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4 ERGEBNISSE

4.1 NACHWEIS- UND BESTIMMUNGSGRENZEN DER VERWENDETEN
METHODEN

411 ELISA

Tabelle 13 zeigt die Mittelwerte von Probenleerwerten, die durch Messung unbelasteter
Kontrollmatrices erhalten wurden, sowie deren Standardabweichung, Variationskoeffizient

und die daraus errechnete Nachweisgrenze des fur die vorliegenden Untersuchungen
verwendeten ELISAS.

Tabelle13 Ergebnisse der Untersuchung unbelasteter Kontrollmatrices und
Berechnung der Nachweisgrenze des verwendeten ELI1SAS

Leber Muskel Plasma Urin
Probenzahl 59 39 72 21
MW 0,024 ng/g 0,014 ng/g 0,01 ng/ml 0,403 ng/ml
SD 0,03 ng/g 0,02 ng/g 0,01 ng/ml 0,22 ng/ml
VK (%) 124 133 146 55
NG (MW +3 x SD) 0,11 ng/c 0,07 ng/c 0,05 ng/m 1,07 ng/ml

In den Ergebnisdarstellungen wurden alle messbaren Analysenwerte einbezogen und die NG
fur die jeweilige Matrix eingezeichnet. Die spateren Berechnungen erfolgten nur mit
Analysenergebnissen, die Uber oder auf der Nachweisgrenze lagen.

412 GC-MS

Fur alle Berechnungen wurden nur eindeutig quantifizierte MessveeB&) herangezogen,

d.h. Werte mit einem Signal/ Rauschverhaltnis xdi©:1.

In den Abbildungen unter 4.2.2.2 und in Tabelle Il im Anhang werden neben diesen Werten
zusatzlich auch die Werte dargestellt, welche in dem Bereich unterhalb der BG und oberhalb
der NG (Signal/ Rauschverhaltnis von < 10:1 und > 3:1) lagen. Dieser in den Abbildungen
gekennzeichnete Bereich liegt fur Leber, Muskel und Niere zwischen 0,03-0,5 ng/g, fiur Galle
zwischen 0,1-0,3 ng/ml und fir Retina/Uvea zwischen 3-10 ng/g. Bei Retina/Uvea ist dieser
Bereich damit relativ hoch. Dies ist auf die geringe Matrixmenge je Prohe der
Retina/Uvea, d.h. im Mittel 0,17 g) zurlckzufihren, die fur die Aufarbeitung zur
Quantifizierung mittels GC-MS zur Verfiigung stand.
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4.2 PHARMAKOKINETIK UND BIOVERFUGBARKEIT VON CLENBUTEROL

Fur die Berechnung pharmakokinetischer Parameter wurden ELISA-Ergebnisse nach Abzug
der Probenleerwerte verwendet (s. auch 3.4.1.5).

In Tabelle 14 sind die gemessengpxWerte und in Tabelle 15 die yx-Werte fir
verschiedene oral verabreichte Dosen aufgefiihrt. Uber eine Dosisabhangigkeit kann aufgrund
der Variabilitaét zwischen den Tieren keine Aussage getroffen werden. Die maximale
Plasmakonzentration wurde nach 1,5 bis 7 Stunden und im Mittel nach 3,8 Stunden erreicht.
Daher erfolgte bei den Versuchen zum Rickstandsverhalten von Clenbuterol (s. unter 4.3) ab
dem 3. Versuchsabschnitt die zweite Blutprobenentnahme am Tag 4 Stunden nach der
Behandlung am Morgen.

Tabelle14 Darstellung der gemessenen tmax [h]-Werte aller Tiereund aller
Dosen
nach oraler Applikation

Dosis Kalb OM MW Gesamt
ug/kg K@ 22 23 27 31 32 X MW D ME
2,5 4.0 ngﬁli 15 3,5 5,0 4, 3,7
5 3,5 4.0 15 2.0 2,0 6 32 39 164 3,8
10 7,0 Dosis 3,5 3,5 5,5 5, 5,0

fenlt

Tabelle15  Darstellung der gemessenen Chax [ng/mi]-Werte aller Tiereund
aller Dosen nach oraler Applikation

Dosis Kalb OM MW D ME
ug/kg KG 22 23 27 31 32

2,5 0,3 E:%flf 0,4 0,2 1,7 0, 0,6 0,60 0,4
5 0,3 0,8 0,7 0,4 0,2 1 0,6 0,35 0,5
10 1,1 ngﬁlf 0,4 1,0 4.1 1, 16 144 1,1
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422 Ermittlung der Auswaschzeiten

Da Clenbuterol einem Tier wiederholt verabreicht wurde, die pharmakokinetischen Parameter

aber im Sinne der Verabreichung einer ,Einzeldosierung“ berechnet werden sollten, war es
zur Vermeidung von Kumulationseffekten notwendig, zwischen den Versuchsabschnitten
ausreichend Zeit einzuplanen. Daher wurden nach den ersten beiden Versuchsabschnitten von
den Tieren, die eine hohe Dosis erhielten, zusatzliche Proben auch 48 und 72 Stunden nach
der Dosisgabe entnommen und sofort untersucht. Nach 72 Stunden lagen alle gemessenen
Werte im Bereich der bereits vorher ermittelten Probenleerwerte. Nach Pfeifer et al. (1995)
sollte die Auswaschphase zwischen den Versuchen an gleichen Individuen mindestens den
funffachen Wert von MRT betragen, da in diesem Intervall > 97 % des Arzneistoffes der
vorhergehenden Applikation eliminiert werde. Koch & Ritschel (1986) sprechen von einer
ausreichend langen Auswaschperiode zwischen den Applikationen von ca. 10
Eliminationshalbwertszeiten. Tabelle 16 vergleicht die theoretisch berechneten
Auswaschzeiten anhand der Formeln von Pfeifer et al. (1995) und von Koch & Ritschel
(1986) mit den tatsachlich eingehaltenen Wartezeiten zwischen den Versuchsabschnitten.
AulBerdem sind die vor jedem Versuchsabschnitt entnommenen ,Kontrollwerte* dargestellt.
In den meisten Fallen war die tatsadchliche Wartezeit erheblich langer als die theoretisch
berechneten Auswaschzeiten. Nach beiden Formeln tbereinstimmend wére in einem Fall die
Zeit zwischen den Versuchen erheblich zu kurz und in einem Fall geringfiigig zu kurz
gewahlt worden. Da aber die Analysenwerte der vor dem nachsten Versuchsabschnitt
entnommenen Kontrollproben im Bereich der Analysenwerte aller anderen Proben mit
ausreichender Auswaschzeit lagen, wurden auch diese Ergebnisse bei den weiteren
Berechnungen der pharmakokinetischen Parameter berlcksichtigt.
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Tabelle 16 Vergleich der theoretisch berechneten Auswaschphase mit den tatsachlich
eingehaltenen Wartezeiten zwischen den einzelnen Versuchsabschnitten
Kab  Versuchs- Dosis Auswaschphase Werte der
oM abschnitt [Mo/kg KG] 5x 10 x tatsachliche [Kontroll-proben
MRT [h]* Eliminations- Wartezeit | [ng/ml Plasma]
halbwertszeit [h]
[h] *%
22 1 liv. 0,06
11 20 96
2 2,5 p.o. 0,07
55 61 96
3 2. 0,05
24 43 120
4 5 p.o. 0,06
78 105 72
5 10 p.o. 0,09
114 141 120
6 3i.v. 0,07
23 1 2i.v. 0,13
13 24 192
2 3iwv. 0,09
18 28 72
3 5 p.o. 0,05
27 1 3iwv. 0,04
54 64 96
2 10 p.o. 0,29
39 35 96
3 liw. 0,03
14 22 120
4 2,5p.o. 0,05
37 47 72
5 5 p.o. 0,06
77 110 120
6 2i.v. 0,12
31 1 liwv. 0,03
12 17 120
2 2,5 p.o. 0,07
30 34 216
3 2. 0,06
17 25 96
4 5 p.o. 0,02
147 195 72
5 10 p.o. 0,10
60 80 168
6 3i.v. 0,04
32 1 2i.v. 0,07
21 32 120
2 5 p.o. 0,06
54 71 216
3 3iwv. 0,10
37 69 96
4 2,5 p.o. 0,14
70 88 120
5 10 p.o. 0,10
33 1 3iv. 0,06
27 41 120
2 10 p.o. 0,13
77 102 216
3 liwv. 0,04
35 58 96
4 2,5p.o. 0,08
54 64 72
5 5 p.o. 0,08
65 52 168
6 2. 0,03
* nach Pfeifer et al. (1995)

** nach Koch & Ritschel (1986)
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423 Intravendse Applikation

Die pharmakokinetischen Parameter nach einmaliger intravenéser Applikation von 1, 2 und
3 ug Clenbuterol pro kg KG sind in den Tabellen 17-19 aufgefuhrt. Berechnet wurden die
Parameter fur jedes einzelne Tier sowie die Mittelwerte, Standardabweichungen und
Variationskoeffizienten aller Tiere zusammen. Die Plasmaspiegelkurven sind anhand der
Einzelwerte jedes Tieres und fur jede Dosis in den Abbildungen 13-15 in einem

halblogarithmischen Koordinatensystem dargestellt.

Die Plasmaspiegelkurve zeigte nach intravendser Applikation bei allen Tieren einen
biexponentiellen Verlauf, der einem offenen Zwei-Kompartiment-Modell folgte.
Entsprechend wurden die pharmakokinetischen Parameter berechnet. Bis auf zwei
Ausnahmen lag die Verteilungsphase innerhalb der ersten Stunde mit Halbwertszeiten im
Mittel zwischen 20 und 35 Minuten. Die terminale Halbwertszeit lag im Mittel zwischen 2,9
und 5 Stunden. Signifikante Dosisabhangigkeiten konnten nicht ermittelt werden.

Tabelle 17 Phar makokinetische Parameter von Clenbuterol nach einmaliger
intravendser Dosis von 1 pg/kg

Para- Kalb (OM) MW SO ME VK
meter 2 23 27 31 32 33 [%)]
A ng/ml 0,16 Dosis 0,29 0,17 Dosis 029 023 0,074 023 33
B ng/ml 026 fehlt 020 0,16 fehlt 1,49 053 0644 023 122
Cr(0) ng/ml 0,42 050 0,33 1,78/ 0,76 0687 046 91
A ng/ml 0,62 0,41 0,49 0,84 0,59 0,187 0,56 32
B ng/ml 0,38 0,59 0,51 0,16 0,41 0,187 0,44 46
a ht 3,92 0,74 3,35 540 3,35 1,943 3,63 58
R ht 0,34 0,32 0,40 0,12 0,29 0,121 0,33 41
Key ht 0,78 0,41 0,70 0,6 0,64 0,159 0,68 25
ty,y h 0,18 093 0,21 0,13 036 0,383 0,19 106
ty,g  h 2,04 218 1,75 580 294 1916 211 65
K1z ht 1,77 0,08 1,15 388 172 1603 146 93
Ko1 ht 1,70 057 1,89 097 128 0618 1,34 48
Vi I/kg 2,38 201 3,06 056 2,00 1,055 2,20 53
Vs I/kg 2,49 027 1,86 224/ 172 0998 2,05 58
Vass  1/kg 4,87 228 493 280 372 1,377 384 37
Clot  I/kgh™ 1,87 083 2,15 037 131 0840 135 64
AUC ng/mih | 067 1,16 0,47 281 128 1,063 092 83
AUMC ng/miB? | 1,47 320 1,08 19,77 6,38 8975 2,33 141
MRT h 2,18 279 231 703 358 2315 255 65
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Tabelle 18 Phar makokinetische Parameter von Clenbuterol nach einmaliger
intravendser Dosis von 2 ug/kg
Para- Kab (OM) MW D ME VK
meter 22 23 27 31 32 33 [%]
A ng/mi 062 019 023 022 043 063 039 0202 033 52
B ng/mi 051 062 302 028 084 122 108 100 0,73 92
Cr(0) ng/mi 1,13 081 325 050 1,27 185 147 0984 120 67
A ng/ml 045 0,77 093 056 066 066 0,670164 0,66 24
B’ ng/ml 055 0,23 0,07 044 0,34 0434 0,330,164 0,34 50
a ht 043 196 990 3,75 0,89 3B9 3383451 2,67 102
3 bt 0,16 029 0,26 0,27 0,22 0,3 0,220,064 0,24 29
Ke ht 023 084 269 057 044 0B6 0,860923 0,50 108
ty,ge D 162 035 007 019 0,78 0,200 054 058 0,28 109
t,g h 426 235 268 254 318 520 337 1131 293 34
K12 ht 006 072 651 166 023 192/ 18 2405 1,19 130
K21 ht 031 068 09 178 044 124 09 0549 082 61
Vi I/kg 1,76 246 061 39 157 108 191 118 167 62
Vo I/kg 032 261 421 369 080 167/ 222 150 214 70
Vass  I/kg 209 507 48 765 237 276 413 2140 379 52
Clot  I/kgh™* 040 208 165 227 069 039 125 085 1,17 69
AUC ng/mlh 549 093 144 088 197 507, 263 2098 170 80
AUMC ng/ml W | 2630 2,34 4,10 301 817 26,64 11,76 1157 6,14 98
MRT h 4,78 252 28 344 415 525 383 108 379 28
Tabelle 19 Phar makokinetische Parameter von Clenbuterol nach einmaliger
intravenoser Dosis von 3 pg/kg

Para- Kalb (OM) MW D ME VK
meter 22 23 27 31 32 33 [%0]
A ng/ml 094 094 012 041 076 099 069 0350 085 51
B ng/ml 217 174 063 143 19 133 153 0538 159 35
Cr(0) ng/mi 310 267 075 18 266 233 223 0834 249 37
A ng/ml 070 065 083 0,78 0,72 057 0,710,092 0,71 13
B’ ng/ml 030 035 0,17 0,22 0,29 043 0,290,092 0,29 32
a ht 272 323 1,19 092 1,34 28 2030987 2,03 49
3 bt 0,13 024 0,12 0,15 0,20 o047 0,150,052 0,14 35
Ke ht 039 061 045 043 030 0B7 0,420106 0,41 25
ty,e N 026 021 058 075 052 025 043 0221 039 51
t,g h 538 28 636 4,67 687 406 503 1490 503 30
K12 ht 15 157 056 033 069 129 100 0542 099 54
K21 ht 091 129 029 032 045 129 0,76 0466 068 61
V1 I/kg 097 112 398 162 113 129 169 1,147 121 68
Vo I/kg 165 137 7,72 164 171 130 257 2533 165 99
Vass kg 262 249 11,71 327 284 259 425 3663 2,73 86
Clot  I/kgh™ 037 068 179 069 034 048 072 0543 058 75
AUC ng/mlh 873 468 184 394 1066 6,25 601 3240 546 54
AUMC ng/miB? | 57,79 16,43 19,76 20,00 78,84 33,50 37,72 2530 26,75 67
MRT h 6,62 351 10,73 507 740 537 645 2487 6,00 39
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Abbildung 13 Plasmaspiegelkurven nach einmaliger intraventser Applikation 1 pug
Clenbuterol pro kg KG -Darstellung der Einzelwerte (ELISA-Ergebnisse)
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Abbildung 14  Plasmaspiegelkurven nach einmaliger intravendser Applikation 2 pg

Clenbuterol pro kg KG -Darstellung der Einzelwerte (ELISA-Ergebnisse)
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Abbildung 15 Plasmaspiegelkurven nach einmaliger intravendser Applikation 3 pg
Clenbuterol pro kg KG -Darstellung der Einzelwerte (ELISA-Ergebnisse)
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424 OraleApplikation

Die Konzentrationswerte von Clenbuterol im Plasma nach einmaliger oraler Applikation von
25 5 und 10pug/kg KG stellt Tabelle 20 anhand der Mittelwerte, Minimum- und
Maximumwerte dar, so dass die starken individuellen Streuungen sichtbar werden.

Tabelle 20 Clenbuterolaehalte im Plasma nach Einmalapplikation
unterschiedlicher Dosen (EL|1SA-Eraebnisse: Leerwert korriaiert)
(Darstelluna der Mittel-, Median-, Minimum- und M aximumwerte)
Zeit 5 Kalber 6 Kalber 6 Kalber
[h] Dosis 2,5 pg/kg Dosis 5 pg/kg Dosis 10 pg/kg
MW  ME MAX MIN MW  ME MAX MIN MW  ME MAX MIN

025 0,14 0,03 038 0,01 0,13 0,12 0,24 0,02 030 0,30 0,60 0,01
05 0,15 0,06 054 003 0,21 0,19 041 0,03 0,66 057 1,26 0,04
075 018 0,09 061 0,03 031 0,34 051 007 085 068 1,88 0,18
1 019 0,16 046 0,09 032 033 052 0,13 0,79 0,68 216 0,21
125 028 0,19 066 0,11 0,34 033 062 0,16 0,87 063 246 0,22
15 032 016 0,71 0,24 039 040 0,66 0,15 092 0,60 3,01 0,19
2 041 019 130 0,20 044 045 067 0,19 1,16 0,75 3,60 0,15
2,5 - - - 03 029 0,71 0,15 1,19 0,81 3,33 0,17
3 050 025 141 021 042 036 069 0,20 1,32 091 3,98 0,17
35 049 025 139 024 046 038 083 0,24 135 097 395 0,39
4 053 031 148 0,22 049 036 1,03 0,21 124 082 3,60 0,32
45 055 0,29 156 0,20 051 037 1,13 0,22 133 0,93 3,42 0,37
5 058 029 1,75 0,22 048 039 101 0,19 1,30 0,89 3,68 0,36
55 050 0,27 144 023 047 036 09 0,22 1,23 0,71 4,08 0,26
6 047 026 142 0,24 047 039 114 0,14 1,18 0,71 3,78 0,20
7 043 026 143 0,06 039 0,28 088 0,15 1,29 099 335 0,13
8 043 025 136 0,03 040 035 0,75 0,16 1,08 0,84 2,89 0,13
9 037 019 1,27 0,03 037 032 073 0,15 1,13 0,81 299 0,18
10 035 0,16 1,13 006 0,35 032 0,75 0,09 0,76 0,69 1,70 0,14
12 0,27 0,14 096 0,03 0,26 0,22 045 0,5 0,79 064 206 0,17
24 011 0,03 0,36 0,00 0,24 0,13 0,31 0,03 028 0,32 0,45 0,01

Die fur jedes einzelne Kalb berechneten pharmakokinetischen Parameter sind in den Tabellen
19-21 aufgefuhrt. Auflerdem enthalten die Tabellen die berechneten die Mittelwerte,
Standardabweichungen und Variationskoeffizienten von allen Tieren zusammen.

Die Plasmaspiegelkurven sind anhand der Einzelwerte jedes Tieres und fur jede Dosis in den
Abbildungen 16-18 in einem halblogarithmischen Koordinatensystem dargestellt. Bei allen
Tieren konnten die Verlaufe der Konzentrations-Zeit-Kurven nach oraler Applikation einem
offenen Ein-Kompartiment-Modell zugeordnet werden, das als Grundlage fir die Berechnung
der pharmakokinetischen Parameter diente. Die Eliminationsphase zeigte einen
monoexponentiellen Verlauf. Die Eliminationshalbwertszeiten lagen im Mittel zwischen 5,9
und 10,6 Stunden. Eine signifikante Dosisabhangigkeit konnte bei keinem der Parameter
beobachtet werden.
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Tabelle 21 Phar makokinetische Parameter von Clenbuterol nach einmaliger
oraler Dosis von 2,5 ug/kg
Para- Kab (OM) MW D ME VK
meter 22 23 27 31 32 33 [%0]
Ka h? 064 Doss 19 164 057 118 120 0608 1,18 51
Kg ht 0,11 fehlt 015 020 0,08 011 013 0,047 011 36
V4 I/kg 4,42 769 6,28 1,02 375 463 2545 442 55
A I/kg 0,02 0,04 0,03 0005 0,01 002 0013 0,02 58
Cliot |/kgh™ 0,51 1,13 127 008 041 068 0505 051 74
tyaps 1,09 03 042 121 059 073 0391 059 53
tyel h 6,06 471 342 883 637 58 2027 606 34
AUC  ng/mlh 3,69 238 160 27,23 510, 800 10,83 3,69 135
AUMC ng/mlB? | 41,27 17,67 9,62 383,0 54,58/ 101,2 1585 41,27 157
MRT h 11,05 742 6,01 14,07 10,70, 9,85 3,18 10,70 32
Vs I/kg 7,48 7,79 940 129 525 624 3137 748 50
Tabelle 22 Phar makokinetische Parameter von Clenbuterol nach einmaliger
oraler Dosis von 5 pg/kg
Para- Kab (OM) MW D ME VK
meter 22 23 27 31 32 33 [%]
Ka h* 0,76 070 245 268 093 050 134 09%4 084 72
Kg ht 0,07 007 006 004 010 0,13 008 0,034 007 44
Vg I/kg 13,05 563 832 16,69 1535 2,07/ 10,19 5,784 10,68 57
A I/kg 0,06 003 004 008 007 001 005 0,028 005 57
Cliot |/kgB™ 086 039 052 059 150 028 069 0443 056 64
tyaps 091 099 028 026 0,75 139 076 0436 083 57
tyel h 10,51 10,12 11,00 1945 7,10 5,16/ 1056 4,912 10,31 47
AUC  ng/mlih 517 12,08 925 849 330 1560 898 4,482 887 50
AUMC ng/mlB? | 69,83 184,4 1431 249,0 3561 203,1| 1475 81,63 1637 55
MRT h 15,68 15,27 1547 29,32 10,78 13,02 16,59 6,517 1537 39
Vs I/kg 1516 6,32 836 17,27 16,33 4,18 11,27 5,657 11,76 50
Tabelle 23 Phar makokinetische Parameter von Clenbuterol nach einmaliger
oraler Dosis von 10 pg/kg
Para- Kalb (OM) MW SO ME VK
meter 22 23 27 31 32 33 [%]
Ka h* 0,32 Dosis 084 081 0,74 028 060 0274 074 46
Kg ht 0,05 fenlt 020 0,09 010 0,07, 010 0,059 0,09 58
Vg I/kg 7,55 12,02 724 1,78 500 6,72 3758 724 56
A I/kg 0,04 0,06 004 001 002 003 0019 004 59
Cliot |/kght 0,37 240 063 017 034 078 0920 0,37 117
tyaps 2,15 083 086 094 252 146 0811 094 56
tyel h 14,07 347 79 7,13 10,09 854 3907 7,96 46
AUC ng/mliih | 24,10 341 14,37 54,43 24,76| 24,21 1899 24,10 78
AUMC ng/mlli° | 605,4 26,6 173,0 5725 3836/ 352 2509 3836 71
MRT h 22,70 7,79 12,04 10,52 15,76| 13,76 5,768 12,0 42
Vss I/kg 9,42 2283 838 193 6,06 972 7870 838 81
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Abbildung 16  Plasmaspiegelkurve nach einmaliger oraler Applikation von 2,5 pg
Clenbuterol pro kg KG -Darstellung der Einzelwerte (ELISA-Ergebnisse)
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Abbildung 17 Plasmaspiegelkurve nach einmaliger oraler Applikation von 5 pg
Clenbuterol pro kg KG -Darstellung der Einzelwerte (ELISA-Ergebnisse)
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Abbildung 18 Plasmaspiegelkurve nach einmaliger oraler Applikation von 10 pg
Clenbuterol pro kg KG -Darstellung der Einzelwerte (ELISA-Ergebnisse)
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425 Bioverfugbarkeit

Da die Versuche zur Bestimmung der absoluten Bioverfugbarkeit nicht mit den gleichen
intra- und extravasalen Dosen erfolgten, wurden die Formeln zur Berechnung der
Bioverfugbarkeit um die Dosis korrigiert. Obwohl jedem Tier alle intravendsen und oralen
Dosen nach Einhaltung ausreichend langer Auswaschzeiten appliziert wurden, kann nach
Pfeifer et al. (1995) eine zeitliche Anderung der Clearence nicht ausgeschlossen werden.
Daher wurde zur Berechnung der Bioverfiigbarkeit die Formel zusétzlich nach Pfeifer et al.
(1995) wie folgt korrigiert:

AUCp.o. I:Cltot,p.o. DDi.v.
AUCi.v. D::Itot,i.v. [Dp.o.

Die Bioverfugbarkeit wurde fur jedes Tier in der Weise berechnet, dass die Parameter aus den
Werten fir jede intravends verabreichte Dosis mit denen jeder oral verabreichten Dosis in
Beziehung gesetzt wurden. In Tabelle 24 sind die so nach oben genannter Formel ermittelten
Bioverfugbarkeiten dargestellt. Die aus diesen Werten berechnete absolute Bioverfligbarkeit
von Clenbuterol nach oraler Dosis im Vergleich zur intravendsen Dosis betrug im Mittel 89 %
mit einer Streuung vohl7 %.



Berechnung der Bioverfugbarkeit [f %] von Clenbuterol aus AUC, Cltot und Dosis

Tabelle 24
Dosis
[ngrkg]
Kalb
oM
AUC
[ng/mixh]
Cltof
I/kgxh-]
3p.0o. 22 3,69 0,51 60
23 fehlt fehl
27 2,38 1,1
31 1,60 1,2
32 27,23 0,0
33 5,10 0,4
5p.o. 22 5,17 0,86 71
23 12,08 0,39
27 9,25 0,52
31 8,49 0,59
32 3,30 15
33 15,60 0,28
10p.o. 22 24,10 0,37 71
23 fenlt 0,47
27 3,41 2,4
31 14,37 0,6
32 54,43 0,17
33 24,76 0,3

nBioverngbarkeit in %

1liv.
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0,67 fehlt 1,16 0,47 fehlt2,8

L1,87 fehlt 0,83 2,15 fehlt0,3
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426 Veglechvon ELISA-und GC-MS- Ergebnissen

Zur Absicherung der ELISA-Ergebnisse wurden Plasmaproben von 3 Tieren aus 8
Versuchsabschnitten (5x orale und 3 x intravendse Dosisgabe) zusatzlich mittels GC-MS
untersucht. In Abbildung 19 sind die ELISA-Werte von 156 Proben gegen die entsprechenden
GC-MS-Werte abgetragen. Aul3erdem ist die daraus berechneten Regressionsgerade und das
Prognoseintervall dargestellt. Das Prognoseintervall wurde auf der Basis 95 % berechnet, d.h.
von 156 Proben dirfen 8 Proben auf3erhalb des Bereiches liegen. Diese Forderung ist erfullt.
Die ELISA-Werte stehen mit in guter Korrelation mit den GC-MS-Ergebnissen, was durch
den Korrelationskoeffizienten von 0,974 zum Ausdruck kommt.

r=0,974
n= 156

ELISA [ng/ml]

-1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5
GC-MS [ng/m]

Abbildung 19 Vergleich der ELISA- mit den GC-MS- Ergebnissen von Plasma
n = Anzahl der Proben; r = Korrelationskoeffizient
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4.2.7

Tabelle

Urin-Ergebnisse

25

zeigt

die

Mittelwerte,

Minimum-
Clenbuterolkonzentration im Urin fur alle drei Dosen in den ersten 24 Stunden nach der
oralen Applikation an. Abbildung 20 zeigt die Clenbuterolausscheidung aus dem Urin nach

und

Maximumwerte

der

intravendser Dosis und Abbildung 21 nach oraler Dosis anhand der Mittelwerte in
halblogarithmischer Darstellung. Nach intravenéser Dosis wurde die maximale Konzentration
im Urin innerhalb von 0,5-2,5 Stunden und nach oraler Dosis innerhalb von 2,5-12 Stunden
erreicht, wobei der Konzentrationsspiegel zwischen 2,5 und 7 Stunden auf relativ gleich

hohem Niveau verlief (s. Tabelle 25). Die maximale Konzentration betrug nach intraventser
Dosis im Mittel 38,6 ng/ml (Dosis 1 pg/kg), 55,9 ng/ml (Dosis 2 pg/kg) und 76,6 ng/ml
(Dosis 3 pg/kg). Nach oraler Dosis lag die maximale Clenbuterolkonzentration im Mittel bei
38,6 ng/ml (Dosis 2,5 pg/kg), 140 ng/ml (Dosis 5 pg/kg) und 203 ng/ml (Dosis 10 pg/kg).

Tabelle 25 Clenbuterolgehalteim Urin nach Einmalapplikation
unterschiedlicher Dosen (EL I SA-Ergebnisse: Leerwert korrigiert)
(Darstellung der Mittel-, Median-, Minimum- und M aximumwer te)
Zeit 5 Kalber 6 Kalber 6 Kalber
[h] Dosis 2,5 ug/kg Dosis 5 pg/kg Dosis 10 pg/kg
MW ME MAX MIN MW ME MAX MIN MW ME MAX MIN
0,5 15 068 29 03 14,7 361 673 04 136 125 200 85
1 86 61 212 10 245 132 759 21 61,0 454 1829 11,2
15 121 663 319 42 39,7 20,7 1173 2,7 64,9 52,2 1750 44
2 12,7 7,65 31,4 48 78,1 29,5 3258 18,7 84,8 69,6 192,2 16,6
25 208 204 354 10,8 1059 45,3 398,2 26,7 129,3 106,0 320,0 54,2
3 209 195 379 134 1104 35,8 440,2 31,2 1453 90,6 360,0 21,9
35 19,1 156 29,7 98 90,4 285 4344 3,2 158,3 104 3150 419
4 239 134 553 11,9 101,7 42,8 4438 49 150,6 102 3814 40,4§
45 18,7 22 27,2 91 1109 28,1 499,0 10,4 169,1 139 3552 720
5 274 223 625 12,8 103,0 39,8 438,2 8,7 138,7 139 207,3 82p0x
55 248 175 57,2 98 1095 36,5 4914 6,6 1559 170 250,7 82,
6 19,6 20,1 26,9 11,3 87,0 39,2 360,0 12,8 142,0 110 289,1 56,p
7 22,7 129 625 15 889 43,8 321,2 9,1 1223 92 2741 11,7
8 146 524 31,1 29 558 20,2 2380 06 586 15,2 2188 1,0
9 12,2 805 248 15 554 135 2636 05 44,0 7 2161 11
10 94 218 394 14 509 125 2252 0,3 493 16,8 2346 0,8
11 136 482 372 0,7 494 17,1 2095 05 586 29,1 2476 21
12 144 6,75 412 41 210 13,2 711 1,1 495 248 1850 123
24 21 183 43 0.2 1,4 1 31 0.2 47 2,71 178 0,3
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1000 E —O—Dosis 3 pug/kg i.v. (n = 6)
F —~*—Dosis 2 pug/kg i.v. (n = 6)
- —4—Dosis 1 pg/kgi.v. (n = 4)
100 -
g [
E 10 T
o) L
§ [
= |
Q
L e
&) B
0,1 1 1 ‘1 | 1 |
0 4 8 12 16 20 24
Zeit [h]
Abbildung 20 Verlauf der Clenbuterolkonzentration im Urin nach einmaliger
intravenoser Applikation verschiedener Dosen
(Darstellung der Mittelwerte-ELISA)
1000 —o— Dosis 10 pg/kg p.o. (n=6)
: ~—x—Dosis 5 pg/kg p.o. (n= 6)
I —— Dosis 2,5 pglkg p.o. (h=5)
100 - O e
£ i
(@)
2 |
5 10 I S e i
= B
a B
5 I
O
Lo
0,1 } } } } } }
0 4 8 12 16 20 24
Zeit [h]
Abbildung 21 Verlauf der Clenbuterolkonzentration im Urin nach einmaliger oraler

Applikation verschiedener Dosen (Darstellung der Mittelwerte-ELISA)
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4.3 RUCKSTANDSVERHALTEN VONCLENBUTEROL

431 Plasmaergebnisse

Vor, wahrend und nach der Behandlung entnommene Plasmaproben von 15 ausgewahlten
Kalbern wurden mittels ELISA untersucht. Es wurden die Proben solcher Tiere gewahlt, bei
denen die 2. Probenahme am Tag 3 bzw. 4 Stunden nach der Futterung erfolgte, und die erst
langere Zeit nach der letzten Behandlung geschlachtet wurden. Von den ausgewahlten Tieren
hatten 6 die therapeutische Dosis, 5 die Mastdosis und 3 die doppelte Mastdosis erhalten.
Zusétzlich wurden die Proben von dem aus einem Vorversuch stammenden Tier (OM 64)
analysiert, das die doppelte Mastdosis Uber die gesamten 21 Tage erhielt.

Die Einzelergebnisse der Analysen sind im Anhang in Tabelle II-IV enthalten und in den
Abbildungen I-XV des Anhangs graphisch dargestellt. Aul3erdem sind alle Einzelergebnisse
noch einmal zusammen in Abbildung 53 und deren Mittelwerte und Standardabweichung in
Abbildung 54 im Diskussionsteil (s. 5.2.1) aufgefuhrt, um den von Quirke (1994a)
vorgeschlagenen Grenzwert diskutieren zu kénnen.

Die hochste Plasmakonzentration wurde bei den mit der therapeutischen Dosis behandelten
Tieren mit 0,22 ng/ml, bei den mit der Mastdosis behandelten Tieren mit 4,2 ng/ml und bei
den mit der doppelten Mastdosis behandelten Tieren mit 6,0 ng/ml gemessen. Tabelle 26 zeigt
Mittelwerte, Medianwerte, Standardabweichungen, Minimalwerte und Maximalwerte der
Plasmakonzentrationen, die wahrend des gesamten Behandlungszeitraumes zu den
verschiedenen Probenahmezeiten bei den einzelnen Tieren und insgesamt erreicht worden
sind. Es konnten wahrend der Behandlung mit der therapeutischen Dosis nach 4 Stunden mit
0,105 ng/ml héhere Clenbuterolwerte gemessen werden als nach 3 Stunden mit 0,067 ng/ml.
24 Stunden nach der ersten Clenbuteroldosis waren die Konzentrationen im Plasma am
niedrigsten.

Abbildungen 22-24 zeigen die Abnahme der Clenbuterolkonzentration im Plasma nach
Abschluss der Behandlung. Die logarithmische Unterteilung der y-Achse erlaubt die
Darstellung der drei verschiedenen Dosisverlaufe bei gleicher Skalierung. Im Anschluss an
die therapeutische Behandlung lagen die gemessenen Clenbuterolkonzentrationen nach 2
Tagen Wartezeit und nach Behandlung mit der Mastdosis nach 7 Tagen Wartezeit unterhalb
der Nachweisgrenze. Nach Behandlung mit der doppelten Mastdosis wurden nach 14 Tagen
Wartezeit noch Clenbuterolkonzentrationen im Bereich der Nachweisgrenze festgestellt.



Tabelle 26 Clenbuterolgehalteim Plasma [ng/ml] zu ver schiedenen Probenahmezeiten nach der ersten Behandlungam Tag
- gesamter Behandlungszeitraum - (Anzahl Proben [n], MW, SD, ME, MIN, MAX)
Probe- therapeutische Dosis Mastdosis doppelte Mastdosis
nahme- Kab OM ale Kab OM ale Kab OM ale
zeiten 20 28 29 30 48 63 Tiere| 37 51 52 55 58 Tiere| 93 94 95 Tiere
3h n 10 10 10 10 40
MW | 0,049 0,068 0,101 0,051 0,067
SD |0,013 0,035 0,047 0,010 0,036
ME |0,057 0,067 0,084 0,053 0,058
MIN | 0,026 0,028 0,069 0,035 0,026
MAX|0,062 0,116 0,223 0,071 0,223
4h n 10 10 20 21 21 21 21 21 105 | 21 21 21 63
MW 0,093 0,118 0,105|2,096 0,977 1,589 1,092 0,980 1,347| 3,88 4,36 2,62 3,623
SD 0,014 0,034 0,028|0,701 0,237 0,475 0,313 0,205 0,607 (0,900 1,127 0,803 1,194
ME 0,091 0,120 0,103 |1,993 0,969 1,615 1,054 1,017 1,196 3,93 4,46 2,68 3442
MIN 0,067 0,061 0,061|0,782 0,522 0,625 0,365 0,617 0,365|2,315 1,984 1,087 1,087
MAX 0,115 0,159 0,159 4,245 1,358 2,464 1,655 1,303 4,245|5,473 6,020 4,045 6,020
8h n 10 10 10 10 40
MW |0,046 0,052 0,102 0,040 0,060
SD |0,013 0,036 0,055 0,008 0,041
ME |0,045 0,045 0,080 0,041 0,052
MIN |0,032 0,01 0,053 0,030 0,010
MAX| 0,065 0,115 0,206 0,053 0,206
24h n 9 10 9 10 10 10 58 21 21 21 21 21 105 | 21 21 21 63
MW | 0,032 0,041 0,078 0,027 0,076 0,086 0,057|1,096 0405 094 0579 0544 0,713|2,311 3,212 1,953 2,492
SD | 0,007 0,026 0,037 0,008 0,013 0,035 0,034(0,394 0,135 0,308 0,186 0,162 0,363 (0,640 1,011 0,791 0,974
ME |0,034 0,051 0,07 0,025 0,077 0,087 0,053|1,013 0,392 0,994 0,584 0,54 0,613|2,179 3,118 2,393 2,590
MIN | 0,019 0,01 0,036 0,018 0,054 0,045 0,010|0,436 0,202 0,318 0,106 0,257 0,106| 1,037 1,037 0,518 0,518
MAX 0,037 0,071 0,143 0,043 0,097 0,158 0,158|1,820 0,610 1,550 0,963 0,946 1,820| 3,400 6,039 2,976 6,039
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Abnahme der Clenbuterolkonzentration im Plasma (MW und SD) nach Abschluss der
letzten Behandlung (EL | SA-Er gebnisse)
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4.3.2 Clenbuterolriickstande in verschiedenen Geweben

4.3.2.1 Ergebnisse der Vorversuche

Homogenisation

Wurden Leber, Muskel und Nieren im Stick unbearbeitet gelagert und erst vor der
Aufarbeitung homogenisiert, konnten hohere Clenbuterolkonzentrationen erzielt werden als
nach Aufarbeitung von homogenisiert gelagertem Material (Ergebnisse s. Gude et al., 1996).
Daher wurden fur die folgenden Auswertungen in der Regel nur Ergebnisse von im Stick
gelagerten Proben verwendet. Ausnahmen waren Proben von 4 Lebern und 3 Nieren, die nur
in gekuttertem Zustand verfugbar waren.

Untersuchung von Teilsticken der Leber

Anatomisch verschiedene Bereiche der Leber unterschieden sich nicht hinsichtlich des
Clenbuterolgehaltes (Ergebnisse s. Gude et al., 1996). Daher wurden fir die folgenden
Auswertungen die Mittelwerte aller Einzelergebnisse der Lebern verwendet.

Untersuchung von Teilen der Niere

Die Nieren von 22 Tieren wurden in Cortex und Medulla unterteilt. Bei Proben von 17 Nieren
war der Clenbuterolgehalt in der Medulla um 4 bis 113 % héher als im Cortex. Da von Gude
et al. (1996) erst ein Teil dieser Ergebnisse verotffentlicht wurden, stellt Tabelle 27 alle
Ergebnisse noch einmal zusammen. Zwischen rechter und linker Niere konnten keine
Konzentrationsunterschiede festgestellt werden (s. Gude et al.,, 1996). Fur die weiteren
Auswertungen sind nur Ergebnisse der Medulla bzw. der gesamten Niere, wenn diese nicht
geteilt wurde, verwendet worden.
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Tabelle 27 Clenbuterolkonzentrationen [ng/g] in den Nieren von 22

Tieren
Cortex Medullal Differenz
in %
therapeutische 1,24 2,63 1,39 112
Dosis 1,27 1,12 -0,16 -12
2,45 3,10 0,65 27
0,260 0,145 -0,12 -44
0,298 0,633 0,34 113
0,160 0,123 -0,04 -23
Mastdosis 74 79 473 6
62 105 42,62 69
1,61 1,92 0,31 19
1,74 2,03 0,29 17
0,63 0,83 0,20 32
0,46 0,30 -0,16 -34
0,22 0,23 0,01 4
0,43 0,30 -0,13 -31
doppelte 225 276 51,0 23
Mastdosis 174 231 57,7 33
132 182 50,7 38
131 162 31,1 24
1,98 2,92 0,9 47
1,17 1,71 0,5 47
3,76 4,56 0,8 21
0,85 1,17 0,3 38

4322 Clenbuterolriickstdnde in Leber, Muskel, Niere, Retina/Uvea, Galle und zum
Vergleich auch in Plasma

Aufgrund der Vielzahl von Daten sind die Einzelergebnisse im Anhang aufgefuhrt. Tabelle V
enthalt alle GC-MS- Ergebnisse. Dargestellt ist die Anzahl der Bestimmungen je Probe sowie
deren Mittelwert, Median, Standardabweichung und Variationskoeffizient (VK). Mittelwert
und Median zeigten in der Regel eine gute Ubereinstimmung. Tabelle VI im Anhang zeigt
zum Vergleich die ELISA- Ergebnisse der Proben.

Die Abnahme von Clenbuterol nach der letzten Behandlung mit therapeutischer, Mast- oder
doppelter Mastdosis ist fur jede Matrix in den Abbildungen 25-31 dargestellt. Die
logarithmische Unterteilung der y-Achse ermdglicht einen Vergleich zwischen den
verschiedenen Dosen und erlaubt eine bessere Auflosung der niedrigen
Konzentrationsbereiche. Es sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Ergebnisse
von Proben dargestellt, die mittels GC-MS und zum Teil zusatzlich mittels ELISA untersucht
wurden. Wahrend die Abnahme von Clenbuterol nach der letzten Dosis bei Leber, Muskel
und Niere einen mehrphasigen Verlauf zeigt, weist sie bei Retina/Uvea einen eher linearen
Verlauf auf.



Abnahme der Clenbuterolkonzentration in ver schiedenen M atrizes nach Abschluf? der letzten Behandlung mit unterschiedlichen
Dosen (MW £ SD) - Darstellung aller Dosierungen je Matrix
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Abnahme der Clenbuterolkonzentration in verschiedenen Matrizes nach Abschluf
der letzten Behandlung mit unterschiedlichen Dosen (MW % SD)

- Darstellung aller Dosierungen je Matrix -
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Abbildung 29 Niere (GC-MS- Ergebnisse)

Verwendet wurden die Analysenergebnisse von Medulla bzw. der gesamten Niere, wenn diese
nicht getrennt analysiert wordenist (s. Anhang, Tabelle I1).
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Abbildung 30

Retina/ Uvea (GC-M S- Ergebnisse)
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1000 =
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Abbildung 31 Abnahme der Clenbuterolkonzentration in der Galle nach Abschluss
der letzten Behandlung mit unterschiedlichen Dosen (MW und SD)
(GC-MS -Ergebnisse)

In den Abbildungen 32-34 ist die Abnahme von Clenbuterol in Leber, Muskel, Niere,
Retina/Uvea, Galle und Plasma dosisweise dargestellt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit
sind hier nur die Werte eingezeichnet, die oberhalb der Bestimmungsgrenze (BG) (Ergebnisse
der GC-MS) bzw. oberhalb der Nachweisgrenze (NG) (Ergebnisse des ELISAS) lagen.
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Abnahme der Clenbuterolkonzentration in verschiedenen Matrizes nach Abschluf

der letzten Behandlung mit unterschiedlichen Dosen (MW x SD)

- Darstellung aller Matrices je Dosierung -
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Eine starke Akkumulation von Clenbuterol konnte in der Retina/Uvea festgestellt werden. Die
Clenbuterolkonzentrationen nach 0 Tagen Wartezeit lagen bei jeder Dosis um das 20-50fache

Uber denen von Leber und Niere.

Insgesamt ergibt sich, dass die Clenbuterolkonzentration zum Zeitpunkt der letzen Dosisgabe
in den einzelnen Matrices dosisunabhéngig wie folgt abnimmt:

Clenbuter olkonzentr ation
(0 Tage Wartezeit):

RETINA > LEBER [ONIERE > GALLE > MUSKEL > PLASMA

Eine schematisierte Zusammenfassung der Daten zum Clenbuterolgehalt in den einzelnen
Matrices und an verschiedenen Tagen nach Gabe der letzten Dosis gibt die Tabelle 28.

Tabelle 28 Clenbuterolnachweisin einzelnen M atrices an ver schiedenen Tagen

Dosis Matrices Wartezeit nach letzter Dosis
- Probenahmetage -
1 2 3 4 7 14 28

therapeutische Dosis Muskel
Galle
Niere
Plasma
Leber
Retina/Uvea

0
Z%

Mastdosis Muskel

Galle /// %//
Niere ///%///
Plasma %%%
Leber %%%%%
Retina/Uvea %%%%%%%%

0 4 7 14

doppelte Mastdosis Muskel |

Galle .
Niere .
Plasma ////%////%/
Leber /////%/Z%

Retina/Uvea |

|| - Clenbuterolnachweis erfol gte mindestens bei einem
- Clenbuterol konnte nicht nachgewiesen werden
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Clenbuterol war in der Retina/Uvea bei allen Tieren unabhangig von der Dosis und bis zur
letzten Probenahme nachweisbar. Bei allen anderen Matrices konnte es dagegen nach
therapeutischer Dosis nur in den ersten 1-2 Tagen nachgewiesen werden. Selbst bei der
doppelten Mastdosis wurde im Muskel nach 7 Tagen und in der Galle nach 14 Tagen kein
Clenbuterol mehr gefunden, wahrend einzelne Tiere in Leber, Niere und Plasma bei der
letzten Probenahme nach 14 Tagen noch Clenbuterol enthielten.

Die Ergebnisse zeigen, dass Clenbuterol in den untersuchten Matrices unterschiedlich schnell
abgebaut wird. Obwohl beispielsweise im Plasma nach 0 Tagen Wartezeit wesentlich weniger
Clenbuterol enthalten war als in Niere, Galle und Muskel, konnte es noch nach langerer
Wartezeit nachgewiesen werden.

4.3.2.3 Darstellung der Einzelergebnisse von Leber, Muskel und Niere in Bezug zu
Hochstmengen bzw. Beurteilungswerten

In den Abbildungen 35-37 sind die Einzelergebnisse von Leber, Muskel und Niere je Dosis
graphisch dargestellt. Zusatzlich wurden die in der Einleitung und Aufgabenstellung
diskutierten Héchstmengen (MRLs) und Beurteilungswerte eingezeichnet.

Bereits 2 Tage nach Verabreichung der letzten therapeutischen Dosis konnten in keinem der
Organe noch Clenbuterolriickstéande festgestellt werden, die oberhalb des MRLs lagen. Nach
14 Tagen waren auch bei vorheriger Verabreichung der Mastdosis in keinem Organ

Clenbuterolriickstande oberhalb des MRLs nachweisbar. Selbst nach Verabreichung der
doppelten Mastdosis konnten nur in der Leber noch Konzentrationen nachgewiesen werden,
die oberhalb des MRLs lagen, wobei hier die letzten Proben nach 14 Tagen entnommen
wurden.
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4.4 PRUFUNG EINES THEORETISCH ENTWICKELTEN MODELLS ZURKONTROLLE DES
CLENBUTEROLEINSATZES AUF DEM SCHLACHTHOF

Bisher erfolgte die Beurteilung eines festgestellten Ruckstandes in einer Matrix Uber eine
Hochstmenge (z.B. im Sinne eines MRLs). Mit einer Hochstmenge als Kriterium sind
Ruckschlisse auf die zuvor verabreichte Dosis jedoch nicht mdglich, da in den meisten Fallen
die Wartezeit zwischen Dosisgabe und Probenahme unbekannt ist. Ein Ruckstandsnachweis
konnte demzufolge sowohl auf eine illegale Behandlung der Tiere mit einer hohen Dosis und
einer anschlieBend ausreichend langen Wartezeit als auch auf eine Behandlung der Tiere mit
einer therapeutischen Dosis und einer kurzen Wartezeit danach zurtickzufihren sein.

Im Folgenden wurde davon ausgegangen, dass die Aussagekraft eines Ruckstandsbefundes
erhoht wird, wenn die Rickstandsgehalte von mindestens zwei Matrizes bekannt sind. Wird
aus den ermittelten Gehalten ein Quotient gebildet, wéare es denkbar, diesen in
Konzentrationsverlaufskurven einzutragen, welche aus Quotienten derselben Matrices von
Tieren gebildeten wurden, die aus vorangegangenen Studien stammten und bei denen das
Behandlungsschema bekannt war. Gibt es Verlaufe von Tieren, die mit verschiedenen Dosen
behandelt worden sind und bei denen danach eine ausreichend lange Wartezeit eingehalten
wurde, musste sich durch den Schnittpunkt mit einer dieser Verlaufskurven die Wartezeit
nach der letzten Dosis ermitteln lassen.

Die unter 4.3 dargestellten Ergebnisse von Leber, Muskel, Niere, Retina/Uvea, Plasma und
Galle dienten als Datengrundlage zur Uberprifung dieses auf theoretischen Uberlegungen
basierenden Modells zur Kontrolle des Clenbuteroleinsatzes auf dem Schlachthof.

Tabelle 29 gibt einen Uberblick tber die Anfangskonzentrationen von Clenbuterol in den
einzelnen Matrices und uber die ermittelten Halbwertszeiten. Die héchsten Konzentrationen
und langsten Halbwertszeiten wiesen Leber und Retina/Uvea auf. Die Niere enthielt zwar
ahnlich hohe Anfangskonzentrationen aber kirzere Halbwertszeiten als die Leber. Galle,
Muskel und Plasma schieden aufgrund der erheblich geringeren Anfangskonzentrationen und
der schnellen Elimination als geeignete Matrices aus.



Tabelle 29 Clenbuterolkonzentration (C) nach 0 Tagen Wartezeit und Halbwertszeiten,(tvon Clenbuterol in den
ver schiedenen Matrices und Dosierungen (GC-M S -Ergebnisse und bei Plasma EL |1 SA -Ergebnisse)
0Si3 therapetische Dosis Mastdosis doppelte Mastdosis
Matrix C C Elimination C Elimination C Elimination
in 1. Phase 2. Phase 1. Phase 2. Phase
Zeit- tY Zeit- tY% Zeit- t% Zeit- t% Zeit- t%
spanne [Tage] spanne[Tage] spanne[Tage] spanne[Tage] spanne[Tage]
[Tage] [Tage] [Tage] [Tage] [Tage]
Retina [ng/g] 1500 - 28 7,9 17190- 36 10,2 -| 10068 O - 14 4,2 -
Leber [ng/g] 290- 1 0,30 84 0-2 0,43 2-14 4,4 1820 -4 0,77 4 - 14 4,0
Niere  [ng/g] 2,0 - 79 0-2 035 2- 7 0,2 2000-4 0,65 -
Galle [ng/ml] 11 - 19 0-2 0,42 - 53 0-7 0,96 -
Muskel [ng/g] 0,3 - 84 0-2 0,47 - 20 0-4 0,74 -
Plasma [ng/ml] 0,13 - 1,7 0-4 0,91 - 43 0-5 0,915-14 9,1
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Von den untersuchten Matrices kamen fur die Berechnung eines Quotienten nur die Werte
von Leber und Retina in Frage.

Die in  Abbildung 38 dargestellten Quotienten (Clenbuterolgehalt  in
Retina : Clenbuterolgehalt in Leber) wurden aus den Werten von jedem Tier einzeln und
unabhangig von der Dosis gebildet. Anhand der Abbildung ist bereits zu erkennen, dass ein
einheitlicher Verlauf, der fur ein standardisiertes Modell erforderlich gewesen ware, nicht zu
erzielen war.

2000 + X therapeutische Dosis
1800 | 0 Mastdosis
- < < doppelte Mastdosis o
1600
1400 -+
e, 1200 g
2 1000 + §
5 - o
T 800 + o
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© 400 + % 8
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+ ° o
0 g : : : : : 1 |
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Wartezeit [Tage]
Abbildung 38 Darstellung der aus Retina und Leber gebildeten Quotienten aller Tiere

und aller Dosen unter Verwendung der GC-MS-Ergebnisse
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4.5 ZUSATZLICHE | NFORMATIONEN

451 Allgemeinbefinden der Tiere wéhrend der Versuche

Pharmakokinetik und Bioverfligbarkeit von Clenbuterol

Sowohl nach intravendser als auch nach oraler Gabe vertrugen die Kalber die
Clenbuterolbehandlung gut. Lediglich in der ersten Stunde nach intravendser und 3-5 Stunden
nach oraler Verabreichung der hoheren Dosen (i.v.: 2 und 3 pg/kg KG; oral: 5 und 10 pg/kg
KG) deutliche Nebenwirkungen wie Muskelzittern, erhdhte Herz- und Atemfrequenz und z.T.
SchweilRausbruch zu beobachten, die bis zu 12 Stunden anhielten.

Bei zwei Tieren (OM 23 und OM 32) verschlechterte sich das Allgemeinbefinden der Tiere
ca. 14 Tage nach Versuchsbeginn. Die Tiere verweigerten teilweise die Futteraufnahme,
hatten erhdhte Kdrpertemperatur und eitrigen Nasenausfluss. Beide Tiere schieden daraufhin
aus dem Versuch aus.

Versuche zum Rickstandsverhalten von Clenbuterol nach verschiedenen
Dosisgaben

Nach oraler Verabreichung der therapeutischen Clenbuteroldosis von 0,8 pg Clenbuterol/kg

KG zeigten die Kalber keine Anzeichen von Nebenwirkungen. Wahrend der ersten
Behandlungstage mit der Dosis von 10 pg Clenbuterol/kg KG waren nach 3-5 Stunden die
oben beschriebenen Nebenwirkungen zu beobachten.

Das in einem Vorversuch mit der Dosis von 20 ug Clenbuterol/kg KG behandelte weibliche
Kalb (OM 64) zeigte keinerlei Nebenwirkungen. Im Hauptversuch mit derselben Dosis
konnten dann jedoch deutliche Nebenwirkungen in der fir die 10 pg-Dosis beschriebenen
Form beobachtet werden, so dass der Versuchsplan entsprechend Tabelle 2 gedndert wurde.
Bei langsamer Steigerung der Dosis wurden die genannten Symptome nicht mehr beobachtet.
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452 Begleitende Blutserumunter suchungen

Vor, wahrend und nach der Behandlungsphase wurden stichprobenweise jeweils vor der
morgendlichen Fitterung Serumproben von 11 Kalbern entnommen. 9 Kalber erhielten
wahrend der Behandlungsphase die Mastdosis und zwei Kélber dienten als Kontrolltiere. Die
Serumproben wurden im Labor von Dr. Dr. J. Seiffert auf verschiedene Leber- und
Nierenfunktions- und Stoffwechselparameter untersucht. Alle Parameter sind in den
Abbildungen  39-51 anhand der Mittelwerte der Tiere dargestellt. Die
OrientierungsmessgroRen  fir den  Normalbereich sind als Querbalken, der
Behandlungszeitraum als Langsbalken eingezeichnet. Die physiologischen Bereiche bei
Kalbern/Rindern wurden nach Schmidl (1981), Kraft & Durr (1997) und nach Angaben von
Seiffert (1995) zusammengestellt. Die meisten Messwerte aller untersuchten Serumparameter
lagen zum Teil mit erheblichen Streuungen im Normalbereich. Im Vergleich der Tiere
wahrend der Behandlung zu den Kontrolltieren konnte bei keinem Parameter ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Weder die Leberfunktionswerte AST, GMEBT, und
Bilirubin noch die Nierenfunktionsparameter Harnstoff, Kreatinin und Protein gaben
Hinweise auf eine Schadigung dieser Organe. Eventuelle Schadigungen von Organen waren
ein wichtiger Hinweis, da sich dadurch die Pharmakokinetik eines Stoffes und damit die
Versuchsergebnisse verandern konnten. Lediglich beim Harnstoff konnte mit
Behandlungsbeginn ein Abfall der Werte unter den unteren Normbereich beobachtet werden.
Erniedrigte Harnstoffwerte weisen auf einen erhdhten Eiweil3bedarf hin (Kraft & Schillinger,
1989). Andere Stoffwechselparameter, wie Kreatinin, Triglyceride, Cholesterin waren
dagegen nicht verandert. Die Blutzuckerwerte lagen mit 80-100 mg/dl bei den
Versuchskélbern deutlich héher als sie bei wiederkduenden Rindern zu erwarten sind. Dies
spricht daflr, dass die Versuchstiere noch keine Vormagenaktivitaiten besaRen (Kraft &
Schillinger, 1989). Die Bilirubin- und Cholesteringehalte bewegten sich dagegen in
GrolRenordnungen, wie sie in der Literatur fir Rinder angegeben werden.



Darstellung verschiedener Blutserumparameter
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-X- = behandelte Tiere (MW, SD von 9 Tieren);

-0- = Kontrolltiere (Einzelwerte von 2 Tieren)
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Darstellung verschiedener Blutserumparameter
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-X- = behandelte Tiere (MW, SD von 9 Tieren);

-0- = Kontrolltiere (Einzelwerte von 2 Tieren)
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453 Korpergewichte der Tiere

Die Korpergewichte der Kalber sowie deren Zunahmen in der Akklimatisationsphase, in der
Behandlungsphase und in der Postbehandlungsphase sind im Anhang in den Tabellen VII - X
zusammen mit den Mittelwerten, Medianwerten und den Standardabweichungen dargestellt.
In Abbildung 52 sind die mittleren Gewichtszunahmen der Kaélber von Beginn der
Behandlung bis zum Versuchsende dargestellt. Die Gewichte der behandelten Tiere sind den
nach einer Akklimatisationsphase gemessenen Gewichten der Kontrolltiere gegentbergestellt.
Dargestellt ist jeweils die Differenz zwischen dem Ausgangskorpergewicht zu
Behandlungsbeginn und dem am jeweiligen Versuchstag gemessenen Korpergewicht.
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Versuchsende - Darstellung der Mittelwerte



