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Bestimmung des Ursprungs von Steroidhormonen beim Rind

Problemstelllung

Zur Kontrolle des illegalen Einsatzes von synthetisch hergestellten natürlichen Steroidhor-
monen in der Rindermast soll im Rahmen eines EU-Projektes ein Nachweisverfahren für
Urin und verschiedene Gewebe entwickelt werden.

Steroidhormone werden seit mehr als 30 Jahren zur Wachstumsförderung bei Rindern ein-
gesetzt. Dabei wird zwischen körperfremden Hormonen (z.B. Trenbolon, Zeranol, Boldenon)
und physiologischen Hormonen (z.B. Estradiol, Progesteron, Testosteron) unterschieden.
Die Nebenwirkungen von Hormonen umfassen u.a. genotoxische, neurobiologische und kar-
zinogene Effekte. Die Bewertung der Risiken, die für den Verbraucher durch den Verzehr
von Lebensmitteln, die von hormonbehandelten Tieren gewonnen werden, entstehen kön-
nen, führte in einzelnen Ländern zu unterschiedlichen Ergebnissen (Karg und Meyer 1999,
Kastner und Pawsey 2002).

In den USA ist in der Rinderproduktion zur Wachstumsförderung der Einsatz dreier natürlich
vorkommender Hormone (Progesteron, 17β-Testosteron und 17β-Estradiol) und dreier syn-
thetischer Hormone (Trenbolonacetat, Zeranol und Melengestrolacetat) in Form von Implan-
taten zugelassen. Dagegen ist in der EU der Einsatz aller Substanzen, die eine hormonale
Wirkung haben, zur Wachstumsförderung seit 1988 (88/146/EEC ersetzt durch 96/22/EC)
verboten. Aus Ländern, in denen der Gebrauch dieser Hormone erlaubt ist, ist der Import von
Tieren, Fleisch oder Fleischprodukten in die EU verboten oder unterliegt strengen Regelun-
gen.

Die Richtlinie 96/23/EC verpflichtet zur Überwachung dieser Substanzen und deren Rück-
ständen in Tieren und Tierprodukten. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit zur Entwicklung
eines Kontrollsystems zur Feststellung des Vorhandenseins und der Konzentration von ana-
bolen Steroiden in Fleisch, Schlachtkörpern und Ausscheidungen von lebensmittellieferen-
den Tieren. Geeignete Methoden zum Nachweis der illegalen Anwendung müssen daher
entwickelt und validiert werden. Diese Aufgabe fällt im wesentlichen den nationalen Refe-
renzlaboren zu, zu denen auch das BgVV gehört.

Unter den Substanzen, die in der EU verboten sind und illegal zur Wachstumsförderung an-
gewendet werden, gewinnt der Einsatz natürlicher Hormone immer mehr an Bedeutung.

Für die natürlichen Hormone ist der Nachweis der illegalen Anwendung schwierig, da keine
absoluten und definierten Methoden existieren, um zwischen endogenen und verabreichten
natürlichen Hormonen zu unterscheiden. Im Gegensatz hierzu ist bei den synthetischen
Hormonen Gas Chromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) eine effiziente analytische
Kontrollmethode (z.B. Andre et al 1994, Marchand et al 2000, Teale und Houghton 1991).

Wissenschaftliche Zielstellung / Methodik

Gas Chromatographie-Combustion-Isotope Ratio Mass Spectrometry (GC-C-IRMS) ist ein
neuer Ansatz, um den Ursprung (biosynthetisiert oder synthetisiert) der natürlich in Rinderu-
rin und Gewebe vorhandenen Steroidhormone nachzuweisen.

Dabei wird das Verhältnis der beiden 13C/12C-Isotope in den Hormonmolekülen bestimmt.
Synthetisch hergestellte Steroide haben ein anderes Isotopenverhältnis als die im Tier bio-
synthetisierten. Der Vergleich des Isotopenverhältnisses der Steroide und ihrer Metaboliten
mit dem von endogenen Vorstufen soll eine Aussage darüber erlauben, ob synthetisch aus
einer Pflanzenart gewonnene Hormone verabreicht wurden.



Das Ziel dieses Projektes ist die

•  Entwicklung und Validierung einer GC-C-IRMS Methode zum Nachweis der illegalen
Verabreichung von natürlichen Hormonen im Rinderurin, die als offizielle Kontrollmetho-
de eingesetzt werden kann.

•  Weiterhin sollen auch Verfahren zum Nachweis der Steroidhormone in Matrices wie Fae-
ces, Muskel, Niere und Fett entwickelt werden.

Hierdurch soll der gesamte Bereich der Kontrolle, also die Probennahme auf der Farm, im
Schlachthaus, im Handel und an den Grenzen abgedeckt werden.

Bislang gibt es verschiedene Ansätze zur Kontrolle einer illegalen Verabreichung von natürli-
chen Hormonen:

•  Die Definition einer physiologischen Grundkonzentration. Hierfür wird ein physiologischer
Hormonspiegel für unterschiedliche Gewebe und unterschiedliche Tiere ermittelt und ei-
ne Entscheidungsgrenze definiert, oberhalb der Tiere als illegal behandelt betrachtet
werden müssen. (Arts et al 1991, Scippo et al 1994). Aufgrund der Variabilität der Hor-
monkonzentrationen ist diese Methode nur sehr eingeschränkt verwendbar.

•  Die Festlegung von Steroidspiegeln und Verhältnissen. Hierfür wird die Konzentration
des zu untersuchenden Hormons oder eines Metaboliten in Relation zu einer Vorstufe
bestimmt (Schänzer und Donike 1993). Da die verabreichten natürlichen Hormone ge-
nauso metabolisiert werden wie die biosynthetischen, können die Verhältnisse des verab-
reichten Hormons/Metabolit zu ihren Vorstufen verschoben sein. Diese Methode wird zur
Aufdeckung eines illegalen Einsatzes im Humandoping und beim Pferdesport verwendet
(Bonnaire et al 1995, Houghton et al 1992,). Auch für Rinder wurde dieser Nachweis ge-
testet (Fritsche et al 1999). Diese Methode hat den Nachteil, dass auch die Hormon-
muster und die Verhältnisse zueinander durch Faktoren wie Alter, Aufzucht und Gewe-
beart beeinflusst werden. Außerdem kann die Methode durch die gleichzeitige Verabrei-
chung der entsprechenden Vorstufe unbrauchbar gemacht werden (Dehennin 1994).

Um die Nachteile der beschriebenen Methoden zu umgehen und den Missbrauch von Tes-
tosteron im Sport direkt nachzuweisen, wurde GC-C-IRMS als Nachweismethode getestet
(Aguilera et al 1999, Becchi et al 1997, Horning et al 1997, Shackleton et al 1997). Das Prin-
zip der Methode basiert auf dem Unterschied des 13C/12C Verhältnisses von endogenen Ste-
roiden verglichen mit dem von synthetisch hergestellten. Pflanzen bevorzugen jeweils einen
von zwei möglichen Stoffwechselwegen zum Einbau von CO2. Die danach unterschiedenen
sogenannten C3- und C4-Pflanzen weisen dadurch unterschiedliche Isotopenverhältnisse
des Kohlenstoffes in ihren Molekülen auf. Während die endogenen Hormone im Tier aus
einer Mischung dieser beiden Pflanzenarten entsprechend der Futterzusammensetzung ge-
bildet werden, werden die synthetischen Hormone nur aus einer Pflanzenart (bevorzugt So-
ja) hergestellt. Daher kann die Verabreichung eines solchen synthetisch hergestellten natür-
lichen Hormons zu einer signifikanten Änderung des 13C/12C Verhältnisses bei dem Hormon
und seinen Metaboliten, nicht aber bei den ebenfalls bestimmbaren Vorstufen im Tier führen.

Tierversuche (BgVV)

Einige Studien zur Bestimmung von biosynthetischem und synthetischem Testosteron in
Rinderurin (Ferchaud et al 1998) und Galle (Mason et al 1998) wurden bereits durchgeführt.
Nach Testosteron-Verabreichung wurde das Isotopenverhältnis von Testosteron und/oder
Metabolit signifikant im Verhältnis zu einer Vorstufe verändert.

Es zeigte sich aber, dass das Isotopenverhältnis der biosynthetischen Hormone stark von
der Zusammensetzung der Fütterung abhängt (Ferchaud et al 2000). Dieser Einfluss wird im
Rahmen des Projektes eingehender in Tierversuchen untersucht werden, um die physiologi-



sche Schwankungsbreite der Isotopenverhältnisse festzustellen und damit die Anwendungs-
grenzen der GC-C-IRMS zu ermitteln.

Je nach Alter und Geschlecht der Rinder werden unterschiedliche Hormone zur Wachs-
tumsförderung verabreicht. Eine genaue Kenntnis des natürlichen  Steroidprofils, also der
absoluten Konzentrationen und der Verhältnisse der einzelnen Hormone zueinander, in jeder
Altersgruppe und bei den Geschlechtern ist notwendig, um für den Nachweis die jeweils ge-
eignetsten Zielmoleküle auswählen zu können.

Die Untersuchungen werden mit der folgenden Zielsetzung durchgeführt:

•  Entwicklung einer validierten Methode zum Nachweis der Verabreichung natürlicher
Hormone im Urin von Rindern.

•  Ausweitung der Methode zum Nachweis der Verabreichung natürlicher Hormone in ver-
schiedenen Geweben von Rindern.

•  Untersuchung des Einflusses der Ernährung auf das Isotopenverhältnis
•  Untersuchung des Einflusses der Verabreichung von natürlichen Hormonen auf das Ste-

roidprofil

Der erste Tierversuch dient dazu, die durch Alter und Geschlecht der Tiere bedingten Unter-
schiede im Hormonspiegel im Urin herauszuarbeiten und damit die Auswahl geeigneter A-
nalyten für die GC-C-IRMS Analyse zu ermitteln. Dieser Versuch soll auch genügend Pro-
benmaterial ergeben, um einen Ringversuch zur Validierung der Methode im Urin zu ermög-
lichen. Eine Behandlung ist dafür nicht erforderlich und die Probenahme des Urins erfolgt
nichtinvasiv.

Um Probenmaterial mit einem veränderten Isotopenverhältnis als Positivmatrix zu erhalten,
werden zwei Tiere (eine Färse, ein Ochse) mit geeigneten Implantaten oder durch Injektion
eines natürlichen Hormons (Konzentration im zur Wachstumsförderung angewendeten Be-
reich) behandelt werden.

In einem zweiten Tierversuch soll der Einfluss der Verabreichung eines natürlichen Hormons
auf das Isotopenverhältnis unter Berücksichtung des Alters und Geschlechts untersucht wer-
den. Gewonnen werden soll Urin und verschiedene Gewebearten. Hierbei sollen jeweils 4
Bullen, Ochsen, Färsen, Kälber beiderlei Geschlechts und trockenstehende Kühe eingesetzt
werden. Jeweils zwei Tieren werden Hormone verabreicht, die anderen beiden bleiben un-
behandelt.

Eine statistische Auswertung der beiden Versuche ist wegen der geringen Tierzahl und der
erwarteten großen Schwankungsbreite nicht möglich, sie dienen dazu, die verschiedenen
Einflussfaktoren zu untersuchen und die geeignetste Gruppe für den dritten Tierversuch aus-
zuwählen.

Hierbei sollen dann 12 Tiere behandelt und 12 Tiere als Kontrolltiere eingesetzt werden, um
eine statistisch abgesichterte Aussage über die Eignung des Nachweisverfahrens zu ermög-
lichen.

Entwicklung der Analysenmethoden

Probenvorbereitung (BgVV, DSHS, LABERCA, QUB, TNO, DIONEX)

Entwicklung und Optimierung der Extraktions-, Hydrolyse- und Aufreinigungstechniken für
die Matrices Urin, Faeces, Muskel, Niere und Fett:

Unter den heutigen gerätetechnischen Voraussetzungen beträgt die für die GC-C-IRMS be-
nötigte Mindestmenge 10 ng Analyt pro Messung, wobei die Anforderungen an die Reinheit



der zur Messung eingesetzten Analyten außerordentlich hoch sind. Die Konzentrationen der
Steroidhormone, ihrer Metabolite und Precursor in den Matrizes Muskel, Niere, Fett, Faeces
und Urin liegen im unteren µg/kg bzw. im ng/kg Bereich.
Die benötigten Probenmengen für die Aufarbeitung liegen somit deutlich über den in der
Rückstandsanalytik üblichen Mengen. Deshalb bedarf die Extraktion und Aufreinigung der
Analyten aus den genannten Matrizes einer sorgfältigen Methodenentwicklung unter Einsatz
hochleistungsfähiger Probenvorbereitungstechniken, beispielsweise der accelerated solvent
extraction, ASE, oder der semipräparativen, multidimensionalen HPLC.
Jeder Projektpartner ist hierbei für eine Matrix verantwortlich: BgVV entwickelt die Proben-
vorbereitungsmethode für Faeces, LABERCA für Muskel, QUB für Niere, TNO für Fett. Dio-
nex unterstützt das BgVV in der Optimierung der Extraktionsbedingungen mittels der ASE
sowie in der Erarbeitung einer Applikation für die  multidimensionale HPLC zur Probenauf-
reinigung von Faeces-Proben.

Optimierung der GC-C-IRMS (BgVV, DSHS, CSL, LABERCA, TNO, Thermo Finnigan MAT,
Micromass)

Optimierung der GC-C-IRMS Bedingungen in Zusammenarbeit mit den Projektpartnern, die
IRMS-Geräte herstellen

Zur Erhöhung der Nachweisgrenzen werden die Gerätehersteller zusammen mit den im
Projekt vertretenen Geräteanwendern maßgeschneiderte Applikationen erarbeiten und ge-
gebenenfalls deren Anwendung in Trainingskursen vertiefen.

Die für den Probeneinlass wesentlichen Peripherietechniken – Derivatisierungen, Gaschro-
matographie, Injektionsmethoden, z.B. Large Volume Injektion, sowie der Einsatz verbes-
serter Combustion-Interfaces sind ebenfalls Gegenstand der Optimierung.

Validierung der GC-C-IRMS Methode für Urin

Die für die Bestimmung der Isotopenverhältnisse der Steroide im Urin vorliegenden Metho-
den aus dem Sportdoping und der europäischen Lebensmittelüberwachung vorliegenden
Methoden sollen nach deren Optimierung in einem Ringversuch validiert werden.
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