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(57) Abstract

A process and appropriate device are disclosed for determining the androstenone content of adipose tissues in clearly shor-
ter times. The disclosed process has the following steps: (a) liquefying an adipose tissue sample by heating up to a predetermined
temperature in the 45 to 60 °C range; (b) mixing a defined amount of the liquid fat with a water-soluble solvent for androstenone
at the temperature of the liquid; (c) cooling the fat/solvent mixture down to a predetermined temperature, at which a substantial
proportion of the fat dissolved in the solvent is separated from the solution whereas the major part of the androstenone dissolved
in the solvent phase remains dissolved in the solvent; (d) sampling of a defined amount of the androstenone-containing solvent
phase and diluting it in a predetermined ratio with an aqueous buffer solution admissible for the used detection process; (e) de-
termining the androstenone content of the solvent/buffer solution phase by means of known per se competitive immunological
detection reactions.

(57) Zusammenfassung

Um bei einem Verfahren zur Bestimmung von Androstenon-Gehalten in Fettgeweben zu deutlich kiirzeren Durchfiihrungs-
zeiten zu kommen, wird folgendes Bestimmungsverfahren und eine hierfiir angepalte Vorrichtung vorgeschlagen: (a) Verfliissi-
gung einer Fettgewebeprobe durch Erwirmen auf eine vorgegebene Temperatur im Bereich von 45 bis 60 °C; (b) Mischen einer
definierten Menge des fliissigen Fetts mit einem wasserldslichen Losemittel fiir das Androstenon bei der Temperatur des fliissi-
gen Fetts; (c) Abkiihlen der Fett/Losemittelmischung auf eine vorgegebene Temperatur, bei der wesentliche Anteile des im Lose-
mittel gelsten Fetts einerseits aus der Losung ausgeschieden werden und andererseits jedoch der iiberwiegende Teil des in der
Losemittelphase gelosten Androstenon im Losemittel geldst verbleibt; (d) Entnahme einer definierten Menge der androstenon-
haltigen Losemittelphase und Verdiinnung in einem vorgegebenen Verhiltnis mit einer fiir das verwendete Nachweisverfahren
vertrdglichen waBrigen Pufferlosung; (¢) Ermittlung des Androstenon-Gehalts der Losemittel-/Pufferlosungsphase mittels an
sich bekannter kompetitiver immunologischer Nachweisreaktionen.
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Verfahren zur Bestimmung von Androstenon-Gehalten in
Fettgeweben

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von
Androstenon-Gehalten in Fettgeweben sowie eine Vorrich-
tung zur Durchfiihrung dieses Verfahrens.

5a-Androst-16-en-3-on, das fiir den Geschlechtsgeruch des
Ebers verantwortlich ist und einen intensiv urinartigen
Geruch aufweist, wird im Fettgewebe der Tiere angerei-
chert. Diese Anreicherung im Fett ist unabh&ngig von der
anatomischen Lage des Fettgewebes und betrifft gleicher-
mafien z.B. subkutanes Fett (Speck), intermuskulires Fett,
intramuskulédres Fett und Organfett. Damit entsteht das
erhebliche Problem, daB Fleisch von Ebern, insbesondere
beim Erwdrmen im Rahmen der Zubereitung, einen sensorisch
duflerst stbrenden Uringeruch verursachen kann. Anderer-
seits zeigen Eber aufgrund der anabolen Wirkung der neben
Androstenon ebenfalls im Hoden gebildeten Hormone erheb-
liche Wachstumsvorteile. Die Zulassung der Ebermast
innerhalb der EG verlangt nach einer Untersuchungsmdg-
lichkeit, um routinemiBig solche Eber zu entdecken und
aussondern zu k&nnen, bei denen, aufgrund fortgeschrit-
tener Pubertdtsentwicklung, die Geschlechtsgerucheinlage-
rung im Fett bereits ein sehr hohes Niveau erreicht hat.
Als noch tolerierbarer Grenzwert fiir den Androstenon-
Gehalt werden derzeit 0,5 pug/g Fettgewebe diskutiert.

Zwar sind bisher schon zuverlidssige MeBverfahren, insbe-
sondere auf enzymimmunclogischer Basis, zur Bestimmung
von Androstenon im Fettgewebe bekannt, jedoch lassen die
bekannten Verfahren esllenfalls stichprobenartige Labor-
Untersuchungen, keinssfalls jedoch eine kontinuierliche
Kontrolle parallel zum Schlachtband aufgrund des sehr
hohen Zeitbedarfs der Analysen zu.
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Aufgabe der Erfindung ist es, die bekannten MeBverfahren
so weit zu verbessern, daB diese in einer wesentlich
kiirzeren Zeit durchzufiihren sind und mdglichst auch in
einem technisch einfachen, automatisierbaren Verfahren

angewendet werden konnen.

Diese Aufgabe wird bei einem Verfahren der eingangs be-
schriebenen Art erfindungsgem#B dadurch gel&st, daB das
Bestimmungsverfahren folgende Schritte umfaBt:

a) Verflissigung einer Fettgewebeprobe durch Erwirmen auf
eine vorgegebene Temperatur im Bereich von 45 bis 60°C;

b) Mischen einer definierten Menge des fliissigen Fetts
mit einem wasserldslichen LSsemittel fiir das Androstenon

bei der Temperatur des fliissigen Fetts;

c) Abkiihlen der Fett/L&semittelmischung auf eine vorge-
gebene Temperatur, bei der wesentliche Anteile des im
Losemittel gelSsten Fetts einerseits aus der L8sung aus-
geschieden werden und andererseits jedoch der tiberwiegen-
de Teil des in der Ldsemittelphase geldsten Androstenon

im Losemittel geldst verbleibt;

d) Entnahme einer definierten Menge der androstenonhalti-
gen Losemittelphase und Verdiinnung in einem vorgegebenen
Verhdltnis mit einer fiir das verwendete Nachweisverfahren

vertraglichen wédfirigen Pufferl&sung;
e) Ermittlung des Androstenon-Gehalts der L¥semittel-
/Pufferltsungsphase mittels an sich bekannter kompetiti-

ver immunologischer Nachweisreaktionen.

Ein besonders geeignetes Nachweisverfahren stellt das
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MeBverfahren, das aus der Publikation von R. Claus, G.
Mahler und E. Miinster in "ARCHIV FUR LEBENSMITTEL-

'HYGIENE", Jahrgang 39, Heft 4/1988, Seiten §7-90, bekannt

wurde, dar. Auf diese Beschreibung des kompetitiven immu-
nologischen MeBverfahrens wird hiermit vollinhaltlich

Bezug genommen.

Das genannte immunologische MeBverfahren beruht darauf,
daB in einem Testsystem eine definierte Menge spezifi-
scher, gegen die zu messende Substanz (hier das Andro-
stenon) erzeugter Antikdrper vorgelegt wird. Zur besseren
Handhabung der Antik&rper werden diese auf einer Aufnah-
meplatte, insbesondere einer Mikrotiterplatte, immobili-
siert. Die so vorbereitete Aufnahmeplatte wird mit einem
enzymmarkierten Androstenon und der das freie, zu be-
stimmende Androstenon enthaltenden, l&semittelhaltigen
Pufferldsung inkubiert. Nach Ablauf der vorgegebenen
Inkubationszeit wird dekantiert und die Aufnahmeplatte
von nicht an die Antikdrper gebundenem Androstenon be-

freit.

Der Anteil an enzymmarkiertem Androstenon, der an den
immobilisierten AntikOrpern gebunden an der Aufnahmeplat-
te vorliegt, hd&ngt direkt von dem Anteil an freiem Andro-
stenon ab, der in der l8semittelhaltigen Pufferldsung
vorhanden war. Die nach dem eben beschriebenen Verfah-
rensschritt meBbare Enzymaktivitdt resultiert von den an
den AntikOrpern gebundenen enzymmarkierten Androstenon-
Anteilen und ist damit ein MafB, in welchem Umfang das
enzymmarkierte Androstenon durch freiesg, durch die l8se-
mittelhaltige Pufferldsung eingefiihrtes Androstenon ver-

dréngt worden ist.

Anhand von bekannten enzymatischen Reaktionen, beispiels-

weise anhand von enzymetischen Oxidations- oder Reduk-
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tionsreaktionen mit Farbstoffen, l&Bt sich dann eine
leicht meBbare GrdBe fiir das Vorhandensein von enzym-
markiertem Androstenon auf der Aufnahmeplatte erhalten.

Im Detail ist diese Methode noch anhand eines Beispiels

weiter unten erlautert.

Selbstverstindlich kommen auch alternative kompetitive
immunologische Nachweisreaktionen fiir das erfindungs-

gemdBe Verfahren in Frage.

Fiir die Anwendbarkeit des erfindungsgemédfen Verfahrens in
automatisierten MeBanlagen, die parallel zum Schlachtband
betrieben werden kdnnen, ist maBgebend, daB ein Minimum
an Probenaufbereitungsschritten verwendet wird und daB
insbesondere langwierige Trocknungs-, Einengungs- oder

sonstige Destillationsschritte vermieden sind.

Das Vermeiden solchef Schritte fdrdert auch die Verlalh-
lichkeit des Verfahrens, da die Androstenone neben ihrer
extrem guten Fettldslichkeit auch eine relativ hohe
Fliichtigkeit besitzen, weshalb zum einen mdglichst bei
niedrigen Temperaturen gearbeitet wird und zum anderen
eine Methode, die Trocknungs- und Destillationsschritte
vermeidet, die VerldBlichkeit der Analysenergebnisse

steigert.

Vorzugsweise wird das Ldsemittel so ausgewahlt, daB es
neben guten Ldseeigenschaften fiir das nachzuweisende
Androstenon im Temperaturbereich von ca. 20 bis 60°C
einen Temperaturkoeffizienten fiir die FettlSslichkeit
aufweist, welcher gr&Ber ist als der Temperaturkoeffi-
zient fiir die Androcstenon-L8slichkeit in diesem Tempera-
turbereich. Dies erlaubt durch einen Abkiihlungsschritt
nach der Mischung der fliissigen Fettprobe mit dem Lise-
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mittel in dem Losemittel gel®ste Fettanteile effektiv
abzuscheiden, so daB spidter bei dem Schritt der Mischung
der Ldsemittelphase mit der wdBrigen Pufferldsung im
wesentlichen keine Abscheidung von FetttrSpfchen oder
allgemein einer Fettphase mehr beobachtet wird. Gleich-
zeitig bleibt aber bei der Abkiihlung der Mischung das im
L&semittel vorhandene geldste Androstenon in der LOsung
erhalten und steht somit filir die spdtere Nachweisreaktion
zur Verfiigung.

Damit mdglichst wenig St&rungen mit der spdateren im
Nachweisreaktionsystem verwendeten Enzymreaktion auf-
treten, sollte das L¥sungsmittel vorzugsweise allenfalls

einen geringen EinfluB auf die Enzymaktivitdt haben.

Ferner ist erwiinscht, daf das Losemittel kaum EinfluBl auf
die Antigen/Antik8rperreaktionen des Nachweisreaktions-
systems anfweist, um die Selektivit#&t und Empfindlichkeit

des Nachweissystems nicht zu vermindern.

Als besonders geeignete L&semittel haben sich methanol-
haltige L¥semittel erwiesen, und es hat sich iiberraschen-
derweise herausgestellt, daB insbesondere reines Methanol
vorziiglich fiir das erfindungsgeméfe Verfahren geeignet
ist. Uberraschenderweise nimmt das in den Folgeschritten
weiterverschleppte Methanol kaum Einflufl auf die Enzym-
aktivitdt im Nachweisreaktionssystem und 1l&Bt auch das
Antigen/Antikdrperreaktionssystem im wesentlichen unbe-

einflufBt.

Dies trifft insbesondere dann zu, wenn das Mischungs-

verhdltnis der fliissigen Fettprobe zum LOsemittel im Be-
reich von 1:10 bis 0,1:10 (Volumenverhdltnisse) gewdhlt
wird. Der angegebene Bereich des Mischungsverhdltnisses

von fliissiger Fettprobe zu Lisemittel stellt sicher, daB
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zum einen ausreichend Fettphase zur Extraktion des Andro-
stenons zur Verfiigung steht, so daB im Folgeschritt mit
ausreichend geringen L&sungsmittelphasenanteilen gearbei-
tet werden kann. Selbstversténdlich hdngen die Grenzen,
innerhalb derer die Erfindung praktikabel ist, nicht
unwesentlich von der Wahl des Lﬁsungsmitfels ab und
selbstverstdndlich dariiberhinaus auch von der Wahl des

Nachweisreaktionssystems.

Als besonders gut geeigneter Arbeitsbereich hat sich ein
Mischungsverhdltnis von fliissiger Fettprobe zu Ldsungs-
mittel im Bereich von 0,2:10 bis 0,5:10 erwiesen.

Ein weiterer wichtiger Schritt im Hinblick auf die mbg-
liche St6rung bzw. Beeinflussung von enzymatischen Reak-
tionen bzw. von immunologischen Reaktionen ist das Ver-
hdltnis der Verdiinnung der LOsungsmittelphase mit der
Pufferldsung. Dies wird bevorzugt im Volumenverhédlnis von
20:80 bis 5:95 vorgenommen, da so zum einen sicherge-
stellt ist, daB nicht zuviel L&Ssungsmittel in das Reak-
tionsmedium eingeschleppt wird, in dem dann die Antigen-
/Antikdrperreaktion stattfindet, und zum anderen ist
sichergestellt, daB ausreichend Androstenon fiir die
Konkurrenzsituation mit dem enzymmarkierten Androstenon
zur Verfiigung steht, so daB letztendlich die geforderte

Nachweisgrenze eingehalten werden kann.

Insbesondere im Hinblick auf den Verdiinnungsschritt wird
bereits beim Abkithlungsschritt die Endtemperatur der
Probe nach der Abkiihlung so gew&hlt, daB das zundchst
wiahrend dem Vermischen mit der fliissigen Fettprobe in dem
Lésemittel geldste Fett in einem solchen Umfang aus dem
Losemittel abgeschieden wird, daf# im nachfolgenden Ver-
diinnungsschritt (Schritt d)) eine im wesentlichen fett-

phasenfreie LOsung erhalten wird. Falls bei dieser Mi-
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schung von L&semittel und wédBriger Pufferl&sung eine Aus-
scheidung einer Fettphase in grdferem Ausmaf vorkommen
sollte, ist zu gewdrtigen, daB dieser Vorgang die spdte-
ren Nachweisreaktionen, insbesondere auch die photo-
metrische Bestimmung der Enzymaktivit&dt, hindert.

Das bereits zuvor in Einzelheiten beschriebene Nachweis-
verfahren fiir Androstenone, das in der Verdffentlichung
in "ARCHIV FUR LEBENSMITTELHYGIENE" 1988, Seiten 87-90,
verb6ffentlicht ist, wurde insbesondere in einem Punkt
modifiziert, ndmlich in der Temperatur, bei der die immo-
bilisierten Antikdrper mit dem enzymmarkierten und freien

Androstenon inkubiert werden.

Das im Schritt e) des erfindungsgeméfen Verfahrens bevor-
zugte Nachweisverfahren 1&Bt sich durch folgende Schritte
charakterisieren:

(1) daB eine Aufnahmeplatte mit einem Antik&rperserum be-
schichtet wird und die AntikSrper an der Aufnahmeplatte
immobilisiert werden, wobei die Antikdrper spezifisch mit
Androstenonen, insbesondere 5a-Androst-l6-en-3-on, rea-

gieren;

(2) daB die immobilisierten Antikdrper mit einer defi-
nierten Menge eines enzymmarkierten Androstenons und mit
einem vorgegebenen Volumen der in Schritt d) erhaltenen
16semittelhaltigen Pufferldsung bei einer Temperatur von
ca. 42 bis 48°C, vorzugsweise bei ca. 45°C, fiir eine vor-
gegebene Zeitspanne gleichzeitig inkubiert werden;

(3) daB das nichtgebundene enzymmarkierte und freie
androstenon entfernt und die beschichtete Aufnahmeplatte

gewaschen wird;

(4) daB eine ein Substrat enthaltende Pufferldsung auf
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die Aufnahmeplatte gegeben wird, wobei das Substrat mit

dem Markerenzym eine Enzymreaktion eingeht;

(5) daB die Enzymreaktion fiir eine vorbestimmte Zeit-
spanne bei einer vorgegebenen Temperatur durchgefiihrt
wird und danach mit einem geeigneten Reaktionsmittel ab-

gestoppt wird; und

(6) daB der Reaktionsumsatz der enzymatischen Reaktion,
vorzugsweise photospektrometrisch, bestimmt wird.

Hier hat sich herausgestellt, daBl entgegen der friiheren
Praxis, bei der diese Inkubation bei 37°C vorgenommen
wurde, trotz der hohen Fliichtigkeit des Androstenons eine
bedeutend hdhere Temperatur Anwendung finden kann, nam-
lich in einem Temperaturbereich von ca. 42 bis 48°C. Vor-
zugsweise wird eine Temperatur von ca. 45°C eingehalten,
bei der unter den vordefinierten Voraussetzungen bei aus-
reichender Nachweissicherheit eine minimale Zeitspanne

fiir das Inkubieren bendtigt wird.

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgem&Ben Verfahrens
ist, daB aufgrund der fehlenden Trennschritte und auf-
grund der sorgfdltigen Auswahl des verwendeten L&semit-
tels, mit der Mdglichkeit dieses bis in die Antigen-
/Antikdérperreaktionssysteme zu verschleppen, die Weiter-
verarbeitungen der einzelnen LOsungen und Fliissigkeits-
gemische allein durch Pipettieren mdglich wird. Dadurch
wird die Mdglichkeit geschaffen, den Transport, das Ver-
mischen und Trennen von Phasen etc. auf Pipettierschritte
zu beschrérken, die leicht automatisierbar sind. Dariiber
hiraus fallen bei dem erfindungsgemé&fBen Verfahren nur
geringste Mengen an zu entscrgenden fliissigen Abfall-
stoffen und Abwdssern an. Diese sind auferdem ohne beson-
dere Vorkehrungen zu verwerten und beispielsweise dem
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Eine geeignete Vorrichtung zur automatisierten Durch-
fiihrung des erfindungsgemd@fen Verfahrens ist durch eine
an sich bekannte programmierbare und temperierbare Pipet-
tiervorrichtung gegeben, welche zusitzlich mit einer
heizbaren Probeneingangsstation ausgeriistet ist, welche
die eingangsseitige Fettgewebeprobe aufnimmt und bei der
gewlinschten Temperatur verfliissigt.

Die Pipettiervorrichtung ist mit mehreren Probeaufnahme-
vorrichtungen, insbesondere Mikrotiterplatten, ausge-
riistet und fiihrt die Verfahrensschritte b), c) und d)
sowie gegebenenfalls die zus&tzlichen Schritte 2, 3, 4
und 5 des Probenaufbereitungsverfahrens sowie des Nach-
weisverfahrens unter Einhaltung definierter Temperatur-

bedingungen und Zeitdauern fiir die einzelnen Verfahrens-

- schritte durch.

Ausgangsseitig wird die Pipettiervorrichtung mit einer
MeBvorrichtung zur direkten oder indirekten Bestimmung
einer den Androstenon-Gehalt der Fettgewebeprobe reflek-

tierenden MeBgr&BRe ausgeriistet.

Eine Kalibrierung der MeBergebnisse erfolgt vorzugsweise
unter Durchfiihrung der fiir die zu untersuchende Probe
vorgesehenen Verfahrensschritte bei identischen Bedingun-
gen, jedoch unter Verwendung von Schweineschmalz mit
definiert zugegebenen Androstenon-Anteilen. Damit lassen
sich alle vorrichtungseigenen und verfahrenstypischen
Parameter und Fehler ausgléichen, da der Probengehalt
nachfolgend aufgrund der mit der Eichsubstanz erhaltenen

Mefkurve ermittelt wird.

Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung einer



WO 94/06018 PCT/EP93/02350
~10~ '

1 Aufnahmeplatte, auf welcher eine definierte Menge gegen
Androstenon spezifische Antik&rper immobilisiert ist, zur
Aufnahme der in Schritt d) des erfindungsgemdfien Verfah-
rens erhaltenen androstenonhaltigen Probe zusammen mit

5 einem enzymmarkierten Androstenon und zur anschlieflenden
Durchfithrung der kompetitiven Nachweisreaktion gemds
Schritt e) des erfindungsgemdBen Verfahrens. Bevorzugt
ist dabei die Verwendung einer Aufnahmeplatte, die als
Mikrotiterplatte ausgebildet ist.

10
Die beim erfindungsgemd@fien Verfahren verwendete kompeti-
tive immunologische Nachweisreaktion hat den Vorteil
einer extrem hohen Spezifitdt fiir die zu messende Sub-
stanz. Allerdings sind fiir den ungestdrten Ablauf dieser
15 Nachweisreaktionen physiologische Reaktionsbedingungen
sicherzustellen, weshalb den vorgeschaltenen Aufarbei-
tungs- und Reinigungsschritten erhebliche Bedeutung
zukommt. Diese Verfahrensschritte miissen einerseits die
zu messende Substanz .aus der biologischen Matrix (hier
20 Fettgewebe) isolieren und dabei sicherstellen, daf durch
die leichte Fliichtigkeit von Androstenon keine Verluste
an zu messender Substanz eintreten. Andererseits muf
gewdhrleistet sein, daB keine Kontaminationen in das
Nachweisreaktionssystem verschleppt werden (z.B. Reagen-
25 zien-Reste, Lipide aus der Probe, etc.), die geeignet
sind, unphysiologische Situationen zu schaffen oder aber
in sonstiger Weise das MeBsystem, insbesondere auch die
bevorzugt verwendete photometrische Bestimmung des Reak-
tionsergebnisses, zu stdren. Das erfindungsgemédfBe Ver-
30 fahren schafft nun ein v6llig neues Verfahren zur Proben-
extraktion und -reinigung mit dem Vorteil, daB Andro-
stenon trotz seiner lipophilen Eigenschaften aus der
Fettgewebeprobe in das waBrige MefBsystem transferiert und
gleichzeitig Kontaminationen mit stdrenden Lipiden sowie

Androstenon-Verluste aufgrund dessen Fliichtigkeit

W
w
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vermieden werden.

Als am besten geeignet hat sich im wesentlichen reines
Methanol als Losemittel fiir die Extraktion aus der Fett-
gewebeprobe erwiesen. Nach Abkiihlen des zundchst auf die
Temperatur der fliissigen Fettgewebeprobe aufgeheizten
Methanols erniedrigt sich die Loslichkeit der kontaminie-
renden Lipide, die als FetttrSpfchen den Boden des Rea-
genzgefiBes, insbesondere des Reagenzglases, sedimentie-
ren bzw. an der Glasoberflidche adsorbieren. Ein aliquoter
Teil der fettpartikelfreien abgekiihlten Methanolphase
wird mit einem darauf abgestimmten Volumen eines wiafirigen
Testpuffersystems verdiinnt. Dieses Gemisch kann erfin-
dungsgem#f direkt in das enzymimmunologische Mikrotiter-

system iiberfiihrt werden.

Zur Erzielung besonders verl&flicher Werte ist insbeson-
dere auch eine exakte Abstimmung zwischen den Volumina an
fliissigem Fett, warmem Methanol sowie die Relation des
aliguoten Teils des abgekiihlten Methanols zur Testpuffer-
l8sung von besonderer Bedeutung. Nur durch die sorgfalti-
ge Abstimmung aller Volumina ist gewdhrleistet, daB die
noch in gewissen Mengen in das Nachweisreaktionssystem
gelangenden Lipid- und Methanolanteile unter den gewahl-
ten Bedingungen den Ablauf der immunologischen als auch

der enzymatischen Folgereaktion nicht stéren.

Dies ist besonders wichtig bei einem anzustrebenden
Grenzwert von 0,5 pg/g bis 0,7 pg/g Fettgewebe. Aufgrund
des neuen, erfindungsgemifen Verfahrens und hier insbe-
sondere durch die neue Art der Aufbereitung der Fettgewe-
beprobe ist im Gegensatz zu allen anderen bekannten Auf-
arbeitungs- und Isolierungsverfahren von nachzuweisenden
Substanzen (einschlieflich Androstenon) aus Geweben gesi-
chert, daB simtliche Schritte mit Eilfe von Pipettier-
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vergangen durchflihrbar sind. Dadurch werden einerseits
insbesondere die zeitaufwendige Evaporation von Ldsemit-
teln oder Zentrifugationsschritte vermieden und anderer-
seits der Einsatz von prozeBgesteuerten Pipettierauto-
maten bzw. kommerziell verfiigbaren Mikrotiterbausteinen

erméglicht.

Die Uberpriifung des erfindungsgemiBen MeBverfahrens an
einem Tag (Priifung auf Intraassay-Varianz) bzw. an mehre-
ren Tagen (Interassay-Varianz) ergab die in Tabelle 1 an-
gegebenen Werte. Es sei in diesem Zusammenhang insbeson-
dere auf die Varianzen im Bereich der Nachweisgrenze von
0,5 pg/g Fettgewebe hingewiesen, die bei 15 % (Inter-

assay-Varianz) bzw. bei 10 % (Intraassay-Varianz) liegen.

Die MeBergebnisse gemdB dem erfindungsgemifien Verfahren
wurden mit Messungen gemdB dem bekannten Standard-Test-
verfahren (Referenzmethode gemd#f "ARCHIV FUUR LEBENSMIT-
TELHYGIENE" 1988, Seite 87-90) verglichen, und es ergab
sich eine sehr hohe Ubereinstimmung der MeBwerte gemdn
dem erfindungsgemdfBen Schnelltest oder Schnellverfahren
mit denen des Referenzverfahrens (r = 0,96; p < 0,0001).
Die Mittelwerte aller 124 gemessenen Proben betrugen 0,72
ng/g Fettgewebe fiir das Referenzverfahren bzw. 0,71 ng/g
gemdfl dem Schnelltest.
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TABELLE 1
Prdzision und Intra- bzw. Interassay-Variations-

koeffizienten (VK) der Androstenonmessung im Fett

Fettproben mit Intraassay Interassay
Zusdtzen von (n = 14) (n = 10)
Androstenon
(na/a) Mittelwert VK Mittelwert VK
0,1 0,09 12 % 0,08 20 %
0,2 0,23 9 % 0,23 14 %
0,5 0,54 10 % 0,44 15 %
0,75 0,88 8 % 0,72 %
1,0 1,14 11 % 1,08 %
1,5 1,64 14 % 1,67 16 %
Biologische "fitraassay Interassay
Proben (n = 16) (n = 12)

Mittelwert VK Mittelwert VK
Nr. 1 0,22 8 % 0,23 19 %
Nr. 2 0,42 9 % 0,48 15 %
Nr. 3 0,88 9 % 0,88 12 %
Mittlerer Intraassay-VK: 10 %
Mittlerer Interassay-VK: 14 %

TABELLE 2
Praktikabilitdt

Verfahren

Probendurchsatz je Stunde

konventionell (nicht
automatisierbar!)
(Claus et al. 1988)

erfindungsgem&fies Verfahren
(manuell)

erfindungsgemé&fes Verfahren
(automatisiert)

25

75

540
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Tabelle 2 zeigt den Zeitvorteil, der durch die erfin-
dungsgemife Methode gegeniiber der bekannten Referenz-
methode erzielt wird. Wiahrend mit der Referenzmethode
maximal 25 Proben/h bearbeitet werden kénnen, erlaubt das
erfindungsgemife neue Bestimmungs-verfahren selbst bei
manueller Ausfithrung die Bearbeitung von ca. 75 Proben/h.
Bei Verwendung eines vollautomatisierten MeBverfahrens
18Rt sich der Probendurchsatz dramatisch steigern, bei-
spielsweise mit bekannten Pipettierautomaten auf mehr als
500 Proben/h.

Im folgenden wird das erfindungsgemafe Bestimmungsverfah-
ren im einzelnen erl&dutert, einschlieBlich einer ins
einzelne gehenden Erlduterung eines bevorzugten Nachweis-

mefsystems.

Schema 1: Probenextraktion und Reinigung zur automati-
sierbaren Messung von 5a-Androst-l6-en-3-on ("Ge-
schlechtsgeruch") im Fettgewebe von Schweinen
(Schritte 1 - 4 beinhalten die Probenverarbeitung,
Schritte 5 - 10 die immunologische Messung).

Schritt 1: ca. 2 g Fettgewebe in der Mikrowelle erwdrmen:
4 min bei 180 W

Schritt 2: 25 pl verfliissigtes Fett so abpipettieren, daf
keine Abkiihlung entsteht und homogenisieren in 1 ml

Methanol

Schritt 3: Abkiihlen auf Raumtemperatur, nach einigen
Minuten abpipettieren von 100 pl und verdinnen mit 900 ul
puffer (0,04 M Natriumphosphat; 0,15 M NaCl; 0,02 %
Thimerosal; 0,1 % BSA; pH 7,3)
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Schritt 4: 100 pl dieses methanolischen Puffers in einen
Reaktionsnapf der Mikrotiterplatte pipettieren (beschich-
tet mit 150 ul Antiserum 1 : 4.000 gegen Androstenon-3-
CMO-BSA)

Schritt 5: Zugabe von Androstenon-3-CMO-HRP (12 ng/25 ul
Puffer)

Schritt 6: Inkubation: 30 min bei 45°C

Schritt 7: Abkippen, waschen der Platte mit Detergens
(6x)

Schritt 8: Addition von 150 pl Substratpuffer
Schritt 9: Enzymreaktion: 15 min bei 15 - 20°C

Schritt 10: Abstoppen der Reaktion mit H,504, messen der
Extinktion bei 450 nm

Zu Schritt 4: Herstellung des Antiserums

1. Antigensyvnthese

S5a-Androstenon ist als Steroid zu klein, um die Bildung
von Antikdrpern im Organismus zu induzieren. Daher muB
eine chemische Kopplung an ein groBes Tridgerprotein
(Rinderserumalbumin = BSA) erfolgen, damit 5a-Androstenon
als Antigen erkannt wird. Fiir die Antigensynthese werden
100 mg Androstenon in Ethanol geldst und nach Zugabe von
150 mg O-Carboxymethyl-hydroxylamin bei pH 12 vier Stun-
den unter RiickfluB gekocht. Die Isclierung des entstan-
denen 3-Oximderivats (Androstenon-3-CMO) erfolgt nach dem
Ansduern auf pH 1 durch seine Pr&zipitation (der {ber-

stand wird verworfen).
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Fir die Kopplung des Oximderivats an BSA werden 49,5 mg
Androstenon-3-CMC zusammen mit 58 mg Carbodiimid in 1,5
ml Dioxan geldst. Nach 35 min bei Raumtemperatur werden
44,2 mg Rinderserumalbumin in Puffer (0,04 M Na-Phosphat,
0,15 M NaCl, 0,02 % (w/v) Thimerosal, pH 7,2) tropfen-
weise dazugegeben. Nach 24 h bei Raumtemperatur wird das
Produkt dialysiert, anschliefend lyophilisiert (Ausbeute:
ca. 79 mg Androstenon-3-CMO-BSA).

2. Immunisierung und Gewinnung des Antiserums

Dazu werden weibliche Kaninchen mit Androstenon-3-CMO-BSA

immunisiert. Dabei werden jeweils 2 mg des Antigens in

1 ml Wasser aufgenommen und mit 1 ml komplettem Freund’s
Adjuvant vermischt (Emulsion), und in 0,5 ml Portionen
verteilt auf vier Injektionsstellen (2 x subkutan, 2 x
intramuskul&dr) verabreicht. Die Injektionen werden alle 3
Wochen wiederholt, bis sich eine aucrcichende Menge Anti-
kérper gebildet hat. Die Bestimmung der Antikdrpermenge
erfolgt unter Standardbedingungen. Dabei wird eine
Verdiinnungsreihe des Serums in Puffer erstellt und die
Verdiinnung ermittelt, die noch 50 % einer standardisier-
ten Menge radioaktiv markiertes 5a-Androstenon bindet.

3. Isolierung der Immunglobulin G(IgG)-Fraktion aus dem

Antiserum

Antikdrper gegen 5a-Androstenon-3-CMO-BSA sind Bestand-
teil der IgG-Fraktion des Blutes und miissen fiir den
beschriebenen enzymimmunologischen Test selektiv isoliert

werden.

Dazu wird die IgG-Fraktion durch Zusatz von 180 mg Ammo-
niumsulfat zu 1 ml Antiserum prédzipitiert. Nach 4 h bei
Raumtemperatur wird das Prézipitat abzentrifugiert und
nach dem Verwerfen des Uberstandes in 5 ml Phosphatpuffer
(siehe 1.) geldst und gegen Wasser dialysiert. Mit dieser
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IgG-Fraktion (Volumen 10 ml) werden nach entsprechender
Verdiinnung die Vertiefungen der Mikrotiterplatten
beschichtet.

Zu Schritt 5: Synthese des Androstenon-Enzymkonjugates
Beim verwendeten Enzymimmunoassay wird 5a-Androstenon-CMO
an Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt. Vom Steroid-
derivat werden 1 mg in 1 ml Dimethylformanid geldst und
nach Zugabe von 6,25 ul Methylmorpholin 4 min bei 0°C
geriihrt. Nach Temperaturerniedrigung auf -15°C werden
6,25 pl Isobutylchloroformat addiert, nach weiteren 3 min
20 mg HRP in 2 ml Wasser geldst. Die Reaktion erfolgt bei
PH 8,0 eine Stunde bei -15°C, anschlieBend nochmals 2 h
bei 0°C. Nach Zugabe von 10 mg NaHCO3 erfolgt eine Dialy-
se gegen Wasser (24 h), anschlieBend wird das Produkt
lyophilisiert und iiber Sephadex G-25 gereinigt. Das
Enzymkonjugat (MW ca. 44.000) eluiert mit dem AusschluB-
volumen der Sdule (Proteine > 25.000 werden ausgeschlos-
sen) und wird somit von niedermolekularen Substanzen
abgetrennt (Puffersystem siehe 1.).

AnschlieBend erfolgt die Bestimmung der Konjugatkonzen-
tration Pro ml durch Proteinbestimmung mit HRP als Eich-
kurve. Durch Verdilinnung mit Puffer erfolgt die Einstel-
lung der Konjugatkonzentration fiir den Test (z.B. 12
ng/25 ul, siehe Schema 1, Schritt 5).

Zu Schritt 7: Detergens
0,02 % (v/v) Tween 80 in Wasser (bidest.)

Zu den Schritten 8 -~ 10: Nachweis des gebundenen Enzyms
Nach dem Abkippen und Waschen der Flatte mit Detergens
(0,05 % (v/v) Tween 80, in Wasser) erfolgt die Zugabe von
Substratpuffer, bestehend aus 0,1 M Natriumacetat,

0,004 & (v/v) Hy0o, 0,01 % (w/v) 3,3’,5,5'-Tetramethyl-
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benzidin, pH 5.

Nach 15miniitiger Inkubation bei 15 - 20°C wird die Reak-
tion durch Addition von 25 pul 4 N Schwefelsdure abge-
stoppt (Schritt 10), woran sich die optische Messung des
abhdngig von der Enzymmenge gebildeten Farbstoffes an-
schlieft.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Bestimmung von Androstenon-Gehalten in
Fettgeweben, welches folgende Schritte umfaBt:

a) Verfliissigung einer Fettgewebeprobe durch Erwdrmen auf
eine vorgegebene Temperatur im Bereich von 45 bis 60°C;
b) Mischen einer definierten Ménge des fliissigen Fetts
mit einem wasserldslichen L&semittel fiir das Androstenon
bei der Temperatur des fliissigen Fetts;

c) Abkiihlen der Fett/Losemittelmischung auf eine vorge-
gebene Temperatur, bei der wesentliche Anteile des im
Losemittel geldsten Fetts einerseits aus der L8sung aus-
geschieden werden und andererseits jedoch der iiberwie-
gende Teil des in der L¥semittelphase geldsten Androste-
non im L&semittel geldst verbleibt:

d) Entnahme einer definierten Menge der androstenonhal-
tigen LOsemittelphase und Verdiinnung in einem vorgegebe-
nen Verhdltnis mit einer fiir das verwendete Nachweis-
verfahren vertréglichen wifrigen Pufferldsung;

e) Ermittlung des Androstenon-Gehalts der Ldsemittel-
/Pufferlbsungsphase mittels an sich bekannter
kompetitiver immunologischer Nachweisreaktionen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf
das Losemittel neben guten Loseeigenschaften fiir das
nachzuweisende Androstenon im Temperaturbereich von ca.
20 bis ca. 60°C einen Temperaturkoeffizienten fiir die
Fettldslichkeit aufweist, der gr&Ber ist als der Tempera-
turkoeffizient in diesem Temperaturbereich fiir die Andro-
stenon-L&slichkeit.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, daB das L&semittel allenfalls geringen EinfluB
auf die gegebenenfalls in dem Nachweisreaktionssystem
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verwendeten Enzyme aufweist.

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
3, dadurch gekennzeichnet, daB das L&semittel Antigen/An-
tikOrperreaktionen des Nachweisreaktionssystems allen-

falls geringfiigig beeinfluBt.

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB
das Losemittel bis zu 100 Vol.% Methanol umfaBt.

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
5, dadurch gekennzeichnet, daB das Mischungsverhilnis der
fliissigen Fettprobe zum L&semittel im Bereich von 0,1:10
bis 1:10 (V/V) gewdhlt wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB
das Mischungsverhdltnis im Bereich von 0,2:10 bis 0,5:10

gewdhlt wird.

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
7, dadurch gekennzeichnet, daB die Verdiinnung der Lése-
mittelphase mit Pufferldsung im Volumenverhdltnis von

20:80 bis 5:95 vorgenommen wird.

9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
8, dadurch gekennzeichnet, daf beim Abkiihlungsschritt die
Endtemperatur der Probe so gewdhlt wird, daB das geldste
Fett in einem solchen Umfang aus dem L&semittel abge-
schieden wird, daB im nachfolgenden Verdiinnungsschritt d)
eine im wesentlichen fettphasenfreie L8sung erhalten

wird.

10. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1
bis 9, dadurch gekennzeichnet, dafl im Schritt e)
(1) eine Aufnahmeplatte mit einem Antikdrperserum
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beschichtet und die Antik&rper an der Aufnahmeplatte
immobilisiert werden, wobei die Antikdrper spezifisch mit
Androstenonen, insbesondere S5a-Androst-l6-en-3-on, rea-
gieren;

(2) die immobilisierten Antik&rper mit einer definierten
Menge eines enzymmarkierten Androstenons und mit einem
vorgegebenen Volumen der in Schritt d) erhaltenen
16semittelhaltigen Pufferl®dsung bei einer Temperatur von
ca. 42 bis 48°C, vorzugsweise bei ca. 45°C, fiir eine
vorgegebene Zeitspanne gleichzeitig inkubiert werden;
(3) das nichtgebundene enzymmarkierte und freie Andro-
stenon entfernt und die beschichtete Aufnahmeplatte
gewaschen wird;

(4) eine ein Substrat enthaltende Pufferl&dsung auf die
Aufnahmeplatte gegeben wird, wobei das Substrat mit dem
Markerenzym eine Enzymreaktion eingeht;

(5) die Enzymreaktion fiir eine vorbestimmte Zeitspanne
bei einer vorgegebenen Temperatur durchgefiihrt wird und
danach mit einem geeigneten Reaktionsmittel abgestoppt
wird; und

(6) der Reaktionsumsatz der enzymatischen Reaktion,
vorzugsweise photospektrometrisch, bestimmt wird.

1l. Vorrichtung zur automatisierten Durchfiihrung eines
Verfahrens gemd&B einem oder mehreren der voranstehenden
Anspriiche

mit einer heizbaren Probeneingangsstation zur Aufnahme
und Verfliissigung der Fettgewebeprobe;

mit einer temperierbaren, programmierbaren Pipettiervor-
richtung mit mehreren Probenaufnahmevorrichtungen zur
Durchfiihrung der Verfahrensschritte b), c) und d) geméB
einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 9 sowie gegebe-
nenfalls der zusdtzlichen Schritte (2), (3), (4) und (5)
gemdf Anspruch 10; und

mit einer MefBvorrichtung zur direkten oder indirekten
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Bestimmung einer den Androstenon-Gehalt der Fettgewebe-
probe reflektierenden MeBgréBe.

12. Verwendung einer Aufnahmeplatte, auf welcher eine

5
definierte Menge gegen Androstenon spezifische Antik&rper
immobilisiert ist, zur Aufnahme der in Schritt d) des
Verfahrens gem&B einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
9 erhaltenen androstenonhaltigen Probe zusammen mit einem
enzymmarkierten Androstenon und zur anschlieBenden

10
Durchfiihrung der kompetitiven Nachweisreaktion gemidB
Schritt e) des Verfahrens nach einem oder mehreren der
Anspriiche 1 bis 10.
13. Verwendung der Aufnahmeplatte nach Anspruch 12, da-

15
durch gekennzeichnet, daB die Aufnahmeplatte als Mikro-
titerplatte ausgebildet ist.

20

25

(%)
ut
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