere Dank gilt Antje Frickenschmidt, Matthias Denker und Patrick Nelson fir die
Unterstutzung.

Bei Kerstin Fleischer mochte ich mich fur die nette und konstruktive Zusammenarbeit
bedanken.

Herrn Dr. Mirko Bunzel, Frau Angelika Lahrssen danke ich recht herzlich fir die Durchsicht
des Skripts.

Ebenfalls danke ich Frau Dr. Sonja Fritsche fir Kritik und Anregungen .

Herrn Dr. Mathias Hartwig danke ich fir die Hilfe bei der GC-MS-Wartung sowie die
Hilfestellung bei auftretenden Problemen.

Der H. Wilhelm Schaumann-Stiftung danke ich fur die finanzielle Unterstiitzung meines USA-
Aufenthaltes.

Ein besondere Dank gilt meinen Eltern, ohne die diese Arbeit niemals méglich gewesen
ware.



Inhaltsverzeichnis
1 Hintergrund

2 Grundlagen

2.1 Steroide
2.1.1 Struktur
2.1.2 Biosynthese und Einteilung
2.1.3 Transport, Wirkung, Abbau
2.1.4 Steroidfettsaureester

2.2 Steroide in Rindergeweben
2.2.1 Muskelgewebe
2.2.2 Fettgewebe

2.3 Anabolika in der Rindermast
2.3.1 Einsatz von Anabolika
2.3.2 Synovex-S
2.3.3 Risikobewertung
2.3.4 Nachweis einer Anabolikabehandlung in Geweben

3 Material

3.1 Tierversuch — Probenmaterial
3.2 Auswahl der Steroide

4 Method ik

4.1 Auswahl der Method e zur Bestimmung von Steroiden
in Muskelgewebe

4.2 Analysenverfahren zur Bestimmung d er Sexualhormone

und Corticoide in Muskelgewebe
4.2.1 Probenvorbereitung
4.2.2 Gaschromatographie-Massenspektrometrie
4.3 Bestimmung d es Fettgehaltes von Muskelgewebe
4.4 Statistische Auswertung

5 Zielsetzung und Versuchsplanung

6 Method enentwicklung: Durchfuhrung, Ergebnisse
und Diskussion

6.1 Freisetzung von Steroiden aus ihren
Fettsaureestern
6.1.1 Enzymatische Hydrolyse der Steroidfettsaureester

6.1.2 Chemische Hydrolyse der Steroidfettsaureester
- Umesterung

6.1.3 Chemische Hydrolyse der Steroidfettsdureester
- Verseifung

6.1.4 Auswahl der geeigneten Methode zur Freisetzung
von Steroiden aus Fettsaureestern

17

17
19

20

20
21
21
22

23
24

25

26

26
26

28

30

31



6.2 Nachweis von Steroiden und d eren Fettsaureestern

im unpo laren Extrakt des Muskelgewebes 31
6.2.1 Unpolare Extraktion 31
6.2.2 Behandlung des polaren Extraktes (Methanol/Wasser) 32
6.2.3 Behandlung des unpolaren Extraktes (Ethylacetat/n-Hexan) 32

6.2.3.1 Freisetzung der Steroide aus Steroidfettsaureestern 32
6.2.3.2 Clean-up des unpolaren Extraktes 33
6.2.4 Untersuchung von Proben 35
6.2.4.1 Nachweis von Fettsdureestern im Muskelgewebe 35
6.2.4.2 Vergleich der Steroidgehalte des unpolaren
und polaren Extraktes von Muskelgewebe 36
6.3 Bestimmung von Steroiden in Fettgewebe 39
6.3.1 Wahl der Probenmenge und Extraktion der
Steroide aus Fettgewebe 40
6.3.1.1 Wahl der Probenmenge 40
6.3.1.2 Extraktion der Steroide 40
6.3.2 Saulenchromatographie 41
6.3.3 Reinigung der Fraktion der freien Steroide 42
6.3.4 Umesterung und Reinigung der Fraktion
der Steroidfettsaureester 42
6.3.5 Ermittlung von Methodenparametern fur die
Bestimmung freier Steroide in Fettgewebe 42
6.3.5.1 Linearitatsbereich 43
6.3.5.2 Bestimmung von Wiederfindungsraten und
Verfahrensvariationskoeffizienten 44
6.3.5.3 Grenze des praktischen Arbeitsbereiches 46
6.3.6 Nachweis von Steroidfettsdureestern in Fettgewebe a7

7 Untersuchung d es Tierversuchs

- Ergebnisse und Diskussion 49
7.1 Muskelgewebe 49
7.1.1 Muskelgewebe - Fettgehalt 49

7.1.2 Muskelgewebe - polarer Extrakt 51

7.1.3 Muskelgewebe - unpolarer Extrakt 63

7.1.4 Muskelgewebe - Gesamtsteroide 65

7.1.5 Statistische Betrachtung - Unterscheidung von
unbehandelten und mit Synovex-S behandelten

Ochsen durch Untersuchung des Muskelgewebes 66

7.1.6 Statistische Betrachtung - Korrelationen zwischen
Steroidgehalten, Fettgehalt und Schlachtgewicht 68
7.2 Auf dem MLD aufliegendes Fettgewebe 71

7.2.1 Statistische Betrachtung - Unterscheidung von
behandelten und unbehandelten Ochsen

durch Untersuchung des Fettgewebes 77

7.2.2 Statistische Betrachtung - Korrelationen zwischen
Steroidgehaltendes Fettgewebes und Schlachtgewicht 79
7.3 Vergleich der Steroidgehalte von Muskel- und Fettgewebe 80

7.4 Einflu3 der Synovex-S Behandlung auf die
Steroidhormonmuster und -gehalte von Muskel-
und F ettgewebe 84



8 Zusammenfassung
8.1 Zusammenfassung
8.2 Summary

9 Anhang
9.1 Schlachtgewichte der Ochsen
9.1.1 Lebendgewicht am Anfang des Versuchs und
am Schlachttag
9.1.2 Ausschlachtgewichte
9.2 Standardlésungen
9.2.1 Standardsubstanzen Steroide
9.2.2 Standardsubstanzen Steroidfettsdureester
9.2.3 Standardlésungen fir Messungen am GC-FID
9.2.4 Standardlésungen fiir die Versuche zur Hydrolyse von
Steroidfettsdureestern
9.2.5 Standardlosungen fur GC-MS im SIM-Mode
9.2.6 Erstellung der Kalibriergeraden
9.2.6.1 Durchfuhrung
9.2.6.2 Konzentrationen
9.2.6.3 Dotierung und Ermittlung von Wiederfindungsraten
9.2.6.4 Linearer Mel3bereich im Muskelgewebe
9.2.6.5 Grenzen des praktischen Arbeitsbereiches fur die
Steroidbestimmung im Muskelgewebe
9.3 Validierung d er Method e fir die Bestimmung von
Steroidhormonmustern im Fettgewebe
9.4 Gerate und MelRbedingung en
9.4.1 GC-FID
9.4.2 GC-MSD
9.5 SIM-Massen der Steroid-Enolether
9.6 Chromatogramme der Standardlésungen
9.7 Method e zur Bestimmung von Steroidhormonen
(Corticoide, Androgene, Estrogene, Gestagene)
in Muskelgewebe
9.7.1 Chemikalien
9.7.2 Gerate
9.7.3 Durchfuhrung
9.7.3.1 Probenvorbereitung
9.7.3.2 Extraktion der Steroide aus dem Gewebe
9.7.3.3 Entfettung
9.7.3.4 Fraktionierung Uber RP-8 Fertigkartusche
9.7.3.5 Extraktion der Estrogene
9.7.3.6 Reinigung der Androgen/Gestagen-Fraktion mittels
Si-Fertigkartuschen
9.7.3.7 Reinigung der Estrogen-Fraktion mittels
Amino-Fertigkartuschen
9.7.3.8 Reinigung der Corticoid-Fraktion mittels
Si-Fertigkartuschen
9.8 Method e zur Bestimmung von Steroidhormonen und d eren
Fettsaureestern in Muskelgewebe
9.8.1 Chemikalien

86
86
87

89
89

89
89
90
90
90
91

91
91
92
92
93
94
95

95

95
96
96
96
97
99

100
100
100
101
101
101
101
101
102

102
102

102

103
103



9.8.2 Gerate
9.8.3 Durchfuhrung
9.8.3.1 Extraktion der Steroidfettsdureester und der
unpolaren Steroide
9.8.3.2 Freisetzung der Steroide aus den
Fettsaureestern
9.8.3.3 Entfettung der freigesetzten Steroide mit Hilfe
einer Si-Kartusche
9.8.3.4 Weitere Reinigung des Extraktes
9.9 Method e zur Bestimmung von Steroidhormonen
(Corticoide, Androgene, Estrogene, Gestagene) in Fettgewebe
9.9.1 Chemikalien
9.9.2 Gerate
9.9.3 Durchfuhrung
9.9.3.1 Probenvorbereitung
9.9.3.2 Extraktion der Steroidhormone und deren
Fettsdureester aus dem Gewebe
9.9.3.3 Entfettung mittels Kieselgelsaule
9.9.3.4 Entfettung mittels flussig-fllissig Extraktion
9.9.3.5 Freisetzung der Steroide aus deren
Fettsaureestern
9.10 Derivatisierung zu Silylenolethern
9.11 Hydrolyse von Steroidfettsaureestern
9.11.1 Eingesetzte Chemikalien
9.11.2 Durchfihrung
9.11.2.1 Enzymatische Hydrolyse
9.11.2.2 Umesterung
9.11.2.3 Verseifung
9.11.3 Derivatisiserung und Auswertung
9.11.4 Dinnschichtchromatographische Uberpriifung
der Matrixumsetzung
9.12 Steroidgehalte der untersuchten Gewebe
9.12.1 Steroidgehalte der unpolaren Extrakte Muskelgewebes-
umgeestert und nicht umgeestert
9.12.2 Steroidgehalte der polaren Extrakte des
Muskelgewebes (MLD)
9.12.3 Steroidgehalte der unpolaren Extrakte des
Muskelgewebes (MLD)
9.12.4 Gesamtsteroidgehalte des Muskelgewebes (MLD)
9.12.5 Steroidgehalte des Fettgewebes (MLD)
9.13 Chemikalien

10 Literatur

103
103

103
103

104
104

104
104
104
104
104

104
105
105

105
106
106
106
107
107
107
107
107

107
108

108
109
111
113

115
117

118



1 Hintergrund

1 Hintergrund

Steroidhormone sind sowohl im Pflanzen- als auch im Tierreich weit verbreitet. Sie
werden endogen gebildet, um bestimmte Stoffwechselvorgange zu kontrollieren. Einige
Steroidhormone weisen eine anabole Wirkung auf. Dies bedeutet, dal durch diese
Steroidhormone Stoffwechselfunktionen angeregt werden, die in den meisten Fallen zu
einer verstarkten Proteinbildung einher gehend mit einem verstarkten Muskelaufbau
fuhren (LONE, 1997). Aus diesem Grund werden Steroidhormone seit langem zur
Steigerung der Mastleistung in der Tiermast eingesetzt.

In den letzten Jahren ist speziell der Einsatz von Anabolika in der Rindermast im
Gesprach. Insbesondere der darauf basierende Handelsstreit zwischen Européaischer
Union (EU) und USA machte Schlagzeilen. In den USA ist der Einsatz von Anabolika
zugelassen, wahrend die Anabolikabehandlung von Rindern sowie die Einfuhr von Fleisch
behandelter Rinder von der EU nicht gebilligt wird. Seit 1981 ist durch die von der
Europaischen Kommission erlassene Direktive 81/602 der Einsatz von Hormonen in der
Rindermast mit Ausnahme von therapeutischen Zwecken verboten. 1984 wurde in
Betracht gezogen, die Direktive 81/602 zugunsten der Zulassung von Hormonen zu
andern. Kurz darauf wurden sogar trotz des Verbotes fur finf Substanzen Grenzwerte fur
Fleisch erlassen.

1985 &nderte die EU ihren Kurs und verbot den Einsatz von Hormonen in der Rindermast
generell. Es wurde ein Importverbot fir Fleisch behandelter Tiere erlassen. Dieses wurde
1988 durch ein allgemeines Importverbot fir Fleisch aus den USA verscharft. Die USA
klagten dagegen vor der Welthandelsorganisation (WTO) in Genf und bekamen Recht.
Der EU wurde eine Frist gesetzt, um das Importverbot aufzuheben. Diese lief am
13.5.1999 ab, ohne daf} die EU Schritte in diese Richtung unternommen hatte (FOREIGN
AGRICULTURAL SERVICE (FAS), 1999a).

Die EU begrundet ihre Weigerung, den Import von Fleisch aus den USA zuzulassen mit
der gesundheitlichen Bedenklichkeit des Verzehrs von Fleisch hormonbehandelter Rinder.
Die USA flihren gegenteilige Gutachten fir ihre Argumentation an. Als Argument fur die
gesundheitliche Unbedenklichkeit von Fleisch behandelter Rinder wird von den USA die
Abhangigkeit der gesundheitsschadlichen Wirkung von der aufgenommenen Menge
angefuhrt.

Fur den Einsatz in der Rindermast sind in den USA sechs anabol wirksame Substanzen
zugelassen. Es handelt sich dabei um drei synthetische und drei kdrpereigene Stoffe. Bei
den drei naturlichen handelt es sich um die Steroidhormone 17(3—Estradiol, Progesteron
und Testosteron, bei den synthetischen um Zeranol, Melengestrol und Trenbolon. 17p3-
Estradiol wirkt carcinogen und steht im Verdacht, genotoxisch zu wirken, wahrend
Testosteron und Progesteron eher als unbedenklich angesehen werden. Fir die
synthetischen Anabolika liegen noch zu wenig Daten fir eine abschlieRende
Risikoabschatzung vor (JOINT FAO/WHO EXPERT COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES
(JECFA), 1999).

Da ein Importverbot fur Fleisch anabolikabehandelter Rinder besteht, muf3 eine Kontrolle
des Nahrungsmittels Fleisch mdglich sein. Der Nachweis der drei korperfremden
Substanzen ist relativ einfach. Der Nachweis der drei natirlichen Steroide gestaltet sich
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schwierig, da applizierte Steroide nicht von endogenen differenziert werden kénnen. Ein
Nachweis anhand von Grenzwerten einzelner Steroide ist nicht moéglich, da sich die
individuellen Steroid-Syntheseraten der Tiere stark unterscheiden. Einen Ansatzpunkt fir
den Nachweis des Einsatzes naturlicher Steroide liefert die Bestimmung von
Steroidhormonmustern. Steroidhormonmuster umfassen dabei Vorstufen der eingesetzten
Steroide, die eingesetzten Steroide selbst sowie deren Metaboliten.

Ziel dieser Arbeit war es, Steroidhormonmuster von Geweben von Ochsen zu ermitteln,
die mit Synovex-S behandelt wurden und diese den Steroidhormonmustern
unbehandelter Ochsen gegeniber zu stellen. Bei Synovex-S handelt es sich um ein
Praparat, bestehend aus den naturlichen Steroiden Estradiol und Progesteron. Anhand
dieser Daten sollten Einblicke in den Metabolismus und die Verteilung der eingesetzten
Steroide in die Gewebe gewonnen und Aussagen Uber die Bedenklichkeit des Verzehrs
dieser Gewebe getroffen werden.
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2.1 Steroide

2.1.1 Struktur

Steroide bestehen aus einem Ringsystem, in dem drei sechsgliedrige und ein
funfgliedriger Kohlenstoffring miteinander kondensiert sind. Die Benennung der Ringe
sowie die Nummerierung der Kohlenstoffatome sind in Abbildung 1 am Beispiel des
Cholesterins als Vorstufe aller Steroide dargestellt. Cholesterin wird sowohl vom Kérper
produziert als auch Uber die Nahrung aufgenommen.

Abbildung 1 - Benennung der Ringe und Nummerierung der Kohlenstoffatome am Beispiel von Cholesterin

Bei den Steroidhormonen liegt in Position 3 immer eine Hydroxy- oder eine Ketogruppe
vor. Die Seitenkette in Position 17 kann fehlen. In diesem Fall ist dort ebenfalls eine
Hydroxy- oder Ketogruppe lokalisiert. Auch an der Seitenkette konnen funktionelle
Sauerstoffgruppen auftreten ebenso wie eine zuséatzliche Hydroxygruppe an Position 17
beim Vorliegen einer Seitenkette.

Doppelbindungen treten bei den naturlichen Steroiden zwischen den Kohlenstoffatomen 3
und 4 oder 5 und 6 auf. Bei den Estrogenen liegt Ring A als phenolisches System vor.

Steroide treten sowohl in pflanzlichen als auch in tierischen Organismen auf. In tierischen
Organismen kommen sie hauptséchlich als Gallenséduren, Sexualhormone,
Glucocorticoide und Mineralcorticoide vor.

2.1.2 Biosynthese und Einteilung

Steroidhormone werden bei hoheren Wirbeltieren ausschlief3lich aus Cholesterin gebildet.
Das fir die Sexualhormonproduktion benétigte Cholesterin stammt gro3tenteils aus dem
Blutplasma, wird zum Teil aber auch in den endokrinen Organen direkt synthetisiert. Die
aus Cholesterin gebildete Vorstufe ist Pregnenolon. Es entsteht durch oxidative Kirzung
der Seitenkette des Cholesterins um 6 Kohlenstoffatome. Aus Pregnenolon wird
Progesteron, das einzige natlrliche Gestagen, gebildet. Aus diesen Vorstufen werden
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sowohl die Corticoide, die ebenfalls 21 Kohlenstoffatome umfassen, als auch die
Androgene gebildet. Bei den Androgenen handelt es sich um Steroide mit einem
Grundgerist bestehend aus 19 Kohlenstoffatomen, aus denen durch Aromatisierung des
A-Ringes die Gruppe der Estrogene gebildet wird. Sie werden aus Pregnenolon Uber den
sogenannten A*Weg oder den A’>-Weg gebildet. Der A*-Weg verlauft (iber Progesteron,
17a-Hydroxyprogesteron und Androstendion zu Testosteron, der A°>-Weg (ber
Pregnenolon, 17a—Hydroxypregnenolon und Dehydroepiandrosteron (DHEA) zu
Testosteron (FORTH et al., 1977).

Die Corticoide enthalten im Gegensatz zu den Gestagenen eine weitere Hydroxygruppe
an der Seitenkette und Hydroxy- bzw. Ketogruppen am Ringsystem. Eine detaillierte
Darstellung der biosynthetischen Zusammenhange erfolgt in Abbildung 2.

Die Steroide lassen sich nach ihrer Wirkung, ihrem Bildungsort und, wie oben schon
dargestellt, nach der Anzahl ihrer Kohlenstoffatome einteilen. Die Einteilung nach Wirkung
erfolgt in weibliche Sexualhormone, zu denen die Estrogene und die Gestagene gehéren,
mannliche Sexualhormone und Corticoide. Bei den mannlichen Sexualhormonen handelt
es sich um die Androgene. Die Geschlechter unterscheiden sich nicht durch die
gebildeten Steroide sondern nur durch deren Quantitdt (STRYER, 1990). Tabelle 1 gibt
Aufschlul3 Gber die Steroidhormongruppen, die Anzahl der Kohlenstoffatome ihrer
Vertreter und ihre Bildungsorte bei hoheren Wirbeltieren.

Tabelle 1 — Steroidhormong ruppen und ihre Bildungsorte

Steroidhormongruppe | Anzahl der C-Atome Bildung sort
Gestagene 21 Corpus luteum
Plazenta
Corticoide 21 Nebennierenrinde
Androgene 19 Testes

Nebennierenrinde
Ovar

Estrogene 18 Ovar
Plazenta

Testes

Steuerungszentrum fur die Ausschittung der Steroidhormone ist das Hypothalamus-
Hypophysen-System. Die Sekretion der Hormone wird durch das follikelstimulierende
Hormon (FSH) und das luteinisierende Hormon kontrolliert. Bei beiden handelt es sich um
Peptidhormone, die Gonadotropine genannt werden. Sie werden von der Hypophyse
ausgeschuttet. Die Hypophyse wird durch den Hypothalamus mittels eines weiteren
Peptidhormons, dem Gonadotropin-Releasinghormon (GRH), reguliert. Die Produktion
wird Uber ein negatives Rickkopplungssystem zwischen Hypothalamus, Hypophyse und
endokrinen Drusen gesteuert (LOFFLER & PETRIDIS, 1988).
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Abbildung 2 — Stoffwechselzusammenhange zwischen den Steroiden

2.1.3 Transport, Wirkung, Abbau

Der Transport der Steroidhormone vom Bildungsort zum Zielorgan erfolgt tiber den Blut-
kreislauf. Hierzu werden sie an die Plasmarezeptoren gebunden. Es handelt sich zum
groften Teil um Globuline, zu geringem Anteil auch um Albumine (BUDDEKE, 1985;
LOFFLER & PETRIDIS, 1988). Nur ein geringer Teil der Steroidhormone liegt im
Blutplasma ungebunden vor. Die gebundenen Steroidhormone sind biologisch inaktiv. Da
im Zielgewebe ein Gleichgewicht zwischen an Plasmarezeptoren gebundenen Steroiden,
ungebundenen Steroiden und an intrazellulare Rezeptoren gebundenen Steroiden
vorliegt, wird die Aktivitat bzw. die Konzentration der Steroide durch die

HO Androstanolon
Epitestosteron
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Plasmarezeptormenge gesteuert. Die Steroid-Plasmarezeptor-Bindung ist wenig
spezifisch.

Die Steroidhormone entfalten im Gegensatz zu einigen anderen Hormonen ihre Wirkung
erst innerhalb der Zelle. Im Cytosol werden die Steroide an spezifische, intrazellulére
Rezeptoren gebunden. Auch bei diesen handelt es sich um Proteine. Vermutlich bewirkt
die Bildung eines Hormon-Rezeptor-Komplexes eine Konformationsanderung des
Rezeptors. Dadurch wird es dem Hormon-Rezeptor-Komplex mdglich, in den Zellkern
einzudringen und an die DNA zu binden. Es erfolgt ein Eingriff in die Proteinbiosynthese
durch Beeinflussung der DNA-Synthese, der Transkription, der Translation oder der RNA-
Verwertung.

Durch unterschiedliche Mengen an steroidspezifischen Rezeptoren in den unter-
schiedlichen Organen ist eine gewisse Organspezifitat der einzelnen Steroide gegeben.
Dasselbe gilt fir die Muskulatur. So werden z.B. in der Muskulatur des Vorderviertels von
Rindern vermehrt Steroidhormonrezeptoren gefunden (SAUERWEIN, 1988). Die
einzelnen Steroidgruppen entfalten unterschiedliche Wirkungen:

* Androgene

Als eigentlich wirksame Androgene gelten Testosteron und Androstanolon. Androstanolon
wird aus Testosteron erst im Zielgewebe gebildet und besitzt eine 2,5fach hoéhere
biologische Aktivitat als Testosteron. Weitere schwach androgen wirksame Steroide sind
Androstendiol, Androstendion, DHEA und die oa-Konformere cis-Androsteron und
Androstandiol. Dabei handelt es sich bei cis-Androsteron und Androstandiol um
Abbauprodukte des Testosterons. Ein weiteres, nicht wirksames Androgenabbauprodukt
ist das Epitestosteron.

Die Androgene bewirken die Ausbildung der sekundaren mannlichen Geschlechts-
merkmale. Sie fordern das Wachstum und die Differenzierungsvorgénge der mannlichen
Fortpflanzungsorgane und die Spermiogenese. Sie besitzen eine starke proteinanabole
Wirkung und sind der Grund fiir die Ausbildung der typisch mannlichen Muskulatur.

» Gestagene

Das einzige natlrliche Gestagen ist Progesteron. Es besitzt vorwiegend im weiblichen
Organismus eine Funktion. Dort wird es wahrend der Sekretionsphase des
Geschlechtszyclus im Corpus luteum gebildet. Nachdem durch 17B-Estradiol das
Endometrium entwickelt wurde, startet Progesteron dessen Umwandlung. Progesteron ist
fur die Weiterentwicklung des Eis und dessen Einnistung verantwortlich.

Nach der Befruchtung bewirkt Progesteron den Erhalt der Schwangerschaft durch
Unterdrickung der Ovulation und der Menstruation. Vorstufe des Progesterons ist
Pregnenolon. Metabolit des Progesterons ist 17a-Hydroxyprogesteron. 17a-
Hydroxyprogesteron bildet eine Vorstufe der Corticoide und der Androgene. 17a-
Hydroxyprogesteron kann auch aus 17a-Hydroxypregnenolon, einem Metaboliten des
Pregnenolons, gebildet werden. Der Abbau des Progesterons erfolgt hauptsachlich tber
Pregnandiol.
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* Estrogene

Estrogene Wirkung besitzen 17a-Estradiol, 17p-Estradiol, Estron und Estriol. Die
physiologisch wichtigsten Estrogene sind 17(3-Estradiol und Estron. 17B-Estradiol steuert
zusammen mit Progesteron den weiblichen Zyclus und ist fir den Aufbau der
Uterusschleimhaut notwendig. Estriol wird wahrend der Schwangerschaft in der Plazenta
gebildet. 17a-Estradiol gilt als Abbauprodukt.

Die Estrogene bewirken die Ausbildung der sekundéaren weiblichen Geschlechtsmerkmale
und beim Tier den Eintritt der Brunst. Die Estrogene wirken schwach protein- und stark
fettanabol.

Bei Pferden treten noch zwei weitere, den Estrogenen &hnliche Steroide, Equilin und
Equilenin, auf.

» Corticoide

Die Corticoide lassen sich in Gluco- und Mineralcorticoide unterteilen. Die
Mineralcorticoide sind fur die Regulation des Mineralstoffhaushaltes verantwortlich.

Desoxycorticosteron, 11-Dehydrocorticosteron, Cortisol, Cortison und Corticosteron
gehdren zur Gruppe der Glucocorticoide. Sie wirken insbesondere auf den
Zuckerstoffwechsel. Die Aufnahme von Glucose aus dem Blut wird gehemmt und die
Glykolyse vermindert. Dadurch steigt der Blutzuckerspiegel. Weiterhin Uben sie eine
katabole Wirkung auf den Fett- und Proteinstoffwechsel aus. Die Abbauprodukte werden
der Gluconeogenese in der Leber zugefuhrt. Die katabole Wirkung tbertrifft die anabole in
Leber und Niere. Corticoide hemmen direkt in den Testes die Androgensynthese.

Bei hoher Dosierung ist eine entziindungshemmende Wirkung der Corticoide bekannt. Sie
beruht auf der Hemmung der Abwehrreaktionen der Zelle.

Der Abbau der Corticoide findet durch eine Reduktion am Ring A statt, die das Entstehen
einer Hydroxygruppe und die Spaltung der Doppelbindung zur Folge hat. Im weiteren
findet eine Abspaltung der Seitenkette statt.

Steroidhormone werden im Organismus schnell umgesetzt. Ihre Halbwertszeiten betragen
nur etwa 10-90 Minuten. Der biologische Abbau der Steroide erfolgt Uber eine
Inaktivierung, wobei die Konjugat-Bildung (Glucuronidierung, Sulfatierung) im
Vordergrund steht. Sie ist notwendig, um die schlecht wasserléslichen Steroide in eine
wasserlosliche Form zu Uberfihren und so eine Ausscheidung Uber die Niere zu
ermdglichen. Ebenso werden Hydroxygruppen eingefiihrt und Ketogruppen zu
Hydroxygruppen reduziert. Die Doppelbindung im A-Ring wird hydrogeniert. Dies
geschieht nicht bei aromatischen Systemen.

2.1.4 Steroidfettsaureester

Das Vorkommen von Steroiden als Steroidhormonfettsaureester ist seit langem bekannt.
Diese Form der Steroidkonjugate wurde von HOCHBERG et al. (1977) entdeckt und in
Unkenntnis ihrer genauen Zusammensetzung zunachst als \lipoidale Derivate*
bezeichnet. Sie zeichnen sich durch ihre hydrophoben Eigenschaften und durch die
Eigenschaft, bei einer Behandlung mit Laugen Steroide freizusetzen, aus.
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Heute sind von jeder Steroidklasse Vorkommen in Form von Fettsaureestern bekannt.
Steroidfettsaureester wurden in verschiedenen Geweben sowie in Blut nachgewiesen. So
konnten unter anderem in der Nebennierenrinde von Rindern Pregnenolon (HOCHBERG
et al., 1977, 1979), 17a-Hydroxypregnenolon und DHEA (HOCHBERG et al., 1979) in
Form ihrer Fettsdureester nachgewiesen werden. BORG et al. (1995) beschrieb das
Vorkommen von Testosteronfettsdureestern in Fett und Hoden mannlicher Ratten. Es
wurde gezeigt, dall von Brustdrisen weiblicher Ratten ein Fettsaureester des
Corticosterons gebildet wird (HAMPEL et al., 1978). Cortisol und Corticosteron kommen
als Acetate im menschlichen Blut vor (MARGRAF et al., 1963).

Die Veresterung der Steroide wird enzymatisch gesteuert und kann mit verschiedensten
Fettsduren geschehen. So beschreiben LARNER et al. (1993) eine Veresterung von
Estradiol in menschlicher Follikelflissigkeit mit Linolsdure zu 43 %, mit Palmitinsdure zu
20 %, mit Arachidonsaure zu 19 %, mit Olsaure zu 14 % und mit Stearinsaure zu 4 %.

Die Veresterung tritt bei 17(B-Estradiolfettsdureestern an C17 auf (SCHATZ &
HOCHBERG, 1981). Bei Corticoidestern ist die Esterbindung an C21 lokalisiert
(HOCHBERG et al., 1991a).

Im Gegensatz zu Steroiden, die zu Glucuroniden oder Sulfaten umgesetzt werden, tritt bei
der Veresterung von Steroiden mit Fettsauren keine Inaktivierung ein. Schon 1930 wurde
beobachtet, dal3 die biologische Aktivitdt der Steroide durch Veresterung verlangert
werden kann. Synthetische Steroidhormonester werden daher schon seit Jahrzehnten zur
pharmazeutischen Hormonbehandlung eingesetzt (HOCHBERG et al.,, 1990). Die
Veresterung ist ein Schutz vor Metabolisierung, wodurch die langere Wirksamkeit der
Steroide erklart werden kann. Die Metabolisierungsgeschwindigkeit hangt dabei von der
Kettenldnge und dem Sattigungsgrad der Fettsauren ab. Die biologische Funktion der
Steroidfettsdureester wird immer noch diskutiert. Wahrscheinlich ist, dafd
Steroidfettsiureester eine Art Speicherform darstellen (LAVALLEE et al., 1996). Dabei
scheint eine Akkumulation der Steroidfettsdureester in Fettgeweben aufgrund ihrer
hydrophoben Eigenschaften moglich.

Die Wirkung der Steroidfettsdureester tritt haufig erst nach Hydrolyse der Esterbindung
ein. So zeigten JANOCKO et al. (1984), da’R eine Bindung von 17(3-Estradiol an den
Rezeptor bei allen Fettsaureestern mit einer Fettsdurekettenlange von C2 bis zu den
langkettigen Fettsauren erst nach Hydrolyse auftritt. Fir die Bindung von 17(3-Estradiol an
dessen Rezeptor ist eine freie Hydroxy-Gruppe am D-Ring des Steroids notwendig.
Jedoch zeigen Corticosteronester, die an C21 verestert sind, noch eine Rezeptorbindung
(HOCHBERG et al., 1991a).

Fur die physiologische Aktivitat der Steroidfettsdureester ist die Hydrolyse der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Die Hydrolyse der Steroidfettsdureester findet
enzymatisch statt.

2.2 Steroide in Rindergeweben

Verschiedene Rindergewebe, -gewebsflissigkeiten sowie Blut, Urin und Kot dienten
bisher als Untersuchungsmaterial fir die Bestimmung von Steroiden. Dabei ist die
Intention fir diese Untersuchungen je nach gewdahltem Untersuchungsmaterial
unterschiedlich. So wurden fir den Nachweis eines illegalen Einsatzes von Anabolika in
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der Rindermast bislang meistens Blut, Kot und Urin herangezogen (MEYER et al., 1985a,
DUBOIS et al., 1998, HAMOIR et al., 1998). Diese Matrizes haben den Vorteil, daf3 nach
dem Nachweis einer illegalen Behandlung das Tier aus dem Schlachtproze3 genommen
werden kann. Problematisch ist dabei, daR die Untersuchung nur am lebenden Tier
erfolgt. FUr den Verbraucherschutz im Sinne der Lebensmitteliberwachung ebenso wie
fur eine Uberwachung des Importverbotes muf3 eine Kontrolle anhand des Endproduktes
Fleisch mdglich sein.

2.2.1 Muskelgewebe

Bei dem Lebensmittel Rindfleisch handelt es sich um Muskelgewebe. Die Lage des
Muskels im Schlachtkdrper ist dabei unter anderem fir die Qualitat des Fleisches
verantwortlich. Sehr hochwertiges Fleisch liefert der Musculus longissimus dorsi (MLD),
aus dem unter anderem Roastbeef und Filet hergestellt wird. Eher minderwertig ist das
Fleisch, das aus den Muskeln der GliedmalRen gewonnen wird. Es ist stark von Sehnen
durchzogen und wird deswegen fur minderwertige Produkte wie Gulasch eingesetzt oder
in Wurst verarbeitet.

Bei Muskelgewebe handelt es sich um ein Zielorgan der Steroide. Die Muskeln der
verschiedenen Korperpartien unterscheiden sich nicht in ihren Steroidhormonmustern
(FRITSCHE et al.,, 1998b). Die unterschiedliche Ausprdgung der Muskeln, die Uber
Steroide gesteuert wird, ist von den Rezeptorgehalten in den jeweiligen Teilstlicken
abhangig. So stellten SAUERWEIN & MEYER (1989) fest, daR die Androgen-
Rezeptorkonzentration beim Rind in der Reihenfolge Hals, Keule, Schulter, Bauch
abnimmt.

Die Fleischqualitat ist aullerdem abhédngig von der Kategorie (Ochse/Bulle) bzw. dem
Geschlecht und dem Alter der Tiere. Ochsenfleisch ist von sehr hoher Qualitat. Es folgen
Farsenfleisch (weibliches Rind, das noch nicht gekalbt hat), Jungbullenfleisch und
Kuhfleisch (DLG, 1991). Dabei kann Fleischqualitat durch die subjektiven Merkmale
Marmorierung, Saftigkeit und Zartheit sowie die objektiven Merkmale Fettgehalt, Farbe,
Kollagengehalt und —ldslichkeit, Muskelfaserzahl und —flache sowie Festigkeit
beschrieben werden. Zwischen Steroidhormongehalt und Fleischqualitat bestehen
Zusammenhange. Bestimmte  Steroidgruppen  wirken differenziert auf die
Schlachtkdrperentwicklung ein und sind fir Fleisch- und Fettansatz verantwortlich
(GETTYS et al., 1988). So werden Testosteron- und Kollagengehalt in Verbindung
gebracht (CROSS et al., 1984).

Rinder verschiedener Kategorien weisen unterschiedliche Steroidhormonmuster im
Muskelgewebe auf, da unterschiedliche physiologische Ausgangsbedingungen vorliegen.
Nicht alle in den endokrinen Drisen gebildeten Steroide kdnnen im Muskel nachgewiesen
werden. Bei Bullen treten bedingt durch die verstarkte Produktion in den Hoden grof3ere
Mengen an Androgenen im Muskelgewebe auf. Ochsen bilden geringere Mengen
Androgene, da die Nebennierenrinde die gesamte Androgen-Produktion aufgrund der
fehlenden Testes Ubernimmt (FRITSCHE & STEINHART, 1998). So treten Testosteron
und Androstanolon nur vereinzelt und in geringeren Gehalten (10 ng/kg bis 150 ng/kg) in
Ochsenmuskulatur als in Bullenmuskulatur auf (FRITSCHE et al., 1998a; FRITSCHE &
STEINHART, 1998). Ebenso verhalten sich die anderen Androgene. Ochsen
unterscheiden sich in den Pregnenolongehalten ihrer Muskeln kaum von Bullen, allerdings
treten héhere Progesterongehalte auf (bis 3070 ng/kg).
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Sowohl Ochsen als auch Bullen weisen keine nennenswerten Estrogengehalte in der
Muskulatur auf (bis 10 ng/kg) (FRITSCHE et al., 1999).

Das Fleisch weiblicher Tiere zeichnet sich im allgemeinen durch hohe Progesterongehalte
aus. Aber auch sie zeigen nur geringe Estrogengehalte in der Muskulatur (HARTWIG,
1993).

Anhand der Steroidhormonmuster des Muskelgewebes von Rindern lassen sich einige
charakteristische Kennzahlen bestimmen, die Rickschlisse auf Qualitdtsparameter fir
Rindfleisch, wie z.B. die Kategorie des Fleisch liefernden Tieres, zulaf3t. So ist eine
Unterscheidung von  mannlichen und weiblichen Rindern anhand des
Pregnenolon/Progesteron-Quotienten mdaglich. Dieser liegt fur weibliche Rinder < 1,3, fir
mannliche Rinder > 3,0 (HARTWIG, 1993). Auch die Unterscheidung von Ochsen und
Bullen ist anhand des sogenannten Masculinity Index (MI) mdglich (FRITSCHE &
STEINHART, 1998). In die Berechnung des MI gehen Testosteron, Epitestosteron und
Pregnenolon ein. Liegt der Ml < 25 kann davon ausgegangen werden, dal3 es sich bei
dem fleischliefernden Tier um einen Ochsen handelte. Bei einem MI > 25 handelte es sich
hdchstwahrscheinlich um einen Bullen. Ebenso ist aufgrund des Hormonmusters eine
Eingrenzung des Alters der Tiere auf 10 Wochen mdglich (FRITSCHE et al., 1998a).

Neben den Einflissen von Alter und Geschlecht der Tiere scheint auch zumindest der
Steroidgehalt des Blutes von der Rasse der Tiere abhangig zu sein (CROSS et al., 1984).
Abhangig vom Fettgehalt ist das Verhaltnis von polaren zu unpolaren Steroiden in Fleisch
(FRITSCHE et al., 1998b).

Das Vorkommen von Steroidhormonfettsaureestern wurde in Muskelgewebe noch nicht
untersucht.

2.2.2 Fettgewebe

Fettgewebe ist eine Form des tierischen Bindegewebes. Es besteht aus Adipozyten mit
einem Durchmesser von 50 — 100 um. Die Fettzellen sind mit Fetttropfchen geflllt und
besitzen einen schmalen Plasmasaum an der Zellwand.

Man unterscheidet zwischen subcutanem (unter der Haut), intermuskuldarem (zwischen
den Muskeln) und intramuskul&rem (innerhalb des Muskels) Fettgewebe sowie Fett der
Kdrperhohle (Organfett, z.B. Nierenfett).

Funktionell wird Fettgewebe in Organ- und Depotfett unterteilt. Das Depotfett dient,
ebenso wie das Organfett, als Energiespeicher und Druckpolster. Zusatzlich hat das
Depotfett isolierende Wirkung. Beide Fettarten sind fir den Fettstoffwechsel und die
Speicherung von fettléslichen Substanzen verantwortlich (BOGENRIEDER et al., 1985).

Stofflicher Hauptbestandteil des Fettgewebes sind Triglyceride. Die veresterten
Fettsauren sind Uberwiegend langkettig (C 14-C 18). Daneben liegen geringe Anteile an
Wasser und Proteinen vor. Bei den Proteinen handelt es sich Uberwiegend um Kollagen
und Elastin.

Fettgewebe tritt beim Rind an Bug, Nacken, Darm und als Kapsel um die Niere auf. Es
liegt dabei inter-, intramuskular, subcutan und als Organfett vor.

Fur den MLD werden intramuskuldre Fettgehalte von 1,0-8,2 % fir Ochsen der Rasse
Deutsches Fleckvieh bei Gewichten zwischen 200 kg und 650 kg beschrieben (OTTO et
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al., 1993). In den USA gemastete Ochsen im Alter zwischen 12 und 20 Monaten zeigten
Fettgehalte zwischen 1,9 % und 6,2 % im MLD (SWEETEN et al., 1990).

Subcutanes Rinderfettgewebe und Organfett wird nicht verzehrt und auch keiner anderen
Verwendung zugefihrt. Intra- und intermuskuldres Fettgewebe sind nicht vom
Muskelfaseranteil zu trennen und werden somit verzehrt.

Dem Fettgewebe wird eine Bedeutung fir den Steroidhaushalt zugesprochen
(TWOMBLEY et al., 1967). Es soll unter anderem eine Depotfunktion flr Steroide
austiben. Zahlreiche Untersuchungen bestétigen dies fur das Fettgewebe von Schweinen
(HILLBRAND & ELSAESSER, 1983; KIRKWOOD & AHERNE, 1985; ELIASSON &
RHYDMER, 1988; CLAUS et al., 1989; ENGELHARDT, 1992; WAHNER et al., 1993).
Das fir den sogenannten Ebergeruch verantwortliche Androstenon tritt bei Schweinen
ausschlieRlich im Fettgewebe auf (EDELHAUSER, 1989).

Auch beim Menschen ist die Funktion des Fettgewebes als Steroidspeicher bekannt
(FEHER & BODROGI, 1982). Im Fettgewebe wurde gegenilber Serum eine bis um den
Faktor 13 erhéhte Konzentration an DHEA bei einem gemischten Probandenpool
festgestellt. Es konnte keine Akkumulation bei Cortisol beobachtet werden, das mit einem
Faktor von 0,4 zwischen Fettgewebe und Serum vorlag (FEHER & BODROGI, 1982).
Ebenfalls bekannt ist, dal dem Fettgewebe eine Aufgabe im Steroidmetabolismus
zukommt (BLEAU et al., 1974). Dabei spielt das Fettgewebe bei der Metabolisierung von
Androgenen uber Androstendion zu den Estrogenen eine zentrale Rolle (SCHINDLER et
al., 1972; KILLINGER et al., 1990).

Bei Rindern wurden stark erhohte Steroidgehalte im Fettgewebe gegeniber dem
Muskelgewebe festgestellt. So wurde eine Akkumulation von Testosteron, Androstendion
und Estrogenen nachgewiesen (HOFFMANN & RATTENBERGER, 1977; MEYER et al.,
1985b; GAIANI & CHIESA, 1986; HOFFMANN & EVERS, 1986).

Das Vorliegen von Steroidfettsaureestern in Rinderfettgewebe erscheint aufgrund ihrer
hydrophoben Eigenschaften moglich. Tatsachlich wurden Steroidfettsdureester ebenso
wie die freien Steroide im Fettgewebe nachgewiesen. Dabei wird hauptsachlich von
Estrogen-Fettsdureestern im Fettgewebe berichtet (HOCHBERG et al., 1991a, 1991b).
17B-Estradiol-Fettsaureester wurden im Nierenfettgewebe von Kalbern nachgewiesen
(PARIS et al., 1994).

2.3 Anabolika in der Rindermast

2.3.1 Einsatz von Anabolika

Lange Zeit war der Einsatz von Anabolika in der Rindermast lblich. Durch den Einsatz
von Anabolika konnten die in der Rindermast erzielten Leistungen wesentlich erhdht
werden. Behandelte Rinder nehmen in gleicher Zeit mehr an Gewicht durch Aufbau von
Muskel- und Fettgewebe zu als unbehandelte. Die zu erwartende Steigerung des
Lebendgewichtes der Tiere betragt dabei 15 bis 20 % (LONE, 1997). Die Steigerung der
Mastleistung ist dabei groRtenteils auf eine verstarkte Proteinbildung zurickzufihren,
wodurch der prozentuale Kérperfettanteil der Tiere sinkt (PATTERSON & SLATER, 1985).
Fur den Rindfleischerzeuger ist der Einsatz von Anabolika also von wirtschaftlichem
Interesse.
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In den USA werden verschiedene Préparate in der Rindermast eingesetzt. Da dort, im
Gegensatz zur Bundesrepublik Deutschland, hauptsachlich Ochsen zum einen aufgrund
der besseren sensorischen Eigenschaften des Fleisches zum anderen aufgrund der
einfacheren Haltung gemastet werden, ist der Anabolikaeinsatz besonders wirtschaftlich.
Ochsen produzieren aufgrund ihrer physiologischen Ausgangssituation weniger
korpereigene Steroide und sprechen deshalb besonders gut auf Anabolikagaben an.
Ahnlich ist die Situation bei Mastkalbern, deren Steroidproduktion aufgrund ihres Alters
relativ gering ist. Ochsen machten 1997 in der BRD nur 0,9 % und Mastkélber nur 10 %
der geschlachteten Rinder aus (STATISTISCHES BUNDESAMT, 1997).

In den USA sind sechs anabol wirksame Substanzen durch die Food and Drug
Administration (FDA) zugelassen. Davon werden 17(3-Estradiol, Testosteron und
Progesteron im Kdorper der Rinder auch natirlich produziert. Bei Zeranol, Trenbolon und
Melengestrol handelt es sich um korperfremde Substanzen. Diese sechs Wirkstoffe
werden in unterschiedlicher Kombination und Konzentration eingesetzt. Dabei richten sich
sowohl Kombination als auch Konzentration nach Geschlecht und Alter der Tiere. Der
Effekt der Implantate scheint auch von der Rasse der Tiere abhangig zu sein (LONE,
1997). Der Einsatz des Préparates erfolgt meist in Form eines Silikongummi-Implantats,
das den Tieren am Ohrgrund appliziert wird. Dieses setzt die Substanzen Uber einen
langeren Zeitraum hinweg frei. Um die Wirkung zu verlangern, werden die Ester einiger
Substanzen eingesetzt. So erfolgt der Einsatz von 17(3-Estradiol als Benzoat, Testosteron
als Propionat und Melengestrol und Trenbolon als Acetat. In Tabelle 2 sind die durch die
FDA zugelassenen Praparate aufgefihrt.

Vom jeweiligen Hersteller werden ZeitrAume angegeben, in denen eine Nachimplantation,
also die Verabreichung eines weiteren Préparates, erfolgen sollte. Ebenfalls werden
Zeitraume angegeben, nach denen die maximale Wirkung der Praparate erreicht wird.

Bei keinem der zugelassenen Praparate ist eine Frist vorgeschrieben, die zwischen
Implantation und Schlachtung eingehalten werden muf3 (JECFA, 1999).

2.3.2 Synovex-S

Synovex-S ist fur die Anwendung bei Ochsen vorgesehen. Ein Implantat besteht aus
20 mg 17B-Estradiolbenzoat und 200 mg Progesteron. 17(3-Estradiol und Progesteron
werden selten allein zur Wachstumsforderung eingesetzt. Nur in dem Praparat
~compudose* wird 17p3-Estradiol allein angewendet. Besser wirksam sind die Substanzen
in Kombination. Beim Menschen und bei vielen anderen Spezies wird das Wachstum
durch Estrogene unterdrickt, wahrend Wiederkduer eine Gewichtszunahme unter
Estrogeneinflul? zeigen (DEBACKERE, 1989; HANCOCK et al., 1991).

Dieser Effekt kann sowohl auf direkte als auch auf indirekte Wirkung der Estrogene
zurlckgefuhrt werden. Direkt wirken Estrogene, indem sie durch Genexpression die
Chromatin-Transkription anregen (LONE, 1997). Estrogen-Rezeptoren wurden im Muskel
nachgewiesen. Ebenso binden Estrogene an Androgen-Rezeptoren, allerdings mit
geringerer Affinitat als Androgene. Indirekt bewirkt die Estrogengabe eine Sekretion von
Growth Hormone und Insulin.
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Tabelle 2 — In den USA zugelassene Anabolika-Préaparate; Quelle: MEYER & KARG, 1999

Préparat Kategorie | Wirkstoff Jahr der
Dosis pro Tier Zulassung du rch
die FDA
Synovex-S Ochsen | 200 mg Progesteron 1956
20 mg Estradiolbenzoat
Synovex-H Farsen 200 mg Testosteronpropionat 1958
20 mg Estradiolbenzoat
MAG Farsen 0,25-0,50 mg/Tag 1968
Ralgro Kélber 36 mg Zeranol 1969
Ochsen
Féarsen
Compudose Kalber 24 mg Estradiol 1982
Ochsen
Féarsen
Steer-oid Ochsen | 200 mg Progesteron 1982
20 mg Estradiolbenzoat
Synovex-C Kélber 100 mg Progesteron 1984
10 mg Estradiol
Heifer-oid Farsen 200 mg Testosteronpropionat 1984
20 mg Estradiolbenzoat
Finaplix-S Ochsen | 140 mg Trenbolonacetat 1986
Finaplix-H Farsen 200 mg Trenbolonacetat 1986
Calfoid Kélber 100 mg Progesteron 1990
10 mg Estradiolbenzoat
Revalor Ochsen | 140 mg Trenbolonacetat 1994
Farsen 28 mg Estradiol
Revalor H Farsen 140 mg Trenbolonacetat 1994
14 mg Estradiol
Magnum Ochsen | 72 mg Zeranol 1995
Revalor G Ochsen* | 40 mg Trenbolonacetat 1996
Farsen* | 8 mg Estradiol
Component MTE-S Ochsen | 120 mg Trenbolonacetat 1997
24 mg Estradiolbenzoat
Synovex Plus Ochsen | 200 mg Trenbolonacetat 1998
Farsen 28 mg Estradiolbenzoat
* fur Weidehaltung Estradiol immer als 17p-Estradiol

Der Mechanismus der Progesteron-Wirkung ist nicht so gut bekannt wie der der Estrogen-
Wirkung. Synthetische Gestagene sollen eine Reduktion des Plasma-Titers von Cortison
und Cortisol bewirken (LAUDERDALE, 1983). Ebenso werden eine gesteigerte
Thyreotropin- und Insulin-Sekretion vermutet (LONE, 1997). Gestagene bewirken im
allgemeinen eine Zunahme des Korperfettanteils.

Eine alleinige Behandlung mit Progesteron zeigt keinen Effekt bei Rindern (LONE, 1997).
In Kombination mit 17p-Estradiolbenzoat in Form des Préparates Synovex-S wird eine
verstarkte Gewichtszunahme wahrend der Mast bewirkt. So zeigten Ochsen, die bei
einem Lebendgewicht von 320 kg ein Synovex-S Implantat erhielten, ein starkeres
Wachstum innerhalb von 120 Tagen. Sie nahmen im Gegensatz zu den nicht behandelten
Ochsen 1,96 kg/Tag gegenuber 1,65 kg/Tag bis zum Tag 60 zu. Von Tag 60 bis 121
betrug die Zunahme 1,61 kg/Tag gegeniber 0,89 kg/Tag. Die behandelten Tiere nahmen
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mehr Futter auf als die unbehandelten (10,5 kg/Tag gegentber 9,3 kg/Tag) und
verwerteten dieses effizienter (7,9 kg Futter/kg Gewichtszunahme gegentber 8,7 kg
Futter/kg Gewichtszunahme) (RUMSEY et al., 1974; KAHL et al., 1978; RUMSEY, 1982;
LONE, 1997).

Die gleichzeitige Behandlung mit Steroiden und Thyreotropin oder deren Releasing-
Faktoren erganzen ihre Wirkung, beeinflussen einander aber nicht (PRESTON et al.,
1995).

2.3.3 Risikobewertung

Die USA sehen den Einsatz der zugelassenen Hormonpraparate in der Rindermast als
unbedenklich an. Als Argumente werden der jahrelange Einsatz der Praparate ohne
bekannt gewordene negative Auswirkungen auf den Verbraucher angefihrt, ebenso wie
die geringe Aufnahme von Hormonen durch das Nahrungsmittel Rindfleisch (FAS,
1999b).

Der Bericht des Gemeinsamen FAO/WTO-Sachverstandigenausschuf3es  fur
Lebensmittelzusatzstoffe (JECFA, 1999) kommt in seiner Risikoeinschatzung zu dem
gleichen Schluf3 wie die USA. Die Risiken, die die natlrlichen Steroide in der Rindermast
far den Verbraucher darstellen, werden in diesem Bericht ausfiihrlich erlautert.

Die Toxizitat der drei natirlichen Steroide wird vom JECFA folgendermaf3en eingeschatzt:
e 17p-Estradiol

Diese Substanz besitzt bei oraler Gabe eine sehr geringe Toxizitdt. Es tritt eine
gastrointestinale und hepatische Inaktivierung ein. Die Bioverfligbarkeit bei oraler
Verabreichung liegt im Gegensatz zur intravendsen Gabe bei 5 %. 17B-Estradiol besitzt
genotoxisches Potential. Es ist ebenfalls als carcinogen anzusehen. Ein Acceptable Daily
Intake (ADI)-Wert von 0-30 ng/kg wird festgelegt.

Aufgrund der Rlckstandsdaten aus Tierversuchen zur Anabolikabehandlung wurde eine
Aufnahme vom 20-50 ng pro Person pro Tag berechnet. Dabei wurden die hochsten
ermittelten Gehalte bei behandelten Tieren veranschlagt. Die Aufnahme von bis zu
1800 ng pro Tag sind aufgrund des ADI-Wertes bei einem Kdrpergewicht von 60 kg zu
tolerieren. Die Aufnahme von 17(3-Estradiol aus dem Fleisch behandelter Rinder
entspricht also bei einem Kdrpergewicht von 60 kg 2,8 % der tolerierbaren Aufnahme.

* Progesteron

Oral verabreicht wirkt Progesteron nur sehr schwach toxisch. Dies liegt an der geringen
Bioverfugbarkeit bei oraler Gabe. Sie betragt weniger als 10 % im Gegensatz zur
intravendsen Gabe. Progesteron wirkt nicht genotoxisch. Es wird ein ADI-Wert von 0-30
po/kg festgesetzt.

Aufgrund der Rlckstandsdaten aus Tierversuchen zur Anabolikabehandlung wurde eine
Aufnahme von 500 ng pro Person pro Tag berechnet. Dabei wurden die héchsten
ermittelten Gehalte bei behandelten Tieren veranschlagt. Bei einem Korpergewicht von
60 kg ist aufgrund des angegebenen ADI-Wertes eine Aufnahme bis zu 1800 ug pro Tag
tolerierbar. Die téaglich aufgenommene Menge durch den Verzehr von aus dem
Tierversuch stammenden Fleisch entspricht also bei einem Kdrpergewicht von 60 kg
0,03 % der tolerierbaren Aufnahme.
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e Testosteron

Die Toxizitdt von Testosteron nach oraler Gabe ist sehr gering. Oral verabreichtes
Testosteron ist nur zu 4 % verfigbar im Gegensatz zu intravends verabreichtem
Testosteron. Testosteron erhoht das Prostatakrebs-Risiko. Es wird ein ADI-Wert von 0-2
po/kg festgesetzt.

Aufgrund der Rickstandsdaten aus Tierversuchen zur Anabolikabehandlung wurde eine
Aufnahme von 60 ng/pro Person pro Tag durch Fleisch behandelter Tiere berechnet.
Dabei wurden die héchsten ermittelten Gehalte bei behandelten Tieren veranschlagt. Bei
einem Korpergewicht von 60 kg liegt die aufgrund des ADI-Wertes tolerierbare Aufnahme
bei 120 ug pro Tag. Die berechnete aufgenommene Menge aus dem Fleisch behandelter
Rinder entspricht bei einem Kérpergewicht von 60 kg 0,05 % der tolerierbaren Aufnahme.

Das JECFA kommt zu dem Schluf3, daf? aufgrund dieser Abschatzung keine maximalen
Ruckstandsgehalte festgelegt werden missen.

Der Standpunkt der Europaischen Kommission hinsichtlich dieser Sachverhalte ist
gegensatzlich. In dem Bericht des Scientific Committee on Veterinary Measure Relating to
Public Health (SCVPH) vom 30. April 1999 werden aus den zugrundeliegenden Daten
andere Schluf3folgerungen gezogen (EUROPEAN COMMISSION, 1999):

e« Es wird ein grundsatzliches Risiko fur den Verbraucher durch Anabolika in der
Rindermast gesehen.

e 17p-Estradiol wird als carcinogen angesehen.

» Fur die funf anderen in der Rindermast eingesetzten Substanzen wird angegeben,
dal der derzeitige Stand der Forschung keine endgiiltige Riskoabschatzung zulaft.

e Fur alle sechs Substanzen kénnen endokrine, immunologische, neurobiologische,
immunotoxische, genotoxische und carcinogene Effekte auf die Entwicklung
beobachtet werden. Vorpubertare Kinder sind besonders gefahrdet.

Die Kommission fiihrt an, dalR diesen Aussagen neueste wissenschatftliche Erkenntnisse
zugrunde liegen. Das SCVPH wurde beauftragt, aktuelle wissenschaftliche Berichte zu
prifen und festzustellen, ob neue Erkenntnisse eine Uberarbeitung der Stellungnahme
vom 30. April 1999 notwendig machen. Berichte des britischen
TierarzneimittelausschuRes sowie des europdischen TierarzneimittelausschulRes zur
Beurteilung von Arzneimitteln, die den Einsatz von Anaboloika als weitgehend
unbedenklich ansehen, wurden beriicksichtigt, aber nicht als relevant fiir eine Anderung
der Stellungnahme befunden (EUROPEAN COMMISSION, 2000).

2.3.4 Nachweis einer Anabolikabehandlung in Geweben

Ungeachtet der strittigen Einschatzungen beziiglich des Risikos eines Anabolikaeinsatzes
in der Rindermast fiir den Verbraucher ist der Einsatz von Anabolika und die Einfuhr von
Fleisch behandelter Rinder in die EU verboten. Diese Tatsache macht eine Kontrolle
notwendig. Im Falle der kérperfremden Anabolika ist ein Nachweis im Gewebe relativ
einfach, da diese Substanzen von den korpereigenen unterschieden werden kénnen. Dies
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2 Grundlagen

ist bei den kérpereigenen Substanzen nicht der Fall. Die im Korper produzierten Steroide
konnen nicht von den applizierten unterschieden werden.

Der Nachweis einer Anabolikabehandlung von Rindern kann anhand unterschiedlicher
Matrizes erfolgen. Dabei ist es entscheidend, dal3 anhand des Endproduktes Fleisch eine
Kontrolle vorgenommen werden kann. Die Kontrolle erfolgt dabei analytisch mit Hilfe
immunochemischer oder chromatographischer Methoden (siehe Kapitel 4). Eine
Unterscheidung von Fleisch behandelter und unbehandelter Tiere ist im Normalfall nicht
anhand von Grenzwerten moglich, da die Steroidgehalte in Geweben von Tieren
unterschiedlichen Geschlechts, Alters und Rasse stark schwanken. 1989 verotffentlichte
die Europaische Kommission Gehalte natirlicher Steroide in Geweben von Rindern, um
Anhaltspunkte fur den Nachweis einer Behandlung bieten zu kénnen (COMMISSION OF
THE EUROPEAN COMMUNITIES, 1989). Diese Werte wurden immunologisch ermittelt
und setzen sich aus Gehalten aus verschiedenen Literaturstellen zusammen. Angaben
werden uber Muskel-, Leber-, Fett- und Nierengewebe von Rindern gemacht. Es werden
Gehalte fir die Steroide Estron, 17p-Estradiol, Progesteron und Testosteron angegeben.
Die Kategorie der Tiere (Kalber, Ochsen, Bullen, Farsen, trachtige Kihe) wird genannt,
nicht aber das Alter. Die Angaben beruhen fiir jedes Steroid auf maximal zehn ermittelten
Werten. Aus diesen Grinden sind die angegebenen Gehalte wenig aussagekraftig.
Behandelte Tiere konnen aufgrund dieser Werte nur bei besonders stark erhéhten
Gehalten erkannt werden.

Von vielen Autoren werden Steroidgehalte von Geweben behandelter Tiere angegeben.
Eine Unterscheidung von behandelten und unbehandelten Tieren ist aufgrund dieser
Daten aber nur im direkten Vergleich zu Kontrolltieren mdglich (LONE, 1997).
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3.1 Tierversuch — Probenmaterial

Der Tierversuch, der diesen Untersuchungen zugrunde liegt, wurde vom Agricultural
Research Service (ARS) des United States Department of Agriculture (USDA) in
Beltsville, Maryland, unter Leitung von Dr. T. S. Rumsey durchgefiihrt. Bei den
untersuchten Rindern handelte es sich um 32 Ochsen der Rasse Charolais. Diese wurden
so jung wie moglich mit einem Gewicht von etwa 180 kg gekauft. Dabei wurde Wert auf
eine moglichst groRe Ahnlichkeit zwischen den Tieren beziiglich Alter, Gewicht und
Herkunft gelegt. Die Ochsen wurden Uber das gesamte Experiment mit Silage und
Kraftfutter gefiittert. Dabei entsprach die Zusammensetzung einer Aufnahme von 30 %
Silage und 70 % Kraftfutter. Die Silage bestand zu je 50 % aus Maissilage und
Grassilage. Das Kraftfutter setzte sich aus Mais, Sojamehl, Baumwollsamenschalen,
Weizenstroh, Melasse, Salz und Mineralstoffen zusammen (RUMSEY et al.,, 1996).
Gefuttert wurde ad libitum.

Im Alter von 8 Monaten bei einem Gewicht von etwa 300 kg wurden die Ochsen in vier
Gruppen mit je acht Tieren aufgeteilt. Aus diesen vier Gruppen bildeten jeweils vier Tiere
Kontrollen, die keiner Hormonbehandlung unterzogen wurden. Die zur Behandlung
vorgesehenen Ochsen aus allen vier Gruppen erhielten am Tag 0 des Experiments ein
Synovex-S Implantat am Ohrgrund. An den Tagen 36 bis 37 wurden die vier behandelten
Ochsen der Gruppe eins einer Behandlung mit Growth Hormone Releasing-Hormone
(GHRH) und Thyreotropin-Releasing Hormone (TRH) unterzogen und anschlielend nach
41 bis 43 Tagen geschlachtet, ebenso wie die unbehandelten Tiere der Gruppe eins. Die
behandelten Ochsen der zweiten, dritten und vierten Gruppe wurden am sechzigsten Tag
einer Nachimplantation unterzogen. Die behandelten Ochsen der zweiten Gruppe
erhielten an den Tagen 96 bis 98 GHRH und TRH und wurden an den Tagen 101 bis 103
ebenso wie die unbehandelten Tiere geschlachtet. Die behandelten Tiere der dritten und
vierten Gruppe erhielten am Tag 120 ein weiteres Synovex-S Implantat. Die Tiere der
Gruppe drei wurden an den Tagen 156 bis 158 mit TRH und GHRH behandelt und am
161. bis 163. Tag ebenso wie die unbehandelten Tiere dieser Gruppe geschlachtet. Die
vierte Gruppe wurde ohne weitere Behandlung am Tag 175 geschlachtet. Abbildung 3
verdeutlicht das Design Tierversuch.

Als Probenmaterial standen Teile des MLD sowie Teile des Fettes, das diesem Muskel
aufliegt, zur Verfigung. Von den Muskelproben lagen 70 g bis 150 g vor, von den
Fettproben etwa 50 g. Die Proben wurden bis zur Untersuchung bei —18 ° C gelagert. De
Schlachtgewichte der einzelnen Tiere sind nicht bekannt, nur die Mittlelwerte der
Gruppen. Diese sind im Anhang 9.1.1 angegeben. Von den einzelnen Ochsen sind die
Ausschlachtgewichte bekannt. Hierbei handelt es sich um das Gewicht des
Schlachtkdrpers nach Entfernung der Haut, des Kopfes, der Innereien und Klauen. Diese
Gewichte sind im Anhang 9.1.2 angegeben.
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Abbildung 3 — Design des Tierversuchs
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3.2 Auswahl der Steroide

Da die Ochsen des Tierversuchs mit Progesteron und 173-Estradiol behandelt wurden,
sollten diese Steroide in die Untersuchungen einbezogen werden. Jedes Implantat enthalt
200 mg Progesteron und 20 mg 17B-Estradiolbenzoat. Progesteron wird also in zehnmal
so groBer Menge zugeflihrt wie 17B-Estradiolbenzoat. Auch ist Progesteron in
Muskelgewebe von Ochsen haufig nachweisbar (FRITSCHE & STEINHART, 1998). Da
Progesteron eine zentrale Stellung im Steroidmetabolismus einnimmt, sollten sowohl die
Androgene als auch die Glucocorticoide als Folgeprodukte in die Untersuchungen
einbezogen werden. FiUr beide Gruppen bildet Progesteron eine Vorstufe (siehe
Abbildung 2). Dabei wurden die Steroide ausgewahlt, die in Muskelgewebe von Ochsen
in nennenswerten Mengen (unterer pg/kg Bereich) nachweisbar sind. Es sollten sowohl
die Wirkformen als auch die Vorstufen und Metaboliten einbezogen werden. Zugrunde
gelegt wurden dabei die Untersuchungen von FRITSCHE & STEINHART (1998) sowie
von HARTWIG et al. (1995). Einbezogen wurden Pregnenolon als direkte Vorstufe von
Progesteron, DHEA und Androstendion als androgene Vorstufen, Testosteron und
Androstanolon als androgene Wirkformen sowie cis-Androsteron und Epitestosteron als
Metaboliten. Weiterhin wurden die Glucocorticoide Cortisol und Cortison untersucht.

Zunachst sollten auch die Estrogene in die Untersuchungen mit einbezogen werden. Da
17p—Estradiol als Wirkstoff in dem eingesetzten Implantat vorliegt, ware eine Verfolgung
der Akkumulation und der Metabolisierung von Interesse. Dabei stellten sich die sehr
geringen Estrogengehalte in der Ochsenmuskulatur als Problem heraus. Mit Gehalten im
unteren ng/kg Bereich liegt diese Steroidklasse unterhalb der Nachweisgrenze der
Gaschromatographie-Massenspektrometrie  (GS-MS). Aus diesem Grund wurden
Versuche  durchgefihrt, um eine  immunochemische  Bestimmung  mittels
Radioimmunoassay (RIA) durchzufiihren. Dabei wurde festgestellt, daf3 die Extraktion der
Estrogene und die weitere Probenreinigung zu Problemen bei der Messung mittels RIA
fuhrt. Die eingesetzten Chemikalien fihren zu Blindwerten, die die MelRwerte bei weitem
Ubersteigen koénnen. Da bei sehr geringen Gehalten, gro3en individuellen Schwankungen
zwischen den Tieren und v.a. durch die Methodik verursachte Schwankungen
(Blindwertproblematik) keine Ergebnisse zu erwarten sind, die eine Differenzierung
zwischen behandelten und unbehandelten Tieren zulassen sowie vermutlich auch keine
Trends aufzeigen konnen, wird auf die Bestimmung der Estrogene im Rahmen dieser
Arbeit verzichtet.

In Tabelle 3 sind alle Steroide aufgefiihrt, die in die Untersuchungen mit einbezogen
wurden. Die systematischen Bezeichnungen der ausgewéahlten Steroide sind im Anhang
9.2.1 angegeben.

Tabelle 3 — Fir die Untersuchungen ausgewahlte Steroide

Gestagene Androgene Corticoide
Pregnenolon v DHEA Vv Cortison W
Progesteron W Androstendion V Cortisol W

Testosteron W
Androstanolon W
cis-Androsteron M

Epitestosteron M
V Vorstufe M Metabolit W Wirkform
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4.1 Auswahl der Methode zur Bestimmung von Steroiden in
Muskelgewebe

Die fur die Steroidhormonanalytik eingesetzten Methoden lassen sich in zwei Gruppen
einteilen. Die eine Gruppe bilden die immunologischen Verfahren, die andere die
physikalisch-chemischen Verfahren. Beide Gruppen weisen Vorteile aber auch Nachteile
auf. So ist die immunologische Bestimmung mit Hilfe spezifischer AntikGrper meist sehr
empfindlich und selektiv. Weiterhin ist nur eine geringe Probenreinigung notwendig, was
die schnelle Durchfiihrung dieser Verfahren moglich macht. Heutzutage wird haufig der
Enzyme linked-Immunosorbent Assay (ELISA) eingesetzt, aber auch der RIA findet noch
Verwendung. Eine Messung der Steroide im pg/kg Bereich ist méglich. Problematisch
konnen Kreuzreaktionen der Antikdrper mit Substanzen sein, die den Steroiden strukturell
ahnlich sind. Weiterhin ist bei diesen Verfahren nur die Bestimmung eines Steroids in
einem Analysengang mdoglich. Ebenfalls mussen fur das zu bestimmende Steroid
Antikorper zur Verfigung stehen. Im Falle der Wirkformen sind diese kommerziell
erhaltlich. Probleme stellen sich bei Antikérpern gegen Vorstufen und Metaboliten, da
diese nicht fur den Verkauf produziert werden. Die immunologischen Methoden werden
bei weitem am hé&ufigsten, gerade zur Routinebestimmung von Steroiden, eingesetzt
(HOFFMANN et al., 1975; HENRICKS, 1980; HOFFMANN & BLIETZ, 1983; MEYER,
1990; SIMONTACCHI et al., 1999).

Bei den physikalisch-chemischen Verfahren bieten sich unterschiedliche Mdglichkeiten
an. Diese Verfahren beruhen hauptsachlich auf chromatographischen Trennverfahren mit
unterschiedlicher Detektion. Moglich ist die Bestimmung von Steroiden mittels
Dunnschichtchromatographie (SMETS & VANDERWALLE, 1982; VAN LOOK et al,
1989). Diese Methode laRt sich zum Nachweis von Steroiden einsetzen. Weiterhin wird
die Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) eingesetzt. Als Detektionsverfahren
kann die UV-Detektion und in einigen Fallen die Fluoreszenzdetektion gewahlt werden
(STAN & HOHLS, 1979; DONIKE et al., 1984; TAYLOR et al, 1987). Hohe
Empfindlichkeit sowie eine sehr spezifische Detektion bietet die Massenspektrometrie
(MS). Diese wird als Detektionsverfahren nach chromatographischer Trennung mittels
HPLC oder Gaschromatographie (GC) eingesetzt. Am haufigsten wird in Kombination mit
der MS die GC als Trennverfahren angewendet. Das Massenspektrometer dient dann als
massenspektrometrischer Detektor (MSD). Der MSD wird bei der Steroidanalytik
vorwiegend im selected ion monitoring-Mode (SIM) betrieben. Das bedeutet, da3 nur
lonen erfal3t werden, die fur die zu analysierende Substanz spezifisch sind. Dieses
Verfahren ist sehr empfindlich und wird von zahlreichen Autoren beschrieben (AXELSON
& SJOVALL, 1974; STAN & ABRAHAM, 1980; BERGNER-LANG & KACHELE, 1981;
DASELEIRE et al., 1992; PETZ, 1991; HARTMANN & STEINHART, 1997a; DUBOIS et
al., 1998). Nachteil der chromatographischen Verfahren ist eine geringere Empfindlichkeit
gegenlber den immunologischen.

Da in die Bestimmungen mehrere Steroide einbezogen werden sollen, bietet sich der
Einsatz immunologischer Verfahren weniger an als der chromatographischer. Bei der
Anwendung immunologischer Verfahren muRte fir jedes Steroid eine separate
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Bestimmung durchgefihrt werden. Im Falle der chromatographischen Verfahren ist dies
nicht der Fall. Ausgewahlt wurde die GC-MSD, da sie die Moglichkeit zur simultanen
Bestimmung mehrerer Steroide bietet und Stérungen durch Matrixeinflisse bei Messung
in der SIM-Technik weitestgehend ausgeschlossen werden. Als Grundlage wurde das
Verfahren von HARTMANN & STEINHART (1997a) gewahlt, das im folgenden kurz
beschrieben werden soll.

4.2 Analysenverfahren zur Bestimmung der Sexualhormone und
Corticoide in Muskelgewebe

4.2.1 Probenvorbereitung

Das ausgewahlte Verfahren nach HARTMANN & STEINHART (1997a) basiert auf der
offiziellen BGA-Methode (BUNDESGESUNDHEITSAMT, 1989) und wurde in mehreren
Schritten weiterentwickelt.

Fur die Bestimmung wurden 20 g Muskelgewebe eingesetzt. Zunachst fand eine
Extraktion der Steroide aus dem homogenisierten Gewebe mit einem Methanol/Wasser-
Gemisch statt. Nach Denaturierung der Proteine durch Erhitzung fur 15 Minuten bei 60 ° C
wurde der Extrakt durch Zentrifugation vom Geweberlckstand getrennt. Es wurde keine
enzymatische Hydrolyse durchgefuhrt, um Glucuronide und Sulfate der Steroide zu
erfassen, da in Muskelgewebe kaum Steroide aus diesen Konjugaten freigesetzt werden
und zudem noch unerwiinschte Aktivitaten des Enzymgemisches auftreten (HARTMANN
& STEINHART, 1997b).

Der Extrakt wurde mittels flissig-flussig-Extraktion mit n-Hexan entfettet. Anschliel3end
wurde das Methanol aus der Methanol/Wasser-Phase mit Hilfe eines
Vakuumrotationsverdampfers entfernt.

Die zuruckbleibende walrige Phase wurde mit einer C8-Kartusche zur
Festphasenextraktion in polare Steroide (Corticoide) und unpolare Steroide
(Androgene/Estrogene/Gestagene) fraktioniert. Die unpolaren Steroide wurden mittels
Flussig-flissig-Extraktion mit Kalilauge gegen n-Hexan in phenolische Steroide
(Estrogene) und andere neutrale Steroide (Androgene/Gestagene) getrennt.

Die phenolischen Steroide wurden nach dem Ansduern der wafrigen Phase mit
Diethylether extrahiert. Der Extrakt wurde durch Festphasenextraktion (SPE) mit einer
Aminopropyl-Kartusche gereinigt. Die Corticoid-Fraktion wurde ebenso wie die
Androgen/Gestagen-Fraktion mittels Festphasenextraktion an einer Kieselgel-Kartusche
gereinigt. Alle Eluate der Festphasenextraktionen wurden zur Trockene gebracht und bis
zur Derivatisierung bei —18 ° C gelagert. An jedem Analysentag wurde eine mit allen
untersuchten Steroiden dotierte Probe zur Methodenkontrolle mitbestimmt. Sie diente der
Bestimmung der Wiederfindungsraten.

Abbildung 4 zeigt ein Schema der Methode. Die Arbeitsvorschrift fir die geschilderte
Probenvorbereitung findet sich im Anhang 9.7.
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4.2.2 Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Derivatisierung

Die Derivatisierung wurde, wie von HARTMANN & STEINHART (1997a) beschrieben,
nach SMETS et al. (1993) durchgefiihrt. Es wurde n-Methyl-trimethylsilyltrifluoroacetamid
(MSTFA) eingesetzt, das sowohl als Silylierungsreagenz als auch als Ldsungsmittel
diente. Als Katalysator wurde Trimethyliodosilan eingesetzt. Stabilisiert wurde die
Mischung durch Zugabe von Dithioerythrit. Dieses Reagenz bietet den Vorteil, nicht nur
Hydroxy-Gruppen sondern ebenso Keto-Gruppen unter der Bildung von Trimethylsilyl-
und Trimethylsilylenolethern umzusetzen.

’ Muskelgewebe

/é;\
Extraktion
Methanol/H,O
/é;\
Entfettung
n-Hexan
polare Steroide ) ‘ unpolare Steroide
(Corticoide) C8-SPE (Androgene/Gestagene
Estrogene)
flussig-flissig
Extraktion
KOH
neutrale Steroide phenoli_sche
(Androgene/Gestagene) Steroide
(Estrogene)
oy Yy ey
Si-SPE J Si-SPE NH,-SPE J
AN - J AN
PR A
JT GC-MSD JL

Abbildung 4 — Schema der Methode zur Bestimmung von Steroiden in Muskelgewebe

Vorteile dieser Derivatisierungstechnik sind die relativ hohen Massen der Derivate, die
sich gut von Matrixbestandteilen abgrenzen, ebenso wie die Mdglichkeit, Corticoide,
Progesteron und Androstendion gaschromatographisch zu bestimmen. Bei alleiniger
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Umsetzung der Hydroxy-Gruppen ist deren Bestimmung nicht mdglich, da sie zur
Uberfuihrung in flichtige Derivate wenige oder keine Hydroxy-Gruppen aufweisen. Die
Quantifizierung der Androgene und Gestagene wurde Uber lhre Molekilionen und Uber
das nachst kleinere Fragmention durchgefiihrt. Dabei handelt es sich hauptsachlich um M
- CH3

Die Zusammensetzung des Derivatisierungsreagenzes sowie die Durchflihrung der
Derivatisierung sind im Anhang 9.10 beschrieben.

Die zur Messung herangezogenen Massen der Steroide sind im Anhang 9.5 aufgelistet.

Gaschromatographie

Die chromatographische Trennung der Derivate erfolgte an einer 30 m langen DB-5
Kapillarsdule ohne Vorséule. Die Probenaufgabe erfolgte durch ein Septum. Eingesetzt
wurde die Hot-Needle- und die Solvent-Flush-Technik. Durch ein Splitless/Split-System
wurde gewabhrleistet, dal3 ein grof3er Anteil der Analyten, nicht aber das gesamte
Derivatisierungsmittel auf die Kapillarsaule gelangte. Vor der Derivatisierung wurde den
Proben und Standardlésungen (Anhang 9.2) ein Injektionsstandard zugefligt. Die
Konzentrationen der Standardldsungen und die linearen MeRbereiche fur die jeweiligen
Steroide bzw. die Konzentrationen der Kalibrierstandards sind in Anhang 9.2.5, 9.2.6
angegeben, die chromatographischen Bedingungen in Anhang 9.4.

Massenspektrometrie

Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines direkt tUber eine Transfer-Line an den GC
gekoppelten Quadrupol-Massenspektrometers. Die Quantifizierung erfolgte im SIM-Mode
anhand der ausgewahlten Massen. Ausgewertet wurde mit Hilfe von Kalibriergeraden, die
aus Standardldésungen erstellt wurden. Dabei wurde fir jedes Steroid jeweils eine
Kalibriergerade fir die Masse des Molekilions und die kleinere ausgewahlte Masse
aufgenommen. Die Korrektur des Injektionsfehlers erfolgte Uber den Injektionsstandard.

Die Gerateparameter sowie die von HARTMANN & STEINHART (1997b) bestimmte
,Grenze des praktischen Arbeitsbereiches* (GdpA) nach HARTWIG (1993) sind in
Anhang 9.4 und Anhang 9.2.6.5 angegeben.

4.3 Bestimmung des Fettgehaltes in Muskelgewebe

Die Bestimmung des Fettgehaltes der Muskelgewebe erfolgte in Anlehnung an die
Methode aus der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 35 des
Lebensmittel- und Bedarfsgegenstandegestzes (LMBG) (BUNDESGESUNDHEITSAMT,
1989). Das Muskelgewebe wurde, wie zur Bestimmung der Steroidhormonmuster, mit
einem Mixer homogenisiert. Von der homogenisierten Menge wurden 5-10 g fir die
Bestimmung des Fettgehaltes eingesetzt. Es wurde zunéchst ein Saure-Aufschluf3 nach
Weibull-Stoldt durchgefiihrt, die Probe filtriert und neutral gewaschen, getrocknet und
mittels Soxhlet-Extraktion extrahiert. Der Fettgehalt wurde anschlielend gravimetrisch
ermittelt.
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4.4 Statistische Auswertung

Die MeRwerte fir die vier behandelten und die vier unbehandelten Ochsen einer
Schlachtgruppe sollten miteinander mittels statistischer Verfahren verglichen werden.

Die Gehalte unterliegen in den Gruppen teilweise grofen Schwankungen, die auf
individuelle Unterschiede in der Steroidproduktion der Ochsen zurlckzufihren sind.
Einzelne stark abweichende Gehalte werden nicht als Ausrei3er eliminiert, sondern in die
Betrachtungen mit einbezogen. Aus diesem Grund werden die Mediane statt der
Mittelwerte und die Schwankungsbreiten anstelle der Standardabweichungen angegeben.

Um festzustellen, welche statistischen Verfahren fur den Vergleich dieser Gruppen
herangezogen werden kdnnen, wird der W-Test auf Normalverteilung nach Shapiro & Wilk
(SACHS, 1974), der auch fur eine geringe Probenanzahl (n > 2) geeignet ist, angewendet.
Es werden dabei jeweils die Gehalte eines Steroids in der behandelten bzw.
unbehandelten Gruppe einer Schlachtgruppe untersucht. Es liegen jeweils vier ermittelte
Gehalte pro Gruppe vor. Da nicht bei allen Steroiden Normalverteilung innerhalb der
Gruppe mit 5 % Irrtumswahrscheinlichkeit vorausgesetzt werden kann und die
Probenanzahl mit vier sehr gering ist, wird fur den Vergleich der behandelten und
unbehandelten Ochsen ein nicht-parametrischer Test herangezogen.

Hierfir wird der H-Test nach Kruskal & Wallis eingesetzt (PETERSEN, 1991). Dieser
nicht-parametrische Test fir den Vergleich unabhangiger Stichproben u(berprift die
Hypothese, dal3 die acht Stichproben einer Schlachtgruppe aus der gleichen
Grundgesamtheit stammen. Hierzu werden die Stichproben der Gréf3e nach geordnet und
mit Rangzahlen versehen. Die PrifgréRe H berechnet sich aus den Rangsummen der
einzelnen Stichproben und wird mit den aus der aus der x*-Verteilung bestimmten Werten
fur bestimmte Signifikanzniveaus verglichen. Ist H groRer als der x*-Verteilung ermittelte
Wert, so besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Stichproben. Die sich bei
einem Freiheitsgrad von 1 ergebenden Werte sind X°10600=2,7 fir eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von 10 %, le;o,gso = 3,8 fur eine Irrtumswahrscheinlichkeit von
5 %, )(21;0,975 = 5,2 fur eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 2,5 % und )(21;0,0,99 = 6,6 fUr eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von 1 %.

Die ermittelten Steroidgehalte im Muskelgewebe werden unter anderem mit den
Fettgehalten des Muskelgewebes korreliert. Die Korrelationsanalyse wurde mit Hilfe der
Statistik-Software SPSS (BROSIUS, 2000) durchgefuhrt. Die Korrelation wurde mit Hilfe
des Korrelationskoeffizienten nach Spearman-Rho interpretiert, da dieser nicht an eine
Normalverteilung der Variablen gebunden ist. Es handelt sich dabei um eine
Rangkorrelation. Die Interpretation der Korrelationskoeffitienten erfolgt anhand des
folgenden Schemas (Brosius, 2000):

Korrelationskoeffizient r | Deutuna

0 keine Korrelation

0-0.2 sehr schwache Korrelation
0.2-04 schwache Korrelation
04-0.6 mittlere Korrelation
0.6-0.8 starke Korrelation
0.8bhis<1 sehr starke Korrelation

1 perfekte Korrelation

24



5 Zielsetzung und Versuchsplanung

5 Zielsetzung und Versuchsplanung

Wie im Kapitel 2 erlautert, gestaltet sich die Differenzierung von Rindfleisch von Tieren,
die mit natirlichen Steroiden behandelten wurden, und von unbehandelten Tieren
problematisch. Einen Ansatzpunkt liefert die Bestimmung von Steroidhormonmustern.
Erste Bestimmungen von Steroidhormonmustern von Fleisch weniger Synovex-S
behandelter Ochsen zeigten keine nennenswerten Unterschiede zu unbehandelten Tieren
(FRITSCHE et al., 1999).

Aus diesem Grund sollte im Rahmen dieser Untersuchungen anhand einer gréf3eren
Anzahl von Ochsen, die unterschiedlich lange mit einer unterschiedlichen Anzahl von
Implantaten behandelt wurden, Uberprift werden, ob Unterschiede in den
Steroidhormonmustern von behandelten und unbehandelten Tieren festzustellen sind.
Einbezogen werden sollten dabei auch die Steroidfettsaureester als Speicherformen der
Steroide. Da diese lipophilen Derivate der Steroide vermutlich nicht mit polaren
Losungsmitteln aus dem Gewebe extrahiert werden kdnnen, sollte eine andere
Extraktionsmethode entwickelt werden.

Da Fettgewebe eine Speicherfunktion fur Steroide zugesprochen wird, sollte dieses
ebenfalls untersucht werden. Auch hier sollten die Steroidfettsdureester in die
Untersuchungen mit einbezogen werden.

Es ergab sich folgende methodische Vorgehensweise:

e Es mufte eine geeignete Methode zur Hydrolyse der Steroidfettsaureester
entwickelt werden. Dazu mufdten diese hydrolysiert werden, um sie als freie Steroide
zu bestimmen (siehe Kapitel 6.1).

 Eine geeignete Methode zur Extraktion der Steroidfettsdureester aus dem
Muskelgewebe multe entwickelt werden. Aufgrund der verdnderten
Extraktionsbedingungen mufite die weitere Reinigung in Anlehnung an die
bestehende Methode abgewandelt werden (siehe Kapitel 6.2).

» Es sollte eine geeignete Method e fiir die Bestimmung von freien Steroiden und
Steroidfettsdureestern in Fettgewebe entwickelt werden (siehe Kapitel 6.3).

Im Anschluf3 an diese Entwicklungsschritte sollten Muskel- und Fettgewebe aus dem zur
Verfiigung stehenden Tierversuch untersucht werden. Das Augenmerk bei der
Auswertung der Daten des Tierversuches sollte auf folgende Punkte gerichtet werden:

e Die durch unterschiedliche Extraktionsverfahren ermittelten Steroidhormon-
muster von Muskelgewebe sollten verglichen werden.

« Die Steroidhormonmuster von Muskelgewebe der behandelten und
unb ehandelten Ochsen sollten verglichen werden.

» Es sollte ein Vergleich Steroidhormonmuster von Fettgewebe der behandelten
und unb ehandelten Tiere stattfinden.

» Die Steroidhormonmuster von Muskel- und Fettgewebe sollen verglichen werden,
um festzustellen, welche Steroide im Fettgewebe besonders stark angereichert
werden.
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6 Methodenentwicklung: Durchfihrung, Ergebnisse und
Diskussion

6.1 Freisetzung von Steroiden aus ihren Fettsaureestern

Fur die Bestimmung von Steroidfettsaureestern boten sich zwei unterschiedliche
Vorgehensweisen an. Zum einen bestand die Mdglichkeit, Steroidfettsdureester direkt,
ohne vorherige Hydrolyse des Esters in Steroid und Fettsdure, zu bestimmen. Diese
Bestimmung kann mittels HPLC und UV-Detektion erfolgen (PARIS & RAO, 1989). Dieses
Vorgehen setzt voraus, dal’3 bekannt ist, welches Steroid mit welcher Fettsdure verestert
ist. Von den zur Untersuchung ausgewahlten Steroiden muissen zur ldentifizierung
Standardsubstanzen vorliegen.

Da weder bekannt war, welche Steroide in Muskel- und Fettgewebe von Rindern verestert
vorliegen, noch mit welchen Fettsauren diese Veresterung stattgefunden hat, wurde eine
andere Vorgehensweise verfolgt. Diese sah eine Hydrolyse der Steroidfettsaureester und
eine anschlieBende Bestimmung der freien Steroide vor. Dazu wurden Extrakte des zu
untersuchenden Gewebes hergestellt. Diese wurden geteilt, woraufhin der eine Teil nach
Hydrolyse der eventuell vorliegenden Steroidfettsdureester untersucht wurde und der
andere Teil als Referenz ohne Hydrolyse. Durch dieses Vorgehen sollte in dem der
Hydrolyse unterworfenen Teil die Summe der ungebunden vorliegenden Steroide und der
aus Fettsdureestern freigesetzten Steroide ermittelt werden. In dem Teil des Extraktes,
der keiner Hydrolyse unterworfen wird, werden nur ungebundene Steroide erfaldt. Durch
guantitativen Vergleich der Steroidgehalte kann festgestellt werden, ob in dem Gewebe
Steroide als Fettsaureester gebunden vorlagen. Dies ist der Fall, wenn in dem der
Hydrolyse unterworfenen Teil ein erhOhter Steroidgehalt gegentiber dem nicht
behandelten Teil auftritt.

Zur Freisetzung der Steroide aus ihren Fettsdureestern boten sich mehrere
Hydrolyseverfahren an. Dabei war wichtig, dafd das zur Hydrolyse eingesetzte Verfahren
mdglichst unselektiv in bezug auf die an der Esterbindung beteiligten Steroide und
Fettsauren ist. Es sollten mdglichst keine Nebenreaktionen, die zu Veranderungen des
Steroidhormonmusters fihren, auftreten. Die Matrix sollte nach Mébglichkeit wenig
verandert werden, damit die bestehende Reinigungsmethode nur wenig abgewandelt
werden mulf3.

6.1.1 Enzymatische Hydrolyse von Steroidfettsaureestern

Die enzymatische Hydrolyse von Steroidfettsaureestern bot sich in Hinblick auf geringe
Veranderungen der Matrix an. Eingesetzt werden sollte ein Enzym, das moglichst
unselektiv beziiglich der beteiligten Steroide und Fettséuren ist.

BETTIN & FURST (1989) berichten iiber den Einsatz von speziell vorbehandeltem
Kalberserum zur Hydrolyse von Steroidfettsaureestern. Da nicht bekannt ist, in welchem
Mal3e noch andere, am Steroidmetabolismus beteiligte Enzyme im Serum vorhanden
sind, wird diese Methode als nicht geeignet angesehen. Der Einsatz des Serums koénnte
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zu einer Veranderung des Steroidhormonmusters des Gewebeextraktes durch
enzymatische Metabolisierung fuhren.

NOUROOZ-ZADEH (1990) setzte das Enzym Cholesterol-Esterase zur enzymatischen
Hydrolyse von Cholesterolfettsaureestern ein. Die Cholesterol-Esterase wird auch als
Sterol-Ester-Hydrolase bezeichnet ( EC Nummer 3.1.1.13). Dieses Enzym kommt in
vielen Saugetiergeweben vor. Seine Substratspezifitat wird unterschiedlich beschrieben.
So gehen BROCKERHOLT & JENSEN (1974) davon aus, dal3 das Enzym weder eine
Fettsaure- noch eine Steroidspezifitat aufweist. BARMAN (1969) hingegen beschreibt,
dal einige Steroide als Substrat nicht geeignet sind.

Da die Sterol-Ester-Hydrolase die Bedingungen einer unselektiven Hydrolyse erflllen

kénnte, wurde die Substratspezifitit anhand von Standardsubstanzen unter
Modellbedingungen tberprift und die optimalen Reaktionsbedingungen ermittelt.
Als Standardsubstanzen wurden Testosteronenanthat, Testosteronbenzoat,

Estradiolstearat, Cortisonacetat und Cholesterololeat eingesetzt. Diese Substanzen
reprasentieren unterschiedliche Steroidgruppen und unterschiedliche Gruppen von
Sauren. Dabei kommen Benzoate von Steroiden nicht natiirlich vor, werden aber als
Anabolika eingesetzt. Die Positionen der Veresterung unterscheiden sich bei den
ausgewahlten Substanzen. So tritt die Veresterung bei Cholesterol an C3 auf, wahrend
die anderen Steroide an C17 (Testosteronenanthat und —benzoat, Estradiolstearat) und
an C21 (Cortisonacetat) verestert sind.

Um einen Kontakt des lipophilen Substrates mit dem Enzym in walriger Losung zu
gewahrleisten wurden Emulgatoren eingesetzt. Es wurden sowohl Rinderserumalbumin
als auch Taurocholat getestet. BARMAN (1969) und BROCKERHOLT & JENSEN (1974)
beschreiben eine Steigerung der Aktivitat der Esterase durch Taurocholat. Nach Zugabe
des Emulgators zu den geldsten Standardsubstanzen wurde das Enzym in einer
Pufferldsung zugesetzt, die das pH-Optimum der Esterase von pH 7,0 aufwies. Die
Hydrolyse wurde bei dem Temperaturoptimum des Enzyms von 37 ° C durchgefiihrt. Die
Reaktionszeiten fur die Versuche wurden von 30 Minuten bis zu 12 Stunden variiert. Im
Anschluf3 an die Hydrolyse wurden die freigesetzten Steroide mit Dichlormethan aus der
Reaktionslosung extrahiert. Der Extrakt wurde mit einem Injektionsstandard versetzt, zur
Trockene gebracht und derivatisiert. Die Analyse erfolgte mittels GC-FID. Die
Bestimmung der freigesetzten Menge erfolgte mit Hilfe eines externen Standards. Die
systematischen Namen der Standardsubstanzen, die genauen Versuchsbedingungen
sowie die GC-FID Bedingungen finden sich in Anhang 9.2.2, 9.11 und Anhang 9.4.

Die Ergebnisse der maximal erzielten Freisetzung fir die jeweiligen Emulgatoren sind in
Tabelle 4 angegeben.

Tabelle 4 — Freisetzungsraten der Steroide mittels enzymatischer Hydrolyse nach optimierten Reaktions-
bedingungen

Reaktionsbedingung en Testosteron | Testosteron | Estradiol |Cortison |Cholesterol
aus aus Benzoat |aus aus Acetat | aus Oleat
Enanthat Stearat

Taurocholat, 79,2 % n.n. n.n. n.n. 47,1 %

1Std. 37°C;

Rinderserumalbumin 87,6 % n.n. n.n. n.n. n.n.

12Std. 37°C

n.n. nicht nachweibar

27



6 Methodenentwicklung: Durchfiihrung, Ergebnisse und Diskussion

Die Freisetzung von Testosteron aus Testosteronenanthat gelang bei dem Einsatz von
Rinderserumalbumin als Emulgator nicht reproduzierbar. Dargestellt ist das beste erzielte
Ergebnis.

Die Ergebnisse zeigen, dall eine Substratspezifitat des Enzyms auftritt. Diese
Substratspezifitdt scheint sowohl das an der Esterbindung beteiligte Steroid als auch die
Saure zu betreffen. So ist anscheinend keine Hydrolyse bei Beteiligung einer
aromatischen Saure moglich (Testosteronbenzoat). Ebenso tritt keine Hydrolyse bei
Vorliegen von Estradiol auf, was darauf hindeutet, daf3 eine Hydrolyse bei Vorliegen eines
aromatischen Steroids nicht méglich ist. Auch Cortisonacetat scheint nicht hydrolysierbar
zu sein, was auf die Esterbindung an C21 zurlickzufuhren sein konnte.

Probleme bei der Hydrolyse kdnnen ebenfalls auf den schlechten Kontakt zwischen
Enzym und Substrat zurtickzuflihren sein, da sich die eingesetzten Emulgatoren als nicht
sehr leistungsfahig erwiesen und die Steroidfettsaureester schlecht im waRrigen Medium
I6slich sind. Rinderserumalbumin wies eine geringe mechanische Belastbarkeit auf, so
dalB es bei Behandlung der Reaktionsldsung im Ultraschallbad oder bei standigem
Ruhren zur Denaturierung des Proteins kam, das dann keinerlei Emulgator-Eigenschaften
mehr aufwies. Da Taurocholat ebenso wie die Analyten eine Steroidstruktur aufweist,
zeigte es Stdrpeaks in den Chromatogrammen. Die Verwendung leistungsfahigerer
Emulgatoren hingegen wirde die Extraktion der freigesetzten Steroide aus der
Reaktionslosung mittels flissig-flissig Extraktion unmdglich machen und damit ebenso
die gaschromatographische Analyse.

Da, wie gezeigt wurde, bei Anwendung dieser Methode Probleme in Hinblick auf die
Substratspezifitat des Enzyms auftreten und kein geeigneter Emulgator ermittelt werden
konnte, wurde diese Methode als nicht geeignet angesehen und nicht weiter verfolgt.

6.1.2 Chemische Hydrolyse von Steroidfettsaureestern — Umesterung

Durch Umesterung der Steroidfettsdureester werden die Sdurekomponenten mit anderen
Alkoholen verestert, wodurch die Steroide als Alkoholkomponenten freigesetzt werden.
Nach BIEDERMANN et al. (1993) bietet die Umesterung im Gegensatz zur Verseifung
Vorteile. Da sich kein Seifenstock bildet, ist die Extraktion der Steroide aus der
Reaktionslosung einfacher. Es sind keine langen Reaktionszeiten und keine hohen
Temperaturen notwendig. So kann eine Umesterung von Steroidfettsaureestern innerhalb
von 15 Minuten bei Raumtemperatur erfolgen. SCHMARR et al. (1996) beschreiben ein
Verfahren zur Umesterung von Steroidfettsdureestern, bei dem die Reaktion mit 10 %iger
Natriummethylatiésung in Methanol, 4:6 verdinnt mit n-Methyl-tert-butylether (MTBE),
erfolgte. Die Reaktionszeit betrug 30 Minuten bei Raumtemperatur.

Diese Reaktionslésung wurde in Hinblick auf Reaktionszeit und Temperatur getestet. Als
Steroidfettsaureester wurde fur die Versuche ein Testosteronenanthat-Standard
herangezogen. Bei der Umesterung ist nicht mit selektiven Freisetzungsreaktionen, aber
aufgrund der Reaktionsbedingungen mit Nebenreaktionen der empfindlichen Steroide mit
Seitenkette zu rechnen. Aus diesem Grund wurden neben der Testosteronenanthat-
Standardlésung zur Uberpriifung der Freisetzung Standardlésungen der ungebundenen
Steroide eingesetzt, die anféllig fir Nebenreaktionen sein kénnten. Ausgewahlt wurden
Pregnenolon und Progesteron sowie Cortison als Vertreter der Corticoide. Die
Empfindlichkeit gegeniber drastischeren Reaktionsbedingungen ist auf die Seitenkette an
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C17 zuriuckzufihren. Um die Reaktion abzubrechen, wurde mit Salzsaure neutralisiert
und die Steroide mit Chloroform extrahiert. AnschlieBend wurden die Extrakte zur
Trockene gebracht, mit einem Injektionsstandard versetzt und derivatisiert. Die
guantitative  Auswertung erfolgte mit Hilfe eines externen Standards. Die
Wiederfindungsraten der empfindlichen Steroide mit Seitenkette wurden ermittelt, indem
die ermittelten Gehalte dieser Steroide nach Behandlung mit Umesterungslosung mit
denen des externen Standards verglichen wurden. Die Versuchsbedingungen finden sich
in Anhang 9.11.

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse fur unterschiedliche Reaktionszeiten dargestellt. Die
aufgeflihrten Reaktionen fanden bei Raumtemperatur statt.

Die Freisetzung von Testosteron aus Testosteronenanthat gelingt schon nach 30 Minuten
fast vollstandig. Cortisol ist in der Reaktionslésung nicht mehr nachweisbar. Da die
Corticoide Uber eine Seitenkette mit sauerstoffhaltigen, funktionellen Gruppen verfligen,
sind sie gegenlber drastischen Reaktionsbedingungen wie hohen pH-Werten sehr
anfallig. Die Wiederfindungsrate des Progesterons nimmt mit der Zeit zu. Die geringe
Wiederfindungsrate nach kurzer Reaktionszeit laft sich dadurch erklaren, daf3 ein Abbau
des Progesterons bei diesen Reaktionsbedingungen stattgefunden hat. Die Zunahme der
Wiederfindungsrate des Progesterons bei zunehmender Reaktionszeit konnte durch eine
Bildung von Progesteron aus anderen Steroiden, hier zum Beispiel Pregnenolon und den
Corticoiden, zurtickzufiihren sein, die der Abbaureaktion Uberwiegt. Die Zunahme ist also
nicht auf eine Freisetzungsreaktion zurtickzufthren.

Die Ergebnisse lassen eine Reaktionszeit von 30 Minuten fir weitere Versuche geeignet
erscheinen.

Tabelle 5 — Freisetzungsraten von Testosteron aus Testosteronenanthat nach Umesterung mit 10 %iger
Natriummethylatlésung und Wiederfindungsraten der Steroide mit Seitenkette bei Raum-

Temperatur
Reaktionszeit Freisetzung von WFR WFR WFR
Testosteron Pregnenolon Progesteron Cortisol

1 Minute 79 % 83 % 56 % n.n.
10 Minuten 76 % 76 % 67 % n.n.
30 Minuten 95 % 81 % 77 % n.n.
60 Minuten 93 % 73 % 78 % n.n.

WFR = Wiederfindungsrate n.n. = nicht nachweisbar

Um festzustellen, ob auch bei Vorliegen der Steroidfettsdureester in einer Fettmatrix 30
Minuten Reaktionszeit flr eine vollstandige Umesterung sowohl der Matrix als auch der
Analyten genugen, sollte ein Umesterungsversuch an einer der Probenmenge
aquivalenten Menge einer Modellmatrix durchgefiihrt werden, die ebenso wie die Matrix
Rinderfett Triglyceride enthélt. Ein ausreichendes Volumen der Umesterungslésung sowie
eine ausreichende Reaktionszeit sind notwendig, um sicherzustellen, dal3 zunachst alle
Triglyceride umgeestert werden, da die Umesterung der Steroidfettsdureester langsamer
verlauft als die der Triglyceride (BIEDERMANN et al., 1993). Als Modellmatrix wurde
Schweineschmalz gewahlt. Die eingesetzte Menge Schweineschmalz wurde der spéteren
realen Probenmenge angepaf3t. Die Umesterung sollte im Rahmen des spéater zu
untersuchenden Tierversuchs zunachst bei intramuskularem Fett durchgefiihrt werden.
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Dieses sollte nach der methanolisch-walirigen Extraktion des Muskelgewebes durch
Extraktion mit unpolarem Ldsungsmittel extrahiert werden, um unpolare
Steroidfettsaureester zu erfassen. Anschlieend sollte dieser Extrakt einer Umesterung
unterzogen werden.

Da zur methanolisch-wafdrigen Extraktion 20 g Muskelgewebe eingesetzt werden, kann
bei einem durchschnittlichen Fettgehalt des Muskelgewebes von 5 % Fett von etwa 1 g
intramuskularem Fett pro Versuchsansatz ausgegangen werden. Von der Modellmatrix
Schweineschmalz wurde entsprechend 1 g fur den folgenden Versuch eingesetzt.

1 g Schweineschmalz wurde mit 15 mL Umesterungsldsung versetzt. Nach 30 Minuten
und mehrmaliger Behandlung im Ultraschallbad wurde die Lbésung mit Salzsaure
neutralisiert und anschlieRend mit Chloroform extrahiert. Die Lésung wurde im Vergleich
Zu einem in Chloroform gelbsten Schweineschmalz-Standard mittels
Dunnschichtchromatographie untersucht, um festzustellen, ob eine vollstandige
Umesterung der Triglyceride stattgefunden hat. Die Bedingungen finden sich in
Anhang 9.11. Es wurde festgestellt, dal? nach 30 Minuten eine vollstandige Hydrolyse der
Matrix stattgefunden hatte. Da die Loésung nach 30 Minuten immer noch stark alkalisch
reagierte, wurde davon ausgegangen, daR die Umesterungslésung im UberschulR vorlag
und somit auch eine Umesterung der Steroidfettsdureester gewahrleistet ist.

6.1.3 Chemische Hydrolyse der Steroidfettsdureester - Verseifung

Als Alternative zur genannten Umesterung wurde eine Verseifung der
Steroidfettsaureester durchgefiihrt, um festzustellen, ob diese Reaktion ebenso eine
Zerstorung der Steroide mit Seitenkette hervorruft.

Zur Verseifung wurde eine von ARDEVOL et al. (1997) vorgeschlagene, 0,5 M
ethanolische Kalilauge eingesetzt. Die beschriebene Reaktion wurde bei 85 °C
durchgefuihrt. FUr die hier durchgefihrten Versuche wurden zunachst mildere
Reaktionsbedingungen bei Raumtemperatur und als Alternative bei 60 ° C gewahlt.

Fur die Untersuchungen wurden die gleichen Standardldsungen wie unter 6.1.2
eingesetzt. Sowohl Reaktionszeit als auch -temperatur wurden variiert. Die genauen
Bedingungen finden sich in Anhang 9.11.2. In Tabelle 6 sind die Ergebnisse dieser
Versuche aufgefihrt.

Tabelle 6 — Freisetzungsraten von Testosteron aus Testosteronenanthat nach Verseifung mit 0,5 M KOH und
Wiederfindungsraten der Steroide mit Seitenkette

Reaktionsbedingung en Freisetzung von WFR WFR WFR
Testosteron Pregnenolon | Progesteron Cortisol
10 Minuten; RT 54 % 107 % 88 % n.n.
30 Minuten; RT 106 % 91 % 87 % n.n.
60 Minuten; RT 103 % 78 % 87 % n.n.
60 Minuten; 60 °C 74 % 62 % 69 % n.n.

RT = Raumtemperatur ~ WFR = Wiederfindungsrate n.n. = nicht nachweisbar
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Auch bei diesen Reaktionsbedingungen ist, ebenso wie bei der Umesterung, kein Cortisol
nachweisbar. Eine optimale Freisetzung des Testosterons wird nach 30 Minuten bei
Raumtemperatur erzielt. Bei Verlangerung der Reaktionszeit findet ein Abbau des
Pregnenolons statt. Bei Erhéhung der Temperatur verringern sich  die
Wiederfindungsraten aller untersuchten Steroide.

AnschlieBende Versuche mit 1 g Modellmatrix ergaben, dal bei Raumtemperatur mit
20 mL 0,5 M ethanolischer Kalilauge keine vollstandige Verseifung der Matrix moglich ist.
Die Uberprifung erfolgte diinnschichtchromatographisch wie in Anhang 9.11 beschrieben.
Durch Erhdéhung der Konzentration der Kalilauge auf 2 M konnte eine vollstandige
Verseifung der Matrix erreicht werden. Versuche mit einem Steroid-Mischstandard
ergaben, dald durch die Erhohung der Konzentration kein verstarkter Abbau der Steroide
erfolgte.

Die Extraktion der freigesetzten Steroide aus der Seifenldsung gestaltete sich sehr
schwierig, da sehr starke Emulsionsbildung einsetzte.

6.1.4 Auswahl der geeigneten Methode zur Freisetzung von Steroiden aus
Steroidfettsdureestern

Die enzymatische Hydrolyse der Steroidfettsaureester mit Hilfe der Steroid-Ester-
Hydrolase wurde aus den in Kapitel 6.1.1 genannten Grinden nicht weiter verfolgt.

Da sowohl bei der Umesterung als auch bei der Verseifung der Steroidfettsaureester eine
nahezu vollstéandige Freisetzung des Steroids aus dem Ester erfolgte und bei geeigneten
Reaktionsbedingungen die Steroide mit Seitenkette nur geringflgig zerstért wurden,
wurde fir die weiteren Untersuchungen die Methode gewahlt, bei der die Abtrennung der
freigesetzten Steroide aus der Matrix am besten gelang. Dies war bei der Freisetzung der
Steroide durch Umesterung der Fall. Bei der Freisetzung der Steroide durch Verseifung
entstanden bei Anwesenheit der Matrix groBe Mengen von Seifen, die sich bei der
Abtrennung der freigesetzten Steroide durch flussig-flussig-Extraktion hinderlich
auswirkten. Dies war bei der Freisetzung durch Umesterung nicht der Fall. Versuche, die
abgeschiedenen Seifen durch Zentrifugation abzutrennen, die Seifen als Kalkseife zu
fallen oder nach Ansauern die Fettsauren auszufrieren, schlugen fehl.

Bei allen im folgenden durchgeflihrten Freisetzungen wurde die Umesterung mit
Natriummethylat-Lésung verdinnt mit MTBE eingesetzt (siehe 6.1.2).

6.2 Nachweis von Steroiden und deren Fettsaureestern im
unpo laren Extrakt des Muskelgewebes

6.2.1 Unpolare Extraktion

Steroide sind sowohl in einigen polaren Losungsmitteln als auch in einigen unpolaren
Losungsmitteln 16slich. Steroidextraktionen aus Geweben werden in der Regel mit polaren
Losungsmitteln wie Wasser, walrigen Pufferlosungen oder methanolisch-walrigen
Losungen durchgefuhrt. Methanolisch-wéaldrige Lésungen werden bevorzugt fir die
Bestimmung von Steroiden mittels GC-MS eingesetzt (VERBEKE, 1979; BERGNER-
LANG & KACHELE, 1981; BUNDESGESUNDHEITSAMT, 1989; FRITSCHE et al., 1999).
Walrige Pufferlosungen werden haufig fur die anschlieende Bestimmung mittels
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immunologischer Methoden verwendet (SJOVALL & AXELSON, 1982; HENRICKS &
TORRENCE, 1983; HOFFMANN, 1983; MEYER, 1990). Der Vorteil von polaren
gegenlber unpolaren Ldsungsmittel ist die gleichzeitig geringe Extraktion von
hydrophoben Substanzen, die die weitere Reinigung des Extraktes erschweren.

Eine Anreicherung von Steroiden im Fettgewebe ist bekannt (siehe Kapitel 2.2.2). Auch
weist Muskelgewebe mit einem héheren Fettgehalt laut FRITSCHE et al. (1998b) andere
Steroidhormonmuster als Muskelgewebe mit geringerem Fettgehalt auf. Diese
Zusammenhénge erlauben die Vermutung, dal} Steroide im Muskelgewebe in Zellen mit
hohem Fettgehalt vorliegen oder sogar akkumuliert werden. Wenn dies der Fall ist,
werden diese Steroide vermutlich nicht mit den oben genannten polaren
Extraktionsmitteln erfal3t. Steroidfettsdureester sind sehr unpolar und in polaren
Losungsmitteln unléslich. Aus diesem Grund werden diese Substanzen mit den Ublichen
Extraktionsverfahren vermutlich nicht erfaf3t, da sie in Micellen von anderen lipophilen
Bestandteilen eingeschlossen vorliegen konnen. Diese Steroide wirden somit nicht
extrahiert werden.

Um sowohl die Steroide zu erfassen, die in Zellen mit hohem Fettgehalt vorliegen, als
auch Steroidfettsaureester, sollte die Extraktionsmethode modifiziert werden. Da
festgestellt werden sollte, welcher Anteil der Steroide mit der methanolisch-waRrigen
Extraktion erfafldt wird, wurde diese polare Extraktion beibehalten. Der Rickstand der
methanolisch-walirigen Extraktion von 20 g Muskelgewebe sollte mit unpolareren
Lésungsmitteln nachextrahiert werden.

Um eine Benetzung des Rickstandes zu gewabhrleisten, konnte im Anschlu? an die
methanolisch-waldrige Extraktion (siehe Kapitel 4.2) nicht mit einem stark unpolaren, nicht
mit Wasser mischbaren Losungsmittel extrahiert werden. Es wurde Ethylacetat als
Losungsmittel mittlerer Polaritat gewéhlt, das einen geringen Wasseranteil zu lésen
vermag. Zur Extraktion wurden 50 mL Ethylacetat eingesetzt. L&sungsmittel und
Ruckstand wurden mittels Ultra-Turrax homogenisiert. Das Homogenat wurde zentrifugiert
und das Ethylacetat dekantiert. Im Anschluf3 daran wurde der Riickstand der Ethylacetat-
Extraktion mit 50 mL n-Hexan versetzt und nochmals extrahiert, um auch die sehr
unpolaren Steroidfettsaureester zu erfassen. Die Extraktion wurde ebenso wie die mit
Ethylacetat durchgefihrt und der n-Hexan-Extrakt mit dem Ethylacetatextrakt vereinigt.

Die Extraktion mit der methanolisch-walrigen Losung bildete den polaren Extrakt und der
Ethylacetat/n-Hexan-Extrakt den unpolaren Extrakt.

Der polare Extrakt wurde, wie in Kapitel 4.2 beschrieben, zweimal mit n-Hexan extrahiert.
Die dabei anfallenden n-Hexan-Phasen wurden dem unpolaren Extrakt zugefihrt.

6.2.2 Behandlung d es polaren Extraktes (Methanol/Wasser)

Die weitere Reinigung des polaren Extraktes erfolgte wie in Kapitel 4.2 beschrieben.
6.2.3 Behandlung d es unpolaren Extraktes (Ethylacetat/n-Hexan)
6.2.3.1 Freisetzung d er Steroide aus Steroidfettsdureestern

Der Rickstand der Ethylacetat/n-Hexan-Extraktion wurde der in Kapitel 6.1.2
beschriebenen Umesterung unterworfen. Es wurden 20 mL Umesterungslésung
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zugesetzt, um einen Uberschul? der Reaktionslésung zu garantieren. Der Riickstand
wurde mit Hilfe eines Ultraschallbades suspendiert. Die Reaktion erfolgte 30 Minuten bei
Raumtemperatur. AnschlieRend wurde die Losung mit 2 M Salzsdure neutralisiert und
dreimal mit 10 mL Chloroform extrahiert. Chloroform wurde als Extraktionsmittel gewahlt,
da alle Steroide sehr gut in diesem Losungsmittel I8slich sind. Der Chloroform-Extrakt
wurde zur Trockene gebracht.

Da festgestellt werden sollte, ob im Muskelgewebe Steroidfettsaureester vorliegen,
wurden von den Proben zwei Anséatze durchgefiihrt (siehe Kapitel 6.1). Der unpolare
Extrakt des einen Ansatzes wurde, wie oben beschrieben, mit Umesterungslésung
behandelt, wahrend der unpolare Extrakt der anderen Probe mit einem Gemisch aus
Methanol und MTBE versetzt wurde, das eine der Umesterungslosung vergleichbare
Zusammensetzung der Lésungsmittel hatte (Methanol/ MTBE 4/6 V/V). Mit dieser Probe
wurde ebenso verfahren wie mit der Probe, die der Umesterung unterworfen wurde.

6.2.3.2 Clean-up des unpo laren Extraktes

Der nach dem Ansduern der Umesterungslosung erhaltene Chloroform-Extrakt enthdlt
nicht nur die freien und die aus den Steroidfettsaureestern freigesetzten Steroide, sondern
auch andere hydrophobe Substanzen wie Fettsauremethylester. Um Stérungen bei der
GC-MSD und Verunreinigungen des Massenspektrometers zu vermeiden, missen die
Steroide weitgehend von diesen Begleitsubstanzen getrennt werden. Diese Trennung
effektiv durchzufuhren ist schwierig, da die stérenden Substanzen haufig eine ahnliche
Polaritdt aufweisen wie die Analyten. Erschwerend wirkt sich die nicht einheitliche
Polaritéat der zu bestimmenden Steroide aus. Als Reinigungsverfahren bieten sich die
Flissig-flussig-Extraktion und die Festphasenextraktion an.

Als effektive Entfettungsmethode hat sich die Flussig-flissig-Extraktion mit n-Hexan
erwiesen (siehe Kapitel 4.2). Da bei dem gewahlten Verhéltnis von Methanol/Wasser zu
n-Hexan keine Verluste von Steroiden durch Losung der Steroide in der n-Hexan-Phase
zu erwarten sind, wurde diese Extraktion als erster Schritt zur Entfernung hydrophober
Storsubstanzen gewabhilt. Das Chloroform wurde mit Hilfe eines
Vakuumrotationsverdampfers entfernt und der Rickstand in 70 mL Methanol und 20 mL
Wasser aufgenommen. Diese Losung wurde zweimal mit 20 mL n-Hexan extrahiert.

Da weitere Verunreinigungen des Extraktes zu erwarten waren, bot sich als weiterer
Reinigungsschritt eine Festphasenextraktion an einer polaren Phase mit mehreren
Waschschritten an. Mit Hilfe dieses Schrittes kbnnen auch polarere Substanzen als mit
der flussig-flussig-Extraktion mit n-Hexan entfernt werden. Hierfir wurde ein
Reinigungsschritt mit einer Kieselgel-Festphase entwickelt. Die Kieselgel-Festphase mit
einer Sorbensmenge von 500 mg wurde mit Ethylacetat, welches 2,6 % Wasser enthielt,
desaktiviert, um auch eine Elution der polaren Steroide zu ermdglichen. AnschlielRend
wurde mit n-Hexan konditioniert.

Die Probenaufgabe mufRte in einem unpolaren Losungsmittel erfolgen. Zur Uberfiihrung
der Analyten in ein unpolares LOosungsmittel wurde die Methanol/Wasser-Phase des
ersten Reinigungsschrittes mit Dichlormethan extrahiert. Dieses wurde zur Trockene
gebracht und der Ruckstand in einem Chloroform/n-Hexan-Gemisch aufgenommen,
welches auf die Kieselgel-Festphase gegeben wurde. Es folgten mehrere Waschschritte
mit n-Hexan/MTBE-Gemischen unterschiedlicher Zusammensetzung mit steigendem
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MTBE-Anteil. Die Elution der Steroide erfolgte mit Ethylacetat, welches 2,6 % Wasser
enthielt. Zu dem Eluat wurden 20 mL Wasser gegeben und das Ethylacetat mit Hilfe eines
Vakuumrotationsverdampfers entfernt. Aus der wafrigen Losung ist eine Fraktionierung
der Steroide Uber die C8-Festphase und eine weitere Probenvorbereitung nach der in
Kapitel 4.2 geschilderten Methode maglich.

Die Fraktionierung der Steroide und ihre Messung erfolgte wie in Kapitel 4.2 beschrieben.
Das Arbeitsschema flr die modifizierte Extraktion ist in Abbildung 5 dargestellit.

Die genaue Arbeitsvorschrift findet sich in Anhang 9.8.

20 g Muskel

\

polare Extraktion

-
-
.
-
.
B
"
x

Rickstand Methanol / H,O

Steroidfettsaureester freie Steroide
freie Steroide aus fetthaltigen Zellen

v

unpolare Extraktion
4
n-Hexan Entfettung
UmeSter‘u NG e flissig-flissig-Extraktion
v >
) I_Entfe_ttung _ Methanol / H,0
flissig-flissig-Extraktion
V Methanol / H,0
Clean-up Si-SPE
v v
freie Steroide freie Steroide

A /

Fraktionierung und Reinigung
mittels SPE

vy

GC/MSD

Abbildung 5 — Schematische Darstellung der polaren und unpolaren Extraktion
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6.2.4 Untersuchung von Proben

6.2.4.1 Nachweis von Fettsaureestern im Muskelgewebe

Um festzustellen, ob in den unpolaren Extrakten des Muskelgewebes (MLD)
Steroidhormonfettsdureester vorliegen, wurde das Muskelgewebe dreier Ochsen aus dem
Tierversuch untersucht. Die drei Ochsen entstammten der ersten Schlachtgruppe. Dabei
wurden von jeder Probe zwei Anséatze analysiert. Von jeder Bestimmung wurde ein

polarer Extrakt und ein unpolarer

Ochse 833
Extrakt erstellt. chse

O Extrakt umgeestert B Extrakt nicht umgeeestert

Ein unpolarer Extrakt aus dem 1400
doppelten  Probenansatz  wurde 1200
einer Umesterung unterzogen, der 1000
andere unpolare Extrakt wurde nicht
umgeestert.

Die Gehalte der Steroide der 20 B
. 0 T —
umgeesterten und der  nicht PN

umgeesterten unpolaren Extrakte &o@‘é ©
der drei Ochsenmuskelgewebe sind & AN N
in Abbildung 6 dargestellt. Man
sieht, dalR kaum Unterschiede Ochse 828

zwischen den  Gehalten  der [ Extrakt umgeestert M Extrakt nicht umgeestert
umgeesterten und der nicht 1400
behandelten  Extrakte auftreten. 12
Wirden  Steroidfettsaureester in
nennenswerten Mengen in diesen
Muskelgeweben vorliegen, so mufdte

eine Erhéhung der betroffenen 2027 o | :l =

Gehalt [ng/kg]

1000

Gehalt [ng/kg]

Steroide im umgeesterten Extrakt N N
gegeniiber dem nicht behandelten & & & & & & S
Extrakt auftreten. Man erkennt bei & A

Ochse 833, dal in dem

umgeesterten unpolaren Extrakt der Ochse 818

DHEA- und der Pregnenolongehalt D Extrakt umgeestert W Extrakt nicht umgeestert
nach der Umesterung leicht erhdht 1400

1200

sind. Testosteron wurde nur in dem
umgeesterten unpolaren  Extrakt
nachgewiesen; allerdings kommt es

dort auch nur in sehr geringen 400
Gehalten vor (50 ng/kg). Der 200 O I
O,

Androstanolongehalt ist in dem nicht

1000

Gehalt [ng/kg]

N & & S & & S &

behandelten  unpolaren  Extrakt R O S S
. \\e, N N < 4

ebenso wie der Progesterongehalt & & ¢ ¢ T <
erhoht. Betrachtet man die Gehalte
in den Extrakten des Abbildung 6 — Steroidgehalte der unpolaren Extrakte von
Muskelgewebes des Ochsen 828, Ochsenmuskelgewebe mit und ohne Um-
so sieht man ein  &hnlich esterung
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unspezifisches Verhalten. Im umgeesterten unpolaren Extrakt liegt eine leichte Erhéhung
des Pregnenolongehaltes vor. Androstanolon und Testosteron kommen nur im
umgeesterten Extrakt vor. Diese Gehalte sind relativ gering. Der Progesterongehalt ist in
dem nicht behandelten unpolaren Extrakt stark erhoht. Dies ist auch bei den unpolaren
Extrakten des Muskelgewebes des Ochsen 818 der Fall. Hier tritt eine leichte Erh6hung
des Androstanolon- und auch des Testosterongehaltes im umgeesterten Extrakt auf. Der
bei allen untersuchten Proben auftretende niedrigere Progesterongehalt im behandelten
unpolaren Extrakt ist wahrscheinlich auf eine Zerstérung des Progesterons bei der
Umesterung zurlickzuftihren. Bei keinem der untersuchten Steroide tritt eine erhebliche
Erh6hung eines Gehaltes durch die Umesterung auf. Zwar ist bei allen drei Proben der
Testosterongehalt nach der Umesterung erhéht, die Testosterongehalte sind aber bei
allen untersuchten Ochsen sehr niedrig. Da die untersuchten Extrakte auch nach dem
Clean-up noch Stérsubstanzen enthielten, war die Quantifizierung zum Teil nur tGber eine
Masse im MS mdglich. Falls Steroidfettsaureester tiberhaupt in Muskelgewebe vorliegen,
dann in geringen Mengen. Dies kann darauf zurlckzufihren sein, dal
Steroidfettsaureester eine Speicherform darstellen, die naturgemafl jedoch nicht im
Muskelgewebe angereichert wird.

Da kein eindeutiger Nachweis von Steroidfettsdureestern im Muskelgewebe mdglich war,
wurde auf die weitere Bestimmung von Steroidgehalten nach der Umesterung in
unpolaren Extrakten von Muskelgewebe verzichtet.

Die Gehalte der umgeesterten und nicht umgeesterten unpolaren Extrakte der drei
Ochsen sind tabellarisch in Anhang 9.12.1 angegeben.

6.2.4.2 Vergleich der Steroidgehalte des wunpolaren und po laren Extraktes von
Muskelgewebe

Wie schon erwahnt, wurden Steroidhormonbestimmungen in Gewebe meist nach polarer
Extraktion durchgefuhrt. Aufgrund der Ldoslichkeit der Steroide in unpolaren
Losungsmitteln und ihrer Eigenschaft, sich in Fettgewebe anzureichern, bestehen Zweifel
an der Vollstandigkeit dieser Extraktionsmethode. Aus diesem Grund sollen die Gehalte
der polaren Extraktion, die mit einer Mischung aus Methanol und Wasser durchgeftihrt
wurde, mit den Gehalten, die durch die anschlieBend durchgefiihrte Extraktion mit
Ethylacetat und n-Hexan erzielt wurden, verglichen werden.

Untersucht wurde der MLD der Ochsen der Schlachtgruppe 1. Bei den Ochsen 833, 818
und 828 werden nur die Gehalte im unpolaren Extrakt, die durch Analyse ohne
Umesterung erhalten wurden, herangezogen. Um festzustellen, ob eine Abh&ngigkeit
zwischen den Steroidgehalten des unpolaren Extraktes und dem Fettgehalt der Muskeln
bestand, wurde der Fettgehalt wie in Kapitel 4.3 beschrieben bestimmt.

In Tabelle 7 sind die Gesamtsteroidgehalte, die sich aus den Gehalten der unpolaren und
der polaren Extrakte zusammensetzen, sowie der prozentuale Anteil der unpolaren
Extrakte am Gesamtgehalt angegeben. Berechnet wurde der mittlere prozentuale Anteil
des unpolaren Extraktes sowie die Standardabweichung. Ebenso angegeben ist der
Fettgehalt der untersuchten Muskelgewebe in g/100 g.

Jedes der untersuchten Steroide ist in mindestens 5 der 8 untersuchten unpolaren
Extrakte nachweisbar. Die Verteilung der polareren und unpolaren Steroide zwischen
polarem und unpolarem Extrakt ist verschieden. Zu den polareren Steroiden gehdren cis-
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Androsteron, DHEA, Epitestosteron, Androstanolon und Testosteron. Eher unpolar sind
Androstendion, Pregnenolon und Progesteron.

Die polareren und physiologisch wirksamen Steroide Androstanolon und Testosteron
zeigen sehr groRe Anteile am Gesamtsteroidgehalt im unpolaren Extrakt, wenn sie in
diesem nachweisbar sind. In 6 der 8 untersuchten Proben war Testosteron im unpolaren
Extrakt nachweisbar. In diesen Fallen lag der Anteil des Testosterongehaltes im
unpolaren Extrakt am Gesamttestosterongehalt zwischen 79 % und 100 %. Bei einer
Probe konnte Testosteron nicht im unpolaren Extrakt nachgewiesen werden und in einem
Fall lagen die Gehalte unterhalb der Grenze des praktischen Arbeitsbereiches. Wenn
Androstanolon nachgewiesen werden konnte, lag es bis auf eine Ausnahme vollstandig
im polaren oder im unpolaren Extrakt vor. Epitestosteron war bei allen Proben mit weniger
als 50 % des Gesamtgehaltes im unpolaren Extrakt vertreten. cis-Androsteron konnte in
jedem untersuchten unpolaren Extrakt nachgewiesen werden und machte in diesem bis
zu 90 % des Gesamtsteroidgehaltes aus. DHEA verhielt sich &hnlich wie cis-Androsteron,
konnte in einem unpolaren Extrakt aber nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 7 — Anteil des unpolaren Extraktes am Gesamtsteroidgehalt in % und Gesamtsteroidgehalte in [ng/kg]

Ochse Ochse Ochse Ochse Ochse Ochse Ochse Ochse

Steroid 833 828 866 839 818 831 834 866 n G

% (Ing/kgl) % (Ing’kg]) % (Ing/kgD) % (Ingrkgl) % ([ng/kgl) % (Ing/kg]) % (IngtkgD) % (Ingrkgl)
cis-Androsteron 26 (60) 39 (70) 79 (80) 77 (80) 90 (60) 58 (40) 33 (50) 90 (40) 71 28
DHEA 70 (80) 56 (100) 32(120) 80(150) 100 (60) 0 (30) 47 (140) 67 (150) 57 31
Epitestosteron n.n. 44 (40) 50 (60) 48 (30) n.n. n.n. 30 (70) 0 (40) 34 18
Androstanolon n.n. 100 (130) 0 (690) 59 (270) 100 (150) 0 (110) 100 (130) n.n. 45 47
Androstendion 34 (230) 27 (270) 83(1110) 58 (170) 65(380) 60(180) 46 (470) 22 (490) 49 20
Testosteron 100 (50) n.n. 0 (140) 89 (900) 100 (110) 88 (80) 79 (120) 83 (120) 77 32
Pregnenolon 37 (1400) 41 (1710) 26 (3160) 36 (810) 32(3170) 48(990) 41(1160) 38 (1110) 38 6
Progesteron 85 (510) 31 (2400) 41 (1540) 60 (600) 34 (1800) 49 (480) 45(1220) 44 (510) 51 16
Intramuskuléarer 0,8 11 1,6 1,7 1,8 1,9 2,2 3,0 18 07
Fettgehalt
[g /100g]*
n.n. nicht nachweisbar im polaren und im unpolaren Extrakt
0 nachweisbar im polaren aber nicht im unpolaren Extrakt
n Anzahl der Proben, die in den Mittelwert einbezogen wurden
O mittlerer prozentualer Anteil des unpolaren Extraktes
S Standardabweichung
* bezogen auf das Muskelgewebe

Die weniger polaren Steroide Pregnenolon, Progesteron und Androstendion konnten in
allen untersuchten unpolaren Extrakten nachgewiesen werden und zwar in Anteilen von

22 bis 85 % des Gesamtsteroidgehaltes.
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Die Standardabweichungen fir die Anteile der Steroide des unpolaren Extraktes am
Gesamtsteroidgehalt lagen fir Pregnenolon bei 6 %, flr Progesteron bei 16 % und fir
Androstendion bei 20 %. Die Standardabweichungen fir die polareren Steroide waren alle
groBer als 18 % und reichten bis zu 47 %. Die Gesamtgehalte von Pregnenolon,
Progesteron und Androstendion waren hoéher als die der polareren Steroide und lagen
zwischen 180 ng/kg und 3170 ng/kg. Die polareren Steroide zeigten
Gesamtsteroidgehalte bis zu 160 ng/kg, abgesehen von hoheren Gehalten an
Androstanolon, die bis zu 690 ng/kg erreichten.

Die Steroidhormonmuster der polaren Extrakte sind vergleichbar mit den Mustern der
Gesamtsteroide. Am Beispiel einer untersuchten Probe ist dieser Sachverhalt in
Abbildung 7 dargestellt. Alle anderen untersuchten Proben verhalten sich vergleichbar.
Der Gesamtsteroidgehalt ist hoher als der Steroidgehalt des polaren Extraktes. Die
Verhdltnisse der einzelnen Steroide zueinander unterscheiden sich zwischen
Gesamtsteroidgehalt und polarem Extrakt nur wenig.

Die Muskelproben zeigten Fettgehalte zwischen 0,8 g/100g Muskelgewebe und
3,0 g/100g Muskelgewebe. Weder der Steroidgehalt des polaren Extraktes noch der
Steroidgehalt des unpolaren

Extraktes sind vom intra- Gesamtsteroidgehalt - polarer Extrakt
muskularen Fettgehalt abhangig. 3500

Daraus folgt, dal3 auch der 3000 W polare Extraktion ]
Gesamtsteroidgehalt keine Ab- 2500 [ Gesamtsteroidgehalt
hangigkeit vom intramuskularen g 2000

Fettgehalt zeigt. Die Unter- | 2

schiede der Proben in ihren | & 1500

Steroidgehalten werden durch die 8 1000 ]

individuellen  Unterschiede der 500
Steroidproduktion der Ochsen o I | o=

und nicht durch den vorliegen-

. . . o A\ Qe \ N S
den Fettgehalt bestimmt. Hierbei &€ 0\/\929\6‘0 o9 o0 58 0 e
. =) =)
muf anderer-seits bedacht \gN\é (//Q\\ec“‘ N\&O P(\&O < @ @
(@)

werden, daf die intramuskularen
Fettgehalte der untersuchten Abbildung 7 — Gesamtsteroidgehalt ermittelt aus der Summe des
Proben recht gering und polaren und des unpolaren Extraktes im Vergleich
vergleichbar sind. zum Steroidgehalt des polaren Extraktes

Aus dieser Untersuchung laft sich folgern, dal’3 die Extraktion von Muskelgewebe mit
polaren Lésungsmitteln nicht ausreichend fir eine vollstandige Extraktion der enthaltenen
Steroide ist. Die voneinander abweichenden Gehalte der polareren Steroide in den
unpolaren Extrakten kdnnen dadurch eine unterschiedliche Lokalisation der Steroide im
Gewebe verursacht werden. Steroide, die in Zellen mit héherem Fettgehalt vorliegen,
kénnen vermutlich unvollstandig mit einem Methanol-Wasser-Gemisch extrahiert werden.
Ein weiterer Grund fur die unvollstdndige Extraktion mit Methanol-Wasser-Gemischen
kann die Ldslichkeit der Steroide sein. Diese sind in etwas weniger polaren
Lésungsmitteln wie Methanol ohne Wasseranteil oder Ethylacetat besser l8slich.

Deutlich wird, daR die Bestimmung des Gesamtsteroidgehaltes durch Extraktion mit
Methanol-Wasser-Gemischen nicht mdéglich ist. Es mul3 also beachtet werden, daf3 die
ermittelten Steroidgehalte mit Literaturdaten oder Literaturdaten untereinander, sofern
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unterschiedliche Extraktionsverfahren zur Analyse dieser Werte herangezogen wurden,
nicht vergleichbar sind. Die Steroidhormonmuster des polaren Extraktes und der
Gesamtsteroide unterscheiden sich jedoch nicht wesentlich.

Von der CEC wurden Steroidgehalte publiziert, die als Anhaltspunkt fir den Nachweis
einer Anabolikabehandlung von Rindern dienen sollen. Diese Daten basieren auf
Analysenwerten aus immunologischen Methoden, die nach polarer Extraktion ermittelt
wurden. Dieser Sachverhalt muf3 bei der Bewertung von Ergebnissen, die einen
Ruckschlu? auf die Anabolikabehandlung eines Rindes gestatten sollen, bericksichtigt
werden. Abschatzungen, die lUber die Steroidaufnahme Uber das Nahrungsmittel Fleisch
gemacht wurden, missen ebenso kritisch betrachtet werden. In den meistens Fallen
wurden sie auf Basis von Werten gemacht, die nach polarer Extraktion ermittelt wurden.

6.3 Bestimmung von Steroiden in Fettgewebe

Steroidgehalte in Fettgewebe wurden bisher hauptsachlich zum Nachweis eines
Anabolikaeinsatzes ermittelt. Dabei handelt es sich in den meisten Fallen um die
Bestimmung einzelner Steroide, die mittels immunologischer Methoden durchgefiihrt
wurde (HENRICKS et al., 1983; GAIANI & CHIESA, 1986; MEYER, 1990; SCIPPO et al.,
1993).

Die Bestimmung von Steroidhormonmustern in Fettgewebe wurde noch nicht
durchgefiihrt, da Fettgewebe als Matrix bei der Steroidbestimmung analytische Probleme
aufwirft. So ist eine Abtrennung der Steroide aus einer Fettmatrix aufgrund ihrer guten
Fettloslichkeit ausgesprochen schwierig. Des weiteren bereitet die unterschiedliche
Polaritdt der 10 ausgewahlten Steroide bei Wasch- und Elutionsschritten Probleme,
wohingegen die Bestimmung eines Steroids einfacher durchzufiihren ist. Ebenfalls
problematisch gestaltet sich die Wahl der Probenmenge. Fur die immunologischen
Methoden ist nur eine relativ geringe Probenmenge aufgrund ihrer hohen Empfindlichkeit
im Gegensatz zu GC-MSD-Methoden notwendig. Aufgrund der gréReren Selektivitat der
immunologischen Methoden und aufgrund der geringeren erforderlichen Probenmenge ist
keine so aufwendige Reinigung des zu untersuchenden Extraktes wie fir die
Untersuchung  mittels GC-MSD  notwendig. Fur die  Bestimmung  von
Steroidhormonmustern mittels GC-MSD in Fettgewebe sind also im Gegensatz zu den
immunologischen Methoden vergleichbar gro3e Probenmengen notwendig. Schon bei der
Bestimmung der Steroidhormonmuster von intramuskularem Fettgewebe wurde
festgestellt, daf3 kleine Mengen Fett Storpeaks bei der gaschromatographischen Analyse
hervorrufen, die zudem noch mit den Steroiden vergleichbare Massen im SIM-Modus
zeigen. Durch Fettriickstande in der Probe wird die lonenquelle und der Quadrupol des
Massenspektrometers stark verschmutzt, so da3 die Empfindlichkeit des Gerates leidet
und eine haufige Reinigung notwendig wird. Diese Umstande machen eine mdglichst
vollstandige Abtrennung der Fettkomponenten notwendig.

Um Steroidhormonmuster in Fettgewebe bestimmen zu kénnen, muf3te zunadchst die
richtige Probenmenge ausgewahlt werden. Weiterhin muf3te eine Methode zur Extraktion
der Steroide sowie eine Methode zur Abtrennung der Matrix entwickelt werden.

Fur die Abtrennung der Fettkomponenten einschlieR3lich der Steroidfettsaureester wurde
eine saulenchromatographische Methode entwickelt. Die weitere Probenvorbereitung
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wurde an die bestehende Methode zur Bestimmung von Steroidhormonmustern in
Muskelgewebe angeglichen.

6.3.1 Wahl der Probenmenge und Extraktion der Steroide aus Fettgewebe

6.3.1.1 Wahl der Probenmenge

Bei der Wahl der Probenmenge soll sowohl dem Umstand Rechnung getragen werden,
dal3 eine grofRe Probenmenge zu starken Verunreinigungen fihrt als auch dem Umstand,
dal3 eine bestimmte Probenmenge notwendig ist, um einige Steroide nachweisen zu
kénnen. Von SCIPPO et al. (1993) wird ein funf- bis acht mal héherer Testosterongehalt
in Fettgewebe von mannlichen Kalbern als in Muskelgewebe beschrieben. Von
HOFFMANN & RATTENBERGER (1977) wurden bei Bullen sogar zehnmal hdhere
Gehalte im Fett- als im Muskelgewebe ermittelt. Androstendion liegt laut GAIANI &
CHIESA (1986) bei mannlichen Kaélbern in bis zu vierzig mal héheren Gehalten im
Fettgewebe gegeniiber Muskelgewebe vor. Bei Bullen betrédgt der Faktor 30, bei
weiblichen Kéalbern etwa 10.

Aufgrund dieser Angabe wurden 5 g Fettgewebe als Probenmenge gewéhlt. Da die
Steroide in 20 g Muskelgewebe gut zu quantifizieren sind, sollte auch bei einer nur
leichten Erhdéhung der Gehalte im Fettgewebe gegeniber dem Muskelgewebe diese
Menge fir eine Bestimmung ausreichend sein.

6.3.1.2 Extraktion der Steroide

VAN LOOK et al. (1989) homogenisierten zur dunnschichtchromatographischen
Bestimmung von Anabolika in Fettgewebe dieses mit n-Hexan. Anschlie3end wurde das
Homogenat auf 40 ° C erhitzt, bis sich das Fett vollstandig in dem Lésungsmittel gelost
hatte.

EDELHAUSER (1989) wahlte eine andere Methode, um Androstenon in Fettgewebe von
Ebern zu bestimmen. Das Fettgewebe wurde in einem Mikrowellengerat ausgelassen und
anschliel3end in Losungsmittel aufgenommen.

Da bei der Erwarmung des Fettes in Losungsmittel viel Lésungsmittel verdampft, wurde
das Fett in gefrorenem Zustand mit Hilfe eines Mixers homogenisiert und anschlieRend in
der Mikrowelle ausgelassen. Das fliissige Fett wurde in n-Hexan aufgenommen und mit
Hilfe eines Ultra-Turrax homogenisiert. Nach Zentrifugation wurde das n-Hexan dekantiert
und der Rickstand nochmals mit Ethylacetat extrahiert. Das Ethylacetat wurde ebenfalls
dekantiert und am Rotationsverdampfer entfernt. Der Rickstand der Ethylacetat-
Extraktion wurde in wenig Ethylacetat gelést und mit n-Hexan aufgenommen. Beide n-
Hexan Phasen wurden vereinigt.

Der Ruckstand der Fettextraktion besteht aus Bindegewebe. So ist davon auszugehen,
daR eine vollstandige Extraktion der Steroide erfolgte.

Die Arbeitsvorschrift fur die Extraktion der Steroide aus Fettgewebe findet sich in
Anhang 9.8.
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6.3.2 Saulenchromatographie

Mit Hilfe eines saulenchromatographischen Verfahrens sollten Bestandteile der Fettmatrix
von den freien Steroiden getrennt werden. Gleichzeitig sollte die Abtrennung der
Steroidfettsaureester erfolgen. Grundsatzlich werden fir die Isolierung von Steroiden aus
Gewebe-Extrakten und Losungen mittels Saulenchromatographie als Sorbentien sowohl
Normalphasen als auch Umkehrphasen eingesetzt. VAN LOOK et al. (1989) beschreiben
die Reinigung eines Steroidextraktes aus Fettgewebe an C 18-Material. Hierzu missen
die Steroide allerdings zunéchst in ein polares Losungsmittel Giberfihrt werden.

Um den hergestellten n-Hexan-Extrakt direkt chromatographieren zu kénnen, muf3 die
Saulenchromatographie an einer Normalphase stattfinden. Die Trennung von Lipidklassen
an Kieselgel wurde schon durchgefuhrt. Hierbei ist zum Beispiel die Trennung von
Cholesterin und seinen Fettsaureestern moglich (AL-AHMAD, 1991). Zahlreiche Autoren
verwendeten Kieselgel fir die Reinigung von Steroidextrakten (STAN & HOHLS, 1979;
HSU et al., 1988; BETTIN & FURST, 1989; BELLO, 1992).

Als Sorbensmenge wurde nach Vorversuchen mit 5 g Fettgewebe 8 g Kieselgel gewahlt.

Die Corticoide Cortisol und Cortison sollten in die Bestimmungen mit einbezogen werden.
Da die polaren Corticoide schwer von polaren Sorbentien zu eluieren sind, setzten
HARTMANN & STEINHART (1997a) mit Wasser desaktivierte Kieselgel-Kartuschen fir
die Reinigung einer Fraktion ein, die Corticoidhormone enthielt. Auch von ANDERSSON
& SJOVALL (1983) wird die Elution der polaren Steroide von Kieselgel als problematisch
beschrieben. Aus diesem Grund sollte das einzusetzende Kieselgel einer Desaktivierung
unterzogen werden, um eine Elution dieser polaren Steroide zu ermdglichen. Die
Desaktivierung wurde nach Trocknung des Kieselgels durchgefuhrt. Das Kieselgel wurde
mit dem zur Desaktivierung gewahlten Wasseranteil versetzt und Gber Nacht mit Hilfe
einer Rollmaschine bewegt.

Trotz Desaktivierung des Kieselgels mit 30 % Wasser konnten nur Wiederfindungsraten
von 20 — 30 % fur Cortison und Cortisol mit dem Einsatz von Methanol als starkem
Elutionsmittel erzielt werden. Da das Vorliegen von Corticoidhormonen aufgrund ihrer
Polaritéat in Fettgewebe weniger wahrscheinlich erscheint, wurde in Anbetracht der
auftretenden Probleme auf die Bestimmung von Cortison und Cortisol in Fettgewebe
verzichtet. FUr die Bestimmung der anderen Steroide wurde eine Desaktivierung des
Kieselgels mit 20 % Wasser gewabhlt, die bei Standardlésungen gute Wiederfindungsraten
ergab. Die Waschschritte sollten so gewahlt werden, dalR eine Trennung von freien
Steroiden und Steroidfettsaureestern gewéhrleistet ist. Da nicht bekannt ist, mit welchen
Fettsauren Steroide in Fettgewebe verestert vorliegen, wurde Testosteronenanthat als
Standardsubstanz gewahlt. Bei Enanthsaure handelt es sich um eine Fettsdure mit kurzer
Kettenldnge. Da es sich bei Testosteronenanthat aufgrund der Veresterung mit einer
Fettsaure kurzer Kettenldnge um einen relativ polaren Steroidfettsdureester handelt, ist
gewabhrleistet, dal alle weniger polaren Steroidfettsdureester leichter von Kieselgel
eluierbar sind. Die geringere Polaritat der Ester ist dabei auf langerkettige Fettséduren
zurlckzufuhren. Da bisher hauptsachlich Ester zwischen Steroiden und Linol-, Stearin-,
Arachidon- und Linolenséaure beschrieben wurden (LARNER et al.,, 1993), ist ein
Vorliegen von Steroidfettsdureestern mit kurzkettigen Fettsduren weniger wahrscheinlich.

Nach der Probenaufgabe wurde die Saule mit n-Hexan, einem n-Hexan/Ethylacetat-
Gemisch der Zusammensetzung 90/10 V/V und anschlieBend mit einem n-
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Hexan/Ethylacetat-Gemisch der Zusammensetzung 75/25 V/V gewaschen. Mit dem
letztgenannten Gemisch wird Testosteronenanthat eluiert. Die Waschlésungen wurden
vereinigt und enthalten damit die Steroidfettsaureester, die ahnlich polar oder unpolarer
als Testosteronenanthat sind, sowie alle unpolaren Fettbestandteile aber keine Steroide.
Die Elution der freien Steroide erfolgte mit Methanol. Eine Beschreibung der Methode
findet sich in Anhang 9.9.3.3.

6.3.3 Reinigung d er Fraktion der freien Steroide

Das methanolische Eluat der Kieselgelsdule wurde am Rotationsverdampfer eingeengt,
um Reste von Ethylacetat und Reste von n-Hexan zu entfernen. Der Rickstand wurde in
70 mL Methanol und 20 mL Wasser aufgenommen. Diese Ldsung wurde, wie fur die
Bestimmung von Steroiden in Muskelgewebe beschrieben, zweimal mittels flussig-flissig-
Extraktion mit n-Hexan von weiteren unpolaren Bestandteilen gereinigt. Die methanolisch-
walRrige Lésung wurde mit Hilfe des Vakuumrotationsverdampfers von Methanol befreit
und die walrige Losung wie in Kapitel 4.2 beschrieben lber eine C 8-Kartusche zur
Festphasenextraktion gereinigt. Dabei wurde der in Kapitel 4.2 beschriebene
Elutionsschritt fir die Corticoide in diesem Fall als Reinigungsschritt benutzt, um polare
Substanzen abzutrennen. Die anschlieBende Extraktion mit Kalilauge, die bei der
Steroidbestimmung im Muskelgewebe der Erfassung der Estrogene dient, wurde als
Reinigungsschritt beibehalten, obwohl keine Estrogene erfaldt werden sollten. Durch die
Kalilauge werden Reste von Triglyceriden verseift und in die alkalische waRrige Phase
Uberfihrt.

Eine Darstellung des Analysenweges erfolgt in Abbildung 8.

Eine Beschreibung der Methode befindet sich in Anhang 9.9.3.4.

6.3.4 Umesterung und Reinigung der Fraktion der Steroidfettsdureester

Die vereinigten Waschfraktionen der Kieselgelsdule, die die Steroidfettsaureester
enthalten, wurden zur Trockene gebracht. Der Rickstand wurde mit 20 mL der in Kapitel
6.1.2 beschriebenen Umesterungsldsung versetzt. Nach 30 Minuten bei Raumtemperatur
und mehrmaliger Behandlung der Losung im Ultraschallbad wurde die Lésung mit
Salzsaure neutralisiert. Es folgte eine Extraktion der LOsung mit Chloroform. Die
organische Phase wurde am Vakuumrotationsverdampfer zur Trockene gebracht. Der
Ruckstand wurde in n-Hexan aufgenommen und wie in Kapitel 6.4.1 beschrieben weiter
behandelt.

Eine Darstellung des Analysenweges erfolgt in Abbildung 8.

Eine Beschreibung der Methode befindet sich in Anhang 9.9.3.5.

6.3.5 Ermittlung von Methodenparametern fir die Bestimmung freier Steroide in
Fettgewebe

Da mit der entwickelten Methode zur Bestimmung von Steroidhormonmustern in
Fettgewebe alle Proben des Tierversuchs untersucht werden sollten, sollte die
Reproduzierbarkeit der Methode Uberprift und eine Kalibrierung durchgefihrt werden, um
den Linearitatsbereich zu tGberprifen.
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Fettgewebe

Auslassen in der
Mikrowelle
Extraktion
(n-Hexan/Ethylacetat)
Umesterung ’—>
N
t ,
Steroid- Saulenchromatographie

fettsureester (Kieselgel)

v

Freie Steroide

Flussig-flissig
Extraktion
(n-Hexan)

Weiter wie in Kapitel 4.2 beschrieben

Abbildung 8 - Schematische Darstellung der Methode zur Bestimmung von freien
Steroiden und Steroidfettsdureestern in Fettgewebe

6.3.5.1 Linearitatsbereich

Die Linearitat der Methode zur Bestimmung von Steroiden in Muskelgewebe wurde im
Bereich von 50 ng/kg bis 1600 ng/kg fur die Androgene und 100 ng/kg bis 4300 ng/kg fur
Pregnenolon und Progesteron Uberprift. Es ergaben sich Regressionskoeffizienten von
r> 0,995 mit Ausnahme von Androstanolon, das einen Regressionskoeffizienten von
0,990 aufwies (HARTMANN & STEINHART, 1997a). Daraus ergibt sich eine Linearitat im
Konzentrationsbereich ab 200 ng/kg fur die Androgene und 400 ng/kg fir Pregnenolon
und Progesteron, da sich die Einwaage von Fett- und Muskelgewebe um den Faktor 4
unterscheidet. Die Umrechnung der eingesetzten Standardkonzentrationen in ng/kg-
Gehalte findet sich in Anhang 9.2.6.2.

Da in Fettgewebe hohere Steroidkonzentrationen erwartet wurden, sollte Uberprift
werden, ob eine Linearitat auch noch bei hdheren Konzentrationen gegeben ist. Aus
diesem Grund wurden Kalibriergeraden fir beide Massen der eingesetzten Steroide
aufgenommen. Es wurden Standardlésungen mit den in Anhang 9.2.6.2 angegebenen
Konzentrationen und Volumina eingesetzt, wobei fir P 4 und P 5 160 pl und 320 pl der
Kalibrierlésung eingesetzt wurden (siehe Anhang 9.2.6.1).
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Tabelle 8 — Kalibrierung fiir die Messung der Steroide im Fettgewebe

Steroid P1 P2 P3 P4 P5 1. Masse | 2. Masse
[ng/kg] | [ng/kg] | [ng/kg] | [ng/kg] | [ng/kg] r r
cis-Androsteron 1176 2352 4704 9408 14700 0,998 0,997
DHEA 540 1080 2160 4320 6750 0,999 0,999
Epitestosteron 420 840 1680 3360 5250 0,995 0,998
Androstanolon 666 1332 2664 5328 8325 0,999 0,999
Androstendion 594 1188 2376 4752 7425 0,999 0,998
Testosteron 552 1104 2208 4416 6900 0,999 0,999
Pregnenolon 5342 10684 21368 42736 66775 0,996 0,998
Progesteron 4582 9164 18328 36656 57275 0,997 0,998

r = Korrelationskoeffizient

Die fur die einzelnen Steroide ausgewahlten Massen finden sich in Anhang 9.5. In
Tabelle 8 sind die Standardgehalte der einzelnen MelRpunkte Pl bis P5 sowie die
Regressionskoeffizienten fir die beiden Massen des jeweiligen Steroids angegeben.

Eine Linearitat ist fir die Steroidmessung auch in diesen Konzentrationsbereichen
gegeben. Dies ist sogar bei den sehr stark erhthten Gehalten fur Pregnenolon und
Progesteron der Fall. Einen Regressionskoeffizienten r < 0,995 wies keines der
untersuchten Steroide auf.

6.3.5.2 Bestimmung von Wiederfindung sraten und Verfahrensvariationskoeffizienten

Um systematische Fehler auszuschlieRen, wurden die Wiederfindungsraten fur die
einzelnen Steroide ermittelt. Die Bestimmung der Wiederfindungsraten erfolgte tber die
Analyse von sieben dotierten Proben und sieben undotierten Proben. Die Berechnung der
Wiederfindungsraten muf3te Gber die Differenz der Steroidgehalte zwischen dotierten und
undotierten Proben erfolgen, da kein tierisches Fett existiert, das frei von Steroiden ist. Es
wurden 80 g Fettgewebe homogenisiert, siebenmal je 10 g eingewogen und extrahiert.
Die Extrakte wurden anschlie3end geteilt und jeweils ein Teil dotiert. Dabei wurden alle

Tabelle 9 — Durchschnittliche Wiederfindungsraten

Steroid Wiederfindung srate [%]
cis-Androsteron 56
DHEA 59
Epitestosteron 44
Androstanolon 59
Androstendion 91
Testosteron 44
Pregnenolon 36
Progesteron 85

dotierten Proben mit demselben Volumen derselben Standardldsung versetzt. Es wurde
jeweils die Differenz der zusammengehdrenden dotierten und undotierten Probe gebildet.
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Die ermittelten mittleren Wiederfindungsraten aus den Analysen der dotierten und
undotierten Proben sind in Tabelle 9 angegeben.

Die Gehalte der Dotierung, die Gehalte der einzelnen Probenpaare ebenso wie die
Berechnung der Wiederfindungsraten sind in Anhang 9.3 angegeben.

Die Prazision der Messung wird durch die Variationskoeffizienten der dotierten und
undotierten Proben charakterisiert. In Tabelle 10 sind die bestimmten mittleren Gehalte
der dotierten und undotierten Proben sowie ihre Standardabweichungen und
Variationskoeffizienten angegeben.

Tabelle 10 — Mittelwerte der dotierten und undotierten Proben sowie Standardabweichungen und
Variationskoeffizienten

Steroid n MW S CVv MW S CVv

mokal | fngig) | e | M9 ngig) | e

undo tierte Proben dotierte Proben

cis-Androsteron 7 | 754 471 62,4 2062 186 9,0
DHEA 7 |727 247 34,0 1378 127 9,2
Epitestosteron 7 |337 89 26,5 703 46 6,5
Androstanolon 7 504 251 49,8 1293 406 31,4
Androstendion 7 1259 464 36,9 2345 339 14,5
Testosteron 7 356 162 45,5 841 268 31,9
Pregnenolon 7 | 7906 892 11,3 11777 765 6,5
Progesteron 7 |44862 9026 20,1 52653 5494 10,4
CV = Variationskoeffizient

MW = Mittelwert
s= Standardabweichung

Die Variationskoeffizienten fir die undotierten Proben lagen wesentlich héher als die der
dotierten Proben. Besonders hoch fielen diese fir cis-Androsteron, Androstanolon und
Testosteron aus. Die Ursache fir die stéarkeren Schwankungen zwischen den undotierten
Proben konnte nicht abschlieBend geklart werden. Moglich ist, dal3 die geringeren
Gehalte in den undotierten Proben fir diese Schwankungen verantwortlich waren. Durch
gleich starke Interferenzen von Stérsubstanzen waren die Peaks der Analyten bei
groReren Gehalten leichter von der Matrix zu differenzieren als bei geringeren Gehalten.
Die CEC fordert Verfahrensvariationskoeffizienten unter 45 % bei Steroidgehalten unter
1 pg/kg und fur Steroidgehalte zwischen 1 und 10 pg/kg Verfahrensvariationskoeffizienten
unter 32 % (93/256/EEC).

Die Variationskoeffizienten von DHEA, Epitestosteron, Pregnenolon und Progesteron
entsprachen diesen Anforderungen sowohl bei den dotierten als auch bei den undotierten
Proben. cis-Androsteron, Androstanolon und Testosteron entsprachen den Anforderungen
fur Steroidgehalte unter 1 pg/kg nicht, wobei die Variationskoeffizienten fir Androstanolon
und Testosteron mit 49,8 % und 45,5 % nur knapp Uber den geforderten 45 % liegen. Im
Bereich von 1 bis 10 pg/kg entsprechen sowohl cis-Androsteron als auch Androstanolon
und Testosteron den Anforderungen.
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Da es sich bei diesen Untersuchungen um erste Analysen von Fettgewebe handelt und
anhand einzelner Steroidgehalte keine Aussagen Uber die Behandlung eines Tieres
getroffen werden sollen, wird diese Methode trotz auftretender Schwankungen in dieser
Form eingesetzt

6.3.5.3 Grenze des praktischen Arbeitsbereichs

Da die untersuchten Steroide naturlich in Rinderfettgewebe vorkommen, ist eine
Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen nicht mdglich. Es existiert kein
Fettgewebe, das frei von Steroiden ist, so dal3 keine Blindproben zur Verfligung stehen.
Ersatzweise wird die ,Grenze des praktischen Arbeitsbereiches” (GdpA) angegeben
(HARTWIG, 1993). Die GdpA gibt an, bis zu welcher Konzentration die betreffende
Substanz erfahrungsgemafd mit ausreichender analytischer Sicherheit identifiziert und
quantifiziert werden kann. Bei der Abschatzung der GdpA wird von folgenden Kriterien
ausgegangen:

Pg18
100 %| 1 cis-Androsteron  100%=6.000
8 2 DHEA
3 Epitestosteron
4 Androstanolon
5 Androstendion
1 6 Testosteron
75 % 7 Methyltestosteron
8 Pregnenolon
7 8a Pregnenolon-Nebenpeak
9 Progesteron
9a Pogesteron-Nebenpeak
50 %
1
25 %
1300 1330 1400 1430 1500 1530 1600 16:30 17:00
75 o Intensitat [%)] 8
0

50 %

25%

8a
9a

1300 1330 1400 1420 15,00 1530 1600 1820 170

Abbildung 9 — SIM-Chromatogramm einer Fettprobe (oben) und eines Steroid-Standards (unten)
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» Die Identifizierung und Quantifizierung wurde Uber mdoglichst zwei verschiedene
Massenfragmente des Steroids ausgefuhrt.

» Die Uber diese Fragmentionen erzielten Ergebnisse weichen vom Mittelwert nicht
mehr als 10 % ab.

» Die Signale der einzelnen Fragmentionen sind dabei 3 x hoher als die Intensitat des
mittleren Grundrauschens der lonenspur.

Die Grenze des praktischen Arbeitsbereiches lag fur alle Steroide in Fettgewebe bei
100 ng/kg.

Die Abbildung eines Probenchromatogramms im Vergleich zu einem Steroid-Standard ist
in Abbildung 9 zu sehen. Eine Differenzierung der Peaks der Analyten von denen der
Matrixbestandteile ist moglich.

6.3.6 Nachweis von Steroidfettsaureestern in Fettgewebe

Zum Nachweis von Steroidfettsaureestern in Fettgewebe wurde die in Kapitel 6.3.4
beschriebene Methode angewendet. Die Reinigung der durch Umesterung verdnderten
Matrix gestaltete sich schwierig. Die veranderte Matrix verhielt sich deutlich anders als der

fsesters3?2
Total 100%=4f: 000

100 %

cis-Androsteron
DHEA
Epitestosteron
Androstanolon
Androstendion
Testosteron
Methyltestosteron =
Interner Standard

8 Pregnenolon

8a Pregnenolon-Nebenpeak
9 Progesteron

9a Pogesteron-Nebenpeak
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Abbildung 10 - SIM-Chromatogramm eine umgeesterten Eluats der Kieselgelsaule im
Vergleich zu einem Standard-Chromatogramm

unveranderte Fettextrakt. Die aus den Triglyceriden entstandenen Fettsduremethylester

47



6 Methodenentwicklung: Durchfiihrung, Ergebnisse und Diskussion

waren wesentlich polarer. Dies erschwerte eine Abtrennung der veranderten Matrix. Aus
diesem Grund erwies sich eine Identifizierung von Steroiden in den Proben als schwierig.
Zwar traten Substanzen mit den fir die Analyten charakteristischen Massen zu den
erwarteten Retentionszeiten auf, aber die Uber die Fragmentionen eines Steroids erzielten
Ergebnisse wichen weit mehr als 10 % vom Mittelwert ab. Aus diesem Grund war kein
Steroid in dem umgeesterten Extrakt eindeutig nachweisbar. Weitere Versuche zur
Reinigung des Extraktes mit unterschiedlichen Extraktionsverfahren brachten keine
Verbesserung. In Abbildung 10 sind zwei SIM-Chromatogramme dargestellt. Das eine
zeigt einen Steroid-Standard, das andere eine umgeesterte Probe. Deutlich kann man die
Verunreinigungen im Proben-Chromatogramm erkennen.

Da die Abtrennung der Matrix nach Umesterung nicht ausreichend gelang, wurde als
alternatives Verfahren zur Freisetzung der Steroidfettsaureester die Verseifung
eingesetzt, um andere Mdglichkeiten der Matrixabtrennung zu erproben. Eine Verseifung
der Probe mit anschlielBendem Fallen der Seifen mit Calciumchlorid gelang allerdings
ebenso wenig wie eine Abtrennung durch Ausfrieren der Matrix, so daf} auch hier keine
weiterflhrenden Ergebnisse erzielt werden konnten.
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7 Untersuchung des Tierversuchs — Ergebnisse und

Diskussion

Die aus Muskelgewebe und Fettgewebe bestehenden Proben wurden auf
Es wurden polare und unpolare Extrakte des

Steroidhormonmuster

untersucht.

ihre

Muskelgewebes hergestellt und deren Steroidhormonmuster ermittelt. Weiterhin wurden
die Steroidhormonmuster des Fettgewebes bestimmt. Des weiteren wurde der Fettgehalt

der Muskelproben bestimmt.

7.1 Muskelgewebe

7.1.1 Muskelgewebe — Fettgehalt

Die Fettgehalte der Muskelgewebe wurden wie unter 4.3 beschrieben ermittelt. In der
Tabelle 11 sind sowohl die Fettgehalte der Muskelgewebe der einzelnen Tiere als auch
die aus diesen ermittelten Mediane der behandelten und der unbehandelten Ochsen der

einzelnen Schlachtgruppen angegeben.

Tabelle 11 — Fettgehalte der Muskelgewebe der Ochsen

Ochsen der Schlachtgruppe 1 Fettgehalt
unbehandelt [9/1009]
833 0,8

834 2,2

866 1,6

867 3,0
Median 19
Ochsen der Schlachtgruppe 2 Fettgehalt
unbehandelt [9/100q]
815 1,4

826 1,7

842 2,3

882 3,3
Median 2,0
Ochsen der Schlachtgruppe 3 Fettgehalt
unbehandelt [9/100g]
822 3,1

825 3,3

863 3,5

879 5,7
Median 3,4
Ochsen der Schlachtgruppe 4 Fettgehalt
unbehandelt [9/100g]
832 5,9

837 3,8

846 51

869 3,1
Median 4,5

Ochsen der Schlachtgruppe 1 | Fettgehalt
behandelt [g/100g]
818 1,8

828 1,1

831 1,9

839 1,7
Median 1,8
Ochsen der Schlachtgruppe 2 | Fettgehalt
behandelt [g/100g]
821 3,8

823 3,2

875 2,9

880 8,5
Median 3,2
Ochsen der Schlachtgruppe 3 | Fettgehalt
behandelt [9/100g]
816 3,0

817 7,4

864 6,7

873 4,9
Median 5,8
Ochsen der Schlachtgruppe 4 | Fettgehalt
behandelt [g/100g]
819 2,1

862 2,2

874 2,8

878 5,7
Median 2,6

Innerhalb der Gruppen wiesen einzelne Ochsen einen stark erhohten Fettgehalt des

Muskelgewebes auf,

der

durch

individuelle physiologische Unterschiede

in der

Fetteinlagerung zu erklaren ist. Auch visuell war bei den Proben mit hdherem Fettgehalt
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eine starkere Marmorierung des Muskelgewebes erkennbar. Da aus diesem Grund und
wegen der geringen Probenanzahl (vier) die abweichenden Werte nicht als Ausreil3er
angesehen werden (siehe 4.4), wird der Median anstelle des gegen Schwankungen
empfindlichen Mittelwertes angegeben.

Die Fettgehalte der untersuchten Proben lagen zwischen 0,8 und 8,5 %. Fur Ochsen der
Rasse Deutsches Fleckvieh wurden bei Gewichten zwischen 200 und 650 kg Fettgehalte
des MLD von 1,0 bis 8,2 % angegeben (OTTO et al., 1993). Dieses entspricht den
ermittelten Fettgehalten des MLD der untersuchten Ochsen der Rasse Charolais. Auch
die Angaben von SWEETEN et al. (1990) fur Fettgehalte des MLD von Ochsen im Alter
von 12 bis zu 20 Monaten mit 1,9 bis 6,2 % liegen im Rahmen der ermittelten Fettgehalte.
Die Rasse der von SWEETEN et al. (1990) untersuchten Ochsen wird nicht genannt.

Betrachtet man die medianen Fettgehalte der einzelnen Gruppen, so fallt auf, daf3 der
Median bei den unbehandelten Ochsen von Schlachtgruppe 1 (SG1) bis
Schlachtgruppe 4 (SG 4) zunahm. Mit zunehmendem Alter erfolgte also eine verstarkte
Fetteinlagerung in das Muskelgewebe. Dieser mit dem Alter ansteigende intramuskulare
Fettgehalt geht mit dem ansteigenden Lebendgewicht einher (OTTO et al., 1993). Auch
bei den behandelten Ochsen erfolgte ein Anstieg des Fettgehaltes von Schlachtgruppe 1
(SG 1) bis 3 (SG 3). Der Median des intramuskuldren Fettgehaltes der behandelten
Ochsen der Schlachtgruppe 4 (SG 4) war mit 2,6 % niedriger als der Schlachtgruppe 2
(SG 2) und 3 (SG 3).

In SG 2 und 3 trat ein hdherer Fettgehalt bei den mit Synovex-S behandelten Ochsen auf
als bei den unbehandelten. MADER et al. (1994) berichteten ebenso wie RUMSEY et al.
(1992a) von einer schwacheren Marmorierung des Muskelgewebes Mit Synovex-S
behandelter Ochsen. ONO et al. (1996) untersuchten unterschiedliche Muskeln von
Rindern, die mit Synovex-S behandelt wurden, und von unbehandelten Rindern
hinsichtlich ihres Fettgehaltes. Dabei stellten sie fest, daf® einige Muskeln der
untersuchten Tiere nach Synovex-S Behandlung einen leicht erhdhten Fettgehalt
gegenlber unbehandelten aufwiesen, andere einen geringeren. Erhoht waren die
Fettgehalte des Musculus supraspinatus, des Musculus triceps brachii und des Musculus
rector femoris der behandelten Ochsen. Niedriger waren die Fettgehalte der behandelten
Ochsen im Gegensatz zu den unbehandelten im Musculus psoas major und im Musculus
semitendinosus. HUNTER et al. (2000) untersuchten ebenfalls den Musculus
semitendinosus und ermittelten bei mit Synovex-S behandelten Ochsen ebenfalls einen
geringeren intramuskularen Fettgehalt als bei den unbehandelten Ochsen. Dieser nahm
nach Reimplantation sogar prozentual noch weiter ab. Dies 1aRt sich durch eine starkere
Zunahme des Proteinanteils und schwachere Zunahme des Fettanteils der behandelten
Ochsen im Gegensatz zu den unbehandelten Ochsen erklaren, wodurch der
intramuskulare Fettanteil prozentual sinkt. So zeigten nach RUMSEY et al. (1992b) mit
Synovex-S behandelte Ochsen eine tagliche Zunahme an Protein von 188 g und eine
Fettzunahme von 287 g. Unbehandelte Ochsen wiesen eine Proteinzunahme von 139 g
und eine Fettzunahme von 313 g auf.

Eine Aussage Uber die Erhdhung oder Minimierung des intramuskularen Fettgehaltes der
untersuchten Muskeln durch die Behandlung laf3t sich auf Grund der ermittelten Gehalte
nicht treffen. Der Fettgehalt der Muskeln der behandelten Ochsen ist in Schlachtgruppe
zwei und drei erhoht. In Schlachtgruppe 1 und 4 sind die Fettgehalte der Muskeln der
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unbehandelten

Ochsen

hoher. In

allen

untersuchten

Schwankungen des Fettgehaltes des MLD auf.

7.1.2 Muskelgewebe — polarer Extrakt

Vom MLD

jedes
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wurde ein
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Gruppen
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Steroidhormonmuster mit Hilfe der unter 4.2 beschriebenen Methode ermittelt.

1200
1100
1000

900 B

800

700
600

Gehalt [ng/kg]

500
400
300

200
100

o [

1200
1100
1000
900 -+
800 +

Gehalt [ng/kg]

400 -
300 +
200 +
100 +

unb ehandlte Ochsen: Mediane und Schwankungsbreiten

700 +
600 +
500 +

SG1unbehandelt

SG2 unbehandelt SG3unbehandelt

i

SG4 unbehandelt

Synovex-S Ochsen: Mediane und Schwankungsbreiten

[l Pregnenolon

[0 Progesteron

O DHEA

O Androstendion
[ Testosteron

W Androstanolon
W Epitestosteron
M cis-Androsteron

i

T

0 ES

Th ]

SG1 Synovex-S

SG2 Synovex-S

SG3 Synovex-S

M Pregnenolon

O Progesteron

O DHEA

O Androstendion
Il Testosteron

W Androstanolon
M Epitestosteron
M cis-Androsteron

M

SG4 Synovex-S

Abbildung 11 — Steroidhormonmuster der polaren Extrakte des Muskelgewebes;
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Ermittelt wurden sowohl die Gehalte der Androgene und Gestagene als auch der
Corticoidhormone Cortison und Cortisol. Die Angabe der Gehalte erfolgt in ng/kg. Die
Steroidgehalte der polaren Extrakte der MLD der einzelnen Tiere sind im Anhang 9.12.2
angegeben. Zur Charakterisierung der vier behandelten und der vier unbehandelten
Ochsen einer Schlachtgruppe wird jeweils der Median angegeben. Diese Mediane finden
sich ebenfalls in Anhang 9.12.2.

Abbildung 11 zeigt die Steroidhormonmuster der Androgene und Gestagene im
Muskelgewebe der behandelten und unbehandelten Ochsen. Dargestellt sind im oberen
Diagramm jeweils die medianen Steroidgehalte der unbehandelten Ochsen der
Schlachtgruppen 1 bis 4 als Saulen sowie die Schwankungsbreite der einzelnen Steroide
innerhalb der Gruppe als Linie. Der hdochste ermittelte Wert fir Progesteron in SG 1 sowie
der hdchste in der Gruppe ermittelte Wert fir Pregnenolon der SG 4 der unbehandelten
Ochsen liegen in dieser Darstellung aufRerhalb der gewahlten Skalierung. Diese wurde so
gewahlt, damit die Androgene, deren Vorstufen und Metaboliten trotz ihrer geringeren
Gehalten als Pregnenolon und Progesteron zu erkennen sind. Die nicht mehr
angegebenen oberen Gehalte der Schwankungsbreiten fir Pregnenolon und Progesteron
liegen bei etwa 5000 ng/kg. Im unteren Diagramm sind die Mediane der Steroidgehalte
der einzelnen Schlachtgruppen mit Schwankungbreiten fir die mit Synovex-S
behandelten Ochsen dargestellt. Wiederum liegen fir Pregnenolon in SG 1, SG 2 und
SG 4 und fir Progesteron in SG 1 die hochsten ermittelten Gehalte aul3erhalb der
Skalierung.

Die Steroide sind in den Diagrammen in ihrer biosynthetischen Reihenfolge angegeben.
Pregnenolon als Vorstufe ist, von links nach rechts betrachtet, als erstes Steroid
dargestellt. Darauf folgt das Gestagen Progesteron, das ebenfalls eine Vorstufe fur die
weitere Steroidsynthese ist. Es schlieBen sich DHEA und Androstendion als androgene
Vorstufen an. Anschlie3end sind die Wirkformen Testosteron und Androstanolon und
darauf folgend die Metaboliten Epitestosteron und cis-Androsteron dargestellit.

Beim Vergleich der Diagramme ist deutlich zu erkennen, dal3 kaum Unterschiede
zwischen den Steroidmustern der behandelten und unbehandelten Ochsen in den
einzelnen Schlachtgruppen bestehen. Weiterhin ist aufféllig, dal sehr groRRe
Schwankungsbreiten bei einzelnen Steroiden innerhalb einer Schlachtgruppe auftreten.

Pregnenolon und Progesteron wiesen hthere Gehalte im Muskelgewebe auf als die
Androgene. So lag Pregnenolon in allen Schlachtgruppen sowohl bei den behandelten als
auch bei den unbehandelten Tieren mit mehr als 200 ng/kg Muskelgewebe vor. 97 % der
ermittelten Gehalte lagen sogar Uber 400 ng/kg. Progesteron zeigte nur bei den
behandelten Ochsen eine starkere Erhéhung gegentiber den Androgenen.

Die Pregnenolon- und Progesterongehalte der einzelnen Schlachtgruppen sollen im
folgenden gegenibergestellt und verglichen werden. Anschliel3end folgt eine detaillierte
Betrachtung der Androgengehalte und der Corticoidgehalte.

Bei der Diskussion der ermittelten Steroidgehalte im Vergleich zu Literaturwerten muf3
immer berlicksichtigt werden, dal3 es Hinweise auf eine Abhangigkeit der kdrpereigenen
Steroidproduktion von der Rasse der untersuchten Rinder gibt. Dieser Zusamenhang
wirde sich auch in den Steroidgehalten der Muskeln widerspiegeln (THOMAS et al.,
1992; CROSS et al., 1984).

52



7 Untersuchung des Tierversuchs — Ergebnisse und Diskussion

Pregnenolon und Progesteron

Betrachtet man die Mediane der Pregnenolongehalte der unbehandelten Ochsen und
vergleicht sie mit den Medianen der Pregnenolongehalte der behandelten Ochsen der
einzelnen Schlachtgruppen, so zeigt sich das in Abbildung 12 dargestellte Bild.

Mediane der Pregnenolongehalte der
behandelten und un behandelten Ochsen

Gehalt [ng/kg]

Pregnenolon Synovex-S

Pregnenolon unbehandelt

SG2

SG3

SG 4

Abbildung 12 — Mediane der Pregnenolongehalte aller Schlachtgruppen —
behandelte und unbehandelte Ochsen

Die Mediane der Pregnenolongehalte der mit Synovex-S behandelten Ochsen waren in
den SG 1 bis 3 gegeniiber denen der unbehandelten Ochsen erhdht. Die ermittelten
Gehalte lagen fiur die unbehandelten Ochsen zwischen 210 und 1610 ng/kg. Die
behandelten Ochsen zeigten Gehalte zwischen 400 und 2010 ng/kg. Pregnenolongehalte
wurden bisher in Muskelgewebe nur selten ermittelt, da Pregnenolon keine anabole
Wirkung aufweist und im Steroidmetabolismus nur als Vorstufe von Bedeutung ist. Von
FRITSCHE et al. (1999) wurden fur Muskelgewebe des MLD von Ochsen der Rasse
Angus x Hereford bei einem Schlachtgewicht von etwa 500 kg Pregnenolongehalte von
2271 £ 263 ng/kg fur mit Synovex-S behandelte und fir unbehandelte Ochsen von
2317 + 273 ng/kg ermittelt. Dieses Schlachtgewicht entspricht dem der hier untersuchten
behandelten Ochsen der SG 2 und den unbehandelten Ochsen der SG 3. Die
unbehandelten Ochsen der SG 3 zeigten Pregnenolongehalte zwischen 560 ng/kg und
1190 ng/kg im MLD, die behandelten Ochsen Gehalte zwischen 720 ng/kg und
2010 ng/kg. Die Pregnenolongehalte der untersuchten Ochsen im Muskelgewebe waren
damit etwas geringer als die von FRITSCHE et al. (1999) ermittelten. Dies kann auf
unterschiedliche Aspekte zurtickzuflihren sein. So stellten FRITSCHE et al. (1998a) eine
Altersabhéngigkeit des Pregnenolongehaltes im Muskelgewebe von Ochsen fest. Der
Pregnenolongehalt nahm mit dem Alter der Ochsen zu. Die untersuchten Ochsen der
Rasse Charolais kénnen trotz des vergleichbaren Schlachtgewichtes jlinger als die von
FRITSCHE et al. (1999) untersuchten Ochsen der Rasse Angus x Hereford sein, da die
Gewichtszunahme mit dem Alter stark von der Rasse der Rinder abhéngig ist. Von
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FRITSCHE et al. (1999) wurde nur das Schlachtgewicht und nicht das Alter der Ochsen
angegeben. Fir Ochsen der Rasse Simmental im Alter von 372 = 14 Tagen gaben
FRITSCHE et al. (1998a) einen Pregnenolongehalt im Muskelgewebe von
450 + 110 ng/kg an. Dies entspricht in etwa dem Alter der untersuchten Ochsen der SG 2
mit einem Alter von etwa 365 Tagen. Diese Ochsen wiesen Pregnenolongehalte zwischen
210 und 1090 ng/kg auf.

Eine andere Untersuchung von FRITSCHE & STEINHART (1998) ergab einen
Pregnenolongehalt von 1240 ng/kg in Muskelgewebe von Ochsen der Rasse Hereford
und Hereford x Angus bei einem Schlachtgewicht zwischen 450 kg und 650 kg. Dies
entspricht etwa den hier ermittelten Gehalten fur unbehandelte und behandelte Ochsen
der SG 2 bis 4.

Wahrend sich die Mediane der Pregnenolongehalte der unbehandelten Ochsen von SG 1
bis SG 3 glichen, war von SG 3 zu SG 4 ein Anstieg um 300 ng/kg zu verzeichnen. Dieser
Anstieg kann auf eine schon erwahnte Zunahme des Pregnenolongehaltes mit dem Alter
(FRITSCHE et al, 1998a) oder auf starke individuelle Erhéhungen der
Pregnenolongehalte der Muskeln einzelner Tiere zurtickzuflihren sein.

Der Median der Pregnenolongehalte der behandelten Ochsen der SG 1 war gegenuber
dem der unbehandelten Tiere erhdéht. Von SG 1 zu SG 2 war ein Anstieg des
Pregnenolon-Medians der behandelten Ochsen zu erkennen, wohingegen von SG 2 zu
SG 3 eine leichte Abnahme zu verzeichnen war. Die Erhohung der Pregnenolongehalte
der behandelten Ochsen der ersten drei Schlachtgruppen gegentber den Gehalten der
unbehandelten Ochsen kann nicht direkt auf die Verabreichung des Synovex-S
Implantates zuruckgefuhrt werden, da es sich bei Pregnenolon um eine Vorstufe der
verabreichten Steroide Progesteron und 17B-Estradiol handelt. Eine Metabolisierung der
verabreichten Steroide zu Pregnenolon erscheint unwahrscheinlich, weil eine Bildung von
Pregnenolon aus Progesteron nicht bekannt ist. Bei der Bildung von Progesteron aus
Pregnenolon handelt es sich um eine enzymatische Reaktion, an der zum einen die 3[3-
Hydroxy-A°-steroid-Dehydrogenase (EC 1.1.1.145) und zum anderen die Steroid-A-
Isomerase (EC 5.3.3.1) beteiligt ist.

Bei verstarktem Auftreten einer Vorstufe bei Verabreichung der Wirkform kénnte ein
Ruckkopplungseffekt vorliegen. Dies bedeutet, da? durch Verabreichung der Wirkformen
Progesteron und 17(3-Estradiol die Bildung der Vorstufen angeregt werden wirde. Durch
physiologisch erhdhte Steroidgehalte sind vor allem negative Ruckkopplungseffekte
bekannt, die zum Beispiel die Ausschittung von FSH und LH unterdrticken (GOTTHARD,
1993). Uber eine Anregung der Steroidproduktion durch Steroidgaben ist bislang nichts
bekannt. Von SCIPPO et al. (1994) konnte bei der Verabreichung eines Testosteron-
Estradiol-Cocktails an Bullen und Farsen nur eine Senkung des Pregnenolongehaltes im
Plasma nachgewiesen werden. FRITSCHE et al. (1999) stellten bei der Untersuchung von
9 Ochsen, die mit Synovex-S behandelt wurden, keine Erhéhung des
Pregnenolongehaltes gegeniiber unbehandelten Ochsen fest. Allerdings wurden die von
FRITSCHE et al. (1999) untersuchten Ochsen nach einer Frist von 80 Tagen nach der
Implantation geschlachtet. Die Schlachtung aller Tiere erfolgte im Gegensatz zu dem hier
untersuchten Tierversuch alle zum gleichen Zeitpunkt nach der Implantation. Bei den
untersuchten behandelten Ochsen, bei denen ein erhdhter Pregnenolongehalt festgestellt
wurde, waren nur 42 Tage zwischen Implantation und Schlachtung vergangen, so daf3 es
mdglich ist, dal sich bei den untersuchten Ochsen im Gegensatz zu denen von
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FRITSCHE et al. (1999) der physiologische Pregnenolongehalt nach der Behandlung
noch nicht wieder eingestellt hat.

Zusatzlich zu dem Synovex-S Implantat wurden die Ochsen mit GHRH und TRH
behandelt. Diese veranlassen eine Freisetzung von Growth Hormone sowie eine
Freisetzung von Schilddrisenhormonen. Sowohl Wachstumshormone als auch
Schilddrisenhormone bewirken eine Steigerung des Wachstums Uber eine verstarkte
RNA-Synthese und Proteinsynthese, einen verstarkten Transport von Glucose und
Aminoséauren in die Zellen, eine verstarkte Lipolyse sowie eine erhéhte Stoffwechselrate
(ECKERT, 1986). Diese Faktoren haben aber keinerlei EinfluR auf die Steroidsynthese,
wahrend die Verabreichung von Synovex-S bei Ochsen auch zu einem hoheren
Plasmaspiegel von Thyroxin fuhrt (LONE, 1997). Die mit Synovex-S behandelten und die
unbehandelten Ochsen aller Schlachtgruppen bis auf SG 4 wurden mit GHRH und TRH
behandelt, so daR aufgrund der gleichen Behandlung weder Unterschiede zwischen
behandelten und unbehandelten Ochsen noch die Abnahme des Pregnenolongehaltes
der behandelten Ochsen der SG 4 auf die Verabreichung von GHRH und TRH
zurlckgefihrt werden kann.

Die starke Abnahme des Medians der Pregnenolongehalte der behandelten Tiere um
400ng/kg von SG3 zu SG4 laBRt sich im Falle des Vorliegens eines
Ruckkopplungseffektes auf die Schlachtung der SG 4 nach Uberschreiten der maximalen
Wirkzeit des dritten Implantates zurtickfihren. Wahrend die ersten drei Schlachtgruppen
ca. 40 Tage nach der letzten Implantation geschlachtet wurden, wurde diese Frist bei
SG 4 um 15 Tage Uberschritten. Die maximale Wirkung der Implantate zeigt sich nach
RUMSEY et al. (1992a) 30 bis 40 Tagen nach der Implantation. Wenn nach Uberschreiten
dieser Zeit auch die Freisetzung der Steroide aus dem Implantat nachlafit, ist so ebenfalls
eine Abnahme des Ruckkopplungseffektes vorstellbar, die eine Abnahme des
Pregnenolongehaltes bedingen wirde. Allerdings wurde beim Einsatz von Synovex-C,
das die Halfte der Steroidmengen von Synovex-S enthalt, bei Ochsenkalbern eine
Abnahme des Estradiolspiegels im Serum auf das Niveau der unbehandelten Kélber erst
nach 120 Tagen festgestellt, wahrend die hier festgestellte Abnahme bereits nach 55
Tagen auftrat (HANCOCK et al., 1991). Die Erh6hung des Estradiolspiegels des Serums
ist aber auf die direkte Freisetzung von Estradiol aus dem Implantat zurtickzuftihren.

Auch die medianen Progesterongehalte der mit Synovex-S behandelten Ochsen zeigten
eine Erhdéhung gegeniiber den unbehandelten (Abbildung 13). Allerdings trat diese
Erh6hung bei SG 2 bis SG 4, nicht aber bei SG 1 auf. In SG 1 zeigten die unbehandelten
Ochsen geringfigig hohere Progesterongehalte als die behandelten. Die
Progesterongehalte der Muskelgewebe der unbehandelten Ochsen lagen zwischen 60
und 4470 ng/kg. Die behandelten Ochsen wiesen Gehalte zwischen 220 und 2720 ng/kg
auf.

Progesterongehalte von Rindergeweben wurden haufig untersucht, da Progesteron
Anwendung in Anabolika-Cocktails findet. Betrachtet man die in der Literatur erwdhnten
Gehalte néher, so stellt man fest, dald widerspriichliche Angaben beziglich der Erhdhung
des Progesteronspiegels im Muskelgewebe bei einer Synovex-S Behandlung gemacht
werden.
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Mediane der Progesterongehalte der
behandelten und unbehandelten Ochsen

Gehalt [ng/kg]

1000

Progesteron Synovex-S

Progesteron unbehandelt

SG3

SG4

Abbildung 13 — Mediane der Progesterongehalte aller Schlachtgruppen —
behandelte und unbehandelte Ochsen

FRITSCHE & STEINHART (1998) ermittelten bei unbehandelten Ochsen der Rasse
Simmental und der Kreuzung Hereford x Angus mit einem Schlachtgewicht von 450 bis
650 kg Progesterongehalte zwischen 10 und 2330 ng/kg im Muskelgewebe. In einer
anderen Studie von FRITSCHE et al. (1999) werden fir Ochsen der Rasse Angus X
Hereford Progesterongehalte von 1211 + 251 ng/kg angegeben.

Fur mit Synovex-S behandelte Ochsen hingegen werden 811 + 135 ng/kg angegeben.
Damit wiesen die behandelten und unbehandelten Ochsen vergleichbare
Progesterongehalte im Muskelgewebe auf mit einer Tendenz zu geringeren Gehalten bei
behandelten Ochsen. Das Schlachtgewicht der Ochsen von etwa 500 kg entspricht dem
der hier untersuchten SG 2 (behandelte Ochsen) und 3 (unbehandelte Ochsen)
(Schlachtgewichte siehe Anhang 9.1). Die von FRITSCHE et al. (1999) untersuchten
Ochsen erhielten 160 und 80 Tage vor der Schlachtung ein Synovex-S Implantat. Die
Schlachtung der Ochsen des jetzt untersuchten Tierversuchs erfolgte etwa 40 Tage nach
der Implantation. Aus diesem Grund ist es méglich, da’ bei den von FRITSCHE et al.
(1999) untersuchten Ochsen eventuell eine Erhéhung des Progesterongehaltes im
Muskelgewebe nach 40 Tagen vorlag, diese Gehalte aber 80 Tage nach der Implantation
aufgrund der schwacher werdenden Progesteronfreisetzung aus dem Implantat
zurtickgegangen waren.

LONE (1997) zeigte anhand von Literaturdaten, dall die Progesterongehalte der
Muskelgewebe von mit Synovex-S behandelten Ochsen eines Behandlungsversuchs
kaum von denen unbehandelter Ochsen abwichen. Die Progesterongehalte der
behandelten Ochsen lagen im Bereich der physiologischen Gehalte, obwohl die Ochsen
dieses Tierversuchs Implantate im Abstand von 30 Tagen erhielten. Der von LONE (1997)
angegebene und von KUSHINSKY (1983) ermittelte Gehalt fir die unbehandelten Ochsen
betrug 270 + 330 ng/kg. Die Progesterongehalte der behandelten Ochsen lagen zwischen
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230 £ 530 ng/kg bei einem erhaltenen Implantat und bis zu 580 + 840 ng/kg bei flnf
Implantaten. Damit ist ein leichter Anstieg des Progesterongehaltes im Muskelgewebe zu
erkennen. Da laut FRITSCHE et al. (1998a) der Progesterongehalt nicht vom Alter der
Tiere sondern hochstens vom Fettgehalt des Muskelgewebes abhangig ist, ist der Anstieg
entweder auf eine Akkumulation durch das Implantat oder auf eine verstarkte
Fetteinlagerung zurlckzufihren. Weder Uber die Anzahl der untersuchten Ochsen noch
Uber deren Rasse und Alter werden von KUSHINSKY (1983) und LONE (1997) Angaben
gemacht.

Ein vdllig anderes Bild zeigen die von TSUJOKA & ITO (1992) ermittelten Ergebnisse. Es
wurden 30 Ochsen untersucht, die 30 bzw. 60 Tage nach Verabreichung eines Synovex-S
Implantates oder ohne Synovex-S Behandlung geschlachtet wurden. Die Kontrolltiere
zeigten mit 3890 £ 770 ng/kg einen weitaus hoheren Progesterongehalt als die
behandelten Tiere, die 30 Tage nach der Implantation 1930 + 270 ng/kg Progesteron und
60 Tage nach der Implantation 1700 £ 200 ng/kg Progesteron im Muskelgewebe
aufwiesen. Diese Gehalte sind sehr viel hoher als die von den anderen Autoren
beschriebenen. Dies mag auf unterschiedliche Methoden der Extraktion zuriickzufihren
sein. Wahrend FRITSCHE et al. (1998a, 1999) und HARTMANN & STEINHART (1997a)
die hier angewendete Methode der polaren Extraktion einsetzten, basieren die von
TSUJIOKA & ITO (1992) gemachten Angaben auf einer Diethyletherextraktion aus einem
Puffer-Probenhomogenat und anschlie@endem Radioimmunoasay. Wie schon unter
6.2.4.2 gezeigt ist die Extraktion mit unpolaren Ldsungsmitteln effektiver als die mit
polaren. LONE (1997) macht keine Angaben zur angewendeten Methode zur
Steroidbestimmung.

Aufgrund der abweichenden Daten ist verstandlich, warum SANTARIUS und RAPP
(1990) Muskelgewebe als nicht geeignetes Substrat fur die Kontrolle eines illegalen
Progesteron-Einsatzes in der Rindermast ansahen. Die COMMISSION OF EUROPEAN
COMMUNITIES (1989) gibt einen Progesterongehalt fir das Muskelgewebe von Rindern
an, der fur die Differenzierung zwischen behandelten und unbehandelten Rindern
eingesetzt werden soll. Da bei der Kontrolle des Produktes Fleisch dessen
geschlechtliche Herkunft selten bekannt ist, sollte von den hdchsten, natlrlich im
Muskelgewebe vorkommenden Gehalten ausgegangen werden. Diese liegen im
Muskelgewebe trachtiger Kihe vor (HOFFMANN, 1978). Unter Einbeziehung einer
Sicherheitsspanne sind laut COMMISSION OF EUROPEAN COMMUNITIES (1989)
Rinder, die hdhere Progesterongehalte von mehr als 32000 ng/kg im Muskelgewebe
aufweisen, als mit Progesteron behandelt anzusehen. Dieser Wert auf Basis der
Progesterongehalte im Muskelgewebe trachtiger Kiihe muf allerdings in Zusammenhang
mit der Tatsache betrachtet werden, daf3 trachtige Kiihe sehr selten geschlachtet werden,
die Verwendung von deren Fleisch als Lebensmittel aber zulassig ist. Auch TSUJIOKA &
ITO (1992) ermittelte im Muskelgewebe von Kihen abhangig vom Zyklus Gehalte
zwischen 22730 + 4670 ng/kg und 3780 = 1000 ng/kg. Aufgrund dieser Werte fir die
Differenzierung von behandelten und unbehandelten Rindern wéare keiner der
untersuchten behandelten Ochsen und keiner der von den anderen Autoren untersuchten
behandelten Ochsen als solcher erkannt worden. Dies macht andererseits deutlich, dafd
die bei den behandelten Ochsen im Muskelgewebe auftretenden Gehalte keineswegs
besorgniserregend sind, da héhere Progesterongehalte als bei den behandelten Ochsen
ermittelten natirlich vorkommen.
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Ebenso wie bei Pregnenolon wird deutlich, daR die alleinige Bestimmung von Progesteron
in Muskelgewebe kein Kriterium sein kann, um behandelte und unbehandelte Rinder zu
unterscheiden.

Androgene, deren Vorstufen und Metabolite

In Abbildung 14 sind die Mediane der Gehalte der Androgene, ihrer Vorstufen und
Metaboliten im Muskelgewebe sowie die Schwankungsbreiten der einzelnen Steroide in
der jeweiligen Schlachtgruppe dargestellt. Das obere Diagramm zeigt die Mediane der
Gehalte des MLD der unbehandelten, das untere Diagramm die der behandelten Ochsen.

unbehandelte Ochsen: Mediane der Androgengehalte
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Abbildung 14 — Mediane der Androgengehalte — behandelte und
unbehandelte Ochsen
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Die Androgene verhielten sich nicht wie die Vorstufen Pregnenolon und Progesteron,
deren Mediane eine Erhdhung im Muskelgewebe der behandelten Ochsen gegeniber
dem Muskelgewebe der unbehandelten Ochsen in den meisten Schlachtgruppen zeigten.
Ein verstarktes Vorliegen von Androgenen war bei den behandelten Ochsen nicht zu
beobachten.

Progesteron stellt in der Steroidbiosynthese eine Vorstufe der Androgene dar. Die
Steroidbiosynthese findet aber zum groBten Teil in bestimmten Organen wie der
Nebennierenrinde und bei maéannlichen Individuen den Testes statt. Diese Organe
sezernieren Steroide. Diese werden Uber das Blut in die Zielgewebe transportiert. Ware
eine Umwandlung der Steroide im Gewebe mdglich, so kdnnte aus dem Implantat
freigesetztes Progesteron als Vorstufe fir die Androgensynthese dienen und damit eine
Erh6hung des Androgenspiegels im Muskelgewebe bewirken.

Da Progesteron selbst nicht anabol wirkt, ware diese Metabolisierung zu Androgenen eine
weitere Erklarung fur die anabole Wirkung von Praparaten aus Estrogenen in Kombination
mit Gestagenen. Der Mechanismus der Gestagenwirkung ist noch sehr unzureichend
geklart. Anscheinend kénnen Gestagene aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit mit den
Androgenen mit Androgenrezeptoren reagieren (LONE, 1997). Uber eine Umwandlung
von Progesteron im Blut oder den Zielgeweben in Androgene ist nichts bekannt.
Allerdings findet bei einigen Steroiden eine Umwandlung in den Zellen der Zielgewebe
statt. Testosteron wird in Androstanolon umgewandelt und Androstendion zu Estrogenen
aromatisiert (INOUE et al., 1990; SNOW, 1993).

In SG 2 der unbehandelten Ochsen waren hohere Mediane von Androstendion,
Testosteron und Androstanolon als in den anderen Schlachtgruppen zu vermerken.
Allerdings traten bei allen Gruppen starke Schwankungen der Gehalte im MLD der
einzelnen Ochsen auf, so dalR diese Erhdhung auf individuell starke Steroidproduktionen
der Ochsen der SG 2 zuriickzufuhren sein kann.

In allen Schlachtgruppen sowohl der behandelten als auch der unbehandelten Ochsen
war DHEA das dominierende Steroidhormon. Es wies Gehalte zwischen 20 und 270 ng/kg
bei den behandelten und <20 bis 310 ng/kg bei den unbehandelten Ochsen auf. Die
geringen Androgengehalte der untersuchten MLD aller Ochsen sind auf deren
physiologische Bedingungen zuriickzufihren. Die Androgenproduktion, die hauptsachlich
in den Hoden abl&auft, findet bei Kastraten nur in der Nebennierenrinde statt. Diese
produziert bei beiden Geschlechtern Corticoide, Androgene und in sehr geringen Mengen
Estrogene (THIELE, 1979). DHEA ist das am starksten sezernierte steroidale Produkt der
Nebennierenrinde (EBELING & KOIVISTO, 1994). Sowohl bei den behandelten als auch
bei den unbehandelten Ochsen war das gleiche Verhalten des Medians der DHEA-
Gehalte mit der Zunahme des Alters und des Schlachtgewichtes zu erkennen. Bei den
behandelten und bei den unbehandelten Ochsen erfolgt eine Zunahme des Medians der
DHEA-Gehalte bis zur SG 3 und anschlieRend eine leichte Abnahme. Von FRITSCHE et
al. (1998a) wurde keine Abhangigkeit des DHEA-Gehaltes von Alter oder Schlachtgewicht
bei Bullen und Ochsen im untersuchten Alter von 179 Tagen bis zu 676 Tagen bzw.
einem Schlachtgewicht von 200 kg bis 650 kg festgestellt. Bei Menschen wurde eine
Altersabhédngigkeit der DHEA-Sulfat Konzentration ermittelt. Dabei steigt die
Konzentration von DHEA-Sulfat im Serum bis zu einem Alter von 25 Jahren an und nimmt
dann wieder an (REGELSON et al.,, 1994). Der bei den Ochsen beobachtete Anstieg
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erfolgt bis zu einem Alter der Ochsen von 12 Monaten und einem mittleren
Schlachtgewicht von 565 kg der behandelten und 507 kg der unbehandelten Ochsen.

Auch FRITSCHE et al. (1999) konnten keine Unterschiede im DHEA-Gehalt des Muskels
zwischen Synovex-S behandelten und unbehandelten Ochsen feststellen. Die Muskeln
der behandelten Ochsen wiesen einen DHEA-Gehalt von 232 + 26 ng/kg auf, die
unbehandelten einen Gehalt von 248 + 41 ng/kg. Auch bei der hier durchgefiihrten
Untersuchung konnten keine Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten
Ochsen festgestellt werden, obwohl eine grofRere Anzahl von Ochsen untersucht wurde.
Diese erhielten im Falle der SG 3 im Gegensatz zu den von FRITSCHE et al. (1999)
untersuchten Ochsen ein Synovex-S-Implantat mehr. Die von FRITSCHE et al. (1999)
untersuchten Ochsen wurden erst 80 Tage nach Erhalt des letzten Implantates
geschlachtet, wahrend bei dieser Untersuchung zwischen Implantation und Schlachtung
bei SG 1 bis SG 3 nur 42 Tage lagen.

Die anderen untersuchten Steroide zeigten bei den behandelten Ochsen ein ahnliches
Verhalten mit dem Alter. Eine Zunahme der Mediane der Gehalte im Muskelgewebe
erfolgte ebenso bis zu SG 3 bei Androstendion, dem direkten Folgeprodukt von DHEA in
der Steroidbiosynthese. Es ist nach DHEA das am stérksten von der Nebennierenrinde
gebildete Androgen. Ebenso stiegen die Mediane der Metaboliten Epitestosteron und cis-
Androsteron bis zu SG 3 an. Testosteron und Androstanolon waren nur in sehr geringen
Mengen vertreten. Ein Anstieg war nicht zu beobachten.

Das Bild, das sich bei der Betrachtung der Mediane der Androgengehalte der
unbehandelten Ochsen zeigt, ist weniger einheitlich. In SG 2 waren sehr hohe Gehalte
von Androstendion, Testosteron und Androstanolon zu verzeichnen, die nur durch eine
starke individuelle Steroidproduktion einiger Tiere dieser Gruppe zu erklaren sind. cis-
Androsteron und Epitestosteron zeigten keine Tendenz zu erhdhten Gehalten in einer der
Schlachtgruppen.

Die ermittelten Gehalte der Androgene liegen im Rahmen der von FRITSCHE et al.
(1999) ermittelten Gehalte fir mit Synovex-S behandelte und unbehandelte Ochsen,
obwohl es sich um Ochsen anderer Rassen (Angus x Hereford / Charolais) handelt und
die Schlachtung statt nach 80 Tagen 42 Tage nach der Implantation erfolgte. Allerdings
war das dominierende Androgen bei den Untersuchungen von Fritsche et al. (1999)
Androstendion mit mittleren Gehalten von 446 + 126 ng/kg fir unbehandelte und
303 £ 58 ng/kg flr behandelte Ochsen bei der Untersuchung von jeweils neun
behandelten und neun unbehandelten Ochsen. Die hier ermittelten Gehalte lagen fir die
unbehandelten Ochsen zwischen <20 und 220 ng/kg und fir die behandelten Ochsen
zwischen <20 und 310 ng/kg. Die Androstendiongehalte von Rindermuskeln wurden von
verschiedenen Autoren ermittelt. Allerdings dienten diese Untersuchungen dem Nachweis
einer Behandlung mit Testosteron (SCIPPO et al., 1994). Auch physiologische Gehalte
wurden bestimmt (GAIANI & CHIESA, 1986), allerdings nur bei ménnlichen Tieren und
nicht bei Kastraten, so daf} diese Gehalte nicht flir einen Vergleich herangezogen werden
kénnen. Die von FRITSCHE & STEINHART (1998) ermittelten physiologischen Gehalte
von Ochsen lagen trotz unterschiedlicher Rassen der Ochsen und teilweise
abweichenden Schlachtgewichten der hier untersuchten Ochsen mit 50 ng/kg bis 920
ng/kg im Rahmen dieser Untersuchungen.
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Fur Testosteron und Androstanolon, die bei nicht kastrierten Tieren hauptsachlich von den
Testes gebildet werden, wurden sowohl bei behandelten als auch bei den unbehandelten
Ochsen sehr geringe Gehalte bestimmt. Unterschiede zwischen behandelten und
unbehandelten Ochsen waren nicht erkennbar.

Auch bei den Gehalten der Abbauprodukte der Androgene Epitestosteron und cis-
Androsteron traten keine Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Ochsen
auf.

Glucocorticoide Cortison und Cortisol

Corticoidgehalte der unbehandelten Ochsen Corticoidgehalte der mit Synovex-S behandelten
(Mediane) Ochsen (Mediane)
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Abbildung 15 — Mediane der Corticoidgehalte der mit Synovex-S behandelten und der unbehandelten Ochsen

Abbildung 15 zeigt die Mediane der Corticoidgehalte der unbehandelten und
behandelten Ochsen mit den Schwankungsbreiten der beiden Corticoide. In SG 1 waren
die Corticoidgehalte; insbesondere der Cortisolgehalt der behandelten Ochsen gegenliber
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Abbildung 16 — Mediane der Cortisolgehalte der behandelten und unbehandelten
Ochsen
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den unbehandelten Ochsen erhoht. Allerdings gab es auch unbehandelte Ochsen, die
hohere Corticoidgehalte als durch die Mediane symbolisiert aufwiesen, was deutlich an
den Schwankungsbreiten erkennbar ist.

Vergleicht man die Cortisolgehalte der behandelten und unbehandelten Ochsen dirket, so
ergibt sich das in Abbildung 16 dargestellte Bild. Die behandelten Ochsen zeigten in
allen Schlachtgruppen bis auf SG 2 héhere Mediane der Cortisolgehalte.

Dabei spiegelt sich, anders als bei den Androgenen, das Verhalten des Progesterons als
Vorstufe des Cortisols wieder. Auch bei Cortisol zeigt sich bei den unbehandelten Ochsen
eine Abnahme des Medians bis SG 3 und eine anschliel3ende leichte Zunahme zu SG 4.

Ahnliches zeigt sich in Abbildung 17. Dargestellt sind hier die Mediane der
Cortisongehalte der behandelten und unbehandelten Ochsen. Diese waren, ebenso wie
die Mediane der Cortisolgehalte, bis auf SG 2 fiir die behandelten Ochsen gegenliber den
unbehandelten Ochsen erhdht. Wie auch bei Cortisol war eine starke Erhéhung des
Medians der ersten Schlachtgruppe zu erkennen. Es folgte eine starke Abnahme zu SG 2
und dann ein Anstieg bis SG 4. Auch der Median der Cortisongehalte der unbehandelten
Ochsen von SG 1 war erhoht und nahm zu SG 2 stark ab.

Mediane der Cortisongehalt:
Synovex-S behandelte und un behandelte Ochsen
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Abbildung 17 — Mediane der Cortisongehalte der behandelten und unbehandelten
Ochsen

FRITSCHE et al. (1999) stellten leicht erhthte Cortisongehalte bei Synovex-S
behandelten Ochsen fest. Diese zeigten 160 Tage nach der Implantation einen
Cortisongehalt von 703 = 141 ng/kg im Gegensatz zu den unbehandelten Ochsen mit
einem Gehalt von 398 £ 77 ng/kg. Die Cortisolgehalte der Muskulatur der behandelten
Ochsen unterschied sich mit 8621 + 1275 ng/kg kaum von dem der unbehandelten
Ochsen mit 11489 + 2921 ng/kg. Behandelte und unbehandelte Ochsen unterschieden
sich durch das Verhéltnis von Cortison zu Cortisol im Muskel. Bei den unbehandelten
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Ochsen machte Cortison 3,76 + 0,59 % des Cortisolgehaltes aus, wahrend dieser Anteil
bei den behandelten Ochsen 8,24 + 1,0 % ausmachte. Auch bei dem Cortison/Cortisol-
Verhéltnis in der Muskulatur von Bullen und Ochsen konnte ein Unterschied festgestellt
werden. So zeigten Bullen 1,6 mal héhere Cortison/Cortisol-Verhéltnisse (FRITSCHE &
STEINHART, 1998). Als Grund hierfir wurde die Beeinflussung von Enzymen, die
Glucocorticoide metabolisieren, durch Sexualhormone genannt (ERIKSSON, 1974).

Die von FRITSCHE et al. (1999) zu einem Zeitpunkt nach der Behandlung mit Synovex-S
festgestellten Unterschiede im Cortison/Cortisol-Verhaltnis konnen bei Untersuchungen
Uber einen langeren Zeitraum nicht bestatigt werden, so dafd hierauf nicht grundsatzlich
eine Unterscheidung zwischen behandelten und unbehandelten Ochsen basieren kann.
Alle untersuchten Ochsen wiesen, unabhangig von der Behandlung, ein sehr ahnliches
Cortison/Cortisol-Verhéltnis auf. Die ermittelten Cortisongehalte lagen zwischen 40 und
1960 ng/kg fur die unbehandelten Ochsen und zwischen 230 und 3040 ng/kg fur die mit
Synovex-S behandelten Ochsen. Die behandelten Ochsen wiesen Cortisolgehalte von
1880 bis 17460 ng/kg und die unbehandelten von 480 bis 15670 ng/kg auf.

7.1.3 Muskelgewebe — unpolarer Extrakt

Zunachst wurde wie unter 4.2 beschrieben eine polare Extraktion des Muskelgewebes mit
einem Methanol/Wasser-Gemisch durchgefiihrt und analysiert. Die Ergebnisse sind unter
7.1.2 dargestellt. Der verbliebene Riickstand wurde, wie unter 6.2 beschrieben, mit
Ethylacetat und anschlieBend mit n-Hexan extrahiert. Dieser Extrakt wurde nun nicht wie
unter 6.2 beschrieben weiter gereinigt, sondern wie die Extrakte der Fettgewebe
behandelt. Diese Methode der Reinigung wurde der flr die Reinigung des unpolaren
Extraktes des Muskelgewebes (6.2.3) vorgezogen, da keine Freisetzung von
Steroidfettsaureestern notwendig ist und diese Methode weniger zeitaufwendig ist. In
Abbildung 18 sind die Steroidhormonmuster der unpolaren Extrakte des Muskelgewebes
anhand der Mediane der in den Gruppen ermittelten Gehalte dargestellt. Die
Steroidgehalte der einzelnen Extrakte sowie die Mediane sind in Anhang 9.12.3
angegeben. Die Skalierung in Abbildung 18 wurde so gewahlt, dafl} einige
Schwankungsbreiten nicht vollstdndig dargestellt sind. Der unpolare Extrakt der SG 2
wurde nicht untersucht, da Probleme bei der Derivatisierung der Probenextrakte auftraten
und flr eine Wiederholung die Probenmenge zu gering war.

Vergleicht man die Steroidhormonmuster der unpolaren Extrakte mit denen der polaren
Extrakte (Abbildung 11), so stellt man fest, daf3 diese sich ahneln. Wieder treten starke
Schwankungen in den Gehalten der einzelnen Steroide innerhalb einer Schlachtgruppe
auf. Die unpolaren Extrakte wiesen anndhernd so grof3e Steroidgehalte wie die polaren
Extrakte auf (siehe 6.2.4.2). Pregnenolon war sowohl in den polaren als auch in den
unpolaren Extrakten das dominierende Steroid. Die Progesterongehalte waren fir die
unbehandelten Ochsen im polaren und unpolaren Extrakt ungeféahr gleich hoch. Die
Erh6hung des Progesterongehaltes in den polaren Extrakten der behandelten Ochsen
kénnte auf eine Erh6hung des Progesterongehaltes im Blut zurlickzuflihren sein, die bei
der Behandlung von Rindern mit Progesteron auftritt (SANTARIUS & RAPP, 1990). Die
Ruckstande von Progesteron in Gefallen muiften mit polarem Losungsmittel leicht
extrahierbar sein und somit mit dem polaren Extrakt erfaf3t werden.
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unbehandelte Ochsen: Mediane und Schwankungsbreiten
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Abbildung 18 — Steroidhormonmuster der unpolaren Extrakte des Muskelgewebes;
oben: unbehandelte Tiere; unten: mit Synovex-S behandelte Tiere

Die Gehalte und das Muster der Androgene, deren Vorstufen und Metaboliten
unterscheiden sich nur wenig von denen des polaren Extraktes. Es lag eine Tendenz zu
geringeren Gehalten im unpolaren Extrakt vor. Mégliche Griinde fur das Vorliegen der
Steroide im unpolaren Extrakt wurden schon unter 6.2.4.2 diskutiert. Durch die Isolierung
der Steroide mit Hilfe der Kieselgelsaule (siehe 6.3) konnten die Corticoide aufgrund ihrer
Polaritat nicht erfaf3t werden (siehe 6.3.2).

Die Steroidhormonmuster des unpolaren Extraktes bieten keinen Anhaltspunkt fir die
Differenzierung von mit Synovex-S behandelten und unbehandelten Ochsen. Es erfolgt
keine Akkumulation von Steroiden durch die Behandlung mit Synovex-S in fettreichen
Zellen. Selbst das verabreichte lipophile Progesteron wird bei den behandelten Ochsen
nicht im intramuskularen Fett angereichert.
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7.1.4 Muskelgewebe — Gesamtsteroide

Der hier als Gesamtsteroide angegebene Steroidgehalt ist die Summe aus dem
Steroidgehalt des polaren Extraktes eines Muskels sowie dem Steroidgehalt des
unpolaren Extraktes, der aus demselben Probenhomogenat hergestellt wurde. Die
Gesamtsteroidgehalte sowie die Mediane der Steroidgehalte sind in Anhang 9.12.4

angegeben.

In Abbildung 19 sind die Steroidhormonmuster dargestellt, die sich bei der Betrachtung
der Summe der Steroidgehalte der polaren und unpolaren Extrakte ergeben. Von SG 2
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Abbildung 19 — Steroidhormonmuster der Gesamtsteroidgehalte des Muskelgewebes;
oben: unbehandelte Ochsen; unten: Synovex-S behandelte Ochsen
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konnten keine Gesamtsteroidgehalte dargestellt werden, da von diesen Proben keine
unpolaren Extrakte erstellt wurden (siehe 7.1.2).

Die Steroidhormonmuster der Gesamtsteroidgehalte boten in etwa das gleiche Bild wie
die Steroidmuster des polaren und unpolaren Extraktes. Besonders deutlich wird, dal3
Pregnenolon die héchsten Gehalte von allen ermittelten Steroiden aufwies.

Eine leichte Erh6hung des Progesterongehaltes war wiederum bei den behandelten
Ochsen zu erkennen. Aber auch bei den Gesamtsteroiden waren die Gehalte der
einzelnen Steroide in den Gruppen mit sehr starken Schwankungen behaftet. Diese
waren bei Pregnenolon und Progesteron zum Teil so grof3, daR die héchsten Gehalte in
den Gruppen nicht mit dargestellt werden konnten.

Wie bei den Medianen der Steroidgehalte des polaren Extraktes war auch bei den
Gesamtsteroidgehalten der unbehandelten Ochsen ein Anstieg der Pregnenolongehalte
von SG 3 zu SG 4 zu verzeichnen. Die mdglichen Griinde fir den Anstieg des
Pregnenolongehaltes zu SG 4 wurden schon unter 7.1.2 genannt.

Bei den behandelten Ochsen verhielten sich die Pregnenolongehalte in Hinblick auf die
Schlachtgruppen in den beiden Extrakten sowie bei den Gesamtsteroiden gleich. Es
erfolgte eine Abnahme des Pregnenolongehaltes zu SG 4.

7.1.5 Statistische Betrachtung - Unterscheidung von unb ehandelten und mit
Synovex-S behandelten Ochsen durch Untersuchung d es Muskelgewebes

Die erhéhten Mediane der Pregnenolon- und Progesterongehalte der polaren Extrakte
schienen darauf hin zu deuten, daRR Unterschiede in den Steroidhormongehalten der
behandelten und unbehandelten Ochsen bestehen, die eine Differenzierung der beiden

Pregnenolong ehalte polarere Extrakte des Muskelgewebes von mit
Synovex-S behandelten und unb ehandelten Ochsen

Gehalt[ng/kg]

1500

1000

500

O unbehandelt
4 W Synovex-S

Schlachtgruppe

Abbildung 20 — Pregnenolongehalte des polaren MLD-Extraktes der einzelnen Ochsen
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Gruppen zulassen (siehe Abbildung 12 und 13). Bei Betrachtung der Einzelwerte fallt
aber auf, dal3 sehr starke Schwankungen in den Steroidgehalten der behandelten und der
unbehandelten Ochsen auftraten. Dies ist in Abbildung 20 beispielhaft an den
Pregnenolongehalten des polaren Extraktes aller untersuchter Ochsen dargestellt.

Um festzustellen, ob statistische Unterschiede zwischen den unbehandelten und den mit
Synovex-S behandelten Ochsen einer Schlachtgruppe bestehen, wurde ein Kruskal-
Walllis-Test fir die einzelnen Steroide durchgefiihrt (siehe 4.4). Die bei den Medianen
erkennbaren Unterschiede gerade im polaren Extrakt des Muskelgewebes zwischen
unbehandelten und behandelten Ochsen konnten statistisch nur teilweise belegt werden.
Trotz Erhdéhung der Mediane einzelner Steroide wie z.B. Pregnenolon bei den
behandelten Ochsen treten innerhalb einer Gruppe zu starke Schwankungen auf, um
diese Unterschiede statistisch zu belegen.

Bei Betrachtung des polaren Extraktes war bei den Androgenen, deren Vorstufen und
Metaboliten mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests nicht zu zeigen, daf} die bestimmten
Gehalte der behandelten und unbehandelten Ochsen nicht aus einer Grundgesamtheit
stammen. Fir Pregnenolon und Progesteron, bei denen die Medianwerte flir die
behandelten und unbehandelten Ochsen Tendenzen zu hoheren Gehalten bei den
behandelten Ochsen zeigten, konnte in SG 2 und SG 3 gezeigt werden, dal’ diese
Gehalte nicht einer Grundgesamtheit entstammen. Des weiteren liel3 sich fiir Cortison in
SG 4 und Cortisol in SG 1 und SG 3 zeigen, daf3 die ermittelten Gehalte nicht aus einer
Grundgesamtheit stammen und die Gehalte bei den behandelten Ochsen erhéht waren.
Allerdings liegt bei allen Ergebnissen eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 10 % vor, so daf3
nicht von einem signifikanten Ergebnis gesprochen werden kann. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12 — Polarer Extrakt des Muskelgewebes: Kruskal-Wallis-Test zum Nachweis
erhohter Steroidgehalte bei den behandelten Ochsen

Pregnenolon PrifgroBe H>x* | Signifikanzniveau
SG 2 3,0>27 0,900
Progesteron

SG 3 ‘ 3,0>27 ‘ 0,900

Cortison

SG 4 ‘ 3,0>27 ‘ 0,900

Cortisol

SG1 3,0>27 0,900

SG 3 30>27 0,900

Statistisch nachweisbare Unterschiede treten also nur bei wenigen Steroiden und auch
nur vereinzelt in den Schlachtgruppen auf.

Sowohl fiir den unpolaren Muskelextrakt als auch fur den Gesamtsteroidgehalt ist fur kein
Steroid nachweisbar, dal3 die ermittelten Gehalte in den Muskelgeweben der behandelten
und unbehandelten Ochsen nicht aus einer Grundgesamtheit entstammen.
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7.1.6 Statistische Betrachtungen - Korrelationen zwischen Steroidgehalten,
Fettgehalt und Ausschlachtgewicht

Fettgehalt - Steroidgehalt

Von FRITSCHE et al. (1998b) wurde ein Zusammenhang zwischen dem Fettgehalt des
Muskelgewebes und dem Steroidgehalt vermutet. Proben mit hohem sichtbaren
Fettgehalt wiesen doppelt so hohe Gehalte von Pregnenolon und Progesteron und
ebenfalls erhthte Gehalte an Androgenen auf. Die Corticoidgehalte nahmen mit
zunehmendem Fettgehalt ab. Diese Untersuchung fand an einer geringen Anzahl von
Proben statt, die zum Teil einen hdheren Fettgehalt dadurch aufwiesen, dall das
Auflagenfett nicht entfernt wurde. Um Proben mit geringerem Fettgehalt untersuchen zu
kénnen, wurde vor der Untersuchung das Auflagenfett sowie das sichtbare, in den Muskel
eingelagerte Fett abgetrennt. Es wurde keine Bestimmung des intramuskuléren
Fettgehaltes durchgefihrt.

Die Fettgehalte aller Muskelproben wurden im Rahmen dieser Untersuchungen ermittelt
(siehe 7.1.1). Die Muskelproben lagen alle ohne anliegendes Auflagenfett vor. Mit Hilfe
der ermittelten intramuskuldren Fettgehalte sollten Zusammenhange zwischen der
Fetteinlagerung im Gewebe und dessen Steroidgehalten untersucht werden. Durch
Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Spearman-Rho (siehe 4.4) sollten
Zusammenhénge zwischen Fettgehalt und Steroidgehalt ermittelt werden. Die
Rangkorrelation nach Spearman-Rho wurde durchgefuihrt, da fur die Berechnung der
Korrelation der Variablen keine Normalverteilung vorliegen muf3. Die behandelten und die
unbehandelten Ochsen wurden fir die Korrelationsanalyse getrennt, da die
Verabreichung eines Synovex-S-Implantats Einflul3 auf den Fettgehalt von Muskelgewebe
haben kann (ONO et al., 1996), der in diesen Untersuchungen allerdings nicht
nachgewiesen werden konnte (siehe Kapitel 7.1.1). Die Korrelationen der ermittelten
Fettgehalte wurden mit den Steroidgehalten im polaren und im unpolaren Extrakt sowie
mit den Gesamtsteroidgehalten durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 a und b
zu sehen.

Tabelle 13 a — Korrelationen des Fettgehaltes des Muskelgewebes und des Ausschlachtgewichtes mit den
Steroidgehalten der unbehandelten Ochsen

Steroid polarer Extrakt unpo larer Extrakt Gesamtsteroidgehalt
Fett’ () SG°(n) Fett® ()  SG°(n) Fett’ ()  SG"(r)
Pregnenolon 0,477 0,305 0,214 0,014 0,350 0,280
Progesteron -0,313 -0,193 0,511 -0,249 -0,567 -0,140
DHEA 0,732*  0,601* 0,123 0,053 0,289 0,161
Androstendion 0,072 -0,01 -0,290 -0,187 -0,262 -0,225
Testosteron -0,198 -0,174 -0,270 -0,218 -0,254 -0,231
Androstanolon 0,177 0,038 -0,716** -0,820** -0,267 0,155
Epitestosteron 0,224 -0,220 0,355 -0,423 -0,321 -0,268
cis-Androsteron 0,042 0,228 0,386 0,385 0,231 0,490
Cortisol -0,379 -0,432 - - - -
Cortison -0,366 -0,370 - - - -
SG 0,831** - 0,816** 0,816** -

% intramuskulérer Fettgehalt L Ausschlachtgewicht  * p < 0,05 (2-seitig)  ** p< 0,01 (2-seitig)

r Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho
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Offensichtlich besteht eine sehr starke lineare Abhéngigkeit zwischen dem
Ausschlachtgewicht und dem intramuskularen Fettgehalt der unbehandelten Ochsen. Der
Zusammenhang der beiden Parameter ist hoch signifikant. Flr die Korrelation zwischen
Schlachtgewicht und Fettgehalt ergibt sich fur die Gruppe des polaren Extraktes ein
anderer Korrelationkoeffizient als fir den unpolaren Extrakt und den Gesamtsteroidgehalt,
da die beiden zuletzt genannten Gruppen nicht SG 2 einschlieRen (siehe 7.1.3 und 7.1.4).

Ein starker, hoch signifikanter Zusammenhang besteht ebenfalls zwischen DHEA-Gehalt
des polaren Extraktes und intramuskuldrem Fettgehalt. Zwischen DHEA-Gehalt und
Ausschlachtgewicht besteht ein Zusammenhang mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
5 %. FRITSCHE et al. (1998a) hatten keinen Zusammenhang zwischen DHEA-Gehalt und
dem Alter von Ochsen und Bullen, welches mit ansteigendem Schlachtgewicht einher-
geht, gesehen. Diese Korrelationen treten nicht zwischen dem DHEA-Gehalt des
unpolaren Extraktes und nicht zwischen dem berechneten gesamten DHEA-Gehalt und
dem Ausschlachtgewicht bzw. Fettgehalt auf. Dies deutet darauf hin, da3 das DHEA, das
nicht in irgendeiner Form gebunden vorliegt, eine Beziehung zum Korpergewicht und
Fettgehalt des Muskels aufweist. Untersuchungen an menschlichem Plasma ergaben,
dal im allgemeinen der DHEA-Gehalt mit dem Alter abnimmt (LAPCiK et al.,, 1995;
BIRKENHAGER-GILLESE et al., 1994; EBELING & KOIVISTO, 1994). FEHER &
BODROGI (1982) stellten allerdings fest, daf? die DHEA Konzentration im Fettgewebe
sehr viel hoher ist als im Plasma. Die Altersabhangigkeit im Fettgewebe wurde noch nicht
untersucht.

Weiterhin besteht scheinbar ein Zusammenhang zwischen dem Androstanolongehalt des
unpolaren Extraktes und dem intramuskulédren Fettgehalt. Mit zunehmendem Fettgehalt
nimmt der Androstanolongehalt des unpolaren Extraktes ab. Der Androstanolongehalt des
polaren Extraktes bleibt aber unbeeinflufdt, ebenso wie der gesamte Androstanolongehalt.

Interessanterweise tritt keine Korrelation der unpolaren Steroide Pregnenolon,
Progesteron und Androstendion mit dem intramuskuldren Fettgehalt in den
unterschiedlichen Extrakten auf.

Die gleiche Korrelationsanalyse wurde fur die behandelten Ochsen durchgefihrt. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 13 b dargestellt.

Tabelle 13 b — Korrelation von Fettgehalt des Muskelgewebes und Ausschlachtgewicht mit den
Steroidgehalten der behandelten Ochsen

Steroid polarer Extrakt unpo larer Extrakt Gesamtsteroidgehalt
Fett’(n  SG"(n Fett’()  SG° (1) Fett®(n  SG° (1)
Pregnenolon 0,210 0,418 0,452 -0,081 0,350 -0,091
Progesteron -0,068 -0,094 -0,182 -0,098 -0,567 -0,273
DHEA 0,647** 0,066 0,053 -0,242 0,289 0,084
Androstendion 0,565* 0,332 -0,526 -0,411 -0,262 0,400
Testosteron 0,634** 0,383 -0,080 0,022 -0,254 0,237
Androstanolon 0,493 0,176 -0,432 -0,523 -0,267 -0,509
Epitestosteron 0,464 0,417 -0,417 -0,338 -0,321 0,323
cis-Androsteron 0,268 0,256 0,632* 0,380 0,231 0,333
Cortisol -0,654** -0,589* - - - -
Cortison -0,604* -0,422 - - - -
SG 0,418 - 0,573 - 0,573 -

 intramuskularer Fettgehalt b Ausschlachtgewicht  *p < 0,05 ** p< 0,01 r Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho

69



7 Untersuchung des Tierversuchs — Ergebnisse und Diskussion

Es tritt bei diesen Ochsen nur eine schwache Korrelation zwischen Schlachtgewicht und
Fettgehalt der Muskelproben auf, die sich an den berechneten Korrelationskoeffizienten
zeigt (siehe 4.4). Wie schon ONO et al. (1996) feststellten, besteht ein Zusammenhang
zwischen der Synovex-S Behandlung und der Fetteinlagerung in das Muskelgewebe. Die
Behandlung scheint die natiirliche Fetteinlagerung in das Muskelgewebe zu beeinflussen,
so dall nur noch ein schwacher positiver linearer Zusammenhang zwischen
Ausschlachtgewicht und Fetteinlagerung besteht.

Eine positive lineare Abhangigkeit bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05 besteht
wiederum zwischen DHEA-Gehalt des polaren Extraktes und Fettgehalt des
Muskelgewebes. Allerdings tritt bei den behandelten Ochsen diese Abh&ngigkeit nicht
zwischen DHEA-Gehalt im polaren Extrakt und Ausschlachtgewicht auf.

Der cis-Androsterongehalt des unpolaren Extraktes zeigt ebenfalls eine positive lineare
Abhangigkeit mit dem Fettgehalt auf einem Signifikanzniveau von p < 0,05.

Ein negativer Zusammenhang besteht zwischen Cortisolgehalt des polaren Extraktes und
Fettgehalt des Muskelgewebes (p < 0,01) bzw. Cortisolgehalt und Ausschlachtgewicht
(p < 0,05). Der Cortisongehalt des polaren Extraktes korreliert ebenso negativ mit dem
Fettgehalt des polaren Extraktes (p < 0,05). Dies liegt vermutlich an der hohen Polaritat
dieser Steroide, die schlecht in Fett 16slich sind. Unverstandlich ist in diesem Fall
allerdings, warum dieser Zusammenhang nicht auch bei den unbehandelten Ochsen
auftritt. Diese zeigen zwar auch eine leichte negative Abhéngigkeit vom intramuskularen
Fettgehalt und Schlachtgewicht, diese ist aber nicht signifikant.
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7.2 Auf dem MLD aufliegendes Fettgewebe

Die Steroidhormonmuster des auf dem MLD aufliegenden Fettgewebes (siehe 3.1)
wurden mit Hilfe der entwickelten Methode bestimmt. Die ermittelten Steroidgehalte sowie
die Mediane der Steroide in den Schlachtgruppen sind im Anhang 9.12.5 angegeben. Die
Corticoide Cortison und Cortisol konnten aufgrund der gewéhlten Methode nicht bestimmt
werden (siehe 6.3). Die Steroidhormonmuster, bestehend aus den Medianen der
einzelnen Steroide in den Schlachtgruppen; sind mit den Schwankungsbreiten in
Abbildung 21 dargestellt. Das obere Diagramm zeigt die Steroidhormonmuster der
unbehandelten Ochsen, das untere Diagramm die der behandelten Ochsen. Die oberen
Grenzen der Schwankungsbreiten von Pregnenolon konnten aufgrund der gewahlten
Skalierung nicht in allen Fallen dargestellt werden.

unbehandelte Ochsen:
Mediane und Schwankung sbreiten

13000
12000
11000 W Pregnenolon
10000 O Progesteron
= 9000 i
< 8000 O DHEA
£ 7000 - @ Androstendion
= 6000 7 MW Testosteron
g 5000 - B And |
& 4000 - Androstanolon
3000 - T M Epitestosteron
2000 T @ cis-Androsteron
1000 -
0 -
SG1 SG 2 SG 3 SG 4
unbehandelt unbehandelt unbehandelt unbehandelt
Synovex-S Ochsen:
Mediane und Schwankungsbreiten
13000
12000
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10000 O Progesteron
o 2000 O DHEA
< 8000
£ 7000 - O Androstendion
= 2888 iy T W Testosteron
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8 2000 - IAanIrostanoIon
3000 - - M Epitestosteron
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Abbildung 21 — Steroidhormonmuster des Fettgewebes: Mediane und
Schwankungsbreiten; oben: unbehandelte Ochsen; unten
Synovex-S behandelte Ochsen

71



7 Untersuchung des Tierversuchs: Ergebnisse und Diskussion

Die Steroidhormonmuster der behandelten und unbehandelten Ochsen einer
Schlachtgruppe unterschieden sich nur geringfugig. Pregnenolon war sowohl bei den
behandelten als auch bei den unbehandelten Ochsen in allen Schlachtgruppen das
Steroid mit dem héchsten Gehalt im Fettgewebe. Es folgte Progesteron, dessen Gehalt im
Fettgewebe der behandelten Ochsen leicht gegeniiber dem der unbehandelten Ochsen
erhdht war. Die Androgene, ihre Vorstufen und Metaboliten lagen in sehr viel geringeren
Mengen als Pregnenolon im Fettgewebe vor. Der Pregnenolongehalt war bei einigen
Ochsen sogar um den Faktor 10 oder mehr gegeniiber den Androgengehalten erhéht.

Fettgewebe gehort nicht zu den klassischen Zielgeweben der Steroide, obwohl im
menschlichen Fettgewebe bereits Rezeptoren fur Corticoidhormone nachgewiesen
wurden. Das Vorliegen von anderen Steroidrezeptoren wurde noch nicht beschrieben
(REBUFFE-SCRIVE et al., 1990). Fettgewebe soll aber eine Speicherfunktion fur Steroide
aufweisen (GAIANI & CHIESA, 1986; WAHNER et al., 1993). Die Speicherung speziell
von Pregnenolon wurde allerdings noch nicht beschrieben. Fraglich ist die Funktion einer
solchen Speicherung im Fettgewebe. Bei Pregnenolon handelt es sich um eine Vorstufe
aller Steroide, von der keine physiologische Wirkung bekannt ist. Pregnenolon koénnte
aufgrund dieser Funktion als Vorstufe gespeichert werden, wodurch ein Steroidreservoir
fur die weitere Metabolisierung entstehen wirde. Dabei ist unklar, ob eine weitere
Metabolisierung des Pregnenolons im Fettgewebe stattfinden wirde. Zwar zeigten
LONGSCOPE et al. (1976a; 1976b), dalR das Fettgewebe eine Rolle im
Steroidmetabolismus spielt, die genaue Funktion des Fettgewebes im Steroidstoffwechsel
ist allerdings noch nicht geklart. Der Ablauf gewisser Prozesse des Steroidstoffwechsels
im Fettgewebe ist allerdings bekannt. LAVALLEE et al. (1996) beschreiben umfangreiche
intrazellulare Reaktionen, die in verschiedenen Zielgeweben stattfinden. Diese sind
hauptséchlich enzymatischer Natur, wobei die Muster der Steroid-metabolisierenden
Enzyme organspezifisch sein sollen (BARTSCH, 1993). Eine Funktion des Fettgewebes
in der Steroidbiosynthese ist die Aromatisierung von Androgenen zu Estrogenen
(KILLINGER et al., 1990, WILSON & FOSTER, 1992; BARTSCH, 1993). Weiterhin wurde
mehrfach die hormonsensitive Lipase (E.C. 3.1.1.13) in Rinderfettgewebe nachgewiesen.
Dieses Enzym setzt aus Steroidfettsdureestern Steroide frei (LEE et al., 1988). Dies
deutet darauf hin, dal3 Steroidfettsdureester in Fettgeweben gespeichert werden und
durch dieses Enzym wieder freigesetzt werden kdnnen. Allerdings konnten bislang in der
Literatur und in den eigenen Untersuchungen Steroidfettsaureester nicht in
nennenswerten Mengen im Fettgewebe von Rindern nachgewiesen werden (siehe 6.3.6).
Da das nachgewiesene Pregnenolon ohne Bindung an eine Fettsdure vorliegt, sollte es
eine geringe physiologische Halbwertszeit besitzen. Unter Umstanden wirkt aber auch die
Einlagerung in das Fettgewebe als Schutz vor Konjugation und schneller Ausscheidung.
Ein fur die Akkumulation des Pregnenolons verantwortlicher Faktor kdnnte auch dessen
geringe Polaritat sein.

Die Entwicklung des Pregnenolon- und Progesterongehaltes im Fettgewebe in
Abhangigkeit von der Anzahl der Implantate soll im folgenden detailliert betrachtet
werden.
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Pregnenolon und Progesteron

In Abbildung 22 sind die medianen Pregnenolongehalte des Fettgewebes der
behandelten und unbehandelten Ochsen der einzelnen Schlachtgruppen dargestellt.
Deutlich war ein starker Anstieg des Medians der Pregnenolongehalte der unbehandelten

Mediane der Pregenolong ehalte der behandelten und
unb ehandelten Ochsen im Fettgewebe

Gehalte [ng/kg]
14000

Synovex-S

unbehandelt

SG3

SG4

Abbildung 22— Mediane der Pregnenolongehalte der behandelten und
unbehandelten Ochsen im Fettgewebe

Ochsen von SG 1 bis zu SG 3 und ein schwacher Anstieg von SG 3 zu SG 4 zu
verzeichnen. Dieser Anstieg scheint, ebenso wie im Muskelgewebe, auf das zunehmende
Alter zurickzufihren zu sein (siehe 7.1). Dabei kann keine Aussage dariber getroffen
werden, ob der Anstieg der Pregnenolongehalte auf eine verstarkte Produktion dieses
Steroids mit zunehmendem Alter oder auf eine gleichbleibende Produktion und eine
Akkumulation zurtickzufthren ist. Die Pregnenolongehalte stiegen bei den behandelten
Ochsen ebenso deutlich wie bei den unbehandelten von SG 1 bis SG 3 an. Dabei waren
die Mediane der Pregnenolongehalte der behandelten Ochsen deutlich gegeniiber denen
der unbehandelten Ochsen erhoht. Die ermittelten Pregnenolongehalte lagen bei den
unbehandelten Ochsen zwischen 2190 ng/kg und 14400 ng/kg und bei den behandelten
Ochsen der SG 1 bis SG 3 zwischen 5730 ng/kg und 18470 ng/kg.

Von SG 3 zu SG 4 erfolgte bei den behandelten Ochsen eine rapide Abnahme des
Pregnenolongehaltes. Diese Abnahme war auch schon bei den behandelten Ochsen von
SG 3 zu 4 im Muskelgewebe erkennbar. Fir diese Abnahme kbénnte auch hier der schon
diskutierte Rickkopplungseffekt (siehe 7.1.2) verantwortlich gemacht werden. Durch die
standige Verabreichung von Progesteron und 17B-Estradiol kann sich der Koérper der
Ochsen auf die zugefuhrte Menge eingestellt und die Eigenproduktion von Steroiden
gesenkt haben, so daf} nach dem Absetzen des Praparates nur noch eine geringe
Eigenproduktion stattfindet. Diese Begrindung ware flur das Absinken des
Pregnenolongehaltes aber nur dann folgerichtig, wenn aus dem applizierten Progesteron
Pregnenolon im Korper gebildet werden kdnnte. Regt andererseits die Verabreichung des
Praparates die Eigenproduktion der Vorstufe Pregnenolon an, so wirde nach Absetzen
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des Praparates der Pregnenolongehalt dann unter das natirliche Niveau sinken, da jetzt
der auslosende Effekt fur die Eigenproduktion fehlt.

Es liegen keine Literaturwerte fir Pregnenolongehalte im Fettgewebe vor. Dies ist zum
einen darauf zurickzufihren, dal3 generell seltener Steroidgehalte im Fettgewebe als im
Muskelgewebe von Rindern ermittelt wurden, da die Bestimmung weitaus aufwendiger
und bis auf wenige Steroide bisher nicht méglich war. Zum anderen wurden aufgrund der
untergeordneten physiologischen Rolle von Pregnenolon bezlglich seiner Wirksamkeit
kaum Pregnenolongehalte des Muskelgewebes bestimmt.

Die Mediane der Progesterongehalte verhielten sich bei behandelten und unbehandelten
Ochsen ahnlich (Abbildung 23). Ein Maximum der Gehalte war bei SG 2 zu verzeichnen,
dann erfolgt eine Abnahme. Die medianen Gehalte der behandelten Ochsen waren
gegenlber denen der unbehandelten Ochsen erhdht und waren bei SG 1 bis SG 3 mit
3440 ng/kg gegeniber 1440 ng/kg in SG 1, 4350 ng/kg gegentiber 2450 ng/kg in SG 2
und 2630 ng/kg gegeniiber 620 ng/kg in SG 3 fast immer mehr als doppelt so hoch. Bei
SG 4 naherten sich die Mediane fur die behandelten und unbehandelten Ochsen an. Der
Median der Progesterongehalte lag fir die unbehandelten Ochsen bei 1630 ng/kg und bei
den behandelten Ochsen bei 2170 ng/kg. Eine mogliche Erklarung fir die Abnahme des
Progesterongehaltes bei den behandelten Ochsen der SG 4 ist die geringere Freisetzung
von Progesteron aus dem Implantat durch Uberschreiten des Wirkungsmaximums.
Allerdings war auch schon von SG 2 zu SG 3 eine Abnahme des Progesterongehaltes bei
den behandelten Ochsen zu verzeichnen, die aber auch bei den unbehandelten Ochsen
zu erkennen war.

Mediane der Progesterongehalte der behandelten Ochsen und
der unbehandelten Ochsen im Fettgewebe
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Abbildung 23 — Mediane der Progesterongehalte der behandelten und
unbehandelten Ochsen im Fettgewebe

Progesterongehalte in Fettgeweben von Rindern wurden des o&fteren untersucht
(KUSHINSKY, 1983, HOFFMANN, 1983; LONE, 1997; TSUJIOKA & ITO, 1992), um
Belastungen durch eine Progesteronbehandlung zu ermitteln. Durch Verabreichung von
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radioaktiv markiertem Progesteron konnte festgestellt werden, dald das verabreichte
Progesteron im Fettgewebe der Rinder akkumuliert (ESTERGREEN et al.,, 1977,
MCCRACKEN, 1964; SMITH et al., 1975).

Die publizierten Ergebnisse beziiglich einer Erhéhung der Progesterongehalte aufgrund
einer Behandlung mit Progesteron sind jedoch, wie auch die Angaben fur das
Muskelgewebe, widerspriichlich. So ermittelten TSUJIOKA & ITO (1992) geringere
Progesterongehalte im Fettgewebe von Ochsen 30 Tage und 60 Tage nach der
Implantation von Synovex-S im Vergleich zu Kontrolltieren. Die Progesterongehalte des
Fettgewebes der behandelten Ochsen betrugen 2960 + 600 ng/kg nach 30 Tagen bzw.
2620 + 270 ng/kg nach 60 Tagen gegeniber 4550 = 790 ng/kg bei den Kontrolltieren.
KUSHINSKY (1983) hingegen ermittelte hohere Progesterongehalte in den Fettgeweben
behandelter Ochsen als in denen unbehandelter. Dabei waren die Progesterongehalte der
behandelten Ochsen mit 3400 + 1320 ng/kg nach 61 Tagen und 3670 + 2250 ng/kg nach
90 Tagen nur wenig gegeniber den Progesterongehalten der Fettgewebe der
unbehandelten Ochsen mit 2480 + 1610 ng/kg erhdht. Die ermittelten Gehalte innerhalb
des hier untersuchten Tierversuchs sind in etwa so hoch wie die von KUSHINSKY (1983)
und TSUJIOKA & ITO (1992) angegebenen (siehe Anhang 9.12.5). Es sind jedoch
deutlichere Unterschiede zwischen den behandelten und unbehandelten Ochsen zu
erkennen.

Die COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES (1989) gibt ebenfalls
Progesterongehalte fir Rinderfettgewebe an, um eine Differenzierung von behandelten
und unbehandelten Rindern zu ermdglichen. Der von der COMMISSION OF THE
EUROPEAN COMMUNITIES (1989) angegebene Progesterongehalt fir das Fettgewebe
von unbehandelten Ochsen wurde von KUSHINSKY (1983) ermittelt. Da die
Progesterongehalte von Geweben trachtiger Kihe die hdchsten innerhalb aller
Rindergewebe darstellen und trachtige Kihe auch zum Zweck der menschlichen
Ernahrung geschlachtet werden durfen, missen diese Gehalte fir die Festlegung von
Hochstwerten  herangezogen werden (COMMISSION OF THE EUROPEAN
COMMUNITIES, 1989) (siehe 7.1.2). Dieser Hochstwert wurde unter Einbeziehung der
dreifachen Standardabweichung auf 700.000 ng/kg festgelegt. Damit ware aufgrund der
Untersuchung des Fettgewebes keiner der hier untersuchten Ochsen als behandelt
eingestuft worden. In Anbetracht des Faktors 350, der zwischen den hdchsten ermittelten
Progesterongehalten und der vorgeschlagenen Hoéchstgrenze liegt, ist fraglich, ob es
Uberhaupt moglich ist, Ochsen, die mit Progesteron unter Einhaltung der vom Hersteller
angegebenen Implantationsverfahren behandelt wurden, als solche zu identifizieren.

Mit dem von der COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES (1989)
angegebene Grenzgehalt kann also Fleisch von Rindern, die mit Synovex-S behandelt
wurden, im allgemeinen nicht als solches erkannt werden. Mit Hilfe dieses Gehaltes
kénnen allenfalls falsche Anwendungen von Implantaten aufgedeckt werden, falls zufallig
die Implantationsstelle analysiert wird.

Androgene, deren Vorstufen und Metaboliten

In Abbildung 24 sind die Mediane der Gehalte der Androgene, ihrer Vorstufen und
Metaboliten sowie die Schwankungsbreiten der einzelnen Steroide dargestellt. Das obere
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Abbildung 24 — Mediane der Androgengehalte im Fettgewebe

Diagramm zeigt die Mediane der Gehalte im Fettgewebe der unbehandelten, das untere
die der behandelten Ochsen.

Die Androgengehalte der mit Synovex-S behandelten Ochsen waren im Fettgewebe
ebenso wie im Muskelgewebe nicht gegentiber denen der unbehandelten Ochsen erhdht.
Dies deutet darauf hin, da3 das durch das Implantat zugefiihrte Progesteron nicht als
Vorstufe fir die Androgensynthese im Gewebe dient (siehe 7.1.2). Auch die

76



7 Untersuchung des Tierversuchs: Ergebnisse und Diskussion

Steroidhormonmuster der behandelten und unbehandelten Ochsen einer Schlachtgruppe
unterschieden sich kaum.

Die am starksten vertretenen Steroide waren DHEA und Androstendion. Da die
Androgenproduktion bei Kastraten nur in der Nebennierenrinde stattfindet, ist das von
diesem Organ hauptsachlich sezernierte Steroid DHEA auch im Fettgewebe der
untersuchten Ochsen das dominierende Androgen (EBELING & KOIVISTO, 1994). In
ahnlich hohen Gehalten liegt Androstendion, das Folgeprodukt des DHEA im
Metabolismus, vor. Androstendion kann im Fettgewebe weiblicher S&ugetiere zu Estron
aromatisiert (CARR, 1998) werden. Da auch im Fettgewebe méannlicher Rinder Estrogene
vorliegen (MEYER et al., 1985b), kann eine Aromatisierung auch bei mannlichen
Individuen moglich sein.

GAIANI & CHIESA (1986) untersuchten Androstendiongehalte in Fett- und Muskelgewebe
von Kalbern, Bullen und Farsen. In allen untersuchten Kategorien lagen die héchsten
Androstendiongehalte im Fettgewebe vor. Bei mannlichen Rindern wurden dabei Gehalte
bis zu 17450 ng/kg ermittelt, bei den weiblichen Gehalte bis zu 2562 ng/kg. Damit
Ubersteigen selbst die von GAIANI & CHIESA (1986) bei weiblichen Rindern ermittelten
Gehalte von Androstendion im Fettgewebe die hier ermittelten. Der hochste
Androstendiongehalt im Fettgewebe der untersuchten Ochsen war 2000 ng/kg. Dies kann
allerdings darauf zuriickzufihren sein, dafd es sich bei dem untersuchten Fettgewebe um
Auflagefett handelte, wahrend GAIANI & CHIESA (1986) Nierenfettgewebe untersuchten.
Nierenfettgewebe konnte aufgrund seiner Nahe zur Nebennierenrinde hdhere
Androgengehalte enthalten als Auflagenfett der Rlickenmuskulatur.

Des weiteren wurde von GAIANI & CHIESA (1986) der Testosterongehalt im Fettgewebe
ermittelt. Die Testosterongehalte im Fettgewebe der weiblichen Rinder waren dabei fast
um den Faktor 10 kleiner als die der mannlichen Tiere. Das Fettgewebe der Farsen
enthielt 607 ng/kg Testosteron und das der Bullen 5263 ng/kg. Die ermittelten
Testosterongehalte des Fettgewebes der hier untersuchten Ochsen waren sehr gering.
Bei der Halfte der Ochsen war kein Testosteron im Gewebe nachweisbar, der hdchste
ermittelte Gehalt betrug 860 ng/kg.

Auch Androstanolon war nur in sehr geringen Mengen im Fettgewebe nachweisbar. Der
hdchste nachgewiesene Gehalt betrugt 1250 ng/kg. Androstanolon konnte nicht bei allen
Ochsen im Fettgewebe nachgewiesen werden. Die geringen Gehalte der androgenen
Wirkformen Androstanolon und Testosteron im Fettgewebe sind wahrscheinlich dadurch
erklarbar, dall Fettgewebe kein Zielgewebe fir Androgene darstellt und die
Androgenproduktion von Ochsen relativ gering ist.

Die Metaboliten cis-Androsteron und Epitestosteron lagen in allen Schlachtgruppen bei
behandelten und unbehandelten Ochsen in geringen Gehalten im Fettgewebe vor. lhr
Vorkommen in Rinderfettgewebe wurde bislang nicht untersucht.

7.2.1 Statistische Betrachtung - Unterscheidung von behandelten und
unb ehandelten Ochsen durch Untersuchung des Fettgewebes

Um festzustellen, ob statistische Unterschiede zwischen den Steroidgehalten der
Fettgewebe der unbehandelten und der mit Synovex-S behandelten Ochsen einer
Schlachtgruppe bestehen, wurde ein Kruskal-Wallis-Test fir die einzelnen Steroide
durchgefihrt (siehe 4.4 und 7.1.5). In Tabelle 14 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Tabelle 14 — Kruskal-Wallis-Test zum Nachweis von Unterschieden zwischen unbehandelten und mit
Synovex-S behandelten Ochsen im Fettgewebe

Pregnenolon PrifgréRe H > )(2 Signifikanzniveau p Verhéaltnis*
SG2 4,1>3,8 0,950 ub <b
SG4 53>338 0,950 b <ub
Progesteron

SG1 4,1>38 0,950 ub <b
SG2 30>27 0,900 ub <b
SG3 53>5,2 0,975 ub <b
Androstanolon

SG2 30>27 0,900 b <ub
SG3 53>5.2 0,975 b <ub
Epitestosteron

SG4 53>5.2 0,975 ub <b

*Verhéaltnis der Steroidgehalte der behandelten (b) zu den unbehandelten (ub) Ochsen

Mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % laf3t sich sagen, daf3 die Pregnenolongehalte
der behandelten und unbehandelten Ochsen der SG 2 nicht einer Grundgesamtheit
entstammen. Dabei sind die Gehalte in den Fettgeweben der behandelten Ochsen
gegeniber den unbehandelten erhdht. In SG 1 und SG 3 IRt sich mit Hilfe des Kruskal-
Wallis-Tests kein Unterschied in den Pregnenolongehalten der behandelten und
unbehandelten Ochsen feststellen. In SG 4 a3t sich wiederum ein Unterschied statistisch
belegen. Hier sind die Gehalte des Fettgewebes der behandelten Ochsen geringer als die
der unbehandelten. Diese Tatsache kann mdglicherweise auf die Uberschreitung der
maximalen Wirkzeit des Implantates zurtickgefuhrt werden.

Die an den Medianen der Progesterongehalte erkennbare Erhdhung der
Progesterongehalte im Fettgewebe der behandelten Ochsen I&R3t sich auch mit Hilfe des
Kruskal-Wallis-Tests statistisch belegen. In SG 1 und SG 3 ist die Erh6éhung mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % bzw. 2,5% gegeben. In SG 2 ist der Progesterongehalt
der mit Synovex-S behandelten Ochsen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 10 %
gegenlber den unbehandelten Ochsen erhdht.

Die Androstanolongehalte in den Fettgeweben der behandelten Ochsen sind niedriger als
in denen der unbehandelten. Dies ist in SG 2 und SG 3 der Fall, wird aber in SG 3 mit
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 2,5 % deutlicher als in SG 2.

In SG 4 zeigt sich ein statistisch belegbarer Unterschied in den Epitestosterongehalten im
Fettgewebe der behandelten und unbehandelten  Ochsen. Mit 25%
Irrtumswahrscheinlichkeit liegen in den Fettgeweben der unbehandelten Ochsen
geringere Progesterongehalte vor.

Zwar sind die genannten Unterschiede in den Steroidgehalten im Fettgewebe der
behandelten und unbehandelten Ochsen in einzelnen Schlachtgruppen erkennbar, doch
&Rt sich anhand keines Steroids ein Unterschied in allen untersuchten Schlachtgruppen
mit geringer Irrtumswahrscheinlichkeit statistisch feststellen.
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7.2.2 Statistische Betrachtungen — Korrelationen zwischen Steroidgehalten des
Fettgewebes und Schlachtgewicht

Aufgrund der moglichen Funktion des Fettgewebes als Steroidspeicher ist ein
Zusammenhang zwischen Steroidgehalten des Fettgewebes und dem Alter der Tiere
denkbar. Da das konkrete Alter der einzelnen Ochsen unbekannt ist, soll eine Korrelation
mit dem  Ausschlachtgewicht durchgefihrt werden. Ermittelt wurde der
Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho fiir nicht normalverteilte Variable anhand der
Rénge. Die Korrelationskoeffizienten sind in Tabelle 15 angegeben.

Tabelle 15 — Korrelation von Steroidgehalten des Fettgewebes und Ausschlachtgewicht

Steroid unb ehandelte Ochsen Synovex-S behandelte Ochsen
SG”(n SG”(n
Pregnenolon 0,680** -0,324
Progesteron -0,182 -0,400
DHEA 0,682** 0,503*
Androstendion 0,409 0,614~
Testosteron 0,304 0,273
Androstanolon -0,214 -0,440
Epitestosteron -0,031 0,427
cis-Androsteron 0,591* 0,171
L Ausschlachtgewicht * p < 0,05 (2-seitig) ** p< 0,01 (2-seitig) r Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho

Eine stark positive Korrelation besteht zwischen den Parametern Ausschlachtgewicht und
Pregnenolongehalt sowie Ausschlachtgewicht und DHEA-Gehalt bei den unbehandelten
Ochsen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1 %. Der positive Zusammenhang
zwischen  Ausschlachtgewicht und DHEA-Gehalt besteht ebenso mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 1 %, wenn auch nicht so stark bei den behandelten
Ochsen. Allerdings tritt ein sehr schwacher negativer Zusammenhang zwischen
Ausschlachtgewicht und Pregnenolongehalt bei den behandelten Ochsen auf. Dies
koénnte auf die Abnahme des Pregnenolongehaltes in SG 4 zurlickzuftihren sein.

Zwischen dem Ausschlachtgewicht und Progesteron besteht weder bei den behandelten
noch bei den unbehandelten Ochsen ein signifikanter linearer Zusammenhang. Das
gleiche ist fir Testosteron, Androstanolon und Epitestosteron der Fall.

Der Androstendiongehalt zeigt einen starken positiven linearen Zusammenhang auf
einem Signifikanzniveau von 0,05 mit dem Ausschlachtgewicht bei den behandelten
Ochsen. Ein Korrelationskoeffizient von 0,409, der auf einen schwachen positiven
linearen Zusammenhang hindeutet, tritt auch bei den unbehandelten Ochsen auf.
Allerdings besteht keine Signifikanz auf einem Niveau von 0,05.

Bei den unbehandelten Ochsen scheint ein positiver, auf einem Niveau von 0,05
signifikanter linearer Zusammenhang zwischen Ausschlachtgewicht und cis-Androsteron
zu bestehen. Bei den behandelten Ochsen tritt keine Korrelation auf.

Da nicht nur die Parameter ,Steroidgehalt® und ,Ausschlachtgewicht* einander
beeinflussen, ist die physiologische Deutung der Korrelationskoeffizienten nicht in allen
Fallen moglich.
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7.3 Vergleich der Steroidgehalte von Muskel- und Fettgewebe

Steroidhormonmuster wurden bisher fast ausschlie3lich in Muskelgewebe von Rindern
bestimmt ( HARTWIG et al., 1995; HARTMANN & STEINHART, 1997a; FRITSCHE et al.,
1998a; FRITSCHE et al., 1998b; FRITSCHE et al., 1999), bis auf wenige Arbeiten die sich
unter anderem mit den Steroidhormonmustern in Rinderplasma beschatftigen (SCIPPO et
al., 1994). Die Gehalte einzelner Steroide in Fettgewebe wurden schon haufig ermittelt
(GAIANI & CHIESA, 1986; FRANK et al., 1983; HENRICKS et al., 1983), es fand aber
noch keine Bestimmung von Steroidhormonmustern in Fettgewebe statt.

Vergleicht man die ermittelten Steroidhormonmuster der Muskel- und Fettgewebe der
Synovex-S behandelten und unbehandelten Ochsen, so ergibt sich das in Abbildung 25
und 26 dargestellte Bild. Die S&ulen stellen die Mediane der Steroidgehalte der jeweiligen
Gruppe dar, die Striche Uber den Saulen symbolisieren die Schwankungsbreiten. Auffallig
ist die starke Erhéhung der Steroidgehalte im Fettgewebe. Besonders stark erhéht waren
die Gehalte von Pregnenolon im Fettgewebe gegeniiber dem Muskelgewebe. Es tritt ein
Faktor von 2,6 bis 35 zwischen den Pregnenolongehalten von Muskel- und Fettgewebe
bei den unbehandelten Ochsen auf und ein Faktor zwischen 1,2 und 17 bei den
behandelten. Die unbehandelten Ochsen neigen also zu einer starkeren Akkumulation
von Pregnenolon im Fettgewebe als die behandelten. Es fand keine verstarkte
Akkumulation in einer bestimmten Schlachtgruppe statt. Die Progesterongehalte wiesen
Faktoren von 0,4 bis 37 zwischen den Muskel- und Fettgewebe der unbehandelten
Ochsen auf, wahrend die behandelten Ochsen Faktoren zwischen 1,2 und 18 zeigten.
Wiederum bestehen keine Unterschiede zwischen den Schlachtgruppen.

Von einigen Autoren wurden bereits Gehalte einzelner Steroide in Muskel und
Fettgewebe von Rindern ermittelt und diese miteinander verglichen. Bei mannlichen
Mastkalbern waren die Gesamtestrogengehalte im Fettgewebe gegeniber dem
Muskelgewebe um den Faktor 6 erhéht (MEYER et al.,, 1985b). Trenbolon wurde bei
Ochsen nach einer Behandlung in bis zu funfmal grofReren Gehalten in Fettgewebe
nachgewiesen (HOFFMANN & EVERS, 1986). HOFFMANN & RATTENBERGER (1977)
zeigten, dal3 Farsen eine ungefdhr doppelt so hohe Konzentration von Testosteron im
Fettgewebe wie im Muskelgewebe aufweisen, wahrend bei Bullen ein 14fach erhohter
Gehalt im Fettgewebe ermittelt wurde. GAIANI & CHIESA (1986) berichten von
Androstendiongehalten, die bei mannlichen Kalbern um den Faktor 40 und bei Bullen um
den Faktor 28 in Nierenfett gegenliber Muskelgewebe erhdht waren, wahrend die
Faktoren flr weibliche Kalber bei 11 und fir Farsen bei 20 lagen. Ein ahnliches Verhéltnis
zeigten die Faktoren zwischen Muskel- und Nierenfettgewebe fir Testosteron. Die
Testosterongehalte waren dabei im Fettgewebe weniger stark erhdht als die
Androstendiongehalte. Die Faktoren zwischen Muskel- und Fettgewebe lagen fir
mannliche Kéalber bei 21, fur Bullen bei 7 und fur weibliche Kélber und Farsen bei 6 und 9.
Die hier in den Geweben dieses Tierversuchs untersuchten Androgene lagen in vielen
Fallen nur im Fettgewebe in nennenswerten Mengen vor, oft waren sie aber auch nicht im
Fettgewebe nachweisbar.
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Es fand also nicht in allen Fallen eine Anreicherung im Fettgewebe statt. In einigen Féllen
waren die Gehalte im Fettgewebe bis zu einem Faktor von 36 gegeniber dem
Muskelgewebe erhoht.

Es laft sich hinsichtlich der GréRe der Faktoren zwischen Muskel- und Fettgewebe weder
ein Unterschied zwischen unbehandelten und behandelten Ochsen noch zwischen den
Schlachtgruppen feststellen.

Um festzustellen, ob eine unselektive, ungerichtete Akkumulation im Fettgewebe
stattfindet, wurde eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt. Ist dies der Fall, so werden die
Steroide, die die hdchsten Gehalte im Muskelgewebe zeigen auch am starksten im
Fettgewebe vorliegen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 dargestellt. Es kénnte dann
einen linearen Zusammenhang zwischen den Steroidgehalten der Gewebetypen geben.
Ermittelt wurde der Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho. Gepruft wurde auf 2-
seitige Signifikanz. Hierfir werden die Steroidgehalte des polaren Extraktes des
Muskelgewebes herangezogen, da diese, ebenso wie die Steroidgehalte des
Fettgewebes, von den Ochsen aller Schlachtgruppen ermittelt wurden.

Tabelle 16 — Korrelation von Steroidgehalten des Fettgewebes und Steroidgehalten
des polaren Extraktes des Muskelgewebes der unbehandelten Ochsen

Steroid Korrelationskoeffizient
Pregnenolon 0,358
Progesteron 0,241
DHEA 0,358
Androstendion 0,398
Testosteron -0,065
Androstanolon -0,317
Epitestosteron 0,304
cis-Androsteron 0,189

Erstaunlich ist, daR keiner der Steroidgehalte des polaren Extraktes des Muskelgewebes
nennenswert mit den Steroidgehalten des Fettgewebes korreliert. Es besteht zwischen
den Variablen kein signifikanter linearer Zusammenhang (p<0,05). Das weist darauf hin,
dalR kein ungeregelter Austausch der Steroide zwischen Muskel- und Fettgewebe
stattfindet, so dal3 Steroide, die in grél3eren Mengen im Muskelgewebe vorliegen, diese
Erhdhung auch im Fettgewebe zeigen. In diesem Fall mif3ten sich die Steroidgehalte des
Muskelgewebes in denen des Fettgewebes widerspiegeln. Es ware also moglich, daf
Steroide gezielt zwischen Muskel- und Fettgewebe ausgetauscht werden und dabei eine
Steuerung erfolgt. Diese scheint dann individuell unterschiedlich zu sein.
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7.4 Einflul der Synovex-S Behandlung auf die Steroidhormon-
muster und —gehalte von Muskel und Fettgewebe

Die Steroidhormonmuster der behandelten Ochsen sind weder im Muskel- noch im
Fettgewebe wesentlich gegeniiber denen der unbehandelten Ochsen verandert. Zwar
treten leichte Erhdhungen des Pregnenolon- und Progesterongehaltes sowohl im Muskel-
als auch im Fettgewebe der behandelten Ochsen auf, diese sind aber nur im Fettgewebe
statistisch nachweisbar. Anhand der ermittelten Daten wére keine Zuordnung eines
Ochsen, von dem nicht bekannt ist, ob er mit Synovex-S behandelt wurde, zu der
behandelten oder der unbehandelten Gruppe mdoglich. Offensichtlich beeinflu3t die
Behandlung den naturlichen Steroidmetabolismus kaum.

Dies zeigt, dal3 die Anwendung von Synovex-S bei bestimmungsgemaflem Gebrauch
keine Gefahren fur die Konsumenten von Rindfleisch verursacht. Die bei diesem Versuch
eingehaltene Frist von etwa 42 Tagen zwischen Implantation von Synovex-S und
Schlachtung ist relativ kurz gewahlt, so da? das Implantat noch die grof3ten moglichen
Steroidmengen freisetzt. Beschrieben werden Fristen zwischen 60 und 150 Tagen
zwischen Implantation und Schlachtung (HEINRITZI, 1974; KUSHINSKY, 1983; LONE,
1997). Durch die Verabreichung von drei Implantaten ist davon auszugehen, dal3 die
Ochsen relativ hohen Steroiddosen ausgesetzt waren. In vielen Féllen werden Steroid-
Implantate erst zum ,Finishing” der Ochsen eingesetzt. Das bedeutet, dal sie die Steroid-
Implantate erst in der Endphase der Mast vor der Schlachtung erhalten. Die hier
untersuchten Ochsen wurden schon relativ jung einer Steroidbehandlung ausgesetzt, die
sich bis kurz vor die Schlachtung hinzog. Selbst bei diesen untersuchten Ochsen, die aus
den genannten Grunden relativ hohen Steroiddosen ausgesetzt waren, konnte keine
wesentliche Beeinflussung des Steroidhormonhaushaltes beobachtet werden. Aus diesem
Grund ist nicht davon auszugehen, dal3 Synovex-S behandelte Ochsen anderer
Implantationsfristen héhere Steroidgehalte im Gewebe aufweisen. Problematisch konnte
sich der Verbleib von Implantationsstellen, die nicht bei der Schlachtung von den anderen
verwertbaren Schlachtkérperbestandteilen abgetrennt werden, auswirken. Diese enthalten
sehr grof3e Steroidmengen, die dann Fleischverarbeitungsprodukte kontaminieren kénnen
(DAXENBERGER et al., 2000).

Nicht bestimmt wurden die Estrogengehalte der Gewebe. Da 17(-Estradiol in dem
verabreichten Synovex-S Implantat vorhanden war, kdnnte eine Anreicherung dieses
Steroids oder seiner Metaboliten in den Geweben auftreten. Einige der Gewebeproben
wurden auf das Vorliegen von Estrogenen untersucht, diese waren aber mit den
eingesetzten Methoden nicht nachweisbar. Der negative Nachweis von Estrogenen deckt
sich mit Literaturangaben. Des ofteren wurde von Estrogengehalten in den Geweben
mannlicher Rinder berichtet, die unterhalb der Grenze des praktischen Arbeitsbereiches
des hier angewendeten Verfahren lagen (FRITSCHE et al., 1999; LONE, 1997). Daraufhin
wurden keine weiteren Estrogenbestimmungen durchgefiihrt. Es liegen also Estron in
Gehalten unter 20 ng/kg, 17p3-Estradiol und 17a-Estradiol unter 40 ng/kg und Estriol unter
60 ng/kg im Muskelgewebe vor (HARTMANN & STEINHART, 1997a). Im Fettgewebe ist
davon auszugehen, dal} die Estrogene in Gehalten unter 100 ng/kg vorliegen. Die
COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES (1989) gibt einen Gehalt von 1300
ng/kg Estron im Muskelgewebe und 9000 ng/kg im Fettgewebe als Richtwert fir die
Behandlung von Rindern mit Estrogenen an. Estrongehalte dieser GréRenordnung waren
bei den durchgefuhrten Untersuchungen erkannt worden.

84



7 Untersuchung des Tierversuchs: Ergebnisse und Diskussion

Die genannten Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dal3 aus wissenschaftlicher Sicht mit
der Argumentation einer moglichen Gesundheitsgeféahrdung der Verbraucher kein Grund
fur die EU vorliegt, die Einfuhr von Fleisch mit Synovex-S behandelter Rinder aus den
USA zu verbieten. Bei bestimmungsgemaler Anwendung von Implantaten zur
Verabreichung natirlich vorkommender Steroide sind keine hoheren Steroidexpositionen
durch den Verzehr von Rindfleisch zu erwarten als durch den Verzehr von Fleisch
unbehandelter Rinder.
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8 Zusammenfassung

8.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die Steroidhormonmuster und —gehalte des Muskel- und
Fettgewebes von Ochsen, die mit dem in den USA zugelassenen Préparat Synovex-S
behandelt wurden, mittels GC-MSD untersucht. Ziel war es festzustellen, ob diese
Behandlung mit dem Anabolikaimplantat Anderungen im Steroidhormonmuster und
-gehalt der Gewebe im Vergleich zu Kontrolltieren hervorruft. Hierzu wurden nicht nur die
Steroidhormonmuster und —gehalte der ungebunden vorliegenden Steroide untersucht
sondern ebenso die der Steroidfettsaureester.

Hierzu wurde zundchst eine Methode fir die Extraktion und Bestimmung von
Steroidfettsaureestern in Muskelgewebe entwickelt. Die unpolare Extraktion wurde in
Anschluf3 an die polare Extraktion mit Methanol/Wasser zur Erfassung der ungebundenen
Steroide mit Ethylacetat und n-Hexan durchgefuhrt. Die Bestimmung der
Steroidfettsaureester erfolgte nach deren Hydrolyse als ungebundene Steroide. Zur
Freisetzung der Steroide aus den Estern wurde die Umesterung eingesetzt. Die weitere
Reinigung des Probenextraktes erfolgte Uber flissig-flissig-Extraktion  und
Festphasenextraktion. Steroidfettsaureester liegen, wenn tberhaupt, nur in sehr geringen
Gehalten im Muskelgewebe vor. Es stellte sich jedoch heraus, daR durch polare
Extraktion keine vollstandige Extraktion der ungebundenen Steroide aus dem
Muskelgewebe mdglich ist. Durch Extraktion mit unpolaren Losungsmitteln (Ethylacetat/n-
Hexan) im AnschluR an die polare Extraktion konnte nochmals eine vergleichbare
Steroidmenge extrahiert werden. Die Steroidhormonmuster des polaren und des
unpolaren Extraktes unterschieden sich kaum. Die durch polare Extraktion ermittelten
Steroidhormongehalte  stellen also nur ca. 50 % des extrahierbaren
Steroidhormongehaltes dar.

Fur die Bestimmung von Steroidhormonmustern in Fettgewebe wurde eine Methode
entwickelt, die auf der Abtrennung von Steroiden und Steroidfettsaureestern mit Hilfe der
Saulenchromtographie an Kieselgel basiert. Die Proben wurden nach dem Auslassen des
Fettgewebes in der Mikrowelle mit n-Hexan und Ethylacetat extrahiert. Der Extrakt wurde
Uber eine Kieselgelsaule gegeben und die Fraktion der Steroidfettsaureester einer
Umesterung unterworfen. Die Fraktionen wurden Uber mehrere Schritte der Festphasen-
und flussig-flussig-Extraktion gereinigt. Es konnten, wie auch in Muskelgewebe, keine
signifikanten Mengen an im Steroidfettsdureestern in Fettgewebe nachgewiesen werden.

Bei der Untersuchung von Muskelgewebe aus einem vorliegenden Tierversuch konnten
keine wesentlichen Unterschiede in den Steroidhormonmustern und —gehalten zwischen
behandelten und unbehandelten Ochsen festgestellt werden. In den polaren Extrakten
des Muskelgewebes der mit Synovex-S behandelten Ochsen war eine schwache,
wenngleich auch statistisch nicht nachweisbare Erhdéhung des Pregnenolon- und
Progesterongehaltes zu verzeichnen. Wahrend die Erhéhung des Progesterongehaltes
auf die Freisetzung von Progesteron aus dem Implantat zuriickgefihrt werden kann, ist
unklar, wie es zu einer Erh6hung des Pregnenolongehaltes kommen kann. Méglich ist ein
Ruckkopplungseffekt, bei dem durch Verabreichung von Progesteron die Vorstufe
Pregnenolon verstarkt gebildet wird. Eine Erhohung des Pregnenolon- und
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Progesterongehaltes war in den unpolaren Extrakten hingegen nicht erkennbar. Ebenso
konnten keine Unterschiede in den Mustern und Gehalten der Androgene und Corticoide
sowohl im polaren als auch im unpolaren Extrakt der behandelten und unbehandelten
Ochsen festgestellt werden.

Die festgestellte Erh6hung des Pregnenolon- und Progesterongehaltes im Muskelgewebe
der behandelten Ochsen lag bei diesen auch im Fettgewebe vor. Bei einigen
Schlachtgruppen traten statistisch signifikante Unterschiede auf. Da die Gehalte aller
Steroide jedoch starken individuellen physiologischen Schwankungen unterworfen waren,
war keine Differenzierung zwischen behandelten und unbehandelten Ochsen auf Basis
der Steroidhormongehalte oder —muster des Fettgewebes maglich.

Bei Vergleich der Steroidhormonmuster und -gehalte des Muskelgewebes mit denen des
Fettgewebes wurde festgestellt, dal3 die Steroidhormongehalte im Fettgewebe stark
erhoht sind. Es treten Faktoren bis zu etwa 40 zwischen den einzelnen
Steroidhormongehalten des Muskel- und Fettgewebes auf. Besonders stark erhoht sind
die Pregnenolongehalte im Fettgewebe gegeniuber dem Muskelgewebe. Die
Steroidhormonmuster in Muskel- und Fettgewebe waren vergleichbar.

Anhand der ermittelten Steroidmuster und -gehalte konnte keine Differenzierung von
behandelten und unbehandelten Ochsen vorgenommen werden. Diese Ergebnisse
sprechen dafir, dal} das von der EU ausgesprochene Importverbot von Rindfleisch aus
den USA aufgrund der aufgefihrten gesundheitlichen Risiken flr den Verbraucher im
Falle der Anwendung von Synovex-S Implantaten in der Rindermast nicht haltbar ist.

8.2 Summary

Steroid hormone patterns and contents of beef and adipose tissue from steers treated
with Synovex-S were determined by GC-MSD. Synovex-S treatment of steers is allowed
in the USA but forbidden in the EU just as the import of beef from treated steers. The aim
of this study was the comparison of steroid hormone patterns and contents of tissues from
treated and untreated steers and the determination of a possible influence of the
treatment on natural steroid hormone patterns. Steroid fatty acid esters as storage
derivatives of steroids were included in the investigations.

A method for the extraction of steroid fatty acid esters from beef was developed. Steroids
were extracted with methanol/water followed by the extraction of steroid fatty acid esters
with ethylacetate and n-hexane, an unpolar extraction step. Steroid fatty acid esters were
determined after hydrolysis as free steroids. Transesterification was used to hydrolyse
steroid fatty acids. Samples were cleaned up by liquid-liquid extraction and solid phase
extraction. No steroid fatty acid esters but free steroids were determined in the unpolar
beef extract. The steroid content and pattern of the non polar extract was comparable with
the content and pattern of the polar extract. With polar solvents only about 50 % of
steroids were extracted from beef.

The determination of free and esterified steroids from adipose tissue based on a
separation using a silica column. Fatty samples were melted by microwaves, diluted in n-
hexane and ethylacetate and applied to the column. Free steroids were separated from
their fatty acid esters by an elution step. The fraction containing steroid fatty acid esters
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was transesterificated. Further clean up was carried out by liquid-liquid and solid phase
extraction. No significant amounts of steroid fatty acid esters were detected in adipose
tissue.

No considerable differences between steroid hormone patterns of Synovex-S treated and
untreated steers were determined. The polar extracts of beef from treated steers showed
slightly higher progesterone and pregnenolone contents. However, statistical proof for
differences in progesterone and pregnenolone contents between treated and untreated
cattle was not possible. Higher progesterone contents in beef from treated steers may be
due to the progesterone release of the implant. A possible reason for higher pregnenolone
contents is a feedback mechanism which causes the formation of pregnenolone as a
result of progesterone treatment. No higher contents of progesterone and pregnenolone
were determined in non polar extracts from beef. Furthermore, beef from treated and
untreated steers showed no differences in androgen, gestagen and corticoid contents and
patterns.

Just as in beef, pregnenolone and progesterone contents were higher in adipose tissue of
treated steers. In contrast to beef, significant statistical differences were determined.
However, a differentiation of treated and untreated cattle by means of steroid contents or
patterns was not possible because of high individual differences in steroid synthesis.

Steroid contents of adipose tissue were higher compared to beef. Single steroids had
factors up to 40 between muscle and adipose tissue. Pregnenolone and progesterone
dominated in adipose tissue. Steroid hormone patterns of beef and adipose tissue were
comparable.

Synovex-S treated and untreated steers cannot be distinguished by means of steroid
hormone patterns and contents. Therefore, a potential health risk for the consumer
associated with beef from treated steers is no reason to maintain the ban of US beef by
the EU.
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9.1

Schlachtgewichte der Ochsen

9.1.1 Lebendgewicht am Anfang des Versuchs und am Schlachttag

Startgewicht x S Schlachtgewicht x S

Schlachtgruppe 1 [kg] [kg] [kg] [kl
unbehandelte Ochsen 297,0 13,4 351,9 11,6
Synovex-S Ochsen 297,6 13,7 371,8 14,9
Schlachtgruppe 2

unbehandelte Ochsen 297,0 9,9 45,5 22,5
Synovex-S Ochsen 298,6 10,9 4977 14,9
Schlachtgruppe 3

unbehandelte Ochsen 297,8 10,2 506,9 11,8
Synovex-S Ochsen 299,1 7,2 565,3 8,4
Schlachtgruppe 4

unbehandelte Ochsen 313,8 16,4 586,6 14,7
Synovex-S Ochsen 303,9 11,5 597,2 12,8

x Mittelwert (n = 4)

s Standardabweichung

9.1.2 Ausschlachtgewichte

unb ehandelte Ochsen
[Kennung ]

Ausschlachtgewicht
[ka]

Synovex-S Ochsen
[Kennung ]

Ausschlachtgewicht
[kq]

Schlachtgruppe 1

Schlachtgruppe 1

833 204,56 818 222,46
834 207,26 828 226,36
866 218,26 831 189,86
867 192,96 839 225,76
Schlachtgruppe 2 Schlachtgruppe 2

815 232,46 821 291,46
826 274,76 823 297,36
842 262,96 875 270,16
882 285,76 880 312,96
Schlachtgruppe 3 Schlachtgruppe 3

822 302,16 816 333,56
825 315,36 817 328,26
863 303,46 864 349,06
879 315,76 873 342,46
Schlachtgruppe 4 Schlachtgruppe 4

832 368,86 819 343,36
837 335,76 862 346,66
846 331,96 874 384,96
869 334,56 878 352,76

Kennung = Nummer zur ldentifizierung der Ochsen
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9.2

Standardlésungen

9.2.1 Standardsubstanzen Steroide

Trivialname

systematischer Name

Hersteller

cis-Androsteron

5a-Androstan-3a-ol-17-on

Serva Art.-Nr.13620

DHEA

5-Androsten-33-ol -17-on

Sigma Art.-Nr.D-4000

Epitestosteron

4-Androsten-17a-0l-3-on

Sigma Art-Nr. E-5878

Androstanolon

5a-Androstan-173-ol-3-on

Sigma Art.-Nr. A-8380

Androstendion

4-Androsten-3,17-dion

Serva Art.-Nr. 13600

Testosteron 4-Androsten-17(3-ol-3-on Serva Art-Nr. 35800

Pregnenolon 5-Pregnen-3p-ol-20-on Sigma Art.-Nr.P-9129

Progesteron 4-Pregnen-3,20-dion Serva Art.-Nr. 33530

Cortison 4-Pregnen- Merck Art.-Nr. 8960.0001
17a,21-diol-3,11,20-trion

Cortisol 4-Pregnen- Merck Art.-Nr. 24608.0250

11(3,17a,21-triol-3,20-dion

17a-Estradiol

3,17a-Dihydroxy-
1,3,5(10)-estratrien

Aldrich Art.-Nr. 28.577-3

17p3-Estradiol

3,17B-Dihydroxy-
1,3,5(10)-estratrien

Serva Art.-Nr. 31100

Estron 3-Hydroxy- Serva Art.-Nr. 31150
17-oxo0-1,3,5(10)-estratrien

Estriol 3,160,17p3-Trihydroxy- Sigma Art.-Nr. E-1253
1,3,5(10)-estratrien

Mgthyltestosteron 17a-Methyltestosteron Serva Art.-Nr. 29560

IS

Medroxyprogesteron 6a-Methyl-17a- Sigma Art.-Nr. 6013

|S* Hydroxyprogesteron

IS* = interner Standard

9.2.2 Standardsubstanzen Steroidfettsaureester

Trivialname

systematischer Name

Hersteller

Cholesterololeat

5-Cholesten-3(3-ol-3-acetat

Sigma Art.-Nr. T-3006

Cortisonacetat

4-Pregnen-
17a,21-diol-3,11,20-trion

Sigma Art.-Nr.C-3130

Estradiolstearat

1,3,5(10)-Estratrien-3,173-Diol-
17-stearat

Steraloids, Inc. L1253

Testosteronbenzoat

4-Androsten-3-on-17(3-benzoat

Sigma Art.-Nr.T-1750

Testosteronenanthat

4-Androsten-3-on-17p3-enanthat

Serva Art-Nr. 35800
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* Testosteron

» 17(3-Estradiol

» Cortison

» Cholesterol

* Pregnenolon

* Progesteron

* Methyltestosteron

e Cholesterololeat
e Estradiolstearat
* Cortisonacetat

e Testosteronenathat

Alle Standardlésungen in Methanol. Eingesetzt wurden die in den letzten Spalten

9.2.3 Standardldésungen fur Messungen am GC-FID

10 mg/ 100 mL in Methanol
10 mg/ 100 mL in Methanol
10 mg/ 100 mL in Methanol
10 mg/ 100 mL in n-Hexan
10 mg/ 100 mL in Methanol
10 mg/ 100 mL in Methanol
10 mg/ 100 mL in Methanol

9.2.4 Standardldésungen fur die Versuche zur Hydrolyse von Steroidfettsaureestern

10 mg/ 100 mL in n-Hexan
10 mg/ 100 mL in n-Hexan
10 mg/ 100 mL in Methanol
» Testosteronbenzoat 10 mg/ 100 mL in n-Hexan
10 mg/ 100 mL in n-Hexan

genannten Verdunnungen.

9.2.5 Standardldésungen fur GC-MS im SIM-Mode

» Androgen/Gestagen/Metaboliten-Mischstandard:

Steroid Stammldsung 1:6,666 Verdunnung
DHEA 0,90 ng/pL 0,1350 ng/uL
Androstanolon 1,11 ng/pL 0,1665 ng/uL
Androstendion 0,99 ng/uL 0,1485 ng/uL
Testosteron 0,92 ng/pL 0,1380 ng/pL
Pregnenolon 1,07 ng/uL 0,1605 ng/uL
Progesteron 0,97 ng/uL 0,1455 ng/uL
cis-Androsteron 0,98 ng/pL 0,1470 ng/pL
Epitestosteron 0,35 ng/uL 0,0520 ng/uL

» Corticoid-Standards:

Steroid Stammldsung 1:2 Verdinnung
Cortison 1,0 ng/uL 0,5000 ng/uL
Cortisol 1,0 ng/pL 0,5000 ng/pL

» Estrogen-Mischstandard:

Steroid

Stammldsung

1:20 Verdinnung

17a-Estradiol 0,90 ng/pL 0,0450 ng/pL
17B-Estradiol 0,92 ng/uL 0,0460 ng/uL
Estron 0,94 ng/pL 0,0470 ng/puL
Estriol 0,90 ng/uLL 0,0450 ng/uL
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* Interner Standard fir Androgen/Gestagen/Metaboliten-Bestimmung:

Steroid Stammldsung 1:2,5 Verdinnung
Methyltestosteron 1,0 ng/uL 0,4 ng/pL

* Interner Standard fur Corticoid-Bestimmung :

Steroid Stammldsung 1:2 Verdinnung
Medroxyprogesteron | 1,0 ng/uL 0,5 ng/pL

* Pregnenolon/Progesteron-Losung fir die Bestimmung in Fettgewebe:

Steroid Stammldsung 1:10 Verdinnung
Pregnenolon 11,75 ng/pL 1,175 ng/pL
Progesteron 10,00 ng/uL 1,000 ng/uL

9.2.6 Erstellung d er Kalibriergeraden

9.2.6.1 Durchfliihrung

An jedem Meltag wurde die Linearitat des Verfahrens mit einer Kalibrierreihe bestehend
aus Standardsubstanzen bestimmt. Die Korrelationskoeffizienten grof3er 0,99 zeigten, dal3
bei jeder Messung eine Linearitat im gemessenen Konzentrationsbereich gegeben war.
Die Quantifizierung mit Hilfe der Auswerte-Software erfolgte Uber den Standard mit der
der Probe &hnlichsten Konzentration.

Androgene/Gestagene/Metaboliten

Die Erstellung der Kalibriergeraden fur die Messung der
Androgenen/Gestagene/Metaboliten erfolgte, indem 20 pL, 40 uL und 80 pL der 1:6,666
Verdinnung der Androgene/Gestagene/Metaboliten-Stammlésung in  Spitzgldschen
gegeben wurden. Es wurden jeweils 50 pL des Methyltestosteron-Standardlésung
zugegeben. Die Losungen wurden unter Stickstoff getrocknet und mit 40 pL
Derivatisierungsreagenz umgesetzt.

Fur die Bestimmung der Androgene/Gestagene/Metaboliten in Fettgewebe wurden 20 pL,
40 pL und 80 pL der 1:6,666 Verdinnung der Androgene/Gestagene/Metaboliten-
Stammldsung in Spitzglaschen gegeben. Zuséatzlich wurden 20 pL, 40 uL und 80 pL der
Pregnenolon/Progesteron-Standardlésung zugegeben. Fur die Methodenvalidierungen
wurden weiterhin 160 mL und 320 mL der Standardlésungen eingesetzt. Es wurden 50 pL
der LOsung des internen Standards Methyltestosteron zugefiigt, die Losungen unter
Stickstoff getrocknet und mit 40 pL Derivatisierungsreagenz derivatisiert.

Corticoide

Die Erstellung der Kalibriergeraden fir die Messung der Corticoide erfolgte, indem 20 pL,
40 uL und 80 pL der verdiinnten Corticoide-StammL6sung in Spitzglaschen gegeben
wurden. Es wurden jeweils 50 pL des Medroxyprogesteron-Standardldsung zugegeben.
Die Losungen wurden unter Stickstoff getrocknet und mit 40 pL Derivatisierungsreagenz
umgesetzt.
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Estrogene

Die Erstellung der Kalibriergeraden fir die Messung der Estrogene erfolgte, indem 50 pL,
100 pL und 200 pL der Verdunnung der Estrogene-Stammldsung in Spitzglaschen
gegeben wurden. Es wurden jeweils 50 pL des Methyltestosteron-Standardlésung
zugegeben. Die Losungen wurden unter Stickstoff getrocknet und mit 40 pL
Derivatisierungsreagenz umgesetzt.

9.2.6.2 Konzentrationen
A Muskelgewebe

Die Angabe der Steroidgehalte erfolgt in ng/2 mL da dieser Gehalt dem auf 1 kg
Muskelgewebe bezogenen Gehalt entspricht.

Umrechnung der Standardgehalte in ng/kg Muskelgewebe bei einem Einsatz von 20 g
Muskelgewebe:

Standardkonzentration [ng/uL] x Standardvolumen [pL] x 50 = Gehalt im Gewebe (bezogen auf 1 kg)

Standardsubstanz Kalibrierstandard 1: | Kalibrierstandard 2: | Kalibrierstandard 3:
Gehalt in ng/2mL Gehalt in ng/2mL Gehalt in ng/2mL

(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
IS Methyltestosteron 1000,0 1000,0 1000,0
IS Medroxyprogesteron 1250,0 1250,0 1250,0
cis-Androsteron 294,0 588,0 1176,0
DHEA 135,0 270,0 540,0
Epitestosteron 105,0 210,0 420,0
Androstanolon 166,5 333,0 666,0
Androstendion 148,5 297,0 594,0
Testosteron 138,0 276,0 552,0
Pregnenolon 160,5 321,0 642,0
Progesteron 145,5 291,0 582,0
Cortison 500,0 1000,0 2000,0
Cortisol 500,0 1000,0 2000,0
17a-Estradiol 1125 225,0 450,0
17B-Estradiol 115,0 230,0 460,0
Estron 117,5 235,0 470,0
Estriol 112,5 225,0 450,0
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B Fettgewebe

Fur das Fettgewebe werden die Gehalt in ng/8 mL angegeben, da dieser Gehalt dem
Steroidgehalt bezogen auf 1 kg Fettgewebe entspricht.

Umrechnung der Standardgehalte in ng/kg Muskelgewebe bei einem Einsatz von 20 g
Muskelgewebe:

Standardkonzentration [ng/pL] x Standardvolumen [pL] x 200 = Gehalt im Gewebe (bezogen auf 1 kg)

Standardsubstanz Kalibrierstandard 1: | Kalibrierstandard 2: | Kalibrierstandard 3:
Gehalt in ng/2mL Gehalt in ng/2mL Gehalt in ng/2mL

(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
IS Methyltestosteron 4000,0 4000,0 4000,0
cis-Androsteron 1176,0 2352,0 4704,0
DHEA 540,0 1080,0 2160,0
Epitestosteron 420,0 840,0 1680,0
Androstanolon 666,0 1332,0 2664,0
Androstendion 594,0 1188,0 2376,0
Testosteron 552,0 1104,0 2208,0
Pregnenolon 5342,0 1068,0 21368,0
Progesteron 6873,0 9164,0 18328,0
17a-Estradiol 450,0 900,0 1800,0
17B-Estradiol 460,0 920,0 1840,0
Estron 470,0 940,0 1880,0
Estriol 450,0 900,0 1800,0

9.2.6.3 Dotierung und Ermittlung von Wiederfindung sraten

Die Dotierung erfolgte sowohl fir das Fett- als auch fir das Muskelgewebe mit dem
mittleren Standardvolumen der Kalibrierung.

Dotiert wurde eine Probe einer Doppelbestimmung. Die Dotierung erfolgte im Falle des
Muskelgewebes nach der Trennung des polaren Extraktes vom Ruckstand. Der unpolare
Extrakt konnte dann ebenfalls dotiert werden. Im Falle des Fettgewebes wurde in den n-
Hexan -Extrakt dotiert.

An jedem Analysentag wurde zur Kontrolle eine dotierte Probe analysiert.

Die Berechnung der Wiederfindungsraten erfolgte tber die Summe des Gehalts des zur
Dotierung verwendeten Standardvolumen und dem in der undotierten Probe ermittelten
Gehalt im Verhéltnis zu dem in der dotierten Probe ermittelten Gehalt:

(Gehalt (dot. Probe [ng/kg]) — Gehalt (undot. Probe [ng/kg])) x 100

WFR [%] =
Gehalt des zugesetzten Standards [ng/kg]
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8.2.6.3.1 Linearer MeRbereich im Muskelgewebe (nach HARTMANN &
STEINHART, 1997a)

Androgene/Metaboliten: 50 ng/kg bis 1600 ng/kg
Pregnenolon und Progesteron: 100 ng/kg bis 4300 ng/kg
Estradiol: 50 ng/kg bis 750 ng/kg
Estron: 50 ng/kg bis 560 ng/kg
Estriol: 70 ng/kg bis 540 ng/kg
Cortison: 500 ng/kg bis 1900 ng/kg
Cortisol: 500 ng/kg bis 6000 ng/kg

Der lineare MelRbereich fur die Bestimmung von Steroiden im Fettgewebe ist in Kapitel
6.4.4.1 angegeben.

9.2.6.4 Grenze des praktischen Arbeitsbereiches fir die Steroidbestimmung in
Muskelgewebe

In Anlehnung an die Grenze des praktischen Arbeitsbereiches (GdpA) nach HARTMANN
& STEINHART (1997a) wurde fur die Bestimmung im Muskelgewebe 20 ng/kg flr die
Androgene, Gestagene und Metaboliten als GdpA angesehen. Fir die Corticoide wurden
100 ng/kg als GdpA angesehen. Fir die Estrogene konnte keine GdpA abgeschatzt
werden, da sie in keiner Probe nachweisbar waren. Laut HARTMANN & STEINHART
(1997a) lag die GdpA fur die Estrogene je nach Substanz zwischen 20 ng/kg und 60
ng/kg.

9.3 Validierung der Methode fur die Bestimmung von
Steroidhormonmustern in Fettgewebe

Die Berechnung der Wiederfindungraten erfolgte wie unter 9.2.6.3 beschrieben.

undo tierte Proben: Gehalt [ng/kg

Steroid P1 P2 P3 P4 P5 P 6 P7
cis-Androsteron 814 1128 1154 1311 154 210 509
DHEA 839 894 876 772 182 790 734
Epitestosteron 384 809 437 362 312 177 278
Androstanolon 569 748 458 856 184 496 214
Androstendion 541 1489 1503 1473 630 1527 1649
Testosteron 313 470 340 666 236 256 209
Pregnenolon 7751 8556 8845 7829 7231 6392 8737
Progesteron 31141 47879 59736 47735 40017 39515 48011

dotierte Proben: Gehalt [ng/kg] zﬁggglettgtzsn
Steroid P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 Standards [ng/kg]
cis-Androsteron 2057 1913 1917 2278 2226 1805 2217 2352
DHEA 1367 1516 1239 1532 1422 1198 1368 1080
Epitestosteron 760 692 714 645 747 644 719 840
Androstanolon 1382 1167 1348 2132 1045 1049 925 1332
Androstendion 1804 2308 2566 2719 2067 2694 2256 1188
Testosteron 706 1095 |774 1330 |617 722 641 1104
Pregnenolon 11099 [12568 |11775 |11360 | 12763 |10712 |[12165 |10684
Progesteron 48769 | 55717 | 62956 |51968 |50819 |45825 |52516 |9164
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9.4 Gerate und Mel3bedingung en

9.4.1 GC-FID
Gerat: Carlo Erba Strumentazione HRGC 5300
Injektor: Split 1:10
Injektortemperatur: 300°C
Injektionsvolumen: 1 pL (Solvent-Flush-Technik)
Saule: Kapillarsaule
Lange: 30m
Innendurchmesser: 0,25 mm
stat. Phase: DB-5 fused silica
Filmdicke: 0,25 um
mobile Phase: Helium
FluRrate: 1,5 mL/min
Temperaturprogramm: 250°C
Aufheizrate: 10 ° C/min bis 290 ° C
Haltezeit: 15 min
Detektor: FID
Detektortemperatur: 300 °C
Brenngase: PreRluft/Wasserstoff
Auswertung: PC, Auswertungssoftware Chromstar, Version 4.05
9.4.2 GC-MSD
Gaschromatograph:
Gerat: GC 3400 (Varian GmbH, Darmstadt, BRD)
Injektor: Typ 1075 Split/Splitless Capillary Injektor (Varian)
Injektortemperatur: 250°C
1min splitless, dann Split 1:10
Injektionsvolumen: 1 pL (Solvent-Flush-Technik)
Vorsaule: Kapillare
Lange: 3m
Innendurchmesser: 0,25 mm
stat. Phase: fused silica desaktiviert
Saule: Kapillarsaule
Lange: 30m
Innendurchmesser: DB-5 MS fused silica
Filmdicke: 0,25 um
mobile Phase: Helium
FluRrate: 1,3 mL/min
Temperaturprogramm: 130°C 1 min
Aufheizrate: 10° C/mh bis 290° C
Haltezeit: 20 min
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Massenspektrometer:

Gerat: INCOS 50 B (Finnigan MAT, Bremen, BRD) mit
angeschlossenem Datensystem Onyx, Version 4.10

Kopplungstechnik: direkt Uber Transferline (290 ° C)

lonisierungsbedingungen:  ElektronenstoRionisation (El)
lonisierungsenergie 70 eV
Temperatur der lonenquelle: 180 ° C

Meftechnik: SIM-Technik: alle Massenfragmente Uber die gesamte
MeRzeit

9.5 SIM-Massen der Steroid-Enolether

In der folgenden Tabelle sind fur alle untersuchten Steroide die beiden fir die
Quantifizierung ausgewahlten Massen aufgelistet. Die Reihenfolge der Androgene,
Gestagene und Corticoide ist die der Elution.

Steroidhormon 1.Masse (m/z) |2.Masse (m/z)
Androgene/Gestagene

cis-Androsteron 434.,8 419,8
Dehydroepiandrosteron 432,8 417.,8
Epitestosteron 432,8 417,8
Androstanolon 434.8 405,8
Androstendion 430,8 415,8
Testosteron 432,8 417,8
Methyltestosteron (IS) 446,8 431,8
Pregnenolon 460,8 445,8
Progesteron 458,9 443,9
Corticoide

Cortison 630,8 615,8
Cortisol 632,8 617,8
Medroxyprogesteron (IS) |560,8 545,8

Die folgende Darstellung zeigt beispielhaft das  Massenspektrum  des
Testosterontrimethylsilylenolethers und des Progesterontrimethylsilylenolethers.
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Testosteron-(TMS),

fullscantest

Pragition in ligt :1[0]

Spectrum=445 Ret=00:14.52
73

|

433

100%=0.6104 [73)

g0 550

300
Progesteron-(TMS),

fullscantest
Spectrum=533 Ret=00:16:33 Fogition in ligt :1[0]

73 100%=01 SR80 [73)

459
157
444
147
]
1
TRV ) IO | ' e | |

0] 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Die Massen in den Spektren sind gerundet angegeben.

m/z

m/z

98



9 Anhang

9.6 Chromatogramme der Standardlésungen

Die folgenden Chromatogramme wurden im SIM-Modus aufgenommen.

Standardldsung fir die Messung von Steroiden in Muskelgewebe

std 80

Iiensitat 6 1 cis-Androsteron ~ 'PF-1548

2 DHEA

2 3 Epitestosteron

4 Androstanolon

1 5 Androstendion

5 6 Testosteron

7 Methyltestosteron (IS)
8 Pregnenolon

3 7 8a Pregnenolon Nebenpeak
9 Progesteron
9 9a Progesteron Nebenpeak
4 9
Zeit [min]
1430 1500 1530 1600 1630 1700 17.30 1800
Standardlésung fir die Messung von Steroiden in Fettgewebe
std 80

Total 8 1 cis-Androsteron ~ 00%=2%53
Intensitat

2 DHEA
3 Epitestosteron
4 Androstanolon
5 Androstendion
6 Testosteron
O 7 Methyltestosteron (IS)
8 Pregnenolon
8a Pregnenolon Nebenpeak
9 Progesteron
9a Progesteron Nebenpeak

9a

Zeit [min]

T T T T T T T T T T
1430 15:00 15:30 16:00 16:30 1700 1730 1800 18:30 13.00
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Standardldsung flr die Messung von Corticoiden im Muskelgewebe

simci0

Total 100%=0.554
Intensitat 2 1 Medroxyprogesteron

2 Cortison

3 Cortisol

Bei den nicht benannten
Peaks handelt es sich um
Corticoide, die nicht in die
Untersuchungen mit
einbezogen wurden.

Zeit [min]

1830 19.00 1530 2000 20030 2100 2130 2200 2230 2300 2330

9.7 Methode zur Bestimmung von  Steroidhormonen
(Corticoide, Androgene, Estrogene, Gestagene) in
Muskelgewebe

9.7.1 Chemikalien

* Methanol reinst: destilliert Gber NaOH

» Wasser deionisiert

* n-Hexan destilliert

* RP-8 Kartuschen 500 mg; Varian Art.-Nr. 1210-2029

» Si-Kartusche 500 mg; Varian Art.-Nr. 1210-2037

e Ethylacetat nanograde: Promochem Art.-Nr. 3427
* NH,-Kartuschen 500 mg; Varian Art.-Nr. 1210-2041

e Standardldsungen siehe 8.2.2

9.7.2 Geréte (Dopp elbestimmung)

* Messer, Schneidebrett, Loffel, Porzellanschale

* Moulinette, Ultra-Turrax

» Laborwaage

* Wasserbad (60° C)

» 2 x Zentrifugenglaser 250 mL mit Ausgul3, Zentrifuge
 Scheidetrichter, Rundkolben, Spitzkolben silanisiert
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» 8 mL-Schraubdeckelglaschen mit teflonbeschichteter Deckeldichtung; silanisiert
 Varian VAC ELUT Apparatur zur Festphasenextraktion (Varian; Darmstadt)

» Wasserstrahlpumpe

» Hahne und 20 mL Reservoire mit Adapter fur die Fertigkartuschen

» Ultraschallbad

* Heizblock

» Stickstoffbegasungsanlage

9.7.3 Durchfuhrung

9.7.3.1 Probenvorbereitung

Eine ausreichende Menge Fleisch mdglichst gefroren  kleinschneiden,
homogenisieren (Moulinette).

9.7.3.2 Extraktion der Steroidhormone aus dem Gewebe
» 20 g Probe in 250 mL Zentrifugenglas einwiegen
» 70 mL Methanol zugeben
» 20 mL Wasser zugeben; Homogenisierung mit Turrax (Eiskihlung)
» 15 Minuten auf 60° C im Wasserbad erhitzen und anschlieRend mit Hilfe eines
Eisbades abkiihlen
* 10 Minuten bei 3000 U/Minute zentrifugieren

9.7.3.3 Entfettung

* jeweils zwei Scheidetrichter Gbereinander hangen; in jeden Scheidetrichter 20 mL
n-Hexan einflllen

« in die oberen Scheidetrichter die Uberstande aus den Zentrifugenglasern quantitativ
dekantieren

« ggf. Dotierung (siehe 8.2.6.3)

* 1 Minute durch Schitteln extrahieren

» untere Methanol/Wasser Phase in den unteren Scheidetrichter ablassen

1 Minute durch Schitteln extrahieren

» Methanol/Wasser-Phasen in 250 mL Rundkolben sammeln

» Methanol am Vakuumrotationsverdampfer (100-150 mbar) bei 45° C entfernen und
Wasserphase auf 15 bis 30 mL einengen

9.7.3.4 Fraktionierung tuber RP-8 Fertigkartusche
» Saule mit 4 mL Methanol benetzen und anschliel3end mit 6 mL Wasser
konditionieren
» Probenaufgabe mit Hilfe des 20 mL Reservoirs
 Spulen der Rundkolbens mit 2 x 2 mL Wasser
* Reinigung der Extrakte: 2 mL Methanol/Wasser 40:60 V:V
* Elution Corticoide: 2,5 mL Methanol/Wasser 60:40 V:V
» Elution unpolare Steroide: 2,5 mL Methanol in Spitzglaschen
* beide Fraktionen im Heizblock unter Stickstoff zur Trockne bringen
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9.7.3.5 Extraktion der Estrogene

* unpo lare Steroide in 200 uL CHCI; aufnehmen

* 1 Minute Ultraschallbad

* 1,8 mL n-Hexan zugeben

» 2 mL KOH (0,25 M) zugeben

1 Minute kréftig schiitteln

* etwa 4 Minuten zentrifugieren

» wenige Tropfen Ethanol zur Phasentrennung (bis etwa 10 Tropfen)

» 2 Minuten kleine Zetrifuge

» untere KOH-Phase in Spitzglaschen pipettieren; Vorlage 500 puL 1 M HCI,
Hexanph ase enthélt andere unpo lare Steroide

* pH-Wert der walirigen Phase prifen (neutral bis leicht sauer)

* wallrige Phase: Estrogene 4 x mit 2 mL Diethylether ausschitteln (in
Flachglaschen sammeln; zur Erzielung der Phasentrennung je 1 Minute
zentrifugieren

» organische Phase: Estrogene Diethylether unter Stickstoffstrom entfernen
» walrige Phase verwerfen

9.7.3.6 Reinigung d er Androgen/Gestagen-Fraktion mittels Si-Fertigkartuschen
» Konditionierung: 2 x 2 mL n-Hexan/Ethylacetat (90:10 V:V)
» Probenaufgabe
* Waschen mit 2 x 1 mL n-Hexan/Ethylacetat (90:10 V:V)
« Elution mit 2,6 mL n-Hexan/Ethylacetat (25:75 V:V) in Spitzglaschen
» mit Stickstoff im Heizblock zur Trockne bringen
« Extrakt bis zur Derivatisierung bei -18° C lagern

9.7.3.7 Reinigung d er Estrogen-Fraktion mittels Amino-Fertigkartuschen
* Ruckstand in 2 mL Ethylacetat/Methanol (80:20 V:V) aufnehmen
» Desaktivierung: 4 mL Ethylacetat mit 2,6 % Wasser
« Konditionierung: 4 mL Ethylacetat/Methanol (80:20 V:V)
» Probenaufgabe (ab hier auffangen)
» Waschen und Elution mit 3 x 1 mL Ethylacetat/Methanol (80:20 V:V)
» mit Stickstoff im Heizblock zur Trockne bringen
« Extrakt bis zur Derivatisierung bei -18° C lagern

9.7.3.8 Reinigung d er Corticoid -Fraktion mittels Si-Fertigkartuschen
» Desaktivierung: je 4 mL Ethylacetat mit 2,6 % Wasser
« suspendieren des trockenen Extraktes mit Hilfe eines Ultraschalllbades in
2 mL Ethylacetat mit 2,6 % Wasser
» Probenaufgabe (ab hier auffangen)
» Waschen und mit je 2 x 1 mL Ethylacetat mit 2,6 % Wasser
» mit Stickstoff im Heizblock zur Trockne bringen
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9.8 Methode zur Bestimmung von Steroidhormonen und d eren
Fettsdaureestern in Muskelgewebe

9.8.1 Chemikalien

Siehe 9.7.1 Zusatzlich:
» Natriumm ethylatldsung Natriummethylat 10 ig in Methanol;
gemischt 4: 6 V:V mit n-Methyl-tert-butylether
» Chloroform p.a.
e Dichlormethan p.a.

9.8.2 Gerate (Dopp elbestimmung)
Siehe 9.7.2

9.8.3 Durchfuhrung

Wie unter 9.7.3.1., 9.7.3.2 und 9.7.3.3 beschrieben. Die n-Hexan-Phase der flissig-
flissig-Extraktion (9.7.3.3) wird nicht verworfen. Dann weiter wie folgt:

9.8.3.1 Extraktion d er Steroidfettsdureester und der unpo laren Steroide
* Rickstand der Methanol/Wasser-Extraktion mit 50 mL Ethylacetat versetzen
» 1 Minute homogenisieren mit Turrax unter Eiskihlung
* 10 Minuten bei 3000 U/Minute zentrifugieren
» Uberstand in die Hexanphase der Methanol/Wasser-Extraktion (9.7.3.3) dekantieren
* Rickstand der Ethylacetat-Extraktion mit 50 mL n-Hexan versetzten
* 10 Minuten bei 3000 U/Minute zentrifugieren
» Uberstand in die Hexanphase der Methanol/Wasser-Extraktion (9.7.3.3) dekantieren
» Losungsmittel am Vakuumrotationsverdampfer bei 45° C entfernen

9.8.3.2 Freisetzung d er Steroide aus den Fettsaureestern

* Ruckstand von 3.2 mit 20 mL Natriummethylatldsung versetzten und im
Ultraschallbad suspendieren

» 30 Minuten bei Raumtemperatur reagieren lassen; zwischendurch schwenken
* mit 2 M Salzsaure neutralisieren gegen Methylorange
* in 100 mL Scheidetrichter tberfiihren

* mit 8, 5, 5 und 3 mL Chloroform extrahieren, dabei den Rundkolben mit den ersten
8 mL Chloroform nachspilen

* Chloroform in 100 mL Spitzkolben sammeln und am Rotationsverdampfer entfernen

* jeweils zwei Scheidetrichter Ubereinander h&ngen; in jeden Scheidetrichter 20 mL
n-Hexan einfillen

* mit 70 mL Methanol in einen Scheidetrichter tiberfihren und 20 mL Wasser
zugeben

» 1 Minute durch Schutteln extrahieren

» untere Methanol/Wasser Phase in den unteren Scheidetrichter ablassen
e 1 Minute durch Schutteln extrahieren

* Hexan verwerfen

» Methanol/Wasser-Phasen in den ersten Scheidetrichter geben

» mit 50 mL Dichlormethan extrahieren

» Extraktion mit 2 x 40 mL Dichlormethan
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 Dichlormethan in 250 mL Rundkolben sammeln und am Rotationsverdampfer zur
Trockne bringen
* Rickstand in 200 puL Chloroform und 2 mL Hexan aufnehmen

9.8.3.3 Entfettung d er freigesetzten Steroide mit Hilfe einer Si-Kartusche
» Desaktivierung: je 4 mL Ethylacetat mit 2,6 % Wasser
» Konditionieren mit 4 mL n-Hexan
» Probenaufgabe
* Waschen mit 4 mL n-Hexan; 4 mL n-Hexan/MTBE 5/1; 2 mL n-Hexan/MTBE 3/1
* Elution mit 6 mL Ethylacetat mit 2,63% Wasser
« Uberfiihren in 250 mL Rundkolben mit Methanol; 20 mL Wasser zugeben
« Am Rotationsverdampfer auf ca. 20 mL einengen

9.8.3.4 Weitere Reinigung des Extraktes
Wie unter 9.7.3.4 bis 9.7.3.8 beschrieben

9.9 Methode zur Bestimmung von  Steroidhormonen
(Corticoide, Androgene, Estrogene, Gestagene) in
Fettgewebe

9.9.1 Chemikalien, bendtigte Losungen und ihr Verwendung szweck

« Diethylether z.A., Merck Art.-Nr. 100921
* Kieselgel 60 fur SC, O 0,063-0,200 mm; Merck Art.-Nr. 1.07734
siehe Methode Muskelgewebe

9.9.2 Gerate (Dopp elbestimmung)

» Chromatographiesaulen aus Glas; Lange 20 cm; Durchmesser 1,2 cm
» Mikrowelle

* Rollgerat, Assistent 348 RM5; 220V 50 Hz

siehe Methode Muskelgewebe (9.7)

9.9.3 Durchfihrung

9.9.3.1 Probenvorbereitung
10 g Fett gefroren kleinschneiden und in 250 mL Zentrifugenglas einwiegen

9.9.3.2 Extraktion der Steroidhormone und d eren Fettsdureestern aus dem Gewebe

 Zentrifugenglas mit Uhrglas abdecken, Fett 5 Minuten in Mikrowelle bei 50 Watt
erhitzen

» Homogenisierung mit Turrax (Eiskiihlung), 1 Minute

* ggf. Dotierung (siehe 9.2.6.3)

10 Minuten bei 3000 U/Minute zentrifugieren

* n-Hexan-Phase in Mischzylinder abpipettieren

* Rickstand im Zentrifugenglas mit 14 mL Ethylacetat versetzen, mit Glasstab
homogenisieren, Rickstand absetzen lassen
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 Ethylacetat in 50-mL Spitzkolben pipettieren, Ethylacetat mit Hilfe des
Rotationsverdampfers abdestillieren

* Rickstand in ca. 5 mL n-Hexan aufnehmen und zur n-Hexan -Phase im
Mischzylinder geben, mehrmals mit wenigen mL n-Hexan den Kolben nachspllen

» Mischzylinder schitteln und n-Hexan -Phase in zwei Teile teilen
» Mischzylinder mit 10 mL n-Hexan spulen, in zwei Teile teilen
« ggf. einen Teil dotieren (siehe 9.2.6.3)

9.9.3.3 Entfettung mittels Kieselgelsaule
Packen der Saule
» Kieselgel 4 Stunden bei 100 ° C trocknen
» 50-100 g Kieselgel in Braunglaser einwiegen, 20 % Wasser zugeben
» Gefal3 Uber Nacht auf der Rolimaschine bewegen
* 8 g Kieselgel abwiegen in Becherglas
» 20 mL n-Hexan zugeben; Kieselgel suspendieren
* Glassaule zunachst innen mit n-Hexan befeuchten, dann Kieselgel hineingeben
Kieselgel-Saule
 Konditionierung: 25 mL n-Hexan
» Probenaufgabe
» Waschen: 35 mL n-Hexan
20 mL n-Hexan /Ethylacetat (90/10 V/V)
20 mL n-Hexan /Ethylacetat (75/25 V/V)
* Elution: 25 mL Methanol in 50-mL-Spitzkolben
» Am Rotationsverdampfer auf ca. 5-10 mL einengen

 Zur Bestimmung von Steroid-Fettsaureestern werden alle Waschfraktionen
gesondert aufgefangen und wie unter 9.9.3.5 weiter gereinigt

9.9.3.4 Entfettung mittels Flissig-Flussig-Extraktion
* jeweils zwei Scheidetrichter Gibereinander hangen; in jeden Scheidetrichter 20 mL n-
Hexan einflllen
» Ruckstand im Spitzkolben in oberen Scheidetrichter geben

* 60 mL Methanol in Spitzkolben fiillen, 1 Minute Ultraschallbad, in Scheidetrichter
fullen

» 20 mL Wasser in Scheidetrichter geben

* 1 Minute durch Schitteln extrahieren, zur Phasentrennung Ethanol zugeben

 untere Methanol/Wasser Phase in den unteren Scheidetrichter ablassen

1 Minute durch Schitteln extrahieren

» Methanol/Wasser-Phasen in 250 mL Rundkolben sammeln

» Methanol am Vakuumrotationsverdampfer (100-150 mbar) bei 45° C entfernen und
Wasserphase auf 15 bis 30 mL einengen
weiter wie unter 9.7.3.4

9.9.3.5 Freisetzung d er Steroide aus den Fettsaureestern

» Die Waschfraktion der Kieselgelsaule (9.9.3.3), die die Fettsdureester enthalt, wird
am Vakuumrotationsverdampfer zur Trockne gebracht.

e Der Rickstand wird mit 20 mL Natriummethylatlbsung versetzt und im
Ultraschallbad suspendiert

« 30 Minuten bei Raumtemperatur reagieren lassen; zwischendurch im Ultraschallbad
homogenisieren
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* mit 2 M Salzsaure neutralisieren gegen Methylorange

* in 100 mL Scheidetrichter tGberfihren

* mit 3 x 10 mL Chloroform extrahieren

 Chloroform in 100 mL Spitzkolben sammeln und am Rotationsverdampfer entfernen
weiter wie unter 9.9.3.4 beschrieben

9.10 Derivatisierung zu Silylenolethern

A Chemikalien
* Dithioerythrit p.A., Merck Art.-Nr. 24511
« MSTFA (N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid)
reinst, Merck Art.-Nr. 11805.0005
* TMIS (Trimethyliodsilan)
B Gerate

* Trockenschrank (60 ° C) mit Sandbad
* Braunglas 10 mL mit Teflondichtung

C Durchfihrung

» Herstellung des Silylierungsreagenz fur Enolether:

1 mg Dithioerythrit in Braunglasflaschchen geben, mit 0,5 mL MSTFA versetzen und
schitteln. AnschlieRend 1 uL TMIS zugeben; unter Licht- und Luftausschluf gekihlt
lagern (2-3 Wochen haltbar).

* Silylierung:
Zum trockenen Extrakt der Probe bzw. des Standards entsprechende Menge
Silylierungsreagenz geben; 15 Minuten bei 60° C im Trockenschrank erwarmen;
12 Stunden bei 4° C ruhen lassen (wichtig fur vollstandige Corticoid-Umsetzung)

* Messung am GC-MSD im SIM-Modus (siehe 9.5)

9.11 Hydrolyse von Steroidfettsdureestern

9.11.1 Eingesetzte Chemikalien

 Cholesterol Esterase (Sterolester-acylhydrolase) aus der Bauchspeicheldriise vom
Rind (EC 3.1.1.13); Sigma Art.-Nr. C-5921; 0,125 Units/mL in
Ammoniumphosphat/di-Natriumphosphat-Puffer, pH 7

» Taurocholat (97 %ig), Natriumsalz; Sigma Art.-Nr. T-4009
* Rinderserumalbumin (Bovine albumine); Serva Art.-Nr. 11930

» Natriummethylat-Losung; 10 % ig in Methanol gemischt 4:6 V:V mit n-Methyl-tert-
butylether

9.11.2 Durchfihrung

Die Standardlésungen (Kapitel 9.2.4) wurden in 8 mL Spitzglaschen gegeben. Es werden
20 bis 200 pL der Standardldésungen eingesetzt. Das Losungsmittel wird unter Stickstoff
entfernt.
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9.11.2.1 Enzymatische Hydrolyse

Es wurde eine Spatelspitze (5-10 mg) des Detergens zugesetzt und 250 pL eines auf pH
7 eingestellten Ammoniumphosphat/di-Natriumphosphat-Puffers zugegeben. Der Ansatz
wurde durch Schitteln homogenisiert und 30 Minuten bis 12 Stunden bei 37 ° Cinkubiert.
Die freigesetzten Steroide wurden 4 x mit 3 mL Dichlormethan extrahiert. Der Extrakt
wurde mit 50 puL der Methyltestosteron-Standardldsung (9.2.3) als interner Standard
versetzt und zur Trockne gebracht.

9.11.2.2 Umesterung

Es wurde nur die unter 8.2.4 genannte Testosteronenanthat Standardldsung eingesetzt
(28 pL). Zugegeben wurden auRerdem 20 pL der unter 8.2.3 genannten Pregnenolon-,
Progesteron- und Cortison-Standardlosungen. Es wurden zundchst 10 mL, fir die
Versuche mit Matrix 20 mL Umesterungslésung zugesetzt. Die Lésung wurde Uber die
gesamte Reaktionszeit im Ultraschallbad behandelt. Die Reaktionszeiten variierten
zwischen 5 Minuten und 2 Stunden. AnschlieRend wurde die Losung mit 2 M Salzsdure
neutralisiert und die Steroide mit 3 x 10 mL Chloroform extrahiert. Der Extrakt wurde mit
internem Standard versetzt und zur Trockne gebracht.

9.11.2.3 Verseifung

Es wurde nur die unter 9.2.4 genannte Testosteronenanthat Standardldsung eingesetzt
(28 pL). Zugegeben wurden auRerdem 20 pL der unter 9.2.3 genannten Pregnenolon-,
Progesteron- und Cortison-Standardldsungen. Es wurden zundchst 10 mL, fir die
Versuche mit Matrix 20 mL ethanolischer Kalilauge (0,5 M oder 2 M) zugesetzt und im
Ultraschallbad behandelt. Die Reaktionszeit wurde von 10 Minuten bis zu 2 Stunden
variiert. AnschlieRend wurde die Losung mit 1 M Salzsaure neutralisiert und die Steroide
mit 4 x 3 mL Chloroform extrahiert. Der Extrakt wurde mit internem Standard versetzt und
zur Trockne gebracht.

9.11.3 Derivatisierung un d Auswertung

Die Derivatisierung erfogt wie unter 9.10 beschrieben. Die Auswertung erfolgt Uber einen
Standard, der das Steroid enthalt, das bei der Hydrolyse freigesetzt werden soll. Das
Volumen der Standardlésung des zu untersuchenden Steroids wurde so gewahlt, daf die
absolute Menge des Steroids der maximal freisetzbaren Menge des Steroids aus seinem
Ester im Versuchsansatz enspricht. Es werden 50 pL der
Methyltestosteronstandardlésung zugegeben. Die Standardlésungen fur diese Versuche
sind unter 9.2.4 angegeben.

9.11.4 Dunnschichtchromatographische Uberpriifung d er Matrixumsetzung

Stationare Phase: Kieselgel 60

Mobile Phase: Toluol/Eisessig (90/30 V/V)

Vergleichslosung: Rinderfett in Chloroform

Detektion: Bespruhen mit einer 0,2 %igen Losung von Rhodamin B in konz.
Salzsaure
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9.12 Steroidgehalte der untersuchten Gewebe

9.12.1 Steroidgehalte der unp olaren Extrakte des Muskelgewebes — umgeestert und
nicht umgeestert

Ochse 833
Steroid upo larer Extrakt | unpo larer Extrakt;
[ng/kg] umgeestert [ng/kg]
cis-Androsteron <20 <20
DHEA 50 40
Epitestosteron <20 <20
Androstanolon <20 150
Androstendion 80 80
Testosteron 50 <20
Pregnenolon 510 460
Progesteron 350 510
Ochse 828
Steroid upo larer Extrakt | unpo larer Extrakt;
[ng/kg] umgeestert [ng/kg]
cis-Androsteron 30 30
DHEA 60 50
Epitestosteron 20 20
Androstanolon 130 <20
Androstendion 70 280
Testosteron 70 <20
Pregnenolon 700 590
Progesteron 750 1270
Ochse 818
Steroid upo larer Extrakt | unpo larer Extrakt;
[ng/kg] umgeestert [ng/kg]
cis-Androsteron 60 70
DHEA 60 90
Epitestosteron <20 20
Androstanolon 150 40
Androstendion 250 450
Testosteron 110 30
Pregnenolon 1040 1050
Progesteron 610 1110
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9.12.2 Steroidgehalte der polaren Extrakte des Muskelgewebes (MLD)
Schlachtgruppe 1

unbehandelt

Steroid Ochse 834 | Ochse 833 | Ochse 866 | Ochse 867 Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 810 860 650 840 825
Progesteron 1210 610 4470 170 910
DHEA 110 70 130 <20 90
Androstendion <20 <20 80 220 40
Testosteron <20 <20 20 40 <20
Androstanolon <20 <20 60 <20 <20
Epitestosteron 70 50 50 <20 50
cis-Androsteron 20 20 20 <20 20
Cortisol 4720 15670 6030 6740 6385
Cortison 540 1960 1920 330 1230
Synovex-S
Steroid Ochse 831 | Ochse 828 | Ochse 839 | Ochse 818 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 840 1060 580 1370 950
Progesteron 350 2720 570 830 700
DHEA 50 90 70 30 60
Androstendion <20 200 <20 <20 <20
Testosteron <20 <20 <20 <20 <20
Androstanolon <20 <20 <20 <20 <20
Epitestosteron 30 60 50 <20 40
cis-Androsteron <20 30 40 20 25
Cortisol 11460 17460 14930 16150 15540
Cortison 2380 1210 1950 3040 2165

Schlachtgruppe 2

unbehandelt

Steroid Ochse 826 | Ochse 882 | Ochse 815 | Ochse 842 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Preanenolon 640 1090 210 940 790
Progesteron 230 510 110 670 370
DHEA 170 230 90 140 155
Androstendion 140 150 100 170 145
Testosteron 90 190 110 210 150
Androstanolon <20 330 90 220 155
Epitestosteron 60 40 <20 40 40
cis-Androsteron 50 50 <20 30 40
Cortisol n.e. 3720 3570 5120 3720
Cortison n.e. 440 480 1050 480

n.e. nicht ermittelt
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Synovex-S
Steroid Ochse 823 | Ochse 880 | Ochse 821 | Ochse 875 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 1220 2010 1130 720 1175
Progesteron 460 1150 550 410 505
DHEA 100 110 70 170 105
Androstendion 70 <20 80 130 75
Testosteron 20 <20 20 190 20
Androstanolon <20 <20 <20 <20 <20
Epitestosteron 50 130 40 80 65
cis-Androsteron 20 40 20 <20 20
Cortisol 3100 14210 2330 n.e. 3100
Cortison 450 2910 230 n.e. 450
n.e. nicht ermittelt
Schlachtgruppe 3
unbehandelt
Steroid Ochse 825 | Ochse 822 | Ochse 863 | Ochse 879 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 560 860 710 1190 785
Progesteron 410 110 300 60 205
DHEA 190 130 220 250 205
Androstendion 120 60 40 80 70
Testosteron 30 <20 <20 <20 <20
Androstanolon <20 60 190 80 70
Epitestosteron 40 40 20 80 40
cis-Androsteron <20 <20 <20 20 <20
Cortisol 1850 720 3980 480 1285
Cortison 590 310 670 130 450
Synovex-S
Steroid Ochse 816 | Ochse 864 | Ochse 873 | Ochse 817 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 670 1160 1180 920 1040
Progesteron 220 460 890 840 650
DHEA 140 170 270 210 190
Androstendion 60 170 130 140 135
Testosteron <20 <20 60 30 <20
Androstanolon 70 50 <20 20 35
Epitestosteron 40 70 160 100 85
cis-Androsteron 20 50 40 80 45
Cortisol 2750 1880 5150 5270 3950
Cortison 390 710 810 410 560
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Schlachtgruppe 4

unbehandelt

Steroid Ochse 832 | Ochse 846 | Ochse 869 | Ochse 837 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 1410 700 790 1610 1100
Progesteron 250 300 660 470 385
DHEA 190 310 80 160 175
Androstendion 40 130 80 160 105
Testosteron 20 40 20 <20 20
Androstanolon <20 350 <20 <20 <20
Epitestosteron <20 30 30 30 30
cis-Androsteron 30 <20 30 40 30
Cortisol 8400 1470 1490 4640 3065
Cortison 1100 440 40 280 360
Synovex-S
Steroid Ochse 862 | Ochse 819 | Ochse 878 | Ochse 874 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 900 400 1220 420 660
Progesteron 730 440 1110 250 585
DHEA 20 200 140 60 100
Androstendion 120 <20 310 60 90
Testosteron 20 <20 20 <20 20
Androstanolon <20 <20 30 <20 0
Epitestosteron 30 130 80 60 70
cis-Androsteron <20 <20 90 30 30
Cortisol 5800 6360 8070 1660 6080
Cortison 1400 1270 1130 390 1200

9.12.3 Steroidgehalte der unpolaren Extrakte des Muskelgewebes (MLD)
Schlachtgruppe 1

unbehandelt

Steroid Ochse 834 | Ochse 833 | Ochse 866 | Ochse 867 Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 710 830 360 700 705
Progesteron 410 280 1690 150 345
DHEA 80 580 120 <20 100
Androstendion <20 170 90 <20 45
Testosteron <20 60 20 <20 <20
Androstanolon 200 260 250 130 225
Epitestosteron 20 <20 20 <20 <20
cis-Androsteron <20 <20 <20 <20 <20
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Synovex-S
Steroid Ochse 831 | Ochse 828 | Ochse 839 | Ochse 818 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 730 320 270 610 465
Progesteron 860 100 230 330 280
DHEA 160 80 70 50 75
Androstendion 100 40 <20 50 45
Testosteron 30 20 <20 20 20
Androstanolon 170 190 90 120 145
Epitestosteron <20 <20 <20 <20 <20
cis-Androsteron <20 <20 <20 <20 <20
Schlachtgruppe 3
unbehandelt
Steroid Ochse 825 | Ochse 822 | Ochse 863 | Ochse 879 | Median
[ng/kg] [ng/kyg] [ng/kyg] [ng/kyg] [ng/ky]
Preanenolon 380 870 530 860 695
Progesteron 90 150 310 90 120
DHEA 170 90 80 130 110
Androstendion <20 60 20 20 20
Testosteron <20 50 <20 <20 <20
Androstanolon <20 70 80 80 75
Epitestosteron <20 <20 <20 30 <20
cis-Androsteron <20 20 <20 <20 <20
Synovex-S
Steroid Ochse 816 | Ochse 864 | Ochse 873 | Ochse 817 | Median
[ng/kg] [ng/kyg] [ng/ky] [ng/ky]
Preanenolon 580 1490 1160 550 870
Progesteron 160 250 530 <20 205
DHEA 60 940 190 70 130
Androstendion <20 <20 <20 <20
Testosteron <20 100 <20 <20 <20
Androstanolon 70 920 90 40 80
Epitestosteron <20 <20 90 <20 <20
cis-Androsteron <20 30 540 30 30
Schlachtgruppe 4
unbehandelt
Steroid Ochse 832 | Ochse 846 | Ochse 869 | Ochse 837 Median
[ng/kg] [ng/ky] [ng/ky] [ng/kyg] [ng/kyg]
Preanenolon 920 400 480 600 540
Progesteron 160 230 250 190 210
DHEA 130 170 20 60 95
Androstendion <20 <20 <20 100 <20
Testosteron 30 <20 <20 <20 <20
Androstanolon <20 <20 <20 50 <20
Epitestosteron <20 <20 <20 <20 <20
cis-Androsteron 30 <20 <20 30 <20
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Synovex-S
Steroid Ochse 862 | Ochse 819 | Ochse 878 | Ochse 874 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]

Pregnenolon 420 550 500 340 460
Progesteron 230 410 200 250 240
DHEA 50 180 40 30 45
Androstendion 40 <20 <20 40 20
Testosteron 40 <20 30 <20 <20
Androstanolon 70 80 <20 30 50
Epitestosteron <20 40 <20 <20 <20
cis-Androsteron 30 <20 90 <20 <20

9.12.4 Gesamtsteroidgehalte des Muskelgewebes (MLD)
Schlachtgruppe 1

unbehandelt

Steroid Ochse 834 | Ochse 833 | Ochse 866 | Ochse 867 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 600 1400 1250 1080 1165
Progesteron 1220 980 1540 510 1100
DHEA 140 80 120 150 130
Androstendion 470 230 1110 490 480
Testosteron 120 50 140 490 130
Androstanolon 260 <20 250 <20 125
Epitestosteron 70 130 60 200 100
cis-Androsteron 50 60 80 50 55
Synovex-S
Steroid Ochse 831 | Ochse 828 | Ochse 839 | Ochse 818 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 990 1710 690 3170 1350
Progesteron 1450 2400 910 1800 1625
DHEA 30 100 140 60 80
Androstendion 180 270 300 380 285
Testosteron 80 <20 80 110 80
Androstanolon 110 130 160 150 140
Epitestosteron 20 40 30 20 25
cis-Androsteron 40 70 80 70 70
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Schlachtgruppe 3

unbehandelt

Steroid Ochse 825 | Ochse 822 | Ochse 863 | Ochse 879 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 940 1730 1250 2050 1490
Progesteron 500 270 610 150 385
DHEA 260 220 300 380 280
Androstendion 120 110 60 100 105
Testosteron 30 50 <20 <20 20
Androstanolon <20 130 270 160 145
Epitestosteron 80 90 50 220 85
cis-Androsteron <20 30 20 40 25
Synovex-S
Steroid Ochse 816 | Ochse 864 | Ochse 873 | Ochse 817 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 1250 2650 2970 550 1950
Progesteron 390 700 1880 <20 545
DHEA 200 1120 1830 70 660
Androstendion 60 170 170 <20 105
Testosteron <20 100 190 <20 45
Androstanolon 140 960 1550 40 550
Epitestosteron 80 140 360 <20 110
cis-Androsteron 20 80 570 100 90

Schlachtgruppe 4

unbehandelt

Steroid Ochse 832 | Ochse 846 | Ochse 869 | Ochse 837 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Preanenolon 2330 1100 1270 2210 1740
Progesteron 410 530 910 660 595
DHEA 320 480 100 220 270
Androstendion 40 130 80 260 105
Testosteron 50 40 20 <20 30
Androstanolon <20 350 <20 50 25
Epitestosteron <20 30 30 30 30
cis-Androsteron 60 <20 30 60 45
Synovex-S
Steroid Ochse 862 | Ochse 819 | Ochse 878 | Ochse 874 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Preanenolon 1320 960 1720 760 1140
Progesteron 960 850 1310 500 905
DHEA 70 380 170 80 125
Androstendion 160 <20 310 90 125
Testosteron 60 <20 50 <20 25
Androstanolon 70 80 30 30 50
Epitestosteron 30 160 80 60 70
cis-Androsteron 30 <20 180 30 30
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9.12.5 Steroidgehalte des Fettgewebes
Schlachtgruppe 1

unbehandelt

Steroid Ochse 834 | Ochse 833 | Ochse 866 | Ochse 867 Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 9490 5670 8730 2190 7200
Progesteron 2140 1020 1850 750 1435
DHEA 680 320 720 130 500
Androstendion 860 150 450 <100 300
Testosteron <100 <100 <100 <100 <100
Androstanolon 170 170 450 <100 170
Epitestosteron 240 100 170 <100 135
cis-Androsteron 280 100 170 <100 135
Synovex-S
Steroid Ochse 831 | Ochse 828 | Ochse 839 | Ochse 818 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 9380 6240 5730 18470 7810
Progesteron 2130 4890 2870 4000 3435
DHEA 270 120 980 <100 195
Androstendion 110 150 670 110 130
Testosteron <100 <100 340 <100 <100
Androstanolon 160 150 1040 130 155
Epitestosteron 100 100 290 <100 100
cis-Androsteron <100 100 370 100 100

Schlachtgruppe 2

unbehandelt

Steroid Ochse 826 | Ochse 882 | Ochse 815 | Ochse 842 Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 8790 6250 7380 7630 7505
Progesteron 2380 2230 3160 2520 2450
DHEA 700 200 760 930 730
Androstendion 670 220 980 910 790
Testosteron 380 340 380 340 360
Androstanolon 920 880 1250 1100 1010
Epitestosteron 200 290 240 370 265
cis-Androsteron 380 230 390 450 385
Synovex-S
Steroid Ochse 823 | Ochse 880 | Ochse 821 | Ochse 875 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 12040 10870 10980 7670 10925
Progesteron 6240 3470 5230 2390 4350
DHEA 1420 800 1010 440 905
Androstendion 1110 630 730 310 680
Testosteron 600 290 580 <100 435
Androstanolon 860 720 960 <100 790
Epitestosteron 550 410 470 <100 440
cis-Androsteron 1110 720 1150 280 915
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Schlachtgruppe 3

unbehandelt

Steroid Ochse 825 | Ochse 822 | Ochse 863 | Ochse 879 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 14430 10730 9150 9520 10125
Progesteron 590 640 990 350 615
DHEA 910 1090 1170 1270 1130
Androstendion 1000 830 720 900 865
Testosteron <100 <100 <100 <100 <100
Androstanolon 330 350 280 320 325
Epitestosteron 280 230 170 360 255
cis-Androsteron 350 360 360 370 360
Synovex-S
Steroid Ochse 816 | Ochse 864 | Ochse 873 | Ochse 817 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Pregnenolon 11510 13820 14680 9270 12665
Progesteron 3900 2290 2970 1180 2630
DHEA 1050 1150 1560 760 1100
Androstendion 840 1190 1100 130 970
Testosteron 220 <100 <100 <100 <100
Androstanolon 200 <100 <100 <100 <100
Epitestosteron 180 <100 120 580 150
cis-Androsteron 410 230 320 190 275

Schlachtgruppe 4

unbehandelt

Steroid Ochse 832 | Ochse 846 | Ochse 869 | Ochse 837 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Preanenolon 8880 8790 13800 12260 10570
Progesteron 1490 1450 2190 1760 1625
DHEA 1370 590 850 1680 1110
Androstendion 250 330 1510 1680 920
Testosteron <100 <100 150 <100 <100
Androstanolon <100 <100 420 <100 <100
Epitestosteron <100 <100 170 190 <100
cis-Androsteron 370 310 580 500 435
Synovex-S
Steroid Ochse 862 | Ochse 819 | Ochse 878 | Ochse 874 | Median
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Preanenolon 1050 6210 5070 5180 5125
Progesteron 1690 2170 3100 2160 2165
DHEA 870 390 1800 490 680
Androstendion 1030 420 2000 620 825
Testosteron 210 860 110 100 160
Androstanolon <100 990 <100 <100 <100
Epitestosteron 240 860 310 740 525
cis-Androsteron 320 <100 760 130 225
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9.13 Chemikalien

Substanz Gefahrenmerkmal |R-und S-Satze

Aceton F R: 11; S:9-16-23-33

Calciumchlorid Xi R: 36; S: 22-24

Chloroform Xn R: 47-20/22-38-40-48; S: 53-36/37
Dichlormethan Xn R: 40; S: 23.2-24/25-36/37
Diethylether F+ R: 12-19; S: 9-16-29-33

Dithioeritryt Xi R: 36/37/38; S: 26-36

Ethanol F R:11;S:7-16

Ethylacetat F R: 11; S: 16-23-29-33

Kalilauge, 0,5 M C R: 34; S: 26-37/39-45

Kalilauge, 2 M C R: 22-35; S: 16-26-27-36/37/39-45
Kaliumhydroxid C R: 35; S: 26-37/39-45

Kieselgel - S: 22-24/25

Methanol T, F R: 11-23/25; S: 2-7-16-24

MSTFA Xi R: 10-36/37/38

Natriumhydroxyd C R: 35; S: 26-37/39-45
Natriummethylat F,C R: 11-14-34; S: 8-16-26-43.11-45
n-Hexan F, Xn R: 11-21/22-40 S: 9-16-23
n-Methyl-tert-butylether | F, Xi R: 11-36/37/38; S: 9-16—26-29-33-36
n-Methyl-trimethylsilyl- Xi R: 10-36 S:26-36

trifluoracteamid

Salzsaure, 1 M Xi R: 36/37/38; S: 2-36
Trimethyliodsilan F, C R: 11-34-37; S: 16-26-28
Standardsubstanzen

17a-Estradiol Xn R: 20/21/22-40; S: 22-36
17B3-Estradiol T R: 45-46-61-20/21/22; S: 45-36/37/39-22
Androstanolon T R: 61; S: 53-45

Androstendion Xn R: 40; S: 22-36

Cholesterol - S: 22-24/25

Cholesterololeat - -

cis-Androsteron - S: 22-24/25

Cortisol Xn R: 40; S: 22-36

Cortison Xn R: 20/21/22-40; S: 22-36
Cortisonacetat Xn R: 40; S: 22-36/37

DHEA Xn R: 36/37/38; S: 26-36

Epitestosteron Xn R: 20/21/22; S: 22-36
Estradiolstearat Keine Angaben

Estriol Xn R: 20/21/22-40; S: 22-36

Estron T R: 45-46-61-20/21/22; S: 45-36/37/39-22
Medroxyprogesteron Xn R: 40-48; S: 22

Methyltestosteron Xn R: 22; S: 22-24/25

Pregnenolon - S: 22-24/25

Progesteron T R: 45-46-20/21/22; S: 22-45-36/37/39-3/7/9
Testosteron T R: 45-61-20/21/22; S: 45-36/37/39-22
Testosteronbenzoat Xn R: 40-48; S: 22-24/25
Testosteronenanthat T R: 45-61-20/21/22; S: 45-36/37/39-22
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