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Praventive Dopingforschung beinhaltet verschiedene Aspekte, zu denen unter
Anderem die Methodenentwicklung zum Nachweis bereits zugelassener sowie
noch in der Entwicklung befindliche Medikamente gehort. Zudem hat sich die
Notwendigkeit von Testverfahren beziiglich Substanzen, deren klinische Priifung
aufgrund inakzeptabler unerwiinschter Wirkungen nicht fortgefithrt wurde,
mehrfach bestitigt. Beispielhaft sind in der vorliegenden Ubersichtsarbeit neue
Prozeduren zur Bestimmung von Peptidhormonen (z.B. Gonadorelin), anabolen
Wirkstoffen wie Methyltrenbolon und selektive Androgenrezeptor Modulatoren
(SARMs), sowie des Peroxisom Proliferator-aktivierter Rezeptor delta (PPARS)
Agonisten GW1516 dargestellt, welche zur Verbesserung des Antidoping Kampfs
entwickelt wurden. Grundlage dieser Methoden ist in allen Fallen die Fliissigkeits-
Chromatographie / Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS), welche hochste
Sensitivitdt und Spezifitdt bewiesen hat und therapeutische Mengen der gesuch-
ten Verbindungen nachzuweisen erméglicht. Eine Vielzahl positiver Befunde auf-
grund von Methyltrenbolon-Applikationen ist in den letzten Jahren aufgetreten,
insbesondere im Vorfeld der Olympischen Spiele in Peking 2008. Im Gegensatz
dazu sind die bislang nicht zugelassenen Praparate der SARMs sowie das als Gen-
doping-Substanz klassifizierte GW1516 noch nicht im Rahmen der nationalen
und internationalen Dopingkontrollen aufgefallen. Die nachweisliche Verfiigbar-
keit dieser Praparate tiber legale und illegale Bezugsquellen jedoch erfordert eine
umgehende und umfassende Analytik dieser neuen Substanzen, um bereits vor
deren Markteinfithrung einen Missbrauch im Sport einzuschranken.

Schliisselworter: Dopinganalytik, anabole Wirkstoffe, SARMs, Gonadorelin,
GW1516.

Dopingkontroll-Laboratorien sind kontinuierlich aufgefordert
bestehende Nachweisverfahren zu verbessern, zu erweitern, und
neue Testmdglichkeiten fiir bereits zugelassene oder in klinischen
Erprobungsphasen befindliche Medikamente zu erstellen. Zudem
sind in der Vergangenheit mehrfach Dopingsubstanzen aufgefun-
den worden, die entweder bereits in frithen klinischen Testphasen
als unzureichend sicher eingestuft und daher nicht weiter verfolgt
wurden, oder aber niemals fiir solche Testphasen vorgesehen wa-
ren. Diese im Besonderen stellen grofSe Herausforderungen an Ana-
lyseverfahren, die im Allgemeinen eine Zielanalytik darstellen und
somit lediglich bereits bekannte Substanzen erfassen.

Eine grundlegende Technologie zum eindeutigen Nachweis
dopingrelevanter Verbindungen ist die Fliissigkeits-Chromatogra-
phie - Tandem Massenspektrometrie (LC-MS/MS), mit deren Hilfe
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Preventive doping research comprises various aspects including, amongst others,
development of test methods for approved drugs as well as those currently being
investigated. Moreover, the necessity to establish detection assays for those com-
pounds that did not complete clinical trials due to inadequate undesirable effects
has been proved several times. In the present report, new procedures allowing the
detection of peptide hormones (e.g. gonadorelin), anabolic agents such as me-
thyltrenbolone and selective androgen receptor modulators (SARMs) as well as
the peroxisome proliferator-activated receptor delta (PPARS) agonist GW1516,
are described, which have been developed to improve the anti-doping fight.
These methods are all based on liquid chromatography — tandem mass spectro-
metry (LC-MS/MS), which has demonstrated utmost sensitivity and specificity
and allowed the determination of therapeutic amounts of the target analytes. A
considerable number of adverse analytical findings due to methyltrenbolone ap-
plications was reported during the last years, particularly before and during the
Olympic Games in Beijing 2008. In contrast, the lead drug candidates of SARMs as
well as GW1516 (which is classified as gene doping substance) that are currently
undergoing advanced clinical trials have not been detected in national as well as
international antidoping controls yet. The proved availability of those compounds
via legal as well as illegal routes however necessitates the immediate and compre-
hensive analysis of these substances to limit the options of misuse in sports before
the drugs are officially launched.

Key words: doping analysis, anabolic agents, SARMs, gonadorelin, GW1516.

sowohl niedermolekulare Verbindungen wie anabole Wirkstoffe
(z.B. anabol-androgene Steroide und selektive Androgenrezeptor
Modulatoren (SARMs)) und Peroxisom Proliferator-aktivierter Re-
zeptor delta (PPARS) Agonisten (z.B. GW1516) aber auch Peptid-
hormone wie beispielsweise Gonadorelin empfindlich in Blut- oder
Urinproben bestimmt werden kénnen. Anhand dieser Beispiele sol-
len im Folgenden neuere Methoden und Entwicklungstendenzen in
der Dopinganalytik dargestellt werden.

Eine der grundlegenden Herausforderungen in diesem Zu-
sammenhang stellt die Vielzahl und chemische sowie pharmako-
logische Variabilitdt neuer Therapeutika dar. Ein Nachweis aller
potentiell missbréuchlich einzusetzenden Substanzen bedarf ver-
schiedener komplementarer Analyseverfahren, von denen sich die
LC-MS(/MS) insbesondere mit hochauflosender und akkurater
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Abbildung 1: Chemische Struktur der Verbindung Methyltrenbolon (a), Andarine (b),
auch S-4 genannt) und GW1516 (c).

Massenbestimmung als die Umfangreichste herausgestellt hat, die
auch rickblickend durch erneute Evaluation bereits aufgenom-
mener Daten den Missbrauch verbotener Priaparate ermdglicht.
Dennoch werden weitere, speziell auf einzelne Analyten fokussierte
Verfahren nétig sein, um die erforderliche Spezifitdt und/oder Sen-
sitivitdt zum Zwecke der Dopinganalytik erlauben.

Der Gebrauch des Peptidhormons Gonadorelin (auch luteinizing
hormone releasing hormone (LHRH) genannt) ist laut Verbotsliste
der Welt Anti-Doping Agentur (WADA) im Sport nicht zuléssig.
Wenn auch nicht namentlich erwéhnt, fillt Gonadorelin unter die
Bestimmung, dass die Releasing-Faktoren der aufgefiihrten Peptid-
hormone, zu denen das luteinisierende Hormon (LH) gehort, ver-
boten sind. Gonadorelin ist als pharmazeutisches Préparat erhalt-
lich und dessen Missbrauch im Leistungssport ist durch gestandige
Athleten bestétigt worden. Ein Nachweisverfahren basierend auf
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Abbildung 2: LC-MS/MS-Analysenergebnisse eines blank Urins (a), einer mit
Methyltrenbolon angereicherten Urinprobe (5 ng/mL, b) und einer Urinprobe, die
positiv auf Methyltrenbolon getestet wurde (c). Die Signale des Methyltrenbolons sind
bei 6.4 min in den Graphen b) und c) deutlich zu erkennen.

der Isolierung des intakten Decapeptids (Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-
Leu-Arg-Pro-Gly-NH2) aus Urin ist 2008 beschrieben worden und
erzielt durch die kombinierte Anwendung von immunchemischer
Bindung an einen spezifischen priméren Antikorper, gefolgt
von Extraktion durch Nanopartikel-gebundene sekundéare
Antikorper und anschlieflende Messung mit Nano-Fliissigkeits-
Chromatographie und hochakkurater/hochauflésender Tandem
Massenspektrometrie die erforderliche Sensitivitat und Spezifitét
(12). Patientenurine, die nach Behandlung mit Gonadorelin gesam-
melt und analysiert wurden, zeigten Konzentrationen zwischen 20
und 100 pg/mL auf, die mit der entwickelten Bestimmungsmethode
(Nachweisgrenze 5 pg/mL) erfasst werden konnten und so die Ein-
setzbarkeit in der Dopinganalytik belegen.

Anabol-androgene Steroide (AAS) reprasentieren seit Jahr-
zehnten eine der hdufigsten Ursachen positiver Befunde in der
Dopinganalytik. Um die verbesserten Testverfahren zu unterwan-
dern, hat es in der Vergangenheit Entwicklungen von so genann-
ten Designer Steroiden gegeben, die ausschlieSlich zu Doping-
zwecken hergestellt wurden. Zudem wurden mehrere AAS, deren
unerwiinschte Wirkungen eine Zulassung im Human- oder Vete-
rindrbereich nicht erlaubten, auf illegalen Wegen vertrieben und
im Leistungssport eingesetzt. Eines dieser Préparate ist Methylt-
renbolon (Abbildung la, auch Methyltrienolon genannt), welches
bereits 1963 beschrieben wurde und seitdem als R1881 aufgrund
seiner besonderen Androgenrezeptor-Bindungseigenschaften als
Referenzsubstanz fiir Neuentwicklungen anabol-androgener Ver-
bindungen in praklinischen Studien eingesetzt wird. Aufgrund
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schwerwiegender hepatotoxischer Wirkungen ist Methyltrenbo-
lon selbst als mogliches Medikament jedoch nicht weiter verfolgt
worden. Dennoch wurde diese Substanz 2008 vor den Olym-
pischen Spielen in Peking unter anderem bei 11 Gewichthebern
(9) und einer Leichtathletin mit Hilfe von LC-MS/MS festgestellt.
Hierbei lieferten charakteristische Produkt-Ionen wie m1/z 227, die
im Besonderen bei Analyten mit struktureller Verwandtschaft zu
Trenbolon vorgefunden werden, entscheidende Hinweise, und die
Anwesenheit des nicht zuldssigen Wirkstoffs wurde schlieSlich im
Abgleich mit der Referenzverbindung des Methyltrenbolons bewie-
sen. Ein typisches Analyseergebnis ist in Abbildung 2 dargestellt.

SARMs stellen eine neue Generation anaboler Wirkstoffe dar, die
strukturell nicht mit AAS verwandt sind aber die Eigenschaft be-
sitzen, Androgenrezeptoren zu aktivieren oder zu inhibieren. Auf-
grund beschriebener Gewebe- und Wirkungs-Selektivitét sind diese
Substanzen in klinischen Testphasen zur Anwendung bei verschie-
denen Krankheitsbildern wie z.B. Kachexie oder Sarkopenie oder
aber zur Kontrazeption bei Mannern (1,2,4). Umfangreiche anabole
Eigenschaften konnten erfolgreich von androgenen Wirkungen
separiert werden und somit medizinisch vielversprechende
Alternativen zu AAS bei Steroidersatztherapien entwickelt werden,
die jedoch ebenfalls ein grofles Missbrauchspotential besitzen.
Aufgrund dessen sind SARMs seit Januar 2008 durch die WADA
verboten worden und zahlreiche Nachweisverfahren bereits vor
einer Markteinfithrung présentiert worden. Die Notwendigkeit die-
ser praventiven MafSnahmen hat sich 2009 bestétigt als ein erstes
Schwarzmarktprodukt mit dem Wirkstoff Andarine (Abbildung 1b,
auch S-4 genannt) via Internet bestellt und erhalten wurde. Die Au-
thentizitat dieses Praparats wurde mit Hilfe der Massenspektrome-
trie und synthetisierter Referenzmaterialien bestétigt, so dass eine
Verbreitung dieser Substanz im Sport nicht ausgeschlossen werden
kann (8). Neben dem gewtinschten Wirkstoff wurden Verunreini-
gungen identifiziert, die auf eine Herstellung unter nicht-pharma-
zeutischen Qualitétsrichtlinien hindeuten und nicht kalkulierbare
gesundheitliche Risiken fiir den Sportler bedeuten. Basierend auf
Studien, die den menschlichen Metabolismus von Andarine si-
mulieren (3,10), wurde bereits seit 2008 bei Dopingkontrollen in
Deutschland auf die Anwesenheit dieses Produkts getestet, wobei
bislang kein Fund der zu verabreichenden Substanz oder deren Me-
taboliten aufgetreten ist.

Die Klasse M3 der WADA Verbotsliste betrifft die Kategorie ,Gen-
doping” und beinhaltet sowohl den Transfer fremden genetischen
Materials als auch die Beeinflussung der Genexpression. Letztere
ist im Zusammenhang mit Substanzen wie dem PPARS Agonisten
GW1516 erwéhnt (Abbildung 1c), welcher in Tiermodellen zu si-
gnifikanten Leistungssteigerungen gefiihrt hat (5). Diese vollsyn-
thetische Verbindung wird beziiglich Ihres Einsatzes zur Behand-
lung des metabolischen Syndroms und damit zusammenhéngende
gesundheitliche Folgekomplikationen erforscht und hat bereits
fortgeschrittene klinische Testphasen durchlaufen. Aufgrund eines
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moglichen illegalen Einsatzes im Sport sind solche Praparate seit
Januar 2009 namentlich verboten und erste Nachweisverfahren
basierend wiederum auf LC-MS/MS sind vorgestellt worden. Zu-
néchst wurde aufgrund fehlender Informationen zu urindren Meta-
boliten die Zielsubstanz in Blutproben analysiert (7), da hierzu de-
taillierte Daten aus pharmakologischen Studien vorlagen, welche
die zu erwartende Plasmakonzentrationen des intakten Analyten
beschreiben (6). Nachfolgend konnten zwei wesentliche urindre
Stoffwechselprodukte identifiziert werden (11), die als die entspre-
chenden Sulfoxide und Sulfone des GW1516 beschrieben wurden
und gegenwirtig die Zielsubstanzen in Routinedopingkontrollen
fiir diesen PPARS Agonisten darstellen. Auch wenn bislang kein
Hinweis oder Beweis fiir einen Einsatz solcher Praparate im Sport
vorliegt, ist die Wahrscheinlichkeit des Missbrauchs gegeben und
die Verfiigbarkeit als Chemikalie und eventuell auch als Schwarz-
marktprodukt nicht ausgeschlossen. Auch hier wird die Idee der
Dopingpravention durch frithzeitige Implementierung neuer, noch
nicht vollstdndig zugelassener Medikamente verfolgt, mit dem Ziel
einen moéglichen unzuldssigen Einsatz unmittelbar zu verhindern.

Die Erweiterung und Ergdnzung dopinganalytischer Methoden
zum Nachweis zugelassener aber auch in Testphasen befindlicher
Medikamente ist ein wesentlicher Bestandteil der préaventiven
Dopingforschung. Einen Schwerpunkt stellt dabei die Fliissigkeits-
Chromatographie / Tandem Massenspektrometrie dar, welche die
Bestimmung sowohl héhermolekularer Peptidhormone als auch
niedermolekularer neuer Verbindungen mit der notwendigen Sen-
sitivitdt und Spezifitat erlaubt. Beispielhaft sind in der vorliegenden
Arbeit reprisentative Verbindungen der Substanz- und Methoden-
klassen S1 (anabole Wirkstoffe), S2 (Peptidhormone, Wachstums-
faktoren und verwandte Verbindungen) und M3 (Gendoping) so-
wie deren Nachweismdglichkeiten prisentiert worden, welche die
Moglichkeiten moderner und zukiinftiger Analyseverfahren auf-
zeigten sollen. Neben diesen so genannten direkten Testmethoden
werden vermehrt indirekte Ansétze in Zukunft die Dopinganalytik
erganzen. Diese indirekten Verfahren werden nicht die verbotene
Substanz oder Dopingmethode als solche identifizieren, sondern
mit Hilfe verdnderter, durch die eingesetzten MafSnahmen mani-
pulierte, Parameter als unnatiirlich klassifizieren lassen und somit
einen Verstof$ gegen die Anti-Dopingrichtlinien aufzeigen.
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