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1 Einleitung

Antibiotika gehdren zu den bedeutendsten und am héufigsten eingesetzten human- und veterinirmedi-
zinischen Therapeutika [1]. In der landwirtschaftlichen Tierhaltung finden Antibiotika zum einen zu
therapeutischen, also medizinischen, Zwecken, zum anderen aber auch zur Leistungsforderung An-
wendung. Der therapeutische Einsatz von Antibiotika erfolgt neben der Behandlung einzelner erkrank-
ter Tiere bei landwirtschaftlichen Nutztieren aufgrund der Haltungsbedingungen in Form von ,,Mas-
senbehandlungen®, bestandsweise iiber ganze Lebensabschnitte hinweg, wobei die Medikation meist
iiber das Futter oder Trinkwasser erfolgt. Leistungsforderer sind dagegen im Sinne des Futtermittelge-
setzes keine Arzneimittel, sondern ,,Werkstoffe der Tiererndhrung®, die oral wirksam sind und bei
Nutztieren zu einer Steigerung der Wachstumsrate und der Futterverwertung fithren. Die auch als Fut-
terzusatzstoffe bezeichneten Leistungsforderer fallen damit auch nicht unter die Bestimmungen des
Arzneimittelgesetzes [2], obwohl sie eine pharmakologische Wirkung aufweisen kdnnen. Zur mastlei-
stungssteigernden Wirkung werden auch therapeutisch wichtige Antibiotika in niedriger, subtherapeu-
tischer Dosis verfiittert. In der Européischen Union stehen derzeit etwa 650 Wirksubstanzen zur An-
wendung bei Lebensmittel liefernden Tieren zur Verfiigung [3]. Daten iiber die zur Anwendung kom-
menden Mengen dieser Arzneimittel existieren in den Ldndern der Européischen Union nur in be-
grenztem Ausmal. Die FEDESA (Federation Européenne de la Santé Animale) publizierte fiir das Jahr
1997 Daten iiber das europaweite Verkaufsvolumen von Antibiotika. Hiernach betrigt der Einsatz von
Antibiotika in der Humanmedizin mit 5400 t 52 %, in der Veterindrmedizin mit 3494 t 33 % und der
Einsatz als Leistungsforderer in der Landwirtschaft mit 1599 t 12 %. Von den insgesamt EU-weit
5093 t eingesetzten Tierarzneimitteln im Bereich der Veterindrmedizin und der Leistungsforderung
entfallen ca. 80 % auf Nutztiere, wobei die Tierarten Schwein, Rind/Kalb, Gefliigel, Schaf und Ziege
eine besonders gro3e Rolle spielen. Aufgrund einer moglichen resistenzfordernden Wirkung wird der
nutritive Einsatz von antibakteriell wirksamen Leistungsforderern stark kritisiert und ist in den letzen
Jahrzehnten erheblich eingeschréinkt worden. Der Einsatz von Antibiotika als Leistungsforderer ist
inzwischen bis auf die vier antimikrobiell wirksamen Substanzen Avilamycin, Monensin-Natrium,
Salinomycin-Natrium und Flavophospholipol verboten [2]. Ein kompletter Verzicht auf den Einsatz
von Futtermittelzusatzstoffen zur Leistungsforderung wird angestrebt. Von den 3494 t eingesetzten
Antibiotika in der Veterindrmedizin entfielen nach der Studie der FEDESA im Jahr 1997 EU-weit die
in Abb. 1 dargestellten Mengen [4].

Fluorchinolone

Sulfonamide/ 43t
Trimethoprim
751

Aminoglycoside
154 t Makrolide
424 ¢

Sonstige
182t

B-Lactame/

322t

Tetracycline
2294 t

Abb. 1: Mengen der EU-weit in der Tiermedizin eingesetzten Wirkstoffgruppen im Jahre 1997 (in
Tonnen), (FEDESA) [4]
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Unter den in der Veterindrmedizin gebrauchlichen Antibiotikagruppen machen die Tetracycline mit
einem relativen Gesamtverkaufsvolumen von 66 % (2294 t) weit vor den Makroliden (12 %, 424 t)
und B-Lactamen (9 %, 322 t) den groften Anteil aus [5, 6]. Fiir den Einsatz als Leistungsforderer sind
Tetracycline bereits seit iiber 25 Jahren verboten und diirfen seitdem nur noch zu therapeutischen
Zwecken eingesetzt werden. Dennoch kommt gerade dieser Wirkstoffgruppe eine besondere Bedeu-
tung zu, da es sich um kostengiinstige Antibiotika handelt und sie daher vor allem der therapeutischen
Anwendung bei Tieren dienen. In der Veterindrmedizin werden im wesentlichen dieselben Wirkstoft-
gruppen wie in der Humanmedizin angewendet, wobei jedoch einige Vertreter einer Wirkstoffgruppe
weitestgehend der Humanmedizin vorbehalten sind. Wéhrend von den Tetracyclin-Derivaten in der
Humanmedizin iiber 90 % der verordneten Préparate auf den Wirkstoff Doxycyclin entfallen [7], ist in
der veterindmedizinischen und landwirtschaftlichen Anwendung Chlortetracyclin der bedeutendste
Wirkstoff [8-12]. Chlortetracyclin wird oft auch in Kombination mit Sulfonamiden zur Behandlung

von Schweinen eingesetzt.

Die sich anfénglich einstellende Euphorie nach Beginn der breiten Antibiotika-Anwendung in den
30er und 40er Jahren wurde sehr bald durch Beobachtungen einer erhdhten Haufigkeit resistenter Bak-
terienstimme geddmpft. Die rasante zunechmende Verbreitung von Antibiotikaresistenzen hat zu einer
Abnahme des medizinischen Behandlungserfolges gefiihrt. Im Bereich von Kliniken, Landwirtschaft
und Umwelt ist es zunehmend zu multiplen mobilen Resistenzgenen gekommen. Heutzutage besteht
kein Zweifel an der Verbreitung von Resistenzen iiber Krankenhéuser und in der Umwelt und ist daher
als ein globales Problem zu betrachten [13]. Das BfR, ehemals BgV'V, erfafit seit 1992 Resistenzen als
Risiko einer Arzneimittelwirkung auf der Grundlage der Allgemeinen Verwaltungsvorschrift in Er-
ginzung des § 56 des AMG. An diesem Erfassungsprogramm sind verschiedene veterinirmedizinische
Untersuchungsinstitute beteiligt, die Bakterienstimme aus diagnostischem Material auf antimikrobiel-
le Resistenz gepriift haben. Diese Untersuchungen zeigen eine deutliche Zunahme von resistenten
pathogenen Erregern, wobei der hochste Anteil resistenter Keime fiir Sulfonamide und Tetracycline
bei Schweinen zu verzeichnen ist [14-17]. Bemerkenswert ist daher der hohe Verbrauch an Tetracycli-
nen trotz ihrer ungiinstigen Resistenzsituation [6, 18]. Fiir den Anstieg der Resistenzen in der Veteri-
narmedizin wird der breite Einsatz von Arzneimittelvormischungen als Fiitterungsarzneimittel verant-
wortlich gemacht. Insbesondere die Behandlung ganzer Tierbestéinde iliber Lebensabschnitte hinweg
durch Arzneimittelfiitterung birgt ein besonders hohes Risiko der Resistenzentwicklung in sich, da
hierbei eine Vielzahl von Tieren einer Langzeitexposition von hiufig zu niedrigen Wirkstoffkonzen-
trationen ausgesetzt ist [4]. Die Bildung von Kreuzresistenzen innerhalb einer Wirkstoffgruppe sowie
das breite Wirkungsspektrum der meisten Antibiotika fiihrt zu einem erhohten Risiko der Resistenz-
ausbildung. Resistenz ist heute ein generelles klinisches Problem, so daB in vielen nationalen und in-
ternationalen Expertenvereinigungen daher Strategien zum gezielteren Einsatz von Antibiotika in der
Medizin und Landwirtschaft erarbeitet werden [19-22]. Die Entstehung und Verbreitung von Resisten-
zen wird heutzutage zunehmend in einem mikrobiell-6kologischen Zusammenhang gesehen [23-26].
Dies bedeutet, da3 pathogene Bakterien, die eine Resistenz erlangen, nicht isoliert in ihrem Lebens-
raum betrachtet werden diirfen, sondern vielmehr als Teil einer Lebensgemeinschaft zwischen
Mensch, Tier, Pflanze und Umwelt zu verstehen sind. Deshalb gibt es vermehrt Untersuchungen zum
Verbleib der den Tieren applizierten Wirkstoffe unter besonderer Beachtung des Umwelteintrages [27-
36]. Dennoch gibt es noch keine valide Daten hinsichtlich des Antibiotikaeintrages in die Umwelt und
die Nahrungskette. Nach dem derzeitigen Wissensstand kann daher keine klare Einschéatzung des Ge-
fahrdungspotentials fiir den Verbraucher durch Antibiotika aus veterindrmedizinischer Anwendung
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und deren Resistenzproblematik gegeben werden.

Im Hinblick auf die rasante Entstehung von Antibiotikaresistenzen bei Mikroorganismen ergab sich
die Notwendigkeit, immer neue Wirkstoffe entwickeln zu miissen. Dabei sollte die antibakterielle
Wirkung neuer Priparate in Relation zu den bisher wirksamsten Substanzen gepriift werden. Wichtige
Beurteilungskriterien sind dabei die Wirkungsintensitét, ausgedriickt im MHK-Wert in pg/mL Sub-
strat, der Wirkungstyp, die Resistenzsituation sowie pharmakokinetische Parameter wie Inaktivierung,
Um- und Abbau und Stabilitdt in verschiedenen pH- und Temperaturbereichen und gegeniiber Meta-
bolisierunsprozessen in vivo [50]. Zwischen 1940 und 1960 sind die meisten Antibiotika, die heute
eine bedeutende therapeutische Rolle spielen, entdeckt worden. Obwohl die Zahl neu entdeckter mi-
krobiell wirksamer Substanzen seitdem nicht abgenommen hat, sind in den letzten Jahrzehnten nur
wenige strukturell neuartige Antibiotika zur Anwendung gekommen. Insbesondere auf dem Tierarz-
neimittelmarkt zeigt sich ein deutlicher Riickgang von Neuentwicklungen fiir Nutztiere. Der Haupt-
grund liegt darin, daf} die Anforderungen an ein neues Antibiotikum sténdig gestiegen sind [37]. Die
Zeit und die Kosten fiir eine Neuentwicklung haben enorm zugenommen. Fiir viele Priaparate im Be-
reich der Tierarzneimittel ist von der pharmazeutischen Industrie aufgrund der hohen Nachzulassungs-
kosten kein Antrag auf Festsetzung einer Riickstandshdchstmenge gestellt worden. Trotz weltweiter
Bestrebungen zur chemischen Modifikation natiirlicher Antibiotika zur Optimierung der Eigenschaften
wie ein erweitertes Wirkungsspektrum, bessere pharmakokinetische und toxikologische Eigenschaften
sind bei vielen Infektionskrankheiten die herkdmmlichen Ausgangswirkstoffe der Penicilline, Sulfo-
namide und Tetracycline das Mittel der Wahl [2, 48], wodurch die Bedeutung der klassischen Antibio-
tika verdeutlicht wird.

Aus dem unvermindert hohen Einsatz von Chlortetracyclin in der Schweinemast und der ungeniigen-
den Datenlage iiber die hieraus entstehenden moglichen Auswirkungen fiir den Verbraucher resultiert
Forschungsbedarf hinsichtlich des Eintrages dieses Antibiotikums sowie dessen Metabolite in die Nah-
rungskette. Neben dem direkten Eintrag von Chlortetracyclinriicksténden in tierische Lebensmittel
sind auch indirekte Eintragspfade {iber die Einbringung von Chlortetracyclin in die Umwelt von Be-

deutung.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Waihrend frither zum Schutz des Verbrauchers zur Vermeidung von Tierazneimitteln in Lebensmitteln
lediglich die Einhaltung von Wartezeiten herangezogen worden ist, so diirfen mit Einfiihrung der
Riickstandshdchstmengenregelung im Jahre 1990 in zur Lebensmittelgewinnung dienenden Tieren in
verschiedenen Matrices bestimmte Grenzwerte (MRL £ maximum residual limit) nicht iiberschritten
werden. Dariiber hinaus weisen aber LANGEWISCHE et al. auf eine resistenzférdernde Wirkung von
Antibiotikariickstinden bei lebensmittelliefernden Tieren hin, die unterhalb der gesetzlich festgelegten
Riickstandshochstmengen, den MRL-Werten, liegen [38]. Bei der Festlegung der MRL-Werte gehen
die mikrobiologischen Eigenschaften eines Antibiotikums nur bedingt mit ein, was dazu fiihrt, daf3
viele MRL-Werte unterhalb der MHK-Werte, den minimalen Hemmstoftkonzentrationen, liegen. Der
Konsum tierischer Erzeugnisse kann demzufolge zu einer Resistenzbildung beitragen, da das Wach-
stum der Keime nicht vollstdndig verhindert wird und damit eine Promotion resistenter Keime erfolgt.

Obwohl es eine Vielzahl von Untersuchungen zur Metabolisierung und zum Verbleib der in der Tier-
mast eingesetzten Tetracycline gibt [39-46], fehlt eine genaue Kenntnis iiber die daraus resultierende
Gefdhrdung fiir den Verbraucher, insbesondere im Hinblick darauf, dal auch geringe unterhalb der
MRL-Werte liegende Arzneimittelgehalte in tierischen Produkten eine Gefahrdung fiir den Verbrau-
cher darstellen kdnnen. Bei vielen Verdffentlichungen zur analytischen Bestimmung von Tetracycli-
nen in Muskulatur, Leber und Niere erfolgt die Festlegung der Bestimmungsgrenze unter Zugrundele-
gung der MRL-Werte, so daBl mit vielen verdffentlichten Verfahren eine Bestimmung von Antibioti-
kagehalten unterhalb der MRL-Werte nicht zuverldssig moglich ist [185, 210, 239, 310].

Tetracycline besitzen die chemische Eigenschaft, in wéBriger Losung antibiotisch aktive Epimere,
siche Abb. 7, zu bilden, weshalb im Rahmen der MRL-Verfahren festgelegt wurde, den Tetracyclin-
Gehalt als Summe von Muttersubsstanz und Epimeren zu ermitteln. Zusétzlich bildet vor allem Chlor-
tetracyclin in Abhéngigkeit vom pH-Wert weitere Umwandlungs- und Abbauprodukte wie Isochlorte-
tracyclin und Anhydrochlortetracyclin, die in den meisten Féllen in der Literatur wie auch bei der
Festlegung der MRL-Werte unberiicksichtigt bleiben [172, 194, 195]. Weiterhin erfolgte bei den in der
Literatur beschriebenen Analysenverfahren zumeist nur eine ungeniigende Uberpriifung der Zuverlis-
sigkeit der Verfahren. Es werden zwar teilweise einzelne Validierungsparamter angegeben, jedoch
fehlt eine ausfiihrliche Validierung [170, 173, 210]. Eine weitere charakteristische Eigenschaft von
Tetracyclinen ist ihre Komplexbildung mit verschiedenen Matrixkomponenten wie z.B. Proteine und
Metallkationen, die zu einer Einlagerung von Tetracyclinen in Knochen fiihrt [37, 48]. Es ist umstrit-
ten, ob diese gebundenen Tetracyclinriickstdnde unbedenklich fiir den Verbraucher sind. Diese Arbeit
verfolgte daher folgende Ziele:

Um néhere Erkenntnisse iiber die Aufnahme, die Metabolisierung und den Verbleib von Arzneimitteln
in der Tiermast zu erlangen, wurde vom MUNLYV (Ministerium fiir Umwelt und Naturschutz, Land-
wirtschaft und Verbraucherschutz NRW) im Jahre 2000 ein Verbraucherschutzprogramm gegriindet.
Ein Schwerpunkt dieses Verbraucherschutzprogrammes sollte hierbei auf der Untersuchung von
Chlortetracyclin in der Schweinemast liegen. Ziel dieses Projektes ,,Resistenzentwicklung und Riick-
stdnde in der landwirtschaftlichen Tierhaltung®™ war es, den durch die hdufige Anwendung von Chlor-
tetracyclin in der Schweinemast resultierenden Eintrag von Chlortetracyclin in die Nahrungskette so-
wie das Ausscheidungsverhalten von Chlortetracyclin bei Schweinen und damit den Umwelteintrag zu

untersuchen. Die hierbei gewonnenen Erkenntnisse sollten dazu dienen, eine Gefdhrdung fiir den Ver-
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braucher durch den Einsatz von Chlortetracyclin in der Schweinmast besser beurteilen zu konnen. Bei
der Ermittlung der Chlortetracyclingehalte galt besonderes Augenmerk moglichen Umwandlungs- und
Abbauprodukten von Chlortetracyclin. (Anmerkung: Zur Vereinfachung werden alle Umwandlungs-
und Abbauprodukte von Chlortetracyclin nachfolgend als ,,Metabolite* bezeichnet und fiir die einzel-
nen Substanzen die im Abkiirzungsverzeichnis aufgefiihrten Abkiirzungen verwendet.)

In einer ersten Medikationsstudie sollten in Zusammenarbeit mit dem Landwirtschaftszentrum Haus
Diisse (Haus-Diisse-Studie) Schweine, die unter iiblichen landwirtschaftlichen Bedingungen in einer
Gruppe von 40 Tieren gehalten wurden, definiert medikamentiert werden und das Ausscheidungsver-
halten von CTC in Urin sowie die verbleibenden Riickstdnde in den Schlachtproben untersucht wer-
den. Zur besseren Beurteilung, welche Mengen der den Tieren applizierten Wirkstoffe wieder ausge-
schieden werden, erfolgte in einer zweiten Medikationsstudie an der Bundesforschungsanstalt Braun-
scheig-Volkenrode (FAL-Studie) eine individuelle Arzneimittelfiitterung von fiinf Schweinen in Ein-
zelhaltung und eine individuelle Sammlung von Faeces und Urin. Vier dieser Tiere sind nach Ablauf
der Wartezeit geschlachtet worden, eines zur Durchfiihrung einer Bilanzierung direkt nach Absetzen
der Medikation.

Hieraus ergaben sich im Einzelnen folgende Aufgabenstellungen:

e  Zur Untersuchung der in den Medikationsstudien entnommenen Proben sollte in einem ersten
Schritt ein HPLC-UV-MS/MS-Verfahren fiir die Bestimmung von CTC und e-CTC in Urin, Fae-
ces, Plasma, Muskulatur, Leber, Niere und Knochen entwickelt werden. Neben der quantitativen
Bestimmung von CTC und e-CTC sollte dieses Verfahren auch die qualitative Bestimmung der
weiteren Metabolite iso-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC ermoglichen.

e  Ein weiteres Ziel war, das entwickelte Verfahren zur Uberpriifung der Zuverléssigkeit des unter
Beriicksichtigung der giiltigen Normen und Richtlinien, insbesondere der fiir Tierarzneimittel giil-
tigen Richtlinie 2002/657/EG, einer ausfiihrlichen Validierung zu unterwerfen.

e Im AnschluB daran war geplant, den CTC-Gehalt in den bei den Medikationsstudien entnomme-
nen Proben gemél der EU-Verordnung EWG Nr. 2377/90 als Summe von CTC und e-CTC zu
ermitteln. Neben der Quantifizierung von CTC und e-CTC in den genannten Matrices galt es, zu
priifen, welche weiteren Metabolite von CTC in diesen Proben noch vorkommen.

e Im nédchsten Schritt sollte iiberpriift werden, welche der in den Proben nachgewiesenen Metaboli-

te von CTC bei der Ermittlung des CTC-Totalgehaltes mit einbezogen werden miissen.

e Erweiterung des validierten Analysenverfahrens auf die quantitative Bestimmung anderer Meta-
bolite

e Quantifizierung von CTC und weiterer Metabolite in Schlachtproben
e Bilanzierung von CTC anhand eines Tieres unter Beriicksichtigung weiterer Metabolite

e  Untersuchung gebundener Tetracyclinriickstdnde in Knochen
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Klassifizierung von Antibiotika

3.1.1 Definition, Wirkungstypen und Klassifizierungsmoglichkeiten

Der Begriff der Chemotherapeutika wurde 1906 von Paul Ehrlich geprigt und umfalite synthetisch
hergestellte Produkte mit antibiotischer Wirkung, wie die Sulfonamide. Die spéter entdeckten, von
Pilzen produzierten, antimikrobiell wirkenden Substanzen wurden Antibiotika genannt. Der Begriff
Antibiotika bezeichnet nach seiner urspriinglichen Definition niedermolekulare, mikrobielle Stoft-
wechselprodukte, die das Wachstum anderer Mikroorganismen inhibieren, jedoch auf den Produzenten
selbst nicht wirken [13, 47]. Antibiotika zeichnen sich durch eine geringe erforderliche Wirkstoffkon-
zentration, die Spezifitit ihres Wirkmechanismus und eine geringe Toxizitdt aus [48-50]. Mit der Auf-
klarung der chemischen Struktur und den Mdglichkeiten der totalen oder partiellen Synthese der Anti-
biotika und der Darstellung von Derivaten konnte der Begriff der Antibiotika als reine Stoffwechsel-
produkte nicht mehr aufrecht erhalten werden. Zu den Antibiotika zéhlen heute alle biosynthetisch,

halb- und vollsynthetisch hergestellten antibiotisch wirksamen Substanzen [50].

Allgemein lassen sich in der antibakteriellen Wirkung der Antibiotika verschiedene Wirkungstypen
unterscheiden, die als Bakteriostase und Bakteriozidie bezeichnet werden. Wahrend bakteriostatische
Antibiotika lediglich das Bakterienwachstum hemmen, fiihrt die Behandlung mit bakteriziden Antibio-
tika zu einer raschen irreversiblen Keimschiadigung [48, 50]. Die meisten Antibiotika zeigen eine bak-
teriostatische Wirkung, wobei der Wirkungstyp abhingig vom Stadium des Zellwachstums und der
Konzentration des eingesetzten Antibiotikums ist. Eine Reihe von Antibiotika wirken auf im Wach-
stum befindliche Zellen bakterizid, hingegen bei ruhenden Keimen bakteriostatisch. Ebenso kénnen
primér bakteriostatisch wirksame Préparate mit einem Vielfachen ihrer minimalen Hemmkonzentrati-

on bakterizide Eigenschaften zeigen.

Die unterschiedlichen Wirkungstypen der Chemotherapeutika haben praktische therapeutische Bedeu-
tung. Bakterizide Antibiotika sind bei allen Infektionen indiziert, bei denen die korpereigene Abwehr
geschwicht ist, da bei einer Therapie mit bakteriostatischen Antibiotika korpereigene Abwehrmecha-
nismen zur Elimination der Infektionserreger eine entscheidende Rolle spielen. Eine lang anhaltende
bakteriostatische Wirkung fiihrt bei empfindlichen Keimen zu einer sekunddren Keimabtotung. Daher
erfordert die Therapie mit bakteriostatisch wirksamen Substanzen die Aufrechterhaltung eines wirk-
samen Dauerspiegels in Blut und Gewebe. Zur Therapie von Infektionen mit bakteriziden Préparaten
sind oft intermittierende Gaben ausreichend. Korpereigene Abwehrmechanismen sind bei bakteriziden
Substanzen nur zur Elimination sogenannter Persister erforderlich. Das Persistenzphédnomen fiihrt zum
Uberleben einzelner Keime trotz optimaler, bakterizide Wirkstoffkonzentration am Infektionsort und
trotz unverénderter Empfindlichkeit der Keime [50]. Die Persistenz muf3 grundséitzlich vom Phédnomen

der Resistenz, bei der Keime eine verminderte Empfindlichkeit aufweisen, unterschieden werden.

Eine Klassifizierung von Antibiotika kann unter Berilicksichtigung der Herkunft, der biologischen
Wirkung, der therapeutischen Anwendung, der chemischen Struktur, des Biosyntheseweges und des
zelluldaren Wirkmechanismus erfolgen [47]. Zunichst werden Antibiotika nach ihrer chemischen
Struktur klassifiziert. In Abb. 2 sind die Strukturen der gebrduchlichen Antibiotikaklassen dargestellt
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[2, 13, 48, 49].
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Lo N
HCNHCOCHCI, o
CH,OH

Abb. 2: Struktureller Aufbau der Antibiotikasubstanzklassen [2, 13, 48, 49]

Dariiberhinaus kann eine weitere Klassifizierung der Antibiotikasubstanzklassen nach dem Wirkme-

chanismus erfolgen. Zur Wachstumshemmung von pathogenen Mikroorganismen muf} das Antibioti-
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kum in die Zelle eindringen, spezifisch an eine fiir den Erhalt von Lebensprozessen erforderliche Zell-
struktur binden und deren Funktion unterbinden. Zum besseren Verstindnis der molekularen Grundla-

gen der antibiotischen Wirkung wird nachfolgend zunichst der Aufbau von Bakterienzellen erlautert.
3.1.2 Aufbau von Bakterienzellen

Unter dem Begriff Mikroorganismen werden einzellige Lebewesen, die aufgrund ihrer geringen Grof3e
nur mit mikroskopischen Verfahren erkannt werden kdnnen, zusammengefalit. Mikroorganismen las-
sen sich aufgrund ihrer einfachen morphologischen Merkmale weder den Pflanzen noch den Tieren
eindeutig zuordnen. Sie werden in sogenannte hohere und niedere Protisten unterteilt. Zu den hoheren
Protisten gehoren Pilze und Algen, zu den niederen Bakterien. Der Zellbau der héheren Protisten ist
dhnlich dem der Pflanzen und Tiere. Aufgrund des Vorhandenseins eines Zellkerns gehoren sie zu den
Eukaryonten. Bakterien hingegen besitzen einen anderen Zellaufbau. Thnen fehlt insbesondere ein
typischer, durch eine Zellmembran gegen den {ibrigen Zellinhalt abgegrenzter, Zellkern sowie Mito-
chondrien und Chloroplasten und daher zdhlen sie zur Gruppe der Prokaryonten [51]. Der anatomische
Aufbau einer Bakterienzelle ist in Abb. 3 schematisch dargestellt. Bakterien bestehen aus dem Nu-
kleoid als Kerndquivalent, dem Zytoplasma mit Ribosomen, der Zytoplasmamembran und einer relativ
starren Zellwand.

explasma mit Mesosom
Eﬁﬂmn (7035}

F w
{Gealain}
Lipidtropten
P P Kapsel
Bakterien- 2 Zelhwrand
chrarmozom
ﬂiemﬁqu'rvalent, o
ukbeosd) oplaima-
miemdran

Plasmide Fimbrien  Pili
{verdnlli)

Abb. 3: Schematische Darstellung einer Bakterienzelle [52]

Bakterien besitzen nicht diffus im Zytoplasma verteilte DNA, sondern diese ist in diskreten Bereichen,
dem Nukleoid, lokalisiert [53]. Das Nukleoid enthilt ein ringformig geschlossenes DNA-Molekiil als
Genom, dem sogenannten Bakterienchromosom. Es liegt in stark gefalteteter und verdrillter Form
ohne Abgrenzung durch eine Kernmembran frei im Zytoplasma. Das Nukleoid kann einzeln oder in 2-
4 Kopien vor der Zellteilung im Zytoplasma vorliegen. AuBler dem Bakterienchromosom konnen im
Zytoplasma noch extrachromosomale ringformig geschlossene, kleine Satelliten-DNA-Molekiile vor-
kommen. Diese sogenannten Plasmide kdnnen Triager von Genen sein, die den Bakterienzellen zusétz-
liche Eigenschaften verleihen wie z.B. Antibiotikaresistenz. Das von der Zytoplasmamembran um-

schlossene Zytoplasma enthdlt neben Wasser, Salzen, Enzymen Stoffwechselintermediirprodukte,
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Proteine und Ribonukleinsdure (mRNA, rRNA und tRNA). Zusétzlich findet sich im Zytoplasma eine
groBBe Anzahl von Ribosomen, die Orte der Proteinbiosynthese. Eine Bakterienzelle enthilt ungefahr
5000-50000 Ribosomen. Aufgrund ihrer Funktion der Proteinbiosynthese besitzen sie eine komplizier-
te Struktur. Ribosomen bestehen aus etwa 60 % RNA und 40 % Protein, wobei etwa 80-85 % der Bak-
terien-RNA in den Ribosomen enthalten sind. Die intakten Ribosomen sedimentieren in einer Ultra-
zentrifuge mit einer Geschwindigkeit von 70 SVEDBERG-Einheiten (Sedimentationskonstante: 70 S)
und haben daher auch die Bezeichnung 70 S-Ribosomen im Gegensatz den etwas grofBleren 80 S-
Ribosomen der Eukaryonten. Jedes Ribosom setzt sich aus einer grolen und einer kleinen Untereinheit
zusammen, deren Sedimentationskoeffizient bei 50 S und 30 S liegt. Die Autkldrung der strukturellen
Zusammensetzung der Ribosomen aus RNA und Basensequenz der Proteine sowie deren Funktion
ermdglichte weitgehend die Aufdeckung des Wirkmechanismus von Antibiotika, die mit der Protein-
biosynthese interferieren.

Die zytoplasmatische Membran besteht aus einer Lipiddoppelschicht, deren hydrophobe Enden der
Phospholipide und Triglyceride nach innen und die hydrophilen Enden nach auBlen der Zelle weisen.
In diese Doppelschicht sind Proteine eingelagert, die die Membran ganz durchkreuzen oder nur teil-
weise eintauchen konnen. Die Zytoplasmamembran hat entscheidende Stoffwechselfunktionen. Sie ist
die Permeabilitéts-Barriere der Zelle und kontrolliert Stoffauthahme und —abgabe. Enzymsysteme in
der Zytoplasmamembran bewirken z.B. den Elektronentransport, die Atmungsketten-
Phosphorylierung, die Biosynthese von Lipiden und der Zellwand und die Replikation der DNA. Die
Zellwand von Bakterien kann unterschiedlich aufgebaut sein. Es werden nach dem Farbeverfahren von
GRAM grampositive (blau-schwarz gefarbte Zellen) und gramnegative (rot-gefarbte Zellen) Bakterien
unterschieden [51, 53, 54]. Das Grundgeriist sowohl grampositiver als auch gramnegativer Bakterien
basiert auf einer netzartigen Struktur von Polysaccharidketten, dem Glykan, die iiber kurze Peptidket-
ten miteinander verkniipft sind. Dieses auch als Murein bezeichnete Peptidoglykan bildet auf diese
Weise ein dreidimensionales Makromolekiil, das sich iiber die gesamte Zelloberfliche erstreckt. Da
diese Mureinstruktur der bakteriellen Zelle nicht bei Pflanzen und Tieren anzutreffen ist, konnen Anti-
biotika, die mit der Biosynthese des Peptidoglykans interferieren, angewendet werden, ohne dal3 die
Zellen des Makroorganismus geschiadigt werden. Der Hauptbestandteil grampositiver Bakterien ist
das Peptidoglykan. Auf der Mureinhiille befindet sich eine Schicht aus sauren Polysacchariden, wo-
durch die Permeabilitdt durch die Zellwand grampositiver Bakterien sehr gut ist [49]. Die Zellwand
gramnegativer Bakterien enthdlt weniger Peptidoglykan und ist komlexer in ihrer Struktur. Die zyto-
plasmatische Membran und die Mureinhiille sind durch einen sogenannten periplasmatischen Spalt
getrennt, der Enzyme und andere Proteine enthilt. Eine dulere Membran, die aus vielschichtigen Li-
popolysacchariden und Lipoproteinen besteht, umhiillt die Zellwand. Diese duBBere Membran ist fiir
die geringe Permeabilitdt der gramnegativen Zellwand verantwortlich, da Antibiotika nur iiber die
engen Porin-Poren in die Zelle eindringen konnen. Aufgrund der hdheren Permeabilitit der Zellwand
grampositiver gegeniiber der gramnegativer Bakterien haben die meisten Antibiotika gegen gramposi-
tive Bakterien eine hohere Wirksamkeit als gegen gramnegative Bakterien [49, 53].
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3.1.3 Wirkmechanismen, Struktur-Wirkungsbeziehungen und Wirkungs-
spektren

3.1.3.1 FEinteilung der Antibiotika nach Wirkmechanismen

Antibiotika wechselwirken in Zellen mit Nucleinsduren (DNA, messenger-RNA (mRNA), ribosomale
RNA (rRNA), transferRNA (tRNA)), Proteine und Biomembranen. Durch Bindung des Wirkstoffes an
den Wirkort wird die normale Funktion des jeweiligen Biomolekiils inhibiert bzw. qualitativ so verédn-

dert, daf3 es seine Aufgabe innerhalb der Zelle nicht mehr wahrnehmen kann [47].

Die Bindung kann durch chemische Reaktion des Antibiotikums mit reaktionsfahigen Gruppen des
Biomolekiils sowie durch zwischenmolekulare Wechselwirkungen, die den konformativen und energe-
tischen Zustand von Makromolekiilen wie z.B. Nucleinsduren oder Enzymen verdndern, erfolgen.
Héaufig werden in einem ersten Schritt durch die Wechselwirkungen zwischen Antibiotikum und Bio-
molekiil Konformationsverdnderungen und Bindungsinstabilitdten ausgeldst, die schlieBlich zu irre-
versiblen chemischen Strukturverdnderungen des Makromolekiils fiihren, z.B. Strangbriiche der DNA,
Substitution reaktiver Gruppen in Enzymzentren. Die resultierende Hemmung der zelluldren Prozesse
kann auf unterschiedliche Art und Weise erfolgen [47]:

e direkte Unterbrechung des biologischen Informationsflusses von der DNA iiber die RNA zu

den Proteinen

e Inhibierung von Stoffwechselleistungen, die den Informationsflufl indirekt durch Bausteinbe-

reitstellung und Energieversorgung gewéhrleisten

e Verdnderung der Wechselwirkungen der Zellen mit ihrer Umgebung: Beeinflussung der
Struktur und Funktion der Zellbegrenzung (Zellwand, biologische Membranen), der Penetrati-
on und des Transportes von Metaboliten

Diese Moglichkeiten des zelluldren Eingriffs sind eng miteinander verkniipft, und es ist daher nicht
immer moglich, einen spezifischen Wirkort anzugeben. Haufig erfolgen auf zelluldrer Ebene mehrere
verschiedene Verinderungen bei Einwirkung von Antibiotika. Ublicherweise werden Antibiotika iiber
eine strukturelle Zuordnung hinaus, siche Kap. 3.1.1, anhand ihrer Wirkmechanismen klassifiziert
[47, 49]. In Abb. 4 sind die einzelnen Wirkmechanismen bzw. Wirkorte aufgefiihrt.

Die synthetischen Chemotherapeutika mit spezifischen Wirkmechanismen (Folsdurestoffwechsel,
DNA-Replikation) werden aus historischen Griinden zu einer Gruppe zusammengefalit. Hierzu zihlen
Sulfonamide, Trimethoprim, Nitrofurane und Chinolone [2, 49]. Sulfonamide zeigen mit Trimetho-
prim eine synergistische Wirkung, indem sie aufeinanderfolgende Schritte der Folsduresynthese hem-
men, und deshalb haben sie vor allem in Kombination in der Veterindrmedizin therapeutische Bedeu-
tung [13]. Nitrofurane beeintrachtigen die Protein- und Nucleinsduresynthese und bewirken eine
Schiadigung der DNA in Form von Doppelstrangbriichen und gestorter Energiebilanz. Nitroimidazole
und Chinolone wirken als Hemmstoffe des bakteriellen Enzyms Gyrase, was eine Zerstorung der su-
perhelikalen Form der DNA-Stridnge bewirkt.

Zu den zellwandwirksamen Antibiotika zahlen die zu den B-Lactam-Antibiotika gehorenden Penicilli-
ne, Cephalosporine und Glykopeptidantibiotika. Die B-Lactam-Antibiotika stellen heute die wichtigste
Wirkstoffgruppe gegen bakterielle Infektionen im humanmedizinischen Bereich dar, weil sie eine sehr

geringe Toxizitdt aufweisen. Sie wirken bei wachsenden Keimen bakterizid, bei ruhenden nur bakte-
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riostatisch. Alle B-Lactam-Antibiotika inhibieren das Endstadium der Peptidoglykansynthese und ver-
hindern damit die SchlieBung der Peptidbriicke zwischen den Glykanstrdngen, was zu einer mechani-
schen Instabilitit der Zellwand fiihrt. Die Zellwand kann demzufolge dem osmotischen Druck des
Zytoplamas nicht standhalten, und es erfolgt der Zelltod durch Plasmolyse.

DNA-Replikation

Zellwandsynthese Nitrofurane
Penicilline . Nitroimidazole
Cephalosporine Chinolone

RNA-Polymerase
Ansamycine

Glycopeptide \4

Folsaurestoffwechsel

Proteinsynthese

Trimethoprim Ribosomen 50s-Inhibitoren

Sulfonamide e o Amphenicole
'igk ,gg Jggw' Makrolide
AREAAEA AR Lincosamide

Proteinsynthese
30s-Inhibitoren
Zytoplasmamembran Tetracycline

Polypeptide Aminoglycoside

Abb. 4: Wirkmechanismen oder Wirkorte von Antibiotika [49, 55]

Zur Gruppe der zytoplasmamembranwirksamen Antibiotika gehoren Polypeptidantibiotika, die sich in
die Zytoplasmamembran einlagern und mit Phospholipidkomponenten der Zellmembran reagieren. Als
Folge davon wird die Permeabilitit der Zellmembran erhoht, was schlieBBlich zum Verlust von essenti-
ellen Plasmabestandteilen fiihrt, und die Zellen sterben ab. Daher sind Polypeptidantibiotika vom Wir-
kungstyp bakterizid.

Eine wichtige Rolle spielen Antibiotika, die auf die Proteinsynthese einwirken. Dies sind die Ansamy-
cine, Tetracycline, Aminoglycoside, Amphenicole, Makrolide und Lincosamide. Bis auf die bakterizid
wirksamen Aminoglycoside zeigen alle anderen Antibiotika einen bakteriostatischen Wirkungstyp.
Alle Antibiotika dieser Gruppe inhibieren letztendlich die Proteinbiosynthese auf unterschiedlichen
Stufen. Ansamycine hemmen die DNA-abhidngige RNA-Polymerase. Amphenicole, Makrolide und
Lincosamide binden reversibel an die 50 S-Untereinheit der Ribosomen. Durch eine Hemmung der
Peptidyltransferase wird die Peptidkettenbildung verhindert. Die Wirkung von Tetracyclinen und
Aminoglycosiden beruht auf einer Bindung des Antibiotikums an die 30 S-Untereinheit der Riboso-
men. Tetracycline werden reversibel, Aminoglycoside irreversibel gebunden. Deshalb wirken Tetracy-
cline bakteriostatisch und Aminoglycoside bakterizid.

3.1.3.2 Wirkungsspektrum von Antibiotika

Das Wirkungsspektrum ist fiir jedes einzelne Antibiotikum individuell sehr verschieden und héngt von
dem Wirkungstyp, der Wirkung in der Vermehrungs-oder Ruhephase, der extra- und intrazelluldren
Wirkung und des Resistenztyps ab. Durch total- oder partialsynthetische strukturelle Modifikationen
von Wirkstoffen lassen sich auch innerhalb einer Substanzklasse Antibiotika mit unterschiedlichen
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Wirkungsspektrum herstellen [37, 47, 50]. Zur Erzielung eines therapeutischen Erfolges sollten Anti-
biotika gegen moglichst viele Keime wirken, also ein moglichst breites Wirkungsspektrum aufweisen.
Um die Ausbildung resistenter Keime dagegen moglichst gering zu halten, sollten Antibiotika ein
eingeschrinktes Wirkungsspektrum besitzen. Antibiotika mit begrenztem Wirkungsbereich vorwie-
gend gegeniiber grampositive Keimarten sind die klassischen Penicilline, Cephalosporine und Makro-
lide. Vorwiegend gegen gramnegative Keime wirksam sind die Polypeptidantibiotika. Obwohl das
Wirkungsspektrum von Aminoglycosidantibiotika eine Vielzahl von Erregern umfalit, spielen sie ins-
besondere aufgrund ihrer bakteriziden Wirkung bei der Bekdmpfung von Infektionen mit gramnegati-
ven Erregern ein groBe Rolle. Zu den klassischen Breitbandantibiotika gehdren die Sulfonamide, Te-
tracycline, Amphenicole und einige partialsynthetische Penicilline. Sie wirken gegen zahlreiche gram-
positive und gramnegative sowie aerobe und anaerobe Infektionserreger. Als empfindlich gegeniiber
Tetracyclinen gelten Keime mit einer MHK von 0,1-5,0 pg/mL. Die Unterschiede in der Wirkungsin-
tensitdt der einzelnen Tetracycline spielen in vivo keine wesentliche Rolle. Tetracycline wirken gegen
extra- und intrazelluldre Erreger, allerdings besser auf Keime im Wachstumsstadium als auf ruhende

Keime.
3.1.3.3 Wirkmechanismus der Tetracycline

Tetracycline erreichen passiv iiber Porin-Proteine den periplasmatischen Raum und passieren an-
schlieBend durch aktive Transportsysteme die innere Membran. Obwohl mehrwertige Metall-Kationen
die Tetracyclin-Wirkung durch Bildung antibakteriell unwirksamer Chelate antagonisieren, wird ver-
mutet, daB zweiwertige Metall-Ionen, insbesondere Mg**-Ionen, durch reversible Bildung von Kom-
plexen beim Transport des Antibiotikums durch die Zellmembran in die Bakterienzelle eine Rolle
spielen [2, 37]. Eine Voraussetzung der Wirkung von Tetracyclinen beruht darauf, daf eine Akkumu-
lation von Tetracyclinen im Zellinneren stattfindet. Obwohl Tetracycline bei erstmaligem Kontakt mit
einem Bakterium die duBlere Zellwand und die Zytoplasmamembran in beide Richtungen passieren
konnen, wird nach Eindringen des Tetracyclins ein Mechanismus induziert, wodurch eine Akkumula-
tion hervorgerufen wird, so daB schlieflich die Proteinbiosynthese vollig zum Erliegen kommt [47,
48]. In der Bakterienzelle erfolgt dann die reversible Bindung an die ribosomale 30 S-Untereinheit der
70 S-Ribosomen mit einhergehender Hemmung der Anlagerung der Aminoacyl-tRNA an die Akzepto-
region der Ribosomen, was zum Abbruch der Kettenverldngerung fiihrt [49, 53]. Tetracycline wirken
deshalb bakteriostatisch. Bakterielle Ribosomen verfiigen {iber eine deutlich hohere Affinfitét zu Te-
tracyclinen als die 80 S-Ribosomen der eukaryontischen Zellen, was die geringe Toxizitdt fiir den
Menschen erklart [48].

3.2 Struktureller Aufbau und Struktur-Wirkungsbeziehungen der
Tetracycline

3.2.1 Struktur und Nomenklatur

Unter dem Begriff Tetracycline wird eine Reihe von antibiotisch wirksamen Verbindungen zusam-
mengefalit, die sich vom Grundgeriist des Tetracyclins ableiten. Das Tetracyclin besteht aus einem
System aus vier linear anellierten sechsgliedrigen Ringen, dem 4-Dimethylamino-
1,4,4a,5,5a,6,11,12a-oktahydro-3,6,10,12,12a-penta-hydroxy-6-methyl-1,11-dioxo-2-naphthacencarb-
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oxamid. Unterschiedliche Substituenten (R;-R4) an den Positionen 5, 6 und 7 konstituieren die heute
handelsiiblichen Priparate. Aufgrund der charakteristischen Anordnung der Doppelbindungen werden
die beiden durch das sp’-Kohlenstoffatom 12a getrennten chromophoren Bereiche A und BCD unter-
schieden. Die Kohlenstoffatome 4, 4a, 5, 5a, 6 und 12a sind bei entsprechender Substitution asymme-
trisch. OTC besitzt sechs, TC, CTC und DMCTC dagegen besitzen fiinf chirale Zentren mit (S)-
Konfiguration, die das Molekiil optisch aktiv machen. Die absolute Konfiguration des Systems ist
durch Réntgenstrukturuntersuchungen, NMR- sowie CD-Messungen ermittelt worden [49, 57, 56]. In
Abb. 5 sind die wichtigsten Vertreter der Tetracyclin-Antibiotika zusammengefalit.

Chlortetracyclin war das erste isolierte Antibiotikum der Tetracyclinreihe und wurde 1947 von B.M.
Duggar in den Lederle Laboratories entdeckt. Er erkannte das als Aureomycin bezeichnete Chlortetra-
cyclin als eine neue von Bodenbakterien (Actinomyceten = Strahlenpilze) erzeugte antibiotische Sub-
stanz und isolierte sie daraus [57]. ,,Terramycin“ wurde 1950 von FINLAY et al. bei der Firma Chas.
Pfizer and Co. aus Streptomyces rimosus isoliert und strukturell als Oxytetracyclin aufgeklart. Tetra-
cyclin wurde 1953 entdeckt und zunichst partialsynthetisch durch katalytische Hydrierung von dem
als Chlortetracyclin identifizierten Aureomycin hergestellt.

Ri Rz R; Ra  N(CH3),
8 { o A4__OH
o : 2
: CONH,
OH
OH O OH O
N\ J
N
BCD-Cmomophor A-Chromophor
Substanz Abkiirzung R, R, R; Ry
Tetracyclin TC H OH CH; H
Oxytetracyclin OTC H OH CH; OH
Chlortetracyclin CTC Cl OH CH; H
Desmethyl-
chlortetracyclin DMeTC cl OH H
Doxycyclin DC H H CH; OH
~_N
Rolitetracyclin RTC H OH CH; w
Minocyclin MC N(CHj3), H H H

Abb. 5: Struktur der Tetracyclin-Derivate [48, 49]

Die erste Totalsynthese des DL-6-Desmethyl-6-desoxytetracyclin gelang Woodward und einer Arbeit-
gruppe der Firma Chas. Pfizer and Co. im Jahre 1962. Tetracyclin wurde erstmals im Jahre 1968 von
Muxfeldt synthetisiert. Aufgrund des Aufwandes der Totalsynthesen haben diese keinen Eingang in
die industrielle Herstellung finden kénnen. Die meisten modifizierten Tetracyclinderivate werden da-
her partialsynthetisch aus den fermentativ erhéltlichen Grundtetracyclinstrukturen gewonnen [58, 59,
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60]. Chemische Modifikation von den klassischen Tetracyclinen dienen dazu, die pharmakologischen

Eigenschaften zu verbessern. Dazu gehoren Rolitetracyclin, Doxycyclin und Minocyclin.
3.2.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Tetracyclinen

Fiir die antibiotische Wirkung spielt die Struktur der Tetracycline eine wichtige Rolle. Eine grundle-
gende strukturelle Voraussetzung fiir eine antibiotische Wirksamkeit ist die lineare Anordnung der
vier Ringe und die beiden chromophoren Keto-Enol-Systeme im Ring A und den Ringen BCD (siche
Abb. 5). Alle Derivate mit weniger als vier Ringen sind wirkungslos. Der Austausch der Dimethyla-
minogruppe durch eine primire Aminogruppe beeinfluit die Wirksamkeit nicht, hingegen fiihren alle
anderen Verdnderungen der basischen Dimethylaminofunktion am Ring A zu einem Verlust der anti-
biotischen Wirkung. Wihrend der Amidwasserstoff sich durch eine Methylgruppe ersetzen 14Bt, wir-
ken sich grofere Reste negativ aus. Die Konfiguration an den Asymmetriezentren C4, C4a und C12a
ist essentiell, dagegen kann sie an C5, C5a und C6 variiert werden. Der hydrophobe Teil des Molekiils
von C5 bis C9 ist in vielfaltiger Weise modifizierbar, die zu Produkten mit groBBerer Stabilitdt, hdherer
Wirkungsintensitit und giinstigeren pharmakokinetischen Eigenschaften fithren [37, 48]. Im Gegen-
satz zu den Tetracyclinen selbst zeigen die Anhydrotetracycline als Dehydratationsprodukte, siche
Kap. 3.5.3.4, einen vollkommen anderen Wirkungsmechanismus. Sie interferieren mit der Cytoplas-
mamembran und verursachen so Zellschdden, die zur Lyse und damit zum Tod der Zelle fithren. Ihre
Wirkung ist also bakterizid. Die Verabreicherung von Anhydrotetracyclinen fiihrt zu schweren Ne-
benwirkungen aufgrund ihrer mangelnden Spezifitit infolge ihrer Interferenz mit der Cytoplasma-
membran prokaryotischer und eukaryotischer Zellen [61, 62].

3.3 Pharmakologie der Tetracycline

Die verschiedenen Tetracyclin-Derivate unterscheiden sich in ihrer enteralen Resorbierbarkeit, ihrer
Plasmaeiweifbindung, der Eliminationsgeschwindigkeit, dem Ausscheidungsweg und ihrer Neigung
zur Komplexbildung. Wéhrend CTC, TC, OTC und DMTC nur unvollstindig resorbiert werden, eine
geringe Plasmaproteinbindung und Serumhalbwertzeiten zeigen, ergibt sich fiir Doxycyclin und Mi-
nocyclin aus ihren vergleichsweise hydrophoberen Eigenschaften eine fast vollstédndige, enterale Re-
sorption, eine hohere EiweiBlbindung, eine bessere Diffusion in die Gewebe und eine ldngere Wir-
kungsdauer [48, 49, 63]. Das Wirkungsoptimum liegt fiir TC, OTC, CTC und DC in einem pH-
Bereich von 6,1-6,6, fiir DMTC zwischen pH 6,6 - 7,3 [2, 50, 337]. Die Komplexbildungseigenschaf-
ten der Tetracycline fithren sowohl beim Menschen als auch bei Tieren zur Anreicherung als Calcium-
phosphat-Komplexe in Gewebe, die reich an Ca**-Ionen sind, wie Knochen und Zihnen. Insbesondere
bei Kindern in der Wachstumsphase kdnnen hohe Tetracyclindosen zu Wachstumsverzégerungen und
Schidigungen von Knochen und Zéhnen fiihren [37, 64, 65]. Die Menge der eingelagerten Tetracycli-
ne nimmt mit steigender Dosis zu, wobei als limitierender Faktor die mogliche Resorptionsrate zu
beriicksichtigen ist, was insgesamt zu keinem linearen Zusammenhang zwischen verabreichter Dosis
und Tetracyclingehalt in den Knochen fiihrt. Im humanmedizinischen Bereich wird wegen der giinsti-
gen pharmakokinetischen Eigenschaften bei gleichwertiger antibiotischen Wirksamkeit Doxycyclin
der Vorzug gegeben [129, 337].

Im veterindrmedizinischen Bereich kommen {iberwiegend die Tetracyclin-Derivate TC, OTC und CTC
zur Anwendung, wobei aufgrund der Behandlung ganzer Tierbestdnde in der Massentierhaltung die
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Applikation meist oral iiber das Futter erfolgt. Nach oraler Gabe werden Serummaxima von TC, OTC
und CTC nach 3-4 Stunden, von DMTC erst nach 5-6 Stunden erreicht. Eine bei oraler Gabe gleich-
zeitige Aufnahme von Metallionen wie Ca®" und Mg”" mit der Nahrung fiihrt zu einer Komplexierung
der Tetracycline und verhindert die Resorption. Die Unsicherheit der Resorption aus dem Magen-
Darm-Kanal kann durch parenterale (intravends, intramuskuldr) Gabe vermieden werden, wobei eine
Reduzierung der Dosis auf 25 % der oralen Dosis mdglich ist. Es werden schnell und zuverldssig hohe
Serumkonzentrationen erreicht. Zur intravendsen Anwendung eignen sich die in wéBrigen Losungs-
mittel gut 16slichen hydrophilen Wirkstoffe wie Rolitetracyclin und Oxytetracyclin. Von einer intra-
muskuliren Gabe ist aufgrund von Entziindungen des Gewebes und daher schmerzhaften Anwendung
abzusehen [48, 337]. Neben der intravendsen Anwendung von Tetracyclinen spielt trotz schlechterer
Resorption die orale Applikation aufgrund der einfach durchfithrbaren Anwendung die grofte Rolle.
Hohe Konzentrationen werden in Leber, Lungen, Niere, Milz und Skelettmuskulatur erreicht, geringe
Konzentrationen in Fettgewebe und Speichel [48]. Wahrend Tetracycline die Placenta passieren und in

die Muttermilch tibergehen, konnen sie die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren [2].

Die pharmakokinetischen Eigenschaften hdngen dabei stark vom Tetracyclinderivat ab, siche Tab. 1
[2, 66-72].

Tab. 1: Pharmakokinetische Kenndaten der Tetracycline bei Tieren [2, 48, 49, 50]

Enterale Eliminations- s .
Wirkstoff Resorption halbwertzeit Protelllll/n]ndung é;ss&l.lle:lu:;n]g
[%] [h] ’ ’
Tetracyclin 50-80 5-10 40-80 50-85
Chlortetracyclin 30 5-9 45-60 20
Oxytetracyclin 60 8-11 30-40 30
Doxycyclin 70-90 8-18 80-90 40
Minocyclin 90 12-18 70-80 10-15

In den veterindrmedizinischen Lehrbiichern gibt es widerspriichliche Angaben {iber eine mogliche
Metabolisierung von Tetracyclinen. Wahrend in einigen Lehrbiichern kaum von einer Metabolisierung
ausgegangen wird [2], wird in anderen Biichern angegeben, dal Tetracycline in unterschiedlichem
Ausmal} zwischen 30 % und 50 % im tierischen Organismus ,,metabolisiert™ und inaktiviert werden
[48]. Es erfolgt jedoch keine genaue Angabe iiber mogliche Metabolisierungsreaktionen. Daher ist
davon auszugehen, daf} bei den in veterindrmedizinischen Lehrbilichern angegebenen pharmakokineti-
schen Kenndaten [2, 48, 49, 50] mdgliche Metabolite wie Epimere, Isomere und Anhydroverbindun-
gen unberiicksichtigt bleiben. In neueren Verdffentlichungen von KENNEDY et al. [143] und
ZURHELLE et al. [178, 229] werden als Hauptmetabolite von Chlortetracyclin neben dem Epimeren
auch iso-CTC und e-iso-CTC beschrieben, wobei jedoch bis heute Uneinigkeit iiber die Mechanismen
der Metabolisierung herrscht. Wihrend einige Autoren eine rein pH-Wert abhéngige Inaktivierung
ohne enzymatischen Einflu} beschreiben [73, 337], gehen andere Arbeitgruppen wie ZURHELLE et al.

von einer tatsdchlichen enzymatischen Metabolisierung aus [153].
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Die den Tieren applizierten Tetracycline werden aber auch in hohem MafBe unverédndert wieder ausge-
schieden [73, 74]. Die Exkretion der Tetracycline erfolgt dabei durch glomulére Filtration iiber die
Niere und iiber die Galle. In der Galle sind die Konzentration hoch und betragen bis zum 10fachen der
Plasmawerte. Die iiber Faeces ausgeschiedenen Tetracycline stammen aus der Galle und, insbesondere
bei oraler Gabe, aus dem nicht resorbierten Anteil. Die Ausscheidungsquoten fiir Urin sind unabhén-
gig vom pH-Wert des Urins. Nach intravenoser Injektion werden nur 6 % der applizierten Wirkstoffe
iiber Faeces und 20-70 % iiber Urin, dagegen nach oraler Gabe nur 10-25 % tiber Urin und zwischen
50 % und 70 % tUber Faeces ausgeschieden [48, 337]. Maximale Urinspiegel werden bei einer Einzel-
dosierung nach 8-9 h erreicht.

3.4 Resistenzmechanismen, Gefihrdung des Verbrauchers und
Rechtliche Bewertung

3.4.1 Resistenzmechanismen

3.4.1.1 Definition und Moglichkeiten der Resistenzentstehung

Mikroorganismen entwickeln Antibiotikaresistenzen als Teil ihres genetischen Anpassungsmechanis-
mus an wechselnde Umweltbedingungen unter Dauereinwirkung subletaler Antibiotikakonzentratio-
nen. Ein pathogener Mikroorganismus wird dann als resistent bezeichnet, wenn die in vitro ermittelte
minimale Hemmkonzentration (MHK) hoher ist als die in vivo am Infektionsort erreichbare Serum-
bzw. Gewebekonzentration [48]. Ein urpriinglich empfindlicher Keim wird also durch den Wirkstoff
in Hohe der MHK nicht mehr inhibiert. Wahrend einer Antibiotikabehandlung erreicht die Wirksub-
stanz die Mikroorganismen in Form eines Konzentrationsgradienten. Nur im sogenannten selektiven
Bereich werden sensitive Bakterien abgetdtet bzw. gehemmt [75]. In subinhibitorischen Konzentrati-
onsbereichen finden Mikroorganismen ideale Bedingungen vor, um verschiedene Resistenzstrategien
zu entwickeln. Eine Resistenz entwickelt sich dann, wenn Genkomplexe vorhanden sind, die eine Re-
sistenzsteigerung bewirken oder wenn Organismen Fremdgene aufnehmen und exprimieren. Ist ein
diesbeziiglicher Selektionsdruck vorhanden, so erhalten diese resistenten Krankheitserreger Wach-
stumsvorteile und konnen sich dementsprechend auspriagen. Durch die Anwendung von Chemothera-
peutica bei Mensch oder Tier wird dieser Selektionsdruck ausgeiibt, so daB3 jede Anwendung antibak-
teriell wirksamer Substanzen Resistenzentwicklungen fordert [2]. Ein allgemeines Dogma besagt, daf3
Resistenzen solange erhalten bleiben, wie entsprechende Antibiotika einwirken und verloren gehen,
wenn kein Selektionsdruck mehr vorliegt. In vielen Fillen zeigt sich jedoch die Ungiiltigkeit dieses
Dogmas. So ist heute eine bekannte Tatsache, daf} viele Resistenzen auch nach Absetzen des Antibio-
tikums nicht bzw. kaum verschwinden [13].

Der Begriff der Resistenz beschreibt eine graduell variierende Unempfindlichkeit eines Keimes ge-
geniiber Antibiotika, wobei das Resistenzniveau abhéingig ist vom Bakterium selbst, vom Resistenz-
mechanismus und von der Art des Antibiotikums. Grundsétzlich lassen sich intrinsische und erworbe-
ne Resistenzen unterscheiden. Eine intrinsische, also natiirliche Resistenz basiert auf den spezifischen
Eigenschaften eines Antibiotikums selbst. So sind z. B. Penicilline gegen gramnegative Bakterien
kaum wirksam, da sie die duBlere Zellmembran nicht passieren kénnen [2]. Durch solche Eigenschaf-
ten entstehen Liicken im Wirkungsspektrum eines Antibiotikums. Im Gegensatz dazu beruhen erwor-




3 Theoretische Grundlagen 17

bene Resistenzen auf Mutationen des chromosomalen oder extrachromosomalen Erbgutes oder dem
Erwerb resistenzvermittelnder mobiler genetischer Elemente [13]. Zu den erworbenen Resistenzen
gehoren die Primdr- und Sekunddresistenz sowie die infektiose iibertragbare Resistenz. Primérresi-
stent sind Einzelorganismen aus einer Antibiotika-empfindlichen Kultur, die ohne vorherigen Kontakt
mit einem Antibiotikum eine verringerte oder fehlende Empfindlichkeit zeigen. Die sekundére und
infektios iibertragbare Resistenz tritt durch Selektion und Mutation unter Antibiotikaeinwirkung auf
[48, 50]. Die iibertragbare Resistenz basiert auf der Ubertragung genetischen Materials von einer Bak-
terienzelle auf eine andere. Diese Resistenz geht von sogenannten Resistenz (R)-Faktoren aus, die
auch als Resistenzplasmide bezeichnet werden. Die groferen dieser Plasmide enthalten neben den 7-
Genen (Resistenzgenen) einen Resistenziibertragungsfaktor (RTF, Resistance Transfer Factor). Die
RTF-Region des Plasmids ermoglicht die interzellulire Ubertragung. Auf einem R-Faktor kdnnen
mehrere Gene fiir eine Resistenz gegen verschiedene Antibiotika lokalisiert sein, so dal dann eine
multiple Resistenz vorliegt [76]. Der Transfer eines solchen Plasmids fiihrt dann zur Weitergabe der
multiplen Resistenz. Durch enzymatische Inaktivierung des Antibiotikums kdnnen auch Resistenzei-
genschaften vermittelt werden. Hierfiir verantwortlich sind ebenfalls die R-Faktoren, da die in diesen
Plasmiden enthaltenen -Gene Enzyme codieren, die bestimmte Medikamente durch chemische Modi-
fikation inaktivieren, z.B. durch Phosphorylierung, Acetylierung oder hydrolytische Spaltung [77].
Eine weitere Moglichkeit der Resistenzentstehung besteht in einer verminderten intrazelluldren Kon-
zentration des Antibiotikums, hervorgerufen durch eine verminderte Wirkstoffaufnahme oder einen
verstdrkten Efflux durch die Zytoplasmamembran. Resistenz kann also auf unterschiedliche Art und
Weise vermittelt werden, wobei in der Zelle oft eine Kombination verschiedener Resistenzmechanis-
men vorliegt: Die durch R-Faktoren iibertragenen Resistenzeigenschaften konnen nach mehreren Ge-

nerationen in einer Population durch Austausch von Plasmiden wieder verloren gehen.

Die aus einer Resistenzentwicklung gegeniiber einem ersten Antibiotikum resultierende gleichzeitige
Resistenz gegen ein zweites oder mehrere andere Antibiotika wird als Kreuz- oder Parallelresistenz
bezeichnet. Eine Kreuzresistenz zwischen Antibiotika gibt einen Hinweis auf dhnliche chemische
Struktur oder einen &hnlichen Wirkungsmechanismus [48, 50]. Kreuzresistenz zeigen dementspre-
chend verwandte Substanzen einer Antibiotikaklasse. Zwischen den klassischen Tetracyclinen Tetra-
cyclin, Oxytetracyclin, Chlortetracyclin und Demethylchlortetracyclin besteht vollstindige Kreuzresi-
stenz [47, 48, 50, 78].

3.4.1.2 Resistenzeigenschaften gegentiber Tetracyclinen

Resistenzeigenschaften gegeniiber Tetracyclinen konnen sowohl chromosomal als auch extrachromo-
somal, auf R-Plasmiden in Form von DNA-Nukleotidsequenzen, bedingt sein. Beziiglich der bakteriel-
len Resistenz gegeniiber Tetracyclinen sind bisher drei Mechanismen bekannt.

Das wichtigste Resistenzkriterium ist die Reduktion der intrazelluldren Tetracyclinkonzentration, die
entweder durch eine verminderte Permeabilitdt der Zytoplasmamembran oder durch einen verstirkten
Efflux aus der Zelle verursacht werden kann [79]. Im ersteren selteneren Fall gelangen die Tetracycli-
ne erst gar nicht ins Zellinnere. Ausldser fiir den wichtigeren zweiten Mechanismus sind membrange-
bundene Resistenzgene, die einen aktiven energieabhéngigen Transport aus der Zelle bewirken und
damit den Wirkmechanismus umkehren. Die Wirkung von Tetracyclinen beruht darauf, dal eine Ak-
kumulation von Tetracyclinen im Zellinneren stattfindet, so daB3 schlieBlich die Proteinbiosynthese
vollig zum Erliegen kommt, siche Kap. 3.1.3.3. Entwickelt die Zelle Mechanismen, mit der das Tetra-
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cyclin wieder aus der Zelle heraustransportiert werden kann, so wird die Wirkung der Tetracycline
aufgehoben.

Der Schutz der Ribosomen vor einem Angriff der Tetracycline wurde erstmals von BURDETT et al.
beschrieben [80]. Er entdeckte, dafl resistente Streptokokken ein Protein produzieren, welches die
bakteriellen Ribosomen vor der Tetracyclineinwirkung bewahrt. Der genaue Mechanismus ist nicht
bekannt, es wird jedoch vermutet, daB3 eine Funktion als Tetracyclin-resistenter Verlangerungsfaktor
oder die kompetitive Hemmung der Bindung von Tetracyclin an das Ribosom eine Rolle spielt. Eine
Inaktivierung der Tetracycline durch modifizierende Enzyme ist relativ selten, erscheint aber moglich.
GUINEY et al. iibertrugen ein Resistenzgen von Bacteroides fragilis auf Escherichia coli, mit der Fol-
ge, daB3 diese Stimme Tetracycline inaktivieren konnen [81]. SPEER et al. zeigten, daB3 dieses Protein

Tetracyclin in Anwesenheit von Sauerstoff und NADPH chemisch verdndert [82].

Untersuchungen von Tetracyclinen und deren Umwandlungs- und Abbauprodukten auf eine Resi-
stenzentwicklung geben Hinweise darauf, da3 die Intensitét der antibiotischen Aktivitéit nicht zwangs-
laufig mit dem Ausmal der Resistenzausbildung konform geht. So ist die Bindungsfahigkeit von epi-
Tetracyclin an den entsprechenden Tet Repressor um den Faktor 300 hdher als von Tetracyclin selbst.
Das Anhydrotetracyclin zeigt zwar eine geringere antibiotische Aktivitit, aber eine 30-fach hohere
Bindungsfihigkeit an den Tet Repressor [83, 84].

3.4.2 Gefiahrdung des Verbrauchers durch den Einsatz von Antibiotika

Um das Risiko einer Resistenzentstehung beim Menschen durch den Einsatz von Antibiotika in der
landwirtschaftlichen Tierhaltung abschétzen zu konnen, ist es notwendig, mogliche Beeinflussungen
und Interaktionen zwischen Mensch, Tier und Umwelt zu beriicksichtigen. Obwohl schwer zu beurtei-
len ist, inwieweit die in der Veterindrmedizin eingesetzten Antibiotika zur allgemeinen Resistenzent-
wicklung beitragen, gibt es Untersuchungen, die einen ursidchlichen Zusammenhang zwischen resi-

stenten vom Tier stammenden Erregern und Infektionskrankeiten beim Menschen belegen [85, 86].

Eine Resistenzentwicklung beim Menschen durch in der Tiermast eingesetzte Chemotherapeutica ist
auf zwei Wegen moglich. Zum einen kann eine direkte Ubertragung resistenter Mikrorganismen statt-
finden, zum anderen ist durch Aufnahme von Antibiotikariickstinden die Auslosung einer Resistenz-
bildung moglich. Im letzteren Fall ist das Tier lediglich das Ubertragungsmedium von Antibiotika-
rlickstédnden, Ort der Resistenzentstehung ist der Mensch selbst [13]. Die moglichen Gefahrdungspo-

tentiale des Menschen durch die in der Tiermast eingesetzten Antibiotika sind in Abb. 6 dargestellt.

Bei der Aufnahme von Antibiotikariickstinden ist die Ubertragung durch tierische Lebensmittel in
Betracht zu ziehen [87, 88]. GROBKLAUS et al. berichten iiber die Entstehung plasmidbedingter Resi-
stenz bei sensibilisierten Personen nach dem Genuf3 penicillinhaltiger Milch [89]. WOLTERSDORF et
al. weisen auf mdgliche Antibiotikariickstdnde in Fleisch hin, die nach ungeniigender Erhitzung erhal-
ten bleiben [87]. Dariiber hinaus kénnen nach veterindrmedizinischer Applikation die verabreichten
Antibiotika in aktiver Form {iber Urin und Faeces wieder ausgeschieden werden. Die ausgeschiedenen
Wirkstoffe und Metabolite konnen liber den Austrag von Giille auf landwirtschaftlich genutzte Felder
gelangen und dadurch aquatische und terrestrische Umweltkompartimente belasten. Es wird zuneh-
mend diskutiert, ob Arzneimittelriickstdnde in giillebeaufschlagten Boden fiir Nutzpflanzen bioverfiig-
bar sind und auf diesem Wege in die Nahrungskette eingetragen werden konnen [90-93]. Das Vor-
kommen, die Ausbreitung und der Abbau der in die Umwelt eingebrachten Antibiotika ist abhéngig
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von deren chemophysikalischen Eigenschaften [13]. Wéhrend bei einigen bisher untersuchten antibio-
tisch wirksamen Substanzen biologische Abbaubarkeit bzw. Photodegradation beobachtet wurde,
scheinen andere biologisch schwer abbaubar zu sein [25, 94]. Zu den schwer abbaubaren Antibiotika
gehoren Cefotiam, Ciproflaxin, Sulfamethoxazole und Tetracycline. Uber eine mogliche Resistenzent-
stehung hinaus sind durch die dauerhafte Aufnahme von Tetracyclinspuren auch mogliche Risiken wie
Allergien, Lichtdermatosen bzw. Photosensibilisierung, Schwindel, Gleichgewichtsstérungen sowie

die Unwirksamkeit oraler Kontrazeptiva zu nennen.

Veterindrpharmaka
[ Schlachtung ]
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| M
tierische Lebensmittel Umwelt Tierkontakt

Antibiotikarickstinde resistente Keime
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Abb. 6: Gefihrdungspotentiale des Menschen durch den veterindrmedizinischen Einsatz von
Antibiotika

Eine Ubertragung resistenter Mikroorganismen ist wie die Ubertragung von Antibiotikariickstéinden
auch iiber kontaminierte tierische Lebensmittel sowie nach Giilleausbringung und Umwelteintrag
durch Trinkwasser und Pflanzen mdglich [13, 95]. Dariiberhinaus konnen resistente Mikroorganismen
auch tber direkten Tierkontakt {ibertragen werden. Das Vorkommen resistenter Mikroorganismen
auch in aquatischen Systemen konnte bereits mehrfach belegt werden [96-98]. Allerdings ist nichts
iiber deren Bedeutung hinsichtlich einer Resistenzentwicklung bei Mensch oder Tier bekannt. Entge-
gen der allgemeinen Meinung, daB3 Resistenzen einzig bei Mensch und Tier gebildet werden konnen,
beschreiben FARNLEITNER et al. dariiberhinaus die Mdglichkeit einer in situ Resistenzentwicklung in
aquatischen Systemen [13]. Die im Wasser enthaltenen Antibiotika besitzen in bestimmten Anlagenbe-
reichen, in denen aufgrund des vorhandenen Konzentrationsgradienten subinhibitorische Konzentra-
tionen vorliegen, das Potential, mikrobielle Resistenzbildung im aquatischen Milieu zu férdern. Damit
konnen auch aquatische Systeme in bestimmten Bereichen zu einer verstirkten Resistenzgenerierung

beitragen.

Ein weiterer Beitrag zur Resistenzbildung wird von KAMPHUES et al. beschrieben [99]. Da im Be-
reich der landwirtschaftlichen Tierhaltung viele Tierarzneimittel iiber das Futter verabreicht werden,

besteht die Gefahr einer Arzneimittelverschleppung in den Tierbestinden. Die Herstellung von Misch-
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futter ist aus technischen Griinden (Nutzung desselben Mischers fiir antibiotikahaltiges und antibioti-
kafreies Mischfutter) ebenfalls eine potentielle Quelle fiir Wirkstoffverschleppung, wodurch es zu
Arzneimittelriickstdnden bei unbehandelten Schweinen kommen kann [100, 101]. Diese subtherapeuti-
schen Arzneimittelgehalte leisten in erhohtem Mafe einer Resistenzentwicklung Vorschub.

Aufgrund der dargestellten komplexen Resistenzproblematik und der vielfiltigen Risikofaktoren fiir
den Verbraucher, kann basierend auf dem derzeitigen Wissensstand keine eindeutige Antwort auf die
Frage der Bedeutung des veterinirmedizinischen und landwirtschaftlichen Einsatzes von Antibiotika
und der daraus resultierenden Resistenzentwicklung beim Menschen gegeben werden.

3.4.3 Rechtliche Bewertung von pharmakologisch wirksamen Stoffen in
Lebensmitteln tierischen Ursprungs

Aufgabe des Gesetzgebers und der flir die Lebensmitteliiberwachung zustindigen Behorden ist, zu
gewdhrleisten, dafl Lebensmittel keine gesundheitsbeeintrachtigenden Riickstandskonzentrationen
enthalten [102]. Nach § 4 des Fleischhygienegesetzes (FIHG) sind Riickstidnde Stoffe mit pharmakolo-
gischer Wirkung und deren Umwandlungsprodukte sowie von anderen Stoffen, die in Lebensmittel
iibergehen und gesundheitlich bedenklich sein konnen [103]. Friiher sind zur Vermeidung von Tier-
arzneimitteln in Lebensmitteln lediglich die Festsetzung und Einhaltung von Wartezeiten herangezo-
gen worden. Nach § 4 Abs. 12 des Arzneimittelgesetzes (AMG) ist die Wartezeit als die Zeit definiert,
innerhalb der bei bestimmungsgeméfBer Anwendung von Arzneimitteln bei Tieren mit Riickstdnden
nach Art und Menge nicht unbedenklicher Stoffe in tierischen Lebensmitteln gerechnet werden mufl
[104]. Die hieraus resultierende Forderung nach Riickstandsfreiheit tierischer Lebensmittel liel sich
dabei mit dem schnellen Fortschritt der instrumentellen Analytik, die den Nachweis immer geringerer
Riickstandskonzentrationen ermoglicht, nicht mehr aufrechterhalten. So wurde diese Regelung im
Jahre 1990 durch die Einfiihrung der Hochstmengenregelung innerhalb der EU abgeldst. Anstelle der
Forderung nach Riickstandsfreiheit ist vielmehr eine Riickstandsbewertung getreten. Wartezeiten wer-
den nach der Européischen Arzneimittelbehdrde (EMEA) durch den Zeitpunkt bestimmt, nach dem die

Riickstandskonzentration unterhalb eines zuldssigen Hochstwertes liegt [105, 106].
Fiir einen wirksamen Verbraucherschutz miissen daher folgende Bedingungen erfiillt sein [102]:
e Beurteilung der Riickstéinde der in Tierarzneimitteln verwendeten pharmakologischen Wirkstoffen

e Bestimmung einer zuldssigen fiir den Verbraucher ungeféhrlichen Aufnahmemenge sowie von

Hochstmengen fiir zum Verzehr bestimmte Nahrungsmittel

e Festlegung von Wartezeiten, um sicherzustellen, dal die von behandelten Tieren gewonnenen
Nahrungsmittel keine iiber den festgelegten Hochstwerten liegenden Riickstdnde enthalten

e Durchfiihrung von Routinekontrollen, um zu gewéhrleisten, da3 die Riickstandshochstwerte nicht

iiberschritten werden und verbotene oder nicht zugelassene Stoffe keine Anwendung finden

Bereits bei der Zulassung eines Tierarzneimittels miissen innerhalb der EG folgende Voraussetzungen
erfiillt sein: Der Antragsteller hat den Nachweis der Qualitét, der Unbedenklichkeit und der Wirksam-
keit des Arzneimittels zu erbringen [102]. Insbesondere der Nachweis der Unbedenklichkeit umfaf3t
den Menschen als Verbraucher von Lebensmitteln tierischen Ursprungs, die Tierart, den Tierhalter,
den Tierarzt und seit 1992 vor allem auch Umweltaspekte. Dariiberhinaus miissen fiir alle Nahrungs-
mittel tierischen Ursprungs nach der Verordnung Nr. 2377/90 EWG vom 26.06.1990 Héchstmengen
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fiir Riickstdnde pharmakologisch wirksamer Stoffe, die in Tierarzneimitteln Anwendung finden, fest-
gesetzt werden [107]. Die Festlegung von Riickstandshochstmengen ist EU-einheitlich geregelt und
wird von der EMEA vorgenommen. Die internationale Fachkommisson fiir Tierarzneimittel CVMP
(Comittee for Veterinary Medicinal Products) der EMEA beurteilt die meist von der pharmazeutischen
Industrie eingehenden Gutachten [116]. Diese Unbedenklichkeitspriifung eines Tierarzneimittels er-
folgt in mehreren Stufen. Zundchst werden die durchgefiihrten pharmakologischen und toxikologi-
schen Studien, die insbesondere Untersuchungen zur Mutagenitét, Toxizitdt, Cancerogenitit und Tera-
togenitdt umfassen, bewertet. In der niachsten Stufe wird die Wirkstoffdosis ermittelt, die keine sub-
stanzspezifische Wirkung mehr hervorruft, also den ,,no-observed-effect-level“ (NOEL). Der NOEL
wird dann zur Berechnung des ADI-Wertes, der zulédssigen tiglichen Aufnahmemenge (acceptable
daily intake), herangezogen. Der ADI-Wert ist eine Riickstandsmenge, angegeben in g oder mg pro kg
Korpergewicht, die zeitlebens ohne erkennbares Risiko aufgenommen werden kann [108]. Aus dem
ADI-Wert wird unter Beriicksichtigung der relativen Verteilung der Gesamtriickstédnde auf die eBbaren
Gewebe und die tiglich verzehrte Menge dieser Gewebe die Riickstandshochstwerte, MRLs (MRL =
maximum residue limit), in pg/kg fiir das jeweilge Zielgewebe abgeleitet. Da die verabreichten Sub-
stanzen im Stoffwechsel der Tiere verdndert werden kdnnen, bezieht sich der festgesetzte MRL-Wert
immer auf einen geeigneten ,,Marker”. Dieser kann entweder die Ursprungssubstanz, ein Metabolit
oder auch die Summe aus beiden beinhalten.

Nach den Ergebnissen der MRL-Verfahren werden die pharmakologischen Wirkstoffe in die Anhénge
I bis IV der Verordnung Nr. 2377/90 EWG eingeordnet [109]. Bei Lebensmittel liefernden Tieren
diirfen seit dem 1.1.2000 in der gesamten EU nur noch Arzneimittel angewendet werden, die aus-
schlieBlich Wirkstoffe enthalten, die in den Anhédngen I bis III dieser Verordnung aufgefiihrt sind
[110]. Fiir Stoffe in Anhang I ist die Bewertung und Festlegung endgiiltiger MRL-Werte abgeschlos-
sen. Fiir Stoffe im Anhang II gelten aufgrund ihrer fiir den Verbraucher in allen Konzentrationen ein-
gestuften Unbedenklichkeit keine MRL-Werte. Im Anhang III sind Stoffe mit vorldufigen MRL-
Werten mit einer Giiltigkeit von maximal fiinf Jahren aufgefiihrt. GemaB3 § 15 Abs. 1 des Lebensmit-
tel- und Bedarfsgegenstindegesetzes (LMBG) ist es verboten, vom Tier gewonnene Lebensmittel in
den Verkehr zu bringen, wenn Stoffe mit pharmakologischer Wirkung nachweisbar sind, die die fest-
gesetzten Hochstmengen tliberschreiten [111]. Fiir Stoffe in Anhang IV kdnnen keine fiir den Verbrau-
cher unbedenklichen Hochstmengen festgelegt werden. Thre Anwendung bei Lebensmittel liefernden
Tieren ist daher verboten [112, 113]. Um eine einheitliche Beurteilung nachweisbarer Riickstinde in
Lebensmitteln zu gewéhrleisten, wird eine EU-weite Festlegung der minimal zu bestimmenden Wirk-
soffmenge angestrebt, wobei unterhalb dieses Grenzwertes ein Lebensmittel tierischer Herkunft als
riickstandsfrei gilt. Von den Europdischen Gemeinschaften sind fiir einige Substanzen bereits Richtli-
nien verfa3t worden, in denen minimal zu erreichende Wirkstoffkonzentrationen, auch MRPL-Werte
(minimum required performance limits) angegeben werden, welche als Ergénzung der Richtlinie
2002/657/EC zu verstehen sind [114].

Tetracycline waren bis zum Jahre 1976 nach dem Futtermittelrecht als Leistungsforderer in Form von
Futtermittelzusatzstoffen fiir Saugferkel zugelassen. Aufgrund mehrfacher Diskussionen iiber die
Moglichkeit einer Resistenzentwicklung bei humanpathogenen Mikroorganismen wurde die subthera-
peutischer Anwendung von Tetracyclinen iiber das Futter EU-weit gestoppt. Seitdem werden Tetracy-
cline nur noch nach tierdrztlicher Verschreibung auf Grundlage des Arzneimittelrechtes angewendet
[106, 107, 115]. Nach dem Lebensmittelrecht galt in der Bundesrepublik Deutschland bis zum Jahre
1992 ein ,,Beurteilungswert von 10 ug/kg Muskulatur, der lediglich zur Entscheidung diente, ob die
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nach dem Arzneimittelrecht festgelegten Wartezeiten eingehalten wurden. Diese Regelung wurde
durch die Einfiihrung der strengeren EU-weiten Hochstmengenregelung abgelost. Basierend auf einem
NOEL von 2 mg/Person/Tag wurde daraus unter Zugrundelegung der gleichen antimikrobiellen Wirk-
intensitét ein flir alle Tetracycline giiltiger ADI-Wert von 0-3 ug/kg/Tag ermittelt [116]. In der Ver-
ordnung (EWG) Nr. 2377/90 sind daraus fiir die Tetracycline CTC, TC, OTC und DC folgende MRL-
Werte festgelegt worden, die fiir alle zur Lebensmittelerzeugung genutzten Tiere gelten (Tab. 2)
[109].

Tab. 2: MRL-Werte fiir die Tetracycline CTC, TC, OTC und DC in unterschiedlichen Matrices
nach VO (EWG) Nr. 2377/90

Zielgewebe ‘ Muskulatur ‘ Leber ‘ Niere ‘ Milch ‘ Eier

MRL [ng/kg] ‘ 100 ‘ 300 ‘ 600 ‘ 100 ‘ 200

Diese Werte beziehen sich auf die Summe von Muttersubstanz und ihrem 4-Epimeren und gelten fiir
CTC, TC, OTC und DC allein oder in Kombination. Die WHO schlug aufgrund weitergehender Studi-
en 1999 vor, diese Werte zu verdoppeln [117]. In den USA gelten bereits deutlich héhere von der
FDA festgelegte MRL-Werte fiir eBbares Gewebe vom Rind, von nicht laktierenden Milchkiihen, Kél-
bern, Schweinen, Schafen und Gefliigel, die fiir Muskulatur bei 2000 pg/kg, fiir Leber bei 6000 ug/kg
und fiir Niere und Fett bei 12000 pg/kg liegen [118, 170].

3.5 Eigenschaften der Tetracycline

3.5.1 Physikalische und chemische Eigenschaften

Tetracycline sind gelbe, kristalline, geruchlose Substanzen. Die UV-Spektren der Tetracycline sind
charakteristisch und vom pH-Wert anhdngig. Der BCD-Chromophor, siche Abb. 5, absorbiert bei 225,
285, 320 und 360 nm, der A-Chromophor bei 260 nm. Eine Bande bei 275 nm setzt sich aus mehreren
Absorptionen zusammen. OTC und TC haben zusétzlich eine Bande bei 360 nm, CTC bei 370 nm [37,
57], zu dem nur das BCD-Ringsystem beitrdgt, wobei dieses Absorptionsmaximum allerdings eine
deutlich geringere Intensitét zeigt als das bei 275 nm.

Die freien Basen der Tetracycline sind in wéBriger Losung im physiologischen pH-Bereich nur sehr
wenig 16slich (ca. 1 mg/mL) [49, 37, 57]. Aufgrund der sauren Gruppen und des basischen Dimethy-
lamino-Restes besitzen sie amphotere Eigenschaften und bilden mit Sduren und Basen in Wasser 16sli-
che, stabile Salze. Insbesondere die Tetracyclin-Hydrochloride zeigen als Festsubstanz eine hohe Sta-
bilitdt. Der pH-Wert der rein wélrigen Losungen liegt zwischen 2-3 [50, 37, 57]. Die freien Basen
sowie die Hydrochloride sind in Alkoholen gut, in anderen organischen Losungsmitteln weniger gut
16slich.

Tetracycline sind in waBrigen Losungen instabil und verlieren rasch einen Teil oder die gesamte anti-
biotische Wirksamkeit. Die Stabilitdt in wélrigen Losungsmitteln hdngt in hohem MaBle vom pH-Wert
und der Temperatur ab und ist fiir die einzelnen Tetracycline sehr unterschiedlich. Im sauren bis neu-
tralen Milieu sind TC und OTC deutlich stabiler als CTC. Wahrend OTC im alkalischen Medium die
hochste Stabilitit zeigt, ist CTC besonders alkaliempfindlich. DMTC ist wie auch die anderen 6-
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Desmethyltetracycline im Vergleich zu den anderen Tetracyclinen auch bei extremen pH- und Tempe-
raturverhéltnissen am stabilsten [119-122].

Tetracycline reagieren als Sauren mit einem pK,;-Wert von 3,3 aufgrund der OH-Gruppe am C-3-
Atom [49, 123]. Eine zweite Deprotonierung erfolgt an der OH-Gruppe des C-12-Atoms der vinylogen
Carbonsaurestruktur (pK,,-Wert = 7,6). Basische Eigenschaften beruhen auf dem Dimethylamino-
Restes, so dall der dritte pK,;-Wert von 9,7 einem protonierten N-4-Atom zuzuordnen ist [124, 125].
DUARTE et al. ordnen einen weiteren pK,4-Wert von 12 der phenolischen OH-Gruppe am C-10-Atom
zu [126].

In Abhéngigkeit von den Substituenten, der Metallkomplexierung und dem Losungsmittel, insbeson-
dere dem pH-Wert des Losungsmittels, konnen Tetracycline in zwei unterschiedlichen Konformatio-
nen vorliegen. In saurem und neutralen Medium nehmen Tetracycline eine ,twisted Konformation
an, bei der die protonierte Dimethylaminogruppe aus sterischen Griinden oberhalb des BCD-
Ringsystems liegt. In basischem Milieu oder nichtwiBrigen Losungsmitteln verschiebt sich das
Gleichgewicht zu einer ,.extended Konformation, wobei die Dimethylaminogruppe unterhalb des
planaren BCD-Ringsystems liegt [127]. Moglicherweise beeinflufit die Konformation auch die phar-
makokinetischen Eigenschaften der Tetracycline [124, 128].

3.5.2 Komplexbildung

Tetracycline zeigen eine gro3e Tendenz zur reversiblen Bildung antibiotisch inaktiver Komplexe mit
Kationen und Anionen sowie nieder- und hochmolekularen Stoffen (siche Tab. 3) [37]. Wahrend die
hydrophoben Tetracycline Doxycyclin und Minocyclin kaum komplexieren, neigen die hydrophileren
Tetracycline OTC, TC und Rolitetracyclin stark, CTC und DMTC sehr stark zur Komplexierung
[129].

Tab. 3: Komplexbildner fiir Tetracycline

Metall-Kationen Fe?™?*, cu®*, Ni**, Co*, Zn*", Mn*, Mg2+, Ca®’, Be*", A", ™", zr*
Anionen Phosphat, Citrat, Salicylat, B-Hydroxybenzoat
Neutralstoffe Coffein, Harnstoff, Thioharnstoff, Polyvinylpyrrolidon
Makromolekulare Serumalbumine, Lipoproteine, Globuline, RNA
Substanzen

In Abhéngigkeit von der Art und Ladung des Kations und dem pH-Wert der Losung bilden Tetracy-
cline mit Metall-Kationen Komplexe im stochiometrischen Metall:Ligand-Verhiltnis von 1:1, 2:1 und
1:2 [130-134]. Unterhalb pH 3 komplexieren Tetracycline nicht. Im pH-Bereich zwischen 3 und 7,5
bindet das Phenol-Diketon-System der Ringe BCD ein Kation. Oberhalb von pH 7,5 wird die Di-
methylaminogruppe deprotoniert und es kann so ein weiteres Kation von dieser Gruppe und der dazu
cis-stindigen 12a-Hydroxygruppe gebunden werden. Anhydrotetracycline, 4-epi-Tetracycline, deren
4- und 12a-Substituenten trans-stindig sind, sowie die iso-Tetracycline (zur Bildung von Abbau- und
Umwandlungsprodukten von Tetracyclinen siche Kap. 3.5.3.1-3.5.3.2) bilden nur 1:1-Komplexe [37,
124, 135]. Oxytetracyclin bildet oberhalb pH 7 aufgrund ihres zusétzlichen Liganden mit Metallkatio-
nen zwischen der 5- und 12a-Hydroxygruppe ein Chelat.

Tetracyclinkomplexe mit Metallkationen zeigen charakteristische UV-Spektren und besitzen Maxima
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bei 275 nm und in Abhédngigkeit von der Metallkationenkonzentration zwischen 370-390 nm. Eine
Besonderheit fanden WESSELS et al., die die UV-Spektren von TC-Komplexen mit unterschiedlichen
Ca’*-Konzentrationen untersuchten. Sie fanden zwei isosbestische Punkte, einen bei 366 nm fiir ein
molares Verhiltnis TC: Ca**> 15,8 und einen zweiten bei 382 nm fiir TC: Ca*" < 15,8, d.h. trotz Ver-
anderung der Ca’-Konzentration blieb der Extinktionskoffizient bei diesen Wellenlingen gleich
[124]. Dariiberhinaus zeigen Tetracycline eine Fluoreszenz, die durch Komplexierung mit Kationen
verstdrkt wird, was zur qualitativen und quantitativen Bestimmung von Tetracyclinen ausgenutzt wer-

den kann.

Mit Anionen wie Phosphat und Citrat sowie Naturstoffen wie Coffein und Harnstoff bilden Tetracycli-
ne schwache Komplexe, die die Loslichkeit der Tetracycline erhéhen. Die reversible Bindung der Te-
tracycline an makromolekulare Substanzen im Blut und Gewebe ist von grofler Bedeutung fiir die
Phamakokinetik und die Wirksamkeit im Korper. Solche Gleichgewichte sind mit Ausnahme der
Plasmaproteinbindung, die durch Methoden wie Dialyse, Ultrafiltration und Elektrophorese bestimmt
werden kdnnen, schwer quantitativ zu erfassen. Tetracycline binden sowohl an Albumin, dem Haupt-
protein des Serums, als auch an Globuline und Lipoproteine. Die Proteinbindung ist pH-Wert- und
Temperaturabhéngig. Der Einflu} der Serumbindung auf die chemotherapeutische Wirksamkeit ist bis
heute nicht bekannt [37]. Ein positiver Effekt einer hohen, reversiblen Eiweibindung an Serumpro-
teine konnte in ihrer Transportfunktion fiir den Wirkstoff in das Gewebe gesehen werden. Dennoch
gilt nach bisherigem Kenntnisstand, dal nur das ungebundene Antibiotikum in der unmittelbaren Um-
gebung des Bakteriums im infizierten Bereich eine antibiotische Wirkung ausiibt [50].

3.5.3 Umwandlungs- und Abbaureaktionen

Tetracycline gehen in Losung in Abhéngigkeit vom Losungsmittel, von der Temperatur und insbeson-
dere vom pH-Wert eine Reihe von Abbau- und Umwandlungsreaktionen ein, wobei deutliche Unter-
schiede zwischen den einzelnen Vertretern dieser Substanzklasse zu beobachten sind [50, 57]. Unter
den Umwandlungsreaktionen werden Isomerisierungen verstanden, die zu einer Verdnderung der Kon-
figuration bei gleicher Summenformel fithren. In der Literatur beschrénkt sich iiblicherweise der Be-
griff Isomerisierung auf die alkalische Umwandlung der Tetracycline zu den iso-Tetracyclinen und
wird so von der Epimerisierung und Keto-Enol-Tautomerie unterschieden. Zum leichteren Verstindnis
werden diese in der Literatur konventionell verwendeten Begriffsbestimmungen iibernommen. Neben
diesen Umlagerungsreaktionen konnen Tetracycline einer Dehydratation, also einer Abbaureaktion,

unterliegen.
3.5.3.1 Epimerisierung

In schwach saurer Losung zwischen pH 2 und 6 unterliegen Tetracycline einer Isomerisierung am
asymmetrischen C-4-Atom (siche Abb. 7). Derartige Isomerisierungen, bei denen eine Konfigurati-
onsdnderung an einem von mehreren asymmetrischen C-Atomen stattfindet, werden als Epimerisie-
rung bezeichnet [49, 57, 136]. Diese Epimerisierung verlduft nach einer Reaktion erster Ordnung, ist
reversibel und wird durch Phosphat, Citrat, mehrwertige Kationen und Neutralstoffe wie Harnstoff
katalysiert [37, 137]. Sowohl die Reaktionsgeschwindigkeit als auch die Gleichgewichtslage hiangt in
hohem Mafie vom pH-Wert ab. Wéhrend unterhalb von pH 1,5 keine Epimerisierung stattfindet, stellt
sich je nach den gewahlten Bedingungen das Gleichgewicht bei einer Epimerisierungsrate zwischen
40 % und 68 % ein, wobei die Geschwindigkeit mit steigendem pH-Wert zunimmt [138-140].
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Abb. 7: Epimerisierung von Chlortetracyclin in schwach saurer Losung [136, 141]

Die epimeren Verbindungen weisen im Vergleich zu den jeweiligen Muttersubstanzen eine bessere
Loslichkeit in den meisten Losungsmitteln auf und sind bestdndiger gegeniiber saurer oder alkalischer
Einwirkung [57]. Dariiberhinaus wirkt sich die Konfigurationsinderung an der C-4-Position erheblich
auf die antibiotische Aktivitdt aus. Verschiedene Autoren beschreiben entweder gar keine oder eine
um 90-99 % verminderte antibiotische Wirksamkeit der Epimere in Bezug auf die Muttersubstanz,
wobei unklar ist, ob die Epimere iiberhaupt antibiotisch wirksam sind oder die antibiotische Aktivitat
auf eine Riickepimerisierung zuriickzufiihren ist [49, 57, 138].

Die Epimere zeigen in dem Wellenlédngenbereich, in dem die chromophore Gruppe A ihren Beitrag
leistet, einen signifikanten Unterschied zum Ausgangsprodukt. Wiahrend eine Unterscheidung vom
Epimer zum Ausgangsprodukt bei einer Wellenldnge von 275 nm mdglich ist, kann eine Quantifizie-
rung des Epimers auch iiber die Ausgangssubstanz im Wellenldngenbereich von 350-370 nm erfolgen,
da dieser Teil der Absorption trotz Epimerisierung unverdndert bleibt [57, 137, 142].

3.5.3.2 Isomerisierung

Die alkalische Behandlung von Tetracyclinen mit einer Hydroxygruppe am C-6-Atom fiihrt durch
Aufbrechen des Ringes C zu decyclisierten Produkten mit einer Lactonen entsprechenden Phthalid-
struktur, den iso-Tetracyclinen, tiber [37, 57, 122] (siche Abb. 8). Wahrend TC und OTC erst oberhalb
von pH 9-10 isomerisieren, zeigt sich CTC besonders labil und geht bereits ab pH 7 ins Isochlortetra-
cyclin iiber. Auch die Isotetracycline kdnnen analog den Tetracyclinen im schwach sauren Bereich
zwischen pH 2 und pH 6 zu den 4-epi-Isotetracyclinen epimerisieren. Bei der Isomerisierung der Te-
tracycline spielen mehrere konkurrierende Reaktionen wie Epimerisierung und Isomerisierung eine
Rolle. Bei der Isomerisierung im alkalischen Milieu handelt es sich um eine irreversible Reaktion, die
zu Produkten mit gar keiner oder sehr geringen antibiotischen Aktivitat fiihrt [143-146].




26 3 Theoretische Grundlagen

OH
OH O OH O
Chlortetracyclin (CTC) Isochlortetracyclin (iso-CTC)
+o|-|-l- H,0

OH €O

OH O l(—)é

Abb. 8: Isomerisierung von Chlortetracyclin im alkalischem Milieu [136, 141]

Die Bildung von Isotetracyclinen geht einher mit einer pH-abhingigen Anderung der UV-Absorption
bei 320-380 nm. Isotetracycline besitzen nur im alkalischen Milieu eine UV-Absorption im Bereich
von 320-380 nm [137, 143]. Durch die Isomerisierung von Tetracyclinen wird die natiirliche Fluores-
zenz deutlich verstdrkt, was zur analytischen Bestimmung der Tetracycline ausgenutzt werden kann
[136, 147, 148].

3.5.3.3 Keto-Enol-Tautomerie

In Abhéngigkeit vom pH-Wert und der Polaritdt des Losungsmittels konnen Tetracycline verschiedene
tautomere Formen annehmen. Je nach Dissoziationsgrad sind unter Zugrundelegung von vier den pK,-
Werten entsprechenden Protonierungen bzw. Deprotonierungen 64 tautomere Formen moglich. Fiir
vollstdndig protonierte Tetracycline beschreiben DUARTE et al. neun verschiedene Tautomere, wobei
die tatsdchliche Struktur als Gleichgewicht aller moglichen Keto-Enol-Tautomeren aufzufassen ist
[126].

Tautomere Umlagerungen konnen am C1-, C2- und C3-Atom des Ringes A, am C10-, C10a- und C11-
Atom der Ringe CD sowie am C11-, Cl1a- und C12-Atom der Ringe BC stattfinden. NAIDONG et al.
gelangen erstmals die chromatographische Trennung von Tautomeren des CTC und DC an Polymer-
phasen, wobei mittels NMR nachgewiesen werden konnte, daf diese Tautomerie am C11-, C11a- und
C12-Atom stattfindet (Abb. 9) [149, 150].

Durch Ausbildung der Ketoform kann das H-Atom des C11a-Atoms sowohl cis- als auch trans-stindig
zum H-Atom des C5a-Atoms stehen, woraus sich eine cis-Ketoform und eine trans-Ketoform ableiten
1aBt. Grundsétzlich kann die Keto-Enol-Tautomerie durch Siuren oder Basen katalysiert werden, wo-
bei fiir CTC nur der sdurekatalysierte Prozef3 eine Rolle spielt, da im alkalischen Milieu Isochlortetra-
cyclin entsteht und somit eine Tautomerie am C11-, Cl1a- und C12-Atom nicht mehr moglich ist.
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Abb. 9: Keto-Enol-Tautomerie von Chlortetracyclin [149]

3.5.3.4 Dehydratation

Bei Tetracyclinen mit einer Hydroxygruppe am C-6-Atom wie Chlortetracyclin spaltet sich unterhalb

pH 1,5 leicht Wasser ab und es entstehen unter Aromatisierung von Ring C Anhydrotetracycline (sie-
he Abb. 10).

OH O

OH
OH O

Chlortetracyclin

Anhydrochlortetracyclin

(CTC) (Anhydro-CTC)
+ H*
A ! ot
Cl o CHs Cl  CHj
994
OH O OH OH O OH

Abb. 10: Dehydratation von Chlortetracyclin in stark saurem Medium [136, 141]

Diese Eliminierungsreaktion wird durch die trans-Stellung der tertidren Hydroxylgruppe am C-6-
Atom zum Wasserstoffatom des C-5a-Kohlenstoffs ermdglicht und stellt eine irreversible Reaktion
zweiter Ordnung dar [37, 122, 136]. Die Anhydrotetracycline kdnnen ihrerseits analog den Tetracycli-
nen im schwach sauren Bereich zwischen pH 2 und 6 zu den 4-epi-Anhydrotetracyclinen epimerisie-

ren. Die Zersetzung der Tetracycline kann durch konkurrierende Abbaureaktionen der priméiren Zer-
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setzungsprodukte iiberlagert sein. So verlduft die Epimerisierung der Anhydrotetracycline schneller
und die Dehydrierung der 4-epi-Tetracycline langsamer als die entsprechende Reaktion der unverin-
derten Tetracycline [122].

Die Anhydroverbindungen besitzen eine gegeniiber den Ausgangsverbindungen um 70 % reduzierte
antibiotische Aktivitét. Trotz ihrer antibiotischen Aktivitét finden sie jedoch wegen ihrer deutlich toxi-
scheren Eigenschaften gegeniiber den Tetracyclinen keine klinische Anwendung. Anhydrotetracycline
rufen schwere Nebenwirkungen hervor, die auf ihrer nicht selektiven Wirkung auf alle Zellmembra-
nen, also auch auf die von eukaryontischen Zellen, beruhen [151, 124].

Die durch die Dehydratation hervorgerufene Verdnderung des BCD-Ringsystems wirkt sich in erheb-
lichem MaBe auf die UV-Absorption aus und fiihrt zu einer deutlichen Verminderung der Absorpti-
onsintensitit im Wellenldngenbereich zwischen 320-380 nm. Die Quantifizierung der Anhydroverbin-
dungen wird bei unterschiedlichen Wellenldngen durchgefiihrt, da die Absorptionsprofile von den
gewihlten Bedingungen abhingig ist [151-154].




4 Stand der Tetracyclin-Analytik 29

4 Stand der Tetracyclin-Analytik

Zum Nachweis von Tetracyclinen existieren eine Vielzahl von Untersuchungsmethoden und Verfah-
ren, weshalb in diesem Zusammenhang nur ein kurzer Uberblick gegeben werden soll. Die Struktur-
aufklarung der Tetracycline erfolgte durch die Aufnahme von Massen-, Kernresonanz-, Infrarot- und
UV-Spektren [47]. Von mehr historischem Interesse sind Verfahren zur Messung des Zirkular-
Dichroismus, volumetrische, kolorimetrische und polarographische Verfahren ebenso wie diinn-
schicht- und papierchromatographische Methoden [122]. Heutzutage werden vor allem mikrobiologi-
sche Verfahren wie der Agardiffusionstest und der PREMI-Test als Screening-Test eingesetzt [155,
156, 157]. Die Vorteile dieser Verfahren liegen in der einfachen und schnellen Durchfiihrung der
Tests, wobei allerdings keine Unterscheidung der einzelnen Tetracyclinderivate moglich ist. Dariiber
hinaus werden auch immunologische Verfahren wie ELISA [158] und Rezeptortests wie der Charm®-
Test beschrieben [122].

Chromatographische Methoden

Die gaschromatographische Bestimmung von Tetracyclinen ist zwar nach Derivatisierung zu den Tri-
methylsilyl-Derivaten moglich [159], hat aber wegen der hohen Siedepunkte der Tetracycline keine
praktische Bedeutung. Seit Anfang der 90er Jahre werden auBlerdem verschiedene kapillarelektropho-
retische [160, 161, 162] und mizellarelektrokinetische chromatographische [163, 164] Methoden, die
zur pharmazeutischen Reinheitsbestimmung eingesetzt werden, beschrieben. Neuere Veroffentlichun-

gen beschreiben die Bestimmung der Tetracycline mittels Chemilumineszenz [165, 166, 167].

Das in den letzten Jahren dominierende Verfahren ist die Hochdruckfliissigkeitschromatographie
(HPLC), welches gegeniiber den anderen chromatographischen Methoden den Vorteil einer wesentlich
hoheren Trennleistung und Nachweisempfindlichkeit aufweist [122, 168]. In der Literatur werden
zahlreiche Sdulenmaterialien und FlieBmittelgemische zur chromatographischen Trennung beschrie-
ben, wobei die Reversed-Phase-Verfahren iiberwiegen und die FlieBmittel in der Regel Sduren oder
EDTA-Zusitze enthalten. Als Saulenmaterialien kommen vor allem auf Silicagel basierende Phasen
wie C18- [169, 170, 171], C8- [172, 173] und Phenyl-Materialien [174, 175] sowie organische Poly-
mermaterialien, haufig auf Basis von Polystyrol-Divinylbenzol (PS-DVB), [176, 177, 178] zum Ein-
satz. Als zugrunde liegender Retentionsmechanismus wird fiir diese Trennverfahren eine Wechselwir-
kung zwischen der stationdren Phase und einem Tetracyclin-EDTA-Ionenpaar, entstanden durch
Komplex- bzw. lonenpaarbildung zwischen dem protonierten Tetracyclin und dem EDTA- bzw. Siu-
reanion, diskutiert. Bei den Phenyl- und organischen Polymermaterialien wird zusétzlich die Bildung
von w-n-Komplexen zwischen den Phenylresten bzw. dem Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymer und
den Tetracyclinen angenommen [122, 149]. Die chromatographische Trennung der Tetracycline kann
bei Verwendung von alkyl- oder phenylmodifizierten Umkehrphasen wegen des mdglichen Metallio-
nengehaltes durch die ausgeprigten Komplexbildungseigenschaften mit Metallkationen gestort wer-
den. Da Tetracycline nur in einem pH-Wert-Bereich von 3-7,5 komplexieren, kann zur Vermeidung
einer Komplexierung entweder der pH-Wert der Fliefmittel kleiner als drei eingestellt werden oder es
konnen die Metallionen durch den Einsatz von Komplexbildnern wie Oxalséure, Phosphorsidure und
EDTA-Zusatz abgefangen werden [179]. Da Tetracycline zudem eine hohe Tendenz haben, sich irre-
versibel an die verbleibenden Silanol-Gruppen zu binden, kann es bei Einsatz von silica-basierenden
stationéren Phasen durch sekundidre Wechselwirkungen zu einem Peak-Tailing kommen. Diese Wech-

selwirkungen konnen durch einen Zusatz von Oxalsédure zum FlieBmittel unterbunden werden oder
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durch den Einsatz von organischen Polymerphasen als stationdre Phase von vornherein vermieden
werden [11].

Detektion

Die Detektion der Tetracycline kann auf unterschiedliche Art und Weise erfolgen, wobei die am héu-
figsten verwendete Methode die UV-Detektion mittels Diodenarray-Detektor ist [180-185]. Obwohl
die Tetracycline im Wellenldngenbereich von 270-280 nm ein hoheres UV-Absorptionsmaximum
aufweisen, siche Kap. 3.5.1, bietet die Detektion bei Wellenldngen von 350-370 nm den Vorteil einer
hoheren Selektivitit. Deutlich empfindlichere Detektionsmethoden stellen die elektrochemische [186]
und die fluorimetrische Detektion dar. Da Tetracycline selbst nur eine geringe Fluoreszenz zeigen, ist
fiir diese Detektionsart eine Nachséulenderivatisierung zur Uberfiihrung der Tetracycline in die stark
fluoreszierenden Tetracyclin-Metallkation-Komplexe oder iso-Tetracycline notwendig. Hierbei wer-
den die Tetracycline entweder mit Calcium-, Aluminium- oder Zirkoniumsalzlosungen in schwach
saurer Losung in die entsprechenden Komplexe [187, 188] oder im alkalischen Milieu in die iso-
Tetracycline [189, 190] iiberfiihrt. Letztgenannte Methode ist besonders fiir CTC geeignet, da es unter
diesen Bedingungen leicht isomerisiert. Beide Methoden eignen sich nur fiir die Nachséulenderivati-
sierung, da zum einen Komplexierungen die chromatographische Trennung negativ beeinflussen und

zum anderen die iso-Tetracycline nur in alkalischem Medium fluoreszieren.

In den letzten Jahren hat sich vor allem die Detektion mittels Massenpektrometrie durchgesetzt [191-
200]. Diese Detektionsart hat gegeniiber den anderen Methoden zum einem den Vorteil einer hheren
Selektivitdt und zum anderen in den meisten Féllen eine hohere Empfindlichkeit. Aufgrund der Mog-
lichkeit, nur bestimmte Massen ,,isolieren zu konnen, kann hierbei hiufig auf eine aufwendige Pro-
benvorbereitung verzichtet werden [201, 202]. Daher ist besonders die Tandemmassenspektrometrie
(LC-MS/MS) im MRM-Mode (Multiple Reaction Monitoring) ein hoch selektives und sensitives Ver-
fahren zum quantitativen Nachweis von Antibiotika in komplexen biologischen Matrices [203, 204].
Vor allem ist mit diesem Verfahren die Bestimmung mehrerer, auch co-eluierender, Substanzen ne-
beneinander mit kurzen Analysenzeiten moglich [205, 206, 207, 208]. Die lonisation der Tetracycline
ist mit verschiedenen Techniken moglich: Atmospheric pressure chemical ionization (APCI), Particle
Beam lonization (PB), Fast Atom Bombardment (FAB) und Electrospray lonization (ESI). Die am
héufigsten eingesetzte Technik ist die Electrospray lonization, die sowohl im positiven als auch im
negativen Mode betrieben werden kann. Vorwiegend wird die Electrospray-Technik im positiven
Mode (ESI") genutzt, da die Tetracycline in den meisten Fillen in Abhéngigkeit von den gewihlten
chromatographischen Bedingungen bei dieser lonisierung im Vergleich zu den anderen Techniken die
hochste Sensitivitat aufweisen [172, 209, 210].

Probenvorbereitung

Fiir die Aufarbeitung biologischer Proben zur Bestimmung von Tetracyclinen werden in der Literatur
eine Vielzahl unterschiedlicher Methoden beschrieben: Fliissig-Fliissig-Extraktion [211-213], Festpha-
senextraktion (SPE) [12, 214-221], Festphasenmikroextraktion (SPME) [222, 223] Metall-Chelat-
Affinitéats-Extraktion [224-227], Matrix-Solid-Phase-Dispersion (MSPD) [168, 228] und Extraktion
mit Dialyse [177, 229, 230].

Zunéchst ist bei allen Methoden eine Homogenisierung der entnommenen Proben vorzunehmen. Dies
geschieht bei festem Probenmaterial wie Gewebeproben in einem ersten Schritt durch Einsatz einer

Moulinette. AnschlieBend erfolgt in einem zweiten Schritt, mit Ausnahme der MSPD, eine Fest-
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Fliissig-Extraktion der Tetracycline mit einem wiBrigen Losungsmittel aus der zerkleinerten Probe,
wobei in den meisten Féllen der EDTA-Mcllvain-Puffer verwendet wird, der als Chelatisierungsrea-
genzien Citronensdure und EDTA enthélt und damit eine Komplexierung der Tetracycline an Kationen
aus der Matrix verhindert [170, 231, 239, 243, 232]. Hierbei wird, um eine vollstindige Homogenisie-
rung der Probe zu gewéhrleisten und eine quantitative Extraktion zu erzielen, ein Ultra-Turrax einge-
setzt. Im AnschluBl daran kann eine Aufreinigung dieses so gewonnenen Extraktes mit den oben er-
wihnten Methoden erfolgen. Die klassische Fliissig-Fliissig-Extraktion ist durch verschiedene
Festphasenextraktions-Methoden (SPE, SPME) verdrangt worden, wobei fiir die Tetracyclinanalytik
als Sorbentien ebenso wie fiir die chromatographische Bestimmung sowohl Reversed-Phase-Systeme,
basierend auf Silicagel, wie C18-, C8-, die zum Teil speziell zur Tetracyclinbestimmung modifiziert
sind [217], organische Polymermaterialien [192, 233-237] als auch Kationenaustauschersdulen [219,
238] von Bedeutung sind. Genauso wie bei der chromatographischen Trennung kdnnen freie Silanol-
gruppen bei alkylmodifizierten Sdulenmaterialien die Elution der Analyten verhindern. Bei der Metall-
Chelat-Affinitits-Extraktion wird die Eigenschaft der Tetracycline, mit verschiedenen Metallionen
Komplexe zu bilden, zur selektiven Aufarbeitung genutzt, beispielsweise setzen FARRINGTON et al.
[224, 225] eine mit Kupfer beladene Chelating-Sepharose-Saule zur Komplexierung der Tetracycline
ein. Haufig werden auch zwei verschiedene Aufreinigungsmethoden, gekoppelt, um saubere MeBpro-
ben zu erhalten. So umfafit die amtliche Untersuchungsmethode nach § 35 LMBG sowohl eine Metall-
Chelat-Affinitits-Extraktion als auch eine Festphasenextraktion [226]. Die Aufarbeitung mit MSPD
bietet den Vorteil, dal die zerkleinerte Probe direkt mit dem Festphasenmaterial gemischt wird und
daher keine Fest-Fliissig-Extraktion erforderlich ist, um die Analyten in einem ersten Schritt aus der
Probe herauszuextrahieren. Die Aufreinigung mit Dialyse hat den Nachteil, dal das erhaltene Dialysat
aufgrund des hohen Extraktvolumens zusétzlich aufkonzentriert werden mul}, wobei hier meist ein
Festphasenextraktionsschritt nachgeschaltet wird. Eine Automatisierung der Probenvorbereitungsme-
thoden SPE, SPME, Metall-Chelat-Affinitits-Extraktion und Dialyse in Form einer On-line-Kopplung
mit dem HPLC-System ist zwar grundsitzlich moéglich und wird auch von verschiedenen Autoren
beschrieben [177, 225, 229, 239], ist aber bei der Aufarbeitung komplexer biologischer Proben oft

schwer zu realisieren.

Von den beschriebenen Probenvorbereitungstechniken ist die Festphasenextraktion die am héufigsten
eingesetzte Methode, wobei zunehmend organische Polymermaterialien als Sorbentien verwendet
werden [192, 233-235]. Bei den in der Literatur beschriebenen Verfahren, die haufig auch zur Be-
stimmung mehrerer Tetracyclinderivate dienen, umfalit die Quantifizierung der Tetracycline meist
lediglich die jeweiligen Wirkstoffe. Verfahren, die Abbau- oder Umwandlungsprodukte der Tetracy-
cline beriicksichtigen, beschrinken sich dabei auf die Epimere. Auf die besondere Bedeutung der
Epimere bei der Bestimmung von Tetracyclinen in Lebensmitteln tierischer Herkunft weisen
verschiedene Autoren wie BERGNER-LANG et al. [240] und KUHNE et al. [322] hin. Da die Epimere
entweder bereits im Probenmaterial vorhanden sein konnen oder auch wéhrend der
Probenvorbereitung entstehen konnen, ist die Beriicksichtigung der Epimere unbedingt erforderlich.
Vor allem bei der Extraktion mit Mcllvain-Puffer, der meist auf pH 4 eingestellt wird, ist von einer
Epimerisierung auszugehen. Aufgrund der besonders groen pH-Instabilitit von CTC im Vergleich zu
den anderen Tetracyclinen ist besonders bei der Bestimmung von CTC auf mogliche Abbau- und
Umwandlungsreaktionen zu achten. Neben den epimeren Verbindungen konnen in Abhéngigkeit vom
pH-Wert auch Isomere, Keto-Enol-Tautomere sowie Anhydroverbindungen, siche Kap. 3.5.3,

auftreten.
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Es gibt jedoch nur wenige Untersuchungen zu weiteren Metaboliten von CTC in biologischen Proben.
ZURHELLE et al. und KENNEDY et al., die Hithnereier auf CTC und mdgliche Abbau- und Umwand-
lungsprodukte untersuchten, belegen, dal neben den Epimeren auch iso-CTC und e-iso-CTC vor-
kommen [143, 229].

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher ein HPLC-UV-MS/MS-Verfahren zur Bestimmung von CTC in
Urin, Faeces, Plasma, Knochen und Schlachtproben entwickelt und validiert werden, wobei ein beson-
deres Augenmerk den moglichen Metaboliten von CTC galt. Dieses Verfahren sollte die Extraktion
der Proben mit EDTA-Mcllvain-Puffer und einen anschlieBenden Aufreinigungs- und Aufkonzentrie-
rungsschritt durch eine off-line Festphasenextraktion beinhalten. Die Kopplung dieser beiden Detekti-
onsarten hat den Vorteil, einerseits die hohe Selektivitdt und Empfindlichkeit der Massenspektrometrie
und andererseits die hohe Reproduzierbarkeit und Prizision der UV-Detektion auszunutzen. Insbeson-
dere werden bei der UV-Detektion auch  matrixbedingte  signalsupressive  oder
-verstirkende Detektionseffekte vermieden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Untersuchungsmethodik und Projektverlauf

Die Zielsetzungen des vom MUNLYV gegriindeten Projektes ,,Resistenzentwicklung und Riickstinde
in der landwirtschaftlichen Tierhaltung® resultierten aus der ungeniigenden Datenlage iiber die
Aufnahme, der Metabolisierung und Verbleib von Arzneimitteln, die in der Tiermast eingesetzt wer-
den. Zum Zeitpunkt des Projektbeginns war keine sichere Aussage iiber den durch die in der Tiermast
eingesetzten Arzneimittel verursachten Eintrag in die Nahrungskette und Expositionspfad in die Um-
welt sowie das damit verbundene Verbraucherrisiko moglich. Von zentraler Bedeutung war dabei die
Frage, in welchem Mafe neben den Wirkstoffen auch Metabolite sowie Abbau- und Umwandlungs-
produkte vorkommen und inwieweit diese ein Verbraucherrisiko darstellen kdnnen. Die besondere
Verbraucherschutzrelevanz dieser Fragestellung wird durch die zunehmende Ausbreitung von Antibio-
tika-Resistenzen verstédrkt. Das hier beschriebene Projekt sollte einen Beitrag zur Aufklédrung der Ein-
tragspfade antibiotisch wirksamer Pharmakariickstdnde in die Nahrungskette und zur Abschitzung der
Umweltbelastung liefern, um das Gefdahrdungspotential fiir den Verbraucher besser beurteilen zu kon-
nen. In diesem Projekt wurde das Verhalten der auf Grund ihrer Anwendungsbreite bei Schweinen
besonders relevanten Antiinfektiva Chlortetracyclin (CTC) und Sulfadiazin (SFD) kombiniert mit
Trimethoprim (TMP) als potenziertem Sulfonamid untersucht. Auf die Analyse der Sulfadiazin- und
Trimethoprim-Gehalte wird im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter eingegangen.

In einer ersten Medikationsstudie erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Landwirtschaftszentrum Haus
Diisse, Bad Sassendorf (Haus Diisse-Studie) die Durchfiihrung eines Mastdurchganges mit definierter
Medikation unter praxisnahen Bedingungen. Es wurden 40 Schweine in einer Gruppe gehalten und
den Tieren iiber Langstroge eine definierte Menge an CTC, SFD und TMP verfiittert. Die Schlachtung
der Tiere erfolgte drei Monate nach der Arzneimittelfiitterung. Diese Studie diente dazu, das Auschei-
dungsverhalten der applizierten Antiinfektiva in Urin zu untersuchen und anhand der entnommenen
Schlachtproben festzustellen, mit welchem Eintrag in die Nahrungskette unter landwirtschaftlich iibli-

chen Bedingungen zu rechnen ist.

Da unter diesen Bedingungen nicht beurteilt werden kann, wieviel der applizierten Wirkstoffe ausge-
schieden werden und welche Menge im Tierkorper verbleibt, war in einer zweiten Medikationsstudie
in Kooperation mit der Bundesforschungsanstalt fiir Landwirtschaft, Braunschweig-Vélkenrode (FAL-
Studie) und der Universitdt Paderborn im Projekt: ,, Antiinfektivaeintrage aus der Tierproduktion in
terrestrische und aquatische Kompartimente®, die Durchfithrung eines Mastdurchganges von fiinf
Schweinen unter definierteren Bedingungen in Einzelhaltung geplant. In dieser Studie wurden
Schweine wihrend der Medikation in Stoffwechselkdfigen gehalten, wobei eine individuelle Arznei-
mittelfiitterung und eine individuelle Sammlung von Kot und Urin erfolgte. Die Arzneimittelfiitterung
erfolgte in zwei Medikationsphasen. Die in diesem Versuch anfallende Giille wurde fiir weitergehende
Freilandversuche im Rahmen des ,,Antiinfektiva®“-Projektes der Universitidt Paderborn [93, 277], ein-
gesetzt. Die Schlachtung der Tiere erfolgte mit Ausnahme eines Tieres nach Ablauf der Wartezeit von
vierzehn Tagen, wobei die Tiere nach der Arzneimittelfiitterung ebenfalls in einer Gruppe gehalten
wurden. Anhand dieser Studie sollte beurteilt werden, wieviel des applizierten Wirkstoffes wieder
ausgeschieden wird und wie hoch die Wirkstoffgehalte in den Schlachtproben nach Ablauf der Warte-
zeit sind. Eines dieser Tiere wurde direkt nach der Arzneimittelfiitterung geschlachtet, um eine Bilan-




34 5 Ergebnisse und Diskussion

zierung vorzunehmen.

Besonderes Augenmerk galt dem Metabolismus von CTC. In einem ersten Schritt wurde der CTC-
Gehalt in den bei den Medikationsstudien entnommenen Proben, entsprechend der EU-Verordnung
EWG Nr. 2377/90, als Summe von CTC und e-CTC ermittelt. Dariiber hinaus sollte geklart werden,
inwieweit neben dem Epimeren weitere Abbau- und Umwandlungsprodukte in den einzelnen Matrices
nachzuweisen sind und ob diese bei der Ermittlung des CTC-Gehaltes mit beriicksichtigt werden miis-
sen. In den Schlachtproben sowie aller entnommen Proben des ,,Bilanzierungstieres* der FAL-Studie
sollte eine Quantifzierung weiterer Metabolite von CTC erfolgen.

Die im Rahmen des Projektes gewonnenen Erkenntnisse dienen dazu, den Eintragspfad der den
Schweinen applizierten Wirkstoffe sowie deren Metabolite in die Nahrungskette und die daraus resul-

tierende Gefahrdung fiir den Verbraucher besser abschitzen zu konnen.
5.1.1 Haus Diisse-Studie

Zu Beginn des Mastdurchganges wurden 80 nicht medikamentiv vorbehandelte Schweine im Alter
von zwei Monaten im Landwirtschaftszentrum Haus Diisse aus deren eigener Sauenhaltung aufge-
stallt. Die Tiere standen in Stillen mit Spaltenboden und das Stallabteil war mit einer Zwangsliiftungs-
anlage versehen. Von diesen Tieren erhielten 40 Tiere (Versuchsgruppe) iiber einen Zeitraum von
zwei Wochen Antibiotika iiber das Trockenfutter (Getreide-Sojamischung), wobei den Tieren das
Futter trocken von Hand vorgelegt wurde. Es wurde insgesamt 1 t antibiotikahaltiges Mischfutter her-
gestellt, wovon 852 kg an die Tiere der Versuchsgruppe verfiittert wurde. Die 40 Versuchstiere haben
eine Arzneimittelwirkstoffmenge von 369 g CTC aufgenommen, womit sich pro Versuchstier eine
durchschnittliche Aufnahmemenge iiber den gesamten Medikationszeitraum von 9,21 g ergeben hat.
Auf die zusitzlich verabreichten Sufadiazin- und Trimethoprim-Mengen wird in dieser Arbeit nicht
eingegangen. Fiir die 40 medikamentiv unbehandelten Tiere (Kontrollgruppe) wurde ebenfalls 1 t
Mischfutter ohne Antibiotika erstellt und {iber den gleichen Zeitraum bei gleicher Vorlagesystematik
verfiittert. Die Kontrolltiere hatten hiervon 751 kg aufgenommen. Nach Medikationsende wurden bei-
de Gruppen mit einem Fliissigfutter aus einer zentral steuerbaren Futteranlage weitergeflittert.

Die 40 Tiere wurden mit einer Ohrmarkennummer gekennzeichnet und in Buchten zu je acht Tieren
rechts und links von einem Kontrollgang aufgestallt und an Léngstrogen gefiittert. Eine Seite erhielt
das Kontrollfutter, die andere das Versuchsfutter. Bei der ersten Urinprobenahme wurden willkiirlich
auf jeder Seite Tiere beprobt, bis die Anzahl der am Versuch beteiligten Tiere erreicht war. Anschlie-
Bend wurden die am Versuch beteiligten Tiere zusétzlich gekennzeichnet. Damit ergab sich ein Ver-
suchskollektiv von 24 Tieren, zwolf Kontrolltiere und zwolf Versuchstiere. Vor Beginn der Medikati-
on sowie im Anschlu3 an die Medikation erfolgten mit Unterstiitzung des Personals vom LEJ, Diissel-
dorf (Landesamt fiir Erndhrungswirtschaft und Jagd) {iber einen Zeitraum von drei Monaten in Ab-
stinden von vierzehn Tagen Probenahmen von Urin. Versuchstier 3 ist wihrend des Mastdurchganges
erkrankt und mufite mehrfach zusétzlich medikamentiert werden (s. Kap. 7.4). Im Alter von fiinf Mo-
naten erfolgte die Schlachtung der Tiere, wobei den Tieren am Schlachttag au3er Urinproben, dies war
allerdings nicht bei allen Tieren moglich, zusdtzlich Muskel-, Leber-, Nieren-, Knochen- und Blutpro-
ben entnommen wurden. In Abb. 11 ist die Durchfiihrung der Medikationsstudie schematisch darge-
stellt.
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Einstallung medikamentiv unbehandelter Schweine

4

erste Probenahme von Urin bei allen Tieren

v 4 %

. 12 Kontrolltiere
zwei Wochen Fiitterung mit antibiotika-
freiem Mischfutter

. 4

Beprobung aller Tiere (Urin) in Abstinden von zwei Wochen
nach Medikationsende liber einen Zeitraum von drei Monaten

:

Schlachtung der Tiere
Probenahme von Urin, Muskulatur, Leber, Niere, Knochen und Blut

12 Versuchstiere
Antibiotikafiitterung

Abb. 11: Schematischer Ablauf des Mastdurchganges im Landwirtschaftszentrum Haus Diisse

5.1.2 FAL-Studie

Fiinf medikamentiv unbehandelte Borgen, also Kastraten, mit einem Gewicht von 71-89 kg wurden in
Stoffwechselkifigen aufgestallt. Zur Erfassung des Grundstatus wurden am 1. Versuchstag vor Beginn
der Medikation Urin-, Faeces- und Blutproben genommen. Nach der Einstallung der Tiere in Stoff-
wechselkéfigen erfolgten zwei Medikationsphasen von jeweils zehn Tagen (Versuchstag 1-10 und 22-
31), unterbrochen von einer aus Tierschutzgriinden notwendigen Pause von elf Tagen (Versuchtag 11-
21). Die Medikation der Tiere erfolgte unter therapieiiblichen Bedingungen. Dabei wurden den Tieren
das Arzneimittel Chlortetracyclin 100 (Wirkstoff: Chlortetracyclin, 1000 g Préparat enthalten 100 g
Chlortetracyclin) oral iiber das Trockenfutter verabreicht. Die Dosierung entsprach der maximal iibli-
chen therapeutischen Anwendung. Die Applikationsmenge des Wirkstoffes richtete sich nach dem
Korpergewicht der Tiere, wobei die Dosierung jeden zweiten Tag unter Beriicksichtigung der Ge-
wichtszunahme erhéht wurde. Die Dosierung der Arzneimittel ist im einzelnen in Tab. A. 3 und Tab.
A. 4 im Anhang aufgefiihrt. Neben Chlortetracyclin sind den Tieren noch Sulfadiazin und Trimetho-
prim verabreicht worden, die im Rahmen dieser Arbeit nicht mitberiicksichtigt wurden. In Abb. 12 ist
der Ablauf der Studie schematisch dargestellt.

In den Stoffwechselkdfigen wurden Urin und Faeces separat aufgefangen und téglich tierweise zu
Gille zusammengefiihrt. Es erfolgten tigliche Probenahmen von Urin und Faeces. Zusitzlich wurden
am Anfang, in der Mitte und am Ende jeder Medikationsphase Blutproben entnommen. Wéhrend der

Medikationspause wurden die fiinf Tiere in einem separaten Stall in Einzelbuchten gehalten. Der in
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dieser Zeit angefallene Kot und Urin wurde verworfen. Am Ende der Studie, also nach der zweiten
Medikationsphase, wurden die téglichen Giillesammlungen der ersten und zweiten Medikationsphase

jeweils zu einem Giillepool zusammengefiihrt.

Aufzucht von Ferkeln
Haltung der Tiere in der Gruppe

4

1. Medikationsphase

) - getrennte Sammlung von
Versuchstag 1-10 ’ Haltung der Tluere - [ Facces und Urin
in Stoffwechselkéfigen

4

Medikationspause von elf Tagen
Haltung der Tiere in der Gruppe

4

2. Medikationsphase
Versuchstag 22-31 3 getrennte Sammlung von
s . Haltung der Tlnere ‘ [ Faeces und Urin
in Stoffwechselkifigen

L 4 Y

Totung eines Tieres Schlachtung von vier Tieren
direkt nach Medikationsende nach Ablauf der Wartezeit

Versuchstag 11-21

Abb. 12: Schematischer Ablauf der Medikationstudie an der FAL

Tier 95 wurde zur Durchfithrung einer Bilanzierung etwa drei Stunden nach der letzten Antibiotkafiit-
terung der zweiten Medikationsphase am Versuchstag 31 geschlachtet. Bei der Schlachtung wurde
dem Tier Urin-, Faeces-, Blut-, Muskulatur-, Leber-, Niere- und Knochenproben entnommen. Die
ibrigen vier Tiere wurden wihrend der Wartezeit von vierzehn Tagen in einem separatem Stall in
Einzelbuchten gehalten und am 46. Versuchstag geschlachtet. Die Tiere wurden entsprechend dem
Tier 95 beprobt.
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5.2 Methodenentwicklung zur Bestimmung von CTC und Metabolite
in biologischen Proben

5.2.1 Entwicklung des HPLC-UV-MS/MS-Verfahrens

Ziel war es, ein chromatographisches Verfahren mit HPLC-UV-MS/MS fiir die quantitative Bestim-
mung von CTC und e-CTC in den Matrices Urin, Plasma, Faeces, Muskulatur, Leber, Niere und Kno-
chen zu entwickeln. Neben diesen Verbindungen sollte zusitzlich zundchst nur eine qualitative Be-
stimmung von iso-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC moglich sein. Die zur Me-
thodenentwicklung eingesetzten Standardsubstanzen wiesen eine minimale Reinheit von 97 % auf.
AuBler e-is0-CTC sind die Verbindungen CTC, e-CTC, iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC
kommerziell erhéltlich. Das nicht erhéltliche e-iso-CTC wurde durch Epimersierung von iso-CTC in
schwach saurer Losung hergestellt (siche Kap. 7.10.1).

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurden die nachfolgend aufgefiihrten Untersuchungen durch-
gefiihrt:

e Aufnahme der UV-Spektren von CTC, e-CTC, iso-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-
Anhydro-CTC unter den gegebenen chromatographischen Bedingungen (Losungsmittel:
H,O/CH;CN/0,5 % HCOOH (v/v), pH 2,5): Fir CTC und e-CTC wurden zwei UV-
Absorptionsmaxima ermittelt, die bei 275 nm und 370 nm liegen, wobei die erste Bande die
intensivere ist, siche auch Abb. 29. Bei allen iibrigen Verbindungen konnte nur ein Absorpti-
onsmaximum bei 275 nm festgestellt werden, da bei ihnen eine Modifikation des BCD-Ringes
erfolgt ist, die zur Ausloschung der UV-Absorption im Wellenldngenbereich oberhalb von 300
nm fiihrt, siche Kap. 3.5.1. Die jeweiligen Epimere zeigen weitestgehend identische UV-
Spektren.

e Auswahl der mobilen und stationédren Phase zur chromatographischen Trennung von CTC und
Metabolite

e Entwicklung der MS/MS-Detektion durch Aufnahme von Precursor- und Produkt-Ionen-Scans
aller Verbindungen

e Untersuchung der Stabilitdt der zu quantifizierenden Substanzen CTC und e-CTC in Losung

im Hinblick auf die Herstellung und Lagerung von Kalibrierlosungen
5.2.1.1 Auswahl der mobilen und stationéren Phase

In Abhéngigkeit von der Detektionsart sind in der Literatur eine Vielzahl verschiedener mobiler Pha-
sen beschrieben worden. Sowohl fiir die UV-Detektion als auch fiir die Fluoreszenzdetektion werden
in den meisten Fallen Gemische aus Acetonitril-Methanol-Oxalsdure pH 2 verwendet, wobei manch-
mal der mobilen Phase EDTA zugesetzt wird [142, 180, 183, 187]. Des weiteren wird auch der Einsatz
von Acetat-Puffer und Phosphat-Puffer beschrieben [186, 188, 189]. Puffer-Losungen sowie EDTA-
Zusitze eignen sich aufgrund ihrer schweren Verdampfbarkeit und moglichen Clusterbildungen nicht
fiir die massenspektrometrische Detektion. Zudem kann es zum Auskristallisieren der Puffersalze im
Interface und Ablagerungen im MS-Analysatorteil kommen. Daher kommen fiir diese Detektionsart
Gemische aus Acetonitril-Methanol-Oxalsdure pH 2 [170], Trifluoressigsédure-Acetonitril [172], Essig-
sdure-Acetonitril [209] oder Ameisensdure-Acetonitril [195] in Frage. Fiir die eigenen Untersuchun-
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gen wurde als mobile Phase das von LOCK et al. [195] beschriebene Gemisch aus Ameisensdure-
Acetonitril (H,O/CH;CN/HCOOH, 0,5 % HCOOH, (v/v), pH 2,8) ausgewahlt. Dieses FlieBmittelge-
misch hat zum einen den Vorteil einer einfachen Herstellung und zum anderen sind aufgrund des nied-
rigen pH-Wertes (< 3) keine Komplexbildner erforderlich. Die Elution der Tetracycline erfolgt in den
in der Literatur beschriebenen Verfahren je nach Fragestellung entweder isokratisch oder mit einer
Gradientenmethode. Die Elution kann wegen der dhnlichen chromatographischen Eigenschaften von
CTC und seiner Metabolite nicht isokratisch erfolgen. Daher wurde fiir die Bestimmung von CTC und
seiner Metabolite eine Gradientenmethode entwickelt, mit der eine chromatographische Trennung aller
Verbindungen, insbesondere der schwer trennbaren Verbindungen e-CTC und iso-CTC, moglich ist.

Zur Auswahl einer stationdren Phase wurden verschiedene analytische Sdulen auf ihre Eignung zur
Trennung von CTC, e-CTC, iso-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC hin iiberpriift.
Es wurden vier verschiedene analytische Séulen eingesetzt: YMC-ODS-AM (150 x 3 mm, 3 pm),
RSC-Gel C18 Aq (250 x 4 mm, 5 um), RSC-Gel 120 C18 L (125 x 4 mm, 5 pm), YMC-Phenyl (150 x
2,1 mm, 3 pm). Die mit diesen analytischen Sdulen erhaltenen Chromatogramme sind in Abb. 13 ab-
gebildet.
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Abb. 13: Trennung von CTC und seiner Metabolite mit verschiedenen analytischen Sdulen
(= 10mg/L) (HPLC-UV, 275 nm)

Die YMC-ODS-AM-Siule zeichnet sich sowohl durch ein besonders gutes end-capping als auch einen
sehr geringen Metallionen-Gehalt aus und wird zum Einsatz fiir die Tetracyclinbestimmung bereits
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von OKA et al. beschrieben [170]. Da bei der Retention der Tetracycline sekunddre Wechselwirkun-
gen und damit das end-capping eine groBe Rolle spielt, wurde zum einen die Trennung auf einer Séaule
mit hydrophilem end-capping, RSC-Gel C18 Aq, und zum anderen mit hydrophobem end-capping,
RSC-Gel 120 C18 L, untersucht. Wahrend letztgenannte Séule fiir alle Verbindungen zwar zu einer
Trennung aller Verbindungen, aber zu einem starken Peak-Tailing, besonders fiir Anhydro-CTC und
e-Anyhdro-CTC, fiihrte, ergab sich mit RSC-Gel C18 Aq eine mit der YMC-ODS-AM-Siule ver-
gleichbar gute Trennung mit basisliniengetrennten, schmalen und symmetrischen Peaks fiir alle Sub-
stanzen. HELLER et al. und JURGENS et al. beschreiben den Einsatz einer Sdule mit Alkyl-Phenyl-
Belegung, die vor allem bei Verbindungen mit hoherer Retentionszeit wie Anhydro-CTC zu einer
geringeren Bandenverbreiterung fiihren soll [174, 175]. Der Einsatz der YMC-Phenyl-Séule fiihrte
zwar zu einer Verkiirzung der Retentionszeiten um zwei Minuten und schmalen, symmetrischen Peaks
fiir Anhydro- und e-Anhydro-CTC, jedoch konnte keine Trennung von e-CTC und iso-CTC mehr
erzielt werden. Von den erprobten Sdulen erwies sich neben der YMC-ODS-AM-Séule mit einer Di-
mension von 150 x 3 mm, 5 um nur die RSC-Gel C18 Aq fiir die Trennung von CTC und seiner Ab-
bau- und Umwandlungsprodukte als geeignet. Da mit der RSC-Gel C18 Ag-Sdule keine wesentlich
bessere Trennung als mit der YMC-ODS-AM-Saule erzielt wurde, ist der Einsatz der YMC-Séule
beibehalten worden.

5.2.1.2 Entwicklung der MS/MS-Detektion

Zur Entwicklung der MS/MS-Detektionsmethode mittels Triple-Quadrupol-Massenspektrometer wur-
de zunichst iiberpriift, welche der Ionisationstechniken APCI oder ESI sich bei den gewéhlten chroma-
tographischen Bedingungen am besten eignet. In Ubereinstimmung mit den Literaturverfahren zeigten
alle Verbindungen bei der Electrospray-lonisation eine bessere Sensitivitidt. Die hochste Sensitivitét
konnte bei der ESI-Detektion im positiven Mode (ESI") erzielt werden. CTC und e-CTC bilden mit
einer Molmasse von 478 g/mol das Precursor-Ion [M + H]" mit m/z 479 (**Cl-Isotop). Das Fragmen-
tierungsmuster dieses Precursor-Ions ist in Abb. 14 a dargestellt, wobei dieser Zerfallsweg, basierend
auf verschiedenen Angaben in der Literatur, postuliert wurde. Der genaue Mechanismus ist nicht be-
kannt. Das Molekiilion zerfillt in einem ersten Schritt unter Abspaltung von NH; in das Produkt-lon
mit m/z 462 ([M + H - NH;]"), welches dann im néchsten Schritt unter Wasserabspaltung zum Pro-
dukt-Ion mit m/z 444 ([M + H - NH;- H,0]" fragmentiert [143, 172, 194, 195].

Fir das CTC- und e-CTC-Molekiil, welches das 37Cl—Isotop enthéilt, mit m/z 481 als Precursor-lon
finden sich dieselben Fragmentierungsmuster, denn es entstehen als Produkt-lonen die Fragmente mit
m/z 464 und m/z 446. Das Isotopenverhéltnis des Chlors kann somit zusétzlich zur Identifizierung
herangezogen werden. Neben diesen Hauptfragmenten bilden CTC und e-CTC die Produkt-lonen mit
m/z 371 und 154 aus dem Precursor-lon mit m/z 479. Wihrend das Produkt-Ion mit m/z 371 ein Fol-
gefragment des Produkt-lons 444 ist, stellt die Bildung von m/z 154 iiber m/z 171 eine eigenstdndige
Zerfallsreaktion dar [175, 241-243]. Iso-CTC und e-iso-CTC lassen sich nur mit hoher Energie
fragmentieren und bilden aus dem Precursor-Ion mit m/z 479 ([M + H]") von den fiir CTC und e-CTC
typischen Fragmenten hauptsichlich nur das Produkt-Ion mit m/z 462 ([M + H - NH;]"), geringfiigig
auch m/z 154. Wegen der Phthalidstruktur von Ring C kann das Produkt-lon m/z 444 ([M + H - NHs-
H,0]" nicht, dagegen bei hoherer Kollisionsenergie ein charakteristisches Fragment mit m/z 197 ge-
bildet werden, dessen Struktur nicht bekannt ist. Das Fehlen des Produkt-Ions mit m/z 444 ist also ein
wesentliches Unterscheidungsmerkmal fiir iso-CTC und e-iso-CTC [143].
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Abb. 14: a) Fragmentierungsreaktionen von CTC und e-CTC [102, 241, 242], b) Struktur des
Produkt-lons von Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC mit m/z 98 [242]

Der Zerfall der Abbauprodukte Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC mit einem Precursor-lon von m/z
461 (M + HJ") erfolgt im ersten Schritt in einer NH;-Abspaltung und fiihrt zu dem fiir CTC und e-
CTC charakteristischen Fragment mit m/z 444 ([M + H - NH;]"). Ebenso entsteht das Produkt-Ion mit
m/z 154, dagegen nicht das Produkt-lon mit m/z 371. Neben diesen fiir CTC und e-CTC typischen
Fragmenten bilden Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC ein zuséitzliches Produkt-Ion mit m/z 98, fiir
das die in Abb. 14 b dargestellten Strukturen angenommen werden [242].

Zur Identifizierung der Substanzen wurden die Retentionszeiten, die UV-Spektren und die bei der
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massenspektrometrischen Detektion mittels Triple-Quadrupol-Massenspektrometer im MRM-Modus
erhaltenen Fragmentierungsmuster, insbesondere die relativen Intensititen der einzelnen Fragmentio-
nen herangezogen. Die Quantifizierung erfolgte fiir CTC und e-CTC mit der UV-Detektion aus
Griinden der Selektivitdt bei 370 nm, fiir alle {ibrigen Verbindungen bei 275 nm, da diese im Bereich
von 320-380 nm keine UV-Absorption aufweisen. Bei der massenspektrometrischen Detektion erfolg-
te die Quantifizierung iiber den Totalionenstrom (TIC) der einzelnen Fragmentionen, da der TIC im
Vergleich zur hochsten Massenspur eine hohere Intensitit aufwies. Die zur Identifizierung und Quanti-
fizierung herangezogenen Retentionszeiten, UV-Maxima und Fragmentierungsmuster sind fiir alle
Substanzen in Tab. 4 zusammengefaf3t.

Tab. 4: Retentionszeiten, UV-Maxima und Fragmentierungsmuster von CTC und Metabolite

uv Fragmentierungsmuster (MS/MS-Detektion)
Substanz [rlI:itn] Maxima | precursor-Ion Produkt-Ionen [m/z]
[nm] [m/z] . oo °
Peakintensitiiten [%]
479 462 444 371 154
CTC 9.9 275 60 100 13 48
370 431 464 446 -- --
47 100 -- --
479 462 444 371 154
CTC 8.2 275 63 100 2 7
¢ ’ 370 481 446 464 -- -
52 100 -- --
462 371 197 154
479
iso-CTC 7,4 275 100 — 2 4
481 464 = — —
100 -- -- --
462 371 197 154
479
e-iso-CTC 6,2 275 100 — 4 2
481 464 = — —
100 -- -- --
461 444 154 98
Anhydro- 185 275 100 55 3
CTC ’ 463 446 - -
100 -- --
461 444 154 98
e-Anhydro- 16.7 275 100 5 4
CTC ’ 463 446 - -
100 -- --

Die dargestellten Fragmentierungsmuster der jeweiligen Epimere lassen erkennen, dal jeweils beide
Substanzen zwar dieselben Produkt-Ionen bilden, sich aber in ihrem Intensitdtsverhiltnis unterschei-
den, was zur Identifizierung der beiden Epimere genutzt werden kann. Von den in Tab. 4 dargestellten
Substanzen werden nachfolgend CTC und e-CTC quantifiziert, alle iibrigen Verbindungen vorerst nur

qualitativ bestimmt.

5.2.1.3 Stabilitdt von CTC und e-CTC in Losung

Bei den in der Literatur beschriebenen Verfahren werden haufig keine genauen Angaben dariiber ge-
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macht, wie die Kalibrierung durchgefiihrt wurde, vor allem fehlen Angaben iiber die Bildung mogli-
cher Abbau- und Umwandlungsprodukte in Kalibrierlosungen. Insbesondere ist in wiBrigen Losungen
bei schwach saurem pH-Wert mit einer Epimerisierung zu rechnen. Ziel war es daher, nach Auswahl
des Losungsmittels die Stabilitdt der Analyten in Lésung im Hinblick auf die Kalibrierung zu tiberprii-
fen. Es wurden die nachfolgend aufgefiihrten Untersuchungen durchgefiihrt:

e Untersuchung der Epimerisierung von CTC in L&sung bei verschiedenen Temperaturen

e Vergleich der Stabilitidt von CTC in Einzelstandardlosung mit der von CTC in Mischstandard-

16sung zusammen mit e-CTC
e Langzeitstabilitidt von CTC und e-CTC in Kalibrierldsung

Zunichst galt es, das optimale Losungsmittel zur Herstellung der Kalibrierlosungen fiir CTC und e-
CTC auszuwihlen. Dabei zu beriicksichtigen waren die Loslichkeit der Analyten, die chromatographi-
schen Bedingungen im Hinblick auf die Peakform sowie die Stabilitdt der Substanzen in dem gewéihl-
ten Losungsmitel. Als Losungsmittel erwies sich MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) (pH 2,8) (FlieB-
mittel A: H,O/CH;CN/HCOOH (10 % CH;CN (v/v), 0,5 % HCOOH, (v/v)) als geeignet. Aufgrund
einer moglichen Epimerisierung bei diesem pH-Wert wurde vermutet, da3 bei Einsatz von Einzelstan-
dardlosungen die Gefahr der Epimerisierung besteht und somit undefinierte Mengen an CTC und e-
CTC in den jeweiligen Kalibrierlosungen vorliegen. Neben der Untersuchung der Stabilitit sollte da-
her auch bewuB}t eine Epimerisierung herbeigefiihrt werden, um das Massenverhéltnis von CTC und e-
CTC zur ermitteln, bei dem sich keine Konzentrationsénderung von CTC und e-CTC ergibt. Ziel war
es, Mischstandardldsungen herzustellen, da CTC und e-CTC in Mischstandardlosungen im Vergleich
zu Einzelstandardlosungen eine hohere Stabilitit aufweisen sollten. In Mischstandardlosungen sollten
beide Verbindungen ein deutlich geringeres Bestreben ausfweisen, zu epimerisieren, da sie sich ndher
am Gleichgewichtszustand befinden. Daher wurde zunichst die Stabilitdit von CTC in diesem Lo-
sungsmittelgemisch bei Temperaturen von 5 °C, 25 °C und 40 °C untersucht. In Abb. 15 ist der Kon-
zentrationsverlauf von CTC bei den verschiedenen Temperaturen iiber einen Zeitraum von 60 h darge-
stellt. In Einzelstandardlosungen zeigt CTC bei allen Temperaturen unter Zugrundelegung der Wie-
derholprézision [244] nach 60 h eine signifikante Konzentrationsabnahme. Wihrend bei einer Tempe-
ratur von 5 °C CTC {iber einen Zeitraum von 24 h stabil ist, ist bereits bei einer Temperatur von 25 °C
eine wesentlich hohere Konzentrationsabnahme {iber einen Zeitraum von 60 h zu beobachten. Bei
einer Temperatur von 25 °C sind CTC-Ldsungen nur 12 h stabil, bei 40 °C kommt es schon nach 3 h
zu Umwandlungsreaktionen.

Das Massenverhiltnis von CTC und e-CTC, bei dem sich keine Konzentrationsdnderung mehr ergibt,
wurde bei einer Temperatur von 40 °C zu 1:1 ermittelt. Erst bei dieser Lagerungstemperatur nimmt die
CTC-Ausgangskonzentration exponentiell ab und nach einem Zeitraum von 50 h ergab sich bei einer
Konzentrationsabnahme von etwa 50 % keine Konzentrationsédnderung. Neben der erwarteten Epime-
risierung sind allerdings bei dieser Temperatur noch weitere Umwandlungsreaktionen aufgetreten
(siche Kap. 5.6.1). Aus diesem Grund und wegen der Temperaturabhéngigkeit der Gleichgewichts-
konstanten konnte der Gleichgewichtszustand bei einer Temperatur von 5-25 °C, entsprechend der
Arbeitsbedingungen, nur vermutet werden. In der Literatur wird das Ausmal} der Epimerisierung bei
einem pH-Wert von 3,2 zu 55 % angegeben [138, 139, 140], so daB in guter Ubereinstimmung das
Gleichgewicht unter diesen Bedingungen bei einer Epimerisierungsrate von 50 % angenommen wur-
de.
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Nachfolgend wurde die Stabilitdt von CTC in einer Mischstandardlésung aus CTC und e-CTC in Me-
OH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) (pH 2,8) iiber einen Zeitraum von 60 h untersucht und mit der Stabili-
tdt von CTC in der Einzelstandardlosung verglichen. In Mischstandardldsungen aus CTC und e-CTC
im Massenverhéltnis 1:1 zeigt CTC bei einer Temperatur von 5°C keine Konzentrationsabnahme, ent-
sprechend dem in Abb. 15 dargestellten obersten Kurvenverlauf. Die Stabilititsuntersuchungen in
diesem Losungsmittel belegen die Vermutung, da CTC und e-CTC in Mischstandardlosungen im
Massenverhéltnis 1:1 stabiler sind als in den entsprechenden Einzelstandardldsungen. Die Kalibrie-
rung wird daher mit einer Mischstandardlosung aus CTC und e-CTC in MeOH/FlieBmittel A (50/50)
(v/v) (pH 2,8) im Massenverhiltnis 1:1 durchgefiihrt.
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Abb. 15: Anderung der Konzentration von CTC in MeOH/Fliefmittel A (50/50) (v/v) als Funktion
von Temperatur und Zeit (f = 10 mg/L) (CTC in Mischlosung: CTC: e-CTC = 1:1 (w/w))
(370 nm)

Im Hinblick auf die Lagerung von Kalibrierlosungen wurde abschlieBend die Langzeitstabilitidt von
CTC und e-CTC in Mischstandardlosungen in MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) (pH 2,8) im Mas-
senverhiltnis 1:1 bei einer Lagerung von -80 °C und Konzentrationen von 1 und 10 mg/L iiber einen
Zeitraum von sechs Monaten untersucht. Zum Vergleich wurden entsprechende Langzeitstabilitdtsun-
tersuchungen mit CTC und e-CTC in Einzelstandardldsungen durchgefiihrt. Die fiir diese Untersu-
chungen hergestellten Losungen wurden aliquotiert, bei -80 °C eingefroren, und in Zeitabstéinden von
zwei Wochen wurde jeweils ein Aliquot entnommen und chromatographisch vermessen. In Misch-
standardlosungen erwiesen sich CTC und e-CTC mit einer maximalen Konzentrationsabnahme von
2,5 % fir CTC und 2 % fiir e-CTC unter Zugrundelegung der fiir beide giiltigen Wiederholprizision
(Berechnung siche Kap. A. 2 im Anhang) von 7,2 % iiber den untersuchten Zeitraum von sechs Mo-
naten als stabil (sieche Abb. A. 1 und Abb. A. 2 im Anhang). Die Stabilititsuntersuchungen von CTC
und e-CTC in den Einzelstandardlésungen ergaben, dal3 fiir beide Substanzen die maximalen Konzen-
trationsabnahmen nach sechs Monaten mit 3 % fiir CTC und 3,5 % fiir e-CTC etwas hoher lagen als
bei den entsprechenden Mischstandardldsungen. Es handelt sich jedoch nicht um eine signifikante
Konzentrationsabnahme, so dal CTC und e-CTC auch unter diesen Bedingungen iiber diesen Zeit-
raum als stabil zu betrachten sind.
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5.2.2 Entwicklung und Optimierung der Probenvorbereitung

Ziel der Probenvorbereitung war, CTC und e-CTC aus den Matrices Urin, Plasma, Faeces, Muskula-
tur, Leber, Niere und Knochen mdglichst quantitativ zu extrahieren. Da hierbei meist eine Reihe von
Probenbestandteilen mitextrahiert werden, ist sowohl fiir die UV-Detektion als auch fiir die MS/MS-
Detektion zur Vermeidung von Matrixeffekten eine Aufreinigung der erhaltenen Extrakte notwendig.
Dazu wurde der Extraktion aus der Matrix ein Festphasenextraktionsschritt nachgeschaltet. Eine Auf-
konzentrierung der Extrakte war erforderlich, um im Rahmen der durchgefiihrten Medikationsstudien
das Ausscheidungsverhalten von CTC und e-CTC in Urin und Faeces so weit wie moglich verfolgen
zu konnen sowie auch geringe Gehalte in den Schlachtproben im Hinblick auf eine mogliche Resi-
stenzbildung nachweisen zu kénnen. Das entwickelte Analysenverfahren schliefit unter Zugrundele-
gung der Riickstandshdchstmengenverordnung [116] die quantitative Bestimmung von e-CTC mit ein,
da eine Epimerisierung bereits wihrend der Probenvorbereitung stattfinden kann. Daher wird bei allen
nachfolgend beschriebenen Wiederfinungsversuchen, bei denen CTC zudotiert wurde, die Wiederfin-
dung als Summe aus CTC und e-CTC angegeben. Da wihrend der Probenvorbereitung neben einer
Epimersierung moglicherweise auch mit einer Isomerisierung zu rechnen war, wie die Stabilitatsunter-
suchungen in Kap. 5.2.1.3 gezeigt haben, war besonders auf mogliche Abbau- bzw. Umwandlungsre-
aktionen zu achten. Des weiteren war die hohe Tendenz zur Komplexbildung sowie in biologischen
Proben eine Protein-Analyt-Bindung zu beriicksichtigen.

In der Literatur wird von einigen Autoren der Einsatz eines internen Standards zur Bestimmung der
Tetracycline OTC, TC und CTC in biologischen Proben beschrieben, wobei oft ein anderes Tetracy-
clinderivat, meist Demethylchlortetracyclin (DMCTC), als interner Standard verwendet [245, 246,
247] wird. Dies ist jedoch als kritisch zu betrachten, da sich DMCTC in seinen chemischen Eigen-
schaften beziiglich der Neigung zur Bildung von Metaboliten von den anderen Tetracyclinderivaten
unterscheidet. DMCTC zeigt eine vergleichsweise hohe Stabilitdt hinsichtlich der Bildung von Epime-
ren und Isomeren, die wihrend der Probenvorbereitung entstehen kénnen. Damit verhélt sich DMCTC
nicht wie die anderen Tetracycline und ist daher als interner Standard ungeeignet. Dariiber hinaus soll-
te bei der MS/MS-Detektion der interne Standard und der Analyt coeluieren, da die Ionisation im In-
terface durch die FlieBmittelzusammensetzung beeinflullit wird [248]. Dies ist jedoch meist nur bei
isotopenmarkierten Standards gegeben. Da isotopenmarkierte Tetracyclin-Standardsubstanzen kom-

merziell nicht erhéltlich sind, wurde auf den Einsatz eines internen Standards verzichtet.

Nach Extraktion der Analyten aus der zerkleinerten und homogenisierten Matrix mit Mcllvain-Puffer
(pH 4) erfolgte die Aufreinigung und Aufkonzentrierung des Extraktes mit SPE. Das hierbei erhaltene
Eluat wurde zur weiteren Aufkonzentrierung in einem sogenannten ,,TurboVap* eingeengt. Hierbei
wurde das in spezielle Reagenzgldser aufgefangene Fluat in einem Wasserbad unter Stickstoff- oder
Luftstrom in Abhéngigkeit von der Stabilitdt der Analyten entfernt. Einengen im Stickstoffstrom ist
nicht notwendig, da festgestellt wurde, dafl die Wiederfindung sowohl bei einer Temperatur von 30 °C
als auch 40 °C unabhéngig von dem gewihlten Gas ist und in beiden Fillen bei ca. 95 % liegt. Die
Temperatur des Wasserbades darf jedoch 40 °C nicht {iberschreiten, um zu gewihrleisten, dal keine
Verluste der Analyten auftreten. Zur Aufnahme des Riickstandes nach Einengen des Eluates erwies
sich eine Mischung aus MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) als geeignet.

In Abb. 16 ist der Analysenablauf zur Bestimmung von CTC und e-CTC in biologischen Proben

schematisch dargestellt.
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Zerkleinerung und Homogenisierung der Probe
(Proteinfillung)

4

Extraktion mit EDTA-Mecllvain-Puffer pH 4
Extraktion der Analyten aus der Matrix
Einstellung des pH-Wertes fiir die SPE

4

SPE
Aufreinigung und Aufkonzentrierung

mit Festphasenextraktion (SPE)

4

Herstellung der Mef3probe

Einengen des Eluates bis zur Trockne
Aufnahme des Riickstandes in MeOH/FlieBmittel A (50/50)
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HPLC-UV-MS/MS

Konzentrationsbestimmung von CTC und e-CTC entweder {iber
UV (370 nm) oder MS/MS (TIC)

Abb. 16: Schematische Darstellung der Probenvorbereitung zur Bestimmung von CTC und e-CTC in

biologischen Proben

Bei der Entwicklung und Optimierung der Probenvorbereitung wurden folgende Untersuchungen
durchgefiihrt:

Auswahl des SPE-Materials ohne biologische Matrix mit dotiertem Extraktionsmittel, dem
EDTA-Mcllvain-Puffer

Einfluf des pH-Wertes des Extraktionsmittels und eines EDTA-Zusatzes zum Extraktionsmit-
tel auf die Wiederfindung

Uberpriifung der Ubertragbarkeit des entwickelten Verfahrens fiir CTC und e-CTC auf die
Bestimmung der weiteren Abbau- und Umwandlungsprodukten iso-CTC, Anhydro-CTC und
e-Anhydro CTC

Ermittlung des Einflusses einzelner Probenvorbereitungsschritte auf die Epimerisierung

Entwicklung der Probenvorbereitung fiir Urin, Plasma, Faeces, Muskulatur, Leber, Niere und
Knochen, wobei der Schwerpunkt der Methodenentwicklung auf der zur Lebensmittelgewin-
nung dienenden wichtigsten Matrix Muskulatur liegen sollte.
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5.2.2.1 Auswahl des SPE-Materials

Es wurden drei verschiedene Sorbentien auf auf ihre Eignung zur Bestimmung von CTC und e-CTC
iiberpriift: Chromabond Tetracycline, Oasis HLB und Nexus. Bei dem Sorbens der Chromabond Te-
tracyclin-Kartusche handelt es sich um eine fiir die Tetracyclinanalytik modifizierte C18-
Umkehrphase, das Oasis HLB- und Nexus-Material basiert auf einem Copolymer. Zur Ermittlung der
Wiederfindung von CTC mit diesen SPE-Materialien wurde zu 10 mL EDTA-Mcllvain-Puffer (pH 4)
2 pg bzw. 20 pg CTC zudotiert und aufgearbeitet, wobei die Elution in drei Fraktionen von jeweils 2
mL erfolgte und das Endvolumen der MeBproben 200 puL betrug. Die erzielten Wiederfindungen sind
in Tab. 5 zusammengefal3t, wobei sich die Wiederfindungen auf die Summengehalte (X CTC + e-
CTC) beziehen.

Tab. 5: Wiederfindungen (X CTC + e-CTC) mit verschiedenen SPE-Phasen (dotierter EDTA-
Mecllvain-Puffer pH 4, Fraktionsvolumina: 2 mL, 370 nm, n = 3)

stationire Wiederfindung [% Wiederfindung [%
SPE-Kartusche Phase 2 pg (Viena = zogo [uL]) 20 pg (Vi = 2(%0[ ull)
1. Fraktion 75 1. Fraktion 79
Chromabond C 18 2. Fraktion 7 2. Fraktion 8
Tetracycline 3. Fraktion 0 3. Fraktion 0
py 82 x 87
1. Fraktion 106 1. Fraktion 103
. 2. Fraktion 0 2. Fraktion 2
Oasis HLB Copolymer 3. Fraktion 0 3. Fraktion 0
by 106 x 105
1. Fraktion 89 1. Fraktion 87
Nexus Copolymer 2.F rakt%on 10 2. Frakt?on 15
3. Fraktion 0 3. Fraktion 0
x 99 z 102

Wéhrend mit dem Chromabond-Tetracycline-Material nur Wiederfindungen zwischen 82 % und 87 %
erreicht wurden, konnten mit den anderen beiden Siulenmaterialien quantitative Werte um 100 %
erzielt werden. Die Untersuchung der einzelnen Fraktionen ergab, daB bei Einsatz der NEXUS-
Kartusche ein groBeres Elutionsvolumen notwendig war, so dafl die Oasis-HLB-Kartusche am besten
geeignet war. Ein Elutionsvolumen von 2 mL reicht bei dieser SPE-Kartusche aus, um CTC und e-
CTC fast vollstdndig zu eluieren. Da jedoch bei der hoheren Konzentration ein Restgehalt an CTC und
e-CTC in der zweiten Fraktion festgestellt wurde, wurden zur Gewahrleistung einer vollstindigen

Elution bei den weiteren Analysen 3 mL verwendet.

5.2.2.2 EinfluB} der Zusammensetzung des Extraktionsmittels

Bei den in der Literatur beschriebenen Verfahren wird zur Extraktion von Tetracyclinen aus biologi-
schen Materialien meist Mcllvain-Puffer pH 4 mit einem EDTA-Zusatz verwendet [170, 172, 180].
Systematische Untersuchungen des Einflusses vom pH-Wert und des EDTA-Zusatzes sind jedoch
nicht bekannt. Da die Wiederfindung der Tetracycline einerseits aufgrund ihres amphoteren Charak-
ters stark pH-Wert-abhingig sein sollte und andererseits wegen einer moglichen Komplexbildung auch
der EDTA-Zusatz einen EinfluB} ausiiben konnte, wurden Mcllvain-Puffer der pH-Werte 2, 3, 4, 5 und
6 ohne und mit einem EDTA-Zusatz (0,01 moL/L) hergestellt, zu 10 mL dieser Lésungen CTC zudo-
tiert und mit SPE aufgearbeitet.




5 Ergebnisse und Diskussion 47

Tab. 6: SPE-Wiederfindung (X CTC + e-CTC) mit der Oasis HLB-Kartusche in Abhdngigkeit vom pH-
Wert und EDTA-Zusatz des Mcllvain-Puffers (dotierter Mcllvain-Puffer, 370 nm, n = 3)

Wiederfindung [%]

. CTC-Zusatz [pg]
Mecllvain-Puffer (Vina = 200 pL) pH 2 pH3 pH 4 pHS pH 6
ohne EDTA 2 105 92 80 60 0
0,01 moL/L EDTA 2 110 108 101 67 30

Die in Tab. 6 dargestellten Wiederfindungen zeigen, dafl die Extraktion mit Mcllvain-Puffer im pH-
Bereich von 2-4 mit EDTA-Zusatz zu Wiederfindungen von etwa 100 % fiihrten. Ohne EDTA-Zusatz
zeigte sich jedoch bereits ab pH 3 eine deutlich verringerte Wiederfindung. Maximale Wiederfindun-
gen von 110 % konnten bei der SPE-Extraktion mit Mcllvain-Puffer pH 2 mit 0,01 moL/L EDTA
erreicht werden.

Tetracycline liegen, entsprechend der pKs-Werte, siche Kap. 3.5.1, bei pH 2 als Kation, bei pH 5,5 als
Zwitterion und bei pH 8,7 als Monoanion vor [123, 152, 179]. Eine zunehmende Deprotonierung der
OH-Gruppen am C3- und C12-Atom fiihrt offenbar zu einer Schwéchung der Wechselwirkung zwi-
schen der ionisierten Tetracycline und der unpolaren Festphase und damit zu einem geringeren Sorpti-
onsgrad. Die Dimethylaminogruppe liegt dagegen im pH-Bereich von 2-6 weitgehend protoniert vor.
Mit sinkendem pH-Wert und abnehmendem Dissoziationsgrad verschiebt sich die bevorzugte Kon-
formation von der ,,extended“-Form zur ,,twisted“-Form. Mdoglicherweise trigt eine Abschirmung der
positiven Ladung in der ,.twisted““-Konformation zu einer verstirkten Wechselwirkung zwischen Te-
tracyclinmolekiil und unpolarer Festphase bei. Ein EDTA-Zusatz wirkt sich ebenfalls giinstig auf die
Wiederfindung aus. Urséchlich hierfiir konnte der von JURGENS et al. angenommene Retentionsme-
chanismus sein, der auf einer Komplex- bzw. lonenpaarbildung zwischen dem protonierten Tetracy-
clin und dem anionischen EDTA-Molekiil beruht [174]. Es bleibt zu {iberpriifen, ob sich dhnliche Ab-
hiangigkeiten der Wiederfindung auch bei der Aufarbeitung von Realproben ergeben.

5.2.2.3 Wiederfindungsstudien mit CTC und e-CTC

Da wihrend der Probenvorbereitung eine Epimerisierung stattfindet, wurde iiberpriift, ob sich das
SPE-Verfahren fiir e-CTC ebenso wie fiir CTC eignet. Hierzu wurden jeweils 10 mL Puffer mit 2 pg
bzw. 20 pg CTC oder e-CTC dotiert, diese Losungen mit SPE aufgearbeitet und die Konzentrationen
der zudotierten Substanz und dem jeweiligen Epimeren ermittelt. Die hierbei erhaltenen Wiederfin-
dungen sind in Tab. 7 dargestellt.

Die durchgefiihrten Untersuchungen haben gezeigt, dafl sich sowohl CTC als auch e-CTC mit diesem
SPE-Verfahren quantitativ extrahieren lassen. Unter Beriicksichtigung des jeweiligen Epimers wurden
Wiederfindungen zwischen 97 % und 104 % ermittelt. Neben einer Epimerisierung konnten keine
weiteren Abbau- und Umwandlungsreaktionen festgestellt werden. Die Epimerisierungsraten sind
unabhéngig von der zugesetzten Konzentration und liegen fiir CTC bei durchschnittlich 17 % und fiir
e-CTC bei 20 %, wobei sich die Epimerisierungsrate als Quotient aus dem Gehalt von dem jeweiligen

Epimeren und der Summe von Muttersubstanz und Epimer ergab.
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Tab. 7: Wiederfindung von CTC und e-CTC nach der SPE-Aufarbeitung von dotierten EDTA-
Mecllvain-Puffern (Oasis HLB, Mcllvain-Puffer mit 0,1 moL/L EDTA, 370 nm, n = 6)

dotierte Wiederfindung [%] Wiederfindung [%]
Substanz Zusatz: 2 pg, Vgyg =200 pL Zusatz: 20 pg, Viyg =200 pL
CTC CTC e-CTC | X (CTC+e-CTC) CTC e-CTC [ Z (CTC+e-CTC)
83 16 99 80 17 97
e-CTC CTC X (e-CTC+CTC) e-CTC CTC X (e-CTC+CTC)
et 81 23 104 80 18 98

5.2.2.4 EinfluB} einzelner Probenvorbereitungsschritte auf die Epimerisierung

Um zu tberpriifen, in welchem Schritt der Probenvorbereitung die Epimerisierung stattfindet, wurden

einzelne Schritte der Probenvorbereitung simuliert und in den hierbei erhaltenen Proben der Gehalt der

zudotierten Substanz und dem entsprechenden Epimeren ermittelt. Aus diesen Gehalten wurden an-

schlieBend die Epimerisierunsraten berechnet. Die Untersuchungen erfolgten sowohl fiir CTC als auch

fiir e-CTC. Die einzelnen Versuchsbedingungen und die ermittelten Epimerisierungsraten sind in Tab.

8 zusammengestellt.

Tab. 8: Epimerisierung von CTC und e-CTC unter verschiedenen simulierten Extraktions- und SPE-
Bedingungen (Oasis HLB, 370 nm, n = 4)

Simulierter Schritt der Epimel;isierung
Probenvorbereitung Versuch %l
CTC e-CTC
1 Extraktion aus der | 10 mL EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 + 20 pg Substanz, g 12
Matrix 2 h Stehenlassen bei RT
) SPE 10 mL EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 + 20 pg Substanz, 5 ]
SPE, Verdiinnung des Eluates mit 3 mL FlieBmittel A
Weiterverarbeitun 3 mL MeOH + 2 pg Substanz, Einengen des Eluates
3 des Eluates € | durch Lyophilisierung, Aufnahme des Riickstandes in ~0 ~0
200 uL. MeOH/FlieBm. A (50/50) (v/v)
Weiterverarbeitun 3 mL MeOH + 2 pg Substanz, Einengen im TurboVap
4 des Eluates & (30 °C) (Dauer: 30 min), Aufnahme des Riickstandes in 10 8
200 uL. MeOH/FlieBm. A (50/50) (v/v)
Weiterverarbeitun 3 mL MeOH + 2 pg Substanz, Einengen im TurboVap
5 des Fluates & (40 °C) (Dauer: 20 min), Aufnahme des Riickstandes in 10 8
200 uL. MeOH/FlieBm. A (50/50) (v/v)
SPE + 10 mL EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 + 2 pg Substanz,
6 | Weiterverarbeitun SPE, Einengen des Eluates durch Lyophilisierung, Auf- 5 6
des Fluates € | nahme des Riickstandes in 200 uL MeOH/FlieBm. A
(50/50) (v/v)
SPE + 10 mL EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 + 2 pug Substanz,
7 | Weiterverarbeitun SPE, Einengen des Eluates im TurboVap (30 °C), Auf- 12 13
des Eluates & | nahme des Riickstandes in 200 uL MeOH/Fliefm. A
(50/50) (v/v)
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Die Ergebnisse des ersten Versuches zeigen, dal eine Epimerisierung besonders durch die Einwirkung
des schwach sauren Mcllvain-Puffers bei der Extraktion aus der Matrix begiinstigt wird, da alleine das
Stehenlassen eines dotierten Mcllvain-Puffers {iber einen Zeitraum von 2 h eine Epimerisierung von 8
% fiir CTC und 12 % fiir e-CTC verursacht. Ein Vergleich des ersten Versuches mit dem zweiten Ver-
such zeigt, daB offensichtlich die Dauer der Puffer-Einwirkung eine grofe Rolle spielt. Die Durchfiih-
rung der SPE im zweiten Versuch, bei der Mcllvain-Puffer dotiert und sofort weiterverarbeitet wurde,
fiihrt zwar bereits zu einer Epimerisierung, die Werte liegen jedoch mit 5 % fiir CTC und 8 % fiir e-
CTC niedriger als die ermittelten Epimerisierungen des ersten Versuches.

Die Simulation der Weiterverarbeitung des Eluates in den Versuchen 3-5 ergab, da3 eine Epimerisie-
rung nur durch Lyophilisierung des Eluates vermieden werden kann. Ein Einengen im TurboVap unter
erhohter Temperatureinwirkung fiihrt unabhéngig von der Temperatur (30°C, 40 °C) zu einer Epimeri-
sierung von 8 % bis 10 %. Der fiinfte und sechste Versuch umfafit sowohl die SPE als auch die Wei-
terverarbeitung des Eluates. Die Ergebnisse dieser Versuche verdeutlichen, da3 die Epimerisierung
wiahrend der Probenvorbereitung dadurch minimiert werden kann, indem die Weiterverarbeitung des

Eluates durch Lyophilisierung anstatt durch Eineengen im TurboVap erfolgt.

Insgesamt kann gesagt werden, daB3 eine Epimerisierung vor allem durch die Extraktion mit dem
schwach sauren Mcllvain-Puffer (pH 4) verursacht wird. Die Durchfiihrung der SPE ohne einen weite-
ren Aufkonzentrierungsschritt fithrt daher bereits zu einer Epimerisierung. Erfolgt die Weiterverarbei-
tung des Eluates durch Einengen im TurboVap, so erhoht sich die Epimerisierungsrate nochmals. Da-
her kann eine Epimerisierung wihrend der Probenvorbereitung nicht vollstindig vermieden werden.
Dies bestitigt die Notwendigkeit, den CTC-Gehalt als Summe von CTC und e-CTC zu ermitteln. Wei-
terhin zeigt ein Vergleich der Epimerisierungsraten von CTC und e-CTC in den durchgefiihrten Ver-
suchen, daf} sich beide Verbindungen weitgehend identisch verhalten.

5.2.2.5 Urin, Plasma und Faeces

Urin

In der Literatur werden verschiedene Verfahren fiir die Bestimmung von Tetracyclinen in Urin be-
schrieben, wobei die Urinproben entweder direkt ohne Aufarbeitung zur HPLC-Analyse eingesetzt
werden, eine Aufreinigung mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion oder Festphasenextraktion erfolgt oder
Sdulenschaltsysteme verwendet werden [249-252, 257]. Bei der Aufarbeitung von Urin mit Festpha-
senextraktion wird als Festphasenmaterial meist eine herkdmmliches C18-Phase eingesetzt.

Das fiir Urin entwickelte eigene Extraktionsverfahren umfalit eine pH-Wert-Einstellung der Probe und
eine Festphasenextraktion mit der Oasis HLB-Kartusche, welches als Sorbens ein Copolymer enthélt.
Zu 5 mL Urin werden zur Einstellung des pH-Wertes 5 mL. EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 gegeben
und mittels SPE weiter aufgearbeitet. Wiederfindungsversuche mit Urinproben, die auf Gehalte von 10
ug/L und 100 pg/L dotiert wurden, haben gezeigt, dal mit diesem Extraktionsverfahren durchschnitt-
liche Wiederfindungen von 97 % fiir CTC mittels LC-MS/MS erzielt werden. Eine Quantifizierung
von CTC und e-CTC mit UV-Detektion ist aufgrund der geringen Spezifitit der UV-Absorption nicht
moglich, da der CTC- und e-CTC-Peak von Peaks anderer storender Substanzen iiberlagert wird.

Plasma

Bei der Bestimmung von Tetracyclinen in Plasma ist vor allem die Protein-Analyt-Bindung zu be-

riicksichtigen. Plasma-Proteine konnen durch unspezifische Bindung an der stationidren Phase oder
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durch organische Losungsmittel hervorgerufene Ausféllungen zu Stérungen sowohl bei der Proben-
vorbereitung als auch bei der chromatographischen Bestimmung fithren. Daher war nach Gewinnung
des Plasmas vor der weiteren Aufarbeitung zunichst eine Abtrennung der Proteine notwendig.
Nachteil einer Proteinféllung ist jedoch, daB3 moglicherweise auch Analyten mit den Proteinen ausge-
fallt werden.

Die Gewinnung des Plasmas erfolgt durch Abzentrifugieren des Vollblutes. Plasma ist dabei der
annihernd zellfreie Uberstand des zentrifugierten Vollblutes, dessen Gerinnungsfihigkeit sofort bei
der Blutentnahme durch Zusitze von Na,-EDTA oder Li-Heparin gehemmt wird [253]. Heparin ver-
hindert die Blutgerinnung, indem es die Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin und damit des-
sen Wirkung auf Fibrinogen sowie die Aggregation der Thrombozyten hemmt. EDTA komplexiert die
an der Bildung des Thrombins beteiligten Ca*"-Ionen und verhindert so die Koagulation des Blutes
[254]. Bei den in der Literatur beschriebenen Verfahren [152, 258, 259, 262] wird in den meisten Fal-
len nicht angegeben, wie die Plasmaproben gewonnen wurden und welches Antikoagulantium einge-
setzt wurde. EDTA sollte besser geeignet sein, da es mit Komplexbildungskonstanten in Abhéngigkeit
vom Zentralatom zwischen K = 10*” und K = 10'"’ [255] die im Plasma vorhanden Metallkationen
abfingt und damit eine Komplexierung der Tetracycline, deren Komplexbildungskonstanten mit Wer-
ten zwischen K = 10> bis K = 10%* [130, 131] fiir das jeweilige Zentralatom niedriger liegen, verhin-
dert. Das in den nachfolgenden Versuchen eingesetzte Plasma stammte aus der Medikationsstudie im
Landwirtschaftszentrum Haus Diisse und wurde aus den genannten Griinden aus EDTA-Vollblut ge-
wonnen.

Zur Abtrennung der Proteine gibt es verschiedene Moglichkeiten. Durch Erhitzen oder Einwirkung
von Séuren, Laugen oder hohen Salzlasten lassen sich Proteine ausfillen. Denaturierende Agentien
wie starke Sduren, z.B. Perchlorsidure und Metaphosphorsédure, oder saure Pufferlosungen, die haufig
zur Entfernung von Proteinen aus biologischen Proben eingesetzt werden, fithren zu einer irreversiblen
Ausfillung der Proteine. Durch Anlagerung von Protonen an das Protein bildet sich ein Polykation,
wodurch es zu starken intramolekularen Abstoungen kommt und die Sekundér-, Tertidr- und Quartér-
struktur der Proteine verloren gehen. Das Sédureanion lagert sich zusétzlich an das Protein, so dal} ein
unldsliches, nach auBBen neutrales, Salz entsteht und die Proteine vollstdndig ausfallen. Schonendere
Ausflockungen ohne Denaturierung werden durch Alkohole, Acetonitril und Ammoniumsalze erreicht.
Bei diesen Ausfillungen erfolgt eine Schwichung der Hydrathiille der Proteine, die zu einer Herabset-
zung der Loslichkeit fiihrt [54, 256]. Wiahrend bei einigen Literaturverfahren zur Bestimmung von
Tetracyclinen in Plasma auf eine Proteinabtrennung vollstindig verzichtet [257-259] wird, verwenden
andere Autoren zur Proteinfillung saure Pufferlosungen [260-263], Ammoniumsalze [264] oder Ace-
tonitril [265-268]. Bei der Entscheidung, welches Reagenz zur Proteinfillung eingesetzt wird, ist die

Stabilitdt in dem jeweiligen Fallungsreagenz zu beriicksichtigen.

Um zu iiberpriifen, welches Fillungsreagenz sich fiir die Bestimmung von CTC und e-CTC in Plasma
am besten eignet, wurden als Féllungsreagenzien Acetonitril, Methanol, 6% HCIO4 (w/w) sowie eine
Mischung aus Perchlorsdure und Metaphosphorsdure, 6% HCIO, (w/w)/2% HPO; (w/w), eingesetzt.
Anhand der SPE-Aufarbeitung von dotierten Acetonitril- bzw. Methanol-Mcllvain-Puffer-Gemischen
wurde zunédchst nachgewiesen, dafl der organische Anteil im Mcllvain-Puffer 25 % nicht tiberschreiten
darf, damit die Analyten vollstéindig auf der SPE-Phase retardieren. Die Aufarbeitung der Plasmapro-
ben erfolgte, indem zu 5 mL mit CTC dotiertem Plasma 5 mL Fillungsreagenz gegeben, die Proben

geschiittelt, die ausgefillten Proteine abzentrifugiert und zum Uberstand zur pH-Wert-Einstellung
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EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 gegeben wurde. Der so erhaltene Extrakt wurde durch SPE mit Oasis
HLB aufgereinigt. Die mit den unterschiedlichen Fallungsreagenzien erhaltenen Wiederfindungen sind
in Tab. 9 dargestellt.

Tab. 9: Wiederfindung (X CTC + e-CTC) in Plasma nach Proteinabtrennung durch verschiedene Fiil-
lungsreagenzien und anschlieffender SPE mit Oasis HLB (f = 400 ug CTC/L Plasma,

370 nm, n = 4)
6% HCIO4 (W/w) /
Fillungsreagenz CH;CN MeOH 2% HPO; (w/w) 6% HCIO4 (W/w)
Wiederfindung [%] 46 51 61 68

Die mit den untersuchten Fillungsreagenzien erzielten Wiederfindungen lagen fiir Acetonitril bei 46
% und fiir Methanol bei 51 %. Die hochsten Wiederfindungen wurden mit 6 % HCIO, als Fillungsrea-
genz erzielt und lagen mit 68 % etwas hoher als die mit der Mischung aus 6 % HClO4/2 % HPO; er-
haltenen Werte. Eine Sdurefillung der Proteine ist damit giinstiger als die schonende Ausflockung mit
organischen Losungsmitteln. Da CTC zwischen 45 % und 60 % an Plasma-Proteine gebunden wird,
siche Kap. 3.3, und die Wiederfindung von CTC nach Saurefillung zwischen 61 % und 68 % liegt,
wird durch den Zusatz von Séure die Bindung der Tetracycline an den Proteinen zumindest teilweise
gelost. Es kann jedoch nicht beurteilt werden, ob der Sdurezusatz eine bessere Losung der Tetracyclin-
Protein-Bindung als der Zusatz organischer Losungsmittel bewirkt oder die Bedingungen bei der nach-
folgenden Festphasenextraktion im Falle der Sdureféallung bei der Plasmaaufarbeitung giinstiger ist.
Als optimales Fallungsreagenz zur Proteinabtrennung hat sich damit 6 % HClO, ergeben. Mit diesem
Verfahren ist eine Quantifizierung von CTC und e-CTC in Plasma sowohl mit HPLC-UV als auch mit
LC-MS/MS moglich.

Faeces

Es gibt nur wenig Verdffentlichungen iiber die Bestimmung von Arzneimitteln in Faeces [269-271],
wobei kein LC-MS/MS-Verfahren bekannt ist. SUNDERLAND et al. beispielsweise nutzen zur Be-
stimmung von CTC in Faeces vom Schwein die HPLC-UV [272]. Daneben wird die Quantifizierung
von Tetracyclinen in Giille bzw. giillegediingten Boden beschrieben [273-277]. Diese Verfahren zur
Probenvorbereitung umfassen die Extraktion der Giilleproben mit Citrat-Puffer und zur Aufreinigung
die Fliissig-Fliissig-Extraktion. Die chromatographische Bestimmung erfolgt meist durch LC-MS/MS.

Bei dem eigenen entwickelten Verfahren erfolgt die Exktraktion der Analyten, indem zu 0,5 g Faeces
10 mL Mcllvain-Puffer zugegeben wurde. AnschlieBend wurden die Proben geschiittelt und zentrifu-
giert. Nach weiteren zwei Extraktionsschritten wurden die vereinigten Uberstinde mittels SPE mit
Oasis HLB aufgereinigt. Da die ermittelten Konzentrationen von CTC in Faeces sehr hoch waren,
erfolgte keine weitere Aufkonzentrierung, sondern das bei der SPE erhaltene Eluat wurde mit FlieB-
mittel A im Verhéltnis 1:2 verdiinnt. Auf diese Art und Weise wurden MeBproben mit sehr geringen
Matrixanteilen erhalten. Daher war eine Auswertung der Chromatogramme sowohl mittels UV- als
auch MS/MS-Detektion mdglich.

Zur Ermittlung eines geeigneten Extraktionsmittels wurde iiberpriift, ob die fiir Standardlésungen fest-
gestellte Abhingigkeit der Wiederfindung vom pH-Wert des Extraktionsmittels, siche Kap. 5.2.2.2,
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auch bei Realproben auftritt, wurden EDTA-Mcllvain-Puffer verschiedener pH-Werte als Extrakti-
onsmittel auf ihre Eignung zur Extraktion von CTC und e-CTC aus Faeces untersucht. Analog Kap.
5.2.2.2 wurde zusitzlich der Einflu der EDTA-Konzentration im Extraktionsmittel auf die Wieder-
findung bei der Bestimmung von CTC in Faeces iiberpriift. Dazu wurde Faeces (Nullprobe) aus der
Medikationsstudie an der FAL Braunschweig, in denen kein CTC nachweisbar war, mit einer CTC-
Losung dotiert, mit dem jeweiligen Extraktionsmittel extrahiert und mittels SPE mit Oasis HLB aufge-
reinigt.

Tab. 10: Wiederfindung von (X CTC + e-CTC) in Faeces nach Extraktion mit Mcllvain-Puffer unter-
schiedlicher pH-Werte und anschliefSender SPE mit Oasis HLB (f = 500 mg/kg Faeces, 370

nm, n =4)

Mcllvain-Puffer

pH 2 pH 3 pH 4 pH 4
0,01 moL/L EDTA | 0,01 moL/L EDTA | 0,01 moL/L EDTA | 0,1 moL/L EDTA

Wiederfindung

[%] 85 83 88 92

Die in Tab. 10 aufgefithrten Wiederfindungen zeigen, dafl sich als optimales Extraktionsmittel fiir
Faeces der EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 mit einer EDTA Konzentration von 0,1 moL/L ergab.

5.2.2.6 Muskulatur, Leber und Niere

Die Matrices Muskulatur, Leber und Niere werden in der Literatur meist zu Geweben zusammenge-
faft, da die Aufarbeitung dieser Matrices auf gleiche Art und Weise erfolgt. Bei den in der Literatur
beschriebenen Verfahren wird zur Extraktion von Gewebeproben entweder Mcllvain-Puffer, pH 4 mit
einem Zusatz von EDTA (0,1 moL/L) [173, 210, 221, 239], Glycin-HCI-Puffer [210], Succinat-Puffer
[278, 279] oder Oxalsdure [176] als Extraktionsmittel eingesetzt. Einige Autoren verwenden zur Ex-
traktion von Gewebeproben auch Pufferlosungen mit niedrigeren pH-Werten von 2-3 und einem ge-
ringeren oder gar keinem EDTA-Zusatz [280, 281]. Das von OKA et al. mehrfach beschriebene Ex-
traktionsverfahren beinhaltet eine Extraktion mit Mcllvain-Puffer, pH 4 und 0,1 moL/L EDTA [170,
172, 180, 221, 282, 283]. Von einigen Autoren wird aulerdem ein Gemisch aus MeOH und Mcllvain-
Puffer pH 4 zur Extraktion eingesetzt [245, 284].

Zur Wahl des Extraktionsmittels wurde analog zum vorherigen Kapitel iiberpriift, ob es eine Abhin-
gigkeit der Wiederfindung vom pH-Wert des Mcllvain-Puffers gibt und ob die EDTA-Konzentration
im Extraktionsmittel die Wiederfindung bei der Bestimmung von CTC in Gewebeproben beeinflufit.
Zusitzlich wurden Mischungen aus Methanol und Mcllvain-Puffer, MeOH/EDTA-Mcllvain-Puffer
(0,01 moL/L) (20/80, v/v), eingesetzt. Diese Wiederfindungsversuche erfolgten durch zweimalige
Extraktion von 5 g CTC-dotiertem Probenmaterial (Muskulatur, Leber oder Niere) mit 15 mL des
jeweiligen Extraktionsmittels und Homogenisierung der Proben mit einem Ultra-Turrax. Die erhalte-
nen vereinigten Uberstinde wurden mittels SPE mit Oasis HLB aufgereinigt. Die hierbei erzielten

Wiederfindungen sind in Tab. 11 dargestellt.
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Tab. 11: Wiederfindung (X CTC + e-CTC) in Leber, Niere und Muskulatur nach Extraktion mit
unterschiedlichen Mcllvain-Puffer-Gemischen und anschlieffender SPE mit Oasis HLB
(B =400 ug CTC/kg Matrix, LC-MS/MS, n = 4)

Extraktionsmittel Wiederfindung [%]
Puffer-Gemisch pH-Wert EDTA-Zusatz Muskulatur Leber Niere
[moL/L]
Mcllvain-Puffer 2 0,01 32 13 35
Mcllvain-Puffer 3 0,01 45 26 55
Mcllvain-Puffer 4 --- 49 33 64
Mcllvain-Puffer 4 0,01 51 35 64
Mcllvain-Puffer 4 0,1 55 43 72
MeOH/Mcllvain-
Puffer (20/80, v/v) 2 0,01 43 18 35
MeOH/Mcllvain-
Puffer (20/80, v/v) 3 0,01 37 27 43
MeOH/Mcllvain-
Puffer (20/80, v/v) 4 0,01 86 39 68

Die Ergebnisse lassen erkennen, dal mit steigender EDTA-Konzentration im Mcllvain-Puffer die
Wiederfindung geringfiigig steigt. Einen wesentlich hoheren EinfluBl hat der pH-Wert des Extrakti-
onsmittels. Mit steigendem pH-Wert wurden deutlich hohere Wiederfindungen erzielt. Die entspre-
chenden Untersuchungen mit dotierten Mcllvain-Puffern verschiedener pH-Werte, siche Kap. 5.2.2.2,
fiihrte dagegen zu genau gegenteiligen Ergebnissen. Mit steigendem pH-Wert wurde eine Erniedri-
gung der Wiederfindung festgestellt. Als Ursache der sinkenden Wiederfindungen von CTC mit stei-
gendem pH-Wert nach Extraktion dotierter Mcllvain-Puffer wurde eine zunehmende Dissoziation und
dadurch bedingte Konformationsdnderung angenommen. Faktoren, die die Wiederfindung bei der
Aufarbeitung von Matrixproben beeinflussen, sind sicherlich Proteine, Fette und Metallkationen.
Denkbar ist, dal Matrixkomponenten die Konformation der Tetracycline beeinflussen. Dartiber hinaus
konnte es mdglich sein, daB mit steigendem pH-Wert die Komplexierungsfiahigkeit von EDTA zu-
nimmt und damit die in den Proben vorhandenen Metallkationen besser abgefangen werden, denn
EDTA komplexiert am besten bei pH 10 [255].

Die Extraktion mit Methanol-Mcllvain-Puffer-Gemischen fiihrte fiir Leber und Niere im Vergleich zu
den reinen Mcllvain-Puffern zu keiner Verbesserung der Wiederfindung. Als optimales Extraktions-
mittel ergab sich damit fiir Leber und Niere mit Wiederfindungen von 43 % und 72 % der Mcllvain-
Puffer, pH 4 mit einer EDTA-Konzentration von 0,1 moL/L. Fiir Muskulatur wirkt sich ein Methanol-
Anteil im Mcllvain-Puffer giinstig auf die Extraktion aus. Es konnten mit dem Methanol-Mcllvain-
Puffer-Gemisch maximale Wiederfindungen von 86 % erzielt werden. Damit ergab sich fiir die Aufar-
beitung von Muskulatur als optimales Extraktionsmittel MeOH/EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 (0,01
moL/L) (20/80, v/v). Der Einsatz dieses Extraktionsmittels hat gegeniiber den Literaturverfahren, die
Methanol-Mcllvain-Puffer-Gemische zur Extraktion einsetzen, den Vorteil, da3 keine zusitzliche
wélrige Verdiinnung des Extraktes fiir die SPE erforderlich ist. In der Literatur beschriebenen Verfah-
ren [245, 284] setzen Methanol im UberschuB ein, so daB dieses vor der Festphasenextraktion erst




54 5 Ergebnisse und Diskussion

wieder entfernt werden mufl. Allerdings darf der Methanol-Anteil im Mcllvain-Puffer 25 % nicht

iiberschreiten, um eine vollstindige Retardation der Analyten auf der SPE-Phase zu gewihrleisten.

Um zu kléren, ob die Ursache fiir die niedrige Wiederfindung fiir Leber an einer mangelnden Extrakti-
onsausbeute oder einer starken Signal-Supression bei der ESI-MS/MS-Detektion liegt, wurden nicht
belastete Leberproben aufgearbeitet und der Endextrakt mit CTC-Standardlésungen auf einen Gehalt
von 20 pg/kg, 100 pg/kg und 800 pg/kg dotiert, analysiert und mit den entsprechenden wiBrigen
Standardlosungen verglichen. Bei allen Gehalten konnte eine starke Signal-Supression von 50 % bis
60 % festgestellt werden, was beweist, dall die tatsdchliche Extraktionsausbeute fast bei 100 % liegt
und die Extraktion von CTC und e-CTC aus der Probe somit fast quantitativ erfolgt. Auf eine weitere
Optimierung des Verfahrens fiir Leber zur Reduktion der Matrixeffekte wurde in diesem Rahmen ver-
zichtet.

Mit der UV-Detektion ist zwar eine Quantifizierung von CTC in Leber und Niere moglich, aber der
e-CTC-Peak ist von Peaks anderer Substanzen iiberlagert, somit kann eine Quantifizierung nur mit
MS/MS erfolgen. In Muskulatur kénnen CTC und e-CTC sowohl mit den durch UV-Detektion als
auch MS/MS-Detektion erhaltenen Daten quantifiziert werden.

5.2.2.7 Optimierung der Probenvorbereitung fiir Muskulatur

Fiir die zur Lebensmittelgewinnung dienende wichtigste Matrix Muskulatur wurde das Extraktionsver-
fahren weiter optimiert.

Extraktion

Einige Autoren wie OKA et al. fithren bei der Aufarbeitung von Gewebeproben drei Extraktionsschrit-
te mit Mcllvain-Puffer, pH 4 durch [221]. Andere gebriuchliche Verfahren fiir die Bestimmung von
Tetracyclinen in Muskulatur beschrénken sich auf zwei Schritte. Zur Untersuchung, wie viele Extrak-
tionsschritte notwendig sind, um CTC und e-CTC quantitativ aus der Matrix herauszuextrahieren,
wurden Muskulaturproben dreimal mit MeOH/EDTA-Mcllvain-Puffer pH 4 (0,01 moL/L) (20/80, v/v)
extrahiert und die bei den einzelnen Extraktionsschritten erhaltenen Extrakte mit SPE aufgereinigt.
Diese Untersuchung wurde, da es Unterschiede zwischen dotierten Kontrollproben und gewachsenen
Proben geben kann, sowohl mit dotierten unbelasteten Muskulaturproben als auch mit CTC-haltigem
Probenmaterial duchgefiihrt. In Tab. 12 sind die hierbei erhaltenen Wiederfindungen zusammenge-
fafit.

Tab. 12: Wiederfindung (X CTC + e-CTC) in Muskulaturproben nach mehreren Extraktionsschritten,
a) dotierte Kontrollproben (400 ug/kg), b) gewachsene Proben (Extraktionsmittel:
MeOH/EDTA-Mcllvain-Puffer pH 4 (0,01 moL/L) (20/80, v/v), SPE, 370 nm, n = 4)

Extraktionsschritt doti::‘,ti(ee cll\?[l;lizll;ﬂ:lalilgn!;?(])ben gewaci:e(sl;Gl\?Illl;ll:lllll;gtﬂ;gp}roben
1 67 82,3
2 23 54,7
3 6 12,3

Die Ergebnisse zeigen, dall zwei Extraktionsschritte ausreichen, um 90 % der zudotierten CTC-Menge
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zu erfassen. Ein weiterer Extraktionsschritt erhoht die Wiederfindung um 6 % auf 94 %. Wird bei den
Ergebnissen der Extraktionen gewachsener Proben als Bezugspunkt die Summe der Gehalte der drei
Extraktionsschritte als 100 % gesetzt, so werden nach zwei Extraktionsschritten bereits 92 % der Ge-
samt-CTC-Menge erfalt. Ein Unterschied der Extrahierbarkeit zwischen dotierten und gewachsenen
Proben konnte damit nicht festgestellt werden. Da ein dritter Extraktionsschritt die Wiederfindung nur
geringfiigig erhoht, wurde aufgrund der ohnehin aufwendigen Probenvorbereitung, der Homogenisie-

rung mit dem Ultra-Turrax, bei den weiteren Analyen darauf verzichtet.
SPE

Zur Erhohung der Selektivitit des SPE-Verfahrens wurde eine Wasch-Elutions-Studie durchgefiihrt.
Diese Studie diente dazu, den erforderlichen Methanol-Anteil fiir den Wasch- und Elutionsschritt zu
ermitteln. Diese Vorgehensweise ermoglicht es, durch einen hoheren Anteil an organischem Lo&-
sungsmittel wihrend des Waschschrittes storende Interferenzen zu entfernen. Bei der Elution ist der
organische Anteil moglichst gering zu halten, damit Matrixkomponenten auf der SPE-Kartusche retar-

dieren und selektiv der Analyt eluiert wird.

Die Durchfithrung der Wasch-Elutions-Studie erfolgte, indem CTC-dotierte Muskulaturproben mit
MeOH/EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 (0,01 moL/L) (20/80, v/v) extrahiert und der hierbei erhaltene
Extrakt auf die Oasis HLB-Kartusche aufgegeben wurde. AnschlieBend wurde ein erster Wasch-
Elutions-Schritt mit Methanol-Wasser-Gemischen, deren Methanol-Anteil von 0 % bis 100 % stufen-
weise erhoht wurde, durchgefiihrt. Hierdurch sollte ermittelt werden, wie hoch der Methanol-Anteil in
der Waschlosung sein darf, damit die Analyten noch vollstdndig auf der Kartusche retardieren und wie
hoch der Methanol-Anteil im Elutionsmittel sein muf3, um die Analyten vollstindig zu eluieren. Im
Anschluf3 daran folgte ein zweiter Elutionsschritt mit reinem Methanol. Diese methanolischen Extrak-
te wurden mit HPLC-UV vermessen. Die hierbei erhaltenen Wiederfindungen sind in Tab. 13 darge-
stellt.

Tab. 13: Wiederfindung (X CTC + e-CTC) in Muskulatur nach der Festphasenextraktion mit unter-
schiedlichen Wasch-Elutions-Losungen (f = 400 ug CTC/kg, 370 nm, n = 4)

Anteil an Methar'l.ol in der Wiederfindung
Wasch-Elutions-Losung (v/v) [%]
[%o]
0 76
5 74
10 79
20 83
30 86
40 58
50 19
60 14
70 7
80 5
90 3
100 2
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Die Ergebnisse zeigen, dal mit steigendem Methanol-Anteil in der Waschlésung von 0 % bis 30 %
eine Erhohung der Wiederfindung erreicht werden konnte. Ein hoherer Methanol-Anteil fiihrt jedoch
zu einer deutlichen Verringerung der Wiederfindung. Der Einsatz von reinem Methanol als Waschlo-
sung zeigte mit 2 % nachweisbaren Analyten im zweiten methanolischen Eluat, dafl sich CTC und e-
CTC schwer von der SPE-Kartusche eluieren lassen, so daf3 als Elutionsmittel 100 % Methanol beibe-

halten wurde.
5.2.2.8 Knochen

Die Bestimmung von CTC in Knochen ist schwierig, da Tetracycline im Knochen als Calcium-
Phosphat-Komplex vorliegen, siche auch Kap. 5.9.2 und diese deshalb erst aufgeschlossen werden
miissen. KUHNE et al. beschreiben [344, 285, 286] zum Aufschluf} der Tetracycline aus dem Knochen
im wesentlichen zwei verschiedene Methoden: Die Extraktion der Analyten erfolgt entweder mit Suc-
cinat-Puffer oder mit Salzsdure. Die anschlieBende Aufarbeitung der Extrakte ist in beiden Fillen
gleich und umfafit eine zweifache Aufreinigung mit SPE durch eine chelatisierenden Sepharose-Saule
und eine C18-Siule. Mit steigender Affinitit zur Chelatbildung mit Ca®*-Ionen in der Reihenfolge
OTC < TC < CTC [50] wird es schwieriger, die entsprechenden Komplexe aufzuschlieBen. Dies ist der
Grund, warum KUHNE et al. in ihren Untersuchungen mit dem Salzsdure-Aufschluf3 deutlich hohere
CTC-Gehalte ermittelten als mit der Extraktion mit Succinat-Puffer.

Basierend auf dem Verfahren von KUHNE et al. und dem selbst entwickelten SPE-Verfahren wurde
eine Probenvorbereitung fiir die Bestimmung von CTC in Knochen entwickelt. Fiir die nachfolgenden
Versuche wurde CTC-haltiges Probenmaterial der behandelten Versuchstiere aus der Medikationsstu-
die im Landwirtschaftszentrum Haus Diisse eingesetzt. Auf eine Bestimmung der Wiederfindung wur-
de verzichtet, da durch Dotieren von Knochenproben keine anndhernd realen Bedingungen nachge-
stellt werden konnen. In Anlehnung an die fiir die anderen Matrices durchgefiihrten Extraktionsversu-
che wurde tberpriift, welchen Einflul der pH-Wert des Mcllvain-Puffers auf die Extraktion ausiibt.
Da Tetracycline unterhalb pH 3 nicht mehr komplexieren, siche Kap. 3.5.2, wurde vermutet, daf} die
Extraktionsausbeuten mit sinkendem pH-Wert des Mcllvain-Puffers steigen. Zusétzlich wurde iiber-
priift, ob ein hoherer EDTA-Zusatz zum Mcllvain-Puffer die als Komplexe eingelagerten Tetracycline

aus dem Knochen verstirkt herauslost.

Der Aufschluf3 der Komplexe erfolgte, indem zu 1 g zerkleinertem Knochenmaterial das Extraktions-
mittel, EDTA-Mcllvain-Puffer unterschiedlicher pH-Werte oder 1 moL/L Salzsdure, zugegeben wurde
und die Proben iiber Nacht stehen gelassen wurden. Im Falle des Salzsdureextraktes wurde der pH-
Wert mit 2 moL/L Natronlauge auf pH 4 eingestellt. Alle Proben wurden nach der Extraktion zentrifu-
giert und die erhaltenen Uberstéinde mittels SPE mit Oasis HLB aufgereinigt. Die Ergebnisse in Tab.
14 entsprechen denen von KUHNE et al. und belegen, daB maximale CTC-Gehalte durch den Auf-

schluf3 mit Salzsdure gefunden werden konnen.

Der Einsatz von Mcllvain-Puffer eignet sich nicht zum Aufschluf3, da zwar mit sinkendem pH-Wert
héhere CTC-Konzentrationen gefunden wurden, jedoch auch mit Mcllvain-Puffer pH 2 keine voll-
stindige Extraktion von CTC aus dem Knochen erfolgt, obwohl unterhalb von pH 3 keine Komplexie-
rung der Tetracycline stattfinden soll [37]. Eine Erhohung der EDTA-Konzentration im Extraktions-
mittel wirkt sich zwar giinstig aus, die ermittelten Gehalte mit dem EDTA-Mcllvain-Puffer pH 4 (0,1
moL/L EDTA) liegen aber dennoch deutlich unterhalb der mit dem HCI-Aufschluf} erhaltenen Werte.
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Damit ergab sich als optimales Extraktionsmittel 1 moL/L Salzséure zum Aufschluf der in Knochen
eingelagerten Tetracycline. In den Extrakten kénnen CTC und e-CTC sowohl durch UV-Detektion als
auch MS/MS-Detektion quantifiziert werden.

Tab. 14: Ermittelte CTC-Gehalte in Knochenproben nach Aufschiuf3 mit verschiedenen Extraktions-
mitteln (2 CTC + e-CTC, 370 nm, n = 4)

Extraktionsmittel CTC-Gehalt
[mg/kg]

pH 2 mit 0,01 moL/L EDTA 7,92

pH 3 mit 0,01 moL/L EDTA 5,48

Mcllvain-Puffer pH 4 mit 0,01 moL/L EDTA 4,59
pH 5 mit 0,01 moL/L EDTA 2,70

pH 4 mit 0,1 moL/L EDTA 7,08

1 moL/L HCI1 16,32

Da unter den salzsauren AufschlufSbedingungen die Bildung von Anhydro-CTC zu erwarten ist, siche
Kap. 3.5.3.4, wurde die Stabilitiit von CTC und e-CTC in salzsaurer Losung iiberpriift. Zur Uberprii-
fung, ob neben einer Dehydratation auch eine Epimerisierung unter diesen Bedingungen stattfindet,
wurde in einem ersten Schritt die Stabilitdt von CTC in 1 moL/L salzsaurer Losung iiberpriift. Um
zusitzlich die Stabilitdt von e-CTC zu priifen, erfolgte anschlieBend die Stabilitdtsuntersuchung von
CTC und e-CTC in einer 1 moL/L salzsaurer Mischlosung. Diese Losungen wurden bei einer Tempe-
ratur von 5 °C aufbewahrt und iiber einen Zeitraum von 12 h stiindlich mit HPLC-UV vermessen. Die
Stabilititsuntersuchungen ergaben, da3 sich CTC und e-CTC mit Konzentrationsabnahmen nach 12 h
von 4,3 % fiir CTC und 6,8 % fiir e-CTC entgegen den Erwartungen unter Zugrundelegung der Wie-
derholprézision von 7,2 % als stabil erwiesen. Es konnten nur geringe Anteile an Abbau- und Um-
wandlungsprodukten festgestellt werden. Deren Konzentrationsverlauf als Funktion der Zeit ist in
Abb. 17 dargestellt.

Die Stabilititsuntersuchung von CTC in Einzellosung hat gezeigt, dal nach einem Zeitraum von 12 h
bezogen auf die Ausgangskonzentration von 10 mg/L nur 1 % Anhydro-CTC entstanden ist. Bereits
bei der ersten Messung konnte ein geringer e-CTC-Gehalt in Héhe von 1,8 % der Ausgangskonzentra-
tion festgestellt werden, der jedoch im Laufe der Untersuchung noch um 16 % abgenommen hat. Dies
belegt, dall in 1 moL/L salzsaurer Losung unterhalb von pH 1,5 keine Epimerisierung stattfindet, siche
auch Kap. 3.5.3.1.

Ein Vergleich der Stabilitit von CTC und e-CTC in 1 moL/L salzsaurer Losung zeigt, dal die Kur-
venverldufe fiir die Bildung von Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC &hnlich sind, sich aber in der
erreichten Endkonzentration nach 12 h unterscheiden. Die Dehydratation von CTC ist nach einem
Zeitraum von 12 h doppelt so hoch wie beim e-CTC. Da keine Epimerisierung bei diesem pH-Wert
stattfindet, kann Anhydro-CTC nur aus CTC und e-Anhydro-CTC nur aus e-CTC entstanden sein.
Wihrend nach 12 h die Anhydro-CTC-Konzentration 1 % der Ausgangs-CTC-Konzentration betragt,
entstehen aus e-CTC nach diesem Zeitraum nur 0,5 % e-Anhydro-CTC. Neben den Anhydro-
Verbindungen traten geringfiigig noch weitere Isomere von CTC und e-CTC auf, auf dessen Identifi-

zierung in Kap. 5.5 eingegangen wird.
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Abb. 17: Stabilitit salzsaurer Standardlosungen: a) CTC-Standard; b) CTC/e-CTC-Standard -
Bildung der Anhydroverbindungen als Funktion der Zeit (1 moL/L HCI, p = 10 mg/L, 5 °C)

Insgesamt kann festgestellt werden, dall sich CTC und e-CTC trotz der geringfiigigen Bildung von
Metaboliten unter Zugrundelegung der Wiederholprézision in 1 moL/L salzsaurer Losung als stabil
erwiesen. Da der Dehydratationsanteil maximal nur 1 % betrug, wurde auf eine zusétzliche Quantifi-
zierung der Anhydro-Verbindungen nach der Aufarbeitung von Realproben verzichtet.

5.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Verfahrensentwicklung

Es wurde ein HPLC-UV-MS/MS-Verfahren entwickelt und optimiert, welches sich fiir die quantitative
Bestimmung von CTC und e-CTC sowie den qualitativen Nachweis der Metabolite iso-CTC, e-iso-
CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC eignet. Zur chromatograhischen Bestimmung erwies sich
als analytische Séule die YMC-ODS-AM (150 x 3 mm, 3 pm) unter Einsatz von einem Gemisch aus
Ameisensdure und Acetonitril (H,O/CH;CN/HCOOH, 0,5 % HCOOH, (v/v)), pH 2,8 als mobile Phase
als geeignet. Die zur Kalibrierung des HPLC-UV-MS/MS-Verfahrens eingesetzten Standardlosungen
wurden als Mischung aus CTC und e-CTC in MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) (pH 2,8) im Massen-
verhéltnis 1:1 hergestellt. Kalibrierlosungen kdnnen bei einer Temperatur von -80 °C sechs Monate
aufbewahrt werden. Bei Temperaturen hoher als 5 °C kommt es rasch zu Abbau- und Umwandlungs-
reaktionen. Fiir die Routineanalytik empfiehlt sich in jedem Fall, Kalbrierlosungen zu aliquotieren und
einzufrieren, um haufiges Auftauen und Einfrieren zu vermeiden. Gegebenenfalls sind Regelkarten zur
Kontrolle der Stabilitit von CTC und e-CTC zu fiihren.

Zur Probenvorbereitung wurde ein Verfahren mittels Festphasenextraktion mit Oasis HLB-Kartuschen
entwickelt. Das zunéchst fiir Standardlosungen entwickelte SPE-Extraktionsverfahren wurde an die
unterschiedlichen Matrices angepal3t. Dieses Verfahren ermoglicht die quantitative Bestimmung von
CTC und e-CTC in Urin, Plasma, Faeces, Muskulatur, Leber, Niere und Knochen mit hoher Sensitivi-
tdt mittels Tandemmassenspektrometrie im MRM-Mode. Wihrend CTC und e-CTC in Muskulatur,
Plasma, Faeces und Knochen zusitzlich in Abhingigkeit von der Hohe des CTC-Gehaltes auch mit
den durch UV-Detektion erhaltenen Daten quantifiziert werden konnen, wird bei Leber und Niere der
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e-CTC-Peak grundsitzlich durch andere Substanzen gestort. Die Aufarbeitung von Urin fiihrt zu kei-

ner ausreichenden Aufreinigung, so dal weder CTC noch e-CTC mit Daten der UV-Detektion aus-
wertbar sind. Der schematische Ablauf des Verfahrens ist in Abb. 18 dargestellt.
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Abb. 18: Schematische Darstellung des Analysenverfahrens zur Bestimmung von CTC und e-CTC in

biologischen Proben

Das fiir Urin, Faeces, Plasma, Muskulatur, Leber, Niere und Knochen entwickelte Analysenverfahren

wurde im néchsten Schritt - vor Einfilhrung in die Routineanalytik - zum Nachweis der Zuverlissig-

keit einer ausfiihrlichen Validierung unterworfen.
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5.3 Validierung des Analysenverfahrens zur Bestimmung von CTC
und e-CTC

Eine Validierung dient der analytischen Qualitidtssicherung eines Analysenverfahrens fiir den Einsatz
in der Routineanalytik, zu dem die Probenahme, Probenvorbereitung, Analysenmethode, Kalibrierung
sowie die Ergebnisauswertung und -darstellung gehort. Validierung bedeutet durch systematische
Uberpriifung und Dokumentation nachzuweisen, daB ein Analysenverfahren fiir die Erfiillung einer
Aufgabe geeignet ist und den Anforderungen des Anwenders gerecht wird [244, 287, 288]. Die Vali-
dierung eines Analysenverfahrens ist eine fehlertheoretische Systemanalyse der angewendeten chemi-
schen, physikalischen und mathematischen Grundlagen, der verwendeten Mef3systeme, der Datenge-
winnung und Datenverarbeitung einschlieBlich der notwendigen Kalibrierung. Je nach Anwendungs-
bereich werden an ein Analysenverfahren unterschiedliche Anforderungen gestellt, die in verschiede-
nen Richtlinien dokumentiert sind. Es gibt daher keine allgemeingiiltige Vorschrift, welche einzelnen
Parameter eine Validierung umfassen muf3. Bei den in der Literatur beschriebenen Verfahren fiir die
Bestimmung von Tetracyclinen [170, 173, 210] erfolgte keine Angabe, welche mathematischen Mo-
delle zur Berechnung der angegebenen Validierungsparameter zugrunde liegen. Zudem werden Vali-
dierungsdaten nur in begrenztem Ausmal beschrieben, wodurch die Vergleichbarkeit der Analysen-
verfahren erschwert wird. Die heute giiltigen Richtlinien beziehen sich im Wesentlichen auf die von
KROMIDAS und FUNK et al. beschriebenen Validierungsmethoden [244, 288, 289, 290]. Die Einfiih-
rung neuer Vorschriften dient dazu, Validierungsmethoden zu vereinheitlichen und damit eine Ver-
gleichbarkeit von Analysenverfahren zu ermoglichen. So ist im Jahre 2000 eine fiir alle européischen
Priif- und Kalibrierlaboratorien international giiltige Norm, die DIN EN ISO/IEC 17025 [291], verab-
schiedet worden. Weitere Richtlinien und Normen basieren auf Vorgaben der FDA [292] sowie den
Richtlinien der DIN 32645 [293] und der ICH-Richtlinien Q2A und Q2B der Indurstrie [294, 295].
Dariiber hinaus gelten fiir einzelne Anwendungsbereiche spezielle Richtlinien. Von den Européischen
Gemeinschaften ist im Jahr 2002 die EU-Richtlinie 2002/657/EG [296, 297] eingefiihrt worden, nach
der die Durchfiihrung von Analysenmethoden sowie die Auswertung von Ergebnissen fiir die Bestim-
mung von Tierarzneimitteln geregelt ist.

Eine Validierung besteht im Wesentlichen aus der kritischen Untersuchung der einzelnen Analysen-
schritte auf systematische und zufillige Fehler. Nach Festlegung, in welcher Probenmatrix welche
Komponenten bestimmt werden sollen, erfolgt die Auswahl der Bestimmungsmethode und Erstellung
einer detaillierten Arbeitsvorschrift. Im Anschlu3 daran werden nachfolgend aufgefiihrte Validie-
rungsparameter ermittelt [244, 288, 289, 290]:

e Wahl des Arbeitsbereiches

e Linearitit

e Nachweis- und Bestimmungsgrenze
o Selektivitit, Spezifitit

¢ Richtigkeit und Prizision

Ziel war es, das fiir die unterschiedlichen Matrices entwickelte Analysenverfahren fiir die Bestimmung
von CTC und e-CTC sowohl mit der UV-Detektion als auch MS/MS-Detektion zu validieren, wobei
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der Schwerpunkt auf der Matrix Muskulatur lag. Daher ist nachfolgend beispielhaft die Validierung
fiir die Bestimmung von CTC und e-CTC mit HPLC-UV-MS/MS in Muskulatur dargestellt.

5.3.1 Kalibrierung

5.3.1.1 Wahl des Arbeitsbereiches

Die Wahl des Arbeitsbereiches erfolgte unter Beriicksichtigung folgender Parameter:

e Essollte ein moglichst linearer Zusammenhang zwischen der Analyt-Konzentration und dem
Detektorsignal vorliegen.

e Die untere Arbeitsbereichsgrenze muf3 oberhalb der Bestimmungsgrenze liegen.

e Die Analysenprézision mufl im gesamten Arbeitsbereich erreichbar im Hinblick auf die Be-

stimmungsgrenze und vor allem konstant sein.

e praxisorientiertes Anwendungsziel: Die Arbeitsbereichskonzentrationen sollten den Konzen-

trationen in den Realproben entsprechen.

Zunéchst wurde der funktionale Zusammenhang zwischen der Konzentration und der Peakfliache fiir
CTC und e-CTC ermittelt.

HPLC-UV

Dazu wurden Mischstandardldsungen aus CTC und e-CTC in Methanol/FlieBmittel A (50/50) (v/v),
kiinftig nur noch ,,Kalibrierlésungen* genannt, mit Konzentrationen von 0,1 mg/L bis 100 mg/L
chromatographisch mittels HPLC-UV vermessen und bei einer Wellenldnge von 370 nm die Peakfla-
chen und ihre relativen Standardabweichungen der Peakflidchen bestimmt (s. Tab. A. 12 im Anhang).

Durch Auftragung der Peakflachen y als Funktion von der Konzentration X und linearer Regression

wird eine Geradengleichung mit folgender Formel erhalten:

Gleichung 1: y = a+bx

Fiir CTC wurden die Konstanten a = -25,57 mAU min und b = 911,20 mAU min/ (mg/L) mit einem
BestimmtheitsmaB von R* = 0,9999, fiir e-CTC die Konstanten a = -21,93 mAU min und b = 910,50
mAU min/ (mg/L) mit einem BestimmtheitsmaB von R* = 0,9999 ermittelt. Damit kann fiir den ge-
wihlten Konzentrationsbereich sowohl fiir CTC als auch fiir e-CTC von einem linearen Zusammen-
hang zwischen Konzentration und Detektorsignal (Peakfliche) ausgegangen werden.

LC-MS/MS

Zur Feststellung des funktionalen Zusammenhanges zwischen der Konzentration und der Peakfldche
fiir CTC und e-CTC mit der MS/MS-Detektion wurden Kalibrierlosungen mit Konzentrationen von
0,001 mg/L bis 100 mg/L. chromatographisch mittels LC-MS/MS vermessen und die Mittelwerte der
Peakfldchen sowie die relativen Standardabweichungen der Peakflichen ermittelt (s. Tab. A. 11 im
Anhang). Die Durchfiihrung einer Regressionsanalyse durch Auftragung der Peakflachen y gegen die
Konzentrationen X ergibt, da} iiber diesen grofen Konzentrationsbereich kein linearer Zusammenhang
zwischen Peakfliche und Konzentration mit einem BestimmtheitsmaB von R* = 0,9927 fiir CTC und
R* = 0,9832 fiir e-CTC vorliegt. Der funktionale Zusammenhang zwischen Peakfliche und Kon-
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zentration kann vielmehr durch eine polynomische Funktion 2. Grades beschrieben werden, die ein
BestimmtheitsmaB von R? = 0,9999 fiir CTC und R? = 0,9997 fiir e-CTC liefert, was visuell bestitigt
werden kann (s. Kap. A. 5.2 im Anhang).

Zur Festlegung der unteren Grenze des Arbeitsbereiches war es erforderlich, die Bestimmungsgren-
ze des Analysenverfahrens zu ermitteln. Die Ermittlung erfolgte als eigener Validierungsparameter
(siche Kap. 5.3.2). Als Bestimmungsgrenze des Verfahrens und damit untere Grenze des Arbeitsberei-
ches ergab sich fiir die UV-Detektion fiir CTC und e-CTC eine Konzentration von 0,18 mg/L, fiir die
MS/MS-Detektion fiir beide Verbindungen eine Konzentration von 0,005 mg/L.

Fiir die Analysenprizision gilt nach KROMIDAS fiir medizinische Anwendungen eine maximal zu-
lassige Standardabweichung von 10 % [298]. Nach der EU-Richtlinie 657 gilt fiir die Mehrfachbe-
stimmung einer Probe sogar ein Grenzwert von 20 % [296]. Da sich dieser Grenzwert aber auf die
Messung von Realproben bezieht, wurde der von KROMIDAS festgelegte Grenzwert von 10 %
zugrunde gelegt. Damit ergab sich eine untere Arbeitsbereichsgrenze fiir CTC und e-CTC mit der UV-
Detektion von 0,18 mg/L, fiir die MS/MS-Detektion eine Grenze von 0,005 mg/L. Als obere Grenze
des Arbeitsbereiches wurde fiir die UV-Detektion eine Konzentration von 100 mg/L festgesetzt, fiir
die MS/MS-Detektion eine Konzentration von 50 mg/L, da oberhalb dieser Konzentration eine Satti-
gung bei der massenspektrometrischen Detektion auftritt.

In Bezug auf das praxisorientierte Anwendungsziel sollten die Arbeitsbereichskonzentrationen den
Konzentrationen in den Realproben entsprechen. Da sowohl bei der Ermittlung des Ausscheidungs-
verhaltens von CTC im Urin und Faeces als auch in Knochen mit hohen CTC-Gehalten sowie im Ge-
gensatz dazu in Plasma und den Schlachtproben mit geringen CTC-Gehalten zu rechnen ist, sollte der
Arbeitsbereich moglichst gro3 gewihlt werden. Er wurde fiir die UV-Detektion von 0,1 mg/L bis 100
mg/1 und fiir die MS/MS-Detektion von 0,005 mg/L bis 50 mg/L festgesetzt.

5.3.1.2 Linearitat

HPLC-UV

Zur Erstellung einer Kalibrierfunktion mittels HPLC-UV wurden zehn {iber den festgelegten Arbeits-
bereich von 0,18 mg/L bis 100 mg/L verteilte Konzentrationen von CTC und e-CTC in Kalibrierl6-
sungen zehnfach chromatographisch vermessen und die Peakflichen ermittelt. Nachdem mittels
GRUBBS-Test [288] (s. Anhang Kap. A. 4) sichergestellt wurde, daf} die einzelnen MeBreihen keine
Ausreifer enthalten, wurden die jeweiligen Mittelwerte der Peakflichen und relativen Standardabwei-
chungen ermittelt (s. Tab. A 12 im Anhang). Neben der Uberpriifung der Linearitéit durch einen einfa-
chen Visualititstest (s. Kap. A. 5.2 im Anhang) ist eine mathematische Priifung notwendig. Zur stati-
stischen Absicherung der Kalibrierfunktionen wurde der Anpassungstest nach MANDEL (s. Anhang
Kap. A 5.3) die Residualanalyse (s. Anhang Kap. A. 5.4), die Ermittlung der Varianzhomogenitt
(s. Anhang Kap. A. 5.5) und die Absicherung der unteren Arbeitsgrenze (s. Anhang Kap. A. 5.6)
herangezogen [244, 288, 290]. Mit den durchgefiihrten Untersuchungen konnte die Linearitdt im Kon-
zentrationsbereich von 0,1 mg/L bis 100 mg/L (y = 910,49 x -20,96, R* = 0,9999) bestitigt werden.

Die Regressionsanalyse liefert die Kalibrierfunktion mit verschiedenen Verfahrenskenndaten [244,
288, 289]. Eine wichtige Kenngrofe ist die Reststandardabweichung sy, die die Streuung der MeB-
werte um die Regressionsgerade angibt und somit ein PrizisionsmaB fiir die Messung ist. Wird nun die
Reststandardabweichung auf die Mitte des Arbeitsbereiches normiert durch Division mit der Steigung,
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so kann die Verfahrenstandardabweichung s, errechnet werden (s. Anhang Kap. A. 5.7). Die Stei-
gung der Regressionsgeraden entspricht bei linearen Kalibrierfunktionen der Empfindlichkeit, worun-
ter die Anderung des MeBwertes bei einer Anderung der Konzentration verstanden wird. Ein Verfah-
ren ist also um so leistungsfahiger, je grofler die Steigung und je kleiner die Reststandardabweichung
ist. Die Verfahrensstandardabweichung Sy ist somit ein MaB fiir die Leistungsfahigkeit eines Analy-
senverfahrens. Eine Normierung der Verfahrensstandardabweichung durch Division mit dem Mittel-
wert der Konzentrationen und Multiplikation mit 100 liefert den Verfahrenvariationskoeffizienten
oder relative Verfahrensstandardabweichung Vo, welche einen Vergleich verschiedener Verfahren
erlaubt. Die maximal zuldssige relative Verfahrenstandardabweichung hiangt von der Anzahl der Kali-
brierkonzentrationen und der Ausdehnung des Arbeitsbereiches ab. Mit abnehmender Anzahl an Kali-
brierstandards und zunehmender Ausdehnung des Arbeitsbereiches nimmt die maximal zuldssige Ver-
fahrensstandardabweichung ab, d.h. die Anforderungen an die Kalibrierfunktion nehmen zu. Fiir einen
Arbeitsbereich mit einer Ausdehnung vom 20fachen der unteren Arbeitsbereichsgrenze, d.h. die hoch-
ste Konzentration betrdgt das 20fache der geringsten Konzentration des Arbeitsbereiches, und zehn
Kalibrierkonzentrationen wird von KROMIDAS eine maximal zulédssige Verfahrenstandardabweichung
von 1,8 % angegeben [289]. Fiir groBere Arbeitsbereiche werden zwar keine Angaben gemacht, aber
ndherungsweise kann dieser Wert als maximal zuldssige Verfahrenstandardabweichung gesetzt wer-
den. Die ermittelten Verfahrenskenndaten der Kalibrierfunktionen fiir CTC und e-CTC sind in Tab. A.
17 im Anhang zusammengefal3t. Die relativen Verfahrensstandardabweichungen fiir das HPLC-UV-
Verfahren lagen mit 1,7 % fiir CTC und 1,4 % fiir e-CTC unterhalb des Grenzwertes von 1,8 %.

LC-MS/MS

Die mit LC-MS/MS erhaltenen Kalibrierfunktionen wurden ebenfalls durch den Anpassungstest nach
MANDEL (s. Anhang Kap. A. 5.3) die Residualanalyse (s. Anhang Kap. A. 5.4), die Ermittlung der
Varianzhomogenitiit (s. Anhang Kap. A. 5.5) und die Absicherung der unteren Arbeitsgrenze (s.
Anhang Kap. A. 5.6) statistisch abgesichert [244, 288, 290, 299, 300, 301]. Die Durchfiihrung des
Linearititstests nach MANDEL fiir die Kalibrierfunktion der MS/MS-Detektion bezogen auf einen
Arbeitsbereich von 0,005 mg/L bis 50 mg/L bestétigte rechnerisch, dal durch eine Kalibrierfunktion 2.
Grades eine signifikant bessere Anpassung erreicht werden kann als mit der 1. Grades. Durch Auftei-
lung des Arbeitsbereiches in drei Teilbereiche konnte ein linearer Zusammenhang zwischen Konzen-
tration und Peakfldche fir CTC und e-CTC erzielt werden, was rechnerisch mittels des MANDEL-
Testes bestitigt werden konnte. Damit ergaben sich die in Tab. 15 dargestellten linearen Arbeitsberei-
che.

Fiir die drei Kalibrierfunktionen der MS/MS-Detektion wurden analog die Verfahrenskenndaten ermit-
telt, die in Tab. A. 18 bis Tab. A. 20 zusammengefal3t sind. Die relativen Verfahrensstandardabwei-
chungen belegen mit Werten zwischen 2,1 % und 6,2 % die gute Leistungsfahigkeit des Analysenver-
fahrens, weil aufgrund der Einschrankung des Arbeitsbereiches in drei Teilbereiche nach KROMIDAS

eine maximal zuldssige Verfahrensstandardabweichung von 6,4 % angenommen werden kann [289].
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Tab. 15: Ermittelte lineare Bereiche fiir die Bestimmung von CTC und e-CTC mittels LC-MS/MS

Linearer Kalibrierfunktionen/Korrelationskoeffizienten
Bereich
[mg/L] CTC e-CTC
y =4158,035 + 1182783,981 x y=13875,111 + 836366,874 x
0,005-0,08 R® = 0,9985 R® = 0,9981
0.1-0.5 y =12247,543 + 1121152,553 x y=19111,349 + 799036,245 x
T R*=0,9996 R*=0,9995
1-50 y =591645,743 + 812434,819 x y = 484980,264 + 589292,935 x
) R*=0,9998 R%*=10,9996

Da ein linearer Zusammenhang zwischen Konzentration und Peakfléche bei der MS/MS-Detektion nur
in einem begrenztem Konzentrationsbereich der in Tab. 15 angegebenen Bereiche gegeben ist, ist bei
der Ermittlung der CTC-Gehalte in Realproben darauf zu achten, da3 die Konzentrationen der Kali-
brierstandardldsungen im Bereich der Realprobe liegen.

5.3.2 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze ist die kleinste quantitativ noch nachweisbare Konzentration ohne Forderung
einer bestimmten Prézision. Die Nachweisgrenze ist damit ein Entscheidungskriterium fiir das Vor-
handensein eines Analyten. Im Gegensatz dazu wird als Bestimmungsgrenze die kleinste mit einer
vorgegebenen Richtigkeit und Prizision quantifizierbare Konzentration verstanden [244, 288, 293].
Zur Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze werden in der Literatur verschiedene Verfah-
ren beschrieben, wobei in der Regel die Nachweis- und Bestimmungsgrenze iiber das Signal-Rausch-
Verhiltnis bestimmt werden. Dieses Verfahren entspricht der EU-Richtlinie 2002/657/EG, der IUPAC
zur Nomenklatur in der Chromatographie sowie der FDA [293, 296, 292, 302, 302].

Nach den Definitionen der EU-Richtlinie 2002/657/EG, der IUPAC-Richtlinien zur Nomenklatur in
der Chromatographie und von KROMIDAS [296, 244, 288] ist die Nachweisgrenze definiert ist als
das Dreifache, die Bestimmungsgrenze als das Neunfache des Signal-Rausch-Verhéltnisses. Zur Er-
mittlung des Signal-Rausch-Verhiltnisses in Standardldsungen wurden Kalibrierlosungen aus CTC
und e-CTC in der Ndhe der Nachweisgrenze sechsfach chromatographisch vermessen. Die Bestim-
mung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze in Muskulatur erfolgte, indem unbelastete Muskulatur-
proben (Sechsfach-Bestimmung) auf Gehalte in der Ndhe der Nachweisgrenze dotiert wurden, nach
der Analysenvorschrift, siche Kap. A. 9 im Anhang, aufgearbeitet, mit HPLC-UV-MS/MS gemessen
und anschlieend das Signal-Rausch-Verhéltnis ermittelt wurde. Fiir die Ermittlung des Grundrau-
schens wurde die zehnfache Peakbreite genommen.

In Standardlésungen lagen die mittels UV-Detektion erhaltenen Nachweisgrenzen fiir CTC und e-CTC
bei 0,06 mg/L und die Bestimmungsgrenzen bei 0,18 mg/L. Die mit der MS/MS-Detektion ermittelten
Nachweisgrenzen betrugen 0,002 mg/L und die Bestimmungsgrenzen 0,005 mg/L fiir CTC und
e-CTC. Die in Muskulatur ermittelte Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind in Tab. 16 zusammen-
gefalit. Diese lagen deutlich unterhalb der in Literaturverfahren angegebenen Werte. Fiir die Bestim-
mung von CTC in Muskulatur mittels UV-Detektion werden Nachweisgrenzen von 10-24 pg/kg und
Bestimmungsgrenzen von 20-47 pg/kg beschrieben [210, 239], fir die MS/MS-Detektion werden in
der Literatur Nachweisgrenzen von 3-4 pg/kg und Bestimmungsgrenzen von 10-15 pg/kg angegeben
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[176, 224, 279].

Tab. 16: Nachweis- und Bestimmungsgrenze von CTC und e-CTC in Muskulatur (HPLC-UV-MS/MS)
(n=7)

Nachweisgrenze [ug/kg]| Bestimmungsgrenze [pg/kg]

Substanz
UV-Detektion MS/MS-Detektion UV-Detektion MS/MS-Detektion

CTC 3 0,1 8 0,3
e-CTC 3 0,1 8 0,3

5.3.3 Selektivitiit des Verfahrens zur Bestimmung von CTC und e-CTC in
Muskulatur

Unter der analytischen Spezifitdt wird die Fahigkeit eines Untersuchungsverfahrens verstanden, nur
den gesuchten Analyten zu erfassen, wobei andere anwesende Bestandteile in der Probe das Analysen-
ergebnis nicht beeinflussen [288, 289, 290, 296]. Die Selektivitit beschreibt das Ausmal}, mit dem
mehrere Substanzen in einer komplexen Mischung ohne Interferenzen in Gegenwart weiterer Mi-
schungskomponenzen bestimmt werden konnen. Grundsétzlich gilt, daB3 auf eine Priifung der Selekti-
vitdt verzichtet werden kann, wenn die Richtigkeit bereits bewiesen wurde, denn wenn ein Vorliegen
systematischer Fehler ausgeschlossen werden kann, so mu8 das Verfahren auch selektiv sein. Die U-
berpriifung der Selektivitit eines HPLC-UV-Verfahrens ist besonders wichtig, da die Identifizierung
der Analyten hauptsichlich iiber die Retentionszeit erfolgt, wobei vor allem bei der Untersuchung
komplexer biologischer Proben die Gefahr von Uberlagerungen des Analyt-Peaks durch Begleitkom-
ponenten in der Probe besteht und somit eine Verfalschung des Ergebnisses eintritt. Aber auch bei der
massenspektrometrischen Detektion ist eine Priifung der Selektivitdt erfoderlich, da eine Quantifizie-
rung mit Triple-Quadrupol-Geréten ausschlieBlich im MRM-Mode durch Aufnahme von meist nur
zwei bis maximal vier Massenspuren erfolgt und es somit auch zu Uberlagerungen durch Begleitkom-
ponenten kommen kann. Nach der EU-Richtlinie 657 [296] ist die Selektivitdt von Verfahren im ersten
Schritt durch Retentionszeitvergleich der Analyten in der Probe mit denen in einem entsprechenden
Kalibrierstandard unter den gleichen Versuchsbedingungen zu priifen, wobei eine Retentionszeitstole-
ranz von 5 % nicht tiberschritten werden darf. Weiterhin muf3 bei HPLC-DAD-Verfahren ein UV-
Spektrenvergleich erfolgen. Die Absorptionsmaxima der Analyten miissen unter Beriicksichtigung
einer durch das Auflosungsvermogen des Detektionssystems vorgegebenen Toleranz bei denselben
Wellenldngen wie bei den Kalibrierstandards liegen. Beim massenspektrometrischen Nachweis mit
Triple-Quadrupol-Gerdten im MRM-Modus miissen die relativen Intensititen der nachgewiesenen
Produkt-Ionen innerhalb einer Toleranz, ausgedriickt in Prozent der Intensitit des intensivsten lons,
auch Basis-Peak, denjenigen des Kalibrierstandards entsprechen, wobei die Konzentration des Kali-
brierstandards der der Probe entsprechen muf}. Die zuldssige Hochsttoleranz fiir die relativen lonenin-
tensitéten ist nach relativer Intensitit des Produkt-Ions bezogen auf den Basis-Peak gestaffelt, darf
aber = 50 % nicht iiberschreiten. Weiterhin gilt fiir alle massenspektrometrische Verfahren, bei denen
Fragmente nicht im Full-Scan-Modus gemessen werden, zur Identifizierung ein Punktesystem, wobei
zur Bestitigung von Analyten mindestens vier Identifizierungspunkte bendtigt werden. Ein LC-
MS/MS-Verfahren, mit dem ein Precursor-lon und zwei Produkt-lonen gemessen werden, liefert vier
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Punkte, zwei Precursur-lonen mit einem Produkt-Ion fiinf Punkte. Bei dem entwickelten HPLC-UV-
MS/MS-Verfahren wird ein Identifizierungspunkt durch die UV-Detektion und vier Identifizierungs-
punkte durch die MS/MS-Detektion erhalten, womit CTC und e-CTC mit einer Gesamtpunktzahl von
fiinf eindeutig identifizierbar sind.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Selektivitétspriifung des HPLC-UV-MS/MS-Verfahrens durch
eine flir CTC und e-CTC charakteristischen Peakldschung nach alkalischer Behandlung der Probe
sowie durch einen Vergleich der Retentionszeiten, der UV-Spektren, der MS-Spektren und der Pro-
dukt-Tonen-Intensitéten.

5.3.3.1 Selektivitatstest durch Peakloschung nach alkalischer Behandlung

Zur Absicherung der Selektivitidt wurde in einem ersten Schritt eine Muskulaturprobe alkalisch behan-
delt, was die Isomerisierung von CTC und e-CTC zu iso-CTC und e-iso-CTC bewirkt und damit zu
einer Peakloschung fiihrt. Ist das Verfahren selektiv, so muB3 es zu einer vollstindigen Loschung des
CTC- und e-CTC-Peaks kommen. Wie in Abb. 19 anhand der UV- und MS-Chromatogramme darge-
stellt, kommt es nach alkalischer Behandlung der Muskulaturprobe zu einer vollstindigen Auslo-

schung der CTC und e-CTC-Peaks und zur Umwandlung in die isomeren Verbindungen.
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Abb. 19: UV- und MS-Chromatogramme einer Muskulaturprobe: Aufarbeitung nach dem allgemeinen
Extraktionsverfahren (unten), Aufarbeitung mit alkalischer Behandlung (oben)

5.3.3.2 Selektivititsstest durch Vergleich der Retentionszeiten

Die weitere Selektivititspriifung des HPLC-UV-MS/MS-Verfahrens erfolgte durch einen Vergleich
der Retentionszeiten [295] von CTC und e-CTC in einer Muskulaturprobe mit denen in einer Kali-
brierlosung. Hierzu wurde sowohl eine gewachsene Muskulaturprobe des Tieres 95 der Tierstudie an
der FAL aufgearbeitet als auch eine Mischstandardlosungen aus CTC und e-CTC (B = 1 mg/L) ver-
messen. Die in Abb. 20 dargestellten Chromatogramme fiir die UV-Detektion und MS/MS-Detektion
zeigen, daBl die Retentionszeiten von CTC und e-CTC in der Muskulaturprobe exakt mit denen im
Standard {ibereinstimmen und damit das Richtigkeitskriterium aufgrund der Retentionszeiten mit einer

maximalen Toleranz von 5 % erfiillt ist. Da der Retentionszeitvergleich als einziges Selektivititskrite-
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rium nicht ausreicht, wurden weitere Selektivititstests durchgefiihrt.
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Abb. 20: Selektivitditstest durch Vergleich der Retentionszeiten: HPLC-Chromatogramm eines Kali-
brierstandards und einer Muskulaturprobe mit MS/MS-Detektion (a) und UV-Detektion (b)

5.3.3.3 Selektivititstest durch Vergleich der UV- und MS-Spektren

Als weiteres Kriterium fiir die Selektivitét eines Verfahrens gilt die Ubereinstimmung der Spektren der
Analyt-Peaks in Standardlésungen mit denen in der Probe [288, 290]. Dazu wurden die UV- sowie die
MS-Spektren der Analyten in der Standardlésung mit denen in der Muskulaturprobe verglichen.
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Abb. 21: Selektivitdtstest durch Vergleich der UV-Spektren von CTC und e-CTC in Standardlosung
(B = 1 mg/L) und in einer Muskulaturprobe (Tier 95, FAL)

Ein Vergleich der normierten UV-Spektren, siche Abb. 21, zeigt deutlich, dal eine Selektivitét dieser
Detektionsart nur in einem Wellenldngenbereich von etwa 350 nm bis 400 nm gegeben ist. Im Wellen-

lingenberich von 250 nm bis 350 nm kommt es in Realproben zu Uberlagerungen von Stdrsubstanzen,
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die zu einer erheblichen Differenz der UV-Spektren in Standardlésungen im Vergleich zu denen in der
Realprobe fithren. Daher darf eine Quantifizierung von CTC und e-CTC nur bei einer Wellenldnge
von 370 nm erfolgen.

Zum Vergleich der MS-Spektren wurden sowohl von einer Mischstandardlésung aus CTC und e-CTC
(B =1 mg/L) als auch von einer Muskulaturprobe Produkt-Ionen-Scans des Precursor-lons mit m/z
479 bei einer Kollisionsenergie von 25 eV aufgenommen. Die in Abb. 22 dargestellten MS-Spektren
belegen fiir beide Substanzen, daB} in der Standardlosung als auch in der Muskulaturprobe dieselben
Fragmente entstehen. Das Fragment mit m/z 371 von e-CTC ist als schwichstes Produkt-lon im Full-
Scan-Modus nicht mehr zu erkennen. Dartiberhinaus muf3 nach der EU-Richtlinie 657 auch das Inten-
sitdtsverhéltnis der einzelnen Fragmente zueinander identisch sein. Unter Zugrundelegung der giiltigen
zulédssigen Hochsttoleranz von 50 % sind auch die Fragmentmuster von CTC und e-CTC in der Stan-

dardlésung und in der Muskulaturprobe als gleich zu betrachten.
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Abb. 22: Selektivitdtstest durch Vergleich der MS-Spektren (Produkt-lonen-Scan des Precursor-lons
mit m/z 479) von CTC und e-CTC in Standardlosung (B = 1 mg/L) und in einer Muskulatur-
probe (Tier 95, FAL)

Die durchgefiihrten Spektren-Vergleiche von CTC und e-CTC zeigen sowohl fiir die UV-Detektion als
auch fiir die massenspektrometrische Detektion eine gute Ubereinstimmung zwischen Standardldsung
und Muskulaturprobe und geben damit deutliche Hinweise auf die Selektivitit des Verfahrens.

Dariiberhinaus muf3 die Peakreinheit {iber den gesamten Peak gewaihrleistet sein. Hierzu wurden
Chromatogramme einer Mischstandardlosung aus CTC und e-CTC und einer Muskulaturprobe aufge-
nommen. Die Aufnahme der Spektren erfolgte fiir die UV-Detektion im Bereich von 250 nm bis 400
nm, fiir die Produktionen-Spektren im Bereich von m/z 100 bis m/z 500. Zur Bestimmung der Peak-
Reinheit wurden jeweils fiinf {iber den nicht geglétteten Peak verteilte Spektren miteinander vergli-
chen. Die Ubereinstimmung der einzelnen Spektren wird prozentual angegeben, wobei eine Peakrein-
heit von 100 % vollig identische und 0 % vollig verschiedene Spektren bedeutet. Die Peak-Reinheiten
wurden fiir CTC und e-CTC fiir beide Detektionsarten ermittelt und lagen fiir beide Substanzen so-
wohl bei der UV-Detektion als auch bei der MS-Detektion zwischen 92 % und 98 %. Damit wurde
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eine nahezu vollige Peak-Reinheit ermittelt.

Zusammenfassend kann mit den in Kap. 5.3.3.1 und Kap. 5.3.3.2 erhaltenen Ergebnissen die Selekti-
vitdt des HPLC-UV-MS/MS-Verfahrens fiir die Bestimmung von CTC und e-CTC in Mukulatur als

gesichert angesehen werden.
5.3.4 Systematische und zufillige Fehler

Einzelne Verfahrensschritte wie z. B. Probenaufschluf3, Probenextraktion und Derivatisierung sowie
Matrixeinfliisse und Reagenzien sind in ihrem Einflul3 auf die Prizision und Richtigkeit zu {iberpriifen
[244, 288, 289]. Dementsprechend ist zwischen systematischen und zufélligen Fehlern zu differenzie-
ren. Die Richtigkeit von Werten bezieht sich auf die Ubereinstimmung des Mittelwertes aus vielen
Messungen mit dem wahren Wert. Das MaB fiir die Richtigkeit ist eine theoretische Grofe. Als Maf
fiir die Richtigkeit wird jedoch im allgemeinen die systematische Ergebnisabweichung verwendet.
Diese Abweichungen kénnen durch Berechnung der Wiederfindungsfunktion ermittelt werden. Wah-
rend die Richtigkeit das Ausmal} des systematischen Fehlers beschreibt, ist die Prézision eine qualita-
tive Bezeichnung fiir das Ausmal} der gegenseitigen Annéherung voneinander unabhingiger Ergebnis-
se bei mehrfacher Anwendung eines Verfahrens unter vorgegebenen Bedingungen und somit ein Maf}
fiir den zufdlligen Fehler. Der Begriff Genauigkeit beschreibt qualitativ die gesamten systematischen
und zufilligen Abweichungen vom wahren Wert, da jedes Analysenverfahren mit einer gewissen Un-
sicherheit behaftet ist. Die Genauigkeit definiert die Annéherung von einzelnen MeBergenissen an den

wahren Wert. Sie wird bestimmt, indem die Richtigkeit und Prizision ermittelt werden.

Einzelne Verfahrensschritte und Matrixeffekte konnen sich in einer Erhohung der Unprézision
und/oder als konstant- oder proportional-systematische Fehler der Analysenergebnisse von den ,,wah-
ren” Werten duflern. Bei konstant-systematischen Fehlern ist der Analysenfehler unabhingig von der
Konzentration der Analyten, was zu einer Parallelverschiebung der Kalibriergeraden in der Matrix
gegeniiber der Kalibriergeraden mit reinen Standardlosungen fiihrt. Proportional-systematischen Feh-
ler sind abhiingig von der Konzentration der analysierten Komponente. Dies fiihrt zu einer Anderung
der Steigung der Kalibriergeraden in Matrix im Vergleich zu der mit reinen Standardlésungen. Sowohl
zur Uberpriifung einzelner Verfahrensschritte als auch zur Feststellung von Matrixbeeinflussung kann
die Berechnung der Wiederfindungsfunktion herangezogen werden, die es erlaubt, systematische Feh-
ler aufzudecken [289, 290]. Neben der Matrixbeeinflussung bei der Probenvorbereitung sind bei LC-
MS/MS-Verfahren vor allem Matrixeffekte bei der ESI-Ionisierung zu beriicksichtigen [303, 309].

5.3.4.1 Richtigkeit

Ziel der Wiederfindungsexperimente und der Aufstellung der Wiederfindungsfunktion ist die Ermitt-
lung des Einflusses einzelner Verfahrensschritte auf das Analysenverfahren. Die Untersuchungen er-
folgten liber den gesamten Arbeitsbereich. Zur Aufdeckung systematischer Fehler wurden in einem
ersten Schritt jeder einzelne Kalibrierstandard der Probenvorbereitung unterzogen. Hierzu wurde Me-
OH/EDTA-Mcllvain-Puffer pH 4 (0,01 mol/L) (20/80) (v/v), das Extraktionsmittel fiir Muskulatur,
mit 0,005; 0,02; 0,1; 0,2; 0,5; 1 und 2 pg CTC dotiert, mittels SPE aufgearbeitet und mit HPLC-UV-
MS/MS vermessen. In einem zweiten Schritt erfolgte zur Aufdeckung matrixbedingter systematischer
Fehler die Aufarbeitung und Messung CTC dotierter Muskulaturproben der Gehalte 0,001; 0,004;
0,02; 0,04; 0,1; 0,2 und 0,4 mg/kg. Aus den erhaltenen Ergebnissen wurden die Wiederfindungsfunk-
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tionen und daraus die Wiederfindungen berechnet. Die CTC-Gehalte in den MeBproben sowie die

Wiederfindungen wurden als Summe von CTC und e-CTC ermittelt.
Aufarbeitung CTC-dotierter Extraktionsmittel

Mit der in Kap. A. 6 im Anhang beschriebenen Berechnung haben sich fiir die UV- und MS/MS-
Detektion folgende Wiederfindungsfunktionen fiir die Extraktion mit Standardlosungen ergeben (Abb.
A. 9 im Anhang):

X; = 0,0393 mg/L + 1,0466 X, R> = 10,9999 (UV-Detektion)
X¢ = 0,0394 mg/L + 1,0061 X, R*=0,9999 (MS/MS-Detektion)

Bei den ermittelten Wiederfindungsfunktionen beziehen sich die X.-Werte auf die zudotierten CTC-
Konzentrationen. Die X-Werte setzen sich aus den ermittelten CTC- und e-CTC-Gehalten zusammen.
Eine wichtige Voraussetzung fiir die Aussagefahigkeit der Wiederfindungsfunktion ist die Gleichwer-
tigkeit der Verfahrensstandardabweichungen Syo der Kalibrierfunktion des analytischen Grundverfah-
rens und der Wiederfindungsfunktion. Einzelne Probenvorbereitungsschritte kénnen zu deutlich hdhe-
rer Unprézision der Kalibrierung fiihren, so dafl eventuell vorliegende systematische Fehler verdeckt
werden. Daher werden die Verfahrensstandardabweichung der Kalibrierfunktion des Grundverfahrens
Sxo und die Reststandardabweichung der Wiederfindungsfunktion sys mittels F-Test auf signifikanten
Unterschied gepriift. Ist PG > F (f; = f;, = N-2, P = 99%), so liegt ein signifikanter Unterschied zwi-
schen den beiden Standardabweichungen vor und es kann keine Aussage iiber das Nicht-
Vorhandensein systematischer Abweichungen gemacht werden. Die Reststandardabweichungen be-
trugen fiir die Wiederfindungsfunktion der UV-Detektion sy = 0,280 mg/L und der MS/MS-Detektion
Syf = 0,040 mg/L. Die Verfahrensstandardabweichungen der Kalibrierfunktionen wurden fiir die UV-
Detektion zu Sxoc = 0,312 mg/L und fiir die MS/MS-Detektion zu Sy = 0,068 mg/L ermittelt. Die er-
mittelten Priifwerte lagen mit PG = 0,1103 fiir die UV-Detektion und PG = 0,2052 fiir die MS/MS-
Detektion unterhalb der Tabellenwerte von F = 29,17 (N, =5) und F = 10,97 (N, =7) und damit liegt
kein signifikanter Unterschied der Analysenprézision von den analytischen Grundverfahren und den
Wiederfindungsfunktionen vor, womit die Gleichwertigkeit der Analysenprézision der jeweiligen Ka-

librierfunktion und der Wiederfindungsfunktion belegt worden ist.

Aufgrund von zufdlligen Fehlern, also einer Streuung der MeB3werte, ergeben sich als Achsenabschnitt
und Steigung der Wiederfindungsfunktion niemals die Idealwerte a; = 0 und by = 1. Zur Beurteilung
des Vorliegens sytematischer Fehler miissen daher die Vertrauensbereiche von a; und by ermittelt wer-
den. Eine konstant-systematische Fehler liegt mit 95%iger statistischer Sicherheit vor, wenn der
Vertrauensbereich VB(as) nicht den Wert as = 0 einschliet. Entsprechend gilt, da} eine proportional-
systematische Fehler mit 95%iger Sicherheit vorliegt, wenn der Vertrauensbereich VB (by) den Wert
b = 1 nicht einschlieB3t. Es wurden folgende Vertrauensbereiche fiir die Steigung b und den Achsen-

abschnitt a5 ermittelt:

UV-Detektion: MS/MS-Detektion:
VB (a7) = 0,0393 + 0,2987 mg/L VB (a7) = 0,0394 + 0,0501 mg/L
VB (bf) = 1,0466 + 0,0580 VB (bf) = 1,0061 £0,0115

Fir beide Detektionsarten schlieBen die Vertrauensbereiche fir a; den Wert Null und fir bs den Wert
1 mit ein, weshalb das Vorliegen von konstant-systematischen und proportional-systematischen Feh-
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lern ausgeschlossen werden kann. Anhand der Wiederfindungsfunktion 146t sich bei Ausschluf3 kon-
stant-systematischer Fehlern die Wiederfindung von CTC nach der im Anhang angegebenen Formel,
siche Kap. A. 6.7, berechnen und sie betrug fiir die UV-Detektion 104,7 % und fiir die MS/MS-
Detektion 100,6 %.

Aufarbeitung CTC-dotierter Muskulaturproben

Entsprechend der Vorgehensweise filir dotierte Extraktionsmittel wurde fiir Muskulatur sowohl fiir
UV-Detektion als auch fiir MS/MS-Detektion die Wiederfindungsfunktionen ermittelt (Abb. A. 10 im
Anhang), deren BestimmtheitsmaB R” = 0,9998 (UV-Detektion) und R* = 0,9988 (MS/MS-Detektion)
betrugen. Die Reststandardabweichungen betrugen fiir die UV-Detektion Sy = 0,281 mg/L und fiir die
MS/MS-Detektion sy = 0,0947 mg/L. Um zu liberpriifen. ob die erhaltenen Reststandardabweichungen
gleichwertig mit den Verfahrensstandardabweichungen Sy der Kalibrierfunktionen des analytischen
Grundverfahrens sind, wurden wiederum beide Standardabweichungen mittels F-Test auf signifikan-
ten Unterschied gepriift. Die ermittelten PriifgroBen lagen mit PG = 0,14 fiir die UV-Detektion und PG
= 1,33 fiir die MS/MS-Detektion unterhalb der tabellierten Werte von F = 29,17 (N, =5) und F = 10,97
(N, =7), womit kein signifikanter Unterschied der Analysenprizision von den analytischen Grundver-
fahren und den Wiederfindungsfunktionen vorliegt. Zur Priifung auf systematische Fehler sind sowohl
fiir die UV-Detektion als auch fiir die MS/MS-Detektion die Vertrauensbereiche von dem Achsenab-
schnitt a; und der Steigung by berechnet worden. Es wurden folgende Vertrauensbereiche fiir die Stei-

gung b und den Achsenabschnitt a; ermittelt:

UV-Detektion: MS/MS-Detektion:
VB (af) =0,0218 = 0,2852 mg/L VB (a5) =-0,0576 + 0,1182 mg/L
VB (bf) =0,8590 + 0,0554 VB (br) = 0,6880 = 0,0272

Fiir beide Detektionsarten wurde kein konstant-systematischer Fehler festgestellt, jedoch ergaben die
Vertrauensbereiche der Steigung bs im Gegensatz zu den Untersuchungen mit Standardlésungen Hin-
weise auf einen proportional-systematischen Fehler, da die Vertrauensbereiche von bs den Wert 1 nicht
einschlieBen. Bei Vorliegen von ausschlieBlich proportional-systematischen Abweichungen ist a; = 0,
also die Wiederfindung unabhéngig von X, und damit allein durch bs bestimmt, so da3 die Wiederfin-
dung nach der in Kap. A. 6.7 im Anhang angegebenen Formel berechnet werden kann. Die Wieder-
findungen von CTC liegen fiir die UV-Detektion bei 86 % und fiir die MS/MS-Detektion bei 73 %
und unterscheiden sich damit deutlich. Mdglicherweise spielen im Gegensatz zu der UV-Detektion bei
der MS/MS-Detektion signalsupressive Effekte eine Rolle.

Bei sehr vielen Analysenverfahren liegt ein proportional-systematischer Fehler vor, da in den meisten
Féllen, insbesondere bei der Aufarbeitung komplexer biologischer Proben, keine vollstindige Extrak-
tion der Analyten erfolgt. Nach der EU-Richtlinie sind MeBwerte als richtig zu betrachten, wenn die
Wiederfindung zwischen 70 % und 110 % liegt. Daher konnen sowohl die Ergebnisse, ermittelt mit
UV-Detektion, als auch mit MS/MS-Detektion unter Beriicksichtigung der statistischen Streuung als
richtig angesehen werden. Die Kalibrierung mittels externer Standardmethode kann deshalb beibehal-

ten werden.

Die ermittelten Wiederfindungen liegen im Bereich der in der Literatur beschriebenen Werte. Fiir
Muskulatur werden Wiederfindungen im Bereich von 55 % bis 83 % angegeben [170, 194, 210, 304],
wobei einerseits die zugrunde liegende Berechnung nicht ersichtlich ist und andererseits bei vielen
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Verfahren nur der Wirkstoff, das Epimere nicht bestimmt wird.

Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte trotz des Ausschlieens eines konstant-systematischen
Fehlers fir Muskulaturproben eine Konzentrationsabhingigkeit der Wiederfindung von CTC bei der
MS/MS-Detektion, nicht jedoch bei der UV-Detektion, festgestellt werden (siche Tab. 17), was deut-
liche Hinweise auf signalsupressive Matrixeffekte bei der ESI-MS/MS-Detektion gibt.

Tab. 17: Ermittelte Wiederfindungen (X CTC + e-CTC) nach Extraktion von CTC-dotierter
Muskulaturproben (HPLC-UV-MS/MS) (n = 7)

Konzentration Wiederfindung Wiederfindung
[ng/kel UV-Detektion MS/MS-Detektion
[%] [%]

2 o 97

8 o 80

40 %6 7

80 ]9 69

200 82 67

400 R0 66

800 88 60

Eine Konzentrationsabhédngigkeit der Wiederfindung bei der MS/MS-Detektion wird in der Literatur
ebenfalls beschrieben. Wéhrend bei der Bestimmung von CTC in Gewebeproben mit der UV-
Detektion unabhédngig von der Konzentration meist gleiche Wiederfindungen ermittelt werden [176,
224, 279], stellten BLANCHFLOWER et al. fiir CTC in Muskulatur mit der MS-Detektion ebenfalls
mit zunehmender Konzentration geringere Wiederfindungen fest [210].

Auf supressive Matrixeffekte bei der massenspektrometrischen Detektion wihrend der Ionisierung in
der ESI-Quelle, insbesondere bei komplexen biologischen Proben, weisen verschiedene Autoren hin
[305, 306, 307]. Als Ursache fiir diese Matrixeffekte konnen neben einer Co-Elution der Analyten mit
Matrixkomponenten auch eine Uberladung der analytischen Sdule mit Matrixkomponenten, die zu
einer verschleppten Co-Elution fiihrt, eine Rolle spielen [308]. Daher wurde nachfolgend untersucht,
ob die festgestellte Konzentrationsabhédngigkeit der Wiederfindung von CTC bei der ESI-MS/MS-
Detektion auf signalsupressive Matrixeffekte zuriickzufiihren ist.

5.3.4.2 Matrixbedingte Signalbeeinflussung bei der ESI-MS/MS-Detektion

Zur Aufdeckung von Matrixeffekten bei der ESI-MS/MS-Detektion gibt es hauptséchlich zwei Mog-
lichkeiten:

e Post column“-Infusion des Analyten in das HPLC-Eluat

e Vergleich von Kalibrierstandards in Matrix mit denen in Solvent

Kontinuierliche ,,post-column“-Infusion von CTC

Eine Moglichkeit zur Aufdeckung von Matrixeftfekten bei der ESI-MS/MS-Detektion ist die kontinu-
ierliche ,,post column“-Infusion einer Standardldsung zum HPLC-FIuB vor der ESI-MS/MS-
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Detektion. Durch Vergleich der Chromatogramme, erhalten durch Nullinjektion, mit den nach Injekti-
on einer aufgearbeiteten unbelasteten Muskulaturprobe konnen Matrixeinfliisse aufgezeigt werden.
Treten keine Matrixeffekte auf, so sollten die erhaltenen Chromatogramme der Nullinjektion sowie der
Muskulaturextraktinjektion identisch aussehen. In Abb. 23 sind die durch Nullinjektion und Injektion
einer Muskulaturprobe und ,,post-column*-Infusion von CTC erhaltenen Chromatogramme dargestellt.
Es wurde wihrend des gesamten Chromatographielaufes (Gradientenmethode) kontinuierlich iiber
eine Spritzenpumpe eine CTC-Standardlésung der Konzentration 10 mg/L ,,post column® zum HPLC-
FluB zugefiihrt. Die MS/MS-Detektion erfolgte durch Aufnahme eines Produkt-lonen-Scans des Pre-
cursor-lons m/z 479.

1009 Nullinjektion Daughters of 479ES+
] TIC
[%] |
0
100f Injektion einer unbelasteten Muskulaturprobe Daughters of 479ES+
TIC
] Anfang der Signalsupression
[%] 1
1
0 | Zeit [min]

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Abb. 23: MS-Chromatogramme (Produkt-Ionen-Scan des Precursuor-lons m/z 479), aufgenommmen
durch kontinuierliche post column-Infusion einer CTC-Lésung (B = 10 mg/L) wihrend des
HPLC-Laufes: Nullinjektion (oben) und Injektion eines Muskulaturextrakts (unten)

Die Ergebnisse verdeutlichen, dal es ab einer Retentionszeit von vier Minuten zu einer Signalsupres-
sion kommt, da sich im Falle der Injektion eines Muskulaturextrakts im Gegensatz zur Nullinjektion
ein abfallender Kurvenverlauf ergibt.

Vergleich von Kalibrierstandards in Matrix mit denen in Solvent

Zur Uberpriifung einer Signalbeeinflussung durch Matrixkomponenten wihrend der Ionisierung in der
ESI-Quelle bei der MS/MS-Detektion wurden in einem ersten Schritt Matrixstandards hergestellt und
diese mit den entsprechenden Solventstandards verglichen. Zur Herstellung der Matrixstandards wur-
den unbelastete Muskulaturproben aufgearbeitet und die hierbei erhaltenen Extrakte vor der LC-
MS/MS-Analyse mit CTC dotiert. In Tab. 18 sind die Wiederfindungen von CTC in Matrixstandards
bezogen auf CTC in Solventstandards dargestellt.

Die durchgefiihrten Untersuchungen bestétigen, dal mit der UV-Detektion konstante Wiederfindun-
gen erzielt werden. Es konnte weiterhin gezeigt werden, daf es bei der Detektion mit ESI-MS/MS mit
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zunehmender Konzentration zu einer verstirkten Signalsupression kommt.

Tab. 18: Wiederfindung (X CTC + e-CTC) in aufgearbeiteten Muskulaturproben, vor der HPLC-UV-
MS/MS-Analyse mit CTC dotiert (n = 5)

CTC-Konzentration Wiederfindung [%]
[ng/ke] uv MS/MS
20 82 82
80 85 74
800 83 65

Zusammenfassend konnte anhand der ,,post-column®“-Infusion von CTC gezeigt werden, dall es zu
einer Signalsupression kommt. Dariiber hinaus verdeutlichte der Vergleich von Matrixstandards mit
Solventstandards, dal mit zunehmender Konzentration eine hohere Signalsupression auftritt, was die
Konzentrationsabhéngigkeit der Wiederfindung erklért. Zur Kompensation dieser Matrixeffekte eignet
sich nur die Kalbrierung nach dem Standardadditionsverfahren [309], die jedoch sehr zeitaufwendig
ist. Bei diesem LC-MS/MS-Verfahren sind insgesamt jedoch signalsupressive Effekte fiir die Bestim-
mung von CTC in Muskulatur mit diesem Verfahren zu vernachldssigen, da die Richtigkeit des Ver-
fahrens bereits in Kap. 5.3.4.1 bewiesen wurde. Diese Untersuchungen zeigen dariiber hinaus, daf3
auch bei der MS/MS-Detektion ein ,,clean up“ der Proben sowie eine chromatographische Trennung
der Analyten, insbesondere von Matrixkomponenten, von entscheidender Bedeutung ist.

5.3.4.3 Prazision

Unter der Prizision wird die Ubereinstimmung unabhiingiger Analysenergebnisse verstanden und gibt
die Streuung einzelner Ergebnisse als Folge von zufilligen Fehlern an. Als MaB fiir zufillige Fehler
gilt die Mef3- und Methodenprézision, wobei sich die MeBprézision auf zufillige Fehler, die durch das
Analysengerites selbst bedingt sind, und die Methodenprazision auf zufdllige Fehler bei der Durch-
fiihrung des gesamten Analysenverfahrens bezieht. Die Prézision wird meist in Form der relativen

Standardabweichung s, ausgedriickt.
MeBprizision

Die Ermittlung der MeBprézision in Standardldsungen ist bereits bei der Aufstellung der Kalibrierge-
raden in Kap. 5.3.1.1 erfolgt. Sie liegt fiir CTC und e-CTC zwischen 1 % und 3 % mit UV-Detektion
und zwischen 2 % und 6 % mit MS/MS-Detektion. Zur Ermittlung der MeBprézision in Realproben
wurden fiinf CTC-haltige Muskulaturproben der Tiere 93-97 aus der Medikationsstudie FAL aufgear-
beitet und mittels HPLC-UV-MS/MS achtfach analysiert. Da die erhaltenen CTC-Gehalte bis auf die
des Tieres 95 unterhalb der Nachweisgrenze der UV-Detektion lagen, erfolgte die Auswertung aus-
schlieBlich {iber MS/MS-Daten. Die erhaltenen Mittelwerte der Konzentrationen sowie die relativen
Standardabweichungen fiir CTC und e-CTC sind in Tab. 19 dargestellt. Mit Werten zwischen 3 % bis
8 % entsprechen die relativen Standardabweichungen der fiir CTC und e-CTC in Standardldsungen
ermittelten Werten von 2 % bis 6 % und belegen damit die hohe Prézision des LC-MS/MS-
Verfahrens. Die ermittelten MeBprézisionen liegen damit weit unter den in der EU-Richtlinie 657 ak-

zeptierten Grenze von 20 % fiir die wiederholte Analyse von Realproben [296].
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Tab. 19: Mepprizision der CTC- und e-CTC-Bestimmung in Muskulatur mit LC-MS/MS
(FAL-Proben, n = 8)

Muskelprobe Tier 93 Tier 94 Tier 95 Tier 96 Tier 97
X (CTC) [ng/kg] 3,04 2,26 100,80 2,95 3,13
Srel (CTC) [%] 5 6 3 5 5
X (e-CTC) [ng/kg] 1,26 1,23 45,20 1,24 1,35
Srel (e-CTC) [%] 6 5 3 8 7
Methodenpriizision

Zur Bestimmung der Methodenprizision wurden ebenfalls fiinf CTC-haltige Muskulaturproben der
Tiere 93-97 aus der Medikationsstudie FAL eingesetzt. Die Muskulaturproben wurden in fiinfmal acht
Aliquote aufgeteilt, getrennt aufgearbeitet und der CTC-Gehalt mittels LC-MS/MS bestimmt. Die

berechneten Mittelwerte der Konzentrationen und die relativen Standardabweichungen sind in Tab. 20

aufgefiihrt.

Tab. 20: Methodenprdzision der CTC- und e-CTC-Bestimmung in Muskulatur mit LC-MS/MS
(FAL-Proben, n = 8)

Muskelprobe (CéC) (csiflC) (e-é(TC) (e-f:r%q o3 CTC)-(F e-CTC) | (Z CTCS-r:Ie-CTC)
[ng/kgl | [%] | I[ng/kgl [%o] [ng/kg] [%]
Tier 93 2,94 7 1,24 9 4,18 9
Tier 94 2,08 8 1,36 9 3,45 8
Tier 95 97,90 7 53,64 6 151,54 6
Tier 96 2,58 6 1,38 8 3,96 7
Tier 97 3,14 7 1,64 9 4,78 8

Die Methodenprizisionen sind mit Werten zwischen 6 % und 9 % nur geringfiigig groB3er als die MeB-
prézisionen. Damit liegen die Werte weit unterhalb der Angaben in Literaturverfahren, fiir die Metho-
denprézisionen bis zu 40 % beschrieben werden [172, 210, 221, 239]. Da die Epimerisierungsrate in
Abhiéngigkeit von der Temperatur und der Dauer der Probenvorbereitung zwischen 10 % und 20 %
differieren kann, siche Kap. 5.2.2.4, konnte dies bei der Aufarbeitung der Proben an unterschiedlichen
Tagen beispielsweise zu deutlich schlechteren Methodenprézisionen fiihren. Moglicherweise ist das
der Grund, warum OKA et al. fiir die Bestimmung von CTC in Muskulatur und Niere mit UV-
Detektion deutlich hdhere Methodenprézisionen von bis zu 40 % fanden [172]. Zudem bleiben bei den
meisten in der Literatur beschriebenen Verfahren die Epimere unberiicksichtigt.

Dies belegt die Notwendigkeit, einerseits den CTC-Gehalt selbst sowie andererseits auch die Metho-
denprézision aufgrund der nicht immer konstanten Epimerisierungsrate als Summe von CTC und e-
CTC anzugeben.
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5.3.5 Zusammenfassung der Validierungsergebnisse fiir die Bestimmung
von CTC und e-CTC in Muskulatur

Im Rahmen der fiir Muskulatur durchgefiihrten Validierung des HPLC-UV-MS/MS-Verfahrens ergab
sich fiir die UV-Detektion ein linearer Bereich von 0,1 mg/L bis 100 mg/L. Fiir die MS/MS-Detektion
ergab sich im untersuchten Konzentrationsbereich von 0,005 mg/L bis 50 mg/L kein linearer Zusam-
menhang zwischen Analyt-Konzentration und dem Detektorsignal, sondern eine polynomische Funk-
tion 2. Grades. Durch Aufteilung des Arbeitsbereiches in drei Teilbereiche (0,005-0,08 mg/L, 0,1-0,5
mg/L und 1-50 mg/L) konnte eine Linearitit erreicht werden. Die relativen Verfahrensstandardabwei-
chungen Vy, lagen fiir die UV-Detektion bei 1,7 % fiir CTC und 1,4 % fiir e-CTC. Fiir die MS/MS-
Detektion wurden Werte zwischen 2,1 % und 6,2 % erhalten. Damit konnte die gute Leistungsfahig-
keit des Analysenverfahrens fiir die Bestimmung von CTC und e-CTC in Muskulatur sowohl fiir die
UV- als auch MS/MS-Detektion belegt werden.

Als Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden fiir CTC und und e-CTC mit der UV-Detektion 3
pg/kg (= 0,08 mg/L) und 8 pg/kg (= 0,2 mg/L), mit der MS/MS-Detektion 0,1 pg/kg (= 0,003 mg/L)
und 0,3 pg/kg (= 0,008 mg/L) ermittelt.

Der Selektivititsnachweis des HPLC-UV-MS/MS-Verfahrens erfolgte nach den in der EU-Richtlinie
2002/657/EG geforderten Kriterien [296] durch einen Vergleich der Retentionszeiten, der UV-
Spektren, der MS-Spektren, der Produkt-lonen-Intensititen der Analyten in einer Standardlosung und
in einer Realprobe sowie durch eine fiir CTC und e-CTC charakteristische Peakloschung nach alkali-
scher Behandlung der Probe. Bei der UV-Detektion ist jedoch einschrinkend zu erwéhnen, daf3 eine
Quantifizierung von CTC und e-CTC nur bei einer Wellenlédnge von 370 nm (zweites Absorptionsma-
ximum) erfolgen darf, da es unterhalb einer Wellenlinge von 350 nm zur Uberlagerung von stérenden
Begleitkomponenten kommt und damit in diesem Wellenldngenbereich keine Selektivitit mehr gege-
ben ist.

Zur Beurteilung der Richtigkeit der Analysenergebnisse wurden die Wiederfindungsfunktionen ermit-
telt. Proportional-systematische Fehler konnten ausgeschlossen werden. Es ergab sich sowohl mit der
UV- als auch mit der MS/MS-Detektion ein Hinweis auf einen proportional-systematischen Fehler.
Die aus den Wiederfindungsfunktionen berechneten Wiederfindungen betrugen fiir die UV-Detektion
86 % und fiir die MS/MS-Detektion 73 %. Da die ermittelten Wiederfindungen in dem in der EU-
Richtlinie 2002/657/EG [296] angegebenen akzeptierten Bereich von 70 % bis 110 % liegen, wurde
somit die Richtigkeit des Verfahrens nachgewiesen. Dennoch wurde eine Konzentrationsabhédngigkeit
der Wiederfindung festgestellt. Es wurde gezeigt, dall die Ursache hierfiir in einer Signalsupression
bei der ESI-MS/MS-Detektion, die mit steigender Konzentration zunimmt, liegt.

Die Charakterisierung der Prazision erfolgte durch Ermittlung der MeB3- und Methodenprézision mit
der MS/MS-Detektion. Dabei wurden fiir die MeBprézision Werte um 5 % fiir CTC und 6 % fiir e-
CTC ermittelt. Fiir die Methodenprizision unter Wiederholbedingungen ergaben sich Werte von 7 %
fiir CTC und 8 % fiir e-CTC und sind nur geringfiigig hoher als die MeBprizisionen.

Das entwickelte HPLC-UV-MS/MS-Verfahren wurde einer ausfiihrlichen Validierung unterworfen,
wodurch eine qualitative Bewertung der damit erzielten Ergebnisse ermoglicht wird. Erstmalig erfolg-
te hierbei auch eine Beriicksichtigung des Epimers. Eine Besonderheit dieses Analysenverfahrens
stellt die Kopplung der UV- mit der MS/MS-Detektion dar. Ein Leistungsvergleich beider Detektion-
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sarten zeigt, daBB mit der UV-Detektion eine Selektivitit nur im begrenztem Ausmal} gegeben ist und
dartiber hinaus die erzielten Bestimmungsgrenzen deutlich hoher liegen als bei der MS/MS-Detektion.
Aus diesen Griinden werden signalsupressive Effekte bei der MS/MS-Detektion in Kauf genommen
und dieser Detektionsart meist der Vorzug gegeben.

5.3.6 Validierung des HPLC-UV-MS/MS-Verfahrens fiir die Bestimmung
von CTC und e-CTC in Urin, Faeces, Plasma, Knochen, Leber und
Niere

Fiir Urin, Faeces, Plasma, Knochen, Leber und Niere wurden als Validierungsparameter die Wieder-
findung auf zwei Konzentrationsstufen, diec Methodenprizision sowie dic Nachweis- und Bestim-
mungsgrenze crmittelt. Als Probenmaterial fiir diese Validierungsuntersuchungen diente, mit Aus-
nahme von Faeces, die im Rahmen der Haus Diisse-Studie entnommenen Proben der unbehandelten
Kontrolltiere. Die eingesetzten Faecesproben stammten aus der FAL-Studie, wobei als unbelastetes
Probenmaterial die vor Beginn der Medikation entnommenen Nullproben zur Verfiigung standen. Die
erhaltenen Validierungsparameter fiir die verschiedenen Matrices sind in Tab. 21 zusammengefaft.
Die in Tab. 21 angegebenen Wiederfindungen beziehen sich ausschlieBlich auf MS/MS-Daten, da
eine Auswertung der durch UV-Detektion erhaltenen Chromatogramme nicht fiir alle Matrices im

gewihlten Konzentrationsbereich aufgrund einer mangelnden Selektivitdt moglich war.

Tab. 21: Validierungsparameter des Verfahrens fiir die Bestimmung von CTC und e-CTC in Urin-,
Plasma-, Faeces- und Schlachtproben (LC-MS/MS) (n = 6)

WF Methoden-
. prézision .
Mat CTC-Konz. - NWG BG*
atrix onz. | (x CT(;(;-]Q CTC) (& CTC + e-CTC)
° Srel [%]
_ 10 pg/L 107
Urin 6 0,1 ng/L 0,3 ng/L
100 pg/L 86
10 pg/L 74
Plasma 6 0,1 ng/L 0,3 png/L
100 pg/L 62
50 mg/kg 93
Faeces 6 70 pg/kg 140 pg/kg
500 mg/kg 91
10 pg/kg 40
Leber 5 0,3 ng/kg 0,5 pg/kg
100 pg/kg 36
10 ng/kg 72
Niere 7 0,3 ng/kg 0,5 ng/kg
100 pg/kg 61
Knochen
(CTC- B
haltige Pro- 19 2,5 ngkg 5 nelkg
ben)

* Die angegebenen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen gelten sowohl fiir CTC als auch fiir e-CTC.

Die ermittelten Wiederfindungen lagen mit Werten von 36 % bis 107 % im Bereich der Wiederfin-
dungen, die auch in der Literatur angegeben werden [252, 258, 272, 285, 310]. Die Wiederfindungen
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fiir Leber sind mit Werten von 36 % bis 40 % sehr niedrig, entsprechen aber den Ergebnissen von
CHERLET et al. [310], die in Schweineleber fiir CTC und e-CTC Wiederfindungen von nur 15 % bis
20 % angeben, hingegen in Muskulatur und Niere 45 % bis 50 % wiederfanden. Hervorzuheben ist die
Aufarbeitung von Urin und Faeces, fiir die Wiederfindungen zwischen 91 % und 107 % erzielt werden
konnten. Nach der EU-Richtlinie 2002/657/EG sind Analysenergebnisse dann als richtig zu betrach-
ten, wenn die Wiederfindung in Abhéngigkeit von der Konzentration zwischen 70 % und 110 % liegt.
Dies ist jedoch insbesondere bei der MS/MS-Detektion aufgrund signalsupressiver Effekte oft nicht
gegeben, so dafl auch Wiederfindungen, die darunter liegen, aber reproduzierbar sind, als akzeptabel
zu betrachten sind.

Im Rahmen der durchgefiihrten Wiederfindungsuntersuchungen wurde ebenso wie fiir Muskulatur
mit Ausnahme von Faeces eine Konzentrationsabhdngigkeit der Wiederfindung festgestellt. Fiir Mus-
kulatur konnte in Kap. 5.3.4.2 gezeigt werden, daf3 es sich hierbei um signalsupressive Effekte bei der
ESI-MS/MS-Detektion, die mit steigender Konzentration zunehmen, handelt. Moglicherweise treten
bei den anderen Matrices dhnliche Effekte auf. Auf entsprechende Untersuchung der iibrigen Matrices
wurde in dieser Arbeit verzichtet. Lediglich fiir Leber erfolgte aufgrund der geringen Wiederfindung
eine Untersuchung der Signal-Supression bei der MS/MS-Detektion, die zwischen 50 % und 60 % lag.
Eine weitere Aufreinigung der erhaltenen Leberextrakte erfolgte trotz der hohen Supression im Rah-
men dieser Arbeit nicht. Bei der Bestimmung von CTC und e-CTC in Faeces konnte als einzige Ma-
trix keine Konzentrationsabhingigkeit der Wiederfindung festgestellt werden. Grund hierflir konnte
sein, daBl das Eluat der SPE verdiinnt wird und damit signalsupressive Effekte bei der MS/MS-
Detektion keine Rolle mehr spielen.

Fiir die Methodenprizision wurden mit Ausnahme von Knochen Werte von 5 % bis 7 % erhalten, die
nur geringfiigig oberhalb der MeBprézision von 2 % bis 5 % fiir CTC und e-CTC in Standardlésungen
lagen. Im Vergleich mit den in der Literatur gemachten Angaben fiir die Methodenprézision in den
unterschiedlichen Matrices von 4 % bis 18 % zeichnet sich das entwickelte Analysenverfahren durch
eine hohe Prézision aus. Die Methodenpréizision fiir die Bestimmung von CTC und e-CTC in Knochen
liegt mit 19 % sehr hoch und ist etwa doppelt so hoch wie die von KUHNE et al. [285] ermittelten
Werte von 8,8 %. Ursache hierfiir ist vermutlich der Mahlgrad der Knochen, da mit der eingesetzten
Knochenmiihle nur ein geringer Mahlgrad erzielt wurde und damit die Reproduzierbarkeit der Extrak-

tion niedrig war.

Die Bestimmungsgrenzen flir Urin, Plasma, Leber und Niere lagen im Bereich von 0,3-0,5 pg/L oder
pg/kg und entsprachen damit Literaturverfahren, bei denen Bestimmungsgrenzen von 10-125 pg/L fiir
Urin [213, 247, 252], 10-20 pg/L fiir Plasma [152, 233, 258] und von 2-230 pg/kg fiir Leber und Niere
[147, 177,187, 224, 239, 279, 310] angegeben werden. Die fiir Knochen ermittelte Bestimmungsgren-
ze von 5 pg/kg stimmt gut mit den Angaben von KUHNE et al. liberein, die fiir die Bestimmungsgren-
ze von CTC in Knochen ebenfalls 5 ug/kg angeben [285]. Die hohe Nachweis- und Bestimmungs-
grenze von 140 pug/kg fiir CTC und e-CTC in Faeces ist dadurch bedingt, da3 das Eluat der Festpha-
senextraktion nicht eingeengt, sondern aufgrund der hohen Gehalte in Realproben verdiinnt wurde.
Diese Bestimmungsgrenze liegt aber immer noch unterhalb der von SUNDERLAND et al. fiir die Be-
stimmung von CTC in Faeces mit HPLC-UV angegebenen Bestimmungsgrenze von 3,5 mg/kg [272].

Das hier vorgestellte HPLC-UV-MS/MS-Verfahren zeichnet sich durch eine umfassende Validierung
unter Berlicksichtigung des Epimers aus. Das Analysenverfahren ist gleichermallen auf die Matrices

Muskulatur, Urin, Plasma, Faeces, Leber, Niere und Knochen anwendbar. Neben einer quantitativen
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Bestimmung von CTC und e-CTC ermoglicht dieses Verfahren erstmals den simultanen Nachweis von
150-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC in den verschiedenen Probenarten und es
kann daher eine Beurteilung weiterer in Realproben vorkommenden Abbau- und Umwandlungspro-
dukte von CTC erfolgen. Dieses Analysenverfahren wurde nachfolgend auf Proben der durchgefiihrten
Medikationsstudien angewendet.

5.4 Anwendung des Analysenverfahrens auf Proben der Medikati-
onsstudien

5.4.1 Haus Diisse-Studie

Im Rahmen dieser Medikationstudie wurde ein Mastdurchgang unter praxisiiblichen Bedingungen mit
definierter Medikation durchgefiihrt. Die Versuchdurchfiilhrung wurde bereits in Kap. 5.1.1 beschrie-
ben. Ziel dieser Studie war es, anhand der entnommenen Urinproben der Versuchstiere das Auschei-
dungsverhalten von CTC zu untersuchen. Daneben sollten die CTC-Riickstinde in den Schlachtproben
ermittelt werden. Zunéchst wurde der CTC-Gehalt gemill der EU-Verordnung EWG Nr. 2377/90 als
Summe von CTC und e-CTC bestimmt. Dariiber hinaus sollte gepriift werden, welche weiteren Meta-
bolite von CTC in den Proben nachzuweisen sind.

5.4.1.1 Ausscheidungsverhalten von CTC in Urin

Es erfolgten wihrend des gesamten Mastdurchganges sieben Probennahmen. In den entnommenen
Urinproben wurde mit LC-MS/MS der CTC- und e-CTC-Gehalt sowie die Summe beider Verbindun-
gen ermittelt. Aus den fiir die einzelnen Tiere ermittelten Gehalten wurde der Mittelwert gebildet
(Einzeldaten siehe Tab. A. 1 im Anhang) und als Funktion der Zeit in Abb. 24 dargestellt.
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Abb. 24: Gesamt-CTC-, CTC- und e-CTC-Gehalte in Urin der Versuchstiere (Mittelwert aller Tiere)
(LC-MS/MS) (n =12)
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Zur Veranschaulichung ist der Konzentrationsverlauf ab der zweiten Woche nach Absetzen der Medi-
kation nochmals in einer kleineren Abbildung dargestellt. Vor der Medikation konnte, wie erwartet,
bei keinem der 24 Tiere CTC oder e-CTC in Urin nachgewiesen werden. Bei den Versuchstieren zeig-
te sich erwartungsgemill direkt nach Medikationsende der hochste CTC-Gehalt mit durchschnittlich
9,17 mg/L, der bereits zwei Wochen spéter auf 0,51 mg/L gefallen ist. Bis zur Schlachtung drei Mona-
te spiter nahm der CTC-Gehalt weiter ab, betrug aber selbst am Tag der Schlachtung noch 66 pg/L
und lag damit im Bereich der MRL-Werte fiir andere Matrices. Zu dhnlichen Befunden sind
RAMAZZA et al. [43] gekommen, die das Ausscheidungsverhalten von Oxytetracyclin in Urin nach
mehrwochiger oraler Medikation untersuchten. Sie fanden ebenfalls auch vier Monate nach Absetzen

der Medikation noch Oxytetracyclin in Urin.

Werden die CTC-Gehalte der einzelnen Tiere miteinander verglichen, so sind starke individuelle Un-
terschiede festgestellbar. In Abb. 25 sind die Gehalte der Urinproben nach Medikationsende und vor
der Schlachtung dargestellt.
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Abb. 25: CTC-Gehalte (3 CTC+e-CTC) in Urin der einzelnen Versuchstiere nach Medikationsende
und vor der Schlachtung (LC-MS/MS, n =2)

Ursache fiir die unterschiedlichen CTC-Gehalte kann einerseits die unterschiedliche Futteraufnahme-
menge der einzelnen Tiere sein, da die Schweine an Léngstrogen gefiittert wurden und daher die indi-
viduelle Aufnahmemenge nicht bekannt ist, und andererseits variiert die ausgeschiedene Urinmenge
der Schweine pro Tag individuell. Beim Versuchstier 3 lassen sich sowohl direkt nach Absetzen der
Medikation, Probenahme 0, sowie auch kurz vor der Schlachtung drei Monate spiter, Probenahme 10,
wesentlich geringere Gehalte feststellen als bei den anderen Tieren. Vermutlich hat dieses Tier eine

geringere Futtermenge aufgenommen, da es wihrend des Mastdurchganges erkrankt ist.

In den Urinproben der als unbehandelte Kontrollgruppe mitgefiihrten Tiere konnten grofStenteils keine
CTC-Gehalte nachgewiesen werden. Es wurden jedoch bei sieben der zwolf Kontrolltiere in einigen
Urinproben CTC oder e-CTC gefunden, wobei die Summe beider Verbindungen etwa 0,03 % bis 1,7

% der CTC-Gehalte in Urin der Versuchstiere bei den jeweiligen Probenahmen entsprachen. Nachge-
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wiesenes CTC in den Kontrolltierproben deuten darauf hin, da3 auch die unbehandelten Tiere CTC
aufgenommen haben miissen. Mdgliche Eintragsquelle konnte eine Verschleppung bei der Herstellung
des Mischfutters in den Mischgefda3en, eine Verschleppung iiber das Futter im Stall sowie eine Anti-
biotikaiibertragung iiber Stallstaub sein. Auf diese Problematik der Arzneimittelverschleppung haben
bereits verschiedene Autoren wie KAMPHUES et al. und DORN et al. hingewiesen [99, 100, 101].
Dartiiber hinaus wiesen HAMSCHER et al. im Staub von Stillen, in denen Schweine gehalten wurden,

denen oral {iber das Futter Antibiotika verabreicht wurde, Tetracycline nach [311].

In allen Urinproben konnten iso-CTC und e-iso-CTC nachgewiesen werden [312], dagegen Anhydro-
CTC und e-Anhydro-CTC nicht. Zudem war in den Proben ein weiteres Produkt mit demselben Pre-
cursor-lon [M+H]" von 479 und den Produkt-Ionen m/z 462 und 444 nachweisbar, auf dessen Identifi-
zierung in Kap. 5.5 eingegangen wird.

5.4.1.2 CTC-Gehalte in Schlachtproben

In den bei der Schlachtung entnommenen Proben von Urin, Plasma, Muskulatur, Leber, Niere und
Knochen wurde mit LC-MS/MS der CTC-Gehalt ermittelt. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tab. 22

zusammengefalt.

Tab. 22: CTC-Gehalte (X' CTC und e-CTC) in Urin-, Plasma- und Schlachtproben der Versuchstiere
(Probenahme bei der Schlachtung, LC-MS/MS, n = 2)

Tier Urin Plasma Muskulatur Niere Leber Knochen
[mg/L] [ng/L] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [mg/kg]
\'A 39 0,8 7,9 12,1 5,0 12,1
V2 47 0,7 4,5 11,1 2,9 11,9
V3 6 2,7 11,4 5,9 9,5 12,5
V4 39 0,6 5,6 8,1 2,2 3,9
V5 96 1,0 6,9 13,8 6,1 13,9
Vo6 46 1,9 5,5 11,8 2,5 15,8
V7 100 0,8 10,1 12,8 6,6 21,2
V8 105 0,9 6,7 13,5 4,3 11,7
Vo 76 0,7 21,6 10,1 7,9 16,6
V10 75 0,9 7,2 11,8 5,8 13,6
V1l 97 1,1 9,4 14,9 4,9 10,8
V12 65 0,8 8,0 10,5 5,4 5,0

In allen Proben der Versuchstiere konnten CTC-Gehalte festgestellt werden, wobei die in Muskulatur,
Leber und Niere ermittelten Gehalte weit unterhalb der MRL-Werte lagen, fiir die anderen Matrices
existieren keine MRL-Werte. Die ermittelten Gehalte fiir Muskulatur betrugen durchschnittlich 8,7
ng/kg, fiir Leber 5,3 pg/kg und fiir Niere 11,4 pg/kg. Die hochsten CTC-Gehalte wurden in Knochen
mit Werten zwischen 5,0 mg/kg und 21,2 mg/kg gefunden, da sie dort in gebundener Form vorliegen,
siche Kap. 5.9.2. Aber auch in Urin und Plasma konnte selbst am Schlachttag noch CTC nachgewie-

sen werden.

In den Proben der Kontrolltiere konnten in Urin, Plasma, Muskulatur, Leber und Niere kein CTC ge-
funden werden. Dagegen aber wurden in den Knochenproben der Kontrolltiere CTC-Gehalte ermittelt,

die etwa 1% der Gehalte in Knochen der Versuchstiere entsprachen (s. Tab. A. 2 im Anhang). Die




82 5 Ergebnisse und Diskussion

Knochenproben wurden zusétzlich mit dem Fluoreszenz-Screeningtest (s. Kap. 5.9.2.2) untersucht.
Sie ergaben fiir die Kontrolltierknochen im Gegensatz zu den Ergebnissen mit der LC-MS/MS-
Untersuchung ausschlieBlich negative Befunde. Diese Resultate entsprechen den Ergebnissen von
KORNER et al., die in Fleischknochenmehlen, die keine Fluoreszenz zeigten, mittels HPLC-UV Tetra-
cycline nachweisen konnten [285]. Die in den Kontrolltierknochenproben nachgewiesenen Gehalte
sind moglicherweise, ebenso wie bereits fiir die Gehalte in den Urinproben der Kontrolltiere diskutiert,

auf eine Arzneimittelverschleppung im Stall oder wihrend der Mischfutterherstellung zuriickzufiihren.

Wie in den Urinproben konnten auch in den Schlachtproben sowie den Knochen- und Plasmaproben
is0-CTC und e-iso-CTC nachgewiesen werden, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC spurenweise nur
in Knochen. Ebenso wie in den Urinproben war in den meisten Proben noch ein weiteres Produkt mit
demselben Precursor-Ion [M+H]" von 479 und den Produkt-Ionen m/z 462 und 444 vorhanden, auf
dessen Identifizierung in Kap. 5.5 eingegangen wird. In Abb. 26 ist beispielhaft ein MS-
Chromatogramm einer Muskulaturprobe von einem Versuchstier dargestellt.
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Abb. 26: MS-Chromatogramm (TIC) der Muskulaturprobe von Versuchstier 11 der Haus Diisse-Studie
(*siche Kap. 5.5)

5.4.1.3 Resistenzuntersuchungen

Ziel des Verbraucherschutzprojektes ,,Resistenzentwicklung und Riickstinde in der landwirtschaftli-
chen Tierhaltung* war neben der riickstandsanalytischen Bestimmung der CTC-Gehalte die Resistenz-
entwicklung der unter definierten Bedingungen gehaltenen Tiere festzustellen. Aus diesem Grund sind
im Rahmen der Haus Diisse-Studie neben Urinproben auch Faecesproben genommen worden, hieraus
E.-coli-Bakterien isoliert und diese anschlieend mittels Breakpoint-Verfahren auf Resistenz gepriift
worden. Eine genaue Beschreibung der Versuchsdurchfiihrung sowie eine detaillierte Darstellung der
Ergebnisse dieser Untersuchungen ist im AbschluBSbericht des Projektes erfolgt [313]. An dieser Stelle

soll hier nur eine kurze Zusammenfassung gegeben werden.

Bei der Einstallung wiesen die Schweine bereits eine E.-coli-Population mit hohem Resistenzanteil
gegeniiber Tetracyclin, vollstindige Kreuzresistenz mit Chlortetracyclin vorausgesetzt, auf. Der Aus-
gangsstand von 80 % steigt bis zum Ende der Behandlung in der Gruppe der Versuchstiere auf 94 %.
Der Anteil resistenter Keime geht auch innerhalb von drei Monaten nach Medikationsende nicht we-
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sentlich zuriick. Dies verdeutlicht die besondere Bedeutung der Tetracycline, deren Ausgangsresi-
stenzsituation unbehandelter Schweine bereits so hoch ist, dal insgesamt gesehen eine Resistenzab-
nahme nach der Medikation kaum zu beobachten ist. Auch bei den unbehandelten Schweinen der
Kontrolltiergruppe zeigten sich im Laufe des Versuches kaum geringere Resistenzen als bei der be-
handelten Versuchstiergruppe. Nach der Medikation der Versuchstiergruppe stieg auch in der Kon-
trolltiergruppe der Anteil tetracyclinresistenter £.-col/i-Keime in Faeces erheblich an und blieb bis zur
Schlachtung auf einem hohem Niveau. Die Annahme, da3 sich wahrend des Einwirkens von Antibio-
tika Resistenzen ausbilden und iiber die Dauer der Medikation bestehen bleiben, danach jedoch wieder
verloren gehen, wenn kein Selektionsdruck mehr besteht, siche Kap. 3.4.1, konnte damit nicht besté-
tigt werden. Es ist um so bedenklicher, dal alle Tiere des Versuchskollektivs bei Einstallung hohe
Anteile resistenter Keime aufwiesen. Dies verdeutlicht die komplexe Problemdarstellung der Resi-
stenzsituation als Resultat der allgemein hdufigen Anwendung von Tetracyclinen.

54.1.4 Zusammenfassung

Die durchgefiihrten Untersuchungen des Ausscheidungsverhaltens zeigen, daf3 die CTC-Gehalte nach
Medikationsende zunichst abfallen, aber noch drei Monate nach der Medikation im Urin aller Tiere
nachweisbar sind. In den Schlachtproben sind ebenfalls noch CTC und e-CTC nachzuweisen. Die
Gehalte liegen zwar weit unterhalb der entsprechenden MRL-Werte, spielen aber moglicherweise im
Hinblick auf eine Resistenzentwicklung gerade aufgrund der geringen Gehalte eine Rolle. Die festge-
stellten CTC-Gehalte in den Knochenproben sowie einiger Urinproben der Schweine der Kontrolltier-
gruppe sind Indiz dafiir, da die allgemein hdufige Anwendung von Tetracyclinen in der Schweine-
mast bei den iiblichen landwirtschaftlichen Haltungsbedingungen von Mastschweinen dazu fiihrt, daf3
auch unbehandelte Tiere Antibiotikaspuren durch eine Arzneimittelverschleppung im Stall aufnehmen
konnen, die gerade aufgrund der subtherapeutischen Dosis Resistenzen fordern konnen. Insbesondere
weisen LANGEWISCHE et al. darauf hin, da3 auch Gehalte unterhalb der MRL-Werte Resistenzen
fordern konnen, weil die MRL-Werte héufig unterhalb der MHK-Wete liegen und damit nicht alle
Bakterien abgetdtet werden konnen, so dal} resistente Bakterien entstehen konnen [38]. Die durchge-
fiihrten mikrobiologischen Resistenzuntersuchungen unterstiitzen diese Annahme. Es konnte kein
direkter Zusammenhang zwischen der Medikation der Schweine und der Resistenzlage der E.-coli.-
Keime in Faeces der Tiere festgestellt werden. Vielmehr war auch bei unbehandelten Tieren 80 %
resistenter E.-coli.-Keime nachgewiesen worden, zuriickzufithren auf die hdufige Anwendung von

Tetracyclinen in der landwirtschaftlichen Tierhaltung.

In allen Proben konnten neben CTC und e-CTC die Umwandlungsprodukte iso-CTC und e-iso-CTC
nachgewiesen werden. Die Knochenproben enthielten zusétzlich Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC.
Weiterhin trat in vielen Proben ein weiteres Produkt mit dem Precursor-Ion [M+H]" von 479 und den
Produkt-Ionen m/z 462 und 444 auf, siche Kap. 5.5.

5.4.2 FAL-Studie

Die Einzelhaltung der Tiere in Stoffwechselkédfigen ermdglicht eine Bilanzierung der applizierten und
ausgeschiedenen Wirkstoffe. Die Durchfithrung dieser Studie ist bereits in Kap. 5.1.2 beschrieben
worden. Dariiber hinaus wurde der CTC-Gehalt in den Schlachtproben der Tiere, die nach Ablauf der
Wartezeit von vierzehn Tagen geschlachtet wurden, ermittelt. Die Konzentrationsbestimmung von
CTC und e-CTC in den Urin-, Faeces-, Plasma- und Schlachtproben erfolgte mit LC-MS/MS.
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5.4.2.1 CTCund e-CTC in Urin, Faeces und Plasma

Zunéchst wurde der CTC-Gehalt in den téglich enthommenen Urin- und Faecesproben untersucht. Aus
den Gehalten wurde mit den ermittelten ausgeschiedenen Urin- und Faecesmengen, siche Tab. A. 5

und Tab. A. 6 im Anhang, die tdglichen CTC-Ausscheidungsmengen berechnet.

Nach einer oralen Gabe von CTC werden maximale Serumkonzentrationen nach 3-4 Stunden und die
hochsten Urinspiegel nach etwa 8-9 Stunden erreicht, siche Kap. 3.3. Mit einer Dosissteigerung von
CTC 1aBt sich kein proportionaler Anstieg der Serumkonzentration feststellen, sondern bleibt ab einer
bestimmten Dosis konstant [68, 314]. Daher war zu erwarten, dal nach mehrfacher Medikation die
Ausscheidungsmenge zuerst ansteigt und nach Erreichen eines bestimmten Plasmaspiegels anschlie-
Bend konstant bleibt. Ein derartiges Ausscheidungsverhalten haben BRUGGEMANN et al. im Rahmen
einer ausfiihrlichen Bilanzierung an Legehennen nach mehrtigiger Fiitterungsdosierung gefunden
[319]. Sie stellten bei einer 15-tdgigen Medikation von Legehennen mit C14-markiertem CTC einen
Anstieg der Ausscheidungsmenge in den ersten drei Medikationstagen mit anschlieBenden konstanten
Werten liber einen Zeitraum von dreizehn Tagen fest. Fiir Schweine sind keine entsprechenden Anga-
ben in der Literatur bekannt. Es gibt zwar eine Reihe durchgefiihrter pharmakokinetischer Studien,
wobei aber meist Ratten, Hunde und Hiihner [42, 67, 70, 74, 315, 316], weniger Schweine untersucht
wurden [68]. Diese Studien beschrénken sich zudem auf eine einmalige Gabe des Arzneimittels. Die
Verhiltnisse der Antibiotikafiitterung in der landwirtschaftlichen Tierhaltung fanden bisher wenig
Beachtung. Dariiber hinaus erfolgt die Gehaltsbestimmung bei den bereits beschriebenen pharmakoki-
netischen Studien haufig {iber mikrobiologische Verfahren sowie der Radioaktivitdtsmessung [315,
316, 319], so daB3 Metabolite nur im Falle einer mikrobiologischen Aktivitdt bzw. einer Radioaktivitét

mit erfalit werden. Eine quantitative Beriicksichtigung von Metaboliten ist daher nicht erfolgt.

In Abb. 27 sind die CTC-Ausscheidungsmengen in Urin, angegeben als Summe von CTC und e-CTC,
der einzelnen Tiere iiber beide Medikationsphasen dargestellt (s. auch Tab. A. 7 im Anhang).
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Abb. 27: Ausscheidungsmenge (X CTC + e-CTC) in Urin der einzelnen Tiere (LC-MS/MS) (n =2)
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Bei Einstallung der Tiere in die Stoffwechselkifige, also bei der ersten Probenahme, konnte erwar-
tungsgemil kein CTC nachgewiesen werden. Zu Beginn der ersten Medikationsphase steigt die Aus-
scheidungsmenge in Urin zundchst auf 28 mg am vierten Versuchstag und in der zweiten Medikati-
onsphase von 7 mg am 22. Versuchstag bis auf 24 mg am 27. Versuchstag an, nimmt dann aber noch
wihrend der Medikation bis zum Absetzen des Arzneimittels wieder auf Werte von 20 mg am zehnten
Versuchstag und 5 mg am 31. Versuchstag ab, wobei sich ein individuell unterschiedlich stark ausge-
pragtes Maximum ergab. Auffillig ist, dal die maximalen CTC-Ausscheidungsmengen wéhrend der
zweiten Medikationsphase geringere Werte erreichten als bei der ersten. Zu bedenken ist, daf sich
aufgrund moglicher Isomerisierungen unter Einbeziehung von iso-CTC und e-iso-CTC ein anderer

Kurvenverlauf ergeben konnte.

Ein Vergleich der Ausscheidungsmengen in Urin der einzelnen Tiere zeigt, dal sich weitestgehend
sehr dhnliche Kurvenverldufe ergaben, da eine individuelle auf das Gewicht des jeweiligen Tieres
abgestimmte Medikation erfolgt ist. Unterschiede im Ausscheidungsverhalten sind aufgrund der indi-
viduellen Fiitterung der Tiere auf eine unterschiedliche Verstoffwechselung des Antibiotikums zu-

rickzufithren.

Die Ergebnisse der Faecesuntersuchungen sind in Abb. 28 dargestellt (s. auch Tab. A. 8 im Anhang).
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Abb. 28: Ausscheidungsmenge (X CTC + e-CTC) in Faeces der einzelnen Tiere (LC-MS/MS, n =2)

Aufgrund der phamakologischen Eigenschaften von CTC sollten die Konzentrationen von CTC in
Faeces deutlich hoher liegen als in Urin, siche Kap. 3.3. Wahrend die resorbierten Anteile von CTC
iiber Urin wieder ausgeschieden werden, stammt das in Faeces nachweisbare CTC {iberwiegend aus
dem nicht resorbierten Anteil, weniger aus der Galle, also nach Resorption. Daher lagen die ermittel-
ten CTC-Ausscheidungsmengen in Faeces deutlich hoher als in Urin und unterstiitzen damit frithere
Befunde [74, 317]. Im Unterschied zum Kurvenverlauf der CTC-Ausscheidungsmenge in Urin ergibt
sich in Faeces in beiden Medikationsphasen kein Maximum. In der ersten Medikationsphase stieg die
CTC-Ausscheidungsmenge auf Werte von durchschnittlich 570 mg am dritten Versuchstag an. Wah-
rend der fortlaufenden Medikation bleibt die CTC-Ausscheidungsmenge nach dem dritten Versuchstag
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anndhrend konstant, fillt aber nach Absetzen der Medikation stark ab, was fritheren Befunden ent-
spricht [318]. In der zweiten Medikationsphase ergab sich ein dhnlicher Kurvenverlauf. Nachdem die
Ausscheidungsmengen bis zum 24. Versuchstag auf Werte von 711 mg stiegen, blieben sie anschlie-
Bend, abgesehen von einer Streuung, anndhernd konstant. Ebenso wie fiir Urin waren fiir die einzelnen
Tiere sehr dhnliche Kurvenverldufe der CTC-Ausscheidungsmengen in Faeces, jedoch mit individuel-

len Unterschieden, erkennbar.

Da iiber Faeces liberwiegend der nicht resorbierte Anteil wieder ausgeschieden wird, sinkt die Aus-
scheidungsmenge in Faeces schnell von einem Gehalt von 638 mg am zehnten Versuchstag innerhalb
der Medikationspause auf 1 mg am 22. Versuchstag ab. In Urin betrdgt die Ausscheidungsmenge am
zehnten Versuchstag 20 mg und am 22. Versuchstag 7 mg. Trotz der insgesamt geringeren Ausschei-
dungsmenge in Urin sind also die nach der elftigigen Medikationspause ermittelten Auscheidungs-
mengen in Urin hoher als in Faeces.

Das im Rahmen dieser Studie ermittelte Ausscheidungsverhalten von CTC in Urin und Faeces ent-
sprach damit dem von BRUGGEMANN et al. [319] an Legehennen nach mehrtégiger Medikation fest-
gestellten Verlauf. Auch sie fanden einen Anstieg der Ausscheidungsmenge in Urin und Faces inner-
halb der ersten zwei Tage. Das festgestellte Verhiltnis der Ausscheidungsmengen von CTC in Urin
und Faeces von etwa 1:30 wurde ebenfalls von EISNER et al. [74] nach einmaliger oraler CTC-

Verabreicherung bei Ratten gefunden.

Blut wurde den Tieren lediglich am Anfang und am Ende der ersten und zweiten Medikationsphase
entnommen und analysiert (Tab. 23).

Tab. 23: CTC-Gehalte (X CTC + e-CTC) in Plasma der einzelnen Tiere (LC-MS/MS, n = 2)

Medik.- Versuchs- | Tier93 Tier 94 Tier 95 Tier 96 Tier 97
phase tag [ng/L]
0 nn nn nn nn nn
- 10 132,7 93,96 87,12 89,96 81,24
21 3,44 3,68 4,48 3,08 7,04
> 31 74,32 89,12 53,12 72,04 94,64

Aufgrund der wenigen Probenahmen 14Bt sich lediglich ein Anstieg des CTC-Gehaltes auf durch-
schnittlich 97 pg/L am zehnten Versuchtag feststellen. Nach der elftédgigen Medikationspause sind
relativ zum CTC-Gehalt am zehnten Versuchstag, noch hohe CTC-Gehalte von 4,4 png/L nachweisbar.
Am Ende der zweiten Medikationsphase lielen sich mit Werten von durchchnittlich 77 pg/L etwas
geringere CTC-Gehalte feststellen als in der ersten Medikationsphase. Diese Ergebnisse entsprechen
den Ergebnissen der Urinuntersuchungen, bei denen gezeigt wurde, daB die maximale CTC-
Konzentration in der zweiten Medikationsphase niedriger lag als in der ersten. Auch in Plasma lassen
sich individuelle Unterschiede feststellen.
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5.4.2.2 Bilanzierung (Applikation-Exkretion)

Um zu beurteilen, wieviel der zugefiihrten Arzneimittelmenge wieder ausgeschieden wird und wieviel
im Tier verbleibt, wurden die Ausscheidungsraten der einzelnen Tiere berechnet. Die prozentuale
Ausscheidungsrate bezogen auf die tiglich zugefiihrte Wirkstoffmenge liegt fiir Urin durchschnittlich
bei 1 % bis 3 % und bleibt iiber beide Medikationsphasen annéhernd konstant, entsprechend einem
sich einstellenden Plasmaspiegel. Bei Faeces steigt die Ausscheidungsrate in beiden Medikationspha-
sen mit weitergehender Medikation stark an von 0 % bis 2 % am Anfang der Medikationsphasen iiber
31 % bis 40 % am zweiten Medikationstag bis auf 90 % bis 100 % nach sieben Medikationstagen.
Nach Einstellung eines bestimmten Plasmaspiegels wird nicht mehr so viel CTC resorbiert, was zu
einer erhohten Ausscheidung von CTC iiber Faeces fiihrt. Der ermittelte Verlauf der Ausscheidungsra-
ten entsprach dem, den KELLY et al. [349] an Ratten nach einmaliger oraler Verabreicherung von
Cl4-markiertem CTC fanden. Sie geben Ausscheidungsraten von 4 % in Urin und 10 % bis 24 % in
Faeces nach 24 h und nach 48 h 4 % in Urin und 72 % bis 79 % in Faeces an. Unterschiede in der
maximalen Ausscheidungsrate in Faeces konnen methodisch analytisch (Bestimmungsmethode, unge-
niigende Beriicksichtigung von Metabolite) und tierphysiologisch (andere Tierarten) bedingt sein.

Uber beide Medikationsphasen verteilt haben alle fiinf Tiere insgesamt eine CTC-Wirkstoffmenge von
84,6 g aufgenommen, von der 1,7 g tiber Urin und 58,8 g iiber Faeces wihrend der Medikationsphasen
wieder ausgeschieden wurden. Durchschnittlich haben die Tiere damit von der insgesamt zugefiihrten
Wirkstoffmenge bereits noch wihrend der Medikation 2 % iiber Urin und 70 % iiber Faeces wieder
ausgeschieden. Es verbleibt eine CTC-Wirkstoffmenge von 24,4 g, entsprechend 28 % der applizierten
Menge, die entweder zwischen den beiden Medikationsphasen, in den zwei Wochen zwischen Abset-
zen der Medikation und Schlachtung der Tiere noch ausgeschieden wurde oder in den Tierkorpern bei
der Schlachtung verblieben ist. Die in diesem Versuch ermittelte Resorptionsrate von 30 % und Aus-
scheidungsrate von 70 % iiber Faeces stimmt gut mit den Angaben in der Literatur liberein [2, 48, 74].

Wird iiber jedes einzelne Tier bilanziert, siche Tab. 24, so zeigt sich, da3 der Ausscheidungsgrad iiber
den gesamten Medikationszeitraum von CTC in Urin, ermittelt als Summe von CTC und e-CTC, mit
1 % bis 4 % sehr gering ist und kaum individuelle Unterschiede festzustellen sind.

Tab. 24: Bilanzierung iiber die zugefiihrte CTC-Wirkstoffmenge und ausgeschiedene Menge als CTC

und e-CTC bei den einzelnen Tieren

Applizierte CTC- Ausscheidungsgrad verbleibender
Tier Wirkstoffmenge [g] (X CTC +e-CTC) [%] Anteil der zugefiihrten
5 100 % CTC-Menge
- ° Urin Faeces (%]
93 16,4 2 55 43
94 16,3 2 74 24
95 17,6 1 70 29
96 17,3 2 83 15
97 17,0 4 65 31

Die Ausscheidungsrate von CTC in Faeces liegt zwischen 55 % und 83 % und es lassen sich damit
deutlich stirker ausgeprigte individuelle Unterschiede erkennen als bei der Betrachtung der Ausschei-
dungsmengen, siche Abb. 28. Wihrend den dargestellten Ergebnissen in Abb. 28 lediglich die absolu-
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te ausgeschiedene CTC-Menge zugrunde liegt, geht in die Berechnung des Ausscheidungsgrades die

tigliche zugefiihrte Arzneimittelmenge und damit auch indirekt das Korpergewicht mit ein.

Wihrend der Medikation wurden zwischen 57 % und 85 % der zugefiihrten Wirkstoffmenge iiber Urin
und Faeces ausgeschieden. Die hierbei nicht erfalten 15 % bis 43 % der zugefiihrte Wirkstoffmenge
konnen entweder wéhrend der Medikationspause oder der Wartezeit ausgeschieden worden sein oder

tatsdchlich im Tier selbst verblieben sein.

In den Urin-, Faeces- und Plasmaproben kamen neben CTC und e-CTC auch iso-CTC und e-iso-CTC
sowie in Faeces zusétzlich Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC vor. Das im Rahmen der Haus Diisse-
Studie festgestellte weitere Produkt ist auch in den meisten Proben dieser Studie aufgetreten, siehe
Kap. 5.5. Es bleibt zu priifen, inwiefern sich die im Rahmen dieser Bilanzierung erhaltenen Werte

unter Beriicksichtigung der Metabolite erhdhen wiirden.
5.4.2.3 Schlachtproben
Die in den Schlachtproben der nach Ablauf der Wartezeit geschlachteten Tiere ermittelten CTC-

Gehalte als Summe von CTC und e-CTC sind in Tab. 25 dargestellt.

Tab. 25: CTC-Gehalte (X' CTC und e-CTC) in Urin-, Faeces-, Plasma- und Schlachtproben der
Versuchstiere (Probenahme bei der Schlachtung, LC-MS/MS, n = 2)

Matrix Einheit Tier 93 Tier 94 Tier 96 Tier 97 MRL

Muskulatur ng/kg 4,2 33 34 3.8 100

Leber ng/kg 3,2 7.9 6,1 9,5 300

Niere ng'kg 19,6 15,3 16,6 23,0 600
Knochen mg/kg 26,1 24.8 21,3 21,8 --
Urin ng/L 2534 418,5 70,1 - --
Faeces mg/kg 0.8 2.2 1,1 0,8 --
Plasma ng/L 3,2 3,0 4,0 26,6 --

In den Knochenproben wurden die hochsten Gehalte gefunden. Mit durchschnittlichen Werten von
23,5 mg/kg liegen diese Knochengehalte hoher als bei den Schweinen der Haus Diisse-Studie mit
Durchschnittswerten von 12,4 mg/kg, korrelieren aber mit der applizierten Wirkstoffmenge. Die
Schweine der Haus Diisse-Studie haben durchschnittlich 9,2 g CTC aufgenommen, die der FAL-
Studie 16,9 g.

In Urin, Faeces und Plasma konnen ebenfalls CTC nachgewiesen werden, wobei die Gehalte in Urin
und Plasma dieser Tiere deutlich hoher liegen als bei den Tieren der Haus Diisse-Studie, da die
Schweine der FAL-Studie vierzehn Tage, die der Haus Diisse-Studie erst nach drei Monaten ge-
schlachtet worden sind. Die CTC-Gehalte in Muskulatur, Leber und Niere liegen unterhalb der MRL-
Werte, entsprechend fritheren Befunden von MCEVOQY et al. [320]. Bemerkenswert ist, da} die in
dieser Studie ermittelten Gehalte in Muskulatur, Leber und Niere sich kaum von den Werten unter-
scheiden, die bei den Proben der Haus Diisse-Studie nachgewiesen wurden, obwohl die Schlachtung
der Schweine in der Haus Diisse-Studie zehn Wochen spiter, bezogen auf den Zeitpunkt des Medika-
tionsendes, erfolgte.

In Muskulatur, Leber, Niere und Knochen konnten ebenfalls i1so-CTC und e-iso-CTC sowie ein weite-
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res Produkt, siche Kap. 5.5, nachgewiesen werden. In Knochen waren dariiber hinaus in Spuren auch
Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC feststellbar.

5.4.2.4 Zusammenfassung

Die durchgefiihrten Untersuchungen zum Ausscheidungsverhalten von CTC, Gehalte ermittelt als
Summe von CTC und e-CTC, haben gezeigt, da3 innerhalb der ersten drei Medikationstage die Au-
scheidungsmenge in Urin und Faeces steigt. Wahrend die Ausscheidungsmenge in Faeces an den wei-
teren Medikationstagen annéhernd konstant bleibt, nimmt sie in Urin wieder ab. Die Bilanzierungser-
gebnisse zeigen, dafl von der applizierten Wirkstoffmenge nur 1 % bis 4 % iiber Urin und 55 % und 83
% Ttiber Faeces wihrend der Medikation als CTC und e-CTC wieder ausgeschieden wird. In den
Schlachtproben der Tiere, die nach Ablauf der Wartezeit geschlachtet wurden, lieBen sich ebenfalls
CTC-Gehalte feststellen, die jedoch unterhalb der MRL-Werte lagen. In Urin, Faeces, Plasma, Musku-
latur, Leber, Niere und Knochen konnten neben CTC und e-CTC die Metabolite iso-CTC und e-iso-
CTC, in Faeces und Knochen auch Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC nachgewiesen werden.

5.4.3 Ergebnisse der Studien und Konsequenzen

Die im Rahmen der Medikationsstudien durchgefiihrten Untersuchungen zum Ausscheidungsverhalten
von CTC in Urin haben gezeigt, dal die CTC-Gehalte nach Absetzen einer Medikation stark abfallen,
jedoch noch drei Monate nach der Medikation CTC und e-CTC feststellbar sind. Wihrend iiber Urin
nur ein geringer Anteil von 1% bis 4 % ausgeschieden wird, erfolgt die hauptsidchliche Ausscheidung
iiber Faeces zu 55 % bis 83 %. Einschrinkend zu erwihnen ist, dal der CTC-Gehalt lediglich als
Summe von CTC und e-CTC ermittelt wurde und auflerdem die Haltung der Schweine nach der Medi-
kation in der Gruppe ohne weitere Probenahmen bis zur Schlachtung erfolgt ist. Daher ist eine exakte
Bilanzierung unter diesen Bedingungen nicht moglich gewesen. Die Untersuchung der Schlachtproben
ergab, dall nach Ablauf der Wartezeit die Gehalte in Muskulatur, Leber und Niere weit unterhalb der
MRL-Werte lagen. Aber auch nach einem dreimonatigen medikationsfreien Zeitraum finden sich in
diesen Matrices nur geringfiigig niedrigere CTC-Gehalte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dall auch
unbehandelte Schweine, die unter landwirtschaftlich {iblichen Bedingungen gehalten werden, Antibio-
tikaspuren durch eine Arzneimittelverschleppung im Stall aufnehmen kénnen. Es sei nochmals darauf
hingewiesen, daf auch Arzneimittelriickstdnde unterhalb der MRL-Werte Resistenzen fordern konnen,
wenn diese unterhalb der MHK-Werte liegen.

In Urin, Faeces, Plasma, Muskulatur, Leber, Niere und Knochen kamen neben CTC und e-CTC die
Metabolite iso-CTC und e-iso-CTC, in Faeces und Knochen auch in Spuren Anhydro-CTC und e-
Anhydro-CTC vor. Weiterhin trat in vielen Proben ein weiteres Produkt mit dem Precursor-lon
[M+H]" von 479 und den Produkt-Ionen m/z 462 und 444 auf.

In den nachfolgenden Kapiteln wird eine Identifizierung des weiteren aufgetretenen Produktes ange-
strebt. Darliber hinaus sollte gepriift werden, ob es notwendig ist, bei der Ermittlung des CTC-
Gehaltes iiber die gesetzlich vorgeschriebene Regelung hinaus, die eine Bestimmung des CTC-
Gehaltes als Summe von CTC und e-CTC vorsieht, auch die weiteren aufgetretenen Metabolite mit
einzubeziehen. Um dies beurteilen zu konnen, ist zunidchst untersucht worden, welche dieser Metaboli-
te in vitro und welche in vivo entstehen. Dariiber hinaus spielt neben der Toxizitdt und der Fahigkeit
zur Resistenzbildung vor allem die antibiotische Wirkung bei der Entscheidung, welche Metabolite in
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den CTC-Gehalt mit einbezogen werden miissen, eine grof3e Rolle. Daher ist mittels Dreiplatten-Tests
die antibiotische Aktivitit der nachgewiesenen Substanzen CTC, e-CTC, iso-CTC, Anhydro-CTC
sowie e-Anhydro-CTC untersucht worden.

5.5 Identifizierung von Tautomeren

Die Tatsache, daB das zusitzlich auftretende Produkt genauso wie CTC das Precursor-Ion [M+H]" mit
m/z 479 und die Produkt-lonen mit m/z 462 und m/z 444 bildet, gibt deutliche Hinweise darauf, daf es
sich hierbei um ein Umwandlungsprodukt, also einem Strukturisomeren, handelt. Als mdgliche Struk-
turisomere kommen bereits in der Literatur beschriebene tautomere Verbindungen von CTC in Be-
tracht.

Von verschiedenen Autoren wird das Auftreten von Keto-Enol-Tautomeren bei Chlortetracyclin be-
schrieben [136, 143, 149, 210, 321]. NAIDONG et al. untersuchten 1990 erstmals den strukturellen
Aufbau der Tautomere mittels HPLC-UV-NMR und bewiesen damit die Existenz derartiger Verbin-
dungen. Sie zeigten, daB3 eine Keto-Enol-Tautomerie am C11-, Clla- und C12-Atom stattfindet
(Struktur siehe Abb. 9) [149]. Aufgrund der B-Diketon-Struktur liegt CTC bevorzugt in der normaler-
weise weniger begilinstigten Enol-Form unter Ausbildung einer vinylogen Carbonséure vor. Dafiir
verantwortlich ist die Ausbildung eines konjugierten Enols sowie eine intramolekulare Wasserstoff-
briicken-Bindung zwischen dem Enol-Wasserstoffatom und dem Sauerstoffatom der verbliebenen
Carbonylgruppe. NAIDONG et al. fanden in salzsaurer Losung mit steigendem pH-Wert von 2 bis 4
eine Verschiebung des Keto-Enol-Gleichgewichtes in Richtung der Keto-Form, also dem B-Diketon.
Mit abnehmendem pH-Wert nimmt die Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstellung der Keto-
Enol-Tautomerie zu. Sie konnten jedoch nicht feststellen, welche Konfiguration das neu entstandene
asymmetrische Zentrum am Clla-Atom besitzt, so da davon ausgegangen werden mul3, dal3 mit
Ausbildung der Keto-Form ein Gemisch aus dem cis- und frans- p -Diketon vorliegt. Dieselben Auto-
ren wiesen Keto-Enol-Tautomere nur bei CTC und e-CTC, nicht jedoch bei iso-CTC und Anhydro-
CTC nach. Dies scheint insofern plausibel, da beim iso-CTC durch die Ausbildung des Lactons am
Ring C keine vinyloge Carbonsdure mehr vorliegt, siche Kap. 3.5.3.2, und damit am C11a- und C12-
Atom die Keto-Form iiberwiegt. Die Entstehung des Anhydro-CTC ist nach der Eliminierung von
Wasser am C5a- und C6-Atom mit einer Verschiebung der Enolstruktur vom Cl1a- und C12-Atom
zum CI11- und Clla-Atom und damit einer Aromatisierung des Ringes C verbunden, siche Kap.
3.5.3.4, wodurch die Ausbildung der Keto-Form unterbunden wird. Nach NAIDONG et al. liegen in
verdiinnter Salzsdure (0,01 moL/L) 20 % des CTC und 50 % des e-CTC als Keto-Form vor. Bei An-
wesenheit von Methanol im Losungsmittel verschiebt sich das Gleichgewicht in Richtung Enol-Form,
also vinyloger Carbonsdure. Verschiedene eigene Untersuchungen legen unter Zugrundelegung der
Ergebnisse von NAIDONG et al. die Vermutung nahe, daf es sich bei der in den Proben vielfach fest-
gestellten unbekannten Komponente um die Keto-Form von e-CTC handelt:
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Stabilititsuntersuchungen der einzelnen Verbindungen CTC, e-CTC und iso-CTC in Me-
OH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) belegen, dal} die unbekannte Komponente in schwach saurer me-
thanolischer Losung nur aus CTC und e-CTC, nicht aber aus iso-CTC entsteht. Dabei ist die Peak-
fliche groBer, wenn als Ausgangssubstanz e-CTC anstelle von CTC eingesetzt wird. Allerdings
sind in diesem Losungmittel die Epimerisierung und Tautomerie konkurrierende Reaktionen. Dies
bedeutet, da3 nicht eindeutig festgestellt werden kann, ob die unbekannte Komponente aus CTC

oder aus e-CTC entstanden ist.

Eine alkalische Behandlung von aufgearbeiteten Muskulaturproben, siche Kap. 5.8.2.3, in denen
die Substanzen CTC, e-CTC, iso-CTC, e-iso-CTC und das unbekannte Strukturisomer nachgewie-
sen werden konnten, fiihrt zur Ausléschung von CTC, e-CTC sowie des Peaks der unbekannten
Substanz. Dies deutet ebenfalls auf eine Keto-Form von CTC oder e-CTC hin, die im alkalischen
Milieu ebenfalls isomerisiert.

In salzsaurer Losung entstehen sowohl aus CTC als auch aus e-CTC neben Spuren von Anhydro-
und e-Anhydro-CTC zusitzliche Substanzen. Unter diesen Bedingungen kann eine Epimerisierung

ausgeschlossen werden, siche Kap. 5.2.2.8.

Ein Vergleich der relativen Peakflachen 146t erkennen, da3 aus e-CTC groflere Anteile der neuen
Komponente entstehen als aus CTC. Dies entspricht den Ergebnissen von NAIDONG et al., nach
dem sich e-CTC deutlich stérker in das p-Diketon umwandelt als CTC.

In salzsaurer Losung ist die Peakfliche der unbekannten Komponente hdher als in methanolischer
Losung, bestehend aus MeOH/Fliemittel A (50/50) (v/v). Auch NAIDONG et al. stellten bei
50%igem Zusatz von Methanol zur Séure eine Verschiebung des Keto-Enol-Gleichgewichtes in

Richtung der Enol-Form, also der vinylogen Carbonsiure, fest.
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Abb. 29: a) UV-Chromatogramm von CTC und e-CTC sowie der Keto-Verbindungen in 1 moL/L HCI

(p = 10 mg/L), UV-Spektren von CTC, keto-CTC (b), e-CTC und keto-e-CTC (c); UV-
Spektren von CTC, keto-CTC (d), e-CTC und keto-e-CTC (e) von NAIDONG et al. [149]
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Ein Vergleich der normierten UV-Spektren der nachgewiesenen Substanzen mit den UV-Spektren von
NAIDONG et al. gibt jedoch deutliche Hinweise auf die Keto-Form von CTC und e-CTC (siche Abb.
29) [149]. Die UV-Spektren der Keto-Form von CTC und e-CTC unterscheiden sich erheblich von
denen der Enol-Form. Die durch eigene Untersuchungen ermittelten UV-Spektren der unbekannten
Substanzen entsprechen denen von NAIDONG et al., so dal davon ausgegangen werden kann, daf es

sich bei den zusétzlich auftretenden Strukturisomeren um keto-CTC und keto-e-CTC handelt.

Durchgefiihrte massenspektrometrische Untersuchungen der unbekannten Komponenten unterstiitzen
die Annahme einer Keto-Form von CTC oder e-CTC. Die Produkt-Ion-Scans von CTC, e-CTC, iso-
CTC, e-iso-CTC und des unbekannten Stereoisomeres lassen eine Unterscheidung anhand des Frag-
mentierungsmusters zu. In Abb. 30 sind die Produkt-lonen-Scans von e-CTC, e-iso-CTC und e-keto-
CTC gegeniibergestellt. Es wurden die epimeren Verbindungen gewahlt, da e-CTC in hoherem Aus-
mal zum keto-e-CTC tautomerisiert als CTC zum keto-CTC.
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Abb. 30: Produkt-Ion-Scans des Precursor-Ions m/z 479 von e-CTC, e-iso-CTC und keto-e-CTC
(MS/MS-Bedingungen: Kapillar-Spannung: 3,5 kV, Cone-Spannung: 20 V, Kollisionsener-
gie: 30 eV)

Das Fragmentierungsmuster von CTC, e-CTC, is0o-CTC und e-iso-CTC wurde bereits in Kap. 5.2.1.2
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erlautert, so daB in diesem Zusammenhang nur die Unterschiede in der Fragmentierung der einzelnen
Verbindungen verdeutlicht werden. Insbesondere ist auf das nur bei iso-CTC und e-iso-CTC auftre-
tende Produkt-Ion mit m/z 197 hinzuweisen. Fiir dieses Produkt-Ion kann die in Abb. 30 dargestellte
Spaltung der Ausgangsverbindung postuliert werden. Bei der Kollision des unbekannten Sterioisomers
ist ein Produkt-Ion mit m/z 198 entstanden, dessen Bildung aus CTC bzw. e-CTC nur bei Vorliegen
der B-Diketon-Form wahrscheinlich ist, da eine Spaltung der Ringe B und C bei Vorliegen einer viny-
logen Carbonsdure am C11-, Clla- und C12-Atom aufgrund des konjugierten Systems und der Aus-
bildung eines relativ spannungsfreien sechsgliedrigen Ringes iiber Wasserstoffbriickenbindung als
wenig glinstig erscheint. Deshalb kann davon ausgegangen werden, daf es sich bei Auftreten des Pro-
dukt-Ions mit m/z 198 um die Keto-Form von CTC oder e-CTC handelt. Tritt dieses Produkt-Ion nicht
auf, ist auf die Enol-Form zu schlie3en.

Auf diese Art und Weise ist erstmals auch eine massenspektrometrische Unterscheidung der Keto-
Enol-Tautomere mdoglich. Die durchgefiihrten Untersuchungen erlauben jedoch keine Aussage dar-
iiber, ob bei den Keto-Formen das H-Atom des C11a-Atoms cis- oder trans-stindig zum H-Atom des
C5a-Atoms steht.

5.6 In vitro- und in vivo-Bildung von Metaboliten des CTC

5.6.1 In vitro-Bildung

In der Literatur werden in Abhingigkeit vom Losungsmittel und vom pH-Wert, die Bildung verschie-
dener Abbauprodukte von CTC beschrieben (siche Kap. 3.5.3) [37, 126, 122, 136, 137, 149, 150].
Nach den Angaben in der Literatur entsteht unterhalb pH 1 das Anhydro-CTC und oberhalb pH 8 das
is0-CTC. Im schwach sauren Milieu (pH 2-6) epimerisieren CTC, iso-CTC und Anhydro-CTC. In
salzsaurer Losung lassen sich die Keto-Enol-Tautomere von CTC chromatographisch nachweisen. Bei
den Epimerisierungsreaktionen sowie den Keto-Enol-Tautomerien handelt es sich um Gleichgewichts-
reaktionen, dagegen ist die Bildung von iso-CTC und Anhydro-CTC aus CTC irreversibel.

Um zu iiberpriifen, welche Abbauprodukte in saurer methanolischer Losung, entsprechend der Kali-
brierlosung fiir CTC und e-CTC, entstehen kdnnen, wurden analog Kap. 5.2.1.3 die Abbaureaktionen
einzeln von CTC-, e-CTC-, is0-CTC-, Anhydro-CTC- und e-Anhydro-CTC in MeOH/FlieBmittel A
(50/50) (v/v) (pH 2,8) (B = 10 mg/L) bei einer Temperatur von 40 °C {iber einen Zeitraum von 60 h
verfolgt. Aus is0-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC entstehen ausschlieBlich die jeweiligen
Epimere. Dies entspricht den Angaben in der Literatur, wonach es sich bei der Bildung von iso-CTC
und Anhydro-CTC aus CTC um irreversible Reaktionen handelt.

CTC und e-CTC zeigten neben der bei diesem pH-Wert erwarteten Epimerisierung zusétzlich die Ent-
stehung von iso-CTC, e-iso-CTC und keto-e-CTC (sieche Abb. 31). CTC tendiert deutlich geringer
dazu, Keto-Enol-Tautomere zu bilden, sieche Kap. 5.5, moglicherweise wiirde aber ein entprechender
Peak mit dem iso-CTC-Peak, siche Abb. 29 und Abb. 31 koeluieren. Dies konnte der Grund sein,
warum im Produkt-Ion-Scan von iso-CTC in Spuren das Produkt-lon mit m/z 444 auftritt, welches aus
is0-CTC nicht entstehen kann. Allerdings konnte das fiir keto-CTC charakteristische, aber auch weni-
ger intensive Produkt-lon mit m/z 198 nicht mehr nachgewiesen werden. Damit kann eine mogliche

Bildung von keto-CTC als vernachldssigbar eingestuft werden.

Entgegen den Literaturangaben werden also iso-CTC und e-iso-CTC nicht nur im alkalischen Milieu,
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sondern auch in saurer methanolischer Losung bei pH 2,8 gebildet. Dariiber hinaus koénnen unter die-

sen Bedingungen auch Tautomere von e-CTC entstehen.
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Abb. 31: MS-Chromatogramm (TIC) von CTC und Metabolite nach Lagerung einer CTC-Lésung in
MeOH/Fliepmittel A (pH 2,8) (p = 10 mg/L) iiber 60 h bei einer Temperatur von 40 °C

Zusammenfassend kann gesagt werden, da3 unter den iiblichen Bedingungen der Probenvorbereitung
bei Raumtemperatur eine Isomerisierung von CTC in Lésung zwar unwahrscheinlich ist, wie die Wie-
derfindungsversuche mit Standardldsungen in Kap. 5.2.2.3 ergaben, jedoch bei hoheren Temperaturen
nicht auszuschliefen ist. Die Stabilitdtsuntersuchungen von CTC und e-CTC haben gezeigt, daf} in
saurer methanolischer Losung bei einer Temperatur von 40 °C neben den isomeren Verbindungen
auch keto-e-CTC gebildet wird. Die Produkte Anhydro-CTC, e-Anhydro-CTC und keto-CTC entste-

hen in vitro unter diesen Bedingungen nicht.

5.6.2 In vivo-Bildung

Eine in vivo-Bildung von Umwandlungs- und Abbauprodukten des CTC in Muskulatur, Eiern, Plasma
und Niere wurde bereits von verschiedenen Autoren diskutiert [143, 178, 210, 322, 323]. Nach PETZ
et al. betrdgt die Epimerisierungsrate wihrend der Aufarbeitung fiir CTC in Muskulatur im Rahmen
einer Laborvergleichsuntersuchung im Durchschnitt 10-15 %, in Niere bis zu 40 %, wobei die Proben-
vorbereitung auf dem Verfahren von FARRINGTON et al. bzw. auf der § 35 LMBG-Methode basiert
[224, 226] und sowohl eine Metall-Chelat-Affinitits-Extraktion als auch eine Festphasenextraktion
umfaBt. Nach KUHNE et al. betrigt die Epimerisierungsrate von CTC in dotierten Muskulaturproben
nach der Probenvorbereitung durch Extraktion mit Phosphat-Puffer und anschlieBender Festphasenex-
traktion 24,1 %. Im Gegensatz ermittelten sie in gewachsenen Muskulaturproben eine Epimerisie-
rungsrate von 41,6 %, was auf eine zusitzliche in vivo-Bildung von e-CTC schlieBen 148t [322]. Ahn-
liche Ergebnisse haben ZURHELLE et al. [178] und BLANCHFLOWER et al. [210] erhalten. Letztge-
nannte Arbeitsgruppe beschreibt die in vivo-Bildung von e-CTC sowie der Tautomere in Muskulatur
und schlieBt eine in vitro-Bildung dieser Produkte aus, wobei die Extraktion mit Glycin-Puffer und
anschlieBend eine Festphasenextraktion durchgefiihrt wurde. ZURHELLE et al. wenden eine on-line-
Dialyse und on-line Festphasenextraktion fiir die Aufarbeitung von Hiihnereiern an und schlielen
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sowohl die Bildung von e-CTC als auch von iso-CTC und e-iso-CTC in vitro aus. Die in den Eierpro-
ben nachgewiesenen e-CTC-, iso-CTC- und e-iso-CTC-Gehalte waren demnach ausschlieBlich in vivo

entstanden.

Um zu beurteilen, in welchem Malle weitere Metabolite unter dem in dieser Arbeit entwickelten Ana-
lysenverfahren in vitro und in vivo entstanden sind, wird die Epimerisierungrate von dotierten Proben
mit der von gewachsenen Proben fiir die Matrices Urin, Plasma, Faeces, Muskulatur, Leber und Niere
verglichen (siche Tab. 26). Die Extraktion CTC dotierter Pufferlosungen, also ohne biologische Ma-
trix, fithrt zu Epimerisierungsraten von etwa 17 %, siche Kap. 5.2.2.3.

Tab. 26: Epimerisierungsrate von CTC in CTC-dotierten und gewachsenen biologischen Proben (LC-

MS/MS, n=12)
% e-CTC
Matrix dotierte Proben (n = 6) Mlttelwert gewachsene Proben
10 pg/ kg | 100 pg/ kg | dotierte Proben (n=12)
oder L oder L (n=12)

Muskulatur 13 17 15 42
Leber 28 26 27 33
Niere 30 26 28 24
Urin 27 31 29 43
Faeces 11 12 12 34

Plasma 30 24 27 35
Knochen nicht bestimmt 22

Den in Tab. 26 angegebenen Epimerisierungsraten flir dotierte Matrixproben liegen die Ergebnisse
aus Tab. 21 zu Grunde, die sich auf Wiederfindungsstudien mit auf zwei Konzentrationsstufen dotier-
tem Probenmaterial beziehen. Fiir die Angaben der gewachsenen Proben wurden die ermittelten Ge-
halte in den Schlachtproben der Haus Diisse-Studie, siche Tab. 22, herangezogen. Es zeigte sich, dafl
die Epimerisierungsrate unabhingig von der Konzentration ist, sondern vielmehr von der Matrix sowie
den duBeren Einfliissen wihrend der Probenvorbereitung wie Zeitdauer der Aufarbeitung und Tempe-
ratur abhidngt. PETZ et al. stellten ebenfalls bei einer Laborvergleichsuntersuchung fiir verschiedene
Tetracyclin-Derivate in Muskulatur und Niere fest, dal die Epimerisierungsrate von den &duleren La-
borbedingungen abhéingt [323].

Die Epimerisierungsrate liegt in dotierten Matrixproben mit Werten zwischen 15 bis 29 % bereits ho-
her als in dotierten Pufferlésungen, die 10 % bis 14 % e-CTC enthalten. In gewachsenen Proben wer-
den nochmals hohere Epimerisierungsraten mit Werten zwischen 22 % und 43 % gefunden. Nur bei
der Matrix Niere ergeben sich vergleichbar grofle Epimerisierungsraten sowohl bei dotiertem als auch
gewachsenem Probenmaterial. Ein Vergleich der Epimerisierungsrate in dotierten Matrixproben mit
denen in gewachsenen Proben deutet auf eine in vivo-Bildung von e-CTC hin, da die relativen Anteile
in gewachsenen Proben grofer sind als in dotierten. In Abhéngigkeit von den Bedingungen der Pro-
benvorbereitung (z.B. Dauer, Temperatur) enthalten MeBlosungen, wie bereits erwihnt, nach der Pro-
benvorbereitung von mit CTC dotierten Pufferlésungen 10 bis 14 % e-CTC, aber kein keto-e-CTC,
1s0-CTC und e-iso-CTC. In dotierten biologischen Proben konnten nur sehr geringe Gehalte an keto-e-
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CTC, iso-CTC und e-iso-CTC nachgewiesen werden, so dafl davon ausgegangen werden kann, daf
diese Produkte iiberwiegend in vivo entstehen. In Faeces und Knochen wurden in geringen Mengen
auch Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC nachgewiesen. Dabei handelt es sich in Faeces um in vivo
gebildete Abbauprodukte, da weder bei der Probenvorbereitung mit dotierten Pufferlésungen noch mit
dotierten Matrixproben diese Produkte entstanden sind. In Knochen kann die Bildung von Anhydro-
CTC und e-Anhydro-CTC sowohl in vivo als auch in vitro durch die Extraktion mit Salzsdure erfolgt

sein.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daf3 e-CTC sowohl in vivo als auch in vitro entsteht, aber iso-
CTC und e-iso-CTC hauptséchlich in vivo. Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC spielen als Abbaupro-
dukte eine untergeordnete Rolle, da sie lediglich in Faeces und Knochen in Spuren nachweisbar sind.
In Faeces werden Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC in vivo gebildet, in Knochen sowohl in vitro als

auch in vivo.

5.7 Antibiotische Aktivititen

5.7.1 Agar-Diffusionstest

Zur Beurteilung der antibiotischen Aktivitdt von CTC und seinen Umwandlungs- und Abbauproduk-
ten wurden Standardlosungen der Substanzen CTC, e-CTC, iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-
CTC mittels Agar-Diffusionstest unter Zugrundelegung der Allgemeinen Verwaltungsvorschrift (AVV
Fleischhygiene) [324] und der DIN 58940 [325] untersucht. Bei dem Agar-Diffusionstest handelt es
sich um ein Screening-Verfahren, das in Deutschland als Dreiplattentest (DPT) zur Untersuchung auf
antibakteriell wirksame Stoffe (Hemmstoffe) eingesetzt wird. Neben diesem DPT-Test wird haufig
auch der EG-Vierplatten-Test eingesetzt, bei dem zusétzlich eine weitere Agar-Platte, pH 8, beschickt
mit Micrococcus luteus als Testkeim, verwendet wird. Der DPT kann fiir die Untersuchung von Ge-
webeproben sowie fiir fliissige Proben mit Nachweisgrenzen zwischen 30 und 190 ug/L oder ug/kg
eingesetzt werden [145, 324, 325, 326]. Unter dem Agar-Diffusionstest wird eine mikrobiologische
Untersuchungsmethode verstanden, bei der sich durch die Diffusion eines Wirkstoffes in festen be-
impften Kulturmedien wachstumsfreie Hemmhofe ergeben. Beim DPT werden Agar-Ndhrboden-
Platten auf die pH-Werte 6, 7.2 und 8 eingestellt und mit Bacillus subtilis BGA als Testkeim be-
schickt. Die zu untersuchende Probe wird auf die Agar-Platten aufgebracht und bei einer Temperatur
von 30 °C 18 bis 24 Stunden bebriitet [324].

Fiir die Untersuchung von Losungen mit dem Agar-Diffusions-Test gibt es zwei Moglichkeiten der
Durchfiihrung. Die Lésungen kdnnen entweder mittels Testbldttchen auf den Agar aufgebracht werden
oder aber in ausgestanzte Locher hineingegeben werden. Die Nachweisgrenze fiir den ,,Agarlochtest*
liegt mit 0,044 mg/L deutlich unterhalb derer fiir den ,,Blattchentest* mit 0,19 mg/L und ist deshalb
vorzuziehen [327]. Wahrend der Bebriitung diffundieren Hemmstoffe in den Nihrboden und verursa-
chen in der Umgebung der Probe eine Wachstumshemmung. Diejenige Fliache, die sich aufgrund der
Diffusion des Wirkstoffes in das Kulturmedium als wachstumsfreie Zone zeigt, wird als Hemmhof
bezeichnet. Die Auswertung des Testes erfolgt durch Ausmessen der Hemmzonenbreite zwischen dem
Rand der aufgegebenen Probe und der Wachstumsgrenze des Testkeimes. Der Hemmhof wird angege-
ben als Radius in vollen mm. Je nach Grofle des Hemmhofes wird als Beurteilungskriterium die Ein-
stufung: positiv (> 2 mm), zweifelhaft (1-2 mm) oder negativ (< 1mm) vorgenommen. Der Radius
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wird bei der Agar-Loch-Methode vom Rand des ausgestanzten Lochs bis zum Beginn der Bakterien-

kolonnie gemessen.

Bei der Auswahl eines geeigneten Losungsmittels ist zu beachten, da3 auch Losungsmittel eine hem-
mende Wirkung im Hemmstofftest zeigen kdnnen, z. B. ist bekannt, dal das Vorhandensein von Des-
infektionsmitteln in der Probe zu falsch positiven Ergebnissen fithren kann. Daher wurden zunéchst
verschiedene Losungsmittel mittels der Agar-Loch-Methode auf eine hemmende Wirkung im DPT
untersucht, wobei sich FlieBmittel A als ungeeignet erwies, als optimales Losungsmittel ergab sich
Methanol. Zur Priifung der hemmenden Wirkung von CTC und seiner Umwandlungs- und Abbaupro-
dukte wurden methanolische Losungen von CTC, e-CTC, iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-
CTC hergestellt und mittels dem DPT und der Agar-Loch-Methode untersucht. Die Konzentrationen
wurden so gewdhlt, daB3 sich gut auswertbare Hemmhofe ergaben. In der Allgemeinen Verwaltungs-
vorschrift [324] werden fiir eine Aufgabemenge von 0,01 pug ein Hemmhof von 7-9 mm fiir CTC an-
gegeben. Da erwartungsgemédl die Metabolite von CTC eine geringere hemmende Wirkung zeigen
sollten, siche Kap. 3.5.3, wurden erheblich héhere Mengen der entsprechenden Substanzen von 2,5 pg
aufgetragen. In Tab. 27 sind die mittels DPT und der Agar-Loch-Methode erhaltenen Hemmbhofe fiir

die einzelnen Substanzen zusammengefalt.

Tab. 27: Untersuchung von CTC, e-CTC, Anhydro-CTC, e-Anhydro-CTC und iso-CTC in methanoli-
scher Losung mittels DPT (Agar-Loch-Methode) (n = 8)

Aufgabemenge: 2,5 png

Substanz pH 6 pH 7,2 pHS
Hemmbhof [mm]
CTC 23 20 11
e-CTC 13 10 5
Anhydro-CTC 17 14 8
e-Anhydro-CTC 9 7 3
iso-CTC 0 0 0

Die Ergebnisse belegen, da3 auBler dem iso-CTC alle Substanzen eine hemmende Wirkung im DPT
zeigen. Anhydro-CTC besitzt im Vergleich zum CTC eine verminderte antibiotische Wirkung um
30 % bis 40 %. Ebenso zeigen die jeweiligen Epimere im Vergleich zu ihren Muttersubstanzen, also
e-CTC und e-Anhydro-CTC im Vergleich zu CTC und Anhydro-CTC, eine um die Hailfte
abgeschwichte antibiotische Aktivitit. Diese Untersuchungen widerlegen eindeutig die in der Literatur
héufig getroffene Behauptung der antibiotischen Unwirksamkeit von e-CTC sowie der Anhydro-
Verbindungen [48, 49, 57, 138].

Verschiedene Studien aus neuerer Zeit belegen, ebenso wie die eigenen Untersuchungen, die besonde-
re Bedeutung der Metabolite e-CTC, Anhydro-CTC sowie e-Anhydro-CTC hinsichtlich der antibioti-
schen Wirksamkeit, dagegen ist iso-CTC beziiglich der antibiotischen Wirkung bedeutungslos [124,
143, 145, 328]. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde weiterhin festgestellt, da} mit steigendem
pH-Wert die Hemmzonen abnehmen, entsprechend dem Wirkungsoptimum von CTC bei einem pH-
Wert von 6,1-6,6 (siche Kap. 3.3), was deutliche Hinweise auf mogliche Abbaureaktionen wahrend
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des Agar-Diffusionstestes gibt.
5.7.2 Bildung von Abbauprodukten wihrend des Agar-Diffusionstests

Ziel dieser Untersuchung war es, mogliche Abbaureaktionen der antibiotisch aktiven Substanzen CTC,
e-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC wihrend der Testdauer aufzudecken. Entsprechende Un-
tersuchungen wurden bereits von HALLING-S@RENSEN et al. durchgefiihrt [328], die feststellten, da3
es wihrend der Durchfiihrung des Toxizititstestes (Hemmstofftest) nach ISO 15522, bei dem ebenfalls
Agar-Platten eingesetzt werden, zu einem Abbau der Substanzen CTC, e-CTC und e-Anhydro-CTC
kommt und die Wiederfindungen dieser Produkte nach dem Test zwischen 82 % und 91 % liegen,

wobei ein Verlust von Substanzen wihrend des Testes von bis zu 20 % allgemein akzeptiert wird.

Zur Untersuchung von Abbaureaktionen wéhrend des DPT wurde der Test mit methanolischen Stan-
dardlosungen von CTC, e-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC und unterschiedliche Bebrii-
tungszeiten von 1, 2, 3, 18, 20, 22 und 24 Stunden durchgefiihrt, der resultierende Hemmhof gemes-
sen, die Agar-Platten mit Methanol extrahiert und die so erhaltenen methanolischen Extrakte mittels
LC-MS/MS analysiert. Eine vollstindige Extraktion der Analyten aus den Agar-Platten nach dem
Test, also nach Diffusion der Substanzen in die Platten, kann hierbei nicht gewédhrleistet werden, da
nicht die gesamten Agar-Platten mit Methanol extrahiert wurden, sondern nur der Agarbereich, bei
dem ein Hemmbhof entstanden ist. Die durchgefiihrten Untersuchungen mittels DPT ergaben, da3 sich
innerhalb der ersten drei Stunden kein Hemmhof ausgebildet hatte. Nach Bebriitungszeitraumen von
18, 20, 22 und 24 Stunden haben sich jeweils identische Hemmhofe ergeben, die den in Tab. 27 ange-
geben Radien entsprachen. Die LC-MS/MS-Untersuchungen der methanolischen Extrakte zeigten, daf3
aus Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC wihrend der gesamten Bebriitungszeit keine Abbauprodukte
entstanden. Aus CTC und e-CTC wurden, wie erwartet, in hohem Mafle die isomeren Verbindungen
gebildet. Entgegen den Erwartungen konnte im Falle von e-CTC neben der Bildung von iso-CTC auch
geringfiigig eine Epimerisierung zum CTC sowie eine Tautomerisierung zum keto-e-CTC beobachtet
werden. Die schnellere Bildung der antibiotisch inaktiven isomeren Verbindungen wihrend des Testes
kann Ursache fiir die mit dem DPT festgestellten geringeren Hemmzonen und damit geringere antibio-
tische Aktivitit von e-CTC im Vergleich zum CTC sein. Im Gegensatz dazu wurde beim CTC als
Umwandlungsprodukt nur das Isomere, also iso-CTC, nachgewiesen. Da die isomeren Verbindungen
von CTC und e-CTC antibiotisch inaktiv sind, fiihrt dies zu einer verminderten Hemmwirkung im
DPT.

Eine Aussage iiber das Mal} des Abbaus wihrend der Testdauer ist aufgrund der nicht vollstindigen
Extraktionsausbeute schwierig. Fiir die Untersuchung von CTC kann jedoch das Verhéltnis der Kon-
zentration von iso-CTC zu CTC als MaB fiir die Abbaurate herangezogen werden, da ausschlieBlich
dieses Produkt entstanden ist. Liegt dieser Quotient unterhalb von 0,2, so liegt die Abbaurate in dem
allgemein akzeptierten Rahmen von 20 % [328], oberhalb dessen ist von einer signifikanten Verfil-
schung des Ergebnisses auszugehen. Beim e-CTC kann diesbeziiglich keine Aussage getroffen wer-
den, da eine Quantifizierung aller entstandenen Produkte nicht moglich ist und damit auch kein ent-
sprechender Quotient berechnet werden kann. Die fiir CTC ermittelten Quotienten belegen, daf es in
Abhingigkeit vom pH-Wert rasch zu einem signifikanten Abbau von CTC wihrend der Durchfiihrung
des DPT kommt, siche Abb. 32.
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Abb. 32: Berechnete Quotienten (Verhdltnis der Konzentration von iso-CTC:CTC) nach Durchfiih-

rung des DPT mit unterschiedlicher Bebriitungsdauer

Bei pH 6 wird nach 18 h der Grenzwert von 0,2 {iberschritten, bei pH 7,2 und 8 bereits nach einer

Bebriitungsdauer von einer Stunde. Deutlich zu erkennen ist, daB} mit steigendem pH-Wert die Um-

wandlung von CTC ins Isomere zunimmt. Bei pH 8 ist CTC fast vollstandig umgewandelt worden.
Aus der Umwandlung von CTC in iso-CTC resultiert eine Abnahme der antibiotischen Aktivitét, da

die isomeren Verbindungen keine hemmende Wirkung zeigen. Mdglicherweise kann diese Tatsache

auch zu falsch negativen Ergebnissen fithren. Bemerkenswert ist, daB} trotz zunehmender Umwandlung
von CTC in iso-CTC nach einer Bebriitungszeit von 18 h bis 24 h der gemessene Hemmbhof nach den
entsprechenden Testzeitrdumen identisch ist.
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5.7.3 Zusammenfassung der Ergebnisse und Konsequenzen

Das in den Proben der Medikationstudien aufgetretene, zundchst unbekannte Produkt konnte als keto-
e-CTC identifiziert werden. Zur Beurteilung, welche Metabolite in die Ermittlung des CTC-Gehaltes
mit einbezogen werden miissen, wurde nachfolgend untersucht, welche Metabolite in vitro und welche
in vivo entstehen. Weiterhin wurde die antibiotische Aktivitdt von CTC, e-CTC, Anhydro-CTC, e-
Anhydro-CTC und iso-CTC gepriift. Als wichtigstes Umwandlungsprodukt ist das e-CTC zu nennen,
welches sowohl in vitro zwischen 12 % und 29 % auch in vivo zwischen 6 % und 27 % entsteht. Das
e-CTC zeigt zwar im Vergleich zum CTC eine antibiotische Wirkung von 50 %, aber eine um den
Faktor 300 hohere Fahigkeit, Resistenzen auszubilden (siche Kap. 3.4.1). Dies verdeutlicht die Wich-
tigkeit, e-CTC bei der Ermittlung des CTC-Gehaltes zu beriicksichtigen. Die Umwandlungsprodukte
is0-CTC und e-iso-CTC entstehen nicht unter den iiblichen in vitro-Bedingungen der Probenvorberei-
tung. Sie werden in liberwiegendem MaBe in vivo gebildet. Jedoch konnen diese Produkte bei bei ho-
heren Temperaturen auch in Losung vorkommen. Iso-CTC und e-iso-CTC zeigen keine antibiotische
Wirkung und besitzen im Vergleich zum CTC nur eine geringfiigige Fahigkeit, Resistenzen auszubil-
den [328]. Uber die Toxizitit dieser Verbindungen ist wenig bekannt. Da nicht vollstindig ausge-
schlossen werden kann, daf3 diese Verbindungen auch wihrend der Probenvorbereitung, also in vitro,
entstehen, sind diese Substanzen bei der Ermittlung des CTC-Gehaltes mit zu beriicksichtigen. Als
weiteres Umwandlungsprodukt tritt das keto-e-CTC auf. Es wurde gezeigt, dal dieses Tautomer ii-
berwiegend in vivo, aber auch in vitro entstehen kann. Ein Vergleich der Peakflache von keto-e-CTC
und den anderen nachgewiesenen Substanzen (siche Abb. 26) zeigt, dall dieses Umwandlungsprodukt
eher eine geringe Rolle spielt. Ebenfalls eine untergeordnete Rolle spielen die Abbauprodukte Anhy-
dro-CTC und e-Anhydro-CTC, da diese in biologischen Proben nur in geringer Menge in Faeces und
Knochen vorkommen. Aufgrund ihrer antibiotischen Aktivitit, die 60 % bis 70 % der des CTC betragt
und ihrer hohen Humantoxizitét, siche Kap. 3.5.3.4, sowie der Tatsache, dal Anhydro-CTC und e-
Anhydro-CTC in Knochen auch in vitro entstehen konnen, ist aber eine Quantifizierung dieser Sub-
stanzen trotzdem erforderlich. Dies wird unterstiitzt durch die Eigenschaft von Anhydro-CTC und e-
Anhydro-CTC, in der im Vergleich zum CTC 30-fach ausgeprégteren Fahigkeit, Resistenzen zu for-
dern [83, 84, 328].

Als Resultat dieser Ergebnisse wird die Empfehlung von KENNEDY et al. [143], die Hiithnereier unter-
suchten, bestitigt, dal Chlortetracyclinriickstdnde nicht nur auf die Summe des antibiotisch aktiven
CTC und e-CTC beschrinkt bleiben sollten, sondern auch weniger antibiotisch aktive potentiell toxi-
sche sowie resistenzfordernde Metabolite wie iso-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-
CTC mit einbezogen werden sollten.

Nachfolgend wurden daher auch fiir diese Verbindungen Quantifizierungsmethoden entwickelt.

5.8 Methodenentwicklung zur quantitativen Bestimmung weiterer
CTC-Metabolite

Ziel war es, ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Metabolite iso-CTC, e-iso-CTC, Anhy-
dro-CTC und e-Anhydro-CTC zu entwickeln. Das fiir CTC und e-CTC entwickelte und validierte
Analysenverfahren ermoglicht bisher nur die qualitative Bestimmung der genannten Verbindungen.
Zur quantitativen Bestimmung mufl die Stabilitit der Analyten in Kalibrierlosungen gewdihrleistet

sein. Daher erfolgte in einem ersten Schritt die Untersuchung der Stabilitit von iso-CTC, e-iso-CTC,
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Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC in Kalibrierlosungen analog der fiir CTC durchgefiihrten Unter-
suchungen, siche Kap. 5.2.1.3. Die Quantifizierung von e-iso-CTC erweist sich dabei als schwierig,
da es als Standardsubstanz kommerziell nicht erhiltlich ist. Dieses Umwandlungsprodukt sollte durch
Epimerisierung in schwach saurer Kalibrierlosung, MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) (pH 2,8), herge-
stellt werden. Nach Uberpriifung der Linearitit des Verfahrens wurde untersucht, ob sich das fiir CTC
und e-CTC entwickelte Extraktionsverfahren auch fiir die anderen Metabolite eignet. Dariiber hinaus
wurde die Mdglichkeit untersucht, iso-CTC und e-iso-CTC als Summenparameter zu nutzen, indem
CTC und e-CTC durch alkalische Behandlung der Proben in die isomeren Verbindungen iiberfiihrt

werden.

5.8.1 HPLC-UV-MS/MS-Verfahren

5.8.1.1 Stabilitdt der Metabolite in Losung

iso-CTC und e-iso-CTC

Von einigen Autoren wie KENNEDY et al. wird auf die Mdglichkeit, iso-CTC einer Epimerisierung zu
unterwerfen, um e-iso-CTC zu erhalten, hingewiesen [143]. Sie nutzten jedoch einen epimerisierten
is0-CTC-Standard nur zur qualitativen Bestimmung. Um dariiber hinaus eine Quantifizierung mit ei-
nem solchen Standard durchzufiihren, muB} die Stabilitit der Komponenten bekannt sein. Ziel war es,
das sich unter den gewéhlten Bedingungen einstellende Gleichgewicht von iso-CTC und e-iso-CTC in
Kalibrierlosung zu ermitteln, um eine moglichst hohe Stabilitdt zu gewihrleisten. Hierzu wurde das
Mischungsverhiltnis von iso-CTC und e-iso-CTC bestimmt, bei dem sich keine Konzentrationsidnde-
rung mehr ergibt. Zur Beurteilung der Stabilitét von iso-CTC in Kalibrierlosung wurden die Untersu-
chungergebnisse zum Abbauverhalten von iso-CTC, Kap. 5.6.1, ausgenutzt. Es zeigte sich, daB3 wih-
rend der Lagerung einer iso-CTC-Standardlosung in MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) (pH 2,8) (B =
10 mg/L) bei einer Temperatur von 40 °C iiber einen Zeitraum von 60 h schnell eine Epimerisierung
stattfindet. Nach zwolf Stunden war keine Konzentrationsdnderung mehr festzustellen. Weitere Ab-
bauprodukte konnten nicht nachgewiesen werden. Um die Einstellung eines dquimolaren Verhéltnisses
von is0-CTC und e-iso-CTC zu beschleunigen, wurde eine iso-CTC-Standardlosung in Me-
OH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) (pH 2,8) (B = 10 mg/L) bei einer Temperatur von 60 °C iiber einen
Zeitraum von 60 h gelagert und mittels HPLC-UV in Intervallen von 15 Minuten die Konzentrationen
von is0-CTC und e-iso-CTC ermittelt, siche Abb. 33. Es zeigte sich, daB} bereits nach 90 Minuten ein
dquimolares Verhéltnis beider Verbindungen erreicht ist.

Die genaue Konzentrationsbestimmung von iso-CTC und e-iso-CTC in der epimerisierten iso-CTC-
Standardlosung erfolgte durch Vergleich der frisch angesetzten iso-CTC-Losung mit der epimerisier-
ten iso-CTC-Losung tiber Differenzbildung. Die so erhaltene Mischstandardlosung aus iso-CTC und
e-i1s0-CTC kann zur Kalibrierung des Verfahrens eingesetzt werden.
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Abb. 33: Epimerisierung von iso-CTC in MeOH/Fliefimittel A (50/50) (v/v) bei 60 °C als Funktion von
der Zeit (HPLC-UV, 275 nm, p = 10 mg/L)

Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC

Zur Beurteilung der Stabilitit von Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC wurde anhand der in Kap.
5.6.1 durchgefiihrten Untersuchungen zum Abbauverhalten von Anhydro-CTC in MeOH/Fliemittel
A (50/50) (v/v) (pH 2,8) (B = 10 mg/L) bei einer Temperatur von 40 °C iiber einen Zeitraum von 60 h
das sich unter den gewihlten Bedingungen einstellende Gleichgewicht abgeschétzt. Bei der Bildung
der Anhydro-Verbindungen aus CTC handelt es sich ebenfalls um irreversible Reaktionen, so daf3
neben der entsprechenden Epimerisierung von Anhydro- bzw. e-Anhydro-CTC keine weiteren Reak-
tionen stattfinden. Das Konzentrationsverhiltnis von Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC, bei dem
sich keine weitere Konzentrationsverdnderung mehr ergab, wurde zu 1:1 ermittelt (siche Abb. A. 13
im Anhang). Die Kalibrierung von Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC kann also mit Mischstandard-
16sungen aus Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC in MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) im Konzentra-
tionsverhéltnis 1:1 erfolgen.

5.8.1.2 Kalibrierung

is0-CTC und e-iso-CTC

Nach Ermittlung der Bestimmungsgrenzen, die fiir iso-CTC und e-iso-CTC mit der UV-Detektion bei
0,05 mg/L und mit der MS/MS-Detektion bei 0,01 mg/L lagen, erfolgte die Erstellung einer Kalibrier-
funktion im Konzentrationsbereich von 0,05 mg/L bis 10 mg/L fiir die UV-Detektion und 0,01 mg/L
bis 10 mg/L fiir die MS/MS-Detektion.

Die Kalibrierung des UV-Verfahrens ergibt einen linearen Zusammenhang zwischen der Konzentrati-
on und der Peakfldche sowohl fiir iso-CTC als auch fiir e-iso-CTC im gewéhlten Konzentrationsbe-
reich (s. Abb. A. 11 im Anhang). Die ermittelten Konzentrationen, die Peakfldchen, relativen Stan-
dardabweichungen und die Flichenverhéltnisse sind in Tab. A. 21 im Anhang dargestellt. Bei der
Kalibrierung des MS/MS-Verfahrens im Konzentrationsbereich von 0,01 mg/L bis 10 mg/L liegt kein

linearer Zusammenhang zwischen der Konzentration und der Peakfliche von iso-CTC sowie e-iso-
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CTC vor. Der funktionale Zusammenhang wird wie bei der Bestimmung von CTC und e-CTC durch
eine polynomische Funktion 2. Grades beschrieben (s. Abb. A. 12 im Anhang). Die ermittelten Kon-
zentrationen, Peakfldchen, relativen Standardabweichungen und Fladchenverhéltnisse flir die MS/MS-
Detektion sind in Tab. A. 22 im Anhang dargestellt. Durch Einschrinkung des Arbeitsbereiches und
Aufteilung in drei Teilbereiche (0,01-0,1 mg/L; 0,1-0,5 mg/L und 0,5-10 mg/L) konnte eine Linearitét

erreicht werden.
Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC

Die Bestimmungsgrenzen wurden fiir Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC mit der UV-Detektion zu
0,025 mg/L und mit der MS/MS-Detektion zu 0,01 mg/L ermittelt. Die Erstellung der Kalibrierfunkti-
on erfolgte mit der UV-Detektion im Konzentrationsbereich von 0,025 mg/L bis 10 mg/L und mit der
MS/MS-Detektion von 0,01 mg/L bis 10 mg/L. Sowohl bei der UV-Detektion als auch bei der
MS/MS-Detektion 146t sich im gewéhlten Konzentrationsbereich der funktionale Zusammenhang zwi-
schen der Konzentration und der Peakflache durch einen linearen Zusammenhang beschreiben (Abb.
A. 14 und Abb. A. 15 im Anhang ). Im Gegensatz zu der Quantifizierung von CTC, e-CTC, iso-CTC
und e-iso-CTC 14Bt sich bei der MS/MS-Detektion keine bessere Anpassung der Kalibriergeraden fiir
Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC durch eine polynomische Funktion erreichen. Trotz des grofen
Kalbrierbereiches geniigt die Kalibriergerade einer linearen Funktion. Die Konzentrationen, ermittel-
ten Peakfldchen und relativen Standardabweichungen sind in Tab. A. 23 im Anhang dargestellt.

5.8.2 Probenvorbereitung
5.8.2.1 Wiederfindung von iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC

Ziel war es, die Ubertragbarkeit des entwickelten SPE-Verfahrens fiir CTC und e-CTC auf die Meta-
bolite is0-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro CTC zu {iberpriifen. Hierzu wurde 10 mL EDTA-
Mcllvain-Puffer, pH 4 mit 2 pg bzw. 20 pg CTC, e-CTC, iso-CTC, Anhydro-CTC oder e-Anhydro-
CTC dotiert, diese Losungen mit SPE aufgearbeitet und mit HPLC-UV analysiert. Die mit diesem

Verfahren erzielten Wiederfindungen sind in Tab. 28 zusammengefaf3t.

Tab. 28: Wiederfindung von iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC nach der Aufarbeitung mit
SPE von dotierten EDTA-Mcllvain-Puffern (Oasis HLB, Mcllvain-Puffer mit 0,1 moL/L
EDTA, 275 nm, n = 6)

dotierte Wiederfindung [%] Wiederfindung [%]
Substanz Zusatz: 2 pg, Vgag =200 pL Zusatz: 20 pg, Vguq = 200 puL
) is0-CTC e-iso-CTC x 1s0-CTC e-iso-CTC x
150-CTC
58 44 102 49 48 97
Anhydro- | Anhydro-CTC e'Agl%yCdro' Y | Anhydro-CTC e'Agl%‘/Cdro' )
CTC
77 19 96 75 24 99
e-Anhydro- e-Anhydro-
e_A(rjﬂ—}}élm_ CTC Anhydro-CTC | X CTC Anhydro-CTC | X
75 20 95 70 26 96

Fiir e-iso-CTC konnten keine Wiederfindungsversuche durchgefiihrt werden, da diese Substanz kom-
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merziell nicht erhéltlich ist. Die ermittelten Wiederfindungen belegen, dal wihrend der Arbeitsschritte
zur Festphasenextraktion grofle Anteile der dotierten Substanz epimerisiert werden. Ein Vergleich der
Epimerisierungsraten von Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC mit denen von CTC und e-CTC, siche
Tab. 7, zeigt daB3 Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC in ihrem Epimerisierungsverhalten CTC und e-
CTC sehr dhnlich sind. Die Epimerisierungsrate dieser Verbindungen liegt bei etwa 20 %. Dagegen

epimerisiert iso-CTC mit Epimerisierungsraten von 46 % in deutlich grolerem Ausmaf.

Es konnte gezeigt werden, daB3 unter Beriicksichtigung der jeweiligen Epimere mit Wiederfindungen
zwischen 95 % und 102 % eine quantitative Extraktion mit dem SPE-Verfahren fiir iso-CTC, Anhy-
dro-CTC und e-Anhydro-CTC méglich ist. Zu bemerken ist, da3 zur Elution der hydrophoberen Sub-
stanzen Anhydro-CTC und e-Anyhdro-CTC das Elutionsvolumen von 3 mL auf 6 mL erhdht werden
mulfite.

5.8.2.2 EinfluB einzelner Probenvorbereitungsschritte auf die Epimerisierung

Analog der fiir CTC und e-CTC durchgefiihrten Untersuchungen, wurde iiberpriift, in welchem Schritt
der Probenvorbereitung eine Epimerisierung von iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anyhdro-CTC statt-
findet. Hierzu wurden die gleichen Versuche wie fiir CTC und e-CTC durchgefiihrt. Es wurden ein-
zelne Schritte der Probenvorbereitung simuliert und in den erhaltenen Proben der Gehalt an zudotierter
Substanz und dem Epimeren ermittelt. Aus den Gehalten wurden die Epimerisierungsraten berechnet,
siche Tab. 29. Die Ergebnisse dieser Epimerisierungsexperimente fiihrten zu identischen Ergebnissen
wie die Untersuchungen mit CTC und e-CTC.

Es wurde gezeigt, dal eine Epimerisierung besonders durch die Einwirkung des schwach sauren Mcll-
vain-Puffers bei der Extraktion aus der Matrix begiinstigt wird, wobei die Dauer der Puffer-
Einwirkung eine grofle Rolle spielt. Das Stehenlassen eines dotierten Mcllvain-Puffers iiber einen
Zeitraum von 2 h fiihrt zu einer Epimerisierung von 30 % fiir iso-CTC, 12 % fiir Anhydro-CTC und
14 % fiir e-Anhydro-CTC (Versuch 1). Bei der Weiterverarbeitung des Eluates kann eine Epimerisie-
rung nur durch Lyophilisierung des Eluates vermieden werden (Versuche 3-5). Einengen im Turbo-
Vap unter erhdhter Temperatur fiihrt fiir alle Verbindungen (30°C, 40 °C) zu einer erheblichen Epime-
risierung von 6 % bis 8 % fiir Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC und 19 % bis 24 % fiir iso-CTC.
Eine Epimerisierung wihrend der Probenvorbereitung kann dadurch minimiert werden kann, indem
die Weiterverarbeitung des Eluates durch Lyophilisierung anstatt durch Einengen im TurboVap erfolgt
(Versuche 6 und 7).

Auch bei diesen Metaboliten kann jedoch eine Epimerisierung wéhrend der Probenvorbereitung nicht
vollstandig vermieden werden. Dies zeigt, da3 auch die iso-CTC- und Anhydro-CTC-Gehalte immer
als Summe aus iso-CTC und Anhydro-CTC und ihrem Epimeren ermittelt werden miissen. Ein Ver-
gleich der Ergebnisse der Epimerisierungsexperimente von CTC, e-CTC, iso-CTC, Anhydro-CTC und
e-Anhydro-CTC belegt, dal CTC, e-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC ein dhnliches Epimeri-
sierungsverhalten zeigen. Hingegen epimerisiert iso-CTC deutlich schneller als die anderen Substan-

zen.
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Tab. 29: Epimerisierung von iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC unter verschiedenen simu-
lierten Extraktions- und SPE-Bedingungen (Oasis HLB, 275 nm, n = 4)

Simulierter Schritt der Versuch Epimerisierung [%]
Probenvorbereitung iso- | Anhydro- | e-Anhydro-
CTC CTC CTC
1 Extraktion aus der 10 mL EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 + 30 12 14
Matrix 20 ug Substanz, 2 h Stehenlassen bei RT
10 mL EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 +
2 SPE 20 pg Substanz, SPE, Verdiinnung des 24 9 10
Eluates mit 3 mL FlieBmittel A
3 mL MeOH + 2 pg Substanz, Einengen
3 Weiterverarbeitung | des Eluates durch Lyophilisierung, Auf- -0 -0 -0
des Eluates nahme des Riickstandes in 200 uL Me-
OH/FlieBm. A (50/50) (v/v)
3 mL MeOH + 2 pg Substanz, Einengen
4 Weiterverarbeitung | im TurboVap (30 °C) (Dauer: 30 min), 19 7 6
des Eluates Aufnahme des Riickstandes in 200 pL
MeOH/FlieBm. A (50/50) (v/v)
3 mL MeOH + 2 pg Substanz, Einengen
5 Weiterverarbeitung | im TurboVap (40 °C) (Dauer: 20 min), 24 ] 3
des Eluates Aufnahme des Riickstandes in 200 pL
MeOH/FlieBm. A (50/50) (v/v)
10 mL EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 + 2
SPE + ug Substanz, SPE, Einengen des Eluates
6 | Weiterverarbeitung | durch Lyophilisierung, Aufnahme des 18 6 7
des Eluates Riickstandes in 200 pL MeOH/FlieBm. A
(50/50) (v/v)
10 mL EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 + 2
SPE + ug Substanz, SPE, Einengen des Eluates
7 | Weiterverarbeitung im TurboVap (30 °C), Aufnahme des 29 16
des Eluates Riickstandes in 200 pL MeOH/FlieBm. A
(50/50) (v/v)

5.8.2.3 1s0-CTC und e-iso-CTC als Summenparameter

Ziel der Untersuchung war, die Anzahl der zu quantifizierenden Analyten zu reduzieren, indem CTC
und e-CTC durch alkalische Einwirkung in die entsprechenden Isomere iso-CTC und e-iso-CTC iiber-
fithrt werden. Iso-CTC und e-iso-CTC dienen dabei als Summenparameter fiir die CTC-Komponenten.
Diese Moglichkeit wurde bereits von ZURHELLE et al. vorgeschlagen, die in Hithnereiern neben CTC
und e-CTC auch iso-CTC und e-iso-CTC nachgewiesen hatten [178, 229].

Zur Uberfiihrung von CTC und e-CTC in die isomeren Verbindungen wurde der Riickstand des einge-
engten Eluates der Festphasenextraktion in methanolischer Natronlauge, Methanol/1%ige NaOH, w/v
(50/50) (v/v, pH 11,5), aufgenommen und mit LC-UV-MS/MS analysiert. In einem ersten Schritt er-
folgte die Uberpriifung der Eignung dieses Verfahrens anhand von Standardldsungen, anschlieBend
die Ubertragung auf Muskulatur.

Die Untersuchung von Mischstandardlosungen aus CTC und e-CTC in MeOH/(1%ige NaOH, w/v)
(50/50) (v/v), die sowohl ohne Erwérmung als auch nach 30-miniitiger Erwérmung bei Temperaturen
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von 60, 70, 80 und 90 °C analysiert wurden, ergab, da} bereits ohne Erwirmen eine 96%ige Isomeri-
sierung stattgefunden hat. Zur vollstdndigen Isomerisierung von CTC und e-CTC ist eine Erwdrmung

von 60 °C iber einen Zeitraum von 30 Minuten ausreichend.

Dieses Verfahren kam anschliefend fiir verschiedene Muskulaturproben zur Anwendung, fiir Proben
einiger Versuchstiere des Haus Diisse-Versuches, nachfolgend als HD-V (Nummer des Tieres) be-
zeichnet, und fiir das Tier 95 des FAL-Versuches. Im Gegensatz zu den mit Standardldsungen durch-
gefiihrten Versuchen lassen sich CTC und e-CTC in Muskulatur nicht quantitativ in die Isomere iiber-
fiihren, siehe Tab. 30. Nach der Alkalibehandlung ist zwar kein CTC und e-CTC mehr nachweisbar,
jedoch werden nur etwa 30 % des CTC-Gehaltes als iso-CTC und e-iso-CTC, wiedergefunden.

Tab. 30: CTC-, e-CTC-, iso-CTC- und e-iso-CTC-Gehalte in Muskulatur nach Aufarbeitung nach dem
Standardverfahren und mit alkalischer Behandlung (LC-MS/MS, n = 2)

CTC-Gehalt [png/kg]

Probe CTC e-CTC iso-CTC e-iso-CTC z

- HD-V1 5,07 5,34 8,12 10,41 28,94
g

%n ] § HD-V3 5,68 5,91 8,50 11,59 31,68
-§ 25 HD-V7 6,78 6,73 10,34 11,51 35,36
35 g E HD-V9 12,62 10,21 6,24 7,79 36,86
< 5 HD-V12 5,79 4,06 10,10 11,85 31,80
“ | FAL-Tier 95 90,04 55,04 22,60 15,5 183,18
HD-V1 - - 5,67 2,83 8,50
%”-“:2 ot HD-V3 -- -- 8,73 4,55 13,28
§ 2 % HD-V7 - - 7,28 3,18 10,46
53 z HD-V9 - - 8,69 479 13,48
ZE= HD-VI2 - - 6,41 3,43 9,84
FAL-Tier 95 - - 48,32 18,68 67,00

Prinzipiell scheint die Uberfiihrung von CTC und e-CTC mittels Alkalibehandlung in die Isomere
durch Aufnahme des eingeengten Eluates nach der Festphasenextraktion mit MeOH/1%ige NaOH,
w/v (50/50) (v/v) zwar moglich, wie die Versuche mit Standardlosungen gezeigt haben. Es bedarf

jedoch fiir Muskulatur noch weiterer Optimierungen, auf die in diesem Rahmen verzichtet wurde.
5.8.3 Zusammenfassung

Im Gegensatz zu den meisten in der Literatur beschriebenen Verfahren ermdglicht das erweiterte
HPLC-UV-MS/MS-Verfahren neben CTC und e-CTC auch eine quantitative simultane Bestimmung
von 1s0-CTC, e-is0-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC.

Es wurde die Moglichkeit aufgezeigt, das kommerziell nicht erhdltliche Umwandlungsprodukt e-iso-
CTC durch Epimerisierung einer iso-CTC-Standardlosung in MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) (pH
2,8) zu erhalten, wobei das Konzentrationsverhéltnis zur Gewéhrleistung der Stabilitdt beider Verbin-
dungen 1:1 betragen sollte. Ebenso konnen Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC durch Kalibrierung
mit einem Mischstandard in MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) (pH 2,8) aus beiden Verbindungen im
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Konzentrationsverhéltnis 1:1 quantifiziert werden. Die Kalibrierung kann mit der UV-Detektion in
einem Konzentrationsbereich von 0,05 mg/L bis 10 mg/L fiir iso-CTC und e-iso-CTC und 0,025 mg/L
bis 10 mg/L fiir Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC erfolgen. Die Kalibrierung mit der MS/MS-
Detektion ist im Konzentrationsbereich von 0,01 mg/L bis 10 mg/L fiir iso-CTC und e-iso-CTC und
0,01 mg/L bis 10 mg/L fiir Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC mdglich. Weitergehende Validierung-

suntersuchungen sowie Langzeitstabilitiditsmessungen stehen noch aus.

Es wurde gezeigt, dafl das fiir CTC und e-CTC entwickelte Extraktionsverfahren auch fiir die Metabo-
lite is0-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC anwendbar ist, wobei die Gehalte auch als Summe
von is0-CTC und e-iso-CTC sowie Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC ermittelt werden miissen.

Das Ziel, die Substanzen CTC, e-CTC, iso-CTC und e-iso-CTC durch alkalische Behandlung als
Summenparameter iiber iso-CTC und e-iso-CTC zu ermitteln, konnte fiir Standardlésungen erreicht
werden, fiir Muskulatur erneut jedoch nicht.

5.9 Anwendung des erweiterten Analysenverfahrens auf Proben der
FAL-Studie

Das erweiterte HPLC-UV-MS/MS-Verfahren, welches sich fiir die quantitative Bestimmung von CTC,
e-CTC, is0-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC eignet, wurde auf Proben der FAL-
Studie angewendet. In den Schlachtproben der nach Ablauf der Wartezeit geschlachteten Tiere wurde
der CTC-Total-Gehalt ermittelt sowie anhand eines Tieres eine ausfiihrliche Bilanzierung vorgenom-
men. Dartiber hinaus erfolgte die Untersuchung von Knochen mittels Fluoreszenz-Screening-Tests und
eine Uberpriifung, ob aus den gebundenen Tetracyclin-Riickstinden im Knochen eine Gefihrdung fiir
den Verbraucher resultieren konnte.

5.9.1 Schlachtproben

Die Schlachtproben der Tiere, die bereits auf CTC und e-CTC untersucht wurden, siche Kap. 5.4.2.3,
wurden nochmals mit dem erweiterten Analysenverfahren auf CTC, e-CTC, iso-CTC, e-iso-CTC,
Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC (CTC-Total-Gehalt) analysiert. Insbesondere sollte gepriift wer-
den, inwieweit sich die CTC-Gehalte unter Beriicksichtigung der weiteren Metabolite erhdhen. In
Tab. 31 sind die mit LC-MS/MS ermittelten Gehalte zusammengefaft. In Muskulatur, Leber und Nie-
re konnten die Substanzen CTC, e-CTC, iso-CTC, e-iso-CTC und in Knochen zusétzlich Anhydro-
CTC und e-Anhydro-CTC nachgewiesen werden. Unter Beriicksichtigung von iso-CTC und e-iso-
CTC erhohen sich die Gesamt-CTC-Gehalte zum Teil erheblich. Im Vergleich des CTC-Gehaltes,
ermittelt als Summe von CTC und e-CTC, zum CTC-Totalgehalt ergibt sich fiir Muskulatur eine pro-
zentuale Erhohung von durchschnittlich 71 %. Eine Beriicksichtigung von iso-CTC und e-iso-CTC
wirkt sich damit fiir diese Matrix am stérksten aus. Fiir Leber erhdhen sich die Gesamt-CTC-Gehalte
prozentual durchschnittlich um 38 %, fiir Niere um 8 % und Knochen um 6 %. Die Abbauprodukte
Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC spielen nur eine untergeordnete Rolle, da diese Verbindungen nur

in Knochen nachweisbar sind und nur 0,1 % des Gesamt-CTC-Gehaltes darstellen.
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Tab. 31: CTC-, e-CTC-, iso-CTC-, e-iso-CTC-, Anhydro-CTC- und e-Anhydro-CTC-Gehalte in
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Die Untersuchung der Schlachtproben zeigt, dal nach Ablauf der Wartezeit von 14 Tagen die CTC-
Total-Gehalte in allen Matrices stark gesunken sind und mit Werten von durchschnittlich 3,65 pg/kg
fiir Muskulatur, 6,91 pg/kg fiir Leber und 18,60 pg/kg fiir Niere lediglich maximal 4 % der MRL-
Werte betragen. Eine Beriicksichtigung der isomeren Verbindungen iso-CTC und e-iso-CTC fiihrt
zwar, insbesondere fiir Muskulatur, zu erheblich héheren Werten von durchschnittlich 6,47 pg/kg fiir
Muskulatur, 9,45 pg/kg fiir Leber und 19,98 pg/kg fiir Niere, die aber immer noch deutlich unterhalb
der MRL-Werte liegen. Dennoch konnte es unter Einbeziehung von iso-CTC und e—iso-CTC, weil
dadurch die Gesamt-CTC-Gehalte bis zu 71 % steigen, deutlich hiufiger zu einer Uberschreitung der
MRL-Werte kommen.

Ein Vergleich der Verteilung der nachgewiesenen Substanzen bei den einzelnen Tieren zeigt, dal das
Verhiltnis der einzelnen Verbindungen zueinander individuell sehr unterschiedlich ist. Die prozentua-
le Erhohung des CTC-Total-Gehaltes unter Beriicksichtigung der Verbindungen iso-CTC, e-iso-CTC,
Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC im Vergleich zum CTC-Gehalt, ermittelt als Summe von CTC
und e-CTC, liegt fiir Muskulatur zwischen 49 % und 106 %, fiir Leber zwischen 28 % und 55 %, fiir
Niere zwischen 6 % und 8 % und fiir Knochen zwischen 3 % und 11 %. Die relative Verteilung der
einzelnen Verbindungen in den unterschiedlichen Matrices bleibt jedoch anndhernd konstant. In Mus-
kulatur lassen sich die hochsten Anteile an iso-CTC und e-iso-CTC feststellen, in Leber die zweit-

hochsten, und am niedrigsten sind sie in Niere und Knochen.
5.9.2 Gebundene CTC-Riickstinde in Knochen

Tetracycline in Knochen stellen eine Besonderheit dar, weil sie dort gebunden an Matrixbestandteile,
wie z. B. Proteine oder in Form von Calcium-Komplexen vorliegen, was offensichtlich zu einer Ak-
kumulation von Tetracyclinen im Knochen fiihrt [37, 285, 286, 329, 330].

Zum besseren Verstdndnis wird nachfolgend der Aufbau und die Funktionen von Knochen beschrie-
ben. Der Aufbau des Schweineskeletts ist dem des Menschen sehr dhnlich [331]. Die Knochen des
Schweines bestehen zu 65 % aus anorganischen Bestandteilen und 35 % organischen Bestandteilen.
Die organischen Bestandteile setzen sich wiederum aus 80-95 % Kollagenfasern und 5-20 % Interzel-
lularsubstanz zusammen [332, 333]. Je nach Funktion werden verschiedene Formen von Knochen
unterschieden, wie z. B. lange und kurze Réhrenknochen, platte und breite Knochen, kurze Wurzel-
und unregelmifige Wirbelknochen [331, 334].

Knochen liben hauptséchlich vier Funktionen aus [334, 335]: Mechanische Stiitzfunktion des Korpers,
Schutzfunktion fiir lebenswichtige Korperteile, Blutbildung im Knochenmark, Regulierung des Mine-
ralstoffhaushalts im Korper. Die notwendige Festigkeit gegen Druck, Zug, Biegung und Torsion wird
dem Knochen durch die Einlagerung von anorganischen Calcium-Salzen in Form von Apatit verlie-
hen, wobei es sich hierbei in erster Linie um Hydroxylapatit der Formel Ca;o(PO,)s(OH), handelt.
Daneben finden sich noch Fluorapatit, Carbonatapatit, Calciumcarbonat und Magnesiumcarbonat. Die
Knochensubstanz in ihrer morphologischen Struktur steht in einem dynamischen Stoffwechselgleich-
gewicht von Synthese und Abbau. Im wachsenden Organismus laufen neben den hormonell gesteuer-
ten Aufbauvorgingen auch Abbauprozesse ab, um eine fortlaufende iiberméfige Verdickung der Kno-
chen zu vermeiden. Neben dem Liangenwachstum wird das Dickenwachstum, ,,appositionelles Wach-
stum®, enzymatisch verhindert. Beim adulten Skelett findet nur noch ein hormongesteuertes appositio-
nelles Wachstum statt [332]. Das Knochengewebe stellt aufgrund des hohen Calcium-Gehaltes ein
Speicherorgan dar, aus dem Calcium durch hormonelle Steuerung in das Blut {ibertreten kann, es fin-
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det also eine stindige Regulierung des Blut-Calcium-Spiegels statt, wobei die Knochen je nach Bedarf
Calcium aufnehmen oder abgeben konnen [336]. Da sowohl Calcium als auch Phosphat, aber auch
andere lonen wie Magnesium nicht nur wesentliche Bestandteile des Knochens sind, sondern fiir viele
Funktionsabldufe im Gesamtorganismus eine essentielle Bedeutung haben, sind alle Regulationssy-
steme des Knochenstoffwechsels gleichzeitig eingeschlossen in die Regulation des Gesamtkdrpers und
seiner einzelnen Organe und Gewebe. In dieses System ist der Knochen als Mineraldepot einbezogen,
so dal} eine Wechselwirkung zwischen den einzelnen Teilkomponenten des gesamten Mineralhaus-
halts besteht [253]. Dies legt die Vermutung nahe, da mit dem Calcium die als Calcium-Phosphat-
Chelate in Knochen eingelagerten Tetracycline auch aus dem Knochen freigesetzt werden kénnen. Die
Ergebnisse der Medikationsstudie in Haus Diisse unterstiitzen diese Annahme, da auch drei Monate
nach Absetzen der Medikation in Urin, Plasma sowie in sdmtlichen Schlachtproben noch CTC und e-
CTC nachweisbar waren.

Gebundene Tetracyclinriickstdinde in Knochen wurden bisher als unbedenklich fiir den Verbraucher
eingestuft, da von einer irreversiblen Tetracyclineinlagerung in Knochen bzw. von einer Zerstérung
der Tetracyclinriickstinde bei der Zubereitung durch Braten oder Kochen von knochenhaltigen tieri-
schen Lebensmitteln ausgegangen wurde [48, 87, 337]. Neuere Untersuchungen von KUHNE et al.
[338] belegen jedoch, daB3 auch gebundene Tetracyclinriickstdnde unter bestimmten Bedingungen bio-
verfligbar sein konnen. Sie wiesen eine in vitro-Freisetzung durch Simulation der Verdauung von te-
tracyclinhaltigen Fleischknochenmehlen nach, indem sie CTC-haltige Hiithnerknochen mit 0,3 moL/L
HCI versetzten, die so erhaltenen Proben 30 Minuten schiittelten und den Extrakt chromatographisch
untersuchten. Zum Nachweis einer in vivo-Freisetzung untersuchten KUHNE et al. Knochen von Hiih-
nern, die CTC-haltiges Knochenmehl mit der Nahrung aufgenommen hatten. Unter den beschriebenen
Versuchsbedingungen wurden offensichtlich Tetracyclin-Calcium-Phosphat-Einlagerungen aufge-
schlossen, da beide Versuche eine saure Behandlung der Knochen beinhalten, entweder in vitro durch

Zugabe von 0,3 moL/L HCI oder in vivo durch die im Magen enthaltene Salzsiure.

Bei der Zubereitung von knochenhaltigen Fleischteilen stellten BRUGGEMANN et al. [339] fest, daB3
nach 60-miniitigem Kochen der CTC-Gehalt im Knochen, ermittelt durch die antibiotische Aktivitit,
stark abnimmt, wobei sie keine antibiotische Aktivitit in den Knochen umgebenden Geweben fest-
stellten. Sie betrachteten daher die gelosten Tetracyclinriickstdnde als zerstort und damit bedeutungs-
los. KUHNE et al. [340] zeigten, daB3 eine Verarbeitung von tetracyclinhaltigen Knochen durch Erhit-
zen nicht zur vollstdndigen Zerstérung der Tetracycline fiihrt, sondern es zum Abbau der Tetracycline
zu den Anhydroverbindungen kommt, die im Vergleich zur Muttersubstanz zwar eine geringere anti-

biotische Aktivitit aufweisen, jedoch eine deutlich hohere Toxizitét besitzen.

Die von KUHNE et al. durchgefiihrten Untersuchungen zur in vitro- und in vivo-Freisetzung von Te-
tracyclinen aus Knochen beinhalten in jedem Fall eine salzsaure Behandlung der Knochen, wodurch
ein Aufschlufl der eingelagerten Tetracyclin-Komplexe erfolgt. Ziel war es daher, zu untersuchen, ob
die mit der Nahrung aufgenommenen und in Knochen eingelagerten Tetracycline auch unter den nicht
sauren Bedingungen im Korper wieder freigesetzt werden konnen. Der Nachweis einer in vivo-
Freisetzung ist dabei nicht moglich, da den Tieren das Arzneimittel in irgendeiner Form verabreicht
werden mu3 und damit nicht gewihrleistet werden kann, da3 die im Gewebe nachweisbaren Riick-
stidnde tatsdchlich aus einer Freisetzung aus dem Knochen stammen. Der Nachweis einer Freisetzung

kann daher nur unter in vitro-Bedingungen anhand von Modellansitzen erfolgen.
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5.9.2.1 Freisetzung von CTC aus Knochen

Zur Simulation des physiologischen Effektes einer Freisetzung von CTC aus Knochen in Blut wurde
ein Modell auf der Grundlage der Eluierbarkeit durch Plasma entwickelt.

Hierzu wurde CTC-haltiges gemahlenes Knochenmaterial mit unbelastetem Plasma versetzt und iiber
einen Zeitraum von neun Tagen aufbewahrt. An den Versuchtagen 1, 2, 3, 4, 5, 8 und 9 wurden diese
»Knochen-Plasma-Gemische™ beprobt und mit LC-MS/MS analysiert. Dieser Versuch wurde zur
Uberpriifung eines Temperatureinflusses bei zwei verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt, zum
einen bei 5 °C und zum anderen unter annédhernd physiologischen Bedingungen bei 39,5 °C, entspre-
chend der mittleren Korpertemperatur von Schweinen [341]. Zur Beurteilung der Stabilitdt von CTC
unter diesen Versuchsbedingungen erfolgte die Durchfiihrung des Versuches mit CTC-dotiertem unbe-
lasteten Plasma ohne Knochenmaterial. Das fiir diese Versuche eingesetzte Plasma wurde aus Voll-
blut, dem zur Gerinnungshemmung Li-Heparin zugesetzt wurde, gewonnen. Das fiir die sonstige
Plasmagewinnung eingesetzte Antikoagulantium EDTA war fiir diese Untersuchung ungeeignet, da es
als starker Chelatbildner die im Knochen als Komplex eingelagerten Tetracycline wieder herauslosen
konnte. Als Knochenmaterial diente die Knochenprobe des Tieres 95 aus der Medikationsstudie FAL,
da in dieser Probe die hochsten CTC-Gesamt-Gehalte von 54,27 mg/kg ermittelt wurden (Tab. 32).

Tab. 32: Gehalte [mg/kg] von CTC-Komponenten in Knochen des Tieres 95 (FAL, LC-MS/MS, n = 2)

. . Anhydro- | e-Anhydro- | Summe der CTC-
CTC e-CTC | iso-CTC | e-iso-CTC CTC CTC Komponenten
43,6 9,2 1,2 0,2 0,03 0,03 54,27

Die im Rahmen der Stabilititsuntersuchungen erhaltenen Konzentrationsverldufe der Tetracycline in
den dotierten Plasmaproben sind in Abb. 34 dargestellt.
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Abb. 34: Konzentrationsverlauf der CTC-Komponenten in dotierten Plasmaproben als Funktion der
Zeit und Temperatur (LC-MS/MS, n = 2)
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Am ersten Versuchtag konnten bezogen auf die Summe von CTC und e-CTC bei einer Lagertempera-
tur von 5 °C Gehalte von 4,51 pg/mL und bei 39,5 °C 4,38 pg/mL ermittelt werden. Unter Bertick-
sichtigung der Wiederholprézision von 16,8 % bezogen auf eine Methodenprizision fiir die Bestim-
mung von CTC und e-CTC in Plasma von 6 % ist CTC, ermittelt als Summe von CTC und e-CTC, bei
einer Temperatur von 5 °C nur zwei Tage, bei 39,5 °C nur einen Tag stabil. Ursache hierfiir ist die
rasche Isomerisierung von CTC und e-CTC zum iso-CTC und e-iso-CTC, wobei erwartungsgemal bei
einer Lagertemperatur von 39,5 °C die Geschwindigkeit der Reaktion deutlich hoher ist als bei 5 °C.
Die is0-CTC- und e-iso-CTC-Gehalte resultieren iiberwiegend aus der Umwandlung im Plasma, da
eine Isomerisierung wihrend der Probenvorbereitung weitestgehend ausgeschlossen werden kann.
Bereits am ersten Versuchstag konnten in den Plasmaproben iso-CTC und e-iso-CTC nachgewiesen
werden. Bei einer Temperatur von 39,5 °C lielen sich schon am zweiten Versuchstag iiberwiegend nur
noch iso-CTC und e-iso-CTC nachweisen. Bis zum Ende des Versuches hatte schlieBlich eine fast
vollstdndige Umwandlung in die isomeren Verbindungen stattgefunden. Bezogen auf die Summe aller
CTC-Komponenten konnten am ersten Versuchtag etwa 5 pg/mL festgestellt werden. Unter Bertiick-
sichtigung von iso-CTC und e-iso-CTC ist CTC iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen bei beiden La-
gertemperaturen mit Gesamtgehalten von 4,98 pg/mL (5 °C) und 5,53 pg/mL (39,5 °C) stabil. Am
achten Versuchstag konnte mit einer CTC-Gesamtkonzentration von 4,01 ug/mL (5 °C) und 3,48
pg/mL (39,5 °C) eine signifikante Konzentrationsabnahme festgestellt werden (Abb. 34 a und b).

Die in den Plasmaproben der ,,Knochen-Plasma-Gemische“ ermittelten CTC-Gehalte sind in Abb.
35 dargestellt.
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Abb. 35: Konzentrationsverlauf der CTC-Komponenten in Plasma der ,, Knochen-Plasma-Gemische **
als Funktion der Zeit und Temperatur (LC-MS/MS, n = 2)

Bereits am ersten Versuchstag konnten im Plasma CTC, e-CTC, iso-CTC und e-iso-CTC nachgewie-
sen werden. Aus dem Gesamt-CTC-Gehalt in Knochen von 54,27 pg/kg, sieche Tab. 32, ergibt sich bei
vollstandiger Elution eine maximal zu erwartende CTC-Konzentration von 32,56 ug/ml in Plasma. Mit
Gesamtgehalten von etwa 35 ng/mL wurden am ersten Versuchstag 0,1 % der CTC-Komponenten aus
dem Knochen freigesetzt. Die freigesetzte Gesamtmenge steigt iiber den Versuchszeitraum kontinuier-

lich an, obwohl nach den Stabilitdtsuntersuchungen CTC in Plasma unter diesen Bedingungen nur
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iiber einen Zeitraum von flinf Tagen stabil ist und nach diesem Zeitraum mit einem Abbau von CTC
zu rechnen wire. Es spielen also zwei gegenldufige Prozesse, zum einen das Herausldsen von CTC aus
dem Knochen und zum anderen der Abbau von CTC eine Rolle. Am letzten Versuchstag wurden mit
Konzentrationen von 101 ng/mL (5 °C) und 120 ng/mL (39,5 °C) 0,4 % (5 °C) und 0,4 % (39,5 °C)
der im Knochen gespeicherten Substanzen freigesetzt (Abb. 35 a und b). Ein Temperatureinflu} auf
die Freisetzung der im Knochen enthaltenen Tetracycline war also gering. Anhydro-CTC und e-
Anhydro-CTC konnte in keiner der Plasmaproben festgestellt werden. Die in diesem Versuch ermittel-
ten freigesetzten CTC-Gehalte lagen mit duchschnittlich 0,4 % deutlich unterhalb der Werte, die
KUHNE et al. [340] bei ihren in vitro-Versuchen ermittelt haben. So eluierte 0,3 moL/L HCI aus Kno-
chen mit einem CTC-Gehalt von 41,80 mg/kg 35,3 % aus dem Knochen, wobei sie den CTC-Gehalt
als Summe von CTC und e-CTC ermittelten.

Uber die von KUHNE et al. gewonnenen Erkenntnisse hinaus konnte durch die eigenen Untersuchun-
gen belegt werden, da3 auch unter nicht sauren Bedingungen eine Freisetzung aus dem Knochen in
vitro moglich ist, wenn auch nur mit einem vergleichsweise geringen Freisetzungsgrad von 0,5 % bei
dhnlichen CTC-Gehalten in Knochen. Diese Versuche erlauben jedoch keine Aussage dariiber, ob die
im Plasma der ,, Knochen-Plasma-Gemische* nachgewiesenen CTC-Komponenten aus einer Freiset-
zung aus dem Knochen resultieren oder auf einer Metabolisierung bei der Lagerung der ,,Knochen-
Plasma-Gemische* und Aufarbeitung der Plasmaproben beruhen. Aufgrund der Produktverteilung im
Knochen, siche Tab. 32, und der Stabilitdtsuntersuchungen von CTC in Plasma ist es aber wahr-
scheinlich, daf iiberwiegend CTC aus dem Knochen freigesetzt wurde, welches anschlieBend im

Plasma isomeriserte und wihrend der Probenvorbereitung epimerisierte.

Zusammenfassend konnte mit den durchgefiihrten Versuchen anhand des Modellansatzes eine in vitro-
Freisetzung von CTC und/oder den Umwandlungsprodukten e-CTC und iso-CTC aus dem Knochen
auch unter nicht sauren Bedingungen nachgewiesen werden. Dies gibt deutliche Hinweise darauf, daf3
eine Freisetzung von CTC auch in vivo stattfinden kann. Dies bedeutet, da3 durch den intensiven Ein-
satz von Tetracyclinen in der Schweinemast auch bei bestimmungsgemifler Anwendung mit einem
Eintrag in die Nahrungskette zu rechnen ist. Auch nach einer Medikation ist eine Kontamination von
zur Lebensmittelgewinnung dienenden Matrices wie Muskulatur, Leber und Niere in vivo moglich.
Moglicherweise kann auch bei der Schlachtung, also der Zerteilung von Schweinen, sowie bei der
Aufbewahrung von Fleisch, welches nicht vom Knochen abgetrennt wird, wie Koteletts etc., CTC
freigesetzt werden und in andere Matrices iibergehen. Damit ist durch Tetracyclinriickstdnde in Kno-
chen auch mit einer Kontamination von knochenhaltigen Lebensmitteln zu rechnen. Insbesondere ist
die Verwendung von Separatorenfleisch unter diesen Aspekten als bedenklich einzustufen, da dieses
Fleisch geringe Tetracyclingehalte aufweisen kann und damit durch eine subtherapeutische Aufnahme
beim Menschen zu einer Resistenzausbildung fiihren konnte. Bei der Verarbeitung von knochenhalti-

gen Lebensmitteln spielen neben CTC vor allem auch die Bildung von Metaboliten eine Rolle.

Bei der Verarbeitung von knochenhaltigen Lebensmitteln reicht eine Erhitzung auch iiber 100 °C nicht
aus, um samtliche Tetracyclinriickstdnde zu zerstoren, sondern fiihrt, wie bereits am Anfang des Kapi-
tels erwihnt, zur Bildung der im Vergleich zu den Muttersubstanzen toxischeren und stéirker resistenz-
fordernden Anhydroverbindungen. Dariliber hinaus werden zunehmend auch sogenannten Sekundér-
kreisldufen Beachtung geschenkt. Von KUHNE et al. [342] wird darauf hingewiesen, dal nach der
Fleischgewinnung eine Weiterverarbeitung der Knochen zu Fleischknochenmehl erfolgt, welches zu-
nehmend auch Verwendung als Diingemittel fiir landwirtschaftlich genutzte Flachen findet. Hieraus




114 5 Ergebnisse und Diskussion

resuliert ein indirekter Eintrag in die Nahrungskette.
5.9.2.2 Fluoreszenz-Screening-Test

Neben der quantitativen chromatographischen Bestimmung der Tetracycline in Knochen, kann auch
als Screening-Test die Fluoreszenz der Komplexe herangezogen werden. Die in Knochen eingelager-
ten Tetracycline zeigen bei Bestrahlung mit einer UV-Lampe bei einer Wellenldnge von 366 nm eine
gelbe Fluoreszenz, siche Abb. 36, was dem qualitativen Nachweis der Tetracycline in Knochen dienen
kann. Dies stellt eine einfache Methode dar, um festzustellen, ob eine Behandlung der Tiere stattge-
funden hat. In der Vergangenheit wurden zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt, um einen Zusam-
menhang zwischen der Fluoreszenzstiarke und dem Tetracyclingehalt herzustellen [285, 343, 344]. In
neuerer Zeit gab es zunehmend Bestrebungen, liber diesen qualtitativen Nachweis hinaus, die Fluores-
zenz der Knochen fiir eine semiquantitative Bestimmung mittels Fluoreszenzspektroskopie zu nutzen
[345]. Die Schwierigkeit einer (semi)-quantitativen Bestimmung der Fluoreszenz liegt vor allem in der
intrinsischen Fluoreszenz durch endogene Fluorphore in biologischen Matrices begriindet, die zu U-
berlagerungen im Gesamtspektrum fiihrt. So wird durch das im Knochen enthaltene Kollagen eine

blauliche Fluoreszenz hervorgerufen [346].

Aufgrund der Komplexizitit einer semiquantitativen Bestimmung von Tetracyclinen in Knochen sollte
im Rahmen dieser Arbeit nur eine qualitative Fluoreszenzuntersuchung der wihrend der Medikations-
studien entnommenen Knochenproben durch Bestrahlung mit einer UV-Lampe und eine einfache vi-
suelle Beurteilung der Fluoreszenzstirke und ein Vergleich dieser Befunde mit den Ergebnissen der
LC-MS/MS-Untersuchung erfolgen. Eine Beurteilung der Fluoreszenzstirke und der Tetracyclingehal-
te wird vor allem auch dadurch erschwert, daf3 hdufig mehrere Tetracyclin-Derivate gleichzeitig einge-
setzt werden und damit ein Vergleich nicht mehr moglich ist. Daher eignen sich die Proben der Medi-
kationsstudien besonders gut fiir diesen Vergleich, da sichergestellt werden kann, dal nur CTC zum

Einsatz kam.

Die zu untersuchenden Knochen wurden in Scheiben geschnitten, von Fleischresten befreit und an-
schlieBend mit einer UV-Lampe bei 366 nm bestrahlt. Die durchgefiihrten Untersuchungen haben
gezeigt, daBB die Knochen der Tiere der FAL-Studie mit Gehalten zwischen 21,3 mg/kg und 54,3
mg/kg am stirksten fluoreszierten. Die Knochenproben der Versuchstiere der Haus Diisse Studie wie-
sen CTC-Gehalte zwischen 3,9 mg/kg und 21,2 mg/kg auf. Anhand der Knochenproben der Haus
Diisse Studie, deren CTC-Gehalte zwischen 3,9 mg/kg und 21,2 mg/kg lagen, konnte belegt werden,
dafBl mit steigendem CTC-Gehalt auch die Fluoreszenz sichtbar zunimmt. Die Untersuchung der Kno-
chenproben der Kontrolltiere mit dem Fluoreszenz-Screening-Test ergab ausschlie8lich negative Be-
funde. Obwohl keine Fluoreszenz sichtbar war, konnten mit LC-MS/MS CTC-Gehalte im Bereich von
163 pg/kg bis 219 pg/kg nachgewiesen werden. Diese Befunde entsprechen denen von KUHNE et al.,
die ebenfalls in nicht fluoreszierenden Knochen mittels HPLC-UV Tetracyclin-Gehalte fanden [285].

Zusammenfassend kann gesagt werden, da3 der Fluoreszenz-Screening-Test als einfache und schnelle
Methode zum Nachweis einer Tetracyclinbehandlung dienen kann, wobei jedoch Knochen auch ohne
sichtbare Fluoreszenz Tetracycline in geringen Mengen enthalten konnen.

5.9.2.3 Applikation von CTC und Ablagerungsmuster in Knochen

In der Literatur wird beschrieben, dal} iiber den qualitativen Nachweis von Tetracyclinen hinaus mit
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dem Fluoreszenz-Screening-Test anhand des Ablagerungsmusters von Tetracyclinen in Knochen auch
eine Beurteilung des Applikationszeitpunktes mdglich sei [339, 343, 344]. Einen grofen EinfluB} auf
die Menge der eingelagerten Tetracycline hat der Zeitpunkt der Verabreicherung in Bezug auf das
Stadium des Knochenwachstums. Junge Tiere, die sich zum Zeitpunkt der Tetracyclinverabreicherung
im Stadium der Knochenmineralisierung befinden, lagern eine groBere Menge des Wirkstoffes im
Knochen ein als dltere Tiere [339]. Hat die letzte Applikation von Tetracyclinen erst kurz vor der
Schlachtung stattgefunden, so zeigt sich eine zunechmende Fluoreszenz auf der Knochenoberflache.
Eine innere Ringbildung weist dagegen auf eine frithere Behandlung hin. Eigene Untersuchungen
ergaben adidquate Befunde. In Abb. 36 sind Knochenproben der Medikationsstudien bei UV-
Bestrahlung dargestellt.

Abb. 36: Fluoreszenz von Knochenproben bei UV-Bestrahlung (366 nm) (links: Kontrolltier 4 aus
Haus Diisse, Mitte: Versuchstier 7 aus Haus Diisse, rechts: Tier 95 aus der FAL)

Die linke Knochenprobe stammt von einem Kontrolltier aus der Haus Diisse-Studie und zeigte wie
auch alle anderen Kontrollproben keine gelbe Fluoreszenz. Erkennbar ist die durch Kollagen hervor-
gerufene blauliche Fluoreszenz. Die mittlere Knochenprobe stammt von einem Versuchstier der Haus
Diisse-Studie, bei der Schweine mit CTC medikamentiert und drei Monate spéter geschlachtet wurden.
Diese Knochenproben zeigten eine innere fluoreszierende Schicht, an der sich nach aulen aufgrund
des weiteren Wachstums eine nicht fluoreszierende Schicht anschlieBt. Die rechte Knochenprobe des
Tieres 95 stammt aus der FAL-Studie. Da dieses Tier bis zur Schlachtung mit CTC medikamentiert
wurde, zeigte sich im gesamten Knochengewebe, insbesondere auf der Knochenauflenseite, eine starke
Fluoreszenz. Vier Tiere der FAL-Studie wurden nach Ablauf der Wartezeit von zwei Wochen ge-
schlachtet. Die Knochenproben dieser Tiere zeigten ebenfalls eine vollstindige Fluoreszenz im gesam-

ten Knochen, wobei die Knochenprobe des Tieres 95 stirker fluoreszierte als die der anderen Tiere.

Die durchgefiihrten Untersuchungen bestétigen, dal das Ablagerungsmuster von Tetracyclinen Riick-
schliisse auf den Zeitpunkt der letzten Wirkstoffapplikation erlaubt. Eine fluoreszierende Knochenau-
Benseite deuten auf eine erst kurz vor der Schlachtung stattgefundene Medikation hin, wihrend eine
innere Ringbildung auf eine frithere Behandlung hinweist. Das Ablagerungsmuster kann jedoch nicht
zur Uberpriifung der Einhaltung von Wartezeiten herangezogen werden, da auch die Knochenproben
der Tiere, die nach Ablauf der Wartezeit geschlachtet wurden, eine Fluoreszenz im gesamten Knochen

aufwiesen.
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5.9.3 Bilanzierungsstudie von Tier 95

Ziel dieser Studie war es, exemplarisch anhand der Proben des Tieres 95, das direkt nach Medikation-
sende geschlachtet wurde, eine Bilanzierung vorzunehmen. Der CTC-Gehalt sollte hierbei iiber die in
Kap. 5.4 durchgefiihrten Untersuchungen hinaus nicht nur als Summe von CTC und e-CTC, sondern
als Total-Gehalt aus CTC, e-CTC, iso-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC ermittelt
werden. Diese Ergebnisse sollten dazu dienen, den Eintrag von CTC sowie insbesondere auch der
Metabolite in die Nahrungskette nach praxisiiblicher Medikation von Schweinen in der Masttierhal-
tung bessser beurteilen zu konnen. Neben der Untersuchung der Produktverteilung in den einzelnen

Matrices sollte iiberpriift werden, ob moglicherweise noch weitere Metabolite eine Rolle spielen.

Das Tier 95 wurde drei Stunden nach der letzten Antibiotikafiitterung zur Erreichung einer maximalen
Plasmakonzentration geschlachtet, da nach dieser Zeit die maximalen Plasmaspiegel erreicht werden,
siche Kap. 3.3. Weil damit die gesetzlich vorgeschriebene Wartezeit von vierzehn Tagen nicht ein-
gehalten wurde, konnte dieses Tier nicht der Lebensmittelgewinnung dienen, so da3 diese Studie als
anzeigepflichtiger Tierversuch durchgefiihrt wurde. Aus tierschutzrechtlichen Griinden blieb diese
Bilanzierungsstudie auf ein Tier beschrénkt. Eine statistische Absicherung der Daten kann daher nicht

gewihrleistet werden.
5.9.3.1 Urin und Faeces

Die in Urin ermittelten Ausscheidungsmengen wéhrend den beiden Medikationsphasen sind in Abb.
37 dargestellt (Einzeldaten siehe Tab. A. 9 im Anhang).
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Abb. 37: Ausscheidungsmenge von CTC, e-CTC, iso-CTC und e-iso-CTC in Urin von Tier 95
(LC-MS/MS, n =2)

In den Urinproben konnten CTC, e-CTC, iso-CTC, e-iso-CTC sowie in Spuren keto-e-CTC nachge-
wiesen werden. Die Abbauprodukte Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC traten dagegen nicht auf. Die
Ausscheidungsmengen von iso-CTC und e-iso-CTC fliberschreiten mit Werten von maximal 23,51 mg
und 32,21 mg dabei weit die Ausscheidungsmengen von CTC und e-CTC mit Maximalwerten von

14,05 mg und 9,63 mg. Werden die Ausscheidungsmengen der einzelnen Verbindungen betrachtet, so




5 Ergebnisse und Diskussion 117

wird ersichtlich, daB sich das Produktverhiltnis wahrend der Medikationsphasen verdndert. In Bezug
auf die jeweiligen Epimerenpaare zeigte sich in beiden Medikationsphasen, da3 mit steigenden Ge-
samt-CTC-Ausscheidungsmengen zunéchst die prozentualen Anteile von CTC/e-CTC (Summe beider
Verbindungen) an der Gesamt-CTC-Ausscheidungsmenge von etwa 30 % am ersten Medikationstag
auf etwa 45 % nach fiinf Medikationstagen steigt. Mit weitergehender Medikation nimmt der relative
Anteil von CTC/e-CTC bis auf etwa 15 % stark ab und der Anteil von iso-CTC/e-iso-CTC bis auf
etwa 85 % am jeweils letzten Medikationstag stark zu. Nach der Medikationspause von elf Tagen ist
die Ausscheidungsmenge mit einem Wert von 17 mg immer noch verhéltnismafBig hoch, wobei CTC,
e-CTC, is0-CTC und e-iso-CTC nachgewiesen werden konnten.

Die in Kap. Kap. 5.4.2.1 festgestellten Maxima im Kurvenverlauf des CTC-Gehaltes, ermittelt als
Summe von CTC und e-CTC, siehe auch

Abb. 27, lassen sich unter Einbeziehung von iso-CTC und e-iso-CTC nicht mehr erkennen. Die in
Kap. 5.4.2.1 beschriebenen vermeintlichen Maxima resultieren demzufolge aus einer zunehmenden
Isomerisierung von CTC und e-CTC wéhrend der Medikation. Ein Vergleich der Gesamt-
Ausscheidungsmenge, ermittelt als CTC-Total-Gehalt, und der Ausscheidungsmenge, bestimmt als
Summe von CTC und e-CTC, zeigt, daBl sich die Ausscheidungsmengen unter Beriicksichtigung der
isomeren Verbindungen erheblich erhdhen. Wiahrend die durchschnittlichen Maximalwerte in Kap.
5.4.2.1 zu 28 mg ermittelt wurden, betrigt die maximale Ausscheidungsmenge unter Beriicksichtigung
der Metabolite 67 mg.

Die in Faeces ermittelten Ausscheidungsmengen der CTC-Komponenten sind in Abb. 38 dargestellt
(Einzeldaten siche Tab. A. 10 im Anhang).
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Abb. 38: Ausscheidungsmenge von CTC, e-CTC, iso-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-
CTC in Faeces von Tier 95 (LC-MS/MS, n =2)

In Faeces konnten hauptsédchlich CTC, e-CTC, iso-CTC, e-iso-CTC, in geringen Mengen Anhydro-
CTC und e-Anhydro-CTC sowie in Spuren keto-e-CTC nachgewiesen werden. Die prozentualen An-
teile der Verbindungen CTC, e-CTC, iso-CTC und e-iso-CTC am Total-Gehalt stellen sich in Faeces
vollig anders dar als in Urin. Wahrend Urin bis zu 90 % iso-CTC und e-iso-CTC enthélt, lassen sich in
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Faeces maximal 22 % dieser Isomere nachweisen. Der erheblich geringere relative Gehalt an iso-CTC
und e-iso-CTC ist sicherlich darauf zuriickzufiihren, daf die in Faeces enthaltenen CTC-Gehalte grof3-
tenteils aus dem nicht resorbierten Anteil stammen und damit stoffwechselbedingte Umwandlungen
keine so erhebliche Rolle spielen.

Am ersten Versuchstag sind die CTC-Ausscheidungsmengen noch gering und betragen nur 1,2 mg
CTC und 0,35 mg e-CTC. Weitere Produkte waren an diesem Versuchstag nicht feststellbar. In beiden
Medikationsphasen steigt die Gesamt-CTC-Ausscheidungsmenge innerhalb der ersten drei Medikati-
onstage zunédchst an und bleibt dann anndhernd konstant. Nach der Medikationspause von elf Tagen ist
die Ausscheidungsmenge stark auf 1,75 mg gesunken und es konnten nur noch CTC, e-CTC und iso-
CTC nachgewiesen werden. Innerhalb der ersten drei Medikationstage verschiebt sich die Produktver-
teilung der einzelnen CTC-Komponenten in Richtung der isomeren Verbindungen und bleibt an-
schlieBend mit gleichbleibenden Gesamtausscheidungsmengen ebenfalls konstant. Die relativen Antei-
le der CTC-Komponenten an der Gesamtausscheidungsmenge betragen dann etwa 55 % fiir CTC, 25
% fiir e-CTC, 10 % fiir iso-CTC, 8 % fiir e-iso-CTC, 1 % fiir Anhydro- und 1 % fiir e-Anhydro-CTC.
Das hier festgestellte Ausscheidungsprofil, ermittelt als CTC-Total-Gehalt, entspricht dem in Kap
5.4.2.1 als Summe von CTC und e-CTC ermittelten Ausscheidungsverhalten. Lediglich die Maximal-
ausscheidungsmengen sind unter Beriicksichtigung der Metabolite mit Werten von 1273 mg (CTC-
Totalgehalt) groBer als die in Kap 5.4.2.1 festgestellten maximalen Ausscheidungsmengen von durch-
schnittlich 983 mg.

Insgesamt zeigen die durchgefiihrten Urin- und Faecesuntersuchungen, dafl unter Beriicksichtigung
der weiteren Metabolite deutlich hohere Ausscheidungsmengen gefunden werden.

5.9.3.2 Schlachtproben

Die in den Schlachtproben ermittelten Gehalte sind in Tab. 33 aufgefiihrt. In Muskulatur und Leber
lassen sich neben CTC und e-CTC die Metabolite iso-CTC und e-iso-CTC nachweisen, in Niere nur
is0-CTC. In Knochen konnte zusétzlich zu CTC, e-CTC, iso-CTC und e-iso-CTC auch geringfiigig die
Dehydratationsprodukte Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC festgestellt werden. Eine Beriicksichti-
gung der Metabolite fiihrt zu einer prozentualen Erhohung des CTC-Gehaltes um 49 % fiir Muskula-
tur, 30 % fiir Leber, 8 % fiir Niere und 3 % fiir Knochen im Vergleich zum CTC-Gehalt, ermittelt als
Summe von CTC und e-CTC.

Tab. 33: CTC-, e-CTC-, iso-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC-Gehalte in den
Schlacht- und Knochenproben von Tier 95 (LC-MS/MS, n =2)

| wne | c1c | o |20 | e | he | e | e | B
Muskulatur | pg/kg 98,0 43,1 141,1 39,7 29,6 nn nn 210,4
Leber pgkg | 210,4 | 90,5 301,0 53,9 37,3 nn nn 392,2
Niere pgkg | 314,2 | 294,8 609,0 50,0 nn nn nn 659,0
Knochen mg/kg 43,6 9,2 52,8 1,2 0,2 0,03 0,03 54,3

Die CTC-Gehalte, ermittelt als Summe von CTC und e-CTC, liegen in Hohe der MRL-Werte bzw.

iiberschreiten diese geringfiigig. Eine Berlicksichtigung der isomeren Verbindungen fiithrt zu einer
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deutlichen Uberschreitung der MRL-Werte. Ein Vergleich des Knochengehaltes dieses Tieres mit
denen in den anderen Tieren der FAL-Studie, die vierzehn Tage spiter geschlachtet wurden, siche
Tab. 31, zeigt, dal die CTC-Gehalte im Knochen des Tieres 95 deutlich groBer sind als in den anderen
Knochenproben. Dies gibt Hinweise darauf, da3 nach Medikationsende nicht die vollstindige Menge
des adsorbierten CTC im Knochen verbleibt, sondern durch Diffusion an das Blut abgegeben wird.
Auf eine derartige Freisetzung von CTC aus dem Knochen weisen BRUGGEMANN et al. in verschie-
denen Studien hin [319, 339, 347].

5.9.3.3 Bilanzierung

Wie bereits in Kap. 5.4.2.1 erwéhnt, existieren eine Reihe von pharmakokinetischen Studien [42, 67,
68, 70, 74, 315, 316], basierend auf mikrobiologischen Bestimmungsmethoden sowie der Radioaktivi-
tatsmessung nach Verabreicherung von Cl4-markierten Tetracyclinen. Mit erstgenannter Methode
lassen sich die applizierten Wirkstoffe nur unzureichend wiederfinden, da die entstehenden Metabolite
nur eine geringe oder gar keine antibiotische Aktivitdt aufweisen. Mit der Radioaktivitdtsmessung
wird die zugefiihrte Wirkstoffmenge zwar quantitativ erfaf3t, wobei mit dieser Methode keine Aussage
iiber die Struktur entstandener Metabolite moglich ist. Es werden vielmehr auch undefinierbare
,,.Bruchstiicke® des Antibiotikums erfafit. Daher sollte mit dem entwickelten LC-MS/MS-Verfahren
anhand eines Tieres eine ausfiihrliche Bilanzierung, die auch die quantitative Bestimmung der Meta-
bolite umfaBt, erfolgen. Eine Bestimmung mit HPLC-UV ist nicht mdglich, da ihr Absorptionsmaxi-

mum von 275 nm in Realproben durch Begleitkomponenten gestort wird.

Es lassen sich mit den in Kap. 5.9.3.1 aufgefiihrten Ausscheidungsmengen an CTC, e-CTC, iso-CTC,
Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC die insgesamt wiahrend beider Mediaktionsphasen ausgeschiede-
nen Mengen an CTC und Metaboliten berechnen, siche Tab. 34.

Tab. 34: Bilanzierung iiber die zugefiihrte CTC-Wirkstoffmenge und ausgeschiedene Menge als CTC
oder Metabolite bei Tier 95

Applizierte CTC-
Menge 17,6 ¢

o iso- e-iso- | Anhydro- | e-Anhydro- | X
> CIC | eCTC | opc | crc | crC CTC CTC
£
o Urin 0,14 0,09 027 | 032 nn nn 0,82
_.5 o0
%)
5
2 Faces 8,3 4,0 1,6 1,4 0,07 0,1 15,5
<«

2, (Urin+Faeces) 16,32 g4 93 %

Tier 95 hat iiber den gesamten Medikationszeitraum von der aufgenommenen CTC-Menge von 17,6 g
iiber Urin 0,82 g und iiber Faeces 15,5 g in Form der oben aufgefiihrten Verbindungen wieder ausge-
schieden hat. Insgesamt wurden 93 % der applizierten CTC-Wirkstoffmenge bereits wéahrend der Me-
dikation iiber Urin und Faeces wieder ausgeschieden.

Zur Beurteilung der im Tierkdrper verbleibenden Arzneimittelmenge kénnen die in Kap. 5.9.1 ermit-
telten Gehalte in den Schlacht- und Knochenproben herangezogen werden. Dariiber hinaus wurde der
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Gehalt der einzelnen Verbindungen im Plasma der am Schlachttag entnommenen Blutprobe dieses
Tieres bestimmt. Das Plasma enthielt 38,2 ug/L. CTC, 15 pg/L e-CTC, 40,8 pg/L iso-CTC und 33,1
png/L e-iso-CTC. Als Zusammensetzung der Schweine wurden statistische Auswertungen umfangrei-
cher Versuche an der Bundesforschungsanstalt Braunschweig-Voélkenrode zugrunde gelegt. Hiernach
bestehen die im Versuch eingesetzten Kastraten aus 71,2 % Fleisch und Fett, 10,5 % Magen, Darm,
Lunge, Leber und Niere, 8,7 % Knochen und 3,5 % Blut [348]. Da zur Analyse kein Vollblut, sondern
Plasma eingesetzt wurde, erfolgte zunichst die Bestimmung des Hdmatokrit-Wertes von 0,5 in Anleh-
nung an die Zentrifugationsmethode [253]. Als Blutdichte wurde hierbei ndherungsweise ein Wert von
1 g/mL angenommen [253]. Mit den so ermittelten Daten 148t sich in Form einer Hochrechnung eine

Bilanzierung vornehmen, siche Abb. 39.

Von der als CTC aufgenommenen Arzneimittelmenge von 17,6 g wurden 16,3 g, also 93 %, iiber Urin
und Faeces als CTC, e-CTC, is0-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC oder e-Anhydro-CTC wieder ausge-
schieden, wobei hauptsidchlich die Ausscheidung iiber Faeces zu 88 % erfolgt ist und nur 5 % tber
Urin wieder ausgeschieden wurde. Diese Resultate stimmen gut mit den Ergebnissen von
BRUGGEMANN et al. [319] und KELLY et al. [349] iiberein. BRUGGEMANN et al. fanden bei Lege-
hennen und KELLY et al. bei Ratten und Hunden 90 % bis 95 % der applizierten C14-CTC bzw. C14-
TC-Menge, gemessen an der Radioaktivitit, in Urin und Kot wieder. Lediglich 0,5 g, also 3 % der
Arzneimittelmenge verbleiben im Tierkdrper, wovon ein GroBteil (2,75 %) im Knochen eingelagert
wird. Auch diese Befunde stimmen mit den Angaben der oben genannten Autoren gut iiberein. Damit
wurden von der zugefiihrten Arzneimittelmenge 16,81 g, entsprechend 96 %, analytisch erfafit. Ein
Vergleich dieser Bilanz mit den ermittelten CTC-Gehalten in Urin und Faeces des Tieres 95 in Kap.
5.4.2.1 zeigt, daB} sich unter Beriicksichtigung von iso-CTC und e-iso-CTC der erfaBbare CTC-Gehalt
erheblich erhoht. Mit den als Summe aus CTC und e-CTC ermittelten CTC-Gehalten wurden nur 70 %
in Faeces und 2 % in Urin wiedergefunden. In den Schlachtproben spielt dagegen die Beriicksichti-
gung von iso-CTC und e-iso-CTC fiir die Bilanzierung keine grofe Rolle, trotz zum Teil erheblich
hoherer Gesamtgehalte in den verschiedenen Matrices, siche Tab. 31, da ohnehin auch unter Einbe-
ziehung dieser Verbindungen nur ein geringer prozentualer Anteil von 3 % der zugefiihrten Arzneimit-
tel im Tierkorper verbleibt. Es ist darauf hinzuweisen, daf} die im Tier verbleibende Arzneimittelmen-
ge auch aus einer Riickresorption der ausgeschiedenen Wirkstoffe im Darm, dem sogenannten entero-
hepatischen Kreislauf, resultieren kann [350]. Insbesondere konnen hierdurch auch

Metabolisierungsprodukte wieder riickresorbiert werden.

Unter Beriicksichtigung der Analysenprézision, der Wiederfindung und der Genauigkeit der Hoch-
rechnung bei der Bilanzierung in Bezug auf die Zusammensetzung des Schweines 148t sich sagen, daf3
nahezu die gesamte verfiitterte Wirkstoffmenge wiedergefunden wurde. Es ist jedoch darauf hinzuwei-
sen, daB3 zwischen den beiden Medikationsphasen eine Pause von elf Tagen eingehalten wurde, in der
keine Probenahmen von Urin oder Faeces stattgefunden haben. Die in diesem Zeitraum ausgeschiede-
ne Arzneimittelmenge kann demzufolge nicht abgeschétzt werden. Es ist jedoch zu erwarten, da3 die
CTC-Gehalte in Faeces schnell abnehmen, da es sich hauptsédchlich um nicht resorbiertes CTC han-
delt. Die in Urin vorhandenen CTC-Mengen sind ohnehin deutlich geringer als in Faeces, so dal} die
Urinausscheidung wéhrend der Medikationspause wahrscheinlich eine vernachlissigbare Rolle spielt.

Mit dieser Bilanzierungsstudie konnte gezeigt werden, daf dieses LC-MS/MS-Verfahren erstmals eine
umfassende Bilanzierung unter Beriicksichtigung von Metaboliten ermoglicht. Insbesondere kénnen

mit diesem Verfahren auch die Metabolite quantitativ bestimmt werden.
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ZUGEFUHRTE ARZNEIMITTELMENGE
(liber 1. und 2. Medikationsphase)

17,6 ¢ CTC (100 %)

\ / AUSSCHEIDUNG \
Urin
1. Med.-Phase: 454,8 mg

2. Med.-Phase: 363,7 mg
Summe Urin: 818,5mg = 5 %

‘ Faeces

1. Med.-Phase: 7,1 g
2. Med.-Phase: 8,4 g
Summe Faeces: 15,5g = 88%

KG zu Beginn der 1. Medikation: 75 kg = X (Urin + Faeces): 16,3 g2 93 %
w zu Beginn der 2. Medikation: 93 kg/ /

3

Zusammehsetzﬁng des Schweines | \
Schlachtung
Matrix % Anteile bezogen auf KG
Korpergewicht: 102,6 kg Pl 18
(Lebendmasse nach Niichterung) asma .
Muskulatur 71,2
Gewicht (Leber): 1,937 kg Leber 2,0
Gewicht (Nieren): 0,248 kg Niere 0,24
\ Knochen 8,7 /

4

/ VERBLEIBENDE CTC-KOMPONENTEN IM TIERKORPER \
Matriy | CTC-Total Menge Hihete Arsmeimittelmenge
Gehalt bezogen auf KG (%] g
(1]
Plasma 127 ng/L 0,229 mg 0,0013
Muskulatur | 210,4 pg/kg 15,40 mg 0,0875
Leber 392 ug/kg 0,804 mg 0,0046
Niere 659 ng/kg 0,163 mg 0,0009
Knochen 54,3 mg/kg 484,7 mg 2,75
K: Y (Plasma+Muskulatur+Leber+Niere+Knochen): 0,5g4 3 % /

Abb. 39: CTC-Bilanzierung fiir Tier 95
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5.9.4 Konsequenzen

Zusammenfassend 148t sich sagen, dall ohne Beriicksichtigung von iso-CTC und e-iso-CTC von der
zugefiihrten Arzneimittelmenge nur 13 g, also 74 %, entweder als Ausscheidungsprodukte oder als
verbleibende Arzneimittelriickstinde im Tierkorper erfalit werden, unter Einbeziehung dieser Produkte
96 %. Damit ist eine quantitative Erfassung des Verbleibs des zugefiihrten Wirkstoffes erfolgt. Die bei
der Bilanzierung mit beriicksichtigten Abbauprodukte Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC fiir die
Matrices Knochen und Faeces spielen mit prozentualen Anteilen am Gesamt-CTC-Gehalt von 0,1 %
fiir Knochen und 0,5 % fiir Faeces nur eine untergeordnete Rolle. Dennoch bleibt zu diskutieren, ob
diese Verbindungen aufgrund ihres 30-fach hoheren Potentials, Resistenzen auszubilden, siche Kap.
3.4.1, zur allgemeinen Resistenzsituation beitragen. Nach den Ergebnissen der Bilanzierungstudie ist
davon auszugehen, dall 88 % der applizierten CTC-Menge iiber Faeces und 5 % iiber Urin als CTC, e-
CTC, iso-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC oder e-Anhydro-CTC ausgeschieden werden. Damit ist mit
einem hohen Eintrag von CTC-Komponenten in die Umwelt und dadurch auch mit einem indirekten
Eintrag in die Nahrungskette zu rechnen.

Lediglich 3 % der aufgenommenen Wirkstoffmenge verbleiben im Tierkdrper. Dennoch iiberschreiten
die Gehalte in den Schlachtproben des Tieres 95, siche Tab. 31, die entsprechenden MRL-Werte.
Nach Ablauf der Wartezeit von 14 Tagen lieBen sich in den iibrigen vier Tieren durchschnittlich noch
1,4 % der applizierten Wirkstoffmenge nachweisen. Innerhalb der Wartezeit sind die Gesamt-CTC-
Gehalte in Muskulatur um den Faktor 30 von 15,4 mg auf 0,5 mg, in Leber um den Faktor 40 von
804,4 ug auf 20,42 pg und in Niere um den Faktor 32 von 163,4 png auf 5,2 pg gesunken. Nach diesem
Zeitraum betrugen die Gehalte in den Schlachtproben bezogen auf die Summe von CTC, e-CTC, iso-
CTC und e-iso-CTC fiir Muskulatur 6 %, fiir Leber und Niere 3 % der jeweiligen MRL-Werte.

Insgesamt zeigen die in Kap. 5.4.2 und Kap. 5.9.3 beschriebenen Bilanzierungsstudien, dafl auch bei
bestimmungsgemifBler Anwendung mit einem erheblichen Eintrag von CTC entweder in Form des
urspriinglichen Wirkstoffes oder von Metabolite in die Nahrungskette zu rechnen ist. Als Hauptmeta-
bolite treten hierbei e-CTC, iso-CTC sowie e-iso-CTC auf. Daneben lassen sich zum Teil auch Anhy-
dro-CTC und e-Anhydro-CTC nachweisen. Auch wenn diese Gehalte unterhalb der MRL-Werte lie-
gen, so konnen sie trotzdem zu einer Resistenzbildung fiihren. Gerade geringe Gehalte, die unterhalb
der MHK-Werte liegen, tragen zu einer Resistenzbildung bei [38]. Neben dem direkten Eintrag iiber
tierische Lebensmittel sind auch indirekte Eintragpfade zu nennen. Zu diesen sogenannten Sekundér-
kreisldufen gehort der Eintrag von CTC iiber Giilleausbringung in die Umwelt sowie die Weiterver-
wendung und Weiterverarbeitung von knochenhaltigen Lebensmitteln z.B. als Diingemittel [342].
Dartiber hinaus kann es bei der Zubereitung von tetracyclinhaltigen tierischen Lebensmitteln durch
Braten oder Kochen zur Entstehung von Abbauprodukten mit im Vergleich zum Muttersubstanz toxi-
scheren und stirker resistenzfordernden Eigenschaften kommen [339, 340]. Dies verdeutlicht die
Notwendigkeit, in die Ermittlung des CTC-Gehaltes neben dem Epimeren auch die Metabolite iso-
CTC, e-is0-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC mit einzubeziehen. Als Resultat dieser Untersu-
chungen sollten die MRL-Werte unter Beriicksichtigung der Metabolite sowie der MHK-Werte noch-
mals tiberpriift werden.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Chlortetracyclin (CTC) gehort zur Gruppe der Tetracyclin-Antibiotika, die hdufig zur therapeutischen
Behandlung in der Schweinemast eingesetzt werden. Das Antibiotikum wird den Tieren meist oral
iiber das Futter verabreicht. Der hohe Einsatz von CTC in der Schweinemast in Form von Arzneimit-
telvormischungen als Fiitterungsarzneimittel fithrte zu einem signifikanten Anstieg von Resistenzen.
Die Entstehung und Verbreitung von Resistenzen wird dabei heutzutage zunehmend in einem mikro-
biell-6kologischen Zusammenhang zwischen Mensch, Tier, Pflanze und Umwelt gesehen. Nach dem
derzeitigen Wissensstand kann jedoch noch keine klare Einschitzung des Gefahrdungspotentials fiir
den Verbraucher durch die veterinirmedizinische Anwendung von Tetracyclinen gegeben werden.

Es ist gesetzlich durch den MRL-Wert vorgeschrieben, den Tetracyclin-Gehalt als Summe der Mutter-
substanz CTC und des Epimeren e-CTC zu ermitteln. Dariiber hinaus bildet CTC in Abhéngigkeit vom
pH-Wert weitere Umwandlungs- und Abbauprodukte wie Isochlortetracyclin und Anhydrochlortetra-
cyclin, die ebenfalls epimerisieren konnen. Bei den in der Literatur beschriebenen Analysenverfahren
zur Bestimmung von Tetracyclinen findet nur eine ungeniigende Beriicksichtigung dieser Metabolite
statt. Bis zum heutigen Zeitpunkt ist kein vollstindig validiertes HPLC-Verfahren zur quantitativen
Bestimmung von Tetracyclinen, welches auch die Metabolite umfafit, bekannt. Als Ursache hierfiir ist
vor allem ein Mangel an kommerziellen Referenzsubstanzen fiir e-iso-CTC zu sehen. Weiterhin wur-
den diese Metabolite meist als unbedenklich fiir den Verbraucher eingestuft, da angenommen wurde,
daB sie nur eine geringe oder gar keine antibiotische Wirksamkeit haben. Erst in neuerer Zeit findet
neben der antibiotischen Aktivitdt auch die Toxizitdt und die resistenzférdernde Wirkung der Metabo-
lite Beachtung. Der EinfluB der Metabolite auf die zunehmende Resistenzentwicklung ist aber bis
heute nicht umfassend geklért. Diese Arbeit verfolgte daher folgende Ziele:

Um néhere Erkenntnisse {iber die Aufnahme und den Verbleib des in der Schweinemast eingesetzten
Antibiotikums Chlortetracyclin zu gewinnen, sollte im Rahmen eines Verbraucherschutzprojektes des
MUNLV NRW in Zusammenarbeit mit verschiedenen Forschungsanstalten anhand von Mastdurch-
gingen unter kontrollierten Bedingungen das Ausscheidungsverhalten und die Riickstinde in
Schlachtproben untersucht werden. Im Rahmen einer ersten Medikationsstudie wurden in Zusammen-
arbeit mit dem Landwirtschaftszentrum Haus Diisse, Bad Sassendorf, Schweine unter landwirtschaft-
lich iiblichen Bedingungen in einer Gruppe von 40 Tieren gehalten, definiert medikamentiert und das
Ausscheidungsverhalten von CTC in Urin sowie die CTC-Riickstdnde in den Schlachtproben unter-
sucht. Zur besseren Beurteilung, welche Menge der applizierten Wirkstoffe wieder ausgeschieden
wird, erfolgte in einer zweiten Medikationsstudie an der Bundesforschungsanstalt fiir Landwirtschaft
(FAL), Braunschweig-Voélkenrode, die Haltung von flinf Schweinen in Stoffwechselkéfigen, in denen
die Tiere individuell gefiittert wurden und Urin und Faeces separat gesammelt wurde. Vier Tiere wur-
den nach Ablauf der Wartezeit von vierzehn Tagen geschlachtet. Nach Uberpriifung, welche Metaboli-
te in den Proben vorkommen, sollte anhand eines Tieres dieser Studie, das direkt nach Medikationsen-
de geschlachtet wurde, eine Bilanzierung unter Beriicksichtigung weiterer Metabolite erfolgen.

Im Einzelnen haben sich hieraus folgende Aufgabenstellungen ergeben:
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e Entwicklung eines HPLC-UV-MS/MS-Verfahrens zur quantitativen Bestimmung von CTC
und e-CTC in Urin, Faeces, Plasma, Muskulatur, Leber, Niere und Knochen und qualitativer
Nachweis der Umwandlungs- und Abbauprodukte iso-CTC und Anhydro-CTC sowie deren
Epimere

e Umfassende Validierung des Verfahrens unter Zugrundelegung der giiltigen Richtlinien und

Normen

e Ermittlung des CTC-Gehaltes in den bei den Medikationsstudien entnommenen Urin-, Faeces-
, Plasma-, Muskulatur-, Leber-, Niere- und Knochenproben gemil} der EU-Verordnung EWG
Nr. 2377/90 als Summe von CTC und e-CTC

e Feststellung, welche Metabolite neben e-CTC in den Proben zusétzlich vorkommen und Beur-
teilung, ob die in den Proben nachgewiesenen Metabolite in die Ermittlung des CTC-Total-

Gehaltes mit einbezogen werden miissen

e Erweiterung des validierten Analysenverfahrens fiir die quantitative Bestimmung der weiteren
Metabolite

e Quantifizierung von CTC und weiterer Metabolite in Schlachtproben
e (CTC-Bilanzierung anhand eines Tieres unter Beriicksichtigung weiterer Metabolite
e Untersuchung gebundener Tetracyclinriickstinde in Knochen

Zur chromatographischen Bestimmung von CTC, e-CTC, iso-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-
Anhydro-CTC mit HPLC-UV-MS/MS erwies sich die YMC-ODS-AM-Trennsédule, basierend auf
einem C 18-Material mit einem sehr geringen Metallionen-Gehalt, als optimal. Zur Trennung dieser
Verbindungen mit einer guten symmetrischen Peakform zeigte sich ein Ameisensdure/Acetonitril-
Gradient als geeignet. Zur Identifizierung der Substanzen wurden die Retentionszeiten, die UV-
Maxima und mittels ESI-Triple-Quadrupol-Massenspektrometrie erhaltenen Fragmentierungsmuster
der einzelnen Verbindungen herangezogen. Die MS/MS-Detektion wurde im MRM-Modus und die
Quantifizierung iiber den Totalionenstrom (TIC) der aufgenommenen Massenspuren durchgefiihrt.

Zur Probenvorbereitung von Urin, Faeces, Plasma, Muskulatur, Leber, Niere und Knochen wur-
de ein Verfahren entwickelt, welches nach Extraktion der Probe mit Mcllvain-Puffer eine Aufreini-
gung mittels Festphasenextraktion umfafit. Dieses Verfahren eignet sich gleichermaflen fiir die oben
angegebenen CTC-Komponenten. Als SPE-Sorbens erwies sich die Oasis HLB-Kartusche, basierend
auf einem Copolymer-Material als optimal. Es wurde gezeigt, daB es wihrend der Probenvorbereitung
durch die Extraktion mit dem Mcllvain-Puffer im schwach sauren Bereich zu einer erheblichen Epi-
merisierung kommt. Die Quantifizierung von CTC und e-CTC kann in Muskulatur, Plasma, Faeces
und Knochen sowohl mit UV- als auch MS/MS-Detektion erfolgen, fiir Urin, Leber und Niere ist sie
aufgrund einer mangelnden Selektivitdt nur mit MS/MS-Detektion moglich.

Die umfassende Validierung des HPLC-UV-MS/MS-Verfahrens erfolgte nach den giiltigen Normen
und Richtlinien der DIN EN ISO/IEC 17025, der FDA sowie der EU-Richtlinie 2002/657/EG. Es
wurden die Validierungsparameter Linearitit, Selektivitdt, Nachweis- und Bestimmungsgrenze, Rich-
tigkeit und Prézision bestimmt. Die Bestimmungsgrenzen fiir die Bestimmung von CTC und e-CTC
mit der MS/MS-Detektion lagen in Urin und Plasma bei 0,3 pg/L, in Leber und Niere bei 0,5 pg/kg, in
Faeces bei 140 ug/kg und in Knochen bei 5 pg/kg. Fiir Muskulatur konnten mit der UV-Detektion
Bestimmungsgrenzen von 8 pg/kg und fiir die MS/MS-Detektion 0,3 ug/kg erzielt werden. Die Uber-
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priifung der Linearitit ergab, daf fiir die Bestimmung von CTC und e-CTC mit der UV-Detektion
die Kalbrierfunktionen auch in einem groflen Konzentrationsbereich von 0,1 mg/L bis 100 mg/L einer
linearen Funktion geniigen, bei der MS/MS-Detektion eine Linearitdt aber nur in einem begrenztem
Konzentrationsbeeeich gegeben ist. Fiir die Bestimmung von CTC und e-CTC mit der MS/MS-
Detektion muflte daher der Arbeitsbereich von 0,005 mg/L bis 50 mg/L in drei Teilbereiche aufgeteilt
werden. Die Selektivitit des Verfahrens wurde durch einen Vergleich der Retentionszeiten, der UV-
Spektren, der MS-Spektren, der Produkt-lonen-Intensitidten sowie durch eine fiir CTC und e-CTC
charakteristische Peakloschung bewiesen. Die Bestimmung der Richtigkeit erfolgte iiber die Ermitt-
lung der Wiederfindung, die aus der Wiederfindungsfunktion berechnet wurde. Die Wiederfindungen
wurden in Abhéngigkeit von der Matrix zwischen 36 % und 107 % ermittelt. Sie lagen damit teilweise
unterhalb des akzeptierten Bereiches von 70 % und 110 %, kdnnen aber dennoch als akzeptabel be-
trachtet werden, da eine ausreichende Reproduzierbarkeit gegeben ist. Die Mefiprizision fiir die Be-
stimmung von CTC und e-CTC in Muskulatur mit der MS/MS-Detektion betrug durchschnittlich 5 %
und ist damit deutlich geringer als die geforderten 20 %. Die Methodenpriizision unter Wiederholbe-
dingungen lag mit Werten von 6 % bis 8 % fiir Muskulatur, Urin, Plasma, Faeces, Leber und Niere nur
geringfiigig oberhalb der fiir Muskulatur ermittelten MeBprézision. Fiir Knochen wurde aufgrund der
Schwierigkeit, homogenes Probenmaterial zu gewinnen, eine hohere Methodenprézision von 19 %

ermittelt.

Im nichsten Schritt wurde das fiir die verschiedenen Matrices entwickelte und validierte Verfahren im
Rahmen der Medikationsstudien angewendet. In der Medikationsstudie im Landwirtschaftszentrum
Haus Diisse wurden Schweine mit einer definierten Menge Chlortetracyclin medikamentiert und in
regelmafBigen Abstdnden Urinproben zur Untersuchung des Ausscheidungsverhaltens genommen. Eine
Versuchstiergruppe wurde mit CTC medikamentiert und eine unbehandelte Tiergruppe zur Kontrolle
mitgefiihrt. Drei Monate nach Absetzen der Medikation erfolgte die Schlachtung aller Tiere, wobei
den Tieren Muskulatur-, Leber-, Niere-, Knochen- und Blutproben entnommen wurden. Die wéhrend
des Mastdurchganges durchgefiihrten Resistenzuntersuchungen haben gezeigt, da3 die aus Faeces der
Tiere isolierten E. coli-Bakterien hohe Anteile resistenter Keime aufwiesen. Die Untersuchung der
Urinproben der Versuchstiere ergab, dal nach Absetzen der Medikation der CTC-Gehalt zwar zu-
ndchst stark abnahm, aber auch zum Zeitpunkt der Schlachtung im Urin CTC nachweisbar war. In
allen bei der Schlachtung genommenen Proben konnten ebenfalls geringe CTC-Gehalte festgestellt
werden, obwohl die Medikation drei Monate zuriicklag. In Knochen konnten aber konnten hohe Ge-
halte von bis zu 21 mg/kg festgestellt werden. In den Knochenproben der Kontrolltiere konnten eben-
falls CTC-Gehalte ermittelt werden, die etwa 1 % der Gehalte in den Versuchstierknochenproben ent-
sprachen, wobei als mogliche Eintragsquelle von CTC bei den Kontrolltieren eine Arzneimittelver-
schleppung im Stall diskutiert wurde. Anhand der Urin- und Faecesuntersuchungen der Proben aus der
Medikationsstudie an der Bundesforschungsanstalt fiir Landwirtschaft (FAL) konnte gezeigt wer-
den, daB iiber Urin 1% bis 4 % und iiber Faeces 55 % bis 83 % der applizierten CTC-Menge als CTC
und e-CTC wieder ausgeschieden wird. Die Gehalte in Faeces waren deutlich hoher als in Urin, da
CTC nur zu etwa 30 % resorbiert wird und die in Faeces nachgewiesenen CTC-Gehalte daher tiber-
wiegend aus dem nicht resorbierten Anteil des Arzneimittels stammen. Die ermittelten CTC-Gehalte in
den Schlachtproben der Tiere, die nach Ablauf der Wartezeit geschlachtet wurden, lagen unterhalb der
MRL-Werte. Die Hohe der CTC-Gehalte in Muskulatur, Leber und Niere war in beiden Medikations-
studien vergleichbar, obwohl die Schlachtung der Tiere in der Haus Diisse-Studie drei Monate, in der
FAL-Studie zwei Wochen nach Medikationsende erfolgte.
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Neben CTC und e-CTC wurden in Urin, Faeces, Plasma, Muskulatur, Leber, Niere und Knochen iso-
CTC und e-iso-CTC, in Faeces und Knochen in Spuren auch Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC
nachgewiesen. Dariiber hinaus konnte in vielen Proben noch ein weiteres zunédchst noch unbekanntes
Produkt festgestellt werden.

In guter Ubereinstimmung mit Angaben in der Literatur konnte dieses zusitzlich in den Proben auf-
tretende Produkt anhand der UV- und Massenspektren als keto-e-CTC mit cis- oder trans-
Konfiguration identifiziert werden. Es wurde erstmals die Moglichkeit einer massenspektrometrischen
Unterscheidung der Keto-Enol-Tautomere anhand typischer Fragmetierungsreaktionen bzw. charakte-
ristischer Produkt-Ionen aufgezeigt.

Nachfolgend wurde gepriift, ob es notwendig ist, bei der Ermittlung des CTC-Gehaltes iiber die
gesetzlich vorgeschriebene Regelung hinaus, die eine Bestimmung des CTC-Gehaltes als Summe von
CTC und e-CTC vorsieht, auch die weiteren aufgetretenen Metabolite mit einzubeziehen. Fiir diese
Beurteilung wurde untersucht, welche Metabolite in vivo oder in vitro entstehen. Dariiber hinaus er-
folgte die Priifung der antibiotische Aktivitit. Es wurde gezeigt, dal e-CTC, iso-CTC und e-iso-CTC
in allen Matrices sowohl in vivo als auch in vitro entstehen kénnen. Anhydro-CTC und e-Anhydro-
CTC kommen nur in Faeces und Knochen vor, wobei diese Verbindungen in Faeces ausschlieflich in
vivo entstehen, in Knochen ist auch eine in vitro-Bildung aufgrund des salzsauren Aufschlusses bei der
Probenvorbereitung moglich. Die Priifung der antibiotischen Aktivitét ergab eine antibiotische Un-
wirksamkeit von iso-CTC, alle iibrigen Verbindungen sind antibiotisch aktiv. Damit wurde verdeut-
licht, daB3 die Ermittlung des CTC-Gehaltes neben CTC und e-CTC auch die Metabolite iso-CTC, e-
is0-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC mit einschlieBen sollte.

Zur Untersuchung der antibiotischen Aktivitdt wurde der Dreiplattentest angewendet, wobei eine
abnehmende antibiotische Aktivitit in der Reihenfolge CTC, Anhydro-CTC, e-CTC, e-Anhydro-CTC
festgestellt wurde. Es konnte gezeigt werden, dall es wéihrend der Durchfiihrung des Testes zu einer
erheblichen Umwandlung von CTC in die antibiotisch inaktive Verbindung iso-CTC kommt, was
moglicherweise zu einer Verfilschung der Ergebnisse fithren kann.

Eine weitere Zielsetzung dieser Arbeit lag auf der quantitativen Bestimmung der Metabolite iso-
CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC. Das fiir CTC und e-CTC validierte Analy-
senverfahren wurde fiir die Bestimmung dieser Metabolite optimiert. Insbesondere wurde gezeigt, daf3
das kommerziell nicht erhéltliche e-iso-CTC durch Epimeriserung von iso-CTC in schwach saurer
Losung hergestellt werden kann. Mit diesem erweiterten HPLC-UV-MS/MS ist erstmals eine simulta-
ne quantitative Bestimmung der genannten CTC-Komponenten moglich.

Das Ziel, CTC und e-CTC durch alkalische Behandlung der Mef3probe in die isomeren Verbindungen
zu iiberfiihren und damit iiber iso-CTC und e-iso-CTC als Summenparameter zu bestimmen, konn-
te fiir Standardldsungen erreicht werden. Die Ubertragung dieser Methode auf Muskulatur erbrachte
keine quantitative Umwandlung von CTC und e-CTC in iso-CTC und e-iso-CTC.

Im Anschluf} daran erfolgte die Ermittlung des CTC-Total-Gehaltes in den Schlachtproben der
Tiere der FAL-Studie, die nach Ablauf der Wartezeit geschlachtet wurden. Es wurde gezeigt, dal} sich
die CTC-Gehalte unter Einbeziehung von iso-CTC und e-iso-CTC erheblich erhdhen. Vor allem fiir
Muskulatur konnte eine prozentuale Erhdhung des CTC-Gehaltes um 70 % festgestellt werden. Jedoch
lagen auch die CTC-Total-Gehalte unterhalb der MRL-Werte. Dennoch kénnte es unter Einbeziehung
von iso-CTC und e-iso-CTC héufiger zu einer Uberschreitung der MRL-Werte kommen. Anhydro-
CTC und e-Anhydro-CTC kommen nur in Knochen vor und spielen mit prozentualen Anteilen von 0,1




6 Zusammenfassung und Ausblick 127

% am CTC-Gesamt-Gehalt nur eine untergeordnete Rolle.

Da die Gehalte in Knochen mit Werten bis zu 28 mg/kg sehr hoch waren, wurde nachfolgend unter-
sucht, ob durch diese gebundenen Tetracyclinriickstiinde eine Gefihrdung fiir den Verbraucher
resultieren kann. Die Ergebnisse des durchgefiihrten ,,Knochen-Plasma-Modellversuches* belegen,
daBl CTC aus Knochen wieder herausgeldst werden und ins Plasma iibergehen kann. Als Resultat die-
ses Versuches erscheint auch eine in vivo Freisetzung von CTC aus Knochen als sehr wahrscheinlich.
Mit diesen Untersuchungen konnte die Annahme, dafl Tetracycline irreversibel im Knochen eingela-
gert werden, widerlegt werden. Somit kann nicht davon ausgegangen werden, dal Tetracyclinriick-

stinde in Knochen unbedenklich sind fiir den Verbraucher.

Bei der durchgefiihrten Bilanzierung des Tiere 95 der FAL-Studie wurde festgestellt, dal Urin ne-
ben CTC und e-CTC auch grofle Mengen an iso-CTC und e-iso-CTC enthélt. Der prozentuale Anteil
dieser Metabolite am CTC-Gesamtgehalt betrug in Urin bis zu 90 %. In Faeces war der Anteil dieser
isomeren Verbindungen am Gesamt-Gehalt mit Maximalwerten von 22 % deutlich geringer. Dariiber
hinaus lieBen sich in dieser Matrix auch Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC nachweisen, die aber nur
einen prozentualen Anteil von 2 % am CTC-Gesamtgehalt darstellen. Die CTC-Gehalte in den
Schlachtproben dieses Tieres liberschritten unter Einbeziehung von iso-CTC und e-iso-CTC den
MRL-Wert deutlich, wihrend die CTC-Gehalte, ermittelt als Summe von CTC und e-CTC, etwa in
Hohe der MRL-Werte lagen. Die Bilanzierung ergab, dall von der applizierten Wirkstoffmenge 88 %
iiber Faeces und 5 % tiber Urin wieder ausgeschieden wurden. Von der im Tierkorper verbleibenden
Wirkstoffmenge wurde 2,75 % im Knochen eingelagert und nur 0,1 % verteilt in den {ibrigen Matrices
wiedergefunden. Damit wurde gezeigt, daB3 von der applizierten Wirkstoffmenge 93 % tiber Urin und
Faeces wieder ausgeschieden werden und damit mit einem erheblichen Umwelteintrag zu rechnen ist.
Die im Tier verbleibende Arzneimittelmenge ist mit 3 % vergleichsweise gering. Von der applizierten
Wirkstoffmenge wurde unter Einbeziehung von CTC, e-CTC, iso-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC
oder Anhydro-CTC 96 % analytisch erfa3t. Damit konnte unter Berlicksichtigung mdglicher Fehler-
quellen wie z.B. der Analysenprézision, der Wiederfindung und der Genauigkeit der Zusammenset-
zung des Schweines die gesamte gefiitterte Wirkstoffmenge wiedergefunden werden. Es wurde erst-
mals die Moglichkeit aufgezeigt, eine Bilanzierung, die eine quantitative Bestimmung der Metabolite
von CTC mit einschlieBt, durchfiihren zu konnen. Es konnte somit eine umfassende Abschétzung des

Riickstandsverhaltens des in der Schweinmast héufig eingesetzten Chlortetracyclin erfolgen.

Die durchgefiihrten Untersuchungen belegen, dafl auch bei bestimmungsgemiBer Anwendung von
CTC bei Schweinen Riickstéinde in tierischen Lebensmitteln unvermeidbar sind. Die den Schweinen
applizierten Wirkstoffe kdnnen als urspriinglicher Wirkstoff oder als Metabolit in antibiotisch wirk-
samer, resistenzfordernder oder sonstiger toxischer Form in die Umwelt und die Nahrungskette gelan-
gen. Die Ermittlung von Chlortetracyclinriickstéinden sollte daher nicht nur auf die Summe von CTC
und e-CTC beschrinkt bleiben, sondern es sollten auch die Metabolite iso-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-
CTC und e-Anhydro-CTC mit einbezogen werden. Vor dem Hintergrund, da3 auch CTC-Gehalte un-
terhalb der MRL-Werte Resistenzen fordern konnen, sollten die MRL-Werte nochmals tiberpriift wer-
den. Dariiber hinaus ist vor allem ein nachhaltigerer Einsatz von Tetracyclinen in der Schweinemast
anzustreben. Weiterfithrende Arbeiten sollten dazu dienen, basierend auf diesem HPLC-UV-MS/MS-
Verfahren, die moglichen Eintrdge in Umweltkompartimente und die Nahrungskette weiter zu verfol-
gen.
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7.1 Chemikalien

Die im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen eingesetzten Chemikalien sind nachfolgend al-
phabetisch geordnet aufgefiihrt.

Acetonitril (HPLC Gradient Grade; Roth/Karlsruhe)

Ameisenséure reinst, 98-100 % (Merck/Darmstadt)

Anhydrochlortetracyclin Hydrochlorid, > 97 % (Acros/Schwerte)
Chlortetracyclin Hydrochlorid, > 97 % (Acros/Schwerte)

Citronensdure (p. a.; Merck /Darmstadt)

Dinatriumhydrogenphosphat, wasserfrei (p. a.; Merck/Darmstadt)
Epianhydrochlortetracyclin Hydrochlorid, > 97 % (Acros/Schwerte)
Epichlortetracyclin Hydrochlorid, > 97 % (Acros/Schwerte)
Ethylendiamintetraessigsédure Dihydrat, EDTA (extra pure; Riedel-de-Haén /Seelze)
Isochlortetracyclin Hydrochlorid, > 97 % (Acros/Schwerte)
Kaliumdihydrogenphosphat (reinst; Merck/Darmstadt)

Methanol (p. a.; Merck/Darmstadt)

Metaphosphorsdure; 40-50 % (w/w; p. a.; Merck/Darmstadt)

Natriumchlorid (reinst; Fluka/Taufkirchen)

Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat (reinst; Merck/Darmstadt)
Natriumhydroxid, Pliatzchen, > 99 % (p. a.; Merck/Darmstadt)

Perchlorsdure; 60 % (w/w; p. a.; Merck/Darmstadt)

Pufferlosungen, pH 2 und pH 7 (gebrauchsfertig; Merck/Darmstadt)
Salzsdure, 37 % (w/w; p. a.; Merck/Darmstadt)

Wasser (bidestilliert iber Quarzglas mit Destamat Bidest von Heraeus/Hanau)

7.2 Geriite

7.2.1 HPLC-UV-MS/MS Triple Quadrupol-System

Sédmtliche HPLC-UV-MS/MS-Untersuchungen wurden an einem System, bestehend aus einer HPLC-
Anlage, der Alliance 2690, und einem Massenspektrometer, dem Quattro Ultima, der Firma Wa-
ters/Eschborn mit lon-Spray-Interface und MassLynx-Auswertesoftware durchgefiihrt. Die Ionisierung
erfolgte durch Electrospray-lonisation im positiven Mefmodus.

LC-System: Alliance 2690 (Waters)

Chromatographische Bedingungen:

FlieBmittel: A: H,O/CH;CN/HCOOH (89,5/10/0,5 (v/v/v)
B: H,O/CH3;CN/HCOOH (39,5/60/0,5 (v/v/v)
FluB3rate: 0,4 mL/min

Vorsiule: YMC-ODS-AM, 19 x 3 mm, 5 um (YMC)
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Séule: YMC-ODS-AM, 150 x 3 mm, 5 pum (YMC)
Autosampler: 4°C
Injektionsvolumen: 20 uL

Detektion: UV (PDA 996, Waters); MeBbereich: 200-400 nm
MS/MS (Quattro Ultima, Micromass/Waters) (ESI")

allgemeingiiltige Tune-Page-Parameter:

Capillary Voltage [kV]: 3,5 Desolvation Gas Flow [L/h]: 500

Cone [V]: 20 Ion Energy [V]: 1

Source Temperature [°C]: 125  Entrance Potential [V]: 50

Desolvation Temperature [°C]: 270  Exit Potential [V]: 50

Cone Gas Flow [L/h]: 100  Multiplier [V]: 650
Kompressor: SF 1 (Atlas Copco/Wilrijk, Belgium)

Stickstoffgenerator: NGM-11 vin (CMC/Eschborn)

Auswertng: MassLynx ™, Version 3.5; Micromass/Eschborn

Die angegebenen Tune-Page-Parameter gelten fiir alle durchgefiihrten massenspektrometrischen Un-
tersuchungen. Messungen wurden sowohl im Full-Scan-Modus, Precursor-Ion-Scans und Produkt-lon-
Scans, als auch im MRM-Modus durchgefiihrt:

7.2.2 Probenzerkleinerung

Moulinette
Ultra-Turrax T 25; Dispergiergerit (Ika Labortechnik/Staufen)
Schneidmiihle , Typ SM 2000 (Retsch/Haan)

7.2.3 Probenhomogenisierung
Horizontalschiittler HS 501 digital (Ika Labortechnik/Staufen)
Vortex-Riittler, Minishaker MS 2 (Ika Labortechnik/Staufen)
7.2.4 Zentrifugen

Minifuge T (Heraeus Sepatech/Osterode)
Varifuge 3.0R (Heraeus Sepatech/Osterode)

7.2.5 SPE-Extraktionseinheit

Zur Durchfiihrung der Festphasenextraktion wurde ein Vakuumfiltrationsgerdt mit 12 Steckplitzen
J.T. Baker spe-12 G (Baker/Gross-Gerau) eingesetzt. Die DurchfluBgeschwindigkeit wurde tliber auf-
gesetzte Kunststoffhdhne reguliert und gegebenfalls durch Anlegen eines Vakuums iiber eine Wasser-
strahl- oder Membranpumpe erhdht.

7.2.6 TurboVap

Zum Einengen von Losungen wurde ein TurboVap® LV Evaporator, Typ ZW 7001 (Zymark/Idstein)
eingesetzt. Hierzu wurden die Losungen in spezielle Reagenzgldser (Vap-Glaser) gefiillt, in einen ent-
sprechenden Einsatz in einem Wasserbad temperiert und das Losungsmittel im Luft- oder Stickstoff-
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strom abgeblasen.

7.2.7 pH-Meter

Es wurde ein Digital-Mikroprozessor-pH-Meter der Firma Knick/Berlin eingesetzt. Vor jeder Messung
erfolgte eine Kalibrierung des Gerites mit gebrauchsfertigen Pufferlosungen der pH-Werte 2 und 7.

7.2.8 UV-Lampe

Zur Bestrahlung der Proben mit UV-Licht wurde eine UV-Lampe REPROSTAR II Transilluminator
mit variabler Wellenldnge der Firma Camag/Berlin eingesetzt. Zur Sichtbarmachung der Fluoreszenz
wurde eine Wellenldnge von 366 nm eingestellt.

7.3 Losungen/Reagenzien

7.3.1 Mobile Phase

FlieBmittel A: In einen 1000 mL-MeBkolben wurden etwa 700 mL bidest. H,O vorgelegt und 100 mL
Acetonitril (HPLC Gradient Grade) sowie 5 mL konzentrierte Ameisensdure (reinst) zugegeben. An-
schlieBend wurde mit bidest. H,O auf 1 L aufgefiillt und gut gemischt. Der pH-Wert des FlieBmittels
betrug 2,2.

FlieBmittel B: In einen 1000 mL-MeBkolben wurden etwa 200 mL bidest. H,O vorgelegt und 600 mL
Acetonitril (HPLC Gradient Grade) sowie 5 mL konzentrierte Ameisensdure (reinst) zugegeben. An-
schlieBend wurde mit bidest. H,O auf 1 L aufgefiillt und gut gemischt. Der pH-Wert des FlieBmittels
betrug 2,6.

7.3.2 Mcllvain-Puffer, pH 4 mit 0,1 moL/L EDTA

Mcllvain-Stammlésung: Es wurden 284 g Na,HPO,4 (¢ 2 Mol) und 210 g Zitronensédure Monohydrat
(¢ 1 Mol) mit bidest. H,O auf 1 L aufgefiillt. Die Losung wurde bei einer Temperatur von 4 °C bis
8 °C im Kiihlschrank aufbewabhrt.

EDTA-Mcllvain-Puffer: 100 ml Mcllvain-Stammlosung wurden mit 800 mL bidest. H,O versetzt
und 37,2 g EDTA (¢ 0,1 mol/L) darin aufgelost. Der pH-Wert dieser Losung wurde mit Salzsdure

(6 mol/L) auf 4 eingestellt und mit bidest. H,O auf 1 L aufgefiillt.
7.3.3 Stammlosungen

Die Stammlosungen aller eingesetzten Substanzen wurden als Einzellosungen hergestellt und aliquo-
tiert bei einer Temperatur von -80 °C aufbewahrt. Zur Herstellung der Stammldsung wurden 10 mg
der Festsubstanz in einen 10 mL-MefBkolben eingewogen und mit Methanol (p. a.) auf 10 mL aufge-
fiillt. Diese Losung (B = 1 g/L) wurde dann in Aliquoten von 1 mL aufgeteilt und sofort tiefgefroren.

7.3.4 Standardlosungen

Die fiir die Versuche eingesetzten Standardlosungen in Form von Einzelstandardldsungen wurden

durch Verdiinnung aus den Stammlésungen mit Methanol/FlieBmittel A (50/50) (v/v), pH 2,8 herge-




7 Experimenteller Teil 131

stellt, entsprechend der Stammldsung aliquotiert und ebenfalls bei einer Temperatur von -80 °C auf-
bewahrt.

7.3.5 Kalibrierlosungen

Die Kalibrierlosungen der jeweiligen Epimerenpaaren (CTC/e-CTC, Anhydro-CTC/e-Anhydro-CTC,
epimerisiertes is0-CTC) wurden aufgrund der Stabilitit, bedingt durch die leichte Epimerisierung in
schwach saurer Losung, im Verhéltnis 1:1 durch Verdiinnung der Stammldsungen mit Metha-
nol/FlieBmittel A (50/50) (v/v) hergestellt, anschlieBend entsprechend der Stammldsungen aliquotiert

und bei einer Temperatur von -80 °C eingefroren.

7.4 Medikationsstudien

7.4.1 Haus Diisse-Studie

Der Versuchablauf des Mastdurchganges im Landwirtschaftszentrum Haus Diisse sowie die entnom-
menen Proben sind in Tab. 35 tabellarisch dargestellt. Versuchstier 3 mufite wiahrend der Mastphase
zusdtzlich 2 x mit Tardomyocel und 5 x mit Baytril behandelt werden: 6 mL Tardomyocel am
17./19.6. und 5 mL Baytril am 20./21./22./24./28.6.

Tab. 35: Versuchsdurchfiihrung und Beprobungsplan

Datum Bemerkung Matrix Menge
26.05.2000 Einstallung der Tiere - -
1. Probenahme )
29.05.2000 (zur Erfassung des Grundstatus) Urin 10-100 mL
30.05.2000 Beginn der Medikation - -
13.06.2000 Ende der Medikation - -
14.06.2000 2. Probenahme .(ersFe Probenahme nach Urin 10-100 mL
Medikationsende)
27.06.2000 3. Probenahme Urin 10-100 mL
11.07.2000 4. Probenahme Urin 10-100 mL
25.07.2000 5. Probenahme Urin 10-100 mL
08.08.2000 6. Probenahme Urin 10-100 mL
22.08.2000 7. Probenahme Urin 10-100 mL
Urin 20-50 mL
Muskulatur ca.200 g
Probenahme bei Knochen Unterschenkel
28.08.2000 der Schlachtung Blut ca. 500 mL
Leber 150-200 g
Niere 150-200 g

In den nachfolgenden Tabellen sind einzelne Daten zum Alter, Geschlecht und Schlachtgewicht der
am Versuch beteiligten Tiere sowie Angaben zur Versuchsdurchfiihrung wie Buchtnummer des Stalls

und Kennzeichnung der Tiere aufgefiihrt.
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Tab. 36: Einzelne Daten zu den Kontrolltieren

V‘:j‘;f:l‘lsetrier Geschlecht | Geburts | Schlacht- | Bucht- Ohr- Schlachtge-
datum datum nummer marke wicht [kg]
1 Borge 10.03.2000 | 24.08.2000 49 1194 74.4
2 Borge 10.03.2000 | 24.08.2000 49 1175 77.2
3 Borge 16.03.2000 | 24.08.2000 49 1107 76.0
4 Borge 13.03.2000 | 24.08.2000 49 1217 75.8
5 Sauschwein | 13.03.2000 | 24.08.2000 43 1220 74.0
6 Sauschwein | 10.03.2000 | 24.08.2000 43 1204 86.6
7 Sauschwein | 10.03.2000 | 24.08.2000 43 1289 79.6
8 Sauschwein | 09.03.2000 | 24.08.2000 43 1082 78.0
9 Borge 10.03.2000 | 24.08.2000 41 1171 81.8
10 Borge 16.03.2000 | 24.08.2000 41 1138 87.8
11 Sauschwein | 10.03.2000 | 24.08.2000 47 1086 76.8
12 Borge 16.03.2000 | 24.08.2000 45 1141 88.8
durchschnittliches Schlachtgewicht [kg]: 79,7
Tab. 37: Einzelne Daten zu den Versuchstieren
Ver:::;cll:litier Geschlecht Geburts- Schlacht- Bucht- Ohr- Schlachtge-
datum datum nummer marke wicht [kg]
1 Sauschwein | 10.03.2000 | 24.08.2000 44 1181 87.4
2 Sauschwein | 04.03.2000 | 24.08.2000 44 1046 87.2
3 Sauschwein | 10.03.2000 | 24.08.2000 44 1182 33.0
4 Sauschwein | 09.03.2000 | 24.08.2000 44 1079 71.8
5 Sauschwein | 13.03.2000 | 24.08.2000 48 1223 76.6
6 Sauschwein | 20.02.2000 | 24.08.2000 48 1218 82.0
7 Sauschwein | 17.03.2000 | 24.08.2000 48 1123 83.6
8 Sauschwein | 10.03.2000 | 24.08.2000 44 1195 88.4
9 Sauschwein | 10.03.2000 | 24.08.2000 44 1176 92.4
10 Sauschwein | 10.03.2000 | 24.08.2000 44 1206 79.0
11 Sauschwein | 10.03.2000 | 24.08.2000 48 1193 84.8
12 Sauschwein | 10.03.2000 | 24.08.2000 48 1089 77.0
durchschnittliches Schlachtgewicht [kg]: 78,6

Die im Rahmen der Medikationsstudie durchgefiihrten Probenahmen erfolgten mit Unterstiitzung des
LEJ und fanden an den jeweils angegebenen Tagen vormittags statt. Die Proben wurden nach der Ent-
nahme gekiihlt zum SVUA Detmold transportiert und dort mit Ausnahme der Blutproben ohne weitere
Bearbeitung bis zur Analyse tiefgefroren. Die Blutentnahme erfolgte in 500 mL-GefaB3en, die 7,5 mL
einer gesdttigten EDTA-Losung (107 g Ethylendiamintetraessigsdure Dihydrat in 1 L bidest. Wasser)
enthielten. Nach dem Transport zum SVUA Detmold wurden die Blutproben zur Gewinnung des
Plasmas sofort bei 3300 g 15 Minuten ungebremst zentrifugiert und das Plasma als zellfreier Uber-

stand abgenommen. Das so gewonnene Plasma wurde ebenfalls bis zur Analyse tiefgefroren. Die zur
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Analyse notwendige Homogenisierung von Muskulatur, Leber und Niere erfolgte, wie in der Analy-
senvorschrift in Kap. A. 9 im Anhang beschrieben. Die Knochenproben wurden zundchst im SVUA
Detmold in der Sektion in Scheiben geschnitten, von Fleischresten befreit und anschlieend im SVUA
Krefeld in einer Knochenmiihle (S. Kap. 7.2.2) gemahlen, wobei die Knochenproben beim Transport
gekiihlt wurden. Die Analyse der innerhalb der Studie entnommenen und gegebenenfalls homogeni-
serten Proben erfolgte nach der Analysenvorschrift (s. Kap. A. 9 im Anhang) in einer Zweifach-
Bestimmung. Die Konzentrationsbestimmung von CTC und e-CTC erfolgte ausschlielich iiber die
massenspektrometrische Detektion.

7.4.2 FAL-Studie

Aufzucht der Tiere: Zunichst wurden Ferkel in einer Gruppe auf dem Flatdeck im Institut fiir Tier-
zucht, FAL Mariensee, ohne Arzneimitteleinsatz aufgezogen. Die Ferkel wurden mit einer Ohrmarke
gekennzeichnet. Fiinf Borgen, also Kastraten, wurden in der 18. KW 2001 zur Bundesforschungsan-
stalt fiir Landwirtschaft in Braunschweig transportiert. Die Haltung in Stoffwechselkifigen mit einer
separaten Sammlung von Urin und Kot ist nur mit Bérgen moglich. In der FAL wurden die Tiere bis
zum Versuchsbeginn am 16.07.01 in einem separaten Stall in Einzelbuchten gehalten, um die Arznei-
mittelfreiheit der Tiere zu gewihrleisten. Nachdem die Tiere ein Gewicht von 71-89 kg erreicht hatten,

wurden die Tiere in Stoffwechselkdfigen aufgestallt.

Haltung der Tiere in Stoffwechselkifigen: Nach der Einstallung in die Stoffwechselkifige erfolgten
zweil Medikationsphasen von jeweils zehn Tagen, unterbrochen von einer aus Tierschutzgriinden not-
wendigen Pause von elf Tagen. Die Medikationen erfolgten vom 16.-26.07.2001 und 06.-16.08.2001.
Urin und Kot wurden separat aufgefangen und tiglich tierweise zu Giille zusammengefiihrt. Zusétzlich
wurden am Anfang, in der Mitte und am Ende der jeweiligen Medikationsphase Blutproben entnom-
men. Wihrend der Medikationspause wurden die fiinf Tiere in einem separaten Stall in Einzelbuchten

gehalten, wobei der hierbei angefallende Kot und Urin verworfen wurde.

Medikation der Tiere: Die Medikation der Tiere, Art und Dauer, erfolgte unter praxisnahen therapie-
iiblichen Bedingungen. Den Tieren wurde das Arzneimittel Chlortetracyclin 100 oral iiber das Trok-
kenfutter (Mischung aus Gerste, Weizen, Sojaschrot, Mineralstoffzusammensetzung, 1% Sojadl) ver-
abreicht. Die Dosierung entsprach der maximal {iblichen therapeutischen Anwendung, wobei sich die
Applikationsmenge des Wirkstoffes nach dem Korpergewicht der Tiere richtete. Chlortetracyclin 100
enthilt pro 1000 g Préaparat 100 g des Wirkstoffes Chlortetracyclin (Hersteller: BELAPHARM), wobei
nach Vorschrift pro kg Korpergewicht 100 mg des Préparates als Pulver eingesetzt wurden (also tagli-
che Dosis: 7 g Pulver/Tier (70 kg KGW). Unter Beriicksichtigung der Gewichtszunahme der Tiere
wéhrend des Versuches wurde die Dosierung jeden zweiten Tag erhoht. Die Dosierung der Arzneimit-
tel ist im einzelnen in Tab. A. 2 und Tab. A. 3 im Anhang aufgefiihrt. Die Fiitterung der Tiere mit
Antibiotika fand zweimal tiglich, morgens und nachmittags, statt. Die Fiitterungen mit Arzneimittel
erfolgten vom 16.07.01 (nachmittags) bis zum 26.07.01 (vormittags) sowie vom 06.08.01 (nachmit-
tags) bis zum 16.08.01 (vormittags).

Einmischung in das Futter: Die Einmischung der Arzneimittel in das Trockenfutter erfolgte in der
FAL Braunschweig. Damit gewéhrleistet war, daf die Tiere tatsdchlich die gesamte Arzneimittelmen-
ge aufnehmen, wurden die Antibiotika tiglich neu in das Futter eingemischt: Dazu wurde das Arznei-

mittel bei der tiglichen Fiitterung in die Mitte des Futters eingemischt, so dall das Tier zuerst das ,,An-
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tibiotikafutter” frilt. Dabei wurde von der Annahme einer durchschnittlichen taglichen Futteraufnah-

me von 2,5 kg pro Tier ausgegangen.

Schlachtung der Tiere: Das Tier mit der Tiernummer 95 wurde mit dem Ziel einer Bilanzierung di-
rekt nach Medikationsende am 16.08.2001 geschlachtet. Da die maximale Serumkonzentration ca. 3-4
h nach einer oralen Verabreichung erreicht wird, erfolgte die Schlachtung ungefahr 3 h nach der letz-
ten Flitterung. Die letzte Fiitterung fand um ca. 7.00 Uhr statt, die Schlachtung des Tieres um 10.00
Uhr. Nach der bei der Schlachtung durchgefiihrten Probenahmen von Leber, Niere, Muskulatur, Kno-
chen, Blut, Urin und Kot erfolgte die Beseitigung des verbleibenden Tierkorpers durch die FAL
Braunschweig-Volkenrode. Die iibrigen vier Tiere wurden bis zum Ablauf der Wartezeit von 14 Ta-
gen in einem separatem Stall in Einzelbuchten gehalten. Anschlielend erfolgte am 30.08.2001 die
Schlachtung und Beprobung (Leber, Niere, Muskulatur, Knochen, Blut, Urin und Kot) der Tiere.

Probenahmen und Lagerung der Proben: Zur Erfassung des Grundstatus wurden am Montag, den
16.07.01, vor Beginn der ersten Medikation Urin-, Kot- und Blutproben genommen. Die Probennahme
fand am Vormittag statt. Am Montag Nachmittag wurde mit der Medikation der Tiere begonnen. Die
folgenden Probenahmen von Urin und Kot erfolgten téglich nachmittags. Blutproben koénnen bei
Schweinen nicht so hiufig entnommen werden, weshalb diese Probenahmen nur am Anfang, in der
Mitte und am Ende einer jeden Medikationsphase durchgefiihrt wurden. Die Urin- und Kotproben
wurden bis zur Abholung in der FAL tiefgefroren. Blutproben wurden in von der FAL zur Verfiigung
gestellten EDTA-R6hrchen entnommen, anschlieBend in der FAL zentrifugiert und die so erhaltenen
Plasmaproben ebenfalls bis zur Abholung in der FAL tiefgefroren. Die tiefgefrorenen Proben wurden
am Ende der ersten und zweiten Medikationsphase abgeholt. Die bei der Schlachtung des Tieres 95
entnommenen Proben wurden direkt nach Detmold zum SVUA Detmold transportiert. Die Schlacht-
proben der 14 Tage spéter geschlachteten Tiere wurden zunichst in der FAL bis zur Abholung tiefge-
froren. Alle entnommenen Proben wurden beim Transport gekiihlt, homogenisiert und anschlieBend
bis zur Aufarbeitung wieder tiefgefroren. Die Homogenisierung der Proben erfolgte mit Ausnahme
von Knochen im SVUA Detmold. Die Knochenproben wurden im SVUA Krefeld in einer Knochen-
miihle (s. Kap. 7.2.2) zerkleinert, wobei die Proben wéhrend des Transportes gekiihlt wurden.

Das Alter und Schlachtgewicht der am Versuch beteiligten Borgen ist in Tab. 38 zusammengefal3t.

Tab. 38: Alter und Schlachtgewicht der Versuchstiere (Borgen)

Versuchstiernummer Geburtsdatum Schlachtdatum Schlachtgewicht [kg]
93 19.02.2001 16.08.2001 105,6
94 16.02.2001 30.08.2001 104,0
95 19.02.2001 30.08.2001 102,6
96 16.02.2001 30.08.2001 110,2
97 19.02.2001 30.08.2001 111,2

Die Analyse der innerhalb der Studie entnommenen und gegebenenfalls homogeniserten Proben er-
folgte nach der allgemeinen Analysenvorschrift (s. Kap. A. 9) in einer Zweifach-Bestimmung. Die
Konzentrationsbestimmung aller Verbindungen erfolgte ausschlielich iiber die MS/MS-Detektion.

Der Versuchablauf des Mastdurchganges an der FAL sowie die entnommenen Proben sind in Tab. 39

tabellarisch dargestellt.
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Tab. 39: Versuchsdurchfiihrung und Beprobungsplan
Ver- Datum Bemerkung Matrix Menge
suchstag
e T s | 200m
0 16.07.2001 Urin 50-100 mL
(Probenahme zur Erfassung des Grund-
Kot 20-30 g
status)
1. Medikationsphase
1-10 17.07.- (Haltung der Tiere Urin 50-100 mL
26.07.2001 in Stoffwechselkéfigen) Kot 20-30 g
tigliche Probenahme
4,10 20./26.07. Probenahme Blut 20 30 mL
2001
2707 Medikationspause
11-21 05 Oé 2(')01 (Haltung der Tiere auflerhalb der -- --
T Stoffwechselkéfige)
. . Blut 2030 mL
21 | 06.08.2001 emeuts Eanstallung der Tiere Urin 50-100 mL
in Stoffwechselkéfige Kot 20-30 o
2. Medikationsphase
2931 06.08.- (Haltung der Tiere Urin 50-100 mL
16.08.2001 in Stoffwechselkéfigen) Kot 20-30 g
tigliche Probenahme
25,31 10./16.08. Probenahme Blut 20 30 mL
2001
Blut 2030 mL
Urin 50-100 mL
: . Kot 20-30
31 16.08.2001 Schlachtung eines Tieres Leber Vollstén(%ig
direkt nach Medikationsende . . 1
Niere vollstandig
Muskulatur | Oberschenkel
Knochen Oberschenkel
16.08.- Haltung von vier Tieren bis zum
31-46 30 Oé 2(')01 Ablauf der Wartezeit -- --
T aullerhalb der Stoffwechselkéfige
Blut 2030 mL
Urin 50-100 mL
Kot 20-30 g
46 30.08.2001 Schlachtung der Tiere Leber vollstandig
Niere vollstandig
Muskulatur | Oberschenkel
Knochen Oberschenkel

7.5 Methodenentwicklung

7.5.1 Chromatographische Bestimmung

Zur Entwicklung der Gradientenmethode wurden Standardlésungen aus CTC, e-CTC, iso-CTC und
Anhydro-CTC (B = 10 mg/L) einzeln sowie auch als Mischlosung in Methanol/FlieBmittel A (50/50)
(v/v), pH 2,8 mit der in Kap. 7.2.1 beschriebenen Geridtekombination chromatographisch unter Ein-
satz von Ameisensdure und Acetonitril als FlieBmittel (FlieBmittel A: H,O/CH;CN/HCOOH
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(89,5/10/0,5 (v/v/v); B: H O/CH;CN/HCOOH (39,5/60/0,5 (v/v/v)) untersucht. Der unter Verwendung
der C-18-HPLC-Séule YMC-ODS-AM (150 x 3 mm, 3 pm; RSC Chromatographie/Reinhardshagen)
entwickelte und optimierte Gradientenverlauf ist in Tab. 40 aufgefiihrt.

Tab. 40: Zeitlicher Verlauf des Ameisensdure-Acetonitril-Gradienten

Zeit [min] Fliefmittel A [%] FlieBmittel B [%]
0 90 10
1,5 80 20
12 60 40
15 40 60
18 0 100
22 0 100
25 90 10
29 90 10

Zur Auswahl der chromatographischen Trennséule wurden die in Tab. 41 aufgefiihrten RP-Sdulen auf
ihre Eignung zur Trennung von CTC sowie der Abbau- und Umwandlungsprodukte hin untersucht.
Hierzu wurden Mischstandardlésungen aus CTC, e-CTC, iso-CTC und Anhydro-CTC (B = 10 mg/L)
in Methanol/FlieBmittel A (50/50) (v/v), pH 2,8 mit der in Tab. 40 dargestellten Gradientenmethode
jeweils dreimal chromatographisch untersucht.

Tab. 41: Eingesetzte Reversed-Phase-HPLC-Sdulen

Bezeichnung Phase En(.l- Dimension Partlke}-/ Hersteller
capping [mm] Porengrofle
YMC-ODS-AM C 18 | unpolar 150x 3 3um, 120 A | YMC Europe/Schermbeck
RSC-Gel C18Aq | C18 polar 250x 4 5 um, 120 A RSC/Reinhardshagen
RSC-Gel 120 C 18 L | C 18 | unpolar 125x 4 5 um, 120 A RSC/Reinhardshagen
YMC-Pack Phenyl I;l;el- unpolar 150 x 2,1 3um, 120 A | YMC Europe/Schermbeck

Zur Ermittlung der UV-Absorptionsmaxima unter den gegebenen chromatographischen Bedingungen
wurden mittels UV-Detektion der in Kap. 7.2.1 beschriebenen Geritekombination die UV-Spektren
von CTC, e-CTC, is0-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC, injiziert als Mischldsung
(B = 10 mg/L) in Methanol/FlieBmittel A (50/50) (v/v), pH 2.8, im Wellenldngenbereich von 200-400

nm aufgenommen.

Zur Ermittlung des Fragmentierungsmusters bei der massenspektrometrischen Detektion mit dem Tri-
ple Quadrupol-System erfolgte die Aufnahme von Precursor- und Produkt-lonen-Scans im Bereich
von m/z 100-800 und m/z 60-500 durch Direktinjektion von Standardlésungen iiber eine Spritzen-
pumpe (Havard Apparatus von Applied Biosystems/Darmstadt) mit einer FlieBgeschwindigkeit von 10
pL/min. Die hierzu eingesetzten Standardldsungen (10 mg/L) wurden zur Anndherung an die HPLC-
Elutionsbedingungen durch Verdiinnung der Stammldsungen mit FlieBmittel A/FlieBmittel B (50/50)
(v/v) hergestellt. AnschlieBend erfolgte fiir die Messung im MRM-Modus die Optimierung der Ein-
stellungen im Interface (Erzeugung des Precursor-lons) sowie der Kollisionsenergien (Erzeugung der
Produkt-Ionen). Die hierbei erhaltenen optimalen Parameter sind in der Analysenvorschrift in Kap. A.
9 aufgefiihrt.
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7.5.2 Stabilitit von CTC und e-CTC in Losung

Zur Untersuchung der Stabilitdt und der Epimerisierungsrate von CTC wurde zunichst eine Standard-
16sung von CTC in Methanol/FlieBmittel A (50/50) (v/v) (B = 10 mg/L) bei Temperaturen von 5 °C,
25 °C und 40 °C iiber einen Zeitraum von 60 h aufbewahrt und die Konzentration mittels HPLC-UV
bei einer Wellenldnge von 275 nm in Zeitintervallen von 3 h bestimmt. Zuséitzlich wurde eine Misch-
standardlosung aus CTC und e-CTC im Verhéltnis 1:1 in Methanol/FlieBmittel A (50/50) (v/v) (B=10
mg/L) bei einer Temperatur von 5 °C iiber einen Zeitraum von 60 h aufbewahrt und ebenso wie bei
den Einzelstandardldsungen die Konzentrationen mit HPLC-UV in Intervallen von 3 h ermittelt. Zur
Untersuchung der Langzeitstabilitdt von CTC und e-CTC in Kalibrierlosungen (s. Kap. 7.3.5) wurden
aliquotierte Mischstandardlosungen aus CTC und e-CTC im Verhéltnis 1:1 in Methanol/FlieBmittel A
(50/50) (v/v) (B = 10 mg/L) bei einer Temperatur von -80 °C {iber einen Zeitraum von sechs Monaten
gelagert. In Zeitabstdnden von zwei Wochen wurde ein Aliquot entnommen und die Konzentration
von CTC und e-CTC mit HPLC-UV ermittelt.

7.5.3 Entwicklung und Optimierung der Probenvorbereitung

7.5.3.1 Auswahl der SPE-Materials

Zur Auswahl eines geeigneten SPE-Materials fiir die Bestimmung von CTC und e-CTC wurden zu 10
mL EDTA-Mcllvain-Puffer 200 uL. CTC-Standardldsungen der Massenkonzentrationen 10 mg/L und
100 mg/L zudotiert und mit den in Tab. 42 angegebenen SPE-Kartuschen Festphasenextraktionen
durchgefiihrt. Alle Kartuschen wurden zunichst mit 3 mL. Methanol und 3 mL bidest. H,O konditio-
niert. Anschlielend erfolgte die Aufgabe der EDTA-Mcllvain-Puffer-CTC-Losung und ein Wasch-
schritt, bestehend aus 2 x 3 mL 5%igem Methanol. Die Elution erfolgte fraktioniert mit 3 x 2 mL Me-
thanol, die Fraktionen wurden im TurboVap bei einer Temperatur von 30 °C eingeengt und der Riick-
stand mit 200 pL. MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) wieder aufgenommen.

Tab. 42: Untersuchte SPE-Phasen

. Festbett- Dimension der
Bezeichnung Phase menge [mg] | Kartusche [mL] Hersteller
Chromab(?nd C 18 500 6 Machere?/ &Nagel/
Tetracycline Diiren
Oasis HLB Copolymer 200 6 Waters/Eschborn
Nexus Copolymer 200 6 Varian/Darmstadt

7.5.3.2 EinfluBl der Zusammensetzung des Extraktionsmittels

Zur Untersuchung des pH-Wert-Einflusses des Extraktionsmittels und des EDTA-Zusatzes auf die
Wiederfindung wurden Mcllvain-Puffer der pH-Werte 2, 3, 4, 5 und 6 hergestellt, indem zu 100 mL
Mcllvain-Stammldsung 800 mL bidest. H,O gegeben wurde, dem EDTA-Mcllvain-Puffer zusitzlich
3,72 g (0,01 moL/L) EDTA. Der pH-Wert der Pufferlosungen wurde mit HCI (6 mol/L) oder NaOH (2
moL/L) eingestellt und die Losung mit bidest. H,O auf 1 L aufgefiillt. Zu 10 mL des jeweiligen Puf-
fers wurden 200 puL einer CTC-Standardlésung (B = 10 mg/L) zudotiert und die SPE wie folgt durch-
gefiihrt: Die Kartuschen wurden mit 3 mL Methanol und 3 mL bidest. H,O konditioniert, anschlieBend
die dotierten Pufferlosungen auf die Kartuschen aufgegeben und die Kartuschen 2 x mit 3 mL 5%igem
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Methanol gewaschen. Die Elution der Analyten erfolgte mit 3 mL Methanol. Das erhaltene Eluat wur-
de im TurboVap (s. Kap. 7.2.6) bei einer Temperatur von 30 °C eingeengt und der Riickstand mit 200
uL MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) wieder aufgenommen.

7.5.3.3 Wiederfindungsstudien mit CTC und e-CTC

Zu 10 mL EDTA-Mcllvain-Puffer (0,1 moL/L EDTA) wurden 200 pL von Einzelstandardlésungen
der Substanzen CTC und e-CTC (B = 10 mg/L) zudotiert und die SPE wie unter Kap. 7.5.3.5 be-
schrieben durchgefiihrt.

7.5.3.4 EinfluB einzelner Probenvorbereitungsschritte auf die Epimerisierung
von CTC und e-CTC

Um zu iiberpriifen, in welchem Schritt der Probenvorbereitung eine Epimerisierung stattfindet, wurden
anhand von Standardlésungen von CTC und e-CTC Teilschritte des SPE-Verfahrens durchgefiihrt und
die resultierenden Gehalte der jeweiligen Epimerenpaare mittels HPLC-UV (s. Kap. 7.2.1) ermittelt.
Die Durchfiihrung der einzelnen Versuche wurde bereits in Kap. 5.2.2.4 beschrieben (s. Tab. 8).

7.5.3.5 Zusammenfassung des SPE-Verfahrens

(" N

Konditionierung der SPE-Kartusche (Oasis HLB)
1.3 mL MeOH 2.3 mL bidest H,O

\ J
S D
Probenaufgabe
Waschschritt (2 x mit 3 mL 5 % MeOH in bidest. H,O)

\ J

Il

Elution mit 3 mL MeOH

1l

Einengen des Eluates im TurboVap (30 °C)
Aufnahme des Riickstandes in 200 pI. MeOH/Fliefmittel A (50/50) (v/v)

Abb. 40: Vorgehensweise bei der Festphasenextraktion

7.5.4 Probenvorbereitung verschiedener Matrices

Fiir die nachfolgend beschriebenen Wiederfindungsstudien von CTC in Urin, Plasma, Faeces, Musku-
latur, Leber und Niere wurde nicht belastetes Probenmaterial aus den durchgefiihrten Medikationsstu-

dien verwendet.
7.5.4.1 Urin, Plasma und Kot

Urin: Es wurden 5 mL Urin in ein 10 mL-PP-R6hrchen (Merck/Darmstadt) gegeben. Nach Zugabe
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von 4 mL. EDTA-Mcllvain-Puffer wurde 15 Minuten bei 3300 g bei einer Temperatur von 10 °C zen-
trifugiert. Der Uberstand wurde zur SPE eingesetzt und wie unter Kap. 7.5.3.5 beschrieben aufgear-
beitet.

Plasma: Das fiir die nachfolgend beschriecbenen Versuche eingesetzte Plasma wurde aus EDTA-
Vollblut der im Rahmen der Medikationsstudie im Landwirtschaftszentrum Haus Diisse entnommenen
Blutproben der unbehandelten Kontrolltiere gewonnen. Die Gewinnung des Plasmas ist in Kap. 7.4
beschrieben. Zur Ermittlung eines geeigneten Fillungsreagenzes fiir die Proteinabtrennung wurden zu
5 mL Plasma in einem verschlieBbaren 10 mL-PP-Réhrchen (Merck/Darmstadt) 200 uL. einer CTC-
Losung (B = 10 mg/L) zudotiert und 5 mL eines Féllungsreagenzes zugegeben. Als Fallungsreagenzien
wurden Acetonitril, Methanol, 6%ige HCIO4 (w/w) sowie eine Mischung aus Perchlorséure und Meta-
phosphorséure eingesetzt. (6%ige HCIO, (w/w): Zu 50 g bidest H,O werden 10 g 60%ige Perchlorsiu-
re gegeben und mit bidest. H,O auf 100 g aufgefiillt; 6% HCIO, (w/w) / 2% HPO; (w/w): Zu 50 g bi-
dest H,O werden 4 g Metaphosphorsdure und 10 g 60%ige Perchlorsdure gegeben und mit bidest. H,O
auf 100 g aufgefiillt.) Die Proben wurden 30 min auf einem Horizontalschiittler (s. Kap. 7.2.3) bei 250
Schiibe/min geschiittelt und danach 15 Minuten bei 3300 g und einer Temperatur von 10 °C zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde zur pH-Wert-Einstellung fiir die SPE mit EDTA-Mcllvain-Puffer pH 4
versetzt, indem der Uberstand in ein Zentrifugenglas iiberfiihrt, anschlieBend das PP-Rohrchen mit 5
mL EDTA-Mcllvain-Puffer gespiilt, ebenfalls in das Zentrifugenglas iiberfiihrt und schlieBlich weitere
20 mL EDTA-Mcllvain-Puffer zugegeben wurde. Anschlieend erfolgte die Festphasenextraktion
nach dem allgemeinen Extraktionsverfahren (s. Kap. 7.5.3.5).

Faeces: Zur Ermittlung eines geeigneten Extraktionsmittels wurden analog Kap. 7.5.3.2 EDTA-
Mcllvain-Puffer der pH-Werte 2, 3 und 4 mit 0,01 moL/L EDTA sowie EDTA-Mcllvain-Puffer pH 4
mit 0,1 moL/L EDTA hergestellt, jeweils 10 mL zu mit 200 pL einer CTC-L&sung (f = 10 mg/L) do-
tierten Kotproben (Einwaage: 0,5 g) (Nullproben aus der Medikationsstudie an der FAL) in ein ver-
schliefbares 10 mL-PP-R6hrchen (Merck/Darmstadt) gegeben und 15 Minuten bei 260 Schiibe/min
auf einem Horizontalschiittler (s. Kap. 7.2.3) geschiittelt. Anschliefend wurde 15 min bei 3300 g und
10°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 30 mL-Zentrifugenglas gegeben. Das Pellet wurde
noch zweimal mit 10 mL Mcllvain-Puffer mit 0,1 mol/L EDTA extrahiert. Die Extrakte wurden je-
weils 15 Minuten bei 260 Schiibe/min auf dem Schiittler geschiittelt und anschlieBend 15 min bei 3300
g und 10°C zentrifugiert. Die vereinigten Ubersténde wurden nochmals 10 min bei 3300 g zentrifu-

giert und der Uberstand zur Festphasenextraktion (s. Kap. 7.5.3.5) verwendet.
7.5.4.2 Muskulatur, Leber und Niere

Muskulatur: Zur Wahl des Extraktionsmittels wurden analog Kap. 7.5.3.2 EDTA-Mcllvain-Puffer (s.
Kap. 7.3.2) pH 2, 3 und 4 mit 0,01 moL/L und 0,1 moL/L. EDTA, Mcllvain-Puffer pH 4 ohne EDTA
sowie Mischungen aus Methanol und Mcllvain-Puffer pH 2, 3 und 4 mit 0,1 moL/L EDTA im Ver-
héltnis 20/80 (v/v) hergestellt. Muskulatur wurde in einer Moulinette zerkleinert, 5 g dieser zerkleiner-
ten Matrix in ein 80 mL-Zentrifugenglas eingewogen und mit 200 puL einer CTC-Losung (fp = 10
mg/L) dotiert. Zu den Proben wurden 15 mL der oben genannten Extraktionsmittel gegeben und 1 min
(nach Stoppuhr) mit dem Ultraturrax bei 8000 U/min homogenisiert. Die homogenisierte Probe wurde
25 min bei 3300 g zentrifugiert (gekiihlte Zentrifuge: 10 °C). Das Pellet wurde mit weiteren 15 mL
Extraktionsmittel erneut 1 min mit dem Ultraturrax bei 8000 U/min homogenisiert und 25 min bei
3300 g zentrifugiert. Die Uberstinde wurden vereinigt und wiederum 15 min bei 3300 g zentrifugiert.
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Der so erhaltene Probenextrakt wurde mittels SPE gereinigt und autkonzentriert (s. Kap. 7.5.3.5).

Leber: Zur Ermittlung eines geeigneten Extraktionsmittels wurden dieselben Extraktionsmittel wie fiir
die Aufarbeitung von Muskulatur untersucht (s. oben). Die Probenzerkleinerung und weitere Aufarbei-
tung entsprach der von Muskulatur. Die Aufreinigung mittels SPE erfolgte nach dem allgemeinen
Verfahren (s. Kap. 7.5.3.5). Die Uberpriifung von Matrixeffekten bei der massenspektrometrischen
Detektion erfolgte durch jeweils dreifache Aufarbeitung nicht belasteter Leberproben nach dem Stan-
dardverfahren (s. Analysenvorschrift in Kap. A. 9 im Anhang). Die Aufnahme des eingeengten Elua-
tes der SPE wurde jedoch nicht in Methanol/FlieBmittel A (50/50) (v/v), sondern in einer CTC-
Standardlosung in Methanol/FlieBmittel A (50/50) (v/v) aufgenommen. Die Konzentration in den
MefBproben entsprachen Gehalten von 20 pg/kg, 100 pg/kg und 800 pg/kg. Diese Matrixstandards
wurden mit den Solventstandards verglichen und damit der Matrixeinflull ermittelt.

Niere: Zur Ermittlung eines geeigneten Extraktionsmittels wurden dieselben Extraktionsmittel wie fiir
die Aufarbeitung von Muskulatur untersucht (s. vorne). Die Probenzerkleinerung und weitere Aufar-
beitung entsprach der von Muskulatur. Die Aufreinigung mittels SPE erfolgte nach dem allgemeinen
Verfahren (s. Kap. 7.5.3.5).

7.5.4.3 Optimierung des Extraktionsverfahrens fiir Muskulatur

Extraktion aus der Matrix: Zur Ermittlung der notwendigen Anzahl von Extraktionsschritten erfolg-
te zum einen die Aufarbeitung von mit 200 pL einer CTC-Losung (f = 10 mg/L) dotierten Muskula-
turproben, zum anderen wurden CTC-haltige Proben untersucht, indem alle Proben dreimal mit 15 mL
des Extraktionsmittels MeOH/EDTA-Mcllvain-Puffer pH 4 (0,01 moL/L) (20/80, v/v) extrahiert wur-
den und die drei einzelnen erhaltenen Extrakte nach dem SPE-Verfahren (s. Kap. 7.5.3.5) weiter bear-
beitet worden sind. Als Probenmaterial fiir die Dotierungsversuche diente Muskulatur aus der Medika-
tionsstudie in Haus Diisse, als CTC-haltige Proben wurde Muskulatur des Tieres 95 der Medikations-
studie an der FAL Braunschweig eingesetzt.

SPE-Verfahren: Zur Optimierung der SPE-Bedingungen erfolgte die Dotierung von 36 nicht belaste-
ten Muskulaturproben mit 200 pL einer CTC-Standardldsung (B = 10 mg/L). Die Proben wurden wie
oben beschrieben mit Methanol/Mcllvain-Puffer pH 4 (20/80) (v/v) als Extraktionsmittel aufgearbeitet
und nach dem SPE-Verfahren (s. Kap. 7.5.3.5) aufgereinigt mit Ausnahme der Waschldsung, fiir des-
sen Optimierung Methanol/Wasser-Mischungen der Verhéltnisse 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 und 100 hergestellt und eine Dreifach-Bestimmung durchgefiihrt wurde.

7.5.4.4 Knochen

Fiir die nachfolgend beschriebenen Versuche dienten als Probenmaterial CTC-haltige Knochen aus der
Medikationsstudie in Haus Diisse sowie an der FAL. Zur Zerkleinerung wurden diese zunéchst von
Fleischresten befreit, mit einer Knochensédge in der Pathologie des SVUA Detmold in Scheiben geségt,
und am SVUA Krefeld mit einer Knochenmiihle (s. Kap. 7.2.2) gemahlen. Die Proben wurden beim
Transport gekiihlt und bis zur Analyse im SVUA Detmold tiefgefroren.

Zur Wahl eines geeigneten Extraktionsmittels wurden EDTA-Mcllvain-Puffer pH 2, 3 und 4 mit 0,01
moL/L EDTA analog Kap. 7.5.3.2 hergestellt sowie HCI (1 moL/L) als Extraktionsmittel eingesetzt. 1
g mit einer Knochenmiihle (s. Kap. 7.2.2) gemahlene Knochen (Medikationsstudie im Landwirt-

schaftszentrum Haus Diisse) wurden in ein 10 mL verschlieBbares Reagenzglas aus Polypropylen ge-
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geben. Nach Zugabe von 15 mL des Extraktionsmittels wurde die Probenldsung iiber Nacht in den
Kiihlschrank gestellt. Am néchsten Tag wurde 45 min bei 260 Schiibe/min auf einem Horizontal-
schiittler (s. Kap. 7.2.3) geschiittelt und der Extrakt iiber einen Faltenfilter (595 2 von Schleicher &
Schiill/Dassel) in ein 10 mL-Zentrifugenglas filtriert. Das PP-R6hrchen wurde mit 6 mL bidest. H,O
gespiilt und iiber den Faltenfilter zum Probenextrakt gegeben. Im Falle des Einsatzes von 1 moL/L
HCI als Extraktionsmittel wurde anschliefend der pH-Wert mit 2 mol/L NaOH auf ca. 4 eingestellt.
Der durch 15-miniitige Zentrifugation (gekiihlte Zentrifuge: 10 °C) bei 3300 g erhaltene Uberstand
aller Filtrate wurde zur Festphasenextraktion verwendet.

Die Uberpriifung der Stabilitit von CTC und e-CTC im salzsauren Extraktionsmittel erfolgte durch
Lagerung einer CTC-Einzelstandardlésung (B = 10 mg/L) und einer Mischstandardlésung aus CTC
und e-CTC (B =10 mg/L) in 1 moL/L HCI bei einer Temperatur von 5 °C {iber einen Zeitraum von 12
h und einer Konzentrationsbestimmung in Intervallen von 1 h mittels HPLC-UV (275 nm).

7.6 Validierung des Analysenverfahrens

Die nachfolgend beschriebenen Validierungsuntersuchungen wurden mit der in Kap. 7.2.1 angegebe-
nen HPLC-Anlage mit der Kopplung aus UV- und massenspektrometrischen Detektion (MS/MS)
durchgefiihrt. Die beschriebenen Validierungsparameter wurden sowohl fiir die UV- als auch fiir die
MS/MS-Detektion ermittelt. Die Aufarbeitung von Muskulaturproben erfolgte nach der Beschreibung
in Kap. 7.5.4.2. Um fiir die Validierung ausreichend unbelastetes Probenmaterial zu erhalten, wurde
Fleisch von einem Bio-Metzger bezogen und vorab auf nachweisbare CTC-Riickstdnde gepriift.

7.6.1 Linearer Bereich

Zur Bestimmung des linearen Bereiches fiir das HPLC-UV-Verfahren wurden Kalibrierlosungen aus
CTC und e-CTC, siehe Kap. 7.3.5, der Konzentrationen 0,1 mg/L; 0,18 mg/L; 0,25 mg/L; 0,5 mg/L; 1
mg/L; 2,5 mg/L; 5 mg/L; 10 mg/L; 25 mg/L; 50 mg/L und 100 mg/L hergestellt und zehnfach analy-
siert. Fiir die massenspektrometrische Detektion wurden Konzentrationen von 0,001 mg/L; 0,0025
mg/L; 0,005 mg/L; 0,01 mg/L; 0,02 mg/L; 0,04 mg/L; 0,05 mg/L 0,06 mg/L; 0,08 mg/L; 0,1 mg/L;
0,12 mg/L; 0,14 mg/L; 0,16 mg/L; 0,18 mg/L; 0,25 mg/L; 0,5 mg/L; 1 mg/L; 2,5 mg/L; 5 mg/L; 10
mg/L; 25 mg/L; 50 mg/L und 100 mg/L ausgewdhlt.

7.6.2 Kalibriergeraden

Der Arbeitsbereich mit der UV-Detektion wurde nach Uberpriifung der Linearitit mittels linearer Re-
gression mit einer Massenkonzentration von 0,18 mg/L bis 100 mg/L festgelegt. Zur Ermittlung der
Kalibriergeraden wurde eine Zehnfach-Bestimmung von zehn {iber den Arbeitsbereich verteilte Kon-
zentrationen von 0,18 mg/L; 0,25 mg/L; 0,5 mg/L; 1 mg/L; 2,5 mg/L; 5 mg/L; 10 mg/L; 25 mg/L; 50
mg/L und 100 mg/L durchgefiihrt.

Die Regressionsanalyse ergab fiir den gewihlten vorldufigen Arbeitsbereich mit der massenspektrome-
trisache Detektion keinen linearen Zusammenhang, so dal der Arbeitsbereich in drei Teilbereiche
aufgeteilt wurde. Zur Ermittlung der drei Kalibriergeraden wurden mit jeweils sieben iiber die Ar-
beitsteilbereiche verteilte Konzentrationen von 0,005 mg/L bis 0,08 mg/L (0,005 mg/L; 0,01 mg/L;
0,02 mg/L; 0,04 mg/L; 0,05 mg/L 0,06 mg/L; 0,08 mg/L), von 0,1 mg/L bis 0,5 mg/L (0,1 mg/L; 0,12
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mg/L; 0,14 mg/L; 0,16 mg/L; 0,18 mg/L; 0,25 mg/L; 0,5 mg/L) und von 1 mg/L bis 50 mg/L (1 mg/L;
2,5 mg/L; 5 mg/L; 7,5 mg/L; 10 mg/L; 25 mg/L; 50 mg/L) zehn Bestimmungen durchgefiihrt.

7.6.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Zur Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden Kalibrierldsungen sowie mit CTC
dotierte Muskulaturproben in der Ndhe der Nachweisgrenze jeweils sechsfach analysiert. Die Konzen-
trationen der Standardldsungen betrugen 0,0025 mg/L; 0,005 mg/L; 0,075 mg/L; 0,01 mg/L; 0,025
mg/L; 0,05 mg/L; 0,075 mg/L; 0,1 mg/L und 0,2 mg/L, die Muskulaturproben wurden mit 200 pL. von
CTC-Standardlosungen der angegebenen Konzentrationen auf Gehalte von 0,1 pg/kg; 0,2 pg/kg; 0,3
ng/kg; 0,4 ng/kg; 0,8 ng/kg; 2 ng/kg; 3 ng/kg; 4 ng/kg und 8 pg/kg dotiert und nach dem im Anhang
in der Analysenvorschrift beschriebenen Verfahren aufgearbeitet.

7.6.4 Selektivitat

7.6.4.1 Selektivititstest durch Peakloschung nach alkalischer Behandlung

Zur Loschung des CTC- und e-CTC-Peaks wurde Muskulatur (Tier 95, FAL) zundchst nach der im
Anhang beschriebenen Analysenvorschrift aufgearbeitet, wobei der Endriickstand des eingeengten
Eluates der SPE nicht in Methanol/FlieBmittel A (50/50) (v/v), sondern in 100 pl MeOH + 100 pL
1%ige NaOH (w/w), pH 12 aufgenommen und anschlieBend 30 Minuten im Wasserbad bei 60°C er-
wiarmt wurde. Zum Vergleich wurde dieselbe Muskulaturprobe nach der allgemeinen Analysenvor-
schrift aufgearbeitet und analysiert.

7.6.4.2 Selektivititstest durch Vergleich der Retentionszeiten

Zum Vergleich der Retentionszeiten des CTC- und e-CTC-Peaks wurde Muskulatur nach der im An-
hang beschriebenen Analysenvorschrift aufgearbeitet und analysiert. Zusitzlich wurde eine Kalibrier-
16sung der Massenkonzentration 1 mg/L und mit der in Kap. 7.2.1 beschriebenen HPLC-UV-MS/MS-
Gerdtekombination chromatographiert.

7.6.4.3 Selektivititstest durch Vergleich der UV- und MS-Spektren

Zuim Vergleich der UV- und MS-Spektren dienten die in Kap. 7.6.4.2 angegebene Probe und Stan-
dardlosung. Die Aufnahme der Spektren erfolgte bei der UV-Detektion in einem Wellenldngenbereich
von 250 nm bis 400 nm, bei der MS/MS-Detektion wurde ein Produkt-lonen-Scan des Precursor-lIons
mit m/z 479 im Massenbereich von m/z 100 bis m/z 500 aufgenommen.

7.6.5 Richtigkeit

Zur Ermittlung der Wiederfindungsfunktion wurden CTC-Standardldsungen dem kompletten Analy-
senverfahren unterzogen. Dazu wurden zu 9 mL des Extraktionsmittels MeOH/EDTA-Mcllvain-
Puffer, pH 4 (0,01 mol/L) (20/80) (v/v) 200 uL von CTC-Losungen der Konzentrationen 0,025, 0,1,
0,5, 1, 2,5, 5 und 10 mg/L zudotiert, nach der allgemeinen Analysenvorschrift aufgearbeitet und mit
HPLC-UV-MS/MS vermessen. Es wurde jeweils eine siebenfache Bestimmung durchgefiihrt. Fiir die
UV-Detektion ergaben sich aufgrund der Bestimmungsgrenze von CTC und e-CTC von 0,18 mg/L
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fiinf Konzentrationstufen von 0,5 mg/L bis 10 mg/L, fiir die massenspektrometrische Detektion lagen
alle sieben Konzentrationen oberhalb der Bestimmungsgrenze. AnschlieBend wurde die Wiederfin-
dungsfunktion fiir Muskulatur aufgestellt, indem zu jeweils 5 g Muskulatur 200 pL von CTC-
Standardlésungen der Konzentrationen 0,025, 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 und 10 mg/L zudotiert, nach der Ana-
lysenvorschrift im Anhang aufgearbeitet und mittels HPLC-UV-MS/MS vermessen wurde.

7.6.6 Matrixbedingte Signalbeeinflussung bei der massenspektrometri-
schen Detektion

7.6.6.1 Matrixkalibrierung

Zur Uberpriifung von supressiven Effekten bei der MS/MS-Detektion wurde nicht belastete Muskula-
tur in fiinfzehn Aliquote aufgeteilt und nach der im Anhang beschriebenen Vorschrift aufgearbeitet,
wobei der Endriickstand des eingeengten Eluates der SPE nicht in Methanol/FlieBmittel A (50/50)
(v/v), sondern in CTC-Standardldsungen in Methanol/FlieBmittel A (50/50) (v/v) der Massenkonzen-
trationen 0,25 mg/L; 1 mg/L und 10 mg/L, entsprechend einer Fiinf-Fach-Bestimmung, aufgenommen

wurde.
7.6.6.2 Kontinuierliche Nachsédulen-Injektion von CTC

Zur weiteren Aufdeckung von Matrixeffekten erfolgte die kontinuierliche Zufiihrung einer CTC-
Standardlosung zum HPLC-Flul wihrend des gesamten Chromatographielaufes nach Injektion einer
unbelasteten Muskulaturprobe. Der Gradientenverlauf sowie die FluBrate entsprachen der allgemeinen
Analysenvorschrift im Anhang. Uber ein T-Stiick wurde dem HPLC-FluB ,,post-column* eine CTC-
Standardlosung der Massenkonzentration 10 mg/L iiber eine Spritzenpumpe (Havard Apparatus der
Firma Applied Biosystems/Darmstadt) mit einer FluBrate von 2,5 pL/min zugefiihrt. Die massenspek-
trometrische Detektion erfolgte durch Aufnahme eines Produktionen-Scans im Massenbereich m/z von
100 bis m/z 500 des Precursor-lons m/z 479.

7.6.7 Prazision

7.6.7.1 MeBprizision

Zur Ermittlung der MeBprézision wurden fiinf Muskulaturproben der Tiere 93-97 aus der Medikati-
onsstudie in der FAL in Braunschweig nach der allgemeinen Analysenvorschrift im Anhang aufgear-
beitet und achtfach mittels HPLC-UV-MS/MS chromatographisch vermessen.

7.6.7.2 Methodenprizision

Zur Ermittlung der Methodenprézision wurden die Muskulaturproben der Tiere 93-97 aus der Medika-
tionsstudie an der FAL in Braunschweig in jeweils acht Aliquote von 5 g aufgeteilt, nach der allge-
meinen Analysenvorschrift im Anhang aufgearbeitet und mittels HPLC-UV-MS/MS vermessen.
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7.6.8 Validierungsparameter fiir Urin, Kot, Plasma, Knochen, Leber und
Niere

Analog der in den vorangehenden Kapiteln beschriebene Vorgehensweise sind fiir Urin, Kot, Plasma,
Knochen, Leber und Niere einzelne Validierungsparameter fiir die MS/MS-Detektion ermittelt wor-
den. Als Probenmaterial diente mit Ausnahme von Faeces, wofiir die Nullprobe der Medikationsstudie
an der FAL in Braunschweig eingesetzt wurde, die unbelasteten Proben der Kontrolltiere aus der Me-
dikationstudie im Landwirtschaftszentrum Haus Diisse. Zur Ermittlung der Wiederfindung wurde zu 5
mL Urin, 5 mL Plasma, 5 g Niere und 5 g Leber 200 uL. CTC-Standardlosung der Massenkonzentra-
tionen 250 pg/L und 2,5 mg/L auf Gehalte von 10 pg/kg und 100 pg/kg zudotiert und nach dem all-
gemeinen Verfahren analysiert. Im Falle von Faeces wurde zu 0,5 g Probenmaterial 400 pL CTC-
Standardlosung der Konzentrationen 62,5 mg/L und 625 mg/L auf Gehalte von 50 pg/kg und 500
ug/kg zudotiert und entsprechend aufgearbeitet und vermessen. Fiir alle Matrices erfolgte fiir jede
Konzentrationsstufe eine sechsfache Bestimmung. Zur Ermittlung der Validierungsparameter fiir Kno-
chen wurde CTC-haltiges Probenmaterial aus der Medikationsstudie in Haus Diisse eingesetzt, wobei
die Probeneinwaage 1 g betrug. Anhand der hierbei erhaltenen Analysenergebnisse erfolgte die Be-
rechnung der Methodenprazision als Mittelwert beider Konzentrationsstufen. Der Ermittlung der
Nachweis- und Bestimmungsgrenze lag das Signal-Rausch-Verhiltnis zugrunde, wobei analog Kap.
5.3.2 die Nachweisgrenze das dreifache und die Bestimmungsgrenze das neunfache Grundrauschen
betrdgt. Die Ermittlung des Signal-Rausch-Verhéltnisses erfolgte anhand von jeweils zwolf ausge-
wihlten Chromatogrammen der untersuchten Proben der Medikationsstudie im Landwirtschaftszen-
trum Haus Disse.

7.7 ldentifizierung tautomerer Verbindungen von CTC

Zur Uberpriifung, aus welchen Substanzen die weitere in Realproben auftretende Verbindung entsteht,
wurden Einzelstandardldsungen aus CTC, e-CTC und iso-CTC in MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v)
(B =10 mg/L) bei einer Temperatur von 80 °C zwei Stunden im Wasserbad erwéarmt und anschlieBend
chromatographisch mittels HPLC-UV-MS/MS vermessen. Zur Identifizierung tautomerer Verbindun-
gen mit HPLC-UV wurde eine Mischstandardlésung aus CTC und e-CTC in 1 moL/L HCI (B = 10
mg/L) nach einer Lagerung von 12 Stunden bei einer Temperatur von 5 °C chromatographisch ver-
messen. Zur Identifzierung tautomerer Verbindungen von CTC mittels MS/MS wurde eine Mischstan-
dardlésung aus CTC und e-CTC in MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) (B = 10 mg/L) bei einer Tempe-
ratur von 80 °C zwei Stunden im Wasserbad erwérmt. Die so erhaltene Losung enthélt neben CTC, e-
CTC, is0-CTC und e-iso-CTC auch die zuséitzlich in Realproben auftretende isomere Verbindung.
Diese Losung wurde chromatographisch mit LC-MS/MS durch Aufnahme von Produkt-lonen-Scans
von m/z 100-500 des Precursor-lons mit m/z 479 bei verschiedenen Kollisionsenergien von 25 eV, 30
eV, 35 eV und 40 eV vermessen.

7.8 In vitro-Bildung von Metaboliten des CTC

Zur Untersuchung, von Umwandlungsreaktionen wurden analog Kap. 7.5.2 Einzelstandardlosungen
von CTC-, e-CTC-, iso-CTC-, Anhydro-CTC- und e-Anhydro-CTC-L&sungen (B = 10 mg/L) in Me-
OH/FlieBmittel A (50/50) (pH 2,8) bei einer Temperatur von 40 °C iiber einen Zeitraum von 60 h auf-
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bewahrt und in Zeitintervallen von einer Stunde mit HPLC-UV-MS/MS chromatographisch vermes-

sen.

7.9 Antibiotische Aktivitaten

7.9.1 Agar-Diffusionstest

Niéhrboden: Zur Nihrbodenherstellung wurde ein Trockenndhrboden der Zusammensetzung: 3,45 g
Fleischpepton; 3,45 g Caseinpepton; 5,1 g NaCl und 13 g Agar verwendet. Der Trockenndhrboden
wurde in 1 L bidest. HO aufgelost und zur Pufferung 0,1 % KH,PO, hinzugefiigt. AnschlieBend er-
folgte die Einstellung der pH-Werte (6; 7,2; und 8) mit 0,1 moL/L HCI oder 0,1 moL/L. NaOH. Der
pH-Wert der Nahrboden wurde nach dem zur Sterilisation durchgefiihrten Autoklavieren (15 Minuten,
T =121 °C) iiberpriift. Zur Vorbereitung des Nahrbodens auf den DPT wurden 500 mL des so verfliis-
sigten Nahrbodens auf eine Temperatur von 50 °C abgekiihlt und mit 0,5 mL einer Sporensuspension
unter Schiitteln gleichmifBig vermischt und 15 mL Petrischalen gegossen, so da3 nach dem Erstarren
eine gleichméBige Schichtdicke von 2 mm vorhanden war. Nach dem Erstarren des Nahrbodens wur-
den die Petrischalen sofort bei einer Temperatur von 3 °C bis 5 °C gekiihlt und innerhalb von drei

Tagen verwendet.

Testkeim und Sporensuspension: Als Testkeim wurde Bacillus subtilis BGA (Merck/Darmstadt)
verwendet. (Die Testkeime sind einer Uberpriifung der Sensibilitit sowie der Resistenzeigenschaften
unterzogen worden.) Zur Herstellung der Sporensuspension wurde ein Nahrboden mit der oben ge-
nannten Zusammensetzung auf einen pH-Wert von 7 eingestellt und nach Uberschichten mit 1 mL der
bezogenen Keimsuspension zehn Tage bei einer Temperatur von 30 °C bebriitet. Danach wurde der
Testkeim mit steriler physiologischer NaCl-Losung abgeschwemmt. Die Abschwemmung wurde 10
Minuten bei 2500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen, dem Sediment nochmals NaCl-
Losung zugegeben und 10 Minuten bei 2500 g zentrifugiert. Die Uberstinde wurden vereinigt und die
Suspension 30 Minuten bei einer Temperatur von 70 °C erhitzt. Die so gewonnene Sporensuspension
wurde mit NaCl-Losung so verdiinnt, daB8 eine Keimdichte von 10"/mL resultierte. Die Uberpriifung

der Keimdichte erfolgte als kulturelle Keimzdhlung im Oberfldchenverfahren.

Dreiplattentest (DPT): Zur Durchfiihrung des Dreiplattentestes nach der Agar-Loch-Methode wurde
mit einem Probenstanzgerit ein Loch mit einem Durchmesser von 8 mm in die Agarplatten gestanzt
und 25 pL einer methanolischen Standardldsung von CTC, e-CTC, Anhydro-CTC, e-Anhydro-CTC
und iso-CTC (B = 100 mg/L) in das Loch gegeben. Die mit der Standardldsung beschickten Agarplat-
ten wurden im Brutschrank bei einer Temperatur von 30 °C 18 bis 24 Stunden bebriitet.

Auswertung: Die Hemmzone wurde als Radius in mm angegeben und zwischen dem Lochrand und
der Wachstumsgrenze ausgemessen. Vollstindige Wachstumshemmung mit einer Hemmzone von
mindestens 2 mm ist als positiver Befund, eine Hemmzone von 1 mm bis 2 mm als zweifelhafter Be-

fund anzusehen.
7.9.2 Abbaureaktionen wiahrend des Agar-Diffusionstestes

Zur zeitabhingigen Untersuchung von Abbaureaktionen wéahrend des DPT wurde der Test mit metha-
nolischen Standardlosungen von CTC, e-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC und unterschiedli-
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che Bebriitungszeiten durchgefiihrt, indem zu Agar-Platten der pH-Werte 6; 7,2 und 8, siche Kap.
7.9.1, 25 pL methanolischer Einzellosung von CTC, e-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC einer
Konzentration von 100 mg/L gegeben und die Agar-Platten bei einer Temperatur von 30 °C iiber Zeit-
rdume von 1, 2, 3, 18, 20, 22 und 24 Stunden bebriitet wurden. Nach Ausmessen der Hemmhofe er-
folgte die Extraktion der Agar-Platten mit Methanol. Es wurden zweimal 50 uL Methanol in die aus-
gestanzten Locher gegeben und anschlieBend in ein Eppendorf-Reaktionsgefal (2 mL) tiberfiihrt. Da-
nach wurde der Agar, bei dem ein Hemmbhof entstanden ist, ausgeschnitten und ebenfalls in das Ep-
pendorf-Reaktionsgefall gegeben. Nach weiterer Zugabe von 900 pL Methanol wurde die so erhaltene
Agar-Methanol-Mischung gut geschiittelt. Nach Abzentrifugieren des Agars bei 4100 g fiir 15 min.

wurden die Extrakte ohne weitere Aufarbeitung mittels LC-MS/MS vermessen.

7.10 Methodenentwicklung zur quantitativen Bestimmung weiterer
CTC-Metabolite

7.10.1Herstellung einer Standardlosung aus iso-CTC und e-iso-CTC

Zur Herstellung einer Mischstandardldsung aus iso-CTC und e-iso-CTC wurde eine Standardldsung
von iso-CTC in MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) (B = 100 mg/L) hergestellt, in verschraubbare PP-
Rohrchen (14 mL, 16 x 100 mm; Merck/Darmstadt) gefiillt, verschraubt und 90 Minuten im Wasser-
bad bei einer Temperatur von 60 °C erwédrmt. Die so erhaltene Mischstandardlosung enthielt iso-CTC
und e-iso-CTC in einem Massenverhiltnis von etwa 1:1. Ein Teil der iso-CTC-Ldsung wurde nicht
erwdrmt, um die Konzentration von iso-CTC in dem epimerisierten Standard ermitteln zu kdnnen.
Beide Losungen wurden 1:10 verdiinnt und mittels HPLC-UV-MS/MS vermessen. Der Gehalt an e-
1s0-CTC im epimerisierten Standard ergibt sich als Differenz des iso-CTC-Gehaltes in beiden Losun-
gen. Durch Verdiinnen dieses epimerisierten Standards kann dann eine Kalibriergerade von iso-CTC
und e-iso-CTC aufgenommen werden.

7.10.2Linearer Bereich

is0-CTC und e-iso-CTC: Zur Bestimmung des linearen Bereiches fiir das HPLC-UV-Verfahren wur-
den Kalibrierlosungen aus iso-CTC und e-iso-CTC, siehe Kap. 7.10.1, der Konzentrationen 0,05
mg/L; 0,1 mg/L; 0,25 mg/L; 0,5 mg/L; 1 mg/L; 2,5 mg/L; 5 mg/L und 10 mg/L hergestellt und acht-
fach analysiert. Fiir die massenspektrometrische Detektion wurden Konzentrationen von 0,01 mg/L;
0,025 mg/L; 0,05 mg/L; 0,1 mg/L; 0,25 mg/L; 0,5 mg/L; 1 mg/L; 2,5 mg/L; 5 mg/L und 10 mg/L

ausgewahlt.

Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC: Zur Bestimmung des linearen Bereiches fiir das HPLC-UV-
Verfahren wurden Kalibrierlosungen aus Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC im Massenverhéltnis 1:1
in MeOH/FlieBmittel A (50/50) (v/v) der Konzentrationen 0,025 mg/L; 0,05 mg/L; 0,1 mg/L; 0,25
mg/L; 0,5 mg/L; 1 mg/L; 2,5 mg/L; 5 mg/L und 10 mg/L hergestellt und achtfach analysiert. Fiir die
massenspektrometrische Detektion wurden Konzentrationen von 0,01 mg/L; 0,025 mg/L; 0,05 mg/L;
0,1 mg/L; 0,25 mg/L; 0,5 mg/L; 1 mg/L; 2,5 mg/L; 5 mg/L und 10 mg/L ausgewéhlt.
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7.10.3is0-CTC und e-iso-CTC als Summenparameter

Standardlésungen: Zur Untersuchung, unter welchen Bedingungen eine vollstindige Isomerisierung
von CTC und e-CTC stattfindet, wurden Mischstandardlosungen aus CTC und e-CTC in Me-
OH/(1%ige NaOH, w/v) (50/50) (v/v) (pH 11,5) (jeweils: p = 10 mg/L) {iber einen Zeitraum von 30
Minuten bei Temperaturen von 60, 70, 80 und 90 °C im Wasserbad erwiarmt (n = 5) und chromato-
graphisch vermessen. Zum Vergleich wurde eine entsprechende Mischstandardlésung ohne Erwédrmen
(B = 10 mg/L) sowie eine Mischstandardlosung aus CTC und e-CTC in MeOH/FlieBmittel A (50/50)
(v/v) (B =10 mg/L) vermessen (n = 5).

Muskulatur: Die Muskulaturproben der Versuchstiere 1, 3 7, 9 und 12 der Medikationsstudie im
Landwirtschaftszentrum Haus Diisse sowie die des Tieres 95 aus der Medikationsstudie an der FAL
wurden zunéchst nach der allgemeinen Analysenvorschrift (siche Anhang) aufgearbeitet. Das Eluat
der Festphasenextraktion wurde in 200 pL Methanol aufgenommen und der so erhaltene Probenextrakt
halbiert. Zu der einen Hélfte der Probenextrakte wurden 100 puL FlieBmittel A, zur anderen Hailfte der
Proben wurden zur alkalischen Behandlung 100 pL 1%ige NaOH (w/v) (pH 11,5) gegeben. Die alka-
lisch behandelten Proben wurden 30 Minuten im Wasserbad bei einer Temperatur von 60 °C erwirmt.
Alle erhaltenen Extrakte wurden mittels HPLC-UV-MS/MS chromatographisch vermessen.

7.10.4Wiederfindung von iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC

Zu 10 mL EDTA-Mcllvain-Puffer, pH 4 (0,1 moL/L. EDTA) wurden 200 pL von Einzelstandardlo-
sungen der Substanzen iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC (B = 10 mg/L) zudotiert und die
SPE wie unter Kap. 7.5.3.5 beschrieben durchgefiihrt.

7.10.5Einfluf} einzelner Probenvorbereitungsschritte auf die Epimerisie-
rung von iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC

Um zu iiberpriifen, in welchem Schritt der Probenvorbereitung eine Epimerisierung stattfindet, wurden
anhand von Standardlésungen von iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC Teilschritte des SPE-
Verfahrens durchgefiihrt und die resultierenden Gehalte der jeweiligen Epimerenpaare mittels HPLC-
UV (s. Kap. 7.2.1) ermittelt. Die Quantifizierung von e-iso-CTC erfolgte durch externe Kalibrierung
mit einer iso-CTC-Standardlosung bei einer Wellenldnge von 275 nm. Die Durchfiihrung der einzel-
nen Versuche wurde bereits in Kap. 5.8.2.2 beschrieben (s. Tab. 8).

7.11 Gebundene CTC-Riickstinde in Knochen

7.11.1.1 Freisetzung von CTC aus Knochen

Zur Uberpriifung einer in vitro-Freisetzung von CTC aus Knochen wurde CTC-haltiges gemahlenes
Knochenmaterial mit unbelastetem Plasma gemischt, iiber mehrere Tage aufbewahrt und in verschie-
denen Zeitabstinden der Gehalt an CTC, e-CTC, iso-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC und e-Anhydro-
CTC ermittelt. Das fiir den Versuch eingesetzte Plasma wurde aus Heparin-Vollblut gewonnen. Die
Blutproben wurden vom Schlachthof Paderborn (Westfleisch) bezogen, wobei zundchst mehrere Blut-
proben auf nachweisbare Riickstinde von CTC mit dem in Kap. A. 9 im Anhang beschriebenen Ver-

fahren untersucht wurden. Die zur Probenahme notwendigen Gefifle mit der Heparin-Losung wurden
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uns von der Firma Kabe zur Verfiigung gestellt. Die Gefiafle enthielten 41 i.U./mL Li-Heparin, gelost
in bidest. Wasser (5%ig), entsprechend der entnommenen Blutmenge von 1 L. Als Knochenmaterial
dienten die Knochenproben des Tieres 95 aus der Medikationsstudie an der FAL. Die Zerkleinerung
der Knochen erfolgte, wie in Kap. 7.5.4.4 beschrieben. Nach Bestimmung der Gehalte von CTC und
Metabolite im Knochen (siche Kap. A. 9 im Anhang) und der Gewinnung des Plasmas erfolgte die
Inkubation von vier Knochen-Plasmaproben. Von den durch Versetzen von 15 g Knochen mit 25 mL
Plasma hergestellten Knochen-Plasmaproben wurden zwei bei einer Temperatur von 5 °C und zwei
bei einer Temperatur von 39,5 °C aufbewahrt.

Um die Stabilitdt von CTC in Plasma unter diesen Bedingungen zu iiberpriifen, wurden folgende vier
Plasmaproben hergestellt: Zu 20 mL Plasma wurde 200 pg CTC, entsprechend einer Konzentration
von 10 pg CTC/mL Plasma, zudotiert. Zwei dieser Proben wurden entsprechend der Knochen-Plasma-
Proben bei einer Temperatur von 5 °C aufbewahrt, die anderen beiden bei 39,5 °C. Der pH-Wert aller
Proben betrug 7,6. Uber einen Versuchszeitraum von neun Tagen wurden den Proben an den Ver-
suchstagen 1, 2, 3, 4, 5, 8 und 9 jeweils 1 mL Plasma entnommen und mit dem in Kap. A. 9 im An-

hang aufgefiihrten Verfahren analysiert.
7.11.1.2 Fluoreszenz-Screening-Test

Die in Scheiben geschnittenen und von Fleischresten befreiten Knochenproben der Medikationsstudi-
en im Landwirtschaftszentrum Haus Diisse und an der FAL wurden zur Untersuchung der Fluoreszenz
der in den Knochen eingelagerten Calcium-Tetracyclin-Komplexe mit einer UV-Lampe (s. Kap.

7.2.8) bei einer Wellenldnge von 366 nm bestrahlt.
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A3

A.1 Medikationsstudien

A. 1.1 Haus Diisse-Studie

Tab. A. 1: CTC-Gehalt (3 CTC + e-CTC) in Urin der Versuchstiere (LC-MS/MS) (n = 2)

CTC-Gehalt (& CTC + e-CTC) [ug/L]

Tier Wochen nach Medikation
Einst.allung

0 2 4 6 8 10
Vi 0 13530 493 166 122 95 39
V2 0 18080 401 125 143 51 47
V3 0 441 63 46 20 10 6
V4 0 3241 374 125 89 68 39
V5 0 6551 355 165 313 126 96
Vo6 0 11676 743 290 203 116 46
V7 0 21990 889 503 384 199 100
V8 0 11618 646 199 442 118 105
Vo 0 8487 397 254 115 112 76
V10 0 3298 563 - - - 75
V1l 0 3944 430 426 315 283 97
V12 0 8576 734 146 256 87 65

Tab. A. 2: CTC-Gehalte (2 CTC + e-CTC) in Knochen der Kontrolltiere (LC-MS/MS) (n = 2)

Tier Konzentration [pg/kg]
K1 185
K2 163
K3 219
K4 170
K5 184
K6 185
K7 199
K38 193
K9 188
K10 194
K11 195
K12 201
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A. 1.2 FAL-Studie

Tab. A. 3: Dosierung des eingesetzten Arzneimittels in der 1. Medikationsphase

Tiernummer 93 94 95 96 97

Korpergewicht am 16.7. [kg] 68,0 68,0 74,6 73,8 72,6
Fiitterungszeitpunkt Arzneimittelmenge pro Mahlzeit [g

16.07.01 Nachmittag 3,40 3,40 3,73 3,69 3,63

17.07.01 Vormi‘Ftag 3,40 3,40 3,73 3,69 3,63

Nachmittag 3,40 3,40 3,73 3,69 3,63

18.07.01 Vormi‘Ftag 3,40 3,40 3,73 3,69 3,63

Nachmittag 3,50 3,50 3,83 3,79 3,73

19.07.01 Vormi‘Ftag 3,50 3,50 3,83 3,79 3,73

Nachmittag 3,50 3,50 3,83 3,79 3,73

20.07.01 Vormi‘Ftag 3,50 3,50 3,83 3,79 3,73

Nachmittag 3,60 3,60 3,93 3,89 3,83

21.07.01 Vormi‘Ftag 3,60 3,60 3,93 3,89 3,83

Nachmittag 3,60 3,60 3,93 3,89 3,83

22.07.01 Vormi‘Ftag 3,60 3,60 3,93 3,89 3,83

Nachmittag 3,70 3,70 4,03 3,99 3,93

23.07.01 Vormi‘Ftag 3,70 3,70 4,03 3,99 3,93

Nachmittag 3,70 3,70 4,03 3,99 3,93

24.07.01 Vormi‘Ftag 3,70 3,70 4,03 3,99 3,93

Nachmittag 3,80 3,80 4,13 4,09 4,03

250701 Vormi‘Ftag 3,80 3,80 4,13 4,09 4,03

Nachmittag 3,80 3,80 4,13 4,09 4,03

26.07.01 Vormittag 3,80 3,80 4,13 4,09 4,03
Arzneimittel: Chlortetracyclin 100 (1000 g des Préparates enthélt 100 g des Wirkstoffes CTC)

Tab. A. 4: Dosierung des eingesetzten Arzneimittels in der 2. Medikationsphase
Tiernummer 93 94 95 96 97

Korpergewicht am 06.08. [kg] 88,2 87,0 93,0 91,4 91,2
Fiitterungszeitpunkt Arzneimittelmenge pro Mahlzeit [g]

06.08.01 Nachmittag 4,41 435 4,65 4,57 4,56

07.08.01 Vormittag 4,41 4,35 4,65 4,57 4,56

Nachmittag 4,41 4,35 4,65 4,57 4,56

08.08.01 Vormittag 4,41 4,35 4,65 4,57 4,56

Nachmittag 4,51 4,45 4,75 4,67 4,66

09.08.01 Vormittag 4,51 4,45 4,75 4,67 4,66

Nachmittag 4,51 4,45 4,75 4,67 4,66

10.08.01 Vormittag 4,51 4,45 4,75 4,67 4,66

Nachmittag 4,61 4,55 4,85 4,77 4,76

11.08.01 Vormittag 4,61 4,55 4,85 4,77 4,76

Nachmittag 4,61 4,55 4,85 4,77 4,76

12.08.01 Vormittag 4,61 4,55 4,85 4,77 4,76

Nachmittag 4,71 4,65 495 4,87 4,86

13.08.01 Vormittag 4,71 4,65 4,95 4,87 4,86

Nachmittag 4,71 4,65 495 4,87 4,86

14.08.01 Vormittag 4,81 4,75 5,05 4,97 4,96

Nachmittag 4,81 4,75 5,05 4,97 4,96

15.08.01 Vormittag 4,81 4,75 5,05 4,97 4,96

Nachmittag 4,81 4,75 5,05 4,97 4,96

16.08.01 Vormittag 481 4,75 5,05 4,97 4,96

Arzneimittel: Chlortetracyclin 100 (1000 g des Préaparates enthélt 100 g des Wirkstoffes CTC)
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Tab. A. 5: Zugefiihrte Futtermengen und ausgeschiedene Mengen an Urin und Faeces der einzelnen

Tiere in der 1. Medikationsphase
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Tab. A. 6: Zugefiihrte Futtermengen und ausgeschiedene Mengen an Urin und Faeces der einzelnen

Tiere in der 2. Medikationsphase
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Tab. A. 7: CTC-Gehalt (2 CTC + e-CTC) in Urin der in der FAL eingestallten Schweine wihrend der
Medikationsphasen (LC-MS/MS) (n = 2)

Versuchstag CTC-Gehalt O CTC + e-CTC) [mg]

Tier 93 Tier 94 Tier 95 Tier 96 Tier 97
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 0,86 5,60 7,79 8,65 21,56
2 15,04 14,57 11,90 11,30 28,74
3 13,78 19,05 20,73 13,09 34,30
4 22,84 21,82 17,55 28,24 49,97
5 11,99 15,65 23,52 16,50 32,49
6 21,54 28,81 21,53 18,33 47,69
7 18,63 23,24 15,81 21,62 47,97
8 14,26 27,09 6,87 18,99 34,43
9 14,59 17,35 4,38 19,94 39,73
10 20,99 19,93 9,49 16,01 35,17
22 3,32 10,38 4,48 0,51 14,89
23 6,00 13,24 6,13 5,21 23,74
24 13,76 12,82 5,43 14,15 29,12
25 26,96 13,72 12,33 16,97 28,24
26 14,27 13,23 13,53 18,24 22,15
27 21,61 15,63 20,45 28,33 38,50
28 23,39 8,35 8,11 10,05 29,45
29 17,97 11,29 8,10 12,03 31,05
30 5,68 1,55 6,31 3,76 12,94
31 8,40 0,33 3,05 5,36 7,60

Tab. A. 8: CTC-Gehalt (2 CTC + e-CTC) in Faeces der in der FAL eingestallten Schweine wdihrend
der Medikationsphasen (LC-MS/MS) (n = 2)

Versuchstag CTC-Gehalt 3 CTC + e-CTC) [mg]

Tier 93 Tier 94 Tier 95 Tier 96 Tier 97
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 0,3 0,0 2,0 0,6 55,5
2 228,9 169,5 2214 438,0 355,1
3 237,2 670,3 768,1 604,7 569,5
4 3674 562,2 580,9 644,7 639,3
5 483,8 688,5 5427 841,4 491,3
6 521,0 5445 750,5 490,8 6782
7 561,7 694,5 600,5 1027,5 498,9
8 309,1 547,5 651,8 1082,9 684,3
9 577,4 598.0 878.0 851,0 801,2
10 5842 675,0 698.2 907,9 3229
22 0,4 1,5 1,2 1,0 0,6
23 2,6 258.,0 589.,9 237,0 3229
24 765.,4 979.6 583.,0 717,0 509,8
25 873,0 681,6 724.4 732.8 738,5
26 509,7 762,3 500,8 560,8 657,9
27 508,1 694,1 1051,6 932.8 897.5
28 1001,8 1081,3 727.4 1175.,9 929,1
29 451,3 743,8 598.8 757,1 543,0
30 664,8 728,3 817,4 1194,1 749,7
31 1011,9 1027,5 989.4 1196,7 535,3
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Tab. A. 9: Gehalt von CTC und seinen Umwandlungs- und Abbauprodukten in Urin des Tieres 95
wdhrend der Medikationsphasen (LC-MS/MS) (n = 2)

Gehalt [mg
Versuchstag CTC e-CTC i50-CTC | e-iso-cTC | Jumme aller
Verbindungen
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 4,80 2,98 4,90 8,08 20,76
2 7,19 471 8,42 11,36 31,67
3 12,00 8,73 13,81 19,61 54,15
4 11,06 6,49 13,35 22,49 53,38
5 13,89 9,63 15,11 28,38 67,01
6 14,05 7,48 11,71 15,66 48,90
7 9,50 6,31 13,23 13,91 42,94
8 3,64 3,23 10,48 11,86 29,21
9 3,14 1,24 23,51 32,21 60,10
10 523 4,26 16,58 20,64 46,70
2 2,28 2,20 5,81 7.15 17,43
23 3,29 2,83 17,93 18,79 42,85
24 3,05 2,38 15,44 13,45 34,32
25 6,61 5,72 18,68 19,21 50,22
26 8,63 491 9,03 8,08 30,64
27 8,51 6,94 13,79 8,22 37,46
28 5,43 2,69 10,15 8,81 27,07
29 5,09 3,01 23,87 18,92 50,90
30 4,08 2,23 16,89 17,65 40,85
31 1,82 1,24 14,14 14,67 31,86

Tab. A. 10: Gehalt von CTC und seinen Umwandlungs- und Abbauprodukten in Faeces des Tieres 95
wdhrend der Medikationsphasen (LC-MS/MS) (n = 2)

Gehalt [mg]
Versuchs-
tag CTC | eCTC | is0-CTC |e-iso-CTC | a-CTC | e-a-CTC | Stmme aller
Verbindungen
0 0 0 0 0 0 0 0,00
1 1,20 0,35 0,00 0,00 0,00 0,00 1,56
2 153,31 68,08 19,06 9,91 3,84 6,02 260,21
3 547,19 220,94 83,58 52,90 4,39 6,52 915,52
4 411,90 169,01 76,42 51,49 3,93 5,49 718,24
5 385,82 156,85 73,81 57,67 3,20 4,34 681,69
6 519,18 231,30 104,90 74,70 4,00 5,74 939,82
7 404,30 196,20 92,62 70,32 3,35 4,73 771,52
8 441,86 209,94 85,20 57,77 3,76 5,39 803,92
9 589,59 288,43 130,79 109,45 3,84 5,36 1127,46
10 447,55 250,67 107,18 80,87 3,76 5,34 895,36
22 0,78 0,68 0,29 0,00 0,00 0,00 1,75
23 376,86 213,06 51,98 33,42 4,20 6,52 686,04
24 380,57 202,44 60,59 36,81 3,29 4,72 688,42
25 488,56 235,82 92,73 72,40 3,61 5,11 898,22
26 332,10 168,72 74,69 55,62 2,44 3,41 636,98
27 712,43 339,17 121,11 136,30 4,35 6,07 1319,42
28 469,52 25791 119,46 151,80 4,20 5,80 1008,69
29 383,51 215,31 99,17 120,58 3,12 4,44 826,15
30 534,25 283,17 99,85 116,47 3,54 5,61 1042,89
31 674,41 315,01 118,22 156,25 3,94 591 1273,75
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A.2 Wiederholprizision

Zur Beurteilung der Stabilitét wird die Wiederholprézision [288, 289] herangezogen. Durch die Be-
rechnung der Wiederholprizision r erfolgt die Ermittlung der Wiederholgrenze, die zur Beurteilung
bendtigt wird, ob es sich bei der Differenz zwischen zwei EinzelmeBwerten um eine signifikante An-
derung handelt. Fiir die Wiederholprizision gilt:

Gleichung A. 1: r =f-42s
mit: r = Wiederholprézision
§ = Standardabweichung
f = empirisch ermittelter Zahlenwert

Die Variable f hidngt von dem gewihlten Signifikanzniveau P und der Verteilung der MeBwerte ab.
Fiir P =90 % gilt f = 2,3, fiir P = 99 % gilt f = 3,65 und fiir ein Signifikanzniveau von P = 95 % ein
Faktor von 1,96. Geméll KROMIDAS [244, 288] wird ein Signifikanzniveau von P = 95 % angenom-
men, so daB sich fiir die Wiederholprézision rgs folgende Formel ergibt:

Gleichung A. 2: res = 1,96 - \/E -§=277-s~28-s

A.3 Langzeitstabilitat von CTC und e-CTC

12

(o]
!

—— 10 mg/L
—m—1mg/L

Konzentration CTC [mg/L]
(o]

T B B B —a—a B B B i I—T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zeit [Wochen]

Abb. A. 1: Konzentrationsverlauf von CTC (B = 1 und 10 mg/L) in MeOH/Fliefimittel A (50/50) (v/v)
bei einer Lagerung von -80 °C (Mischstandard: CTC: e-CTC = 1:1 (w/w)) (HPLC-UV,
n=3)
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——10mg/L
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Abb. A. 2: Konzentrationsverlauf von e-CTC (B = 1 und 10 mg/L) in MeOH/Fliefimittel A (50/50) (v/v)
bei einer Lagerung von -80 °C (Mischstandard: CTC: e-CTC = 1:1 (w/w)) (HPLC-UYV,
n=3)

A.4 Ausreillertest nach GRUBBS

Der Ausreiflertest nach GRUBBS wird zur Aufdeckung einzelner Ausreilerwerte in einer Analysense-
rie genutzt [288, 290, 296]. Hierzu wird der Mittelwert X der MeBwerte einer Analysenserie gebildet

und die Standardabweichung s der Analysendaten berechnet.

_ 13
Gleich 1: X=—:)» X
eichung N z i

Durch Einsetzen des Mittelwertes X wird fiir den Analysenwert X mit der groften Differenz zum

Mittelwert iiberpriift, ob es sich um einen Ausreifler handelt.

Gleichung 2: PW = ‘X S_i‘

Der ermittelte Priifwert PW wird mit den statistischen Tabellenwerten rM fiir den GRUBBS-Test ver-
glichen [288, 290]. Das Testergebnis ist wie folgt zu bewerten:

PW <rM (f, P = 90 %): kein Ausreiller

M (f, P =90 %)< PW<rM(f, P=95%): wahrscheinlich Ausreif3er

PW > rM (f, P = 95 %): Ausreiler
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A.5 Linearitit des HPLC-UV-MS/MS-Verfahrens zur Bestim-
mung von CTC und e-CTC

A. 5.1 Kalibrierdaten

Tab. A. 11: Mittelwerte und relative Standardabweichungen der Peakflichen von CTC und e-CTC in
Kalibrierlosungen bei der Bestimmung mittels LC-MS/MS (n = 10)

Konzentration Peal_(ﬂﬁche CTC Srel, CTC Peak_ﬂﬁche e-CTC Srel, e-CTC
[mg/L] y (= 1.0) (n =10) y (n= 1.0) (n=10)
[mAU min] [%e] [mAU min] [Ye]
0,001 7641 11 13836 16
0,0025 8424 9 14992 11
0,005 10503 7 18098 5
0,01 17966 6 25314 7
0,02 25687 6 29659 5
0,04 51817 5 45730 3
0,05 62980 5 54088 4
0,06 72739 5 61578 4
0,08 100852 4 84296 4
0,1 128725 2 101489 2
0,12 147414 3 113079 4
0,14 164361 4 134837 3
0,16 196902 2 146809 3
0,18 212616 4 157086 3
0,25 286257 2 219958 3
0,5 575129 3 419124 4
1 1024770 2 772677 4
2,5 2408886 3 1861274 2
5 4771595 4 3634713 4
10 9134133 4 6708979 5
25 21171256 3 15097022 2
50 41001890 4 29934106 3
100 69155647 3 45987774 2
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Tab. A. 12: Mittelwerte und relative Standardabweichungen der Peakflichen von CTC und e-CTC in

Kalibrierlosungen bei der Bestimmung mittels HPLC-UV (370 nm, n = 10)

Komenraion | 50200 Gt | et | Gl

[mAU min] [Yo] [mAU min] [Yo]

0,10 109 12 104 11
0,18 162 6 163 7
0,25 231 4 225 3
0,50 468 3 464 3
1,00 868 3 864 2
2,50 2234 3 2208 2
5,00 4482 1 4496 3
10,00 8674 3 8714 3
25,00 22751 3 22852 3
50,00 46225 1 46036 2
100,00 90794 2 90774 2

A. 5.2 Kalibriergeraden
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Abb. A. 3: Visueller Linearitdtstest der Kalibrierfunktion fiir die Bestimmung von CTC mittels
HPLC-UV (n=10)
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Abb. A. 4: Visueller Linearitdtstest der Kalibrierfunktion fiir die Bestimmung von e-CTC mittels

HPLC-UV (n = 10)
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Abb. A. 5: Visueller Linearitdtstest der Kalibrierfunktion fiir die Bestimmung von CTC mittels

LC-MS/MS (n = 10)
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Abb. A. 6: Visueller Linearitdtstest der Kalibrierfunktion fiir die Bestimmung von e-CTC mittels
LC-MS/MS (n = 10)

A. 5.3 Anpassungstest nach MANDEL

Zur rechnerischen Uberpriifung der Linearitit kann der Anpassungstest nach MANDEL herangezogen
werden. Zundchst werden aus den erhaltenen Messwerten die Kalibrierfunktionen 1. und 2. Grades
(mit x; = Konzentration und y; = Detektorsignal) sowie die jeweiligen Reststandardabweichungen Sy
und Sy, berechnet. Durch Vergleich der Kalibrierfunktion 1. und 2. Grades wird die Verringerung der
Reststandardabweichung, die sich durch die Wahl des Regressionsmodells 2. Ordnung gegeniiber der
1. Ordnung ergibt, mittels F-Tests auf Signifikanz gepriift [244, 288, 290].

Fiir eine Funktion 1. Grades gilt:

Gleichung A. 3: y = a+bx

Der Ordinatenabschnitt @ stellt dabei den errechneten Blindwert dar, die Steigung b ist ein MaB fiir
die Empfindlichkeit. Die Steigung b wird nach folgender Formel berechnet:

N

- [(Xi _i)(Yi _y)]

Gleichung A. 4: b="-—
(Xi _i)z
-1

Die hierzu benétigten Mittelwerte des Detektorsignals () ) werden mit Gleichung 1 und die Mittel-

werte der Konzentration ( X ) mit nachfolgender Formel berechnet:

1
Gleich A5 X=—->» X
eichung N z ,
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Der Schnittpunkt mit der Ordinate a (errechneter Blindwert) ergibt sich dann wie folgt:
Gleichung A. 6: a=y-bx
Weiterhin wird fiir die statistische Beurteilung der Linearitit die Reststandardabweichung benoétigt.

Diese gibt die Streuung der Mefwerte um die Regressionsgerade an und ist somit ein MaB fiir die Pra-
zision der Kalibrierung. Fiir die Reststandardabweichung einer Funktion 1. Grades gilt:

Gleichung A. 7: S, =

mit: Y, = a+bx, (berechnete Peakfliche)

y; = Mittelwert der experimentell ermittelten Peakfliche

Fiir eine Funktion 2. Grades gilt:

Gleichung A. 8: y =a+bx+cx?

Die Regressionsanalyse liefert die Kalibrierfunktion 2. Grades mit ihren Funktionskoeffizienten a, b
und c. Diese konnen mit Gleichung A. 9 bis Gleichung A. 11 berechnet werden:

(iyi—bixi—cixfj

Gleichung A. 9: a=

N

: Q, -c-Q,
Gleichung A. 10: b=—% — X
QXX
QXY 'Qx3 _sz .Qxx
Gleichung A. 11: c= - y
Q. -Q,-Q.

mit:
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Gleichung A. 12:

mit: Y. =a+bx, +cx’ (berechnete Peakfliche)

y, = Mittelwert der experimentell ermittelten Peakfléche

Aus den Reststandardabweichungen sy und sy, wird die Differenz der Varianzen DS? ermittelt:
Gleichung A. 13: DS? = (N - 2) S; - (N - 3) 852 mit dem Freiheitsgrad f = 1

AnschlieBend wird die Priifgroe PG berechnet:

DS?
= 2
y2

Gleichung A. 14: PG
S

Diese PriifgréBe wird dann mit dem Tabellenwert F(f; = 1, f = N — 3, P = 99 %) verglichen. Dabei
konnen folgende Fille eintreten:

PG <F: Durch die Kalibrierfunktion 2. Grades wird keine signifikant bessere Anpassung er-

reicht, also ist die Kalibrierfunktion linear.

PG>F: Die Kalibrierfunktion ist im untersuchten Arbeitsbereich nicht linear, entweder kann
durch Einengung des Arbeitsbereiches eine Linearitit erreicht werden oder die Kali-

brierfunktion muf} nach einem Regressionsmodell hoherer Ordnung berechnet werden.

Zur Durchfiihrung des Anpassungstests nach MANDEL werden die Kalibrierfunktionen 1. und 2.

Grades und die dazugehorigen Reststandardabweichungen Sy1 und Sy, bendtigt. AnschlieBend wird
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mittels F-Test {iberpriift, ob sich bei der Wahl des Regressionsmodells 2. Ordnung gegeniiber dem 1.
Ordnung eine signifikante Verringerung der Reststandardabweichung ergibt. Aus den erhaltenen Rest-
standardabweichungen wird die Differenz der Varianzen DS? und daraus die PriifgréBe PG berechnet
und mit dem Tabellenwert verglichen.

HPLC-UV

Der Vergleich der ermittelten Priifgrofen 3,953 fiir CTC und 5,145 fiir e-CTC mit dem Tabellenwert
F(fi=1,£,=N-3,P =99 %) von 12,223 zeigt, dall durch die Kalibrierfunktion 2. Grades gegeniiber
der 1. Grades keine signifikant bessere Anpassung erreicht wird, da die berechneten PriifgréBen klei-
ner sind als der Tabellenwert. Die angenommene lineare Kalibrierfunktion wird somit fiir CTC und e-
CTC rechnerisch bestétigt. Die ermittelten Kenndaten der Anpassungstests fiir CTC und e-CTC fiir die
UV-Detektion sind in Tab. A. 13 zusammengefalit.

Tab. A. 13: Anpassungstest nach MANDEL: Ermittelte Konstanten der Kalibrierfunktionen 1. und 2.
Grades und Priifgrifie PG fiir CTC und e-CTC (HPLC-UV)

1. Grades 2. Grades
funktionaler Zusammenhang y=a+bx y=a+bx+ex’
CTC e-CTC CTC e-CTC
Konstante a [mAU min] -28,356 | -23,872 -126,536 -111,379
Konstante b [mAU min/(mg/L) ] 911,241 | 910,532 930,015 927,265
Konstante ¢ [mAU min/(mg/L)* | - - -0,2013 -0,179
Korrelationskoeffizient (r) 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999
Reststandardabweichung s, [mAU min] 304,758 | 250,716 260,456 203,486
PG CTC e-CTC
3,953 5,145
F-Wert (f;=1,f,=N -3, P =99 %) 12,223 12,223

LC-MS/MS

Die Durchfithrung des Linearititstests nach MANDEL fiir die Kalibrierfunktionen der MS/MS-
Detektion bezogen auf einen Arbeitsbereich von 0,005 mg/L bis 50 mg/L bestitigte rechnerisch, daf3
durch eine Kalibrierfunktion 2. Grades eine signifikant bessere Anpassung erreicht werden kann als
mit der 1. Grades. Die Aufteilung des Arbeitsbereiches in drei Teilbereiche erbrachte einen linearen
Zusammenhang zwischen Konzentration und Peakfliche fiir CTC und e-CTC, was rechnerisch mittels
des MANDEL-Testes bestétigt werden konnte, siche Tab. A. 14.
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Tab. A. 14: Anpassungstest nach MANDEL: Ermittelte Priifgrofen PG fiir CTC und e-CTC

(LC-MS/MS)
Linearer PG
Bereich F-Wert (fi=1,£,=N-3,P=99 %)
[mg/L] CTC e-CTC
0,005-0,08 2,211 7,648 21,198
0,1-0,5 2,649 0,320 21,198
1-50 7,805 0,255 34,132

A. 5.4 Residualanalyse

Die Residualanalyse ist eine weitere Moglichkeit, zu priifen, ob der gewihlte funktionale Ansatz des
Kalibriermodells die Mefergebnisse hinreichend genau beschreibt. Die Residuen d; ergeben sich dabei

als vertikale Abstinde der MeBwerte von der Regressionskurve. Fiir die Residuen gilt:

Gleichung A. 15: d=y -y,  mit i=1bis N

mit: Y; = MeBwert der Peakflache

~

Y;=zu Y, gehoriger Schitzwert aus der Regressionsfunktion

Ist der gewéhlte Modellansatz richtig, weisen die Residuen eine Normalverteilung auf. LaBt sich je-
doch ein Trend feststellen, so ist der zugrunde gelegte Regressionsansatz zu iiberpriifen und gegebe-
nenfalls gewichtete Regressionsmodelle heranzuziehen [244, 288, 289, 290].

Die in Abb. A. 7 dargestellten Residuen zeigen, dafl der gewihlte lineare Regressionsansatz fiir die
UV-Detektion zwar richtig ist, jedoch ansteigende Varianzen zu erkennen sind und damit eine Inho-

mogenitét der Varianzen vorliegen konnte.

800 600
PY *
600 1 400 |
— 400 - =
E ‘E 200 4
2 200 4 3 *
: E o
o o"" e —— — E “10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 Q 2200 4
s -200 1 s .
*
L 4
-400 - * -400 -
-600 -600
Konzentration [mg/L] Konzentration [m g/L
a) b) [mgiL]

Abb. A. 7: Graphische Darstellung der Residuen in Abhdngigkeit von der Konzentration fiir die CTC-
Bestimmung (a) und e-CTC-Bestimmung (b) mit HPLC-UV (370 nm)
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Die Residualanalysen fiir die MS/MS-Detektion ergaben fiir CTC und e-CTC fiir die drei aufgeteilten
Arbeitsbereiche eine Normalverteilung, dessen graphische Darstellung in Abb. A. 8 erfolgte.
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Abb. A. 8: Graphische Darstellung der Residuen in Abhdngigkeit von der Konzentration fiir die CTC-
Bestimmung und e-CTC-Bestimmung mit LC-MS/MS

A. 5.5 Varianzhomogenitit

Die lineare Regressionsrechung geht von einer konstanten (homogenen) Varianz der Me3werte (Un-
prézision) iiber den Arbeitsbereich aus. Eine Inhomogenitit der Varianzen fiihrt iiber eine hohere Un-
préazision hinaus zu einer moglichen Veridnderung der Geradensteigung und damit zu einer hoheren

Ungenauigkeit. Zur Uberpriifung der Varianzhomogenitit werden aus den zehn MeBwerten fiir die
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niedrigste und die hochste Konzentration des Arbeitsbereiches die Varianzen Sl2 und S 102 gebildet

und einem F-Test unterworfen. Es werden 2-n (n = 10) MeBwerte erhalten. Fiir die Varianz gilt:

10
—\2
(yi,n _Yi)
Gleichung A. 16: R
n, -1
10
yi,n
mit: y,="=— firn=1bzw.n =10
n

AnschlieBend wird die Priifgrofe PG wie folgt berechnet:

. st )
Gleichung A. 17: PG = ? fir s, >s?
1
oder
. S12 . L2 2
Gleichung A. 18: PG=—- fir s7 > s},
S1O

Die berechnete Priifgrole wird mit dem tabellierten F-Wert (f; = f, = N — 1 = 9) fiir einen Vertrauens-
bereich von 99 % verglichen. Ist PG < F, so ist kein signifikanter Unterschied zwischen den Varian-
zen 812 und 8120 feststellbar und es ist damit eine Homogenitdt der Varianzen gegeben. Wenn PG > F
ist, besteht ein signifikanter Unterschied der Varianzen und somit eine Inhomogenitét der Varianzen,
so daf} durch Einschrinken des Arbeitsbereiches versucht werden sollte, eine Varianzhomogenitét zu
erreichen. Ist dies nicht moglich, miissen gegebenenfalls gewichtete Regressionsmodelle angewendet

werden.

Die Priifwerte fir die UV-Detektion wurden zu 45,55 fiir CTC und 13,19 fiir e-CTC ermittelt und la-
gen damit weit oberhalb des Tabellenwertes von 5,35. Damit ist rechnerisch die bereits durch die Re-

sidualanalyse festgestellte Inhomogenitit bestétigt worden.

Zur Uberpriifung der Varianzhomogenitit bei der MS/MS-Detektion wurden entsprechend die Varian-
zen der niedrigsten und hochsten Konzentration fiir CTC und e-CTC der drei Arbeitsbereiche ermittelt

und die drei Wertepaare einem F-Test unterworfen, siche Tab. A. 15.

Tab. A. 15: Priifung auf Varianzhomogenitdt: Ermittelte Priifgrofien PG fiir CTC und e-CTC

(LC-MS/MS)
Linearer PG
Bereich F-Wert (f;=f,=N-1=9)
[mg/L] CTC e-CTC
0,005-0,08 29,45 14,83 5,35
0,1-0,5 62,96 50,51 5,35
1-50 507,49 943,14 5,35
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Sowohl fiir CTC als auch fiir e-CTC wurde bei allen drei Teilbereichen trotz starker Einschrankung
des Arbeitsbereiches eine Varianzinhomogenitét festgestellt, obwohl mittels Residualanalyse eine
Normalverteilung ermittelt wurde. Eine Varianzinhomogenitdt kann moglicherweise durch weitere
Einschrankung der gewihlten Arbeitsbereiche sowie Anwendung gewichteter Regressionsmodelle
vermieden werden ist aber im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt worden, zumal auch in der
Routineanalytik oft eine Inhomogenitit der Varianzen bei linearem Regressionsansatz in Kauf ge-
nommen wird. Der Test auf Varianzhomogenitit ist zudem als kritisch zu betrachten, da nicht die rela-
tiven, sondern die absoluten Standardabweichungen in die Berechnung der Varianzen eingehen, so daf3
die absolute Standardabweichung bei hohen Konzentrationen wesentlich hoher ist als bei niedrigen,
obwohl die prozentuale Abweichung vom Sollwert mit zunehmender Konzentration meistens kleiner
wird. Aus diesen Griinden wurden weder der Regressionsansatz gedndert noch die Arbeitsbereiche

weiter eingeschrankt.

A. 5.6 Absicherung der unteren Arbeitsgrenze

Eine Kalibrierfunktion ist nur dann fiir quantitative Analysen anwendbar, wenn sich alle spéter mit ihr
berechneten Analysenergebnisse signifikant von Null unterscheiden. Die untere Arbeitsgrenze mub,
um sich mit einer vorgegebenen Prizision signifikant von Null zu unterscheiden, iiber der Bestim-
mungsgrenze liegen. Zur Absicherung der unteren Arbeitsgrenze wird zunédchst nach FUNK der Priif-
wert Xp mit t (f=N-2, P =95 %) berechnet [289, 290]. Fiir diesen gilt:

Gleichung A. 19: X, =285t N+1+

X

i (Xi - i)2

i=1

mit: y,=a+s

1
gt ﬁ+1+

Ist X, < Xy, so ist der gesamte gewdhlte Arbeitsbereich abgesichert, und die untere Arbeitsgrenze un-
terscheidet sich signifikant von Null. Liegt X, oberhalb von X4, so ist der Arbeitsbereich erst fiir Kon-
zentrationen grofer statistisch abgesichert und der Arbeitsbereich muf eingeschriankt werden.

Die Priifwerte X, ergaben sich fiir die UV-Detektion zu 2,07 fir CTC und 1,70 fiir e-CTC und liegen
oberhalb der gewdhlten unteren Arbeitsbereichsgrenze von 0,18 mg/L. Die ermittelten Priifwerte X,
sind aber als kritisch zu betrachten, weil diese Berechnung eine Varianzhomogenitét voraussetzt. Dies
ist notwendig, da bei der Berechnung des Priifwertes X, die nicht normierten Grofen der Verfahrens-
standardabweichung Sy sowie der Reststandardabweichung sy1 einen groflen EinfluB} haben. Mit ei-
nem BestimmtheitsmaB der Regressionsgeraden fiir CTC und e-CTC von R? = 0,9999 kann trotzdem
von einer hohen Prizision auch im unteren Konzentrationsbereich ausgegangen werden. Die Arbeits-
grenze von 0,18 mg/L kann auflerdem als abgesichert gelten, da dieser Grenzwert zum einen oberhalb
der Bestimmungsgrenze, ermittelt {iber das Signal-Rausch-Verhéltnis, liegt und zusétzlich eine mini-
male MeBprézision von 10 % ab der gewéhlten unteren Arbeitsbereichsgrenze von 0,18 mg/L erfiillt
ist. Deshalb erfolgt keine Einschriankung des Arbeitsbereiches.
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Zur Absicherung der unteren Arbeitsgrenze der MS/MS-Detektion wurde fir CTC und e-CTC der
Priifwert X, fiir die jeweiligen Arbeitsteilbereiche berechnet und mit den entsprechenden untersten
Konzentrationen X4 verglichen. Nur fiir den mittleren Arbeitsteilbereich von 0,1-0,5 mg/L konnten X,-
Werte unterhalb von X4 ermittelt werden, so dafd nur dieser Arbeitsteilbereich ab X4, die anderen erst ab
den deutlich hoher ermittelten X,-Werten, siehe Tab. A. 16.

Tab. A. 16:Absicherung der unteren Arbeitgrenze: x,-Werte fiir das LC-MS/MS-Verfahren

Konzentrationsbereich xp [mg/L|
[mg/L] CTC e-CTC
0,005-0,08 0,013 0,024
0,1-0,5 0,035 0,035
1-50 3,660 3,697

Trotz der fehlenden Absicherung der unteren Arbeitsgrenzen wurden diese Bereiche aus den bereits
oben fiir die UV-Detektion genannten Griinden beibehalten.

A. 5.7 Verfahrenskenndaten

Aus der Empfindlichkeit 146t sich die Verfahrensstandardabweichung und die relative Verfahrensstan-
dardabweichung ableiten. Unter der Empfindlichkeit wird die Anderung des MeBwertes bei einer An-
derung der Konzentration verstanden. Bei linearen Kalibrierfunktionen sind die Empfindlichkeiten
konstant und entsprechen der Steigung der Regressionsgeraden.

Gleichung A. 20: Verfahrensstandardabweichung: Sy =—

Gleichung A. 21: relative Verfahrensstandardabweichung: V=

Die ermittelten Verfahrenskenndaten der Kalibrierfunktionen fiir CTC und e-CTC sind in Tab. A. 17
zusammengefalit. Die relativen Verfahrensstandardabweichungen fiir das HPLC-UV-Verfahren lagen
mit 1,7 % fiir CTC und 1,4 % fiir e-CTC unterhalb des Grenzwertes von 1,8 %.

Fiir die drei Kalibrierfunktionen der MS/MS-Detektion wurden analog die Verfahrenskenndaten ermit-
telt, die in Tab. A. 18 bis Tab. A. 20 zusammengefal3t sind. Die relativen Verfahrensstandardabwei-
chungen belegen mit Werten zwischen 2,1 % und 6,2 % die gute Leistungsfihigkeit des Analysenver-
fahrens, weil aufgrund der Einschriankung des Arbeitsbereiches in drei Teilbereiche nach KROMIDAS
eine maximal zuldssige Verfahrensstandardabweichung von 6,4 % angenommen werden kann [288].
Da ein linearer Zusammenhang zwischen Konzentration und Peakfléche bei der MS/MS-Detektion nur
in einem begrenztem Konzentrationsbereich der oben aufgefiihrten Bereiche gegeben ist, ist bei der
Ermittlung der CTC-Gehalte in Realproben darauf zu achten, da3 die Konzentrationen der Kalibrier-
standardldsungen im Bereich der Realprobe liegen.
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Tab. A. 17: Verfahrenskenndaten der Kalibrierfunktionen fiir CTC und e-CTC (HPLC-UV, 370 nm)

Parameter CTC e-CTC
Empfindlichkeit [mAU min/(mg/L) ] 911,200 910,504
Verfahrensstandardabweichung s,y [mg/L] 0,335 0,276
rel. Verfahrensstandardabweichung Vy [%] 1,72 1,42

Tab. A. 18: Verfahrenskenndaten der Kalibrierfunktionen fiir CTC und e-CTC im Konzentrations-

bereich 0,005-0,08 mg/L (LC-MS/MS)

Parameter CTC e-CTC
Reststandardabweichung s, [I min] 1940,850 2606,243
Empfindlichkeit [I min/(mg/L) ] 1182783,981 836366,874
Verfahrensstandardabweichung sy, [mg/L] 0,002 0,003
rel. Verfahrensstandardabweichung Vo [%] 4,12 6,23

Tab. A. 19: Verfahrenskenndaten der Kalibrierfunktionen fiir CTC und e-CTC im Konzentrations-

bereich 0,1-0,5 mg/L (LC-MS/MS)

Parameter CTC e-CTC
Reststandardabweichung s, [I min] 4847,790 3475,410
Empfindlichkeit [T min/(mg/L) ] 1121152,553 799036,245
Verfahrensstandardabweichung sy [mg/L] 0,004 0,004
rel. Verfahrensstandardabweichung Vi [%] 2,09 2,10

Tab. A. 20: Verfahrenskenndaten der Kalibrierfunktionen fiir CTC und e-CTC im Konzentrationsbe-

reich 1-50 mg/L (LC-MS/MS)

Parameter CTC e-CTC
Reststandardabweichung sy [I min] 351877,160 257871,467
Empfindlichkeit [T min/(mg/L) ] 812434,819 589292.,935
Verfahrensstandardabweichung sy, [mg/L] 0,433 0,438
rel. Verfahrensstandardabweichung Vo [%] 2,78 2,81
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A.6 Wiederfindungsfunktion

A. 6.1 Berechnung der Wiederfindungsfunktion

Ziel der Wiederfindungsexperimente und der Aufstellung der Wiederfindungsfunktion ist die Ermitt-
lung des Einflusses einzelner Verfahrensschritte sowie einer Verfahrens- oder Probenmodifikation auf
das Analysenverfahren. Die Untersuchungen erfolgen iiber den gesamten Arbeitsbereich [290]. Zu-
nichst wird die Kalibrierfunktion des analytischen Grundverfahrens ermittelt, fiir die gilt:

Gleichung A. 22: y =a,+b x,

Zur Aufdeckung von Fehlern in der Probenvorbereitung wird jeder einzelne Kalibrierstandard der
gesamten Probenvorbereitung unterzogen. Die Analysenergebnisse X; werden mit Hilfe der Analysen-
funktion, nach x aufgeldste Kalibrierfunktion, berechnet:

Y —a.
b

[

Gleichung A. 23: X; =

Die Wiederfindungsgerade stellt die Auftragung der ,,gefundenen® Konzentrationen (X¢) auf der Ordi-
nate gegen die zudotierte Konzentration (X;) auf der Abszisse dar. Die Wiederfindungsfunktion 143t

sich mathematisch folgendermallen beschreiben:

Gleichung A. 24: X, =a,+b, - X,

Im Idealfall ergibt die Wiederfindungsfunktion eine Gerade mit dem Achsenabschnitt a; = O und der
Steigung by = 1 sowie einer Reststandardabweichung Sy, die der Verfahrensstandardabweichung des
analytischen Grundverfahrens Sy entspricht. Fiir die Reststandardabweichung der Wiederfindungs-
funktion gilt:

[Xif _(af +bf "X )]2

N
=

Gleichung A. 25: Sy =1- N2
-

mit: N¢=Anzahl der Konzentrationsniveaus
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A. 6.2 Wiederfindungsfunktionen von CTC dotierter Extraktionsmittel
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Abb. A. 9: Wiederfindungsfunktion von CTC nach Aufarbeitung mit SPE von CTC-dotierter
Losungsmittel (MeOH/EDTA-Mcllvain-Puffer pH 4 (0,01 mol/L) (20/80) (v/v))

A. 6.3 Wiederfindungsfunktionen von CTC dotierter Muskulaturproben

| y=0,859 + 0,0219

gefundene Konz. xf [mg/L]
(ZCTC +e-CTC)

UV-Detektion

01 2 3 4 5 6 7 8 910
Kalibrierkonz. xc des CTC-

Dotierstandards [mg/L]

o =~ N W » O O N O © O
I

gefundene Konz. xf [mg/L]

(£CTC +e-CTC)

0

9 | y=0,6884x - 0,0575

8 i

7 1

6 4

5 n

4

3

2 |

T MS/MS-Detektion

O T T T T T T T T T
01 2 3 4 5 6 7 8 910

Kalibrierkonz. xc des CTC-
Dotierstandards [mg/L]

Abb. A. 10: Wiederfindungsfunktion von CTC nach Aufarbeitung von CTC-dotierter Muskulaturpro-

ben
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A. 6.4 Interpretation der Wiederfindungsfunktion und Kontrolle der Ana-
lysenprézision

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Aussagefahigkeit der Wiederfindungsfunktion ist die Gleichwer-
tigkeit der Verfahrensstandardabweichungen Syo der Kalibrierfunktion des analytischen Grundverfah-
rens und der Kalibrierfunktion fiir die aufgestockte Matrix bzw. der Kalibrierfunktion. Einzelne Pro-
benvorbereitungsschritte wie z.B. Extraktion. Matrixeffekte und Probenvorbereitungsschritte konnen
zu deutlich hoherer Unprézision der Kalibrierung fiihren, so dall eventuell vorliegende systematische
Fehler verdeckt werden. Daher werden die Verfahrensstandardabweichung der Kalibrierfunktion des
Grundverfahrens Sy und die Reststandardabweichung der Wiederfindungsfunktion Sy mittels F-Test
auf signifikanten Unterschied gepriift.

Fiir die Priifgrofie PG gilt:

Syf 2
Gleichung A. 26: PG=| 21
SXO

Ist PG > F (f; = f, = N-2, P = 99%), so liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Stan-
dardabweichungen vor und es kann keine Aussage iiber das Nicht-Vorhandensein systematischer Ab-

weichungen gemacht werden.

A. 6.5 Ermittlung der Vertrauensbereiche fiir a; und bs

Aufgrund von zufélligen Fehlern, also einer Streuung der MeBBwerte ergeben sich als Achsenabschnitt
und Steigung der Wiederfindungsfunktion niemals die Idealwerte a; = 0 und by = 1. Zur Beurteilung
des Vorliegens sytematischer Abweichungen miissen daher zunichst die Vertrauensbereiche von af

und by ermittelt werden.

Fiir den Vertrauensbereich von ar gilt:

. 1 Xe
GlelchungA. 27: VB(af) = af T t(ny) . Syf . \/N—f + m
mit: t = Student-t-Faktor: P =95 %, f = N2

Fiir den Vertrauensbereich von by gilt:

tes) Sy

Z (Xi,c - ic )2

Gleichung A. 28: VB(b;)=b, £

A. 6.6 Priifung auf systematische Abweichungen

Mit Hilfe der berechneten Vertrauensbereiche fiir a;und b kann das Vorliegen systematischer Abwei-
chungen statistisch iiberpriift werden. Eine konstant-systematische Abweichung liegt mit 95%iger
statistischer Sicherheit vor, wenn der Vertrauensbereich VB(as) nicht den Wert as = O einschlief3t.
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Entsprechend gilt, da} eine proportional-systematische Abweichung mit 95%iger Sicherheit vor-
liegt, wenn der Vertrauensbereich VB (br) den Wert by = 1 nicht einschlieit. Beim Nachweis systema-
tischer Abweichungen hinsichtlich einzelner Verfahrensschritte ist das Analysenverfahren zu optimie-
ren und eine wiederholte Bestimmung der Wiederfindungsfunktion durchzufiihren. Lassen sich die
systematischen Abweichungen nicht eliminieren, so ist in der Beschreibung des Verfahrens deutlich
darauf hinzuweisen. Bei proportional-systematischen Abweichungen muf} eine Kalibrierung entweder
iiber das Gesamtverfahren, einschlieBlich Probenvorbereitung, erfolgen oder es ist das Verfahren der
Standardaddition anzuwenden. Beim Vorliegen konstant-systematischer Abweichungen geniigt gege-
benenfalls auch ein Warnvermerk in der Analysenvorschrift.

A. 6.7 Wiederfindung

Die Wiederfindung ist ebenfalls ein Beurteilungskriterium fiir die Richtigkeit eines Analysenverfah-

rens. Die Wiederfindung 148t sich anhand der Wiederfindungsfunktion nach folgender Formel ermit-

teln:
Gleichung A. 29: WF = %1100 % mit X, =a, +b, - X, ergibt sich
XC
af
= =|—+Db; |-100 %
XC

Ist das Analysenverfahren frei von konstant- und/oder proportional-systematischen Abweichungen, so
betrigt ar = 0 und br = 1 und die Wiederfindung ist 100 %. Bei Vorliegen von ausschlielich propor-
tional-systematischen Abweichungen ist as = 0, also die Wiederfindung unabhingig von X, und damit
allein durch bs bestimmt. In diesem Fall gilt:

Gleichung A. 30: WF =b, -100 %

Bei einer ausschlielich proportional-systematischen Abweichung kann daher ebenfalls eine Wieder-
findung angegeben werden. Wurden jedoch zusétzlich zu proportional-systematischen Abweichungen
oder ausschlieBlich konstant-proportionale Abweichungen festgestellt, so fithrt die Beschreibung der
Richtigkeit des Analysenverfahrens allein mit Hilfe der Wiederfindung zu Falschaussagen.
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A.7 Kalibrierung des HPLC-UV-Verfahrens zur Bestimmung von

is0-CTC und e-iso-CTC
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Abb. A. 11: Funktionaler Zusammenhang zwischen der Konzentration und der Peakfldche fiir die

Bestimmung von iso-CTC und e-iso-CTC mit HPLC-UV (270 nm) (n = §8)
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Abb. A. 12: Funktionaler Zusammenhang zwischen der Konzentration und der Peakfldche fiir die
Bestimmung von iso-CTC und e-iso-CTC mit LC-MS/MS (n = 8)
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Tab. A. 21: Konzentrationen, Mittelwerte und relative Standardabweichungen der Peakfldichen fiir die
Bestimmung von iso-CTC und e-iso-CTC mittels HPLC-UV (275 nm) (n = §8)

Konz. Peaki('ljéfl?ge iso- et o Konz. Peakﬂé;llce e-iso- St e
iso-CTC = n=3§ e-iso-CTC = n=3§

[mg/L| [liA(II} ?nfl)l] ( %] ) [mg/L] [nylA(II} :1?1)1] ( %l )
0,046 76,75 8 0,054 89,75 4
0,11 170,63 3 0,14 211,25 3
0,23 350,38 3 0,27 412,75 2
0,46 686,63 2 0,54 806,25 1
1,16 1794 1 1,34 2076,25 2
2,29 3551 2 2,71 4200,13 1
4,59 6735 1 5,41 7941,13 1

Tab. A. 22: Konzentrationen, Mittelwerte und relative Standardabweichungen der Peakfldchen fiir die
Bestimmung von iso-CTC und e-iso-CTC mittels LC-MS/MS (n = 8)

Peakfliche iso- Peakfliche e-iso-

. Konz. CTC Srel, iso-CTC 'KOIIZ. CTC srel, e-iso-CTC
iso-CTC 7 (n=8) (n=238) e-iso-CTC 7 (n=8) (n=28)
[mg/L] . [Yo] [mg/L] . [Yo]
[I min] [I min]

0,011 7052,38 9 0,014 7811,38 7
0,022 12098,38 7 0,028 13306,75 6
0,046 21481,38 9 0,054 23853,25 9
0,11 49179,25 7 0,14 57276,25 9
0,23 93024,38 6 0,27 106031,38 6
0,46 162757,75 5 0,54 182434,25 9
1,16 396051,50 7 1,34 444983,63 6
2,29 804916,38 6 2,71 937561,88 5
4,59 1473231,13 7 5,41 1668910,63 5
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A.8 Kalibrierung des HPLC-UV-MS/MS-Verfahrens zur Be-
stimmung von Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC
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Abb. A. 13: Epimerisierung von Anhydro-CTC in MeOH/Fliefimittel A (50/50) (v/v) (f = 10 mg/L) bei
einer Temperatur von 40 °C: Verlauf der Anhydro-CTC- und e-Anhydro-CTC-Konzen-
tration als Funktion von der Zeit (HPLC-UV, 275 nm)
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Abb. A. 14: Funktionaler Zusammenhang zwischen der Konzentration und der Peakfldiche fiir die Be-
stimmung von Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC mit HPLC-UV (275 nm) (n = 8)
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Abb. A. 15: Funktionaler Zusammenhang zwischen der Konzentration und der Peakfldche fiir die Be-

stimmung von Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC mit LC-MS/MS (n = 8)

Tab. A. 23: Konzentrationen, Mittelwerte und relative Standardabweichungen der Peakfldchen fiir die
Bestimmung von Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC mittels HPLC-UV-MS/MS (n = 8)

Peakflache Srel, Anhydro-CTC Peakfliache Srel, e-Anhydro-CTC
Anhydro-CTC (n=28) e-Anhydro-CTC (n=38)
[Ifn;';a y =8 [%] y =8 [%]
m A%Vmin] %Slﬁll]s uv MS/MS m A%Vmin] 1;/;511/11:14115 uv MS/MS
0,01 -- 623 - 9 - 551 -- 11
0,025 132 2234 7 12 112 1474 5 8
0,05 249 4814 6 10 210 4289 7 7
0,1 466 10189 5 8 424 6701 4 8
0,25 1105 27078 7 6 1025 24136 6 7
0,5 2283 46486 4 7 2177 41142 6 6
1 4775 81486 1 5 4582 72911 1 8
2,5 12486 182849 2 4 11999 161682 2 5
5 25137 381526 1 6 24293 347369 1 6
10 49235 761503 2 5 48634 672679 2 4
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A.9 Analysenvorschrift zur Bestimmung von CTC und Metabolite
in Muskulatur, Leber, Niere, Urin, Plasma, Knochen und
Faeces

A. 9.1 Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode dient der Identifizierung und Quantifizierung von CTC und seiner Umwandlungs- und
Abbauprodukte (,,Metabolite®) aus Muskulatur, Leber, Niere, Urin, Plasma, Knochen und Faeces. Aus
dem Endextrakt erfolgt die Identifizierung und Quantifizierung mit HPLC-UV und/oder LC-MS/MS.

A. 9.2 Liste der erfalbaren Stoffe

Chlortetracyclin  (CTC), epi-Chlortetracyclin (e-CTC), iso-Chlortetracyclin (iso-CTC), e-iso-
Chlortetracyclin ~ (e-iso-CTC),  Anhydrochlortetracyclin ~ (Anhydro-CTC) und e-Anhydro-
chlortetracyclin (e-Anhydro-CTC)

A. 9.3 Prinzip

Nach der Extraktion der Analyten aus der Matrix bzw. Einstellung des pH-Wertes der Probe mit Mcll-
vain-Puffer wird der so erhaltene Extrakt {iber eine Polymerphasen-Kartusche gereinigt und angerei-
chert. Die Konzentrationsbestimmung der Analyten erfolgt mit HPLC-UV-MS/MS.

A. 9.4 Reagenzien

a) Methanol, p. A.

b) Ethylendiamintetraessigsdure Dinatriumsalz-2-hydrat, (EDTA) reinst
¢) Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat, p. A. oder reinst

d) Natriumhydroxid, granuliert, p. A.

e) Perchlorsédure, 60%ige (p.a)

f) Salzsdure, 1 mol/L

g) Wasser, bidestilliert tiber Quarzglas

h) Zitronensdure Monohydrat, p. A.

1) Mcllvain-Puffer, pH 4 mit 0,01 mol/L EDTA

Mcllvain-Stammlosung (Gefalbeschriftung: Mcllvaine-Stammlosung): Zunéachst wird
eine Mcllvain-Stammldsung hergestellt, die bei einer Temperatur von 4 °C bis 8 °C im
Kihlschrank aufzubewahren ist. Dazu wurden 284 g Na,HPO, (¢ 2 Mol) und 210 g
Zitronensdure Monohydrat (¢ 1 Mol) mit bidest. H,O auf 1 L aufgefiillt.

100 ml Mcllvain-Stammlosung wird mit 800 mL bidest. H,O versetzt und 3,72 g
EDTA (¢ 0,01 mol/L) darin aufgeldst. Der pH-Wert dieser Losung wird mit HCI (6
mol/L) auf 4 eingestellt. Die resultierende Losung wird mit bidest. H,O auf 1 L aufge-
fiillt. GefaBbeschriftung: Mecllvain-Puffer, pH 4 mit 0,01 mol/L EDTA

j) Mcllvain-Puffer, pH 4 mit 0,1 mol/L EDTA
Mcllvain-Stammlosung (GefaBbeschriftung: Mcllvain-Stammlésung): Zundchst wird
eine Mcllvain-Stammldsung hergestellt, die bei einer Temperatur von 4 °C bis 8 °C im
Kiihlschrank aufzubewahren ist. Dazu werden 284 g Na,HPO,4 (¢ 2 Mol) und 210 g
Zitronensidure Monohydrat (¢ 1 Mol) mit bidest. H,O auf 1 L aufgefiillt.
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100 ml Mcllvain-Stammlésung werden mit 800 mL bidest. HO versetzt und 37,2 g
EDTA (2 0,1 mol/L) darin aufgelost. Der pH-Wert dieser Losung wird mit HCI (6
mol/L) auf 4 eingestellt. Die resultierende Losung wird mit bidest. H,O auf 1 L aufge-

fiillt. GeféBbeschriftung: Mcllvain-Puffer, pH 4 mit 0,1 mol/L EDTA

k) Extraktionsmittel M
Methanol/Mcllvain-Puffer pH 4 mit 0,01 mol/L EDTA (20/80) (v/v)

1) Perchlorsdure 6% (w/w)
Zu 50 g bidest Wasser werden 10 g 60%ige Perchlorsdure gegeben und mit bidestil-
liertem Wasser auf 100 g aufgefiillt.

m)FlieBmittel A
In einen 1000 mL-MefBkolben werden etwa 700 mL bidest. H,O vorgelegt und 100
mL Acetonitril (HPLC Gradient Grade) sowie 5 mL konzentrierte Ameisenséure
(reinst) zugegeben. AnschlieBend wird mit bidest. H,O auf 1 L aufgefiillt und gut ge-
mischt.

n) FlieBmittel B
In einen 1000 mL-MefBkolben werden etwa 200 mL bidest. H,O vorgelegt und 600
mL Acetonitril (HPLC Gradient Grade) sowie 5 mL konzentrierte Ameisensaure
(reinst) zugegeben. Anschlieend wird mit bidest. H,O auf 1 L aufgefiillt und gut ge-
mischt.

A. 9.5 Gerite

a) Handelsiibliche Labor- und Glasgerite

b) Ultra-Turrax, T 25 (Janke & Kunkel)

¢) Zentrifuge, Megafuge 2.0R (Heraeus Sepatech/Osterode)

d) Polymerphasen-Kartuschen: Oasis HLB (Waters, Art.Nr.: WAT106202)
¢) Vakuumfiltrationsgerit J.T. Baker spe-12 G (Baker/Gross-Gerau)

f) TurboVap® LV Evaporator, Typ ZW 7001 (Zymark/Idstein)

g) Vortex-Riittler, Minishaker MS 2 (Tka Labortechnik/Staufen)

h) Moulinette SE (Moulinex)

1) Horizontalschiittler HS 501 digital (Ika Labortechnik/Staufen)

J) Knochenmiihle, Typ SM 2000 (Retsch/Haan)

A. 9.6 Probenvorbereitung

A 9.6.1 Herstellung der Probenextrakte

Herstellung des Probenextraktes aus Muskulatur: Muskulatur wird in einer Moulinette zerkleinert.

5 g dieser zerkleinerten Matrix werden in ein 80 mL Zentrifugenglas eingewogen. Zu den Proben wer-

den 15 mL Extraktionsmittel M gegeben. AnschlieBend wird 1 min (nach Stoppuhr) mit dem Ultratur-

rax bei 8000 U/min homogenisiert. Die so homogenisierte Probe wird 25 min bei 3300 g zentrifugiert.

Der Turraxstab wird mit 15 mL Extraktionsmittel M gespiilt. Das Pellet wird mit den 15 mL Extrakti-

onsmittel M erneut 1 min mit dem Ultraturrax bei 8000 rpm homogenisiert und 25 min bei 3300 g

zentrifugiert. Die Uberstinde werden vereinigt, nochmals 15 min bei 3300 g zentrifugiert und der

Uberstand zur Festphasenextraktion verwendet.

Herstellung des Probenextraktes aus Leber und Niere: Leber oder Niere wird in einer Moulinette

zerkleinert. 5 g dieser zerkleinerten Matrix werden in ein 80 mL Zentrifugenglas eingewogen. Zu den
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Proben werden 15 mL Mcllvain-Puffer mit 0,1 mol/L EDTA gegeben. AnschlieBend wird 1 min (nach
Stoppuhr) mit dem Ultraturrax bei 8000 U/min homogenisiert. Die so homogenisierte Probe wird 25
min bei 3300 g zentrifugiert. Der Turraxstab wird mit 15 mL Mcllvain-Puffer mit 0,1 mol/L EDTA
gespiilt. Das Pellet wird mit den 15 mL Mcllvain-Puffer erneut 1 Min mit dem Ultraturrax bei 8000
rpm homogenisiert und 25 min bei 3300 g zentrifugiert. Die Uberstinde werden vereinigt, nochmals

15 min bei 3300 g zentrifugiert und der Uberstand zur Festphasenextraktion verwendet.

Herstellung des Probenextraktes aus Urin: 5 mL Urin werden in ein 10 mL Zentrifugenglas gege-
ben. Nach Zugabe von 4 mL Mcllvain-Puffer mit 0,1 mol/L EDTA wird 15 Minuten bei 3300 g bei
Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand zur Festphasenextraktion verwendet.

Herstellung des Probenextraktes aus Plasma: 5 mL Plasma werden in ein 10 mL verschlieBbares
Reagenzglas aus Kunststoff gefiillt. Es werden zur Proteinféllung 5 mL 6%ige Perchlorsdure zugege-
ben und 30 min auf einer Riittelmaschine bei 250 Schiibe/min geschiittelt. Danach werden die gefall-
ten Proteine 15 min in einer Zentrifuge bei 3300 g abzentrifugiert (gekiihlte Zentrifuge: 10 °C). Der
Uberstand wird in ein Zentrifugenglas iiberfiihrt, anschlieBend das Reagenzglas mit 5 mL Mcllvain-
Puffer mit 0,1 mol/L EDTA gespiilt, ebenfalls in das Zentrifugenglas iiberfiihrt und schlieBlich weitere
20 mL Mcllvain-Puffer zugegeben. Danach wird 15 Minuten bei 3300 g zentrifugiert (gekiihlte Zentri-
fuge: 10 °C). und der Uberstand zur Festphasenextraktion verwendet.

Herstellung des Probenextraktes aus Knochen: 1 g mit einer Knochenmiihle gemahlene Knochen
werden in ein 10 mL verschlieBbares Reagenzglas aus Kunststoff gegeben. Nach Zugabe von 15 mL
1 moL/L HC1 wird die Probenlosung iiber Nacht in den Kiihlschrank gestellt. Am nédchsten Tag wird
45 min bei 260 Schiibe/min auf dem Schiittler geschiittelt und der Extrakt {iber einen Faltenfilter in ein
10 mL-Zentrifugenglas filtriert. Das Reagenzglas aus Kunststoff wird mit 6 mL bidestilliertem Wasser
ausgespiilt und zum Probenextrakt gegeben. Anschlieend wird der pH-Wert mit 2 mol/L NaOH auf
etwa 4 eingestellt. Die Probenextrakte werden mit bidestilliertem Wasser fiir die Austarierung der
Zentrifuge auf ein bestimmtes Gewicht aufgefiillt. Danach wird 15 Minuten bei 3300 g zentrifugiert
(gekiihlte Zentrifuge: 10 °C). und der Uberstand zur Festphasenextraktion verwendet.

Herstellung des Probenextraktes aus Kot: 0,5 g Faeces werden in ein 10 mL verschlieBbares Rea-
genzglas aus Kunststoff gegeben. Nach Zugabe von 10 mL Mcllvain-Puffer mit 0,1 mol/L EDTA wird
15 Minuten bei 260 Schiibe/min auf dem Schiittler geschiittelt. AnschlieBend wird 15 min bei 3300 g
und 10 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein 30 mL Sammelzentrifugenglas gegeben. Das Pellet
wird noch zweimal mit 10 mL Mcllvain-Puffer mit 0,1 mol/L EDTA extrahiert. Die Extrakte werden
jeweils 15 Minuten bei 260 Schiibe/min auf dem Schiittler geschiittelt und anschlieBend 15 min bei
3300 g und 10 °C zentrifugiert. Die vereinigten Uberstéinde im Sammelgefi8 werden nochmals 10 min

bei 3300 g zentrifugiert und der Uberstand zur Festphasenextraktion verwendet.
A 9.6.2 Aufreinigung durch Festphasenextraktion

Der Probenextrakt wird manuell mittels Festphasenextraktion gereinigt und aufkonzentriert, wozu

Oasis HLB- Festphasenkartuschen verwendet werden.

Konditionierung der Kartuschen:

Die Kartusche wird mit 3 mL Methanol und anschliefend mit 3 mL bidest. Wasser konditioniert.
(Nach der Konditionierung darf die Kartusche nicht trockengesaugt werden!)
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Probenaufgabe:

Der Probenextrakt wird sofort nach der Konditionierung /angsam durch die Festphasenkartusche ge-
saugt. Nach der Probenaufgabe wird die Kartusche fiir Muskulaturextrakt zweimal mit 3 mL Me-
OH/bidest. H,O (30/70) und fiir die anderen Probenextrakte zweimal mit 3 mL MeOH/bidest. H,O
(5/95) gespiilt und anschlieBend kurz trockengezogen.

Elution:

Die langsame, tropfenweise Elution der Analyten erfolgt mit 3 ml Methanol in ein 10 mL Turbovap-
glas. (Bemerkung: Fiir die Bestimmung von Anhydrochlortetracyclin und e-Anhydrochlortetrayclin

mit 6 mL Methanol eluieren!)
A 9.6.3 Herstellung des Endextraktes

Das FEluat wird im TurboVap bei 30°C Badtemperatur bis zur Trockene eingeengt. Der Riickstand
wird in 200 pL Methanol/ FlieBmittel A (50/50) (v/v) aufgenommen. Kann der Extrakt nicht sofort
vermessen werden, wird der Extrakt im Tiefkiihlschrank bei -26°C bis zur Messung gelagert.

A. 9.7 HPLC-UV-MS/MS-Messung

A 9.7.1 Standardlosungen

Stammldsungen: Die Stammlosungen aller eingesetzten Substanzen werden als Einzellosungen her-
gestellt und aliquotiert bei einer Temperatur von -80 °C aufbewahrt. Zur Herstellung der Stammldsung
werden 10 mg der Festsubstanz in einen 10 mL-MeBkolben eingewogen und mit Methanol (p. a.) auf
10 mL aufgefiillt. Diese Losung (f = 1g/L) werden in Aliquoten von 1 mL aufgeteilt und sofort tiefge-
froren.

Kalibrierlosungen: Die Kalibrierlosungen der jeweiligen Epimerenpaaren (CTC/e-CTC, Anhydro-
CTC/e-Anhydro-CTC, epimerisiertes iso-CTC) wurden aufgrund der Stabilitdt, bedingt durch die
leichte Epimerisierung in schwach saurer Losung, im Verhéltnis 1:1 durch Verdiinnung der Stammlo-
sungen mit Methanol/FlieBmittel A (50/50) (v/v) hergestellt, anschlieBend entsprechend der Stammlo-
sungen aliquotiert und bei einer Temperatur von -80 °C eingefroren.

A 9.7.2 Analysengeriite

HPLC-UV-MSMS-Anlage (Alliance 2690, Waters/Quattro Ultima, Micromass) mit lon-Spray Inter-
face, MassLynx-Auswertesoftware.

A 9.7.3 HPLC-UV-Einstellungen

FluBrate: 0,4 mL/min

Injektionsvolumen: 20 bzw. 40 pL

FlieBmittel: A, B

Vorséule: YMC-ODS-AM, (19 x 3 mm, 5 um)

Trennsédule YMC ODS-AM (150 x 3 mm, 3 pm)
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Detektionswellenlénge: 370 nm (CTC, e-CTC)
275 nm (is0-CTC, e-iso-CTC, Anhydro-CTC, e-Anhydro-CTC)

Gradient:
Zeit [min] FlieBmittel A [%] FlieBmittel B [%]
0 90 10
1,5 80 20
12 60 40
15 40 60
18 0 100
22 0 100
25 90 10
29 90 10

A 9.7.4 LC-MS/MS-Einstellungen

Die Detektion der Analyten mittels Tandemmassenspektrometer erfolgt mit der Electrospray-
Ionisation im positiven MeBmodus (ESI"). Die MS/MS-Detektion erfolgt dabei im MRM-Modus.

Instrument-Parameter

Polarity ESI”
Calibration Static 2
Capillary (kV) 3.50
Cone (V) 50
Hex 1 (V) 0.0
Aperture (V) 0.0
Hex 2 (V) 0.5
Source Temperature (°C) 125
Desolvation Temperature (°C) 270
Cone Gas Flow (L/h) 100
Desolvation Gas Flow (L/h) 500
LM 1 Resolution 10.0
HM 1 Resolution 10.0
Ion Energy 1 1.0
Entrance 15
Collision 25
Exit 15
LM 2 Resolution 10.0
HM 2 Resolution 10.0
Ton Energy 2 1.0

Multiplier (V) 650




Anhang A 37
MS/MS-Methode
CTC und e-CTC
Precurser-lon Cone Produkt-Ion Dwell Time Collision
m/z [V] m/z [sec] [eV]
154,0 0,4 30
370,5 0,5 30
478.,9
4437 0,2 20
20
462,0 0,3 20
464,1 0,3 20
480,5
446,1 0,3 20
is0-CTC und e-iso-CTC
Precurser-Ion Cone Produkt-Ion Dwell Time Collision
m/z [V] m/z [sec] [eV]
154,0 0,4 30
478.,9 20 197,0 0,5 40
462,3 0,3 20
480,6 464,2 0,3 20
Anhydro-CTC und e-Anhydro-CTC
Precurser-Ion Cone Produkt-Ion Dwell Time Collision
m/z [V] m/z [sec] [eV]
98,0 0,4 30
461,5 20 154,0 0,5 25
4439 0,2 25
462,7 4458 0,3 25

A 9.7.5 Identitatsnachweis

Die Identifizierung erfolgt iiber die UV-Spektren, sowie liber die Massenspuren der Fragmentionen,

ihre relativen Intensitdten und Retentionszeiten.

A 9.7.6 Quantifizierung

Die Quantifizierung kann mit HPLC-UV oder mit LC-MS/MS in Plasma, Faeces, Muskulatur und
Knochen erfolgen. Fiir Urin, Leber und Niere ist eine Auswertung iiber die UV-Chromatogramme
nicht moglich. Zur Quantifizierung wird mit Hilfe von Standardlésungen eine Kalibriergerade erstellt
(externe Standardmethode) und der Stoffgehalt der Proben in ng pro Probeninjektionsvolumen ermit-
telt. AnschlieBend erfolgt die Berechnung der Analytmenge in der Probe in pg/L bzw. pg/kg Matrix.




