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Dopingpravention ist zu einem wesentlichen Bestandteil des Antidopingkampfes
geworden und basiert auf vielen verschiedenen Aspekten. Einer der Schwerpunkte
ist dabei die Dopinganalytik, welche sowohl bekannte als auch unbekannte und
zukiinftig verfiigbare Medikamente und Dopingmittel nachweisen soll. Die
hiufigste Substanzklasse verbotener Wirkstoffe, die in Dopingkontrollproben
seit mehr als 20 Jahren iiberwiegend festgestellt wird, ist die der anabolen
Wirkstoffe.
sowie unbekannte ,Designer-Analoga sind Gegenstand aktueller Forschungen,

Bekannte steroidale und nicht-steroidale anabole Substanzen

und Priventionsmafinahmen beinhalten verbesserte Ubersichtsanalysen und
frithzeitige Methodenentwicklungen zur Bestimmung zukiinftig zugelassener
Medikamente, die sich in fortgeschrittenen klinischen Testphasen befinden. Zu
solchen zdhlen unter anderem Selektive Androgenrezeptor Modulatoren (SARMs),
die ein besonders hohes Missbrauchspotential im Sport besitzen. Ebenso sind
Peptidhormone wie z.B. synthetische Insuline von zentraler Bedeutung, da deren
Missbrauch erst seit kurzem nachweisbar geworden ist und zahlreiche Hinweise
auf einen umfangreichen illegalen Einsatz vorliegen.

Schliisselworter: Dopinganalytik, anabole Wirkstoffe, SARMs, Insulin

Dopinganalytische Testverfahren sind in erster Linie ziel- bzw. ana-
lytspezifische Methoden, die eine Kenntnis der zu bestimmenden
Substanz oder deren Stoffwechselprodukten voraussetzen. Im
Wesentlichen massenspektrometrische Verfahren werden in die-
ser Hinsicht zur gezielten Datenreduktion auf eine Auswahl von
Verbindungen ausgelegt, um diese mit hochstmoglicher Sensitivi-
tat und Spezifitat zu erfassen (17). Der Nachteil solcher Verfahren
ist die Ausblendung unbekannter Analoga, die zu Dopingzwecken
hergestellt werden und weder klinisch noch pharmakologisch ge-
testet und somit nicht wissenschaftlich aktenkundig sind. Solche
JDesigner-“ Substanzen sind in der Vergangenheit aufgetreten
(4,10) und haben zu zahlreichen Sanktionierungen von Athleten
gefiithrt. Dopingprévention bedeutet daher aus der Sicht der Kont-
rollinstanzen und hier im Speziellen der biochemischen Analytik
eine Ergédnzung und Verbesserung der Bestimmungsmethoden,
um unbekannte oder sehr neue Substanzen mit Missbrauchs- und
Dopingpotential zu erfassen, um letztgenannte maoglichst vor der
Markteinfithrung bereits in bestehende Verfahren zu implementie-
ren (16).
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Doping prevention has become a central aspect of the contemporary anti-doping
fight and consists of numerous different approaches. One key factor is doping
control analysis, which enables detection of known and unknown compounds as
well as future drugs. Anabolic agents have been the most frequently determined
substances for more than 20 years. Known steroidal and non-steroidal drugs and
unknown ‘designer-" analogues are subject of current research projects, and do-
ping prevention measures include the development of more comprehensive drug
testing assays and timely methods to include detection of new therapeutics,
which are undergoing late clinical trials. Examples for such compounds are selec-
tive androgen receptor modulators (SARMs), for which the potential for misuse in
sports is particularly high. Moreover, peptide hormones such as synthetic insulins
are of great importance as their misuse has only recently become detectable, and
numerous reports and findings indicate a widespread and illegal use.

Key words: Doping analysis, anabolic agents, SARMs, insulin

Anabole Wirkstoffe sind seit mehr als 20 Jahren die am héau-
figsten detektierten verbotenen Substanzen in Dopingkontrollpro-
ben. Die Auffindung eines missbréuchlichen Einsatzes von Testo-
steron war aufgrund der komplizierten Unterscheidung zwischen
endogen produziertem und exogenem Testosteron eine schwie-
rige Aufgabe, die jedoch in der jiingeren Vergangenheit durch die
Einfithrung der Isotopenverhéltnis-Massenspektrometrie (isoto-
pe ratio mass spectrometry, IRMS) gelost wurde. Mit Hilfe dieser
Technik konnten daraufhin zahlreiche Dopingvergehen mit Te-
stosteron, Testosteron Prohormonen oder analogen endogenen
Steroiden aufgedeckt werden. Zudem wurden verschiedene De-
signersteroidewie z.B. Tetrahydrogestrinon (THG), Norbolethon
oder Madol (3,4,11), die ausschliefSlich zum Zwecke des Dopings
hergestellt wurden, in der Vergangenheit beschrieben. Um weitere
solcher Félle frithzeitig zu erkennen und zu unterbinden sind kom-
plementére Prozeduren erstellt worden, welche konservierte Kern-
strukturen typischer anaboler Steroide oder moderner selektiver
Androgenrezeptor Modulatoren (SARMs) erfassen und so unbe-
kannte Analoga bestimmen kénnen. Zudem sind neue Verfahren
entwickelt worden, die neben den niedermolekularen anabolen
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Tabelle 1: Charakteristische Produkt-lonen nach Elektrospray lonisation und
kollisions-induzierter Dissoziation typischer Steroid-Nuklei. Das Auftreten der
strukturspezifischen Fragmente erlaubt eine Ubersichtsanalytik, welche die
Substanzklasse und weniger den individuellen Zielanalyten erfasst.

Substanzklasse Produkt-lonen (m/z)
Gestrinon und Analoga 241

Trenbolon und Analoga 221

1-Testosteron und Analoga 187
Testosteron/Nandrolon und Analoga 109

Testosteron und Analoga 97

Wirkstoffen auch einen Nachweis gering-konzentrierter Peptid-
hormone wie z.B. synthetische Insulinanaloga in Dopingkontroll-
Urinproben erlauben (18). Auch hier ist durch neue Medikamente
ein Missbrauchspotential durch den leistungssteigernden und
Regeneration beschleunigenden Effekt des Insulins in bestimmten
Sportarten gegeben.

Designer Steroide

Anabole Steroide leiten sich im Allgemeinen vom Testosteron ab,
welches an verschiedenen Positionen modifiziert wurde (Abb.1).
Typische Analoga sind durch Oxidationen oder Reduktionen, Al-
kylierungen und Desmethylierungen entstanden, aus denen sich
in erster Linie Nandrolon- und alkylierte Testosteron-Strukturen
ergeben haben, welche bevorzugte anabole Wirkungsprofile
zeigten. Massenspektrometrische Studien dieser Verbindungen
nach Elektrospray Ionisation (ESI) und kollisionsinduzierter Dis-
soziation (CID) erlauben die Zuordnung charakteristischer Frag-
ment-lonen in entsprechenden Produkt-Ionenspektren (12,15).

Die geladenen Molekiile stofSen dabei unter definierten Be-
schleunigungsspannungen in der Gasphase mit Inertgasen wie z.B.
Helium oder Stickstoff zusammen und fragmentieren zu diagnos-
tischen Bruchstiicken, welche den jeweiligen Steroidkern repré-
sentieren. So generieren steroidale Strukturen mit 3-keto-4,9,11-
trien-Nukleus (z.B. Trenbolon), 3-keto-4-en-Nukleus mit und ohne
19-Methylgruppe (z.B. Methyltestosteron und Nandrolon) diagnos-
tische Produkt-Ionen bei m/z 227 bzw. 109 und 97. Damit erlau-
ben modere Triple-Quadrupol Massenspektrometer so genannte
precursor ion scan Experimente, welche eine Analyse auf diese Ste-
roidklassen bedeuten (Tab.1), da Kernstrukturen der Steroide und
nicht die jeweilige individuelle Substanz bestimmt werden. Alle
Steroide mit definierten Nuklei werden erfasst, unabhédngig von
jeweiligen Molekulargewichten, welche fiir gingige Zielanalysen
unumgénglich sind.

Die Anwendung synthetischer Steroide beeinflusst nach-
weislich die endogene Steroidbiosynthese, in dem die kérperei-
genen Steroide wie Testosteron, dessen Hauptmetaboliten An-
drosteron und Etiocholanolon sowie Andostandiole supprimiert
werden. Das resultierende Profil weicht dadurch von Norm- und
Referenzwerten ab, welche einen Hinweis auf Doping bzw. Mani-
pulation mit steroidalen Verbindungen geben (8). Sollten keine
bekannten synthetischen Steroide detektiert werden, kann eine
umfassende Analyse auf mogliche verwandte Verbindungen mit
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Abbildung 1: Generelle Strukturen des Testosterons und analoger Verbindungen
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Abbildung 2: Generelle Struktur Arylpropionamid-basierter SARMs. Die Positionen
R1 und R2 reprasentieren Modifikationen des Molekiils, die in Testreihen untersucht
wurden.

Hilfe des precursor ion scan Screening erfolgen. Fallen in solchen
Untersuchungen unnatiirliche Verbindungen mit Steroidstruk-
tur auf, miissen Folgeuntersuchungen deren Struktur beweisen,
um einen Verstof3 gegen die Antidoping Regeln zu belegen.

Selektive Androgenrezeptor Modulatoren (SARMs)

Die zahlreichen unerwiinschten Wirkungen anaboler Steroide in
Steroidersatztherapien haben seit vielen Jahren zu umfangreichen
Studien zur Herstellung gewebeselektiver anaboler Substanzen
gefiihrt. Eine erste Klasse so genannter SARMs wurde in Arylpro-
pionamiden (Abb.2) gefunden, welche selektiv die Androgenrezep-
toren der Muskel- und Knochengewebe stimulieren und gleich-
zeitig die der Prostata inhibieren (5,6,9). Erste Pilotstudien haben
einen signifikanten Muskel- und Kraftzuwachs bei 120 Probanden
gezeigt, wobei Nebenwirkungen die tiblicherweise bei Steroider-
satztherapien beobachtet werden, ausblieben. Dies ist zum einen
auf die bereits angesprochene Gewebeselektivitét zuriickzufithren,
zum anderen auf die Tatsache, dass eine metabolische Verstérkung
der androgenen Wirkung nicht vorliegt.

Wahrend Testosteron einen wesentlichen Teil seiner Andro-
genitdt nach Transformation in Dihydrotestosteron durch 5a-
Reduktasen vermittelt, konnen SARMs nicht auf gleichem Wege
fungieren (2,7). Mindestens vier Substanzkategorien (Arylpropio-
namide, bizyklische Hydantoine, Chinoline und Tetrahydrochinoli-
ne) werden derzeit Erfolg versprechend klinisch gepriift, und zwei
Verbindungen haben die Testphase IIb erreicht (Ostarine und An-
darine, GTx, Inc.).

Aufgrund des enormen anabolen Potentials und gleichzeitig
reduzierten Nebenwirkungsprofils werden SARMs als kritisch
fiir den Sport angesehen und ab 2008 namentlich durch die Welt
Anti-Doping Agentur (WADA) verboten (19). Obwohl noch nicht
kommerziell erhaltlich ist die Wahrscheinlichkeit, das solche
Medikamente bereits Einzug in den Dopinghandel genommen
haben, gegeben. Daher zielt die préventive Dopingforschung
auch hier auf eine friihzeitige Implementierung dieser Substan-
zen in analytische Methoden ab. Ebenso wie fiir anabole Steroide
werden Zielanalysen und gleichzeitige Ubersichtsscreenings mit
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Hilfe der precursor ion scan Experimente durchgefiihrt (13,14).
So konnen verabreichte Verbindungen sowie Metaboliten, die
aufgrund der frithen Testphasen noch nicht vollstandig aufgeklart
und veroéffentlicht sind, erfasst werden und einen Missbrauch im
Sport anzeigen.

Der Missbrauch von Insulin im Kraft- und Ausdauersport ist
mehrfach berichtet worden und aufgrund marginaler Testmog-
lichkeiten in der Vergangenheit kaum sanktioniert worden. Seit
1999 ist der Gebrauch von Insulin nur Athleten erlaubt, die an
Insulin-pflichtigem diabetes mellitus leiden. Durch biotechnolo-
gische Modifikation sind zahlreiche synthetische Insulinanaloga
hergestellt worden, die deutlich verbesserte Injektion-Wirkungs-
Profile aufweisen (1).

Sowohl schnell- als auch langwirksame Insuline wurden
durch geringfiigige Verdnderungen der Primadrstruktur des
humanen Insulins erhalten und besitzen aufgrund ihrer verbes-
serten Kontrollierbarkeit ebenfalls ein h6heres Missbrauchspoten-
tial als das humanidentische rekombinante Insulin. Mit Hilfe der
Isolierung von intakten Insulinen sowie C-terminal trunkierter
Metaboliten durch Immunoaffinitdtschromatographie konnten
massenspektrometrische Messverfahren etabliert werden, die
eindeutig zwischen synthetischen und natiirlichen Insulinen
differenzieren konnen (18). Dabei werden sowohl das Moleku-
largewicht als auch charakteristische Aminosédureteilsequenzen
bestimmt, um schliissig die An- oder Abwesenheit kinstlicher
Insuline zu beweisen. Obwohl viele immunchemische Analyse-
methoden ohne Massenspektrometrie verfiigbar sind, kénnen
diese in den seltensten Fillen modifizierte Formen von natiir-
lichen trennen und einen Missbrauch belegen. Daher sind auch
hier massenspektrometrische Verfahren unabdingbarer Bestand-
teil der modernen Dopinganalytik.

In den Jahren 2005 und 2006 wurden in 10 Féllen synthetische
Insuline bei Athleten bestimmt, die jeweils eine therapeutische Aus-
nahmegenehmigung besaflen. Dabei wurde in fiinf Fillen Novolog
Aspart, in einem Fall Humalog LisPro und in vier weiteren Fallen
Glulisine Apidra identifiziert. Der Test hat inzwischen die offzielle
Anerkennung durch die WADA erhalten und Routineproben wer-
den beziiglich des Insulinmissbrauchs regelmaf$ig untersucht.

Neue oder modifizierte Medikamente stellen eine Herausfor-
derung fiir die Dopingkontrollinstanzen dar, da deren Analytik
besondere Schwierigkeiten birgt. Unbekannte Verbindungen
sind fiir viele Nachweisverfahren unsichtbar und erst durch die
Einfithrung von Messverfahren erkennbar, die auf konservierte
Kernstrukturen ganzer Substanzklassen ausgerichtet sind und
nicht auf individuelle Analyten. Neue Medikamente in fortge-
schrittenen klinischen Testphasen sind mdglicherweise bereits
im Untergrundhandel erhéltlich aber in den meisten Fallen noch
nicht in aktuelle Antidoping-Programme aufgenommen. Durch
ein Scouting in Bezug auf neue Entwicklungen des pharmazeu-
tischen Markts sollen vorausschauend Methoden fiir neue Subs-
tanzen erstellt werden, deren Missbrauchspotential besonders
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hoch ist und eine frithzeitige Implementierung in bestehende
Dopinganalyseverfahren notwendig macht. Auf diese Weise kann
der Vorsprung, den dopende Athleten bisher bei Markteinfiih-
rung neuartiger Medikamente im Anwendungsfall hatten, mini-
miert werden.
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