{ Schanzer, W., Thevis, M.: Doping-Analytik. Praxis der Naturwissenschaften-Chemie in der Schule, Zj

(2006) 3-8

—

) Chemie und Sport

Doping-Analytik

W. Schanzer und M. Thevis

1 Einleitung l

Im Jahr 1967, nach dem spektakuldren Todesfall von Tom
Simpson bei der Tour de France, der in Zusammenhang mit
der Einnahme von Amphetamin stand, wurden vom Inter-
nationalen Radsportbund (UCI) und dem Internationalen
Olympischen Komitee (IOC) die ersten Anti-Doping-
Regeln aufgestelit. Diese Regeln besagen, dass Doping im
Sport verboten ist.

Damit die Regeln eingehalten werden, bedarf es einer
Uberpriifung. Dieses erfolgt durch die sogenannte Doping-
kontrolle, bei der ein Athlet eine Urin- bzw. eine Blutprobe
abgeben muss, die beziiglich der Anwesenheit von Doping-
Substanzen analysiert wird. Gelingt der Nachweis eines
oder mehrerer verbotenen Wirkstoffes bzw. einer verbo-
tenen Methode, so wird der Athlet entsprechend den Re-
geln sanktioniert. Diese Sanktion kann von einer Disquali-
fikation bis hin zu einer zweijdhrigen Strafe fiihren.

Die spektakuldren Vorkommnisse bei der Tour de France
1998 fiihrten zu neuen Initiativen. Das 10C reagierte dar-
auf mit einer Weltkonferenz zur Verbesserung des Anti-

Tab. 1: Dopingliste der Welt-Anti-Doping-Agentur (WADA), Stand
1.1.2005

I. Verbotene Substanzen und Methoden wihrend und auflerhalb des
Wettkampfes
S1 Anabole Wirkstoffe
Anabol Androgene Steroide (AAS)
a) exogene AAS
b) endogene AAS
Andere anabole Wirkstoffe
$2 Peptidhormone
S3 f,-Agonisten
S4 Substanzen mit anti-estrogener Wirkung
SS Diuretika u.a. Maskierende Substanzen

M1 Verbesserung des Sauverstofftransports
M2 Manipulationen
M3 Gendoping

1I. Verbotene Substanzen nur wihrend des Wettkampfes
S6 Stimulanzien

S7 Narkotika

S8 Cannabinoide

S9 Glucocorticosteroide

1. Verbotene Substanzen in speziellen Sportarten
Alkohol
Beta-Blocker

1V. Spezifizierte Substanzen

Substanzen unter diesem Punkt kénnen aufgrund ihrer leichten Ver-
fiigbarkeit und weiten Verbreitung in medizinischen Produkten u. U.
unbeabsichtigt verwendet werden. Ein DopingverstoB kann in diesem
Fall zu einer reduzierten Sanktion fithren.

z.B. Ephedrin, Cannabinoide, Inhalierte f2-Agonisten,

alle Beta-Blocker, alle Corticosteroide, Alkohol

Doping-Kampfs im Februar 1999. Auf dieser Konferenz
wurde die Bildung einer Welt Anti-Doping Agentur (WADA,
World Anti-Doping Agency) beschlossen.

l 2 Doping-Definition ]

Damit die Anti-Doping-Regeln angewendet werden
kénnen, bedarf es einer genauen Definition des Begriffes
Doping.

Was ist Doping? Ist der Genuss einer Tasse Kaffee oder
die Anwendung eines Asthmamittels bereits Doping? In
der Gesellschaft wird der Begriff anders verstanden als im
Leistungssport. Hier werden beispielsweise Begriffe wie
Medikamentenmissbrauch, ,,erlaubtes” und ,,nicht erlaub-
tes* Doping benutzt, die fir die Beurteilung eines Do-
pingverstoBes wenig hilfreich sind.

Das IOC hatte bereits sehr {rith eine pragmatische Defini-
tion von Doping gegeben.

Diese Definition besagte: Doping ist verboten. Doping ist
die Anwendung von verbotenen Wirkstoffen bzw. verbote-
nen Methoden. Eine Dopingliste fithrte die verbotenen
Wirkstoffgruppen und verbotenen Methoden auf.

Die seit dem 1.1.2005 giiltige Dopingliste der WADA istin
Tab. 1 zusammengestellt.

3 Doping-Analytik

Fiir den Nachwelis eines Doping-Verstofles wird eine Urin-
bzw. Blutprobe des Athleten auf verbotene Wirkstoffe bzw.
auf die Anwendung einer verbotenen Methode untersucht.
Die angewendeten Methoden miissen zuverlédssig und re-
produzierbar sein. Die Identifizierung einer verbotenen
Substanz muss nach anerkannten wissenschaftlichen Me-
thoden erfolgen, da das Ergebnis einer juristischen Uber-
priifung standhalten muss.

Abb. 1: Kérperpassage von Dopingsubstanzen am Beispiel von Ampheta-
min, Nandrolon und Tetrahydrogestrinon (THG); zum Stoffwechsel von
Nandrolon siche auch Abb. 3

Substanz Amphetamin Nandrolon Tetrahydrogestrinon
Stimufanz anaboles Steroid anaboles Stercid
Kdrperpassage orale Einnahme Injektion i. m, als orale Einnahme
Aulnahme Nandrolonester :
Metabolismus Metabolismus Matabolismus Matabolismus
{minimal} ~ Hydrolyse des Esters ~ Phase I-Metabolit
- Phase I-Metabolit minimal
Norandrosteron (NA) ~ Phase [i-Malabolil
- Phase Hi-Matabolit Tetrahydrogestrinon
NA-Glucuronid {THG}-Glucuronid
¥ R
Ausscheidung Ausscheidung in Ausscheidung in Ausscheidung in
den Urin den Urin den Utin
Amphetamin NA-Glucuronid THG-Glucuronid
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Amphetamin Nandrolon Terahydrogestrinon
Substanz Stimulanz anabeles Steroid anatoles Steroid
Proben- Ausscheidungd- Ausscheidungd- Ausscheidungd-
vorbereitung produkt im Udn produkt im Urin produkt im Urin
und Analyse Amgphetamin NA"-Glucuronid THG-Glucuronid
) i iain. Hydrolyse des Hydrolyse des
Isofierung Fz“;:;g&f:z‘g NA-Giucuronids ZHG-Glucuronids
Extrakiion Extraktion
Derivatisierung Keing Derivatiserung keing
Derivatisierung Trimethylsilylierung Oerivalisierung
Physikafische ‘ + ‘
Messung l GC-MS l ‘7 GC-MS J r LC-MSMS J

* NA = Norandrosteron {Hauptmetabolit von Nandrolon)

Abb. 2: Nachweisverfahren im Uberblick am Beispiel von Amphetamin,
Nandrolon und Tetrahydrogestrinon (THG); NA = Norandrosteron
(Hauptmetabolit von Nandrolon)

In den Fallen, wo die missbrauchlich angewendete Doping-
Substanz im menschlichen Organismus vollstéandig verstoff-
wechselt wird und deshalb im Urin nicht nachweisbar ist,
kann auch sein Stoffwechsel-Abbauprodukt (Metabolit)
bestimmt werden.

Abb. 1 fasst die Vorgénge bei der Korperpassage einer Do-
pingsubstanz im Vergleich fiir das Stimulanz Amphetamin
und fiir die anabolen Steroidhormone Nandrolon und Tetra-
hydrogestrinon (THG) zusammen. Wihrend Amphetamin
in groBen Mengen unverandert in den Urin eliminiert wird,
muss bei den anabolen Steroidhormonen ihr Metabolismus
beriicksichtigt werden (siehe auch Probenvorbereitung).
Das Vorgehen bei der Dopinganalytik im Labor ldsst sich
in zwei Schritte gliedern:

3.1 Probenvorbereitung

Das Vorgehen bei der Probenvorbereitung ist in Abb. 2 im
Uberblick fiir die Substanzen Amphetamin (Stimulanz),
Nandrolon und Tetrahydrogestrinon (anabol androgene
Steroide) zusammengefasst. Dabei miissen die Kenntnisse
iiher den Stoffwechsel der jeweiligen Verbindung bertick-
sichtigt werden (s. Korperpassage in Abb. 1). Amphetamin
wird iiberwiegend unverandert in den Urin ausgeschieden,
so dass die Analytik Amphetamin nach Isolierung aus dem
Urin bestimmt. Anders ist die Probenvorbereitung bei den
Steroiden Nandrolon und Tetrahydrogestrinon. Nandrolon
z.B. (Abb. 3) wird im menschlichen Organismus umfang-
reich verstoffwechselt, wobei das Steroid im Phase I Meta-
bolismus durch Leberenzyme verdndert wird (Metabolit:
Norandrosteron). Hierbei sind drei Reaktionen zu bertick-
sichtigen: 1. Reduktion der Doppelbindung in Position C-4,5
zu den beiden Isomeren mit 5a- und 5B-Konfiguration am
Steroidgrundgeriist (der analytische Nachwelis beschrankt
sich zur Zeit auf das 5a-Isomere), 2. Reduktion der 3-Keto-
gruppe zu einer 3a-Hydroxygruppe und 3. Oxidation der
17p-Hydroxyfunktion zur 17-Ketogruppe. Im folgenden
Phase 11 Metabolismus erfolgt eine Konjugation der 3a-
Hydroxygruppe mit Glucuronsaure und das entsprechende
Konjugat (Norandrosteron-3-glucuronid) wird in den Urin
ausgeschieden. Die Analytik weist deshalb nicht Nandrolon
selber, sondern dessen Metabolit (Norandrosteron) nach.
Dazu wird u.a. das im Urin ausgeschiedene Konjugat
hydrolysiert, das heift die Glucuronséaure wird vom Steroid
abgetrennt. Dieses ist notwendig, da das Norandrosteron-
glucuronid selber viel schlechter analysiert werden kann als
das nicht konjugierte Norandrosteron.
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Abb. 3: Stoffwechsel von Nandrolon; Medikament: Nandrolondecanoat
Applikationsart: intra-muskulire (i. m.) Injektion

Im Gegensatz zu Nandrolon ist der Phase I Metabolismus
von Tetrahydrogestrinon (THG) vernachléssigbar und nur
die Konjugation von THG mit Glucuronsiure muss be-
riicksichtigt werden.

Im Rahmen der Probenvorbereitung werden Substanzen
aus der Urinprobe isoliert, um sie fiir die analytische Mes-
sung vorzubereiten. Stdrsubstanzen, die die Analyse beein-
flussen konnen, werden dabei entfernt bzw. abgereichert.
Natiirlich gilt hier die Faustregel, je konzentrierter eine Sub-
stanz in der Urinprobe vorhanden ist, umso einfacher ist der
Nachweis. Fiir eine effektive Dopingbekédmpfung miissen
die Kontrolllaboratorien entsprechende Nachweisgrenzen
erreichen. So gilt z. B. fiir Stimulanzien wie Amphetamin,
dass eine Nachweisgrenze von 100 ng/ml (ng = 10°g) Urin
gewihrleistet werden muss. Fiir anabole Steroide miissen
Nachweisgrenzen bis zu 1 ng/ml Urin erreicht werden.

Um Nachweisgrenzen von 1ng/ml fiir anabol androgene
Steroidhormone gewihrleisten zu kénnen, werden aus der
Urinmatrix isolierte Steroide sowie deren Metaboliten de-
rivatisiert. Die Derivatisierung ist allerdings nur notwendig,
wenn mit dem analytischen Verfahren der Gaschromato-
graphie gearbeitet wird. Polare Funktionen wie Amino-,
Hydroxy- und Ketogruppen zeigen Wechselwirkungen mit
Silanolgruppen der Trennphasen der verwendeten GC-
Trennsiulen, womit hohe Adsorptionseffekte verbunden
sind, die die Chromatographie verschlechtern. Als Folge
konnen die notwendigen Nachweisgrenzen mnicht erreicht
werden. Im Rahmen einer Derivatisierung werden deshalb
polare Funktionen wie Hydroxy- und Ketogruppen in Tri-
methylsilylether bzw. Trimethylsilylenolether uberfiihrt,
um Adsorptionseffekte zu minimieren. Abb. 4 zeigt die De-
rivatisierung von Norandrosteron (Nandrolonmetabolit)
zum bis-Trimethylsilylderivat, wobei die Hydroxygruppe in
C-3-Position direkt und die Ketogruppe in C-17-Position
unter Verwendung des Katalysators Trimethyliodsilan
(TMIS) derivatisiert werden. Das generierte Derivat zeigt
im anschlieBenden Analyseverfahren (Gaschromatogra-
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phie-Massenspektrometrie) ein verandertes Massenspek-
trum (Abb. 5B) und vor allem ein symmetrisches Signal
wihrend der Gaschromatographie (Abb. 6B).

Wichtig fiir die Identifizierung einer Substanz ist, dass die
aus dem Urin isolierte Verbindung hinsichtlich der Reten-
tionszeit im GC-MS Chromatogramm und des Massenspek-
trums mit den Daten der Referenzverbindung (ein zertifi-
zierter Referenzstandard z. B. von Norandrosteron, der un-
ter den gleichen Bedingungen derivatisiert und analysiert
wird) tibereinstimmt. Zur Uberpriifung der Ubereinstim-
mung sind analytische Kriterien festgelegt worden, womit
die Aussagefihigkeit des analytischen Ergebnisses abgesi-
chert wird. Neben der gaschromatographischen Trennung
von Substanzen werden zunehmend auch flissigkeitschro-
matographische Verfahren eingesetzt. Fiir die Fliissigkeits-

Tab. 2: Ubersicht der Analyseverfahren in der Dopinganalytik

Analyseverfahren Wirkstoffe
Massenspektro- Gaschromatogra- | Anabol Androgene Steroide
metrie phie/Massenspek- | B,-Agonisten, Stimulanzien
trometrie Narkotika, Antiestrogene,
Narkotika, Cannabinoide,
Flilssigkeitschro- Glucocorticosteroide, Beta-
matographie/Mas- | Blocker, Substanzen zur
senspektrometrie | Verbesserung des O,-Trans-
portes, Peptidhormone (In-
sulin) Manipulation
Komplementare | Isoelektrische EPO

Verfahren (nicht
auf Massenspek-
trometrie basie-

Fokussierung

Enzym-Immuno- HGH (Wachstumshormon),

rend) Assays HCG (Schwangerschafts-
hormon)
Flow-Cytometrie Fremdbluttransfusion
Blutbild Peptidhormone (EPO)
DNA-Profiling Manipulation

chromatographie im Rahmen der Dopinganalytik sind keine
Derivatisierungen der Substanzen notwendig.

3.2 Analytische Messung

In der Dopinganalytik werden aktuell folgende Verfahren
eingesetzt, die sich in massenspektrometrische und komple-
mentire Verfahren (nicht-massenspektrometrische) Ver-
fahren einteilen lassen (Tab. 2). Eiir die meisten Doping-
wirkstoffe wird die Massenspektrometrie als Identifizie-
rungsverfahren angewendet. In der Regel werden die mas-
senspektrometrischen Detektoren mit einem vorgeschalte-
ten Trennsystem in Kombination betrieben. Dieses Trenn-
system kann eine Gaschromatograph (GC) bzw. ein Fliissig-
keitschromatograph (LC fiir liquid chromatography) sein.

Abb. 4 (oben): Derivatisierung von Norandrosteron (Trimethylsilylierung)

Abb. 6 (unten): GC/MS-Chromatogramm von Norandrosteron vor (A) und
nach Trimethylsilylierung (B)

Tonenspuren der intensivsten lonen A) 276 Molekiilion des nicht derivati-
sierten Norandrosteron (NA) und B) 405 Molekiilion minus CH;" des bis-
TMS Derivats

MSTFA/TMIS

O"

Norandrosteron-TMS

MSTFA NLMethyl NTnmethy!suynnﬂuoracetamnd
TMIS Tnmethyhodsﬂan

Abb. 5: EI-Massenspektrum von Norandrosteron vor (A) und nach Tri-
methylsilylierung (B bis TMS-Derivat)
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3.2.1 Chromatographische Trennung —
Gaschromatographie (GC)

Kernstiick einer GC-Trennung ist die GC-Saule. Wurden
vor 30 Jahren noch kompakte Glassdulen mit einer Linge
von 60-100 cm und cinem Innendurchmesser von etwa 2-
4 mm, die mit einem pordsen Trennmaterial gefiillt waren,
eingesetzt, so werden heute Kapillarsdulen verwendet. Zur
Herstellung einer Kapillarsdule wird ein hohles Quarzglas
(Quarzrohr) auf ca. 25-50 m Léange und einen Innendurch-
messer von etwa 0,1-0,2 mm ausgezogen. Von aufien ist die
feine Quarzsdule mit einem Kunststoff liberzogen, so dass
sie stabil ist und auf einem Drahthalter mit einem Durch-
messer von ca. 20 cm aufgewickelt werden kann. Die Saule
selber wird in einem geschlossenen beheizbaren System be-
trieben und von einem innerten Tragergas (z. B. Helium)
durchstromt. Daher auch der Name Gaschromatographie.
Die zu analysierende Probe wird in einem organischen
Losungsmittel z. B. Methanol, Ethylacetat oder in einem
Derivatisierungsmittel (z. B. MSTFA = N-Methyl-N-trime-
thylsilyltrifluoracetamid) angelost (Volumen z.B. 50 pl)
und ein Aliquot der Losung (1-3 pl) liber ein automatisches
Injektionssystem bei Temperaturen um 280-300°C in den
Gasstrom auf die GC-Trennsiule eingefiihrt. Der GC-Ofen
wird bei niedriger Anfangstemperatur betrieben und im
Laufe der analytischen Messung (z. B. von 100-300°C) hoch-
geheizt. Die mit dem Losungsmittel in das System injizier-
ten Substanzen werden im Injektionssystem zuerst ver-
dampft und kondensieren dann auf der Trennsdule im GC-
Ofen, da hier beispielsweise eine niedrigere Temperatur
vorliegt (z. B. 100°C) als im Injektionsblock. Beim Erhitzen
des GC-Ofens werden die Substanzen verdampft und mit
dem Gasstrom weitertransportiert. Im weiteren Verlauf
werden die unterschiedlichen Komponenten der Probe auf-
grund ihrer unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften
auf der GC-Sdule getrennt. Dieses ist allerdings nur mog-
lich, da an der Innenwand der Trennséule eine Trennphase
(Dicke etwa 0,1-0,2 um) aufgetragen ist, die entsprechend
mit den Substanzen in der Gasphase wechselwirkt. Ergebnis
bei optimaler Phasenwahl ist das Verlassen der Substanz
von der Siule (Elution) in Form einer symmetrischen Sub-
stanzverteilung. Im Detektor wird in Abhé4ngigkeit von der
Zeit ein entsprechendes Signal detektiert (Abb. 6, GC/
MS-Chromatogramme von Norandrosteron). Die Zeit zwi-
schen der Injektion und der Registrierung der Substanz
wird als Retentionszeit einer Substanz definiert. Sie ist na-
tiirlich abhéngig von vielen Parameter wie Wah! der Trenn-
sdule, Gasdruck, Heizrate des GC-Ofens. Unter festgeleg-
ten Bedingungen ist sie jedoch konstant. Das heiflt, wenn
eine biologische Probe injiziert wird und beispielweise nach
5,23 min eine Substanz registriert wird, deren Massenspek-
trum identisch mit dem Massenspektrum von Norandros-
teron (bis-TMS-Derivat) ist, dann muss bei der folgenden
Injektion eines Referenzstandards von Norandrosteron
(bis-TMS-Derivat), diese Verbindung die gleiche Reten-
tionszeit aufweisen.

Vorraussetzung fiir die Anwendung der GC ist, dass die zu
bestimmende Substanz verdampfbar ist, dass sie unter den
gegeben GC-Bedingungen stabil ist, und dass sie von dem
Trennmaterial der GC-Saule nicht vollstdndig absorbiert
wird. Letzteres ist oft der Fall, wenn eine Substanz zu viele
polare Funktionen aufweist und eine Derivatisierung nicht
erfolgreich ist. Hier bietet sich dann ein {fliissigkeitschro-
matographisches Trennverfahren an, womit polare Verbin-
dungen problemlos erfasst werden kénnen.

6

3.2.2 Chromatographische Trennung -
Fliissigkeitschromatographie (LC)

Bei der Fliissigkeitschromatographie (LC = liquid chromato-
graphy) wird im Gegensatz zur Gaschromatographie als
Laufmittel kein Gas, sondern Fliissigkeiten verwendet. In der
Regel werden im Rahmen der Dopinganalytik Gemische aus
Wasser/Acetonitril mit Zusétzen von Séuren {z. B. mit Amei-
sensiure, Essigsiure) bzw. entsprechenden Pufferlosungen (z. B.
Ammoniumacetat) eingesetzt. Die LC-Trennséulen sind ent-
sprechend der Tatsache, dass Fliissigkeiten durch die Sdule
geleitet werden miissen, kompakt gebaut, bestehend aus ei-
nem Stahlzylinder mit einer Lénge von ca. 5 bis 25 cm bei
einem Innendurchmesser von 2-4 mm. Sie miissen einem
maximalen Druck von bis zu 400 bar standhalten.

Die S#ulen sind vollstindig mit einer Trennphase gefiilit,
die entsprechend der zu bestimmenden Analyten ausge-
wihlt werden. Fiir die Wirkstoffe, die im Rahmen der Do-
pinganalytik bestimmt werden, haben sich iiberwiegend
Reversed Phase Sidulen durchgesetzt. Dabei ist das Trenn-
material auf der Basis von Kieselgel mit n-Alkanketten
(C-8 bzw. C-18-Ketten) verkniipft. Die Trennphase hat da-
mit hohe apolare Eigenschaften und das Laufmittel wird im
Laufe der chromatographischen Trennung in seiner Zu-
sammensetzung startend mit einem hohen polaren Anteil
(z.B. Wasser/Acetonitril 90:10) kontinuierlich verdndert
und apolarer (z. B. innerhalb von 15 min wird das Gemisch
Wasser/Acetonitril kontinuierlich auf ein Verhéltnis von
20:80 verdndert). Entsprechend ist die zeitliche Elutions-
folge der getrennten Substanzen abhéngig von der Polantét
einer Verbindung. Beispielsweise wird ein Hydroxymeta-
bolit eines anabol androgenen Steroids frither von der Trenn-
sdule eluiert als das unverénderte Steroid.

Vorteile der Fliissigkeitschromatographie im Vergleich zur
Gaschromatographie: Substanzen, die sehr polar sind, kon-
nen optimal chromatographiert werden. Damit werden vor
allem Substanzen, die thermisch nicht stabil und schwer de-
rivatisierbar sind, fiir die Analytik zugédnglich.

Nachteil der Fliissigkeirschromatographie im Vergleich zur
Gaschromatographie: Die Trennleistungen der LC-Séulen
sind im Vergleich zur GC zum Teil schlechter, dass heiBit die
Signale sind breiter und damit die Nachweisgrenzen schlech-
ter. Letzteres wird mittlerweile allerdings durch verbesserte
Ionisierungstechniken und Massenanalysatoren kompen-
siert. Fiir die anschlieBende Massenspektrometrie miissen
die Substanzen gut ionisierbare Gruppen aufweisen, in der
Regel konjugierte Elektronensysteme. So ist beispielsweise
der Metabolit von Nandrolon Norandrosteron mit der vor-
liegenden C-3-Hydroxy- und C-17-Ketogruppe nur schlecht
ionisierbar, wiahrend Nandrolon selber aufgrund des konju-
gierten Systems zwischen der Ketogruppe (C-3) und der
Doppelbindung (C-4,5) (Abb. 3) eine sehr gute Ionisierbar-
keit aufweist. Das Problem der Ionisierbarkeit hidngt haupt-
sdchlich von der Art der Jonenbildungstechnik ab, die in Ab-
hingigkeit von der Trenntechnik ndmlich Gaschromatogra-
phie oder Fliissigkeitschromatorgraphie verfiigbar ist.

3.2.3 Ionisierungsart — Elektronenstof3-Ionisation (EI)

Die Elektronenstof3-Ionisation (EI) ist die am meisten ver-
wendete Tonisierungstechnik, die in Kombination mit der
Gaschromatographie in der Doping-Analytik angewendet
wird. Bei dieser Technik werden die mit der Gasphase
eluierten Substanzen direkt im Massenspektrometer im
Hochvakuum ionisiert. Dabei werden mittels eines Primér-
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elektronenstrahls, der von einer Glithkathode bei einer
Spannung von#/0V erzeugt wird, die Molekiile ionisiert
(Abb. 7). Bei der El-lonisation wird ein Elektron aus dem
zu analysierenden Molekiil gestoflen, so dass eine positive
Ladung aufweist. Dieses im ersten Ionisierungsprozess ge-
bildete positive lon wird als Molekiilion (M) bezeichnet.
Die lonisierungsausbeute soll bei etwa 0,0001 % liegen, was
bedeuten wiirde, dass nur jedes 10000ste Molekiil einer Sub-
stanz ionisiert wird. Das entstandene Molekiilion ist aber
nicht stabil, es kann entsprechend seiner Struktur mehr oder
weniger stark fragmentieren (Abb. 7). Die Abbiidung 7
zeigt diesen Vorgang vereinfacht, wobei das Molekiil M, das
nach Elektronenstol3 zu M* ionisiert wird, in die Ionen F1*
bis F3* fragmentiert. Dabei ist dieser Fragmentierungsvor-
gang so zu verstehen, dass es eine statistische Verteilung der
gebildeten Ionen gibt. Das gebildete Molekiilion kann mit
einer bestimmten Wahrscheinlichkeit in die Fragmente F1*
bis F3* zerfallen. Bei einer Annahme, dass alle Ionen ein-
schlieBlich des Molekiilions nach der Fragementierung in ei-
nem gleichen Verhiltnis vorliegen, so bedeutet dieses, dass
von 1000 ionisierten Molekiilen 250 Molekiile als M* und je
250 Molekiile als F1*, F2* und F3* vorliegen.

Die Fragmentierung ist aber nicht nur substanz-, sondern
auch energieabhédngig. Je mehr Energie bei der lonenerzeu-
gung aufgewendet wird, desto groBer ist auch das Fragmen-
tierungsverhalten einer Substanz. In der Regel wird bei 70
eVolt ionisiert, so dass die Ergebnisse der verschiedenen im
Finsatz befindlichen Massenspektrometer vergleichbar sind.
Die nach ElektronenstoB-lonisation aufgetretene Fragmen-
tierung einer Verbindung wird im Massenspektrometer in
Abhingigkeit von der Fragmentmasse und der registrierten
Intensitit in einem Massenspektrum dargestelit, wobei das
intensivste Ton mit 100 % gesetzt wird. Natiirlich kann auch
das im ersten Ionisierungsansatz gebildete Molekiilion das
intensivste Ion sein, nimlich dann, wenn die Verbindung
nach lonisation ein ausgewiesenes stabiles System bildet. So
ist zum Beispiel beim Testosteron nach Derivatisierung zum
bis-TMS-Testosteron das Molekiilion (Masse 432) das inten-
sivste Jon. Bei Amphetamin, das nicht derivatisiert gemes-

Abb. 7: Prinzip der ElektronenstoB-Ionisation (EI)
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sen wird, ist die Fragmentierung so stark, dass das Molekiilion
(Masse 135) mit weniger als 1% registriert wird.

Abb. 5 zeigt das EI-Massenspektrum von Norandrosteron
als bis-TMS-Derivat mit einem Molekiilion von 420 und
charakteristischen und intensiven Fragmentionen mit den
Massen 169, 225, 315 und 405.

3.2.4 lonisierungsart — Elektro-Spray-lonisation (EST)

Die Elektro-Spray-Ionisation wird nach fliissigkeitschroma-
tographischer Trennung angewendet. ESI ist eine erfolgrei-
che Technik, womit es optimal gelingt, die zu analysieren-
den Substanzen vom Lésungsmittel abzutrennen. Dieses
war in der Entwicklung der massenspektrometrischen Ana-
lyse nach fliissigkeitschromatographischer Trennung im
Vergleich zur Massenspektrometrie in Kombination mit der
Gaschromatographie die groe Herausforderung. Das Pro-
blem ldsst sich einfach verdeutlichen: Die massenspektro-
metrische Analyse einer Substanz erfolgt immer nach Ioni-
sierung in einem Hochvakuum. Dazu muss das Laufmittel
bei der Fliissigkeitschromatographie (Wasser/Acetonitril-
Gemisch) bzw. bei der Gaschromatographie (Helium) abge-
trennt werden. Beider GC gelingt dieses direkt im Massen-
spektrometer durch ein Hochvakuum, das mittels leistungs-
fahiger Turbopumpen gewihrleistet wird. Bei einem Gas-
fluss von ca 1 ml Helium pro Minute entspricht dieses einer
Masse von etwa 0,18 mg Helium, die pro Minute entfernt
werden. Wiirde ein Fliissigkeitschromatograph mit einem
Wasser/Acetonitril-Gemisch bei einem Fluss von 1 ml/min
analog mit eine Massenspektrometer wie bei der GC-Kopp-
iung betrieben, so miisste vergleichbar eine Masse vomn etwa
1 g Wasser/Acetonitril pro Minute entfernt werden, also et-
wa 5.000 mal mehr Laufmittelsubstanz als bei der GC. Eine
vergleichbare Technologie mit der Erzeugung eines entspre-
chende Hochvakuums und vergleichbarer Ionenausbeute
wie bei der El-Ionisation konnte nach der Flilssigkeitschro-
matographie nicht entwickelt werden.

Mit dem in Abb. 8 dargestellten Prinzip der Elektro-Spray-
Tonisation (ESI), einer Ionisierungsart, die rdumlich vor
dem Eintreten der lonen in das eigentliche Massenspektro-
meter und damit nicht im Hochvakuum des MS-Gerites er-
folgt, konnte dieses Problem gelost werden.

ADbb. 8 zeigt die Bildung positiver Ionen bei der ESI-MS.
Es konnen bei umgekehrter Polung auch negative lonen er-
zeugt werden. ESI verlduft bei normalem Atmospharendruck
in drei Abschnitten: 1. Bildung ladungstragender Tropfen
(durch eine entsprechende Hochspannung und eine Stick-
stoffzufuhr wird ein stabiles Spray erzeugt, das entspre-
chend der Polung zur Bildung positiver oder negativer
Ionen fithrt entsprechend der Polung), 2. Verkleinerung
der Tropfen und 3. Bildung gasformiger Ionen. Die gebilde-
ten Jonen werden durch eine Offnung in der Gegenelektrode

Elektro-Spray-lonenquelle

Massenspekirometer

Abb. 8: Prinzip der Elektro-Spray-lonisa-
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Gestrinon Tetrahydrogestrinon (THG)

Abb. 9 (oben): ESI-Spektrum von Tetrahydrogestrinon (M+H)* = 313)
nach positiver Ionisierung und kellisionsinduzierter Fragmentierung mit
Stickstoff

Abb. 10 (unten): Synthese von Tetrahydrogestrinon (THG) durch kataly-
tische Hydrierung von Gestrinon

in den Massenanalysator eingefithrt und die nichtionisier-
ten Molekiile (iiberwiegend Wasser und Acetronitril) wer-
den durch das gebildete Spray und der fehlenden Ladung
nicht abgelenkt und gelangen daher nicht ins MS . Bei der
positiven Ionisierung entstehen protonierte (M+H)* Mole-
kiile aber auch Addukt-Ionen (z. B. M+NH?*)*. Dieses ist in
der Regel substanzabhingig und kann durch L&sungsmit-
telzusétze beeinflusst werden. Substanzen mit basischen
Gruppen werden bevorzugt positiv ionisiert. Bei der nega-
tiven Ionisierung werden (M-H)  lonen erzeugt, wobei
Substanzen mit sauren Funktionen begiinstigt negative Io-
nen bilden.

Die Tonenausbeute bei der ESI nach LC-Trennung wird
mit etwa 0,1 bis 0,01 % angegeben und liegt damit um einen
Faktor 100 bis 1000 hoher als bei der El-Ionisation nach
GC-Trennung.

Abb. 8 zeigt weiterhin das Prinzip der massenspektrometri-
schen Analyse bei der Anwendung eines Triple-Quadru-
pol-Massenspektrometers, wobei das Gerét drei mit Q1-Q3
bezeichnete Massenanalysatoren verwendet. Im Q1 wird
das gebildete (M+H)* Ion isoliert, das dann im Q2 mit ei-
nem Kollisionsgas (Stickstoff) fragmentiert wird. Die gebil-
deten Fragmentionen werden im Q3 hinsichtlich ihrer Masse
und Intensitét registriert. Ein entsprechendes ESI-Produkt-
Tonen-Massenspektrum ist in Abb. 9 fiir das anabol andro-
gene Steroid Tetrahydrogestrinon* dargestellt.

In den letzten zehn Jahren werden deshalb zunehmend
hochleistungsfahige Massenspektrometer angeboten, die an
Fliissigkeitschromatographen gekoppelt werden konnen.
Im Rahmen der Doping-Analytik wird diese Technologie
zunehmend eingesetzt und erweitert damit das analytische
Spektrum auch zur massenspektrometrischen Bestimmung
von Peptidhormonen.

*Anmerkung zu Tetrahydrogestrinon: Mitte Oktober 2003
teilte der Direktor der neu gegriindeten Anti-Doping-
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Agentur der USA (USADA, United States Anti-Doping
Agency) mit, dass in einer A-Probe ein neues Steroid (Ana-
bolikum) nachgewiesen wurde. Bei diesem Steroid handelt
es sich um Tetrahydrogestrinon (THG), das bisher nicht
bekannt war.

Die Weitergabe der Substanz durch einen Trainer an die
USADA fiihrte unter Mitarbeit des IOC/WADA akkredi-
tierten Labors in Los Angeles zu der Identifizierung dieser
Substanz. THG wurde illegal von der kalifornischen Firma
Balco fiir Athleten entwickelt, um das Doping-Kontroll-
System zu umgehen.

THG ist kein medizinisches Produkt, und es existierten keine
Daten tiber Tierversuche, klinische Studien und iiber mog-
liche Nebenwirkungen der Substanz. THG wird als ein
Designer-Steroid bezeichnet. Es wurde von Gestrinon aus-
gehend modifiziert, wobei mit Wasserstoff, wahrscheinlich
unter Verwendung eines geeigneten Katalysators 4 Wasser-
stoffatome an die Ethinylgruppe an Position C-17 des Ste-
roids addiert wurden (Abb. 10)

4 Zusammenfassung

Die Doping-Analytik wendet zum Nachweis des Miss-
brauchs von im Sport verbotenen Substanzen und Metho-
den modernste analytische Techniken an. Neben der
Technik der Gaschromatographie-Massenspektrometrie
(GC-MS), die bereits 1972 effektiv bei den Olympischen
Spielen in Miinchen eingesetzt wurde, werden zunehmend
Substanzen mit der Fliissigkeitschromatographie in Kom-
bination der Massenspektrometrie (LC-MS) detektiert.
Damit wird das Spektrum der Nachweismoglichkeiten
deutlich erweitert. Neben massenspektrometrischen Me-
thoden werden komplementdre Methoden eingesetzt, die
iiberwiegend auf der Basis von selektiven Antigen-Anti-
korper-Reaktionen beruhen. Diese Methoden, die zum
Nachweis von Peptidhormonen wie Erythropoietin (EPO)
und Wachstumshormon (HGH) im Einsatz sind, werden
hier nicht weiter ausgefiihrt.

Weitere Informationen zur Analytik sind in Spezialartikeln
publiziert und sind in ihrer Ubersicht auch auf der Webseite
des Instituts fiir Biochemie der Deutschen Sporthochschule
Ko6ln www.dopinginfo.de abrufbar.
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