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Dopinganalytik von Phyto-
pharmaka im Pferdesport

Marc Machnik

Einleitung

Nach dem Antidopingreglement der natio-
nalen und internationalen Verbdnde gilt
im Pferdesport — wie auch im Humanleis-
tungssport — bis auf wenige Ausnahmen
die sogenannte Nulllésung. Das heisst, der
qualitative Nachweis einer Substanz fiihrt
unabhangig von ihrer Konzentration zu
einem positiven Befund. Die Antidoping-
regeln gelten im Pferdesport auch fiir Me-
dikamente, die zu Therapiezwecken einge-
setzt werden. Dabei spielt es keine Rolle, ob
die Substanzen synthetischen oder pflanz-
lichen Ursprungs sind. Aufgrund der Dyna-
mik des pharmazeutischen Markts und der
damit verbundenen Einflihrung neuer Me-
dikamente unterliegt auch die Doping-
analytik einem stetigen Erweiterungs- und
Verbesserungsprozess.Bezugnehmend auf
die neuesten analytischen Techniken wird
«das Leben einer Dopingprobe im Labor»
vorgestellt, wobei auch auf die Analytik do-
pingrelevanter Arzneistoffe aus der Natur
eingegangen wird.

Grundlagen der Doping-
analytik

Die Isolierung kleinster Mengen verbote-
ner Substanzen aus Urin und Blut erfordert
eine aufwendige Probenvorbereitung, bei
der nicht nur Fliissig-Flissig- und Festpha-
senextraktionen, sondern auch hochspezi-
fische Extraktionsmethoden verwendet wer-
den kénnen (Thevis und Schanzer 2007a).
Bei der anschliessenden Detektion der ge-
suchten Stoffe kommen gas- und flis-
sigchromatografische Verfahren in Verbin-
dung mit massenspektrometrischen und
stickstoffselektiven Messmethoden zum
Einsatz. Diese ermoglichen den Nachweis
einer Vielzahl von verbotenen Stoffen aus
unterschiedlichen Substanzklassen (Ho et
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Abbildung 1: Ubersicht iiber die Screeningverfahren in der Pferdedopinganalytik.

al. 2006, Thevis und Schanzer 2007b, siehe
Abbildung 1).

Bei der Flussig-Flussig-Extraktion |6sen
sich die gesuchten Substanzen aufgrund
ihrer chemischen Eigenschaften bei einem
bestimmten pH-Wert besser in einem or-
ganischen Losungsmittel (z.B. Ether) als in
der Probe.

In nachfolgenden Schritten kann die Ether-
phase durch Zentrifugation vom Urin be-
ziehungsweise Blut getrennt und analy-
siert werden. Ein anderes Verfahren, die so-
genannte Festphasenextraktion, nutzt die
Wechselwirkung von Arzneistoffen zu che-
misch modifizierten Oberflachen, die als
Festphase in Kartuschen oder Saulen auf-
gebracht sind. Auch hierbei wird eine Iso-
lierung der gesuchten Substanzen aus der
Probe erreicht. Gleichzeitig werden Inhalts-
stoffe entfernt, die bei einer Analyse Stor-
signale verursachen. Schwerpunktmassig
werden zum Nachweis und zur Identifizie-
rung von pharmazeutischen Substanzen
computergestiitzte chromatografische Sys-

teme eingesetzt, die liber eine Schnittstelle
mit einem Massenspektrometer gekoppelt
sind.

Bei der Chromatografie wird zwischen
Flussigkeits- und Gaschromatografie unter-
schieden. Beide Verfahren dienen der Tren-
nung von Substanzen.

Im Gaschromatografen werden die Sub-
stanzen bei Temperaturen von zirka 300° C
verdampft und mithilfe eines Gasstroms
durch eine Kapillarsdule befordert. Durch
unterschiedliche molekulare Wechselwir-
kung mit der stationdren Schicht der
Innenwand verbleiben die Substanzen
unterschiedlich lang in der Saule und kon-
nen entsprechend ihrer Verweildauer (Re-
tentionszeit) voneinander getrennt wer-
den. Bei der Flussigkeitschromatografie
werden die Substanzen nicht in die Gas-
phase Uberfuhrt, sondern in einem geeig-
neten Losungsmittel (Laufmittel) durch
eine gepackte Sdule befordert. Auch bei
der Flissigkeitschromatografie werden die
Substanzen durch die Wechselwirkung zur
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Abbildung 2: Prinzip der Elektronenstossionisation in einem Massenspektrometer

Tabelle 1: Dopingrelevante Arzneistoffe aus der Natur

Substanz

Quelle

Wirkung

Hordenin*

Malzkeim, Gerste

stimulierend

Methylxanthine
(Coffein, Theobromin*,

Kakao-, Kaffee-, Teepflanze

stimulierend, broncho- und
vasodilatorisch

Koriander

Theophyllin)

Menthol Pfefferminze durchblutungsférdernd,
schleimlosend

Kampfer Lorbeer, Kampferbaum, stimulierend, antiseptisch,

durchblutungsférdernd

Atropin/Scopolamin

Tollkirsche, Engelstrompete

halluzinogen, stimulierend/
sedierend

Arsen*

Erz, Gestein

tonisch

Salicin (Salicylsaure®)

Weidenrinde, Luzerne
(Alfalfaheu)

analgetisch, antiphlogistisch

Dimethylsulfoxid* (DMSO)

Luzerne (Alfalfaheu)

analgetisch, antiphlogistisch

Bufotenin

Anadenanthera

halluzinogen

Dimethyltryptamin (DMT)

z.B. Akazie

halluzinogen

Lupanin

Besenginster

schwach halluzinogen

Valerensaure

Baldriangewachs

sedativ

Ephedrin/Norephedrin Ephedragewachs stimulierend,
bronchodilatorisch

Nikotin Tabakpflanze stimulierend

Cocain/Benzoylecgonin Cocapflanze stimulierend

Oryzanol Reis anabol

Cannabinoide Hanfpflanze halluzinogen, sedierend

Chinin/Chinidin

Chinarindenbaum

analgetisch, antipyretisch/
antiarrhythmisch

Reserpin Rauvolfiagewdchs sedierend, anxiolytisch
Morphin/Codein Schlafmohn analgetisch, sedativ
Capsaicin Paprika, Chili durchblutungsférdernd

Octopamin, Synephrin

Bitterorange

stimulierend

Methylhexanamin

Geraniumgewachs

stimulierend

Gingerol Ingwer antiphlogistisch, antiemetisch
Ginsenosid Ginseng tonisch
Eugenol Gewiirznelke analgetisch, antiphlogistisch
Tyramin* Milchprodukte stimulierend

nach Fermentation
Harpagosid Teufelskralle analgetisch, antiphlogistisch

*abgesichert durch spezifischen Grenzwert
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chemisch modifizierten, stationaren Phase
in der Sdule voneinander getrennt.

Im Detektor, dem Massenspektrometer,
werden durch elektrische Ladungsiibertra-
gungen oder Elektronenbeschuss Molekiil-
bruchstiicke mit negativer oder positiver
Ladung erzeugt, die sich in einem magneti-
schen oder elektrischen Feld sammeln und
anschliessend registrieren lassen. Die Auf-
zeichnung solcher Molekiilbruchstiicke ei-
ner Verbindung heisst Massenspektrum.
Jede Substanz erzeugt ihr eigenes charak-
teristisches Fragmentierungsmuster — ein-
malig wie ein Fingerabdruck — sodass sich
jede Substanz eindeutig identifizieren
lasst.

Abbildung 2 zeigt schematisch die Entste-
hung von Molekilfragmenten bei der
Elektronenstossionisation (engl. Electron
Impact El), und in Abbildung 3 wird das
El-Massenspektrum des Xanthins Coffein
dargestellt.

Fir die Analyse von «natirlichen Doping-
substanzen» werden die gleichen Techni-
ken eingesetzt, die zum Nachweis von syn-
thetischen Pharmaka verwendet werden.
Pflanzliche Bestandteile oder Extrakte gel-
ten als dopingrelevant, wenn sie als leis-
tungsfordernd oder therapeutisch wirk-
sam eingestuft werden. Sobald die phar-
makologische Wirksamkeit eines Pflanzen-
stoffs erwiesen ist, muss eine analytische
Methode zu ihrer Identifizierung in Pferde-
blut und -urin entwickelt werden. Als
Analyt kann die applizierte Substanz
(pflanzliche Leitsubstanz) oder deren Ab-
bauprodukt (Metabolit) dienen.

Die Verwendung von Krautern und Heil-
pflanzen findet bei der Herstellung von
Futtererganzungs- und Arzneimitteln weite
Verbreitung. Beispiele fiir dopingrelevante
Arzneistoffe aus der Natur sowie deren
Quelle und Wirkung sind in Tabelle 1 auf-
gefuhrt. Der Grossteil der in der Tabelle ge-
nannten Stoffe hat in der Vergangenheit zu
Dopingfallen im internationalen Pferde-
sport gefuihrt.

Statistik in der Pferdedoping-
analytik

Die statistische Auswertung aller Wirk-
stoffgruppen, die in den letzten zehn Jah-
ren im Institut fir Biochemie zu positiven
Befunden gefuihrt haben, ist in Abbildung 4
dargestellt. Fast ein Drittel aller positiven
Befunde geht auf die Gruppe der nicht-
steroidalen Antiphlogistika, NSAID, zurtick.
Die Entwicklung uber die letzten zehn
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Abbildung 3: Struktur und El-Massenspektrum von Coffein

Tabelle 2:
Positive Dopingbefunde der letzten fiinf Jahre mit natiirlichen Pharmaka in
Deutschland
Jahr Substanz Disziplin Gesamtzahl
aller Positive
2005 Benzoylecgonin (Cocain) Galopprennen 24
Coffein Reitsport
Hordenin Galopprennen
Morphin (2) Galopprennen
Theophyllin Galopprennen
3 6
2006 Coffein Galopprennen 36
Coffein Trabrennen
Theophyllin Galopprennen
Z 3
2007 Kampfer Trabrennen 33
Menthol Trabrennen
Menthol Galopprennen
Theobromin Reitsport
S 4
2008 Coffein (2) Reitsport 62
Coffein Trabrennen
Menthol (3) Galopprennen
3 6
2009 (Jan-Okt) Benzoylecgonin (Cocain) Galopprennen 53
Coffein (2) Galopprennen
Coffein (2) Trabrennen
Theobromin Reitsport
Theophyllin Galopprennen
Theophyllin Trabrennen
3 8

Jahre zeigt nach der Einflihrung der selek-
tiven COX2-Inhibitoren wieder eine Zu-
nahme der positiven Proben mit NSAID in
den Jahren 2005 und 2006.

Abbildung 4 beinhaltet auch Substanzklas-
sen, deren Vertreter natirlichen Ursprungs
sein konnen, wie zum Beispiel die Xan-

thine. Darunter werden Substanzen wie
Coffein, Theobromin und Theophyllin und
so weiter zusammengefasst. Typische Se-
dativa aus der Natur sind im Baldrian ent-
halten, dessen Valerensdure als eine der
Wirkkomponenten identifiziert wurde. Der
wichtigste Vertreter der natirlichen Opioide
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Abbildung 4: Prozentualer Anteil der verschiedenen
Wirkstoffgruppen an der Gesamtheit aller positiven Pro-
ben der letzten 10 Jahre (n = 318) (Quelle: Institut fiir Bio-
chemie, Deutsche Sporthochschule KoIn)

ist Morphin. Hordenin aus Malzkeimen
und Bierhefe wirkt stimulierend, wahrend
Harpagophytum aus der Teufelskralle eine
schmerzlindernde und entziindungshem-
mende Wirkung hat. So lassen sich zu fast
jeder Gruppe der in Abbildung 4 aufgefiihr-
ten Substanzen naturliche Vertreter mit
entsprechendem Wirkpotenzial benennen.
Tabelle 2 zeigt die positiven Falle im deut-
schen Pferdesport der letzten 5 Jahre mit
Dopingsubstanzen aus der Natur. Seit
2007 ist wieder eine Zunahme (absolut)
von Dopingfallen durch Phytopharmaka zu
verzeichnen. L 4
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