Im Juli 1992 wurde bei Katrin
Krabbe - Weltsportlerin des
Jahres 1991 - das Dopingmittel
4 Clenbuterol nachgewiesen.
d .‘,;?) ‘ Damit endete ihre Karriere.
.

Clenbuterolanalytik in Dopingkontrollproben -
Medikamentenmissbrauch oder Lebensmittelkontamination
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ChromChat special

Clenbuterol, ein ,-sympathomimetisches Medika-
ment, gehort seit mehr als 2 Jahrzehnten zur Liste
der verbotenen Wirkstoffe im Sport. Aufgrund seiner
mutmaBlich leistungssteigernden Wirkung wird es in
Urinproben zu Dopingkontrollzwecken routinemaBig
erfasst und mithilfe moderner fliissigkeitschromato-
grafisch-massenspektrometrischer Instrumente sind
Nachweisgrenzen im unteren Pikogramm-pro-Milli-
liter-Bereich moglich. Diese Empfindlichkeit erlaubt
lange Nachweiszeiten nach Absetzen der illegal ein-
genommenen Substanz; sie hat zudem ein Lebens-

mittelkontaminationsproblem in einigen Regionen
auBlerhalb Europas aufgezeigt, das Leis-

tungssportler in eine schwierige Situation
bringen konnte.

Seit 1992 ist Clenbuterol, ein race-
misches Gemisch von zwei Enanti-
omeren (Abb. 1), im Sport verboten
und wird in Dopingkontrollen in
der Regel mittels Flissigkeitschro-
matografie/(Tandem)-Massen-
spektrometrie analysiert. Aufgrund
seiner anabolen Eigenschaften ist
Clenbuterol im Sport nicht als ,-
Agonist aufgefiihrt, sondern in der
Kategorie S1.2 (weitere anabole Wirk-
stoffe) und ist somit zu jeder Zeit verbo-
ten, d.h. sowohl wihrend als auch auRer-
halb des Wettkampfs [1]. Da fir Clenbuterol
kein Grenzwert existiert, stellt die Detektion
des Analyten in Dopingkontrollproben unmittel-
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Abb.1 Strukturen der Clenbuterol-Enantiomeren: a) (-)-Clenbuterol (aktives
Isomer] und b) (+)-Clenbuterol (inaktives Isomer)
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bar ein so genanntes adverse analytical fin-
ding (AAF) dar. Damit moglichst lange
Nachweiszeiten nach Absetzen der ver-
meintlich illegal eingenommenen Substanz
gegeben sind, wurden in den letzten Jah-
ren deutliche Verbesserungen in der instru-
mentellen Analytik angestrebt, die in sehr
niedrigen Detektionslimits resultierten —
mit der Konsequenz, dass zahlreiche Sport-
ler der Einnahme von Clenbuterol tber-
fuhrt typisches
Beispiel einer Clenbuterol-Analytik einer
Urinprobe, die ca. 3pg/mL Clenbuterol en-
thielt, ist in Abbildung2 gezeigt. Die hier
angewendete Methodik bestand aus einer
Flussig-Flissig-Extraktion aus Urin in tert.-
Butylmethylether mit anschlieRender Re-
Extraktion in wissrige Salzsidure (0.06 M)
und LC-MS/MS Analytik.

werden konnten. Ein

Glenbuterol in Lebensmitteln

Die Tatsache, dass Clenbuterol anabole
Wirkung insbesondere bei Hochdosierung
zeigt, hat zu einem Missbrauch der Subs-
tanz auch im Bereich der Fleischproduk-
tion gefiihrt und konsequenterweise auch
zu einem Verbot des Einsatzes in dieser
Branche auf internationaler Ebene [2]. Den-
noch wurden in 2010 und 2011 Athleten
positiv auf Clenbuterol getestet, nachdem
sie an Sportereignissen im aufSereuro-
piischen Ausland (hier China und Mexiko)
teilgenommen haben, zurtickzufihren auf
kontaminierte Lebensmittel. 2010 war es
ein Team, das von einem Wettkampf in
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Abb.2 Extrahierte lonenchromatogramme einer Urinprobe mit ca. 3pg/mL Clenbuterol (links) und im
Vergleich dazu ein so genannter blank Urin. Mit konventioneller Flussigkeitschromatografie sind die

Enantiomeren nicht getrennt

China nach Deutschland zurtickkehrte und
alle Mitglieder niedrige, jedoch deutlich
messbare Clenbuterol-Konzentrationen im
Urin bei Dopingkontrollen aufwiesen [3].
Eine Folgeuntersuchung mit Touristen, die
unterschiedlich lange Aufenthaltszeiten in
China hatten und verschiedene Orte be-
suchten, sowie mit in China lebenden Per-
sonen verdeutlichte die Problematik des
illegalen Einsatzes von Clenbuterol in der
Tiermast, da 22 der 28 getesteten Freiwilli-
gen nach geltenden Antidopingregeln ,po-
sitive“ Testergebnisse geliefert hitten. Da
diese Problematik einigen Antidopingor-

ganisationen bereits vor den Olympischen
Spielen 2008 bekannt war, hat es eine
Warnmeldung beztiglich des Fleischkon-
sums in China gegeben, um Athleten vor
einer unbeabsichtigten Aufnahme des
Clenbuterols und somit einer ,Dopingfalle“
zu bewahren. Denn eine Differenzierung
einer linger zurtckliegenden dopingrele-
vanten Gabe des Medikaments und einer
geringen Dosis, aufgenommen mit konta-
minierten Lebensmitteln, ist analytisch be-
trachtet eine besonders komplexe Aufgabe.

Eine dhnliche Situation gilt fiir Mexiko;
auch hier haben verschiedene Lebensmittel-
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Abb.3 Extrahierte lonenchromatogramme einer Urinprobe mit ca. 200pg/
mL Clenbuterol (A) mit Trennung der (-} und (+)-Enantiomeren bei 3,7 und 4,3

min. Die oberen Spuren reprasentieren das Clenbuterol und die unteren den
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9-fach deuterierten internen Standard, der ebenfalls als Racemat vorlag.
In (B) ist im Vergleich dazu ein blank Urin gezeigt.

lthor&more 4.13



untersuchungen in den letzten Jahren den
missbrauchlichen Einsatz von Clenbuterol
in der Tiermast aufgezeigt [4, 5]. Aufmerk-
sam auf mogliche Konsequenzen fiir Pro-
fisportler wurde man erstmals im Mai 2011,
als finf Spieler der mexikanischen Herren-
FuBball-Nationalmannschaft mit dem -
Agonisten positiv getestet wurden [0]. Als
besonders problematisch zeigte sich dieser
Befund, da im Folgemonat die Weltmeister-
schaften der U-17-Fufball-Junioren statt-
finden sollte, sodass der Weltfuballverband
FIFA neben den reguldren Dopingkontrollen
umfangreiche Untersuchungen der Lebens-
mittelqualitit wihrend des Turniers organi-
sierte. Insgesamt wurden 208 Urinproben
der Sportler zu Dopingkontrollzwecken
genommen. Das analytische Ergebnis pri-
sentierte 109 Funde von Clenbuterol, wo-
bei die Konzentrationen bis zu 1500 pg/mL
Urin erreichten [7]. Die parallel genommenen
Lebensmittelproben wurden in einem ent-
sprechenden Labor in den Niederlanden ge-
priift und 14 von 47 zeigten zum Teil er-
hebliche Mengen Clenbuterol, die aus-
reichend fiir die vorgefundenen Mengen in
den Dopingkontrollproben waren, sodass
kein Spieler aufgrund eines Verstofles ge-
gen Antidopingbestimmungen sanktioniert
wurde. Eine Aufschlisselung der Proben
nach Wettkampfort zeigte keinen eindeu-
tigen Trend: Die Spielstitten waren in
Guadalajara, Mexico City, Monterrey,
Morelia, Pachuca, Querétaro und Torréon,
wo jeweils zwischen 8 und 36 Spieler ge-
testet wurden. Da Teams zum Teil an ver-
schiedenen Spielorten antraten, ist ein
Ruickschluss auf den Ort der Kontamina-
tionsaufnahme anhand der Urinproben
nicht moglich. Als interessanter Aspekt ist
jedoch festzuhalten, dass von den 24 teil-
nehmenden Teams flinf ausschlieflich
negative Dopingkontrollen produzierten,
wovon zumindest eines, den Warnmel-
dungen Folge leistend, wihrend des gesam-
ten Turniers auf Fleischkonsum verzichtete.

Analytische Herausforderung

Die Schwierigkeit der Clenbuterolproble-
matik im Zusammenhang mit Dopingkon-
trollen ist an diesen Beispielen deutlich zu
erkennen und verschiedene Ansitze wur-
den verfolgt, um eine analytische Moglich-
keit zur Differenzierung von Lebensmittel-
kontaminationund(lIinger) zuriickliegender
absichtlicher Einnahme des Medikaments
zu bieten. Ein Ansatz, der in der jlingeren
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Vergangenheit verfolgt wurde, beruht auf
der bereits oben erwihnten Tatsache, dass
Clenbuterol als Medikament ein Racemat
ist (siehe Abb.1). Nach Verabreichung von
Clenbuterol konnte in Schweinen gezeigt
werden, dass im essbaren Gewebe (z.B.
Muskel) das therapeutisch inaktive (+)-Ste-
reoisomer deutlich besser angereichert
wird als das (-)-Stereoisomer und somit
sich mit zunehmender Absetzzeit der Clen-
buterolbehandlung ein signifikanter Kon-
zentrationsunterschied der beiden Kompo-
nenten einstellt [8].

Enantiomerenanalytik
bietet neue Moglichkeiten

Dies wiirde bedeuten, dass ein Unterschied
zwischen der Gabe eines therapeutischen
Produkts und einer Lebensmittelkontami-
nation vorliegen und ggfs. aufgezeigt wer-
den kann, sofern die Abreicherung des
(-)-Stereoisomers des Clenbuterols ausrei-
cht. Um diese Hypothese zu priifen, wurde
eine Methodik zur Enantiomerentrennung
mit anschlieBender Isotopenverdiinnungs-
analyse per LC-MS/MS etabliert, sodass das
Verhiltnis der Enantiomeren bestimmt und
so moglicherweise eine therapeutische Gabe
bzw. eine Kontamination zu identifizieren
ist. Ein Chromatogramm einer Urinprobe
mit Clenbuterol nach Enantiomerentrennung
ist in Abbildung 3 dargestellt, in dem eine
Basislinientrennung zu erkennen ist. Zwei
Ausscheidungsstudien mit einfachen thera-
peutischen Clenbuterolgaben wurden durch-
gefihrt und zeigten gemifl den Erwar-
tungen, dass zu keinem Zeitpunkt innerhalb
der getesteten 160 Stunden das Enantio-
merenverhiltnis (-)/(+) in Urin unter 1 lag,
da auch hier das (+)-Stereoisomer eine er-
hohte Retention im Gewebe aufweist und
somit das (-)-Stereoisomer in deutlich ho-
herem MaRe ausgeschieden wird [9]. Nach
oraler Aufnahme eines Enantiomeren-
gemischs von Clenbuterol, das bereits be-
ziiglich des (-)-Stereoisomers abgereichtert
ist (wie es im Falle von kontaminiertem
Fleisch vorliegen konnte), ist ein ernied-
rigter Wert des Verhiltnisses moglich, der
nicht mit einer therapeutischen Verabrei-
chung in Einklang zu bringen ist. Elimina-
tionsstudien mit Enantiomer abgereicherten
Clenbuterolgemischen sind bislang nicht
bekannt; Messungen von Sportlerurinen je-
doch haben gezeigt, dass zumindest in
ausgewdhlten Fillen (-)/(+)-Verhiltnisse
deutlich unter 1 bestimmt werden konnten.
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dopinganalytik

Mario Thevis, geb. 1973, studierte Chemie an der RWTH Aachen sowie
Sportwissenschaften an der Deutschen Sporthochschule Koln. An seine Pro-
motion in Biochemie (2001) schloss sich ein Post-Doc Aufenthalt an der Univer-
sity of California Los Angeles an. 2004 habilitierte er im Fach Biochemie und ist
seit 2006 Professor fir praventive Dopingforschung. Er ist Sprecher des Zen-
trums fir Praventive Dopingforschung an der Deutschen Sporthochschule
Koln und Leiter der Europaischen Beobachtungsstelle fiir neue Dopingsubs-
tanzen. Seine Forschungsschwerpunkte liegen im Bereich der Entwicklung
neuer Nachweisverfahren fir die Dopinganalytik (insbesondere neuer, in kli-
nischen Testphasen befindlicher Wirkstoffe und Peptidhormone).

Unter Berlicksichtigung der Tatsache, dass
ein Wert tiber 1 nicht beweisen kann, dass
gedopt wurde, ein Wert unter 1 aber mit
bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnissen
nicht in Ubereinstimmung mit therapeu-
tischen Clenbuterolapplikationen beim
Menschen gebracht werden kann, ist eine
Uberpriifung des Enantiomerenverhiiltnisses
bei Clenbuterolfunden in jedem Falle hilf-
reich. Weitere, zum Teil umfangreiche
Studien sind erforderlich, um die Aussage-
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kraft der Enantiomerenanalytik zu priifen; ein
moglicher Ansatz scheint allerdings gegeben.
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