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Dopingkontrolle

Zur Uberpriifung eines DopingverstoRes miissen Athleten eine Urinprobe abgeben:
Im Rahmen der Uberprufung von Erythropoietin, kurz EPO, wurden bei den
Olmypischen Spielen in Sydney 2000 erstmals auch Blutproben entnommen. Die
Athleten werden nach dem Reglement des Sportverbandes fur die Dopingkontrolle
ausgewahlt. In der Doping-Kontrollstation geben die Athleten eine Urinprobe ab. Der
Urin wird zu 2/3 in eine A-Probe und zu 1/3 in eine B-Probe aufgeteilt und die
Probenflaschen versiegelt. Beide Proben werden in das Doping-Kontrolllabor
transportiert, wo zuerst die Analyse der A-Probe durchgefihrt wird. Ist das A-Ergebnis
positiv, das heildt, es wurde ein verbotene Dopingsubstanz nachgewiesen, erfolgt die
Benachrichtigung des Sportverbandes, der mit dem Labor und dem betroffenen
Athleten einen Termin fur die Analyse der B-Probe vereinbart. Zur B-Analyse kann der
Athlet selber anwesend sein und/oder einen entsprechenden Gutachter bestellen.
Erst, wenn die B-Analyse das Ergebnis der A-Analyse bestatigt, gilt die Probe als
positiv, und der Verband kann eine Sanktion gegenuber dem Athleten verhangen.

Analytik

Abb.1 strukturiert das Vorgehen bei der Analytik. Zuerst erfolgt eine
Probenvorbereitung, wobei die jeweiligen Wirkstoffe bzw. deren Metaboliten aus
dem Urin isoliert werden. Im Anschluss kann eine Derivatisierung der Substanzen,

A) Probenvorbereitung

Isolierung der verbotenen Substanzen bzw.
deren Metaboliten aus der biologischen Matrix

Urin zur Zeit nur Urin
laut Reglement

Blut Haare Speichel ~ Schweil  Fazes

[ Derivatisierung der isolierten Substanzen ]

|
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B) Analyse
Gas-Chromatographie / Massenspektrometrie
Flussigkeits-Chromatographie / Massenspektrometrie
Gas-Chromatographie / Stickstoffspezifische Detektion
Flussigkeits-Chromatographie / UV-Detektion

Enzym-Immuno-Assay

Abb.1  Uberblick tiber die Analytik: Probenvorbereitung und analytische
Messung
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zur Verbesserung der gaschromatographischen Eigenschaften, vorgenommen
werden. Dieses ist aber nicht unbedingt, wie z.B. bei Stimulanzien notwendig. Im
Weiteren erfolgt die eigentliche Analyse, die in der Regel aus einem
chromatographischen Trenn- und einem anschlieRenden Detektionssystem besteht.
Bei der Gruppe der Peptidhormone wird mit substanzspezifischen Enzym-Immuno-
Assays gearbeitet.

Bei der praktischen Durchfihrung im Rahmen einer grof3en Anzahl zu kontrollierender
Proben wird weiterhin zwischen einer Screening-Methode und einer
Identifizierungs-Methode unterschieden . Die Screening-Methode ist hierbei eine
Methode, die im Idealfall mit méglichst wenig Aufwand alle Substanzen erfassen und
dabei gleichzeitig empfindlich, schnell (mit einem hohen Probendurchsatz) und
kostengunstig arbeiten soll. Dieses ist aber in der Regel, insbesondere beim
Nachweis von anabolen Wirkstoffen, nicht moglich. Um die nétige Empfindlichkeit fur
alle Verbindungen zu gewahrleisten, mussen fir jede Substanzgruppe spezielle
Methoden eingesetzt werden (Abb.2). Bei der Screening-Methode fir anabole
Wirkstoffe wird sogar mit einer extrem empfindlichen und kostenintensiven Technik
der Hochauflosenden Massenspektrometrie  analysiert. Werden mit der
Screeningmethode verdachtige Substanzen aufgefunden, so erfolgt im Rahmen einer
Identifizierungs-Methode eine zweite Isolierung und eine eindeutige Identifizierung
des Wirkstoffes. Hierbei kann ein substanzspezifisches Isolierungsverfahren zur
weiteren Reduzierung der biologischen Matrix und ein eindeutiges physikalisches
Messprinzip eingesetzt werden. Die eindeutige Identifizierung von Dopingsubstanzen
erfolgt zur Zeit hauptsachlich mit einer Kombination aus Gaschromatographie und
Massenspektrometrie (GC/MS). Analog hierzu kann auch eine flussigkeits-
chromatographische Trennung mit anschlieBender massenspektrometrischen
Bestimmung erfolgen (LC/MS). Eine Ausnahme stellt hierbei das Peptidhormon
Choriongonadotropin (HCG) dar, dessen Identifizierung mittels zweier verschiedener
Enzym-Immuno-Assays, die auf unterschiedliche Antikdrper zurtick greifen, erfolgt, .

Proben- —  / | \ N~
vorbereitung
. 7\
Stimulantien, Narkotika |[ Anabolika, Peptid-
r' i)
(Gruppe) [ wenig polar* stark polar jEZZ-Agonisten) Diuretika hormone
Analyse v v } ' '
™
Screenin NP-FID (HPLC / UVj nur fir
g ce/ GC/MS HCG
¢ GC/MS _ Enzym-
o (—) Nachwel (—) Immuno-
Identifizierung GC/MS GC/MS Assay

GC/HRMS GC/C/IRMS

Weitere Spezialprozeduren fur 3-Blocker, Corticosteroide usw.

* und unkonjugiert ausgeschieden
Abb.2 Uberblick lber die bei der Dopingkontrolle verwendeten Prozeduren
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Stimulanzien und Narkotika

Nichtkonjugiert ausgeschiedene wenig polare Stimulanzien

Diese Bestimmungsmethode wurde im wesentlichen bereits flr die Olympischen
Spiele in Minchen 1972 entwickelt [1]. Hierbei werden Stimulanzien aber auch
Narkotika erfasst, die "frei" (ungebunden) in den Urin ausgeschieden werden und
underivatisiert gaschromatographiert werden kdnnen [2]. Bei diesen Verbindungen
handelt es sich in der Regel um basische bzw. neutrale Substanzen, die direkt aus
dem Urin unter alkalischen Bedingungen mit einem organischen Lésungsmittel, das
sich nicht mit Wasser mischt (z.B. Diethylether oder tert.Butylmethylether), extrahiert
werden. Ein geringer Anteil (2-3 pl) der Etherphase wird dann direkt auf die
gaschromatographische Trennséule injiziert.

Abb.3A zeigt das Gaschromatogramm eines Standardgemisches von Stimulanzien,
wobei mit einem stickstoff-, phosphorspezifischen Flammenionisationsdetektor (NP-
FID) analysiert wurde. Abb.3B demonstriert ein typisches Chromatogramm eines
Urinextraktes, wobei nur Coffein (11), das in fast allen Urinproben auffindbar ist, und
ein verwendeter Interner Standard (12) (N-Dodecyl-N,N-diisopropylamin) angezeigt
werden. Ein positiver Amphetaminfall ist in Abb.3C wiedergegeben, wobei ein
deutliches Signal (2) mit der Retentionszeit von Amphetamin registriert wird.

Zur eindeutigen Identifizierung der Substanz (2) in Abb.3C reicht das GC/NP-FID-
Chromatogramm nicht aus. Hier muss die massenspektrometrische ldentifikation
erfolgen. Abb.4A  zeigt das Massenspektrum von  Amphetamin  nach
Elektronenstof3ionisation mit 70 eVolt, wobei die Intensitat des Molekilions m/z 135
deutlich niedriger als 1% des Basispeaks ist. Das Spektrum wird nach einer a###-
Spaltung zum Stickstoff (Abb.4a) vom Fragment m/z 44 (Basispeak) dominiert. Um
intensivere und aussagekraftigere Fragmente im héheren Massenbereich zu erhalten,
kann Amphetamin derivatisiert werden, wobei eine Trimethylsilylierung mit N-Methyl-
N-trimethylsilyltrifluoracetamid  (MSTFA) (Abb.5 und Massenspektrum des
Amphetamin-TMS in Abb.4B) bzw. mit Trifluoressigsdureanhydrid oder N-Methyl-bis-
trifluoracetamid (MBTFA) erfolgen kann (Abb.6 und Massenspektrum in Abb.4C). Die
Moglichkeit chemische Derivate zu bilden, wird in der Regel benutzt, wenn 1. die
Substanz schlechte chromatographische Eigenschaften hat, 2. wenn charakte-
ristische lonen im niedrigen Massenbereich durch den von der biologischen Matrix
erzeugten Untergrund extrem gestort werden (die Massenspektren werden durch die
Derivatisierung zu Gunsten hohere Fragmentierungen verandert und erlauben somit
eine eindeutigere ldentifizierung der Verbindung), und 3. wenn eine Koelution mit
einer anderen storenden Verbindung vorliegt und diese nicht durch die
Probenvorbereitung bzw. durch die Verwendung einer anderen chromatographische
Trennsaule abgetrennt werden kann.

Eines der am meisten verwendeten Derivatisierungsreagienzen fir die gas-
chromatographische Spurenanalyse ist N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid
(MSTFA), das erstmals 1969 von Manfred Donike [3] synthetisiert wurde.
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Abb.3 GC/NP-FID-Chromatogramme der Screeningmethode fur flichtige Stimulan-
zien: A) Standardgemisch mit Heptaminol (1), Amphetamin (2), Metamphetamin (3),
Dimetamphetamin (4), Nikotin (5), Ephedrin (6), Phenmetrazin (7), Niketamid (8),
Pentetrazol (9), Fencamfamin (10), 1-(N,N-Diisopropyl)-dodecylamin (Interner
Standard) (11) und Coffein (12); B) Urinextrakt mit Coffein (12) und internem Standard
(11) und C) Urinextrakt einer mit Amphetamin (2) positiven Probe.
Geratebedingungen: Gerét: Hewlett-Packard MS 5971/GC 5890, Séaule: Hewlett-
Packard, HP1, 17m, I.D. 0.2mm, Filmdicke 0.11um, Tragergas: Helium 1 ml/min split
1:20, Temperaturprogramm: 100°C - 20°C/min - 320°C.
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Abb. 4 Ma+ssenspektren von A) Amphetam_iFn (M+ 135), Amphetamin-TMS
(M 207) und Amphetamin-TFA (M 231).
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Abb.5 Derivatisierung

Trimethylsilylierung von Amphetamin mit MSTFA zum Amphetamin-TMS
und Amphetamin-bis-TMS. (Anmerkung: Unter gaschromatographischen
Bedingungen ergibt sich in der Regel ein Gemisch der obigen Derivate in
Abhéngigkeit von der Aktivitat der GC-Séaule, wobei Amphetamin-TMS als
Hauptprodukt registriert wird)
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Abb.6 Derivatisierung
Trifluoracetylierung von Amphetamin mit MBTFA zum Amphetamin-TFA
(Anmerkung: Gegenliber den N-TMS-Derivaten von Amphetamin ist das
N-TFA-Derivat unter GC-Bedingungen absolut stabil)

Konjugiert ausgeschiedene und/oder stark polare Stimulanzien und Narkotika

Mit dieser Methode werden zum einen Dopingsubstanzen erfasst, die als Konjugate
(an Schwefelsaure bzw. Glucuronsaure gebunden) ausgeschieden werden, und zum
anderen Substanzen, die aufgrund stark polarer Eigenschaften schlecht bzw. nicht
gas-chromatographisch analysiert werden kdnnen. Die Methode beinhaltet deshalb im
Vergleich zu der vorhergehenden Methodik eine Hydroyse der Schwefelsaure- bzw.
Glucuronsaure-Konjugate sowie eine Derivatisierung der polaren Gruppierungen.
Hierbei erfolgt nach Donike [4] eine Umsetzung mit dem Derivatisierungsreagenz
MSTFA (dargestellt am Beispiel der Silylierung von Synephrin in Abb.7, wobei sowohl
ein bis-O-TMS-Derivat, Massenspektrum in Abb.8A, als auch ein bis-O-TMS-N-TMS-
Derivat, Massenspektrum in Abb.8B, registriert werden kann), bzw. eine selektive

Dopinganalytik Wilhelm Schanzer 6



Derivatisierung, wobei nach der Trimethylsilylierung eine Trifluoracetylierung der
Aminfunktion mit N-Methyl-bis-trifluoracetamid (MBTFA) folgt (siehe Abb.7 und
Massenspektrum in Abb.8C) und ein bis-O-TMS-N-TFA-Derivat quantitativ gebildetet
wird.
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Abb.7  Selektive Derivatisierung von Synephrin (1-(4-Hydroxyphenyl)-2-methyl-
amino-ethanol) mit MSTFA und MBTFA zum Synephrin-bis-TMS-N-TFA
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Abb.8 Massenspektrum von A) Synepfrin-bis-TMS (M* 311), B) Synepfrin-tris-TMS
(M* 383) und C) Synephrin-bis-TMS-N-TFA (M* 407).
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Anabol androgene Steroidhormone (Anabolika)
(am Beispiel Metandienon)

Aufgrund der Tatsache, dass anabole Wirkstoffe nicht unmittelbar fir den Wettkampf,
sondern in der Trainingsphase zur Verbesserung von Kraft und Schnellkraft
Anwendung finden, werden Trainingskontrollen (in Deuschland seit 1990)
vorgenommen. Hierbei wird von seitens der Analytik versucht, einen Missbrauch der
anabolen Wirkstoffe solange wie moglich nach der letzten Einnahme nachzuweisen.
Voraussetzung fiir den Nachweis dieser Verbindungen ist dabei die Kenntnis ihres
Metabolismus und ihrer Pharmakokinetik. Viele anabole Steroidhormone werden
derart komplex metabolisiert, so dass die angewandte Substanz nicht unverandert in
den Urin ausgeschieden wird [5]. Beispielhaft sind in Abb.9 die
Hauptsoffwechselwege  des  anabol androgenen  Steroids  Metandienon
wiedergegeben.

H H
Abb.9
Hauptstoffwechselwege (Metabolismus) des anabolen Steroids Metandienon (1): 613-
Hydroxymetandienon (2), Metandienon-17R-sulfat (3), 18-Nor-17,17-dimethylderivat
(4), 17-Epimetandienon (5), 17R3-Hydroxy-17a-methyl-5R3-androst-1-en-3-on (6), 17a-
Methyl-5R3-androst-1-en-3a,17R3-diol (7), 17a-Methyl-5R3-androstan-3a,17R3-diol (8),
17R-Methyl-5B-androst-1-en-3a,17a-diol (9) und 18-Nor-17,17-dimethyl-5R-androsta-
1,13-dien-3a-ol (10).

Die Analytik versucht dabei, Metaboliten zu identifizieren, deren Eliminations-

halbwertszeiten am langsten sind, so dass ein mdglichst langer Nachweis nach der
letzten Applikation gefuhrt werden kann. Generell kann festgehalten werden, dass
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Steroidhormone, die als Depotpréparte, z.B. Nortestosteron in Form von Estern mit
langkettigen Fettsauren, intramuskular (in die Muskulatur) oder subkutan (unter die
Haut) injiziert werden, auch lange im Urin nhachgewiesen werden kénnen. Hierbei sind
unter Umstanden Nachweiszeiten von Uber drei Monaten mdglich. Die Verwendung
dieser Substanzen finden wir deshalb nur noch bei sogenannten "unerfahrenen
Dopinganfangern”. Dagegen sind die Ausscheidungszeiten bei oral eingesetzten
Substanzen in der Regel deutlich kirzer. Konkrete Angaben zu den Nachweiszeiten
der einzelnen Verbindungen kénnen nur ungenau angegeben werden und schwanken
in der Regel aufgrund individueller Einflisse, Hohe der Dosierung und Dauer der
Anwendung. Metaboliten die bei dem oralen Praparat Metandienon am lansten
nachweisbar sind, sogenannte Langzeitmetaboliten, sind z.B. die Metaboliten 9 und
10 in Abb.9. Zur genauen Identifizierung der aus Urin isolierten Anabolikametaboliten
wurden die meisten Metaboliten als Referenzverbindungen synthetisiert [6].

Um Nachweisgrenzen dieser Verbindungen bis zu 1ng/ml Urin und besser zu
erreichen, werden die Steroide, ahnlich wie bei den Stimulanzien beschrieben, mit
MSTFA derivatisiert (Abb.10). Hierbei wird mit Trimethyliodsilan (TMIS) katalysiert [7],
so dass sekundare und auch tertidre Hydroxyfunktionen (Abb.10A) quantitativ in
Trimethylsilylether und Ketofunktionen wie in Testosteron (Abb.10B) und 60R3-
Hydroxymetandienon (Abb.10C), einem Metaboliten von Metandienon, in
Trimethylsilylenolether Gberfihrt werden.

Chy CHs
A ('OH ('O—Si(CHz)s
MSTFA / TMIS
HO" ) (CH3),Si—0"" )
OH O—Si(CHg)s
B
MSTFA / TMIS
o (CHg)sSi—O
OH O—Si(CHj3);
. 'CHy . 'CHy
C
MSTFA / TMIS
o (CHg)sSi—O
OH O—Si(CHg)s
Abb.10

Trimethylsilylierung von Hydroxy- und Ketofunktionen mit MSTFA und Tri-
methyliodsilan (TMIS) als Katalysator: A) 17R-Methyl-53-androst-1-en-3a,17a-diol
(Metandienonmetabolit) zum Bis-TMS-ether, B) Testosteron zum 17-TMS-ether-3-
TMS-enolether und C) 6R-Hydroxymetandienon zum 17-TMS-ether-3-TMS-enolether.
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So zeigt nach Trimethylsilylierung von 17R-methyl-5B-androst-1-en-3a,17a-diol
(Abb.10A), ein Langzeitmetabolit von Metandienon mit dem Molekulargewicht von
304, das entsprechende Massenspektrum (Abb.11) ein Molekilion von m/e 448 und
liefert damit den Beweis, dass zwei Trimethylsilylgruppen mit dem Steroid reagiert
haben. Fir die Screeningmethode als auch fur die Identifizierung wird dann mit
mehreren substanzspezifischen lonen detektiert, wobei die Intensitaten der
Hauptfragmente im Spektrum der verdachtigen Substanz mit den Intensititen der
Fragmente der Referenzsubstanz Ubereinstimmen missen. Liegt die Verbindung im
hoheren Konzentrationsbereich vor, kann auch ein volles Massenspektrum zur
weiteren Absicherung des Ergebnisses aufgenommen werden.
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Abb.11 Massenspektrum von 17R3-Methyl-5R3-androst-1-en-3a,17a-diol-bis-
TMS (M7 448), ein Langzeitmetabolit von Metandienone

Hochaufl6sende Massenspektrometrie
(HRMS = high resolution mass spectrometry)

Um die Nachweiszeiten weiterhin zu steigern, wurde in den letzten Jahren die
Hochauflosende Massenspektrometrie fir den Routineeinsatz als Screeningmethode
angewendet. Abb.12 zeigt das Screeningresultat fur den Metandienonmetaboliten
9 (s.Abb.9), wobei mit einer Auflosung von R = 3000 auf zwei intensive lonen
(Massenspektrum s. Abb.11) empfindlich gescreent wird. Der Vorteil dieser Methode
liegt darin, dass sie eine hohere Empfindlichkeit als die GC/MS mit niedriger
Auflosung aufweist, und dass sie bei einer erhdhten Auflésung mit einer verbesserten
Selektivitat den biologischen Untergrund aus der mitisolierten Matrix deutlich
reduziert. Dadurch wird das Signal-Rausch-Verhaltnis und damit der Nachweis einer
Verbindung deutlich verbessert [8]. Die Voraussetzung fur die Anwendung der
Hochauflosenden Massenspektrometrie ist die Tatsache, dass die genauen
Atommassen keine ganzzahligen Werte sind. Laut Konvention hat nur Kohlenstoff die
Masse 12 wahrend Wasserstoff die genaue Masse 1.007825, Stickstoff die Masse
14.003074 und Sauerstoff die Masse 15.994914. Diese Massen sollten nicht
verwechselt werden mit den durchschnittlichen Atomgewichten, wobei der Anteil der
natirlichen Isotope mitberechnet wird.

Dopinganalytik Wilhelm Schanzer 10



6:342 Abundance

100 [ 20860

m/z:358.2692
1

6:47

100 -
m/z:448.3192 12840

50

6:25 6:30 6:35 6:40 6:45 6:50 6:55 7:00
Time [min]

Abb.12

GC/HRMS-Chromatogramm (Auflosung R=3000) Screening-probe fur den

Metandienonmetaboliten 173-Methyl-5R3-androst-1-en-3a,17a-diol (1) als bis-TMS-

Derivat mit den lonen m/e 448.3192 (M) und m/e 358.2692 (M* -90, M™ -

Si(CH3)30H) mit 2 ng/ml Urin.

Gerat: MS: Finnigan MAT 95, GC: Hewlett-Packard 5890, Saule: Hewlett-Packard,

Ultral, 17m, I.D. 0.2mm, Filmdicke 0.11pm, Tragergas: Helium 1 ml/min split 1:20,

Temperaturprogramm: 185°C - 5°C/min - 240°C.

Das folgende Beispiel zeigt wie zwei unterschiedliche Massenfragmente, die beide
die gleiche Masse von 58 aufweisen, mit der Hochauflésung getrennt werden kénnen:

Fragment Masse genaue Masse
C3HgO* 58 58,041864
C3HgN™ 58 58,065674

Berechnung der Auflésung R
R=m/Dm = 58,05/ (58,065674-58,041864) = 2436

Eine Trennung dieser beiden Fragmente ist mit einer Aufldsung von etwa 2500
maoglich. Dieses bedeutet veranschaulicht, dass mit einer Auflésungseinstellung von
2500 und einer Messung mit der Masse m/e 58,0419 fir Fragment 1, keine Signal fur
eine vorhandene Verbindung mit der Masse m/e 58,0657 fur Fragment 2 , das nur
einen Unterschied von 0,024 Massen aufweist, angezeigt wird.

Mit dieser Technik wurden 1995 im Kdlner Labor bei Routinekontrollen fir
internationale Sportverbande (vor allem des Internationalen Gewichtheber-
Verbandes) 65 positive Falle zusatzlich festgestellt, die sonst unentdeckt geblieben
waren.

Die Identifizierung der verdachtigen Proben erfolgt dann nach weitergehenden
Isolierungsmethoden, so dass ein eindeutiges Massenspektrum registriert werden
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kann. Hierbei kbnnen zur Zeit je hach Verbindung Nachweisgrenzen bis zu 100 pg/ml
Urin erreicht werden.

Koérperidentische Steroidhormone (Beispiel Testosteron)

Der Nachweis der korpereigenen Steroidhormonen wie Testosteron erfolgt ebenso mit
der GC/MS-Technik. Auch Testosteron wird entsprechend derivatisiert (Abb.10B),
wobei quantitativ ein bis TMS-Derivat erhalten wird (Abb.13 zeigt die entsprechenden
Massenspektren des freien und des vollstandig trimethylsilylierten Testosterons).
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Abb.13 Massenspektrum von A) Testosteron (M 288) und
B) Testosteron-bis-TMS (M* 432)

Die GC/MS-Bestimmung kann aber nur zeigen, dass die isolierte Verbindung
tatséchlich Testosteron ist, sie kann nicht unterscheiden, ob Testosteron vom Koérper
selber synthetisiert bzw. von auf3en zwecks Doping zugefuhrt wurde. Um den
Missbrauch von Testosteron, trotzdem kontrollieren zu kdnnen, wurde von Donike und
Zimmermann der Testosteron/Epitestosteron-Quotient (T/E-Quitoent) bestimmt [9].
Hierbei zeigte sich, dass dieser Quotient bei einer Person relativ konstant ist, und sich
erst nach einer Applikation von Testosteron erhoht. Bei dieser Bestimmung kann
Epitestosteron, ein Stereoisomeres von Testosteron, als Referenzsteroid benutzt
werden, da es kein direktes Stoffwechselprodukt von Testosteron ist, und sich bei
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einer Testosteronapplikation nicht erhoht. In Abb.14 sind GC/MS-Chromatogramme
der Testosteron-Bestimmung wiedergegeben. Die MS-Aufnahme registriert hierbei
das Molekilion m/e 432. Abb.14A zeigt das Ergebnis einer negativen Probe mit einem
T/E-Quotienten von 1.65 und Abb.14B einen positiven Testosteronfall mit einem
Quotienten von 14.5 (Diese positive Probe wurde auch mit der weiter unten
beschriebenen Isotopenmethode bestatigt: Ergebnis in Abb.15). Dieses Verfahren
funktioniert aber nur, wenn a) die natirliche Verteilung des T/E-Quotienten bei
Athleten nur in engen Grenzen schwankt, so dass statistische Referenzbereiche mit
Obergrenzen berechnet werden koénnen, und b) wenn der Quotient unter
physiologischen und pathologischen Bedingugen bei einer Person konstant ist. Hat
ein Athlet bei einer Kontrollprobe einen T/E-Quotienten, der oberhalb von sechs liegt,
so wird er weiter untersucht. Er wird erst dann positiv bewertet, wenn der Kontrollwert
eindeutig oberhalb des individuellen Referenzbereiches des Athleten liegt.

Intensitat A T/E = 1.65

600007 lonenspur Testosteron
500001 M/e 432

40000 /E)itestosteron
30000

20000
10000

11.80 12.00 12.20 1240 12.60 12.80 13.00 13.20

Zeit [min]

Intensitat B T/E = 14.5
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250000 m/e 432

200000

150000

100000 Epitestosteron

50000 _—

11.80 12.00 12.20 1240 1260 12.80 13.00 13.20
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Abb.14

Bestimmung des Testosteron/Epitestosteron-Quotienten: GC/MS-Chromatogram
(lonenspur m/e 432) A) einer negativen Probe mit einem T/E-Quotienten von 1.65 und
B) einer positiven Proben mit einem T/E-Quotienten von 14.5,

Gerat: Hewlett-Packard MS 5971/GC 5890, Saule: Hewlett-Packard, Ultra 1, 17m, I.D.
0.2mm, Filmdicke 0.11pm, Trégergas: Helium 1 ml/min split 1:10, Temperatur-
programm: 180°C - 3°C/min - 230°C.
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Isotopenmassenspektrometerie des Kohlenstoffs
(Gaschromatographie/Combustion/ Isotope Ratio Mass Spektrometry - GC/C/IRMS)

Das Testostern-Nachweisverfahren, das relativ aufwendig und zudem nur eine
indirekte  Methode  darstellt, wird seit neustem durch ein direktes
Bestimmungsverfahren mittels der13C/12C-Isotopen-Massenspektrometrie
abgesichert [10-12]. Die 13C/12C-Isotopen-Massenspektrometrie ermdglicht einen
eindeutigen Nachweis eines Dopings mit endogenen Steroidhormonen wie
Testosteron, Dihydrotestosteron und Dehydroepiandrosteron. Das 13¢c/12¢c.
Isotopenverhaltnis synthetischer Steroidhormone, die z.T. aus pflanzlichen Vorlaufern
isoliert und chemisch veréndert werden, unterscheidet sich deutlich von dem der im
Korper synthetisierten Hormone. Fir diese Methode werden die korpereigenen
Hormone sowie ihre Hauptmetaboliten isoliert und gaschromatographiert. Nach der
GC-Trennung werden die Hormone vollstéandig in einer Oxidationskammer katalytisch
zu CO» umgesetzt (combustion = Verbrennung) und anschlielend in einem
Massenspektrometer bestimmt. Hierbei werden lediglich die Massen m/e 44 fur
12c0,, mle 45 fir 13C0O5 und m/e 46 fur 12c1800 benotigt (m/e 46 wird fiir die
Korrektur von m/e 45 berechnet, das auch aus 12C1700 gebildet wird). Mit dieser
Methode kann das 13C/12C-Verhaltnis, das natirlich bei ca. 1,11% (12C 98,89%,
13¢ 1,11%) liegt, auf 0.0002% genau bestimmt werden.

Die gemessenen Isotopenverhaltnisse werden dabei in promill [d13C(0/00)] Zu dem
Isotopenverhaltnis eines geeichten CO»-Gases angegeben. Die Reproduzierbarkeit
der Messungen liegt z.B. bei einem Wert von -24,4 %00 bei +/- 0,2 %00. In Abb.15 ist
das  Ergebnis der  13c/12C-Isotopen-Bestimmung  von  korpereigenen
Steroidhormonen anhand einer positiven Testosteronprobe im Vergleich zu einer
Urinprobe wahrend einer endokrinologischen Studie des gleichen Athleten
zusammenfassend dargestellt. Dabei wird anhand des Syntheseweges von
Testosteron deutlich, dass Vorlaufer im Stoffwechsel von Testosteron wie
Cholesteron oder Pregnenolon sowohl bei der positiven als auch bei der normalen
Probe keine Veranderung zeigen. Dagegen zeigen bei der positiven Probe
Testosteron als auch dessen Metaboliten Androsteron und Etiocholanolon eindeutig
negativere Werte, die vergleichbar zu den Werten synthetischer Testosteronprodukte
(-28 bis -31 %00) sind.
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Beil2c Syntheseweg von Testosteron
-30 -

-29 ,: d [0/00]

-28 + H3C
o7 | Cholesterol CHy

26 L
25 T 244 50
24 +
23 1
22 |

HO
-30
-29 + )
28 | Pregnandiol
27 + (Metabolit)
-26 L
25+ 242
24 +

-23 + ntt
29 | HO

Pregnenolon ]

“OH l
17a-Hydroxy-
Progesteron

“ l

-30 ¢ )

29 4 291 oH Androst-4-en- ]

28 4

o7 1 /[ 3,17-dion

-26 + 251
25 1
24 | \

23 1 5R-Androstan-3a,17R-diol

2z 5a-Androstan-3a, 17R-diol
Metabolismus

298

-30 + 29.2

9 | 0 o
28 |

27 25.9
-26 + i

o5 | -25.0
24 + HO' . o
oa | ' B HO'

And Androsteron Etio Etiocholanolon

-24.0

Endokrinologische Positive Probe
Studie Wettkampfkontrolle

Abb.15

13¢/12C-1sotopenverhaltnisse endogener Steroidhormone eines Athleten, wahrend
einer endokrinologischen Studie und nach einem positiven Befund fur Testosteron, im
Vergleich zum Stoffwechselweg des Testosterons.
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