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Einleitung

Hormonelle Leistungsforderer, die im Sport als Dopingmittel, aber z.B. auch
verbotener Weise in der Tiermast Anwendung finden, werden in drei Stoffgruppen
eingeteilt. Es handelt sich um Proteohormone (z.B. Wachstumshormon),
sexualhormonwirksame Anabolika und B,-adrenerge Agonisten.

B,-Agonisten sind synthetische Derivate natiirlicher Katecholamine (z.B.
Adrenalin) und werden als Sympathomimetika bezeichnet. Chemisch betrachtet
handelt es sich um Phenylethylamine. Der bekannteste B,-Agonist ist Clenbuterol.
Fiir Clenbuterol wurde tierexperimentell gezeigt, da3 die Anreicherung von
Clenbuterol in Augen mit dem Melaningehalt im Pigmentepithel der Retina
zusammenhingt [3]. Es lag nahe, die ebenso Melanin als Farbstoff enthaltenden
Haare [14] als Analysennmaterial in Betracht zu ziehen [4, 6].

Fiir eine Reihe von Drogen ist das Wissen iiber deren Einbau und Nachwelis
in Haaren bereits sehr grof [10, 12, 15, 16]. Die vorliegende Arbeit befal3t sich mit
dem Nachweis von Clenbuterol in menschlichem Kopfhaar [5, 7]. Dazu wurden
Haarproben von freiwilligen Probanden, z. T. von Patienten, die mit Clenbuterol
therapiert worden waren, auf Clenbuterolriickstinde untersucht.

Material und Methode

Probanden: Zur Bestimmung von Clenbuterol in menschlichen Kopfhaaren
wurden von 15 Probanden Haarproben genommen. Sechs Probanden nahmen
Hustensaft (Spasmo-Mucosolvan®) in einem nicht genauer definierten Ausmaf (was
Zeitraum und Dosierung angeht) ein. Neun Haarproben stammten von Patienten, die
Clenbuterol (2 x 5 ml Spasmo-MucosolvanR; =2 x 5 pg pro Tag) iiber eine Dauer
von 25 Tagen einnahmen. Zur besseren Vergleichbarkeit der Pigmentabhidngigkeit
wurden die Konzentrationen von Clenbuterol bei diesen neun Probanden fiir die
niherungsweise 1 cm langen Haarabschnitte umgerechnet (Tabelle 2), in die
Clenbuterol withrend des Haarwachstums eingebaut wurde.
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Haarproben: Von jedem Probanden wurde ein etwa 0,5 cm dicker
Haarstrang direkt iiber der Kopthaut des Hinterhauptshockers abgeschnitten. Eine
Haarprobe beinhaltete die gesamte Haarlinge vom Kopfansatz bis zur Haarspitze. In
ihrer Form glichen die Haarproben Biindeln aus Haaren mit ungefihr 0,5 cm
Durchmesser und einer Lénge wie sie die Haarlidnge des entsprechenden Probanden
entsprach.

Vorbereitung der Haarproben: Die Haarproben wurden gewaschen, zu
Pulver zermahlen und bei -25 °C bis zur weiteren Analyse aufbewahrt [4, 5, 7].

Extraktion von Clenbuterol aus den Haaren: Zur Extraktion wurden 50
mg Haarpulver, 1 ml 50 mM wissriges 1,4-Dithiothreitol (DTT), 50 pl 5 M
NaOH und 2,5 ml tertidrer Butylmethylether iiber Nacht bei Raumtemperatur auf
einem Horizontalschiittler (Buchler Instruments Inc.) geschiittelt. Der Ether wurde
durch Zentrifugation abgetrennt und die Extraktion 1 h lang mit tertiirem
Butylmethylether wiederholt. Die beiden Etherphasen jeder Probe wurden vereint
und eingedampft. Der Trockenriickstand wurde in 300ul KH,PO, pH 4,0
aufgenommen und entsprechende Verdiinnungen wurden als Doppelproben im
Enzymimmuntest gemessen.

Clenbuterolmessung: Die Quantifizierung von Clenbuterol [11] erfolgte
mit einem Enzymimmuntest (EIA). Zur Identifikation der Clenbuterolriickstinde
und zur Bestitigung der Ergebnisse aus dem EIA wurden die positiven Proben mit
einer Kombination von Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) und
Enzymimmuntest (HPLC/EIA) gemessen.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) fiir Clenbuterol:
100ul der in 300ul 20 mM KH,PO, pH 4,0 aufgenommenen Trockenriickstidnde
wurden mit Hilfe eines Proben-Injektionsventils Modell 210, Beckmann, Miinchen
auf die HPLC-Sdule aufgegeben. Zur Auftrennung von Clenbuterol wurde eine
LiChrospher RP-select B Siule, 125 mm x 4 mm, 5 pm von Merck verwendet. Es
wurde isokratisch mit 20 mM KH,PO, pH 4,0 / Acetonitril im Verhiltnis 80/20
(v/v) eluiert. Die FlieBrate betrug stets 1 ml min” bei 25 °C. Um die bekannte [11]
Retentionszeit von Clenbuterol herum (5 min) wurde mit IHilfe eines
Fraktionssammlers (Pharmacia) das Eluens gesammelt. Diese Fraktionen wurden
entweder direkt in den EIA eingesetzt oder mit einem Buchler Vortex Evaporator
(Buchler Instruments Inc.) bis zur Trockene eingedampft. Der Trockenriickstand
jeder Fraktion wurde in 20 mM KH,PO, pH 4,0 aufgenommen und als Doppelprobe
im EIA gemessen. Um die Spezifitit der Ergebnisse aus HPLC/EIA fiir Clenbuterol
zu belegen, wurden die Retentionszeiten fiir Terbutalin (2 min), Salbutamol (3 min)
und Mabuterol (7 min) angegeben.
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Ergebnisse

Anreicherung von Clenbuterol in menschlichem Kopfhaar: Der Gehalt
an Clenbuterol in den Kopfhaaren der 15 Probanden, die Clenbuterol eingenommen
hatten, ist in den Tabellen 1 und 2 angegeben. Die Werte wurden entsprechend der
eingenommenen Clenbuteroldosis und der Haarfarbe zu Gruppen zusammengefalit.
Die Clenbuterolkonzentration in den Haaren der neun Probanden wurde fiir den 1
cm langen Haarabschnitt berechnet, in den Clenbuterol eingebaut wurde. Die
Umrechnung erfolgte anhand der Linge und des Gewichtes der Gesamthaarprobe.
Die Berechnung basierte auf dem aus der Literatur [2] bekannten durchschnittlichen
menschlichen Kopfhaarwachstum von annihemmd 1 cm pro Monat. Diese
Berechnung erfolgte, um die Clenbuterolkonzentrationen in den Haaren (bei
unterschiedlicher Probenmenge) und deren Abhéngigkeit von der Haarfarbe besser
vergleichen zu konnen. In den Haarproben der neun Probanden, die eine bekannte
Menge Clenbuterol zu therapeutischen Zwecken eingenommen hatten, lagen die
Konzentrationen von Clenbuterol zwischen 25 und 160 ng/g, berechnet auf 1 cm
Haarlinge. Vor der Clenbuteroleinnahme konnte in Haarproben von diesen neun
Probanden Clenbuterol nicht nachgewiesen werden. Die Clenbuterolkonzentrationen
waren in hellen Haaren geringer (blond, grau: ~30 ng/g) als in dunklen Haaren
(schwarz, braun: ~150 ng/g). In den Gesamthaarproben derjenigen Probanden, die in
nicht niiher bekanntem Ausmal den clenbuterolhaltigen Hustensaft einnahmen, war
der Clenbuterolgehalt deutlich niediger (3-8 ng/g). Der Clenbuterolgehalt wurde hier
aber fiir die gesamte Haarprobe berechnet.

Tabelle 1: Konzentrationen von Clenbuterol in menschlichem Kopfhaar nach Einnahme von

Clenbuterol in nicht niher bekannter Dosierung ("in der Vergangenheit ab und zu
Spasmo-MucosoivanR")

Probanden-Nr. Geschl. Alter (Jahre) Haarfarbe ng Clenbuterol / g Haare
1 3 30 schwarz 8
2 3 2 blond 4
3 3 5 blond 3
4 3 6 blond 3
5 3 35 blond 3
6 Q 45 braun 5

(Nachweisgrenze: 0,3 ng Clenbuterol / g Haare)

Bestiitigung der Werte aus dem Enzymimmuntest: Mit Hilfe der
kombinierten Analyse aus HPLC gefolgt von EIA konnte fiir die positiven Haar-
proben gezeigt werden, daf die im EIA gemessenen Clenbuterolkonzentrationen in
den Haaren mit und ohne Vorreinigung der Proben durch die HPLC gleich waren.
Die gesamte Immunoreaktivitit befand sich nach der HPLC im Clenbuterolpeak.
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Tabelle 2: Konzentrationen von Clenbuterol in menschlichem Kopfhaar nach Einnahme von 10 ug
Clenbuterol/Tag iiber 25 Tage (10 ml Spasmo-MucosolvanR). Die Konzentrationen
wurden auf einen 1 cm langen Haarabschnitt umgerechnet. Die Mittelwerte der Pro-
banden mit dunklem Haar (Nr. 7 - 11 120 ng/g) und der mit hellerem Haar (Nr. 12 - 15; 31
ng/g) unterscheiden sich signifikant (p < 0,05; zweiseitiger Mann-Whitney U-Test).

Probanden-Nr. Geschl. Alter (Jahre) Haarfarbe ng Clenbuterol / g Haare

3 27 schwarz 126

3 30 schwarz 80

Q 27 braun 161
10 Q 30 braun 120
11 Q 60 schwarz 114
12 Q 28 hellbraun 38
13 Q 60 grau 35
14 Q 60 grau 26
15 Q 27 blond 23

(Nachweisgrenze: 0,3 ng Clenbuterol / g Haare)

Diskussion

Ein Vergleich der im EIA gemessenen Clenbuterolwerte mit den
Ergebnissen aus einer kombinierten Messung durch HPLC/EIA zeigte, dal}3 die
Clenbuterolquantifizierung im EIA nicht durch Substanzen aus den Haarextrakten
oder durch Metaboliten gestort wurde. Nach der HPLC war die Immunoreaktivitit
auf die Fraktionen um den Clenbuterolpeak beschrinkt. Beide Methoden (EIA bzw.
HPLC/EIA) lieferten iibereinstimmende Ergebnisse. Es konnte gezeigt werden, dal3
der hier verwendete EIA fiir das Screening von groflen Probenmengen geeignet ist.
Zur Bestitigung kann dann die HPLC oder MS herangezogen werden.

Mit der Analyse menschlichen Kopfhaares wurden die Vorteile der
Haaranalyse gegeniiber anderem Probenmaterial (Urin oder Blut) auch fiir die
Dopingkontrolle auf Clenbuterol deutlich. Der Nachweis von Clenbuterol im
Kopfhaar diirfte bis zum Ausfall der Haare méglich sein. Dafiir sprechen auch die
Clenbuterolkonzentrationen in Haaren von sechs Probanden, die irgendwann in der
Vergangenheit clenbuterolhaltigen Hustensaft zu sich genommen hatten.

Die Tatsache, daB3 die Clenbuterolkonzentrationen in dunklen Haaren héher
lagen als in hellen Haaren (Tabelle 2), deutet darauf hin, da3 Clenbuterol bevorzugt
an eine Komponente in dunklen Haaren gebunden wird. Dies entspricht den am
Tiermodell gezeigten Befunden [4] und steht im Gegensatz zu den Steroidanabolika

8, 9].
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Ein Vergleich der Konzentrationen verschiedener in menschlichen Haaren
gemessenen Substanzen fillt schwer, da die aufgenommene Menge einer Substanz
meist unbekannt ist. Dies trifft besonders fiir den Drogenmiflbrauch zu. In der
vorliegenden Untersuchung nahmen die meisten positiv befundenen Probanden
therapeutische Dosen von Clenbuterol zu sich. Die Riickstinde von Clenbuterol in
menschlichem Kopfhaar nach im Sport {iblicher anaboler Dosierung (ca. zehnmal
hoher), diirften deutlich hoher liegen als die hier gemessenen Werte. Wie Versuche
an Labortieren [1, 13] und Rindern [3, 17] zeigen, weisen Haare eine hohe
Bindungskapazitit fiir Clenbuterol auf (bis zu 1 pg/g). Dies deutet darauf hin, daf3
auch menschliches Haar hohere Mengen an Clenbuterol binden kann als die in
dieser Arbeit gemessenen Werte. Folglich werden Clenbuterolriickstinde in Haaren
von Sportlern, die Clenbuterol in starkem Malfle konsumieren, sehr viel héher liegen.
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