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Routinebestimmung von Anabolika im Harn

Routine urine analytica of anabolica

Von DONIKE, M., J. ZIMMERMANN, K.-R. BARWALD, W. SCHANZER, V. CHRIST,

K. KLOSTERMANN, G. OPFERMANN

Zusammenfassung

Die verschiedenen zanalylischen Mog-
lichkeiten zum Nachweis der anzbo-
len Steroide im Urin werden disku-
tiert, Die anabolen Steroide werden
sehr stark melabolisiert, so daB der
analylische Nachweis auf die Melzbo-
liten ausgerichlet werden muB. Ver-
glichen mit den anderen analytischen
Verfahren, Radioimmuno assay (RIA)
und Hochdruckflissigkeitschromato-
graphie (HPLC), werden die Vorieile
der  Gaschromatographie/Massen-
spektrometrie in Verbindung mit ei-
ner geeigneten Probenvorbereilung
zum Nachweis und zur Erforschung
des Melabolismus dieser Hormone
dargestellt. Ausscheidungsversuche
mit Metandienon und Norlestosieron
belegen die Leistungsfahigkeit dieses
Verfahrens, das gleichzeilig auch ei-
ne Beurteilung gestattet, ob exoge-
nes Teslosteron zugefithrt wurde.

Summary

The different analylical approaches 1o de-
tecl anabolic sleroids are discussed. The
anabolic sleroids are excreled 10 a high
exlent as melabolites, which should be
tlhe 1target of the analylical screening
procedures. In comparison with (he olher
analylical melhods, Radioimmunoassay
{RIA) or High-pressure liguid chromalo-
graphy (HPLC), Ihe use of GC/MS alter

appropriate sample preparzlion is more
effective. Excrelion sludies with the ana-
bolic slercids melandienone and norie-
siosierone (nandrolone) demonsiraie the
possibilities of Lhis screening procedure.
Simultaneously the application of exoge-
nous ieslosterone can be delecied.

Résumé

Le propos de ce résumé est de discuter
les différentes possibilités analyliques
pour demonsiser la presence des slér-
cides anaboliques dans I' urine. Les slér-
oides anabcliques sont mélabolisées trés
forl et de ce fait, leur mise en évidence
par ['analyse doit se cenlrer sur les mé-
fabolites. A I'aide d'une comparaison avec
les aulres procedures analyliques: radi-
oimmunoassay (RIA) et chromatographie
de liquide haule pression (HPLC), on
présentera les avanlages de la chroma-
lographieen phase gazense/speclromé-
{rie de masse combinés avec une présen-
lation adéquale des essais tendant 4 la
mise en évidence et a I'élude du métabo-
lisme de ces hormones. Des essais
d'excrélion avec du métandiénone el de la
nortesiostérone ont démontré ['efficacilé
de ce processus, lequel permet en méme
lemps, de défecter la présence de leslos-
lérone exogéne.

1. Elnleitung

Mit der Aulnahme der Anabolika in
die Dopinglisie des Internalionalen
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Leichtathletikverbandes (IAAF, 1972)
und in die Dopingliste der Medizini-
schen Kommission des Internationa-
len Olympischen Komitees (19786) ist
die Diskussion um diese Substanz-
klasse noch lange nicht beendet ge-
wesen. Als Griinde fir die auch heute
noch anhaltende Diskussion lassen
sich die schwierige analylische Erfas-
sung, die nur schwer verifizierbaren
Effekte, die unterschiedlichen Aus-
wirkungen bei Mannern, Frauen und
Jugendlichen sowie die Verwendung
als |, Trainings-Dopingmittel* ani{h-
ren. Unter _Trainings-Dopingmittel”
sind die Subslanzen zu verstehen,
die im Training eingenommen die
Wettkamplleislung auch Tage und
Wochen nach dem Absetzen noch
verbessern. Fiur die klassischen Do-
pingmittel, die Stimulantien und Nar-
kolika, gilt ein pharmakologisches
Grundgeseltz: die Dosis-Wirkungs-
beziehung. Ein Effekt kann nur dann
erwartet werden, wenn zum Zeit-
punkt der Messung ein wirksamer
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Blutspiegel vorhanden ist. In diesem
Falle liegt meist auch ein hoher und
damit auch leicht erfalbarer Urinspie-
gel der Dopingmiltel vor.

Die Probleme des Anabolikanachwei-
ses im Urin resultieren tells aus ihren
spezifischen Eigenschaften, teils aus
ihrer Verwendung als ,Trainings-Do-
pingmittel*. Im einzelnen kdénnen wir
folgende Griinde angeben;

1. Der intensive Metabolismus. Das
applizierte Steroid erscheint zu mehr
als 99% metabolisiert im Urin, wobei
meist mehrere Metaboliten auftreten.

2. Die auBerst geringen Urinkonzen-
irationen im Bereich von 10 ng/ml
und weniger.

3. Die Stérungen durch die begleiten-
den Lipide, die sich um so sléarker be-
merkbar machen, je niedriger die
Konzenlrationen der zu bestimmen-
den Anabeolika sind.

Die lolgenden Enzyme verandern die Slruklur der applizierlen Wirksloffe und katalysie-

ren die Reaklionen

H.O (o]
1. Lipasen: R—0--COR, ——=  R—O—H =+ R,—chH
Steroidester Steroid
o + H2 . —
2. Dehydrogenasen: a) _—C = C =t HC -
yeres WSOm0 T _He-CE
Oleline gesdlligle Kohlenwassersioffe
<+ H .
b) =C=0T_ ﬁ;’—; CH — OH
s

Kelogiuppe

Alkoholgruppe

3. Oxygenasen: R—H + O, + DH + H+* = R—OH + D+ + H,0

Sleroid

OH

4. lsomerasen: C —CH

a—Form

Steroidalkohol

CH,

— C —OH

B—Form

5. Konjugasen: a) R—OH + H,80, —» A—0—S0,H 4 H,0
Alkohol + H,;SO, —— Sieroidsuifat

b} R—OH + Glucuronsdure —— Steroidglucuronide
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Die bisher beobachteten und in der
Literalur beschriebenen Stoffwech-
selwege lassen sich mit den folgen-
den 2 Prinzipien beschreiben:

1. Testosteron-Stollwechselweg
(vergl. Abb, 1)

2. Metandienon-Stoflwechselweg
{vergl. Abb. 2}

Ad 1.

Testosteron, das nallrliche Sexual-
hormon, wird sehr stark metaboli-
siert, Vier Metabolile erscheinen in
unterschiadlichen Mengen im Urin:
cis-Androsteron, Etiocholan-3-f-ol-
17-on, Eliocholan-3-u-0l-17-on, Epi-
androsteron, Die gleichen enzy-
matischen Reaktionen — Reduktion
zum 3-Alkohol, Oxydation zum 17-Ke-
ton, Hydrierung der 4-Doppelbindung
und Konjugaibildung — ver8ndern
die nahen Teslosteron-Verwandten
4-Chlortestosteron und 19-Nortesto-
steron.

Diese Anabolika durchlaufen somit
den vorgebildeten Stoffwechselweg
des Tesioslerons. Dies mag vielleicht
der Grund {0r gie .Leberfreundlich-
keit® dieser Anabohka sein.

Ad 2,

Metlandienon (Dianabol?®), das be-
kannleste oral-wirksame Anabolikum,
wird, vor allem zu Beginn der Resorp-
tion, als freie Verbindung ausgeschie-
den. Oaneben becbachlen wir eine
Epimerisierung der 17-f-Alkyl-¢e-hy-
droxyl-Gruppierung sowie eine Hy-
droxylierung in 6-Stellung. Nach die-
sem Schema werden Metandienon
und das 4-Chiormetandienon (Turina-
bol®} umgewandeli,

Die Konsequenzen aus dem oben be-
schriebenen biochemischen Verhal-
len der Anabolika {Ur die Analytik lau-
ien:

1) Testosteron-Derivate ohne Alkyl-
subslituenien in 1- oder 17-Position
werden zu mehr als 99% nach dem
oben flr das Testosteron aufgezeig-
len Weg metabalisierl. Die Metaboli-
len dieser Anabolika begleiten somit
die Testosteron-Metaboliten und fin-
den sich in der Fraklion der konju-
gierlen Steroide.

2) 17-a-Alkyl-Derivale werden zwar
metaboelisiert, z. B. durch Hydroxylie-
rung in der 8- oder Epimerisierung in
der 17-Stellung, sie werden jedoch
nichl konjugiert und erscheinen so-
mil als freie Steroide Im Harn.
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Abbildung 1: Testaosleron-Sloifwechselweg: Das Testosleron
(1) wird im A-Ring hydrlert, wobel insgesamt 4 Isomere For-

men enistehen,

Zusilzlich wird dle Hydroxylgruppe in 17-Stellung zur Keto-
Funkiicn oxydiert. Cis-Androsteren (2), Epiandrosleron (3),
3-a-Etlocholanclon {4), 3-0-Etlocholanolon’ (5} sind die sle-

Abblidung 2: Metandlenon-Stolfwechselweg: Neben der Epl-
merlsierung am 17-Kohlenstoifalom lrilt eine Hydroxylierung

in 6-Stellung ein, die typisch [Ur 17-Alkyl-Steroide zu sein

scheint.

non (3).

reolsomeren Metabolile mit 17-Ketostruklur,

Dieser Unterschied, Auftauchen von
einigen Anabolika in der Fraktlion der
freien Stercide, einigen anderen in
der Fraklion der gebundenen oder
konjugierten Steroide, 4Bt sich, wie
spéter noch gezeigt wird, bet der Pro-
benvorbereilung sinnvoll ausnuizen.

3. Mdoglichkeiten des Screening-
Nachweises von Anabolika

3.1 Radio-Immun-Assay (RiA) (1, 2,
3)

Schon 1975 schlug R. Brooks (1) das
fur wissenschaflliche Fragestellun-
gen schon lange bekannte Radio-Im-
mun-Nachweisverfahren (RIA) fir die
Anabolika-Analytix ~ vor.  Zundchst
hochgespielt in den Medien wurden
die Nachteile des RIA verkannt: Der
hohe Prozenisatz ven {alsch-positi-
ven Ergebnissen, die einer Nachkon-
trolle mit Hilfe der Massenspekirome-
Irie in Verbindung mit der Gaschro-
matographie bedirfen. Hierdurch
wird die Analysenkapazitét eines La-
bors oder eines Instituts unnétig be-
lastet.

Génzlich (bersehen und daher nicht
diskuliert wurde die Moglichkeil von
falsch-negativen Ergebnissen. Im
Rahmen von Testanalysen, beispiels-
weise bei Akkreditierungsverahren
fiir Laboratorien, ergaben sich in be-
trachtlichem Umfange falsch-negative
Resultate. Wihrend die Grunde far
die falsch-posiliven Resultate leicht
einzusehen sind — Kreuzreaktionen
mit anderen Steroiden oder Lipiden
sowie zu geringe Konzenlralionen fGr

eine gaschromatographisch/massen-
spekiromeirische Besldtigungsanaly-
se =--, wurde der offensichiliche
Grund fir die falsch-negativen Analy-
sen, namlich die Verwendung von un-
geeigneten Anliseren, Ubersehen,
Beispielsweise erfolgl die Immunisie-
rung auch heute noch mit Hilfe des
applizierien Wirkstoffes, z.B. des
MNoriesiosterons (3). Die Haupimenge
des Anabohkums erscheint jedoch
als Stoifwechselprodukt, als cis-Nor-
androsleron, das das Antiserum nicht
erkennt (4).

3.2 Hechdruckfiissigkeits-Chrormato-
graphie (HPLC) (5, 6)

Die Hochdruckilissigkeits-Chromato-
graphie (HPLC} hat in den letzlen
Jahren grofle Fortschritte gemachi.
Heule erscheint sie reif fOr eine
Screening-Prozedur, und zwar fir
diejenigen Steroide, die als ,freie Ste-
roide” ausgeschieden werden und
tber eine relaliv hohe Absorplion im
ultravioletien Bereich des Spekirums
verfigen. Beispiele hierflr sind Me-
tandienon oder das 4-Chlormelandie-
non, die als 6-Hydroxy-Metaboliten
ausgeschieden werden und im A-
Ring noch {iber das urspringliche
chromophore System, die 1,4-Dien-
3-on-Struklur verflgen.

Ein weiteres Anwendungsgebiet der
HPLC wird die Isolierung von Steroid-
fraktionen sein. Dleser Schritt kdnnie
in vielen Féllen eine wirksame Vorref-
nigung der biclogischen Extrakie dar-
sleflen und die gaschromalogra-

Metandlenon (1), 6-Hydroxy-melandienon (2}, epl-Metandie-

phisch/massenspekiromeirische
Identifizierung erleichtern.

3.3 Gaschromatographie/Massen-
spekiromelrie als Screening-Proze-
dur (4, 7}

Bericksichligt man, daf8 viele interna-
tionale Verbidnde und Gremien die
Massenspeklrometrie  ausdriicklich
als ldentifizierungsverizhren {0r posi-
tive Dopinglélie verlangen, so bielet
sich nalidrlich die gaschromatogra-
phisch/massenspektromelrische
Analyse als Screening-Prozedur an.
Diese Analysenmethode erweitert die
Palette der im Rahmen der Scree-
ning-Prozedur auffindbaren anabolen
Steroide. Ein weiterer Vorteil ist, daB
die Nachweisgrenzen von Screening-
und Identifizierungsverfahren gleich
hoch oder niedrig sind. Unterschiedli-
che Nachweisgrenzen, die beispiels-
weise zwischen der GC-MS-Melhode
und dem RIA urn den Faktor 102 — 10?2
differieren kénnen, lassen sich somit
vermeiden.

4. Massenspektromelrische Besl#ti-
gung

Fiir die massenspeklrometrische Be-
stitigungsanalyse stehen in der Zwi-
schenzeit eine Reihe von hochst in-
formativen Verfahren zur Verfigung.
Fur die Praxis zur Zeit am geeignet-
sien sind die beiden folgenden Ver-
fahrensweisen:

1. Aufnahme eines kompletlen Spek-
trums (El = ElekironensioBionisation
oder/und C| = chemische lonisation)
der aufgefundenen Subslanz, in der
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Abbildung 3: Metandienon-Ausscheidungsversuch: Nach ora-
ler Gabe von 20 mg Metandienon ergeben sich 48 Stunden
nach Applikation bei der gaschromatographlschen/massen-
spektrometrischen Uberpriifung im zykllschen Scan Hinwelse
auf das Vorliegen des 6-Hydroxy-Metandienon durch die vom

Regel im Rahmen einer gaschroma-
tographisch/massenspektrometri-
schen Untersuchung. Manchmal ist
es zweckmdaBig, den .Untergrund®
abzuziehen, wobei die Festlegung,

was ,biologischer Unitergrund* ist,
problematisch isl und bleibt.
2. Massenspezifische  Detekiion

(mass fragmentography): Die charak-
leristischien lonen der nachzuweisen-
den Substanz und die Retentionszeit,
evtl. unter Wechsel der Polaritél der
Trennséule, werden regisiriert und
mit einem Standard verglichen.

Zusdtzliche chemische Reaktionen
liefern weitere Information, z. B. Hy-
drazonbildung nach vorhergehender
Trimethylsilylierung, ein Verfahren,
das als seleklive Derivalisierung be-
kannl ist (8).

Eine weitere chemische Modifikation,
meist ungewollt belm Aufbewahren
der Proben im Gemisch mil Silylie-
rungsmitteln eintretend, ist die Enoli-
sierung, die gezielt ausgeniizt wer-
den kann, um zusatzliche Informalio-
nen zu erreichen (9, 10, 11, 12),

Weitere Moglichkeilen der Bestali-
gung® von posiliven Resultaten bei
GC-MS-Untersuchungen liegen in der
Anderung der Schulzgruppe, z. B.
Ubergang von der Trimethylsilyl- zur
lert.-Bulyldimethylsilyl- oder zur Trie-
thylsilyl-Gruppe (11).

kann (3 b).

5. Routine-Analytik von anabolen
Steroiden

Die Uber Jahre ausgearbeilete, mehr-
fach verénderte Analysenverschrift
beinhallet folgende Arbeitsschritte:

1. XAD-2-Adsorplion der Lipidirak-
tion aus dem Urin (13, 14)

Desorplion mit Methanol

Auftrennung in die Fraklionen der
freien und der konjugierien Stero-
ide durch eine Verieilung zwi-
schen Ether und Puffer pH 5.2

Enzymatische Hydrolyse der ge-
bundenen Stercide und Isolierung
der nunmehr freien Steroide
durch Extraktion

Getrennle Derivatisierung (Trime-
thylsilylierung) der beiden Fraklio-
nen

GC-MS-Screening-Prozedur, ge-

irennt fUr beide Fraktionen

Mit dieser, verglichen mit publizierten
Verfahren, einfachen und zeitsparen-
den Arbeitsvorschrift wird fir viele
Anabolika ein empfindlicher und si-
cherer Nachweis erreicht. Neben der
Oplimierung der analytischen Para-
meler gaschromatographische
und massenspektrometrische Bedin-
gungen — ist die geeignete Derivati-
sierung der einzelnen Steroide fUr die
Empfindlichkeil und Sicherheit des
Nachweises ausschlaggebend. Be-

Computer rekonstruierten lonenspuren 460, 281, 209 und 143
(3 a). Der Gehall an diesem Metabolit Ist In dieser Probe noch
so hoch, dafl im Maxlmum der lonenspuren noch ein eindeuti-
ges Massenspekirum dleses Metabolilen erhallen werden

zuglich Einzelheilen der chemischen
Derivalisierung sei auf andere Publi-
kationen hingewiesen (8, 9, 10, 11,
12, 15, 16).

In den folgenden Abbildungen sind
Beispiele fur die Empfindlichkeit der
Screening-Prozedur fir anabole Ste-
roide dargestelli. Die Abb. 3 zeigt ei-
nen Ausscheidungsversuch mit Me-
tandienon (Dianabal®). Hier sind bei
den fdr Metandienon charakteristi-
schen lonenspuren m/e 480, 281,
209 und 143 die Signale fUr den Meta-
boliten B-Hydroxy-dianabol zu erken-
nen (17).

Eine noch langere Nachweismoglich-
keit besteht fOr &lige Lésungen von
Cepotpréparaten (z.B. Decadurabo-
lin®), Hier ist offensichtlich die Re-
sorption doch nicht se rasch und voll-
siéndig, wie die Beipackprospekie
der Hersteller erwarten lassen. Die
folgende Abbildung (Abb. 4) zeigt
das Ausscheidungsverhalten, darge-
slelit an der charakterislischen lonen-
spur 405, Uber etwa 3 Wochen hin,
Hieraus 18Rt sich der Schiu ziehen,
dafl Depotpraparate mehrere Monale
nach der Applikation noch nachweis-
bar sind.

Dieser Befund steht im Einklang mit
den Erfahrungen der Praxis im Do-
ping-Kontrollabor. Nach den Anga-
ben der Athleien, deren Urinproben
noch geringe Mengen der Metaboli-
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x 13 ?'. f .'“. a
AT LTALW Abblldung §: Wech-
I e e T selbeziehungen zwi-
schen  Androslen-
min  dien (1) und Tesl-
osteron (2) elner-
x 222 selts und epl-Test-
Q) osteron (3) anderer- OH
seils. H
=_. Dle belden Test- M o= 0H
=0 osleron-Isomeren
unterschelden sich
x 38 durch dle Slellung 2
b} der Hydroxylgruppe O 0 3
~ —— In der 17-Slellung.
15 8 min
% 13 Frage bleibt zu klaren, weiche Veran-
. . e .. derungen des normalen Steroidpro-
a) f fils im Urin zu beobachten sind.

15 18 min
Abbildung 4: Nortestosleron-Ausschei-
dungsversuch: Die Signale 1, 2 und 3
enisprechen den Melaboliten des Nor-
teslosterons, die als Cis-Norandrosie-
ron, Noretiocholanalon und MNorepian-
drosteron zu bezeichnen sind. Regi-
striert wurde die lonenspur m/e = 405,
dle charakieristisch isl [ir die Norteslo-
steron-Melabolile.

a) = 0-Wert, b) = 23 h, c) = 5. Tag, d)
= 14, Tag, e} = 29, Tag nach i. m. Appli-
kalion von 50 mg Decadurabolin®.

ten des Ncrlestosterons enthielten,
lagen die Anwendungen bis zu 3 Mo-
naten zurick!

6. Der Nachweis von exogenem
Testosleron

Es steht auBer Zweifel, dal die Gabe
von Anabolika aufgrund der zuneh-
mend besser werdenden Mdglichkei-
ten des Nachweises durch eine
Teslosteron-Zufubr erselzt wird. Vie-
le Einwande, die gegen die Applika-
tion von Anabolika sprechen, kénnen
auch gegen die unkrilische und hem-
mungslose Tesiosteron-Therapie vor-
gebracht werden, insbesondere bei
Frauen und bei Jugendlichen. Es
kann nicht Ziel der Dopingkonirollen
auf Anabolika sein, daB auf dem Um-
weg Uber Testosleron diese unterlau-
fen werden. Hier tritt bel einer Kon-
trolle jedoch ein Problem auf, das
Problem der Differenzierung von kér-
pereigenem und exogen zugefihrtem
Hormon. Es ist naheliegend, nach
Testosteron-Applikation einen hdhe-
ren Bluispiegel zu postulieren. Die

Die oben erwghnle Screening-Proze-
dur fOr anabole Steroide, insbeson-
dere fur die Konjugate, geslattet es,
eine Reihe der endogen Androgene
quanlitativ zu bestimmen. So kénnen
beispielsweise die Meizaboliten des
Testosterons cis-Androsieron, Elic-
cholanolon etc. ebensao leicht quanti-
tativ bestimmi werden wie der Vorldu-
fer Androsiendion oder das physiolo-
gisch inaktive Epitestosleron.

Laut Literalurangabe soll ein Gleich-
gewicht zwischen Androstendion,
dem Vorlauter des Testosierons und
seinem |someren, dem Epitestoster-
on beslehen {Abb. 5). Wir konnten
nach Testosteron-Applikation jedoch
nur eine Erhdhung der Tesiosteron-
Konjugale beobachten, wohingegen
der Epiteslosteron-Konjugatspiegel
im Rahmen der MeBgenauigkeit kon-
s{ant blieb (vergl, Abb, 6}, Das heiBl,
daB keine echten Gleichgewichte, wie
in Abb. 5 dargestellt, bestehen. Spe-
kulativ ist nach wie vor die Rolle des
Epilestosterons, dem z. T. keine bio-
logische Bedeutung zugesprochen
wird.

Eine Diiferenzierung von endogen
und exogen zugefGhrtem Testosle-
ron isl Uiber das Verhéltnis Testoste-
ron zu Epitestosteron, den Testoste-
ron-Epitestosieron-Quolienten, mdg-
lich,

anabole

7. Analysenprozedur fir

Stercide

1. Aul eine XAD-2-Sdule (Pasteurpi-
pelte ca. 5 mm @, Glaskugel 1-2

Abbildung 6: Testosteron-Ausschel-
dungsversuch: Nach araler Applikalion
von 40 mg Testosteron-undecanoat er-
h&ht sich der Testosleron-Splegel im
Urln (6), wahrend die Epileslosleron-
Konzentrallon (5) gleich bleibt. Regl-
sirierl wurde die lonenspur 432, die dem
Molekiillen der bis-trimethylsilyl-subsii-
lulerten Verbindung entspricht.

a) = 0-Wert, b) = 3h,¢e) = 6h,d) =
9 h, e} = 13 h nach Applikalion.

mm @, XAD-Betlhdhe 22—25 mm)
werden 5—10 ml Urin aufgetragen
und anschlieBend mit der doppelten
Menge H:O (glasdestilliert} nachge-
waschen, Der Urin muB frei von Sedi-
menten sein, evtl. zenirifugieren.

2. Die adsorbierten Stercide werden
mit Methanol in 5 Portionen a 0.5 ml
eluiert,
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3. Die melhanolische Lésung wird am
Rotationsverdampfer eingeengt. Zu
. dem Rickstand wird 1 ml Nalrium-
acelat-Puffer mit einem pH von 5.2
und_einer Molaritdl von 0,2 gegeben
(Natriumacetat-Puffer, Stammldsung
3 molar, 1:15 mit H:O destilliert ver-
dinnen). Der Puffer ist jeweils aus
der Stammidsung herzustellen,

Die freien Steroide werden mit 5 ml
Ether (peroxidfrei) extrahiert. Hierzu
schiltelt man 15 min mechanisch,
dann wird der Uberstand mit einer
Pasteurpipette oder Forlunapipetle
abgenommen und am Rotationsver-
dampfer vorsichtig eingeengt. Der
Rickstand wird vor der spateren Tri-
melhylsilylierung noch mindestens %
Stunde im Vakuum Uber P20s/KOH
getrocknel. Das Glas und der Puffer
werden mit 2 ml Ether (ohne zu
schiltieln) gewaschen. Der Ether wird
mit Hilfe einer Kapillare abgezogen
und verworfen.

4. Die wafrige Nalriumacetat-Lésung
wird von dem restlichen Ether befreit,
indem die Probengldser am Rota-
tionsverdampfer vorsichiig evakuiert
werden.

5. Die Proben werden mit 0.05 ml -
Glucoronidase/Arylsuliatase  (Serva
22867) verselzl und entweder 3 Stun-
den bei 50°C oder Uber Nacht bei
37°C inkubiert.

6. Die in Freiheil gessizten Steroide
werden durch Extraktion mil 5 mi
Ether wie lolgt Isolieri:

DEUTSCHE ZEITSCHRIFT FOR SPORTMEDIZIN

Zur Probe gibt man ca. 50 mg K:CQs
und 5 ml Diethylether (peroxidirei).
Dann figt man unter Schiiteln auf
dem Vibro-Mischer ca 1 g Na2SQ. zu
(Zeitdauer ca. 1 min). Danach wird
zentrifugierl und die etherische Pha-
se in ein weiteres Zentrifugenschliff-
glas abdekantiert. Die Probenglaser
werden mit 1 ml Ether nachgespdit
und die etherischen Frakiionen ge-
meinsam am Rolationsverdampfer
zur Trockne eingeengt. Die Rick-
stdnde werden noch mindesiens %
Stunde im Vakuumexsikkalor (iber
P20:/KOH nachgetrocknel.

7. Trimethylsilylierung

7.1 Freie Steroide (17-Alkyl-substi-
tuierte Steroide}

Die Trimethylsilylierung erfolgt mit 50
ul eines Reaklionsgemisches von
MSTFA : TMSCI : TMS-Imidazol {100 :
5:2;viv:ivi}

Die Mindestmenge an Silylierungsmit-
tel belragt 25 wi, die Maximalmenges
100 ul. Sminltiges Erhitzen auf 60°C
isl ausreichend, die gewinschte Deri-
valisterung zu vollenden.

7.2 Konjugierte Steroide

Konjugiert ausgeschiedene Steroide
werden mit einem Gemisch aus
MSTFA/TMSJ (100 : 2; v : v) silylisrl
(20 min bei B0°C ergibl die ge-
winschle Derivatisierung: R-O-TMS
fir Hydroxylgruppen, Encl-O-TMS fir
3- und 17-Ketogruppen).
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8. Gaschromatographisch/massen-
spekirometrische Analyse

Geral: Hewlett Packard 5995 A
Sdule: Hewlelt Packard FS-Kapillare
OV 1 quervernetzl, Linge 25 m, i. D.
0.2 mm

Temperaturen:

Einsprilzblock: 320°C

Ofen: 1BO°C, 5°C/min, 280°C (10
min)

lonenquelle; 200°C

Gase: Helium: 1.1 ml/min bei 180°C
Splitverhélinis: 1:10

Dosierung: 1 ul mit einer 10 ul-Sprilze
MS-Bedingungen: Ei, 70 eV, 300 uA
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Aus dem Zenlrum Kinderheilkunde und dem Zenirum [nnere Medizin der Medizlni-

schen Hochschule Hannover

Renale Adaptationsmechanismen bei
korperlicher Belastung

Renal adaptation mechanisms during physical ex-

ertion

Von KRULL, F,, H. G. FOELLMER, H, LIEBAU, J. H. H. EHRICH

Zusammenlassung

Bei 30 gesunden méannlichen Freiwilli-
gen wurden vor, widhrend und nach
einem 15- bzw. 25-km-Marsch ver-
schiedene Nieren-, Herz-Kreislauf-
und endokrine Funktlonen unter-
sucht. Die Ausdauerbelastung fithrte
zu einem Anslieg von Blutdruck und
Herzfrequenz. Die Adrenalinausschei-
dung im Urin slieg an, nicht aber die
Exkretion von Noradrenalin. Die Plas-
mareninaklivildt war erhoht. Protein-
urie und Erythrozyturie traten nicht
auf. Die Kreatininclearance blieb nor-
mal. Natrium, Kalium und Chilorid im
Serum blieben unverdndert, die Se-
rumglukose fiel ab. Die Urinmenge

und die Ausscheidung von Natrium
und Chlorid nahmen manig wahrend
und nach der Belastung ab,

Die dargestellten Daten zeigen im
Gegensatz zu einigen bisherigen Ver-
&ffentlichungen keine wesentliche
Beeinlrachtigung der Nierenfunktion
durch Ausdauerbelastungen und die
daraus resultierenden kardiovaskula-
ren und hormonellen Reaktionen.

Summary

Various kidney hearl, circulatory and en-
docrine functlons of 30 male volunleers
were examined belore, during and afler a
15, respeclively 25, km hike. The heavy,
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long-term physical exertlon led to an in-
crease in blood pressure and hearl rate.
While the eliminalion of adrenaline in the
urine clearly rose, there was no Increased
elimination of noradrenaline. The plasma
inaclivily was elevated. Proleinuria and
erythrocyturia did not occur, The creatine
clearance did not decline, Serum glucose
declined. Sedium, potassium and chloride
in the serum remained unchanged. Serum
glucose declined. The quantily of urine
and elimination of sodium and chloride de-
creased moderately during and afier the
exertion.

In contrast to same earlier publications,
ihe dala recorded here represent no ap-
preciable intluence of longlerm physical
exerlion and the resulling cardiovascular
and hormonal reagtions on kidney func-
lion.

Résumé

Il a été procédé a un examen des différen-
tes fonciions rénales, cardiagques, circula-
toires et endocrines auprés de 30 person-
nes volontaires en bonne sanié de sexe
masculin, ceci avanl, pendanl et aprés
des marches de 15 el de 25 km. Les gros
effort corperel d'endurance a provogué
une augmenlation de la pression sanguine
et de la fréquence cardiaque. Bien que le
laux d'adrénaline =it forlement augmenté
dans les urines, on n'a pas conslaté d'éli-
mination accrue de neradrénaline. L'activi-
1& plasmalique élait plus imporianle.
L'urée protéinique et I'urée erylhrozylique
n'ont pas été consialées, La clearance
créalinine n'a pas diminué. Les laux de
sodium, de polassium et de chlorure sont
demeurés consianis dans le sérum landis
que le gluco-sérum diminuait, Les quanti-
tés d'urine et I'éliminalion de scdium el de
chlorue onl diminué dans de moyennes
proportions pendant et aprés 'effort.

Les données préseniées n'indiquent pas
d'alteinties déterminanies de la {onclion
rénale due aux effor!s d'endurance ef aux
réacticns cardiovasculaires et hormonales
qui en résullent, ceci conlrairement 4 ce
quiindiquaient quelques publications fai-
tes jusqu'a présent.

Einleitung

Schwere korperliche Belasiungen
kdnnen die Proteinurie des Nierenge-
sunden verstarken (3, 4, 5, 8, 19, 21,
24, 25). Die Ursachen der Bela-
stungsproteinurie sind nicht vollstan-
dig geklart: Einerseils werden isch-
dmisch bedingte, isclierte glomerula-
re Stérungen mit Erhdhung der Per-
meabililat fur Proteine postuliert {20),



