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Hinweise zu dieser Arbeit

Aufgrund ihrer komplexen Strukturen werden die in der Arbeit beschriebenen
Verbindungen nicht entsprechend der IUPAC-Nomenklatur, sondern mit den in der Fach-

literatur Ublichen Trivialnamen bezeichnet.

Nach dem Leitfaden fiir die Nutzung gendersensibler Kommunikation der Deutschen
Sporthochschule Kéln wird im deutschen Manteltext dieser Dissertation das Gender-
Sternchen verwendet, um alle Geschlechter gleichermallen zu beriicksichtigen. Hierzu
wird der Genderstern (*) zwischen dem mannlichen Wortstamm und seiner weiblichen
Endung eingefiigt. Dies kann dazu fiihren, dass die grammatikalisch korrekte mannliche

Endung weggelassen wird.

An Stellen, in denen nur die mannliche Form genannt wird, sind explizit nur Manner

gemeint.
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1 Einleitung

Doping ist laut Welt Anti-Doping Agentur (WADA) die Verletzung der Anti-Doping-Regeln.
Dazu zahlt u. a. das Vorhandensein einer verbotenen Substanz oder ihrer Metaboliten
oder Marker in der Dopingprobe eines*einer Athlet*in. Laut Artikel 2.1.1 des Welt Anti-
Doping Codes (WADC) miissen weder Vorsatz, noch Verschulden, Fahrlassigkeit oder
wissentliche Anwendung seitens des*der Athlet*in nachgewiesen werden, um einen Ver-
stoR gegen die Anti-Doping-Bestimmungen festzustellen [1]. Dies wird auch als Prinzip der
strict liability bezeichnet. Angesichts der sich stetig verbessernden analytischen Nach-
weismethoden der Anti-Doping-Labore muissen Athlet*innen daher sehr sorgsam auf ihre
Umwelt und Nahrung achten, um nicht unbeabsichtigt Dopingsubstanzen aufzunehmen
[2]. Das Prinzip der strict liability wird haufig kritisiert, weil dadurch auch Athlet*innen
sanktioniert werden kdénnen, die eine Dopingsubstanz unbeabsichtigt und in so geringen
Konzentrationen aufgenommen haben, dass von keiner pharmakologischen Wirkung
ausgegangen werden kann [2, 3]. Das Strafmal kann in solchen Szenarien durch die
Beweislastumkehr auf eine Verwarnung oder eine Sperre von maximal zwei Jahren
reduziert werden; jedoch nur, wenn der*die Athlet*in beweisen kann, dass er*sie nicht

vorsatzlich, fahrldssig oder wissentlich gehandelt hat [1].

Als Teil der praventiven Dopingforschung gewinnt die Identifizierung von ,, Dopingfallen®,
die zu unbeabsichtigtem Doping flihren kénnen, daher an Bedeutung [4]. Im Rahmen die-
ser Dissertation sollen zwei Dopingfallen in Zusammenhang mit Lebensmitteln untersucht

werden, um Athlet*innen vor unbeabsichtigtem Doping zu schiitzen.



2 Zielsetzung

Grundlage der vorliegenden Dissertation sind vier Publikationen, die sich mit der
Aufnahme von Dopingsubstanzen Uber Lebensmittel und deren Ausscheidung lber den
Urin beschaftigen. Die analytischen Verfahren hierzu basieren jeweils auf einer fllssig-
keitschromatographischen (high-performance liquid chromatography, HPLC) Trennung
mit anschlieRender massenspektrometrischer (mass spectrometry, MS) Detektion. Unter-
sucht wurden dabei der selektive Ostrogenrezeptor-Modulator (selective estrogen
receptor modulator, SERM) Clomifen und der B;-Adrenorezeptor-Agonist (B2-Agonist)

Zilpaterol. Beide Substanzen stehen auf der Verbotsliste der WADA [5].

Die Forschungsfrage zum ersten Projekt dieser Dissertation entwickelte sich aus einer im
Jahr 2016 veroffentlichten Studie: Darin wurde nachgewiesen, dass Clomifen zu einer
erhohten Eiproduktionsrate bei einer nigerianischen Hilhnerart fihrt [6]. Gleichzeitig war
die Zahl ,positiver” Analyseergebnisse (adverse analytical findings, AAFs) mit sehr niedri-
gen Clomifen-Konzentrationen in den Jahren vor Veréffentlichung der Studie wegen der
verbesserten Sensitivitdt in der Dopinganalytik gestiegen [7]. Das erste Projekt dieser
Dissertation adressiert daher im Rahmen einer Tierstudie die Frage, ob eine Clomifen-
Behandlung von Hiihnern zu so hohen Clomifen-Riickstanden in Hihnereiern und
Hlhnerfleisch fuhrt, dass ein Clomifen-AAF in Dopingkontrollproben ausgelost werden
kann. Hierfir sollten zunachst 24 Legehennen vier Wochen lang mit 10 mg Clomifen
behandelt werden. Anschliefend sollte eine HPLC-Tandem-Massenspektrometrie
(MS/MS)-Methode entwickelt und validiert werden, die es ermoglicht, die Eier und das

Fleisch der Tiere auf Clomifen-Riickstande zu untersuchen.

Nachdem im ersten Projekt im Fleisch und vor allem in den Eiern der Legehennen
Clomifen-Riickstande gefunden worden waren, sollte im Rahmen des zweiten Projekts
eine Verzehrstudie mit clomifenhaltigen Eiern durchgefiihrt werden. Die Verzehrstudie
beschaftigte sich mit der Frage, ob die Clomifen-Konzentrationen in den Eiern aus dem
ersten Projekt (10-20 ug pro Ei) ausreichen, um nach deren Verzehr im Urin Clomifen
nachweisen zu kénnen. Hierfiir sollten insgesamt 18 mannliche Probanden je zwei Eier
essen. Zum Vergleich sollten mit je drei Probanden Mikrodosierungsstudien mit 1, 10 und
50 pg Clomifen-Citrat durchgefihrt werden. Urinproben der Studienteilnehmer sollten im

Anschluss mittels HPLC-MS/MS auf Clomifen und seine Metaboliten untersucht werden.



Im Urin aller Probanden konnten Clomifen-Rickstdande nachgewiesen werden. Deswegen
sollte zusatzlich eine Methode entwickelt werden, die es erlaubt, zwischen der Einnahme
von Clomifen als Arzneistoff in Mikrodosierung und der Aufnahme der Substanz liber
clomifenhaltige Eier zu unterscheiden. Diese Methode sollte nach WADA-Richtlinien vali-
diert und sowohl auf die Urinproben aus den Ausscheidungsstudien als auch auf Doping-
kontrollproben mit Clomifen-AAFs angewendet werden. Bei der Anwendung dieser
Methode auf die AAF-Proben wurde deutlich, dass sich die Metabolitenmuster dieser
Urinproben nicht nur von den Urinproben der Probanden unterschieden, die clomifen-
haltige Eier gegessen hatten, sondern auch von den Urinproben der Probanden, die

Mikrodosen von Clomifen-Citrat eingenommen hatten.

In den AAF-Proben wurde ein bisher noch nicht identifizierter Hydroxy-Metabolit als
abundantester detektiert. Dadurch ergab sich das Ziel des dritten Projekts dieser Disser-
tation: Der unbekannte mono-hydroxylierte Clomifen-Metabolit sollte identifiziert und
synthetisiert sowie in die bereits bestehende Differenzierungsmethode implementiert
werden. Mit dieser erweiterten Methode sollten dann Urinproben aus einer Langzeit-
Applikationsstudie mit Clomifen analysiert werden, um das Eliminationsverhalten des neu

identifizierten Metaboliten zu charakterisieren.

SchlieBlich fuhrte ein aktueller Anlass zu einer weiteren relevanten Forschungsfrage, die
im Rahmen eines vierten Projekts adressiert werden sollte: Im Jahr 2021 gab die WADA
den Technical Letter 23 heraus, der die Dopingkontrolllabore auf mogliche Riickstande der
anabolen Substanzen Clenbuterol, Ractopamin, Zeranol und Zilpaterol in Fleisch
aufmerksam machen sollte. Zudem fiihrte die WADA darin ein sogenanntes Minimum

Reporting Level (MRL) von 5 ng/mL in Urin fiir die aufgefiihrten anabolen Substanzen ein
[8].

Das Eliminationsverhalten und der Metabolismus von Zilpaterol im Menschen sind nur
wenig erforscht. Daher sollte mithilfe einer Mikrodosierungsstudie ein Kontaminations-
szenario simuliert werden. Darin sollte untersucht werden, ob ein MRL von 5 ng/mL
ausreicht, um Athlet*innen vor einem unabsichtlichen Zilpaterol-AAF durch Fleisch-
verzehr zu schiitzen. Je flinf mannliche Probanden sollten dafiir 0.5 pug oder 3 pug einmalig
oder filinf Tage in Folge einnehmen. Die Uber diese Zeitraume und bis zu einer Woche
danach gesammelten Urinproben sollten mittels HPLC-MS/MS auf Zilpaterol und
mogliche Metaboliten untersucht werden. Da Zilpaterol im Arzneimittel als Racemat
vorliegt, sollte auBerdem eine enantioselektive Methode entwickelt werden. Mithilfe
dieser Methode sollte festgestellt werden, ob eine Diskriminierung eines Enantiomers im
Korper stattfindet, wodurch sich das Eliminationsverhalten der beiden Enantiomere

voneinander unterscheiden kdnnte.



3 Hintergrund der Arbeit

3.1 Anfange und Fortentwicklung der Dopinganalytik

Doping mit dem Ziel, die Leistungsfahigkeit von Sportler*innen zu steigern, existiert
bereits seit dem Altertum. Schon die Athleten der Antike verzehrten bestimmte Lebens-
mittel wie Stierhoden oder Alraunwurzeln, um ihre Kraft im Wettkampf zu steigern [9-11].
In Sidamerika nutzten die Inka z. B. Koka-Blatter als stimulierendes Mittel, um schneller
und langer laufen zu kdnnen [12]. Im Laufe der Zeit entwickelte sich jedoch der Fairness-
gedanke im Sport, dem der Einsatz potenziell leistungssteigernder Mittel widerspricht.
Lange konnte man betriigende Athlet*innen einzig dann lberfiihren, wenn man sie auf
frischer Tat ertappte. Heute erméglicht es die moderne Dopinganalytik, Dopingvergehen
aufzudecken, die zum Teil Wochen bis Monate vor der Probenahme stattgefunden haben
[13-15]. Das erste veroffentlichte Doping-Nachweisverfahren aus dem Jahr 1930 wurde
fir den Nachweis von Alkaloiden in Pferdespeichel entwickelt. Es basierte auf dem Stas-
Otto-Trennungsgang, gefolgt von Fallungs- und Farbreaktionen [10, 16]. Dennoch
brauchte es danach mehrere Jahrzehnte und medienwirksame menschliche Tragddien,
ehe manin den 1960er Jahren verstarkt in die Entwicklung analytischer Verfahren fiir den
Nachweis von Doping in humanen Matrices investierte: Der dadnische Radsportler Knud
Enemark Jensen wurde wahrend des Olympischen Radrennens 1960 infolge einer
Amphetamineinnahme bewusstlos, fiel vom Rad und verstarb an den Folgen [17]. Ahn-
liches widerfuhr dem Briten Tom Simpson wahrend der Tour de France 1967 [11]. Im Jahr
1965 etablierten Frankreich, Belgien und Italien ihre ersten Anti-Doping-Gesetze [18]. Das
Internationale Olympische Komitee (International Olympic Committee, |OC) setzte infolge
der oben genannten Tragodien eine medizinische Kommission ein und beschloss 1967 die
Durchfiihrung von Dopingtests [10]. Diese Kommission definierte die Dopingregeln bis zur

Jahrtausendwende.

Im Jahr 1999 wurde die WADA gegriindet, um die internationale Anti-Doping-Arbeit zu
koordinieren und zu harmonisieren [19]. |hr zentrales Element ist der WADC, ein weltweit
glltiges und sportartentibergreifendes Regelwerk, unterschrieben von nahezu allen inter-
nationalen Sportfachverbdanden der olympischen Bewegung, den Nationalen Anti-Doping-
Organisationen und den Nationalen Olympischen Komitees [1]. Die detaillierten
Ausflihrungsbestimmungen des WADC sind in insgesamt acht International Standards

geregelt, wobei einer dieser Standards die jahrlich aktualisierte Verbotsliste (Prohibited
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List) ist. Darin sind die verbotenen Substanzen und Methoden in neun Substanzklassen
und drei Methodenkategorien unterteilt. Die Kategorien S1-S5 sowie M1-M3 sind
wahrend und auerhalb des Wettkampfs verboten, die Gruppen S6—S9 nur wahrend des
Wettkampfs [5].

Der International Standard for Laboratories (ISL) beschreibt die regulatorischen Anfor-
derungen an WADA-akkreditierte Anti-Doping-Labore. So wird sichergestellt, dass auch
die angewendeten Testverfahren valide und harmonisiert sind [20]. Zum ISL gehé6ren
weitere technische Dokumente (Technical Documents), die die Anforderungen an die
Methoden genauer formulieren. Das Technical Document TD2022MRPL regelt beispiels-
weise die seit 2022 geltenden Mindestanforderungen an die nachweisbaren Kon-
zentrationen (Minimum required performance levels, MRPL) und die gliltigen MRLs fir
Substanzen ohne Grenzwert, die mit chromatographisch-massenspektrometrischen
Methoden analysiert werden [21]. Diese Mindestanforderungen werden regelmafig
Uberprift sowie an aktuelle technische Entwicklungen und Forschungsergebnisse ange-
passt. Dadurch wurden beispielsweise die MRPLs im Vergleich zum Vorgangerdokument
TD2019MRPL fiir anabole androgene Steroide und andere anabole Substanzen halbiert
[21, 22]. Solche erhohten Nachweisanforderungen stellen die Anti-Doping-Labore regel-
maRig vor die Herausforderung, ihre Methoden zu verbessern. Dabei sind Instrumente
wie z. B. moderne Massenspektrometer mit Nachweisgrenzen im pg/mL-Bereich essen-

ziell.

Die analytische Sensitivitat der Dopinganalytik hat sich in den vergangenen Jahren stark
verbessert [10]. Dies hat nicht nur die Bandbreite der nachweisbaren Analyten erweitert,
sondern auch fir viele Analyten die Nachweiszeit enorm verlangert [23]. Dies ist ein
grofRer Gewinn fiir die Anti-Doping-Arbeit, stellt die Akteure jedoch auch vor neue
Herausforderungen [24]. Zum einen ist es so moglich, auch im Nachhinein Sportler*innen
des Dopings zu Uberfiihren. Dies belegt z. B. das Re-Analyse-Programm des 10Cs, das von
der International Testing Agency (ITA) durchgefiihrt wurde: Allein durch die wiederholte
Analyse von Proben der Olympischen Spiele 2012 in London wurden 31 Medaillen

nachtraglich aberkannt und 46 Medaillen neu verteilt [25].

Andererseits sind inzwischen bereits Kleinstmengen verbotener Substanzen nachweisbar,
die keine messbare pharmakologische Wirkung auf den menschlichen Koérper haben. Sie
werden daher zwar z. B. bei Kontrollanalysen von Nahrungserganzungs-, Lebens- oder
Arzneimitteln als unbedenklich eingestuft, reichen jedoch fiir eine positive Dopingprobe
aus [2]. Beispielsweise ist 2014 ein Sportler nach Einnahme erlaubter Tabletten positiv auf
das verbotene Diuretikum Hydrochlorothiazid getestet worden, weil die Tabletten pro-

duktionsbedingt mit Spuren der Substanz kontaminiert waren [26]. Ein anderer Athlet



6 3 Hintergrund der Arbeit

wurde positiv auf Dorzolamid getestet, nachdem er eine medizinisch notwendige
Bluttransfusion von einem*einer Spender*in erhalten hatte, der*die das Diuretikum zu
Therapiezwecken einnahm [27]. Bekannt sind auch einige Falle, die auf Riickstande des

Wachstumsmittels Clenbuterol zuriickzufiihren waren [28, 29].

Bei den o. g. Beispielen ist es in der Vergangenheit gelungen nachzuweisen, dass es sich
um Kontaminationen aus der Umwelt handelte. Der unterschiedliche Charakter dieser
Szenarien zeigt jedoch, wie vielfdltig die Umweltfaktoren sind, denen Athlet*innen

ausgesetzt sind.

3.2 Exposom von Athlet*innen

Die Gesamtheit aller o. g. Umweltfaktoren wird Exposom genannt. Der Begriff Exposom
wurde 2005 vom Epidemiologen Chris Wild eingefiihrt [30]. Seitdem beschreibt das
Exposom in Anlehnung an das Genom die Gesamtheit aller Umweltbelastungen
(Expositionen), denen ein Mensch ab Beginn im Mutterleib Zeit seines Lebens ausgesetzt
ist [30]. Dabei werden sowohl endogene als auch exogene Faktoren einschlieBlich
chemischer, physikalischer, biologischer und sozialer Faktoren betrachtet, die die

menschliche Gesundheit beeinflussen kénnen [31].

Im Allgemeinen fokussiert sich die Exposomforschung auf den Einfluss dieser Faktoren bei
der Entstehung von Krankheiten. In Bezug auf Leistungssportler*innen muss das Exposom
im Hinblick auf die geltenden Anti-Doping-Regeln ndher betrachtet werden. Viele der
Substanzen, die auf der Verbotsliste der WADA stehen, sind auch in der Umwelt zu finden.
Die Untersuchung des Exposoms von Athlet*innen und die Unterscheidung zwischen
absichtlichem Drogenkonsum und verschiedenen Kontaminationsszenarien ist daher zu
einem zentralen Thema der Anti-Doping-Forschung geworden. Dieser muss es gelingen,
das empfindliche Gleichgewicht zwischen den unverzichtbaren und sich standig weiter-
entwickelnden Analysetechniken einerseits und andererseits dem Risiko des Exposoms

von Athlet*innen zu erhalten, das zu AAFs flihren kann [2].

Thevis et al. teilen das Exposom von Athlet*innen mit besonderem Fokus auf die
Exposition mit im Sport verbotenen Substanzen in vier Kategorien ein: 1. Lebensmittel,
die verbotene Substanzen enthalten; 2. Nahrungserganzungsmittel, in denen Doping-
substanzen vorkommen; 3. die Aufnahme dopingrelevanter Substanzen (iber erlaubte
Medikamente, die sich entweder Metaboliten mit verbotenen Substanzen teilen oder

kontaminiert sind und 4. der Transfer von Dopingsubstanzen von einer Person auf die
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nachste [2]. Diese Einteilung ist in Abbildung 3.1 mit Beispielen dargestellt. Im Folgenden

wird auf diejenigen Risiken ndher eingegangen, die von Lebensmitteln ausgehen.

Nahrungs- Metaholismus/ Inter-individueller
Lebensmittel
erganzungsmittel Kontamination Substanztransfer

Nattrliches Vorkommen Kentaminationen Erlaubte & verbotene Samenflissigkeit
+ Alkaloide pflanzlichen Ursprungs, Wirkstoffe teilen sich — :”:b;“:‘a
+ Anti-Ostrogene
2. B cha\n, Ephedrlr\, Morphin i Metaboliten + PPARS-Agonisten
+ P,-Agonisten pflanzlichen Ursprungs, Falsche Deklaration
[ 2. B. Higenamin « Chlorphenesin = 4-CPA
* Steroide tierischen Ursprungs, I Ephedrin = Oxilofrin Speichel
2. B. Nandrolon, Androsteron . + Ethylmorphin = Morphin P
« Anabolika aus Schimmelpilzen, Beispiele + Hydrocodon — Hydromorphon I—| « Anabolika
z. B. Zeranol «+ Stimulanzien, z. B. DMAA, . Iamerizwq = Trimetazidin « Kokain
DMBA, Methylhexanamin + Mebeverin = 4-OH-Amphetamin + PPARS-Agonisten
Octadrine, etc. ! g gxethaz?‘i:—;r:henterrrin
i N + Diuretika, z. B. Furosemid, * Proguani orazani
Legaler Einsatz von Wirkstoffen Hydrochlorothiazid & L] Haut
= Anabole Substanzen, z. B. Boldenon, * Anabolika, z. B. ™~ .
— . ) A Anabolika
Ractopamin, Trenbalon, Zeranal, Metandienon, Stanozolol etc. Kontaminationen durch
Zilpaterol , erlaubte Arzneistoffe
* Anxiolytika, z. B. Meldonium
AN * Acetazolamid
— + Bumetanid
. . * Furosemid
lllegaler Einsatz von Wirkstoffen + Hydrochlorothiazid
| + Anabole Substanzen, . B. Clenbuterol ¢ Torasemld
+ Ovulationsstimulans, z. B. Clomifen * Triamteren

Abbildung 3.1 Ausgewadhlte Situationen, die zu einem AAF flhren kénnen, adaptiert von Thevis et al.
2020 [2].

3.3 Vorkommen von Dopingsubstanzen in Lebensmitteln

Einige lebensmittelbedingte ,,Dopingfallen” sind allgemeinhin bekannt: Beispielsweise
kann ein (ibermaBiger Verzehr von Mohnkuchen zu nachweisbaren Spuren von Morphin
im Urin fihren [32]. Jedoch finden sich viele weitere Dopingsubstanzen in Lebensmitteln:
Sie kommen sowohl natlrlich vor als auch als Kontaminanten oder Riickstande durch den

legalen und illegalen Einsatz der Substanzen in der industriellen Land- und Viehwirtschaft
[2].

Einen GrofSteil der natirlich vorkommenden Dopingsubstanzen macht hier die Stoff-
gruppe der Alkaloide pflanzlichen Ursprungs aus. Darunter fallen u. a. die Stimulanzien
Kokain, Ephedrin, Pseudoephedrin oder Synephrin sowie der B,-Agonist Higenamin [2,
33]. Oft finden sich diese bioaktiven Inhaltsstoffe z. B. in (Arznei-) Tees, Nahrungs-

erganzungsmitteln oder in tropischen Friichten [34, 35].

Auch der Verzehr tierischer Produkte kann dazu fiihren, dass natiirlich vorkommende
Dopingsubstanzen aufgenommen werden [36]. Beispielsweise sind bei nicht kastrierten
mannlichen Wildschweinen einige Steroidhormone nattirlicherweise angereichert, sodass
der Verzehr von Innereien solcher Tiere zu auffdlligen Proben mit den Nandrolon-

Metaboliten 19-Norandrosteron und 19-Noretiocholanolon fihren kann [37, 38].
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Zum legalen Einsatz dopingrelevanter Substanzen in der Viehwirtschaft zahlt u. a. die
Anwendung anaboler Steroide wie z. B. Trenbolon und die anabol wirkenden ;-Agonisten
Ractopamin, Zeranol oder Zilpaterol [39]. Je nachdem, in welchen Mengen die Substanzen
verabreicht wurden bzw. wie kurz die Administration vor der Schlachtung stattfand, kann
es zu Ruckstanden im Fleisch der Tiere kommen. Viele dieser Wirkstoffe sind bei
Nutztieren in einigen Landern verboten und in anderen zugelassen. Deswegen kommen

Rickstande davon im Fleisch von Nutztieren meist regional begrenzt vor [40].

Neben Wachstumsbeschleunigern gibt es weitere Tierarzneimittel, die zu Rickstanden
von Dopingsubstanzen in Lebensmitteln flihren kénnen. Das anti-hypoxische Mittel
Emidonol, welches in der Nutztierhaltung zugelassen ist, wird sehr schnell zu Meldonium
verstoffwechselt, das auf der WADA-Verbotsliste steht. In Milch von Kiihen, die mit
Emidonol behandelt wurden, konnten Riickstainde von Meldonium nachgewiesen
werden. Daher ist nicht auszuschlieRen, dass bei erhohtem Milchkonsum ein AAF fir
Meldonium auftreten kann [41, 42].

Der illegale Einsatz pharmazeutischer Wirkstoffe in der Lebensmittelindustrie zahlt in der
Exposomforschung zu denjenigen Risiken fiir Athlet*innen, die am schwierigsten einzu-
schatzen sind. Es ist bekannt, dass einige Substanzen in manchen Landern trotz Verbot
angewendet werden. Besonders weit verbreitet ist z.B. der illegale Einsatz von
Clenbuterol in China oder Mexiko. Eigentlich ist Clenbuterol zur Behandlung von
Atemwegserkrankungen zugelassen. Durch seine zusatzliche anabole Wirkung fiihrt es bei
Rindern und Schweinen zu magererem Fleisch. Infolgedessen wurden bereits ganze
Sportmannschaften positiv auf Clenbuterol getestet [28, 29]. Dartiber hinaus gibt es
Arzneistoffe, die illegal an Tieren eingesetzt werden, obwohl sie nie fiir Tiere zugelassen
worden sind. In der Lebensmittelliiberwachung wird nach diesen Substanzen daher selten

gezielt gesucht.

Aus den vorgenannten Griinden betrachtet die Exposomforschung v. a. jene Substanzen
der WADA-Verbotsliste, die nachweislich bestimmte Wirkungen in Nutztieren hervor-
rufen, um den Ertrag tierischer Lebensmittel (Fleisch, Milch, Eier) zu steigern. Clomifen
beispielsweise konnte die Fertilitat von Hihnern steigern und dadurch eine erhohte
Eiproduktionsrate hervorrufen [6, 43-45]. Um Athlet*innen vor einer positiven Doping-
probe zu schiitzen, die aus dem illegalen Einsatz von Wirkstoffen bei Tieren resultiert,
miissen solche Kontaminationsszenarien in der praventiven Dopingforschung besonders

beachtet und untersucht werden.
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3.4 Strategien zur Unterscheidung zwischen absichtlichem und
unabsichtlichem Doping

Da bereits in der Vergangenheit viele potenzielle Dopingfallen identifiziert wurden, gibt
es verschiedene Strategien, um zwischen dem Missbrauch und der u. a. erndhrungs-

bedingten Exposition verbotener Substanzen zu unterscheiden [2].

Der am einfachsten umsetzbare Ansatz zur Unterscheidung zwischen willentlichem und
unbeabsichtigtem Doping ist die Implementierung von Grenzwerten (decision limits) oder
MRLs. Grenzwerte werden eingesetzt, wenn es sich beispielsweise um Substanzen wie
Morphin handelt, die nur im Wettkampf verboten sind [46]. MRLs werden genutzt, um fir
Substanzen, die nicht endogen vorkommen und wahrend sowie auBerhalb des
Wettkampfs verboten sind, Kontaminationsursachen ausschliefen zu kénnen. Darunter
fallen z.B. die anabol wirksamen Substanzen Clenbuterol, Ractopamin, Zeranol und
Zilpaterol, die in einigen Landern in der Rinderzucht und teilweise in anderer Viehzucht
verwendet werden. Fiir diese Substanzen, die alle auf der Verbotsliste der WADA in der
Kategorie ,S1.2 Andere Anabole Substanzen” zu finden sind, wurde 2021 ein MRL von

5 ng/mL festgelegt [8].

Bei Zeranol muss neben dem genannten Kontaminationsszenario noch ein zweites
Szenario berlicksichtigt werden: Zeranol kann auch in vivo aus dem Mykotoxin Zearalenon
gebildet werden. Dieses Mykotoxin wird vom Schimmelpilz Fusarium bei falscher
Lagerung von Getreide gebildet. Um zu unterscheiden, ob Zeranol als solches ein-
genommen oder als Metabolit von Zearalenon ausgeschieden wurde, konnen die
Verhadltnisse von Zearalenon und seinen Hauptmetaboliten a- und B-Zearalenol zu Zeranol
als Marker hinzugezogen werden, da diese nur in Kleinstmengen aus Zeranol gebildet
werden [47, 48].

Ein anderes Beispiel, bei dem mehrere Kontaminationsszenarien betrachtet werden
missen, ist Meclofenoxat. Das Abbauprodukt 4-Chlorophenoxyessigsaure (4-CPA) wird als
Marker fir die Einnahme dieses Stimulans verwendet. Jedoch wird 4-CPA auch als
Herbizid eingesetzt und kann daher als Riickstand in Lebensmitteln auftreten. Des
Weiteren wurde festgestellt, dass 4-CPA auch ein Metabolit von Chlorphenesin ist, eine
nicht verbotene Substanz, die z. B. in Kosmetika als Konservierungsmittel eingesetzt wird.
Daher wird auch hier eine Kombination aus MRL und den Chlorphenesin-spezifischen
Metaboliten (4-CPP, Chlorphenesin-Glucuronid oder Chlorphenesin-Sulfat) eingesetzt,
um zwischen einer unbeabsichtigten und einer wissentlichen Einnahme zu unterscheiden
[49-51].
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Ein aktuelles Beispiel, bei dem die Ausscheidung verschiedener Stoffwechselprodukte zur
Unterscheidung zwischen absichtlichem und unbeabsichtigtem Doping angewendet
werden kann, zeigen Rubio et al. bei Higenamin. Higenamin ist ein $2-Agonist, der u. a. in
tropischen Friichten der Familie der Annonaceae vorkommt, die roh, in Smoothies oder
als Eiscreme verzehrt werden. Zur Unterscheidung zwischen der unbeabsichtigten Auf-
nahme von Higenamin durch Fruchterzeugnisse und der wissentlichen Einnahme der Sub-
stanz zu leistungssteigernden Zwecken wurden Zwischenprodukte des Benzylisochinolin-
Alkaloid-Biosynthesewegs als vielversprechende Markersubstanzen identifiziert: Dieser
Biosyntheseweg ist auf bestimmte Pflanzenfamilien wie die Annonaceae beschrankt und
enthdlt Higenamin als erstes gemeinsames Zwischenprodukt. In den untersuchten
Nahrungserganzungsmitteln, die mit dem Ziel einer physiologischen Wirkung mit
Higenamin versetzt wurden, konnten diese Markersubstanzen nicht detektiert werden
[52].

3.5 Metabolismus und Pharmakokinetik in der Dopinganalytik

Da die meisten Fremdstoffe nicht in ihrer urspriinglichen Struktur renal wieder aus-
geschieden werden, sondern eine Biotransformation durchlaufen, ist jeweils die
Aufklarung ihres Metabolismus und ihrer pharmakokinetischen Eigenschaften essenziell

fiir die Dopinganalytik.

Die Biotransformation lasst sich in zwei relevante Phasen unterteilen: In Phase | finden
sogenannte Funktionalisierungsreaktionen statt. Dabei werden funktionelle Gruppen in
das Ausgangsmolekiil eingefiihrt oder freigelegt. In Phase-llI-Reaktionen werden die
Phase-I-Metaboliten oder auch die Ausgangsmolekiile — sofern schon freie funktionelle
Gruppen vorhanden sind — mit sehr polaren Gruppen konjugiert. Dies erh6ht ihre Wasser-
I6slichkeit und inaktiviert den Fremdstoff in der Regel [53]. Je nach chemisch-
physikalischen Eigenschaften der Ausgangsmolekiile wie z. B. Polaritat und Enzymaffinitat
kommt es im Urin dann zu einer Vielzahl von Transformationsprodukten, die auch ein
Gemisch aus Phase-I- und Phase-ll-Metaboliten darstellen kénnen [53]. Aus diesen
Metaboliten werden fiir die Dopinganalytik meist die abundantesten und die am langsten

nachweisbaren Metaboliten ermittelt und als Zielanalyten eingesetzt [54].

Die Bildung der Metaboliten hangt nicht nur vom Substrat selbst ab, sondern auch von
der Substrat-Konzentration, von der zu katalysierenden Reaktion und von den Enzymen,
die sie katalysieren. Daher gibt es Metaboliten, die schneller oder langsamer gebildet

werden als andere und solche, die erst bei hohen Substrat-Konzentrationen in nennens-
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werten Mengen gebildet werden [53]. Metaboliten, die ein verlangertes Ausscheidungs-
fenster haben, werden Langzeit-Metaboliten genannt. Schon seit den 1990er Jahren
werden diese explizit flir Dopingsubstanzen gesucht [10, 55]. So ist es in manchen Fallen
moglich, durch die unterschiedlichen Bildungskonstanten der Metaboliten und die sich
dadurch zeitlich verandernden Metabolitenmuster Metabolitenverhadltnisse zu
berechnen. Uber diese Metabolitenverhéltnisse kénnen dann Riickschliisse auf den Zeit-
punkt der Einnahme und/oder die Einnahmemenge gezogen werden. Eine solche Unter-
scheidung des Einnahmezeitraums ist beispielsweise beim selektiven Androgen-Rezeptor-
Modulator LGD-4033 gelungen [56].

Eine besondere Chance in Bezug auf Metabolitenverhaltnisse, die zur Aufklarung der
Frage ,,Doping oder Kontamination?“ beitragen kdnnen, bieten Dopingsubstanzen, die als
Stereoisomere vorliegen und als solche verabreicht werden: Zahlreiche Studien zeigen,
dass sich die Halbwertszeiten von (E)- und (2)-Isomeren unterscheiden konnen, wodurch
eine Form deutlich langer nachweisbar als die andere ist. Auch die Enzymaffinitat kann
sich unterscheiden, sodass das (E/Z)-Verhaltnis der Substanz oder eines Metaboliten im
Urin vom (E/Z)-Verhaltnis der Ursprungssubstanz im Medikament abweicht [57-60]. Dies

kann in dhnlicher Weise flir Enantiomere gelten [61-63].

Fir tierische Lebensmittel, die Dopingsubstanzen enthalten, ist die Pharmakokinetik und
der Metabolismus dieser Substanzen in Nutztieren ein weiterer Aspekt, den es zu
betrachten gilt. Zwar gibt es viele Gemeinsamkeiten in der Biotransformation innerhalb
von Vertebraten. Jedoch unterscheiden sich die Anzahl und Auspragung der exprimierten
Gene, die fiir beteiligte Enzyme codieren, stark voneinander [64, 65]. Dadurch gibt es
beispielsweise Metaboliten, die charakteristisch fiir eine Spezies sind oder die Halbwerts-
zeiten und Umsatzraten zu bestimmten Metaboliten unterscheiden sich [65-71]. Dies lasst

im Idealfall Rickschlisse auf den Ursprung der Dopingsubstanz zu.

Ein Beispiel aus dem Bereich der Dopinganalytik, bei dem die unterschiedliche Pharmako-
kinetik der Enantiomere, insbesondere auch die von Tieren, bereits betrachtet wurde, ist
die Kontaminationsproblematik von Fleisch mit dem B;-Agonisten Clenbuterol: Es ist
bekannt, dass Clenbuterol in einigen Landern illegal als wachstumsforderndes Medika-
ment in der Fleischindustrie eingesetzt wird. Riickstande von Clenbuterol verbleiben in so
hohen Mengen im Fleisch, dass sie in Urinproben von Fleisch-Konsument*innen problem-
los nachgewiesen werden kdnnen. Clenbuterol wird hauptsachlich unverandert ausge-
schieden, sodass eine Differenzierung zwischen unbeabsichtigter und willentlicher

Aufnahme anhand verschiedener Metabolitenmuster nicht moglich ist. Jedoch variiert in
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Studien das Enantiomeren-Verhaltnis signifikant zwischen Urinproben von Pro-
band*innen, die Fleisch mit Clenbuterol-Riickstdnden verzehrt haben, und Urinproben

von Proband*innen, die das Arzneimittel selbst eingenommen haben [72-74].

Auf dhnliche Weise sollen die Kontaminationsszenarien von Clomifen in Hiihnereiern und
Zilpaterol in Rindfleisch im Rahmen dieser Dissertation adressiert werden. Die beiden

Substanzen werden im Folgenden vorgestellt.

3.6 Clomifen

Als SERM besitzt Clomifen sowohl 6strogene als auch anti-6strogene Eigenschaften, je
nachdem, welcher Rezeptortyp im Zielgewebe vorliegt, wie hoch der endogene Ostrogen-
spiegel ist und welches seiner beiden Isomere an den Rezeptor bindet [75]. Die Struktur
von Clomifen basiert auf einem Triphenylethylen-Geriist und liegt als Gemisch von zwei
Konfigurationsisomeren vor: (E)- und (2)-Clomifen (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2 Strukturformeln von (Z)-Clomifen (links) und (E)-Clomifen (rechts).

Clomifen kann an die Ostrogen-Rezeptoren im Hypothalamus und der Hypophyse binden.
Dadurch greift es in den Riickkopplungsmechanismus endogenen Ostrogens ein, sodass
die Freisetzung des Gonadotropin-freisetzenden Hormons erhéht wird. Dies wiederum
flhrt zu einer erhéhten Ausschittung des follikelstimulierenden Hormons (FSH) und des
luteinisierenden Hormons (LH), was letztlich in einer gesteigerten Ovulation resultiert [75-
77]. Deshalb wird Clomifen therapeutisch bei Frauen mit Kinderwunsch eingesetzt.
Dariber hinaus wirkt Clomifen auch bei Mannern: Dort kann die erhdhte Freisetzung von
Gonadotropinen im Hypothalamus zu einer vermehrten Testosteronbildung im Hoden
fihren. Clomifen ist daher Gegenstand vieler Studien zur Behandlung mannlicher
Unfruchtbarkeit und wird off-label als Medikament zur Therapie von Hypogonadismus

eingesetzt [78, 79].

Eben weil Clomifen die korpereigene Testosteronproduktion stimuliert, wird es jedoch
auch als Dopingmittel missbraucht [80-82]. Daher steht es seit 2004 auf der Verbotsliste
der WADA in der Kategorie S4 ,,Hormon- und Stoffwechselmodulatoren” [5]. Innerhalb

dieser Substanzklasse war Clomifen nach Meldonium 2021 die Substanz mit den meisten
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AAFs [83]. Dies ist u. a. darauf zurlickzufiihren, dass Clomifen sehr lange im Urin nach-
weisbar ist. In Studien konnte es in Urin nach therapeutischer Applikation bis zu zehn oder
elf Monate in Spuren nachgewiesen werden [7, 84]. Auch der Metabolismus von Clomifen
wurde in den vergangenen Jahren in verschiedenen in vitro- und in vivo-Studien
untersucht. Dadurch konnten Gber 20 Metaboliten von Clomifen identifiziert werden [85-
91]. Das Enzym CYP2D6 ist maRgeblich am Metabolismus von (E)- und (Z)-Clomifen
beteiligt. Zudem besitzt das fiir dieses Enzym codierende Gen den gréfRten genetischen
Polymorphismus innerhalb der CYP-Familie. Die Untersuchung des Clomifen-
Metabolismus der verschiedenen Phanotypen ist daher Gegenstand der Forschung, um
den Einfluss der Phanotypen auf die Wirksamkeit des Medikaments genau zu untersuchen
[59, 88, 92].

Vor den Studien, die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrt wurden, adressierten
nur Meijer et al. die Moglichkeit, dass Riickstande von Clomifen aufgrund seines illegalen
Einsatzes in der industriellen Viehwirtschaft in tierischen Lebensmitteln zu finden sein
konnten [93]. In keiner der von Meijer et al. analysierten Rinder- und Schweineurinproben
wurden Rickstande von Clomifen detektiert [93]. Die Pravalenz von Clomifen in der
Hihnerzucht wurde bisher noch gar nicht untersucht. Da Studien jedoch auf die
fertilitatssteigernde Wirkung und die daraus resultierende erhohte Eiproduktionsrate
aufmerksam gemacht haben [6, 43-45], sind Riickstande in Eiern und Hiihnerfleisch nicht
auszuschlieBen. Die Dopingrelevanz solcher méglichen Rickstdande soll im Rahmen dieser

Dissertation adressiert werden.

3.7 Zilpaterol

Zilpaterol ist ein PB2-Adrenorezeptor-Agonist. Diese Substanzklasse wird bei Tier und
Mensch v. a. zur Erweiterung der Bronchien bei pulmonalen Erkrankungen eingesetzt. Seit
den 1980er Jahren wurde bei einigen B2-Agonisten bei einer hoheren Dosierung jedoch
auch eine anabole Wirkung festgestellt [94]. Daher werden einige Vertreter dieser Klasse
teils legal und teils illegal als Wachstumsbeschleuniger in der Nutztierhaltung eingesetzt.
Zilpaterol wurde einzig flir den Einsatz als anabole Substanz von Intervet und Merck
entwickelt und unter dem Namen Zilmax™ fur die Rinderzucht vermarktet. Zilpaterol
besitzt zwei Stereozentren, wobei die Enantiomere (R,R)- und (S,S)-Zilpaterol im
Arzneistoff racemisch vorliegen (Abbildung 3.3) [95]. Die Struktur von Zilpaterol ist inner-
halb der B;-Agonisten besonders, da das fiir einen B2-Agonisten typische Strukturmerkmal

in einem 3-Ringsystem fixiert ist [96]. Damit geht eine weitere Eigenschaft des Wirkstoffs
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einher: In einer Studie mit Pferden konnte gezeigt werden, dass Zilpaterol oral zu 100 %
bioverfligbar ist [97].

Wahrend Zilpaterol in der EU verboten ist, ist es z. B. in den USA, Kanada, Mexiko und
Sudafrika als Futtermittelzusatzstoff fir Rinder zugelassen, um die Futtermitteleffizienz
zu erhoéhen und eine erhohte Magerkeit des Fleischs zu erreichen [98]. Eine Zulassung fiir
die Anwendung am Menschen gibt es weltweit nicht. Trotzdem gibt es in Internetforen
Diskussionen (iber den Einsatz von Zilpaterol als Dopingmittel [99]. Daher steht es seit
2005 auf der Verbotsliste der WADA in der Gruppe S1.2 ,,Andere anabole Substanzen” [5].

(0]
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Abbildung 3.3 Strukturformeln von (R,R)-Zilpaterol (links) und (S,S)-Zilpaterol (rechts).

In der Rinderzucht wird Zilpaterol meist in den letzten 30—-40 Tagen vor dem Schlachten
verabreicht, mit einer sehr kurzen Auswaschphase von nur drei Tagen. Es ist bekannt, dass
infolgedessen Zilpaterol-Rickstande im Fleisch solcher Tiere gefunden werden kénnen.
Um die Verbraucher*innen vor gesundheitlichen Risiken zu schiitzen, hat z. B. die US-
amerikanische Lebensmittelliberwachungs- und Arzneimittelbehérde (Food and Drug
Administration, FDA) einen Rickstandshochstgehalt von 10 ug Zilpaterol pro kg Rind-
fleisch festgelegt [100]. Einige Studien haben sich mit dieser Rickstandsproblematik
befasst, indem sie Fleisch, Gewebe und Urin verschiedener Tiere mit LC-MS-Methoden
untersucht haben [101-107]. Dabei wurde meist nur auf Zilpaterol und nicht auf etwaige
Metaboliten untersucht. Die wenigen veroffentlichten Studien zum Metabolismus von

Zilpaterol zeigten, dass es zum GrofSteil unverandert ausgeschieden wird [108].

In einer Studie aus den USA von 2016, in der die Urinproben von Patient*innen (n=370)
mit Lungen- oder Brustkrebs auf die Pravalenz von B.-Agonisten untersucht wurden,
wurden in 3% der Proben Spuren von Zilpaterol nachgewiesen [109]. Dies kann als
Hinweis auf eine hohe Verbreitung von Zilpaterol-Rickstdanden in tierischen Lebens-
mitteln aufgefasst werden [109]. Auch die WADA wurde auf dieses Problem aufmerksam.
Sie fihrte 2021 ein MRL von 5 ng/mL flr Zilpaterol ein, wonach Zilpaterol in Dopingproben
erst ab einer Konzentration von 5 ng/mL als AAF gemeldet wird. Riickstande darunter
werden seitdem als sogenanntes atypical finding (ATF) klassifiziert. Mit zwei AAFs im Jahr
2021 gehort Zilpaterol zu den Substanzen, die im Vergleich nur selten in héheren
Konzentrationen in Dopingproben detektiert wird. Die Anzahl der ATFs (sechs Stiick im

selben Zeitraum) weist jedoch darauf hin, dass die Kontaminationsproblematik durchaus
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ernst zu nehmen ist [83]. Vor dieser Dissertation wurden nur wenige Daten zum
Eliminationsverhalten von Zilpaterol im Menschen veréffentlicht. Es lagen keine Daten
vor, die eine Untersuchung ermdoglichten, ob eine Diskriminierung eines Enantiomers
stattfindet. Diese Liicke in der Erforschung des Athlet*innen-Exposoms sollte im Rahmen

dieser Dissertation geschlossen werden.
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4 Ubersicht iiber das Promotionsprojekt

4.1 Erste Publikation

Seyerlein L, Gillard N, Delahaut P, Pierret G, Thomas A, Thevis M. Depletion of
clomiphene residues in eggs and muscle after oral administration to laying hens.
Food Additives and Contaminants: Part A. 2021; 38:1875-1882.

Diese Publikation behandelt die Fragestellung, ob Clomifen-Riickstande in Hihnereiern
und -fleisch nachweisbar sind, wenn Hennen das Mittel vorher als produktionssteigerndes
Mittel verabreicht bekommen haben. Dazu wurden Hiihner mit Clomifen behandelt und
sowohl die im Rahmen der Studie gelegten Eier als auch das Fleisch der Tiere auf Rick-

stande der Substanz untersucht.

Clomifen ist als Medikament zugelassen, um den Eisprung bei Frauen mit unerfilltem
Kinderwunsch auszulésen. Diese Fertilitatssteigerung durch Clomifen konnte allerdings
auch bei Tieren gezeigt werden [110]. Beispielsweise beschreibt eine Studie aus Nigeria,
dass die dort heimischen Hennen deutlich mehr Eier legten, wenn sie taglich mit 10 mg
Clomifen-Citrat behandelt wurden [6]. Die vorliegende Publikation beschaftigte sich
folglich mit der Frage, ob bei einem industriellen Einsatz von Clomifen als Medikament fir
Legehennen Riickstande des Mittels in den Eiern oder im Fleisch der Hennen zu finden
sind. Dies wiirde ein Doping-Risiko fiir ,saubere” Athlet*innen darstellen. Dafiir wurden
in einer kontrollierten Tierstudie jeden Tag fiir vier Wochen je 10 mg Clomifen-Citrat an
24 Legehennen verabreicht. Die wahrend und bis zu zwei Wochen nach der Applikations-
phase gelegten Eier wurden gesammelt und im Anschluss auf Clomifen-Rickstdande
untersucht. Nach der letzten Applikation wurden arbeitstaglich zwei der Tiere
geschlachtet und ihr Fleisch auf Clomifen-Riickstande untersucht. Hierfiir wurde zunachst
eine Extraktions- und Detektionsmethode entwickelt: Die Eier und das Huhnerfleisch
wurden homogenisiert und im Anschluss mit Acetonitril extrahiert. Der Uberstand wurde
verdiinnt fir die UHPLC-MS/MS-Analyse verwendet. Die Methode wurde nach VICH GL49-
Richtlinien validiert [111]. Die Nachweisgrenze lag sowohl fiir Clomifen in Eiern als auch
fur Clomifen in Muskelfleisch bei 250 ng/kg. Die Bestimmungsgrenze lag fur beide
Matrices bei 1 pg/kg. Der dynamische Bereich lag zwischen 5 und 1000 pg/kg in Eiern und
zwischen 0,5 und 20 pg/kg in Fleisch.

Insgesamt wurden Uber 250 Eier innerhalb dieser Studie analysiert. In den Eiern, die vor

Beginn der Applikation gelegt wurden, wurde kein Clomifen nachgewiesen. In allen Eiern,
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die wahrend oder nach der Applikationsphase gelegt wurden, konnten Riickstdande von
Clomifen nachgewiesen werden. Die maximalen Clomifen-Konzentrationen lagen
zwischen 221 und 312 pg/kg. Bei der separaten Analyse von EiweiR und Eigelb konnte
festgestellt werden, dass sich ca. 99 % der Rickstinde im Eigelb befanden. Neben
Clomifen wurde auch Hydroxy-Clomifen (HC) im Ei nachgewiesen. HC ist einer der Haupt-
metaboliten von Clomifen, welcher ebenfalls am Ostrogenrezeptor wirken kann. Im

Verhaltnis zu Clomifen wurden 5-10-fach geringere Mengen HC gefunden.

Auch im Fleisch der Hiihner konnten Clomifen-Riickstande nachgewiesen werden, jedoch
deutlich weniger als in ihren Eiern (Maximalkonzentration in Hihnerschenkeln:
150 pg/kg, in Hithnerbrust: 36 pg/kg). Uber die graphische Abschitzung der Eliminations-
konstanten konnten die experimentellen Halbwertszeiten fiir die Eliminierung von
Clomifen bestimmt werden. Diese betrugen fiir Eier und Hilhnerschenkel 1,3 Tage und fir

Brustmuskelfleisch 1,6 Tage.

Die Ergebnisse dieser Studie bestatigen, dass die Verabreichung von Clomifen an Hennen
zu Clomifen-Rickstanden in ihren Eiern und in ihrem Fleisch fiihren kann. Die Riickstdande
des Arzneimittels wurden mittels der in dieser Studie entwickelten und charakterisierten
UHPLC-MS/MS-Methode bestimmt. Umgerechnet wurden zwischen 10 und 20 pug
Clomifen pro Ei gefunden. Diese Mengen sind weniger als ein Tausendstel einer thera-
peutischen Dosis und haben daher beim Verzehr wahrscheinlich keine pharmakologische
Wirkung. Allerdings erndhren sich Athlet*innen oftmals proteinreich, wodurch eine
erhohte Aufnahme von Clomifen durch clomifenhaltige Eier denkbar ist. Dies wiederum
konnte zu Clomifen-Rickstanden im Urin der Athlet*innen fiihren, was bei einer Doping-
kontrolle zu einem AAF fiihren konnte. Daher sind weitere Studien notwendig: Diese
sollten sich zum einen darauf konzentrieren, ob und in welchem Umfang Clomifen in der
Eier-produzierenden Landwirtschaft eingesetzt wird. Ein weiterer Fokus sollte darauf
liegen, das Risiko unbeabsichtigter Clomifen-AAFs in Dopingkontrollproben von

Sportler*innen abzuschatzen und zu minimieren.
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4.2 Zweite Publikation

Euler L, Gillard N, Delahaut P, Pierret G, Mirdter T, Schwab M, Do6hmen G,
Thomas A, Thevis M. Assessing human urinary clomiphene metabolites after
consumption of eggs from clomiphene-treated laying hens using
chromatographic-mass spectrometric approaches. Analytica Chimica Acta. 2022;
1202:339661.

Im vorausgehenden Projekt wurde festgestellt, dass bei der taglichen Gabe von 10 mg
Clomifen an Legehennen die gelegten Eier im Schnitt 10-20 pg Clomifen enthielten. Die
zweite Publikation dieser Dissertation baut auf diesen Ergebnissen auf: Sie befasst sich
mit der Frage, ob ein Clomifen-Riickstand von 10-20 pg je Ei bereits zu einem AAF in einer
Dopingkontrollprobe fiihren kann. Dafiir wurde eine vergleichende Ausscheidungsstudie
durchgeflihrt: Eine Gruppe mannlicher Probanden (n=18) verzehrte einmalig zwei hart
gekochte clomifenhaltige Eier, wahrend eine mannliche Referenzgruppe unmittelbar
Mikrodosierungen des Medikaments von 1 pg, 10 ug und 50 pg einnahm. Der Urin aller
Probanden wurde auf Clomifen-Rickstande untersucht. Im Anschluss wurde eine
Methode zur Unterscheidung der Aufnahmewege entwickelt und auf Realproben ange-

wendet.

Die Urinproben der Probanden wurden einem Routine-Doping-Protokoll folgend auf-
gearbeitet und analysiert. Dabei wurde zundchst eine enzymatische Hydrolyse der
Glucuronid-Konjugate und im Anschluss eine Fliissig-Fliissig-Extraktion durchgefiihrt. In
den Urinproben beider Probanden-Gruppen konnten Spuren von Clomifen nachgewiesen
werden. Clomifen ist laut WADA eine verbotene Substanz ohne Grenzwert und ohne MRL
[21]. Daher wiirde dieser Nachweis bereits fir ein AAF in einer Dopingkontrollprobe

ausreichen.

Da Clomifen als (E)- und (Z2)-Isomer vorkommt und die beiden Isomere sich in ihrer
Pharmakokinetik unterscheiden, wurden auch die Eier auf die isomerspezifischen Riick-
stande von Clomifen untersucht. In den Eiern lag der Anteil des (2)-Isomers sowohl von
Clomifen als auch von 4-HC bei Giber 90 %. Die Menge an HC war dabei 5-10-fach geringer
als von Clomifen. Daher wurden die Urinproben zudem auf unterschiedliche Isomere von
HC untersucht. Bei der Messung der HC-Glucuronid-Konjugate wiesen die abundantesten
Signale der Mikrodosierungsgruppe im Vergleich zur Ei-Verzehrgruppe eine leichte
Verschiebung der Retentionszeiten auf. HC tragt nur eine Hydroxygruppe, an der das
Glucuronid konjugiert sein kann. Die unterschiedlichen Retentionszeiten waren daher ein

Hinweis darauf, dass es sich bei den Hauptmetaboliten der beiden Studiengruppen um
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verschiedene HC-Isomere handelt. Eine massenspektrometrische Aufklarung der hydroxy-
lierten Position war nicht méglich, da HC wie auch Clomifen bei einer kollisionsinduzierten
Dissoziation lediglich Produktionen der unverdnderten Seitenkette aufwies. Uber die
Derivatisierung mit Dansylchlorid und die Optimierung des Gradienten konnten die
beiden Analyten getrennt werden. Durch den Vergleich mit neuem Referenzmaterial
wurden (Z)-3-HC in den Proben der Mikrodosierung und (2)-4-HC in den Proben der Eier-
Gruppe jeweils als Hauptmetabolit identifiziert. Die hier neu entwickelte Methode zur
Trennung der Dansylderivate von (E)- und (2)-3-HC sowie (E)- und (Z2)-4-HC wurde nach
WADA-Richtlinien validiert. Es wurden Nachweisgrenzen zwischen 3 und 4 pg/mL

erreicht.

Die Methode wurde in einem nachsten Schritt auf sechs reale Dopingproben angewendet,
fir die ein AAF mit Clomifen vorlag. Die Kombination der Messdaten der Proben mit und
ohne Derivatisierung ergab, dass der hauptsachlich ausgeschiedene Hydroxy-Metabolit in
diesen Proben keiner der in die Methode integrierten HCs war. Daraufhin wurden die
StoBquerschnitte (collision cross section, CCS) der verschiedenen HC-lsomere Uber
ionenmobilitatsspektrometrische (IMS) Experimente und anhand der gemessenen
Mobilitaten berechnet. Diese experimentell bestimmten CCS-Werte wurden mit
computersimulierten CCS-Werten fir die moglichen HC-Strukturen verglichen. Mit diesen
Ergebnissen konnte zwischen wahrscheinlicheren und unwahrscheinlicheren HC-
Strukturen differenziert werden. Jedoch konnte die endgiiltige Struktur auch durch diese
Experimente nicht aufgeklart werden. Fiir die Identifizierung dieses Metaboliten waren
daher weitere Experimente und Studien notwendig, einschlieflich der Synthese

mutmallicher Referenzverbindungen.

Die im Rahmen des hier beschriebenen Projekts entwickelte Methode kann dazu
beitragen, zwischen drei Formen der Aufnahme von Clomifen zu unterscheiden: erstens
Uber kontaminierte Eier, zweitens Uber eine kirzlich direkt eingenommene Mikrodosis
Clomifen und drittens tiber eine friihere Clomifenaufnahme in therapeutischer Dosierung
z. B. zu Dopingzwecken. Die lonenmobilitatsexperimente haben auRerdem gezeigt, dass
die Unterscheidung der HC-Isomere nicht nur durch Flissigkeitschromatographie nach
Derivatisierung moglich ist, sondern auch durch die lonenmobilitdt. Dies ermdglicht eine
erginzende und schnelle Differenzierungsmethode, wenn das erforderliche IMS-MS-

Gerat zur Verfligung steht.
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4.3 Dritte Publikation

Euler L, Mirdter T, Heinkele G, Schwab M, Miller G, Eichner D, Thomas A,
Thevis M. Identification of (Z)-3’-hydroxy clomiphene as a new potential doping-
relevant metabolite of clomiphene. Rapid Communications in Mass Spectrometry.
2023; 37:€9599.

Diese Publikation beschreibt die Identifizierung, Synthese und Charakterisierung eines

moglichen Langzeit-Metaboliten von Clomifen.

Im Rahmen des zweiten Projekts dieser Dissertation wurde eine Methode entwickelt, mit
der unterschieden werden kann, ob Clomifen in seiner pharmazeutischen Form in Mikro-
dosierung oder als Riickstand in Eiern eingenommen wurde. Infolgedessen wurde bei der
Re-Analyse von Dopingkontrollproben mit Clomifen-AAF ein bisher unbekanntes HC-
Isomer als abundantestes HC entdeckt. Da dieser Metabolit weder in den Urinproben nach
Eiverzehr noch in den Proben nach der mikrodosierten Einnahme von Clomifen auftrat,
sollte er im Rahmen einer Folgestudie identifiziert und hinsichtlich seines Langzeit-

charakters untersucht werden.

In der vorausgehenden Studie wurden lonenmobilitatsexperimente und Computer-
simulationen durchgefiihrt, um wahrscheinlichere Strukturen des HC-Metaboliten zu
identifizieren. Auf Grundlage dieser Daten wurden (E/Z)-3‘-HC und (E/Z)-4‘-HC Uber eine
McMurry-Reaktion synthetisiert. Uber den Vergleich mit den Realproben konnte (2)-3-
HC als der gesuchte Metabolit identifiziert werden. Die Stereochemie wurde dabei tGber
in vitro-Inkubationsversuche mit Lebermikrosomen und isomerenreinem (E)- und (2)-
Clomifen bestimmt. Die chromatographische Trennmethode der mit Dansylchlorid deri-
vatisierten HC-Isomere wurde um die neuen Referenzverbindungen auf nun acht HC-

Isomere erweitert.

Mit dieser aktualisierten Methode wurden Proben aus einer fritheren Studie von Miller et
al. erneut analysiert, in der mannliche Studienteilnehmer 30 Tage lang therapeutische
Dosen von 50 mg Clomifen-Citrat pro Tag erhalten hatten [84]. Die Ausscheidungsprofile
von zwei Probanden wurden dabei als Machbarkeitsnachweis untersucht. In beiden Fallen
war das zuvor beschriebene (2)-3-HC der abundanteste Metabolit zu Beginn der Ausschei-
dungsstudie. Der neu beschriebene Metabolit (Z)-3'-HC konnte ebenfalls in Proben beider
Probanden nachgewiesen werden. Die relative Konzentration des Metaboliten stieg
jedoch erst nach Absetzen der Clomifen-Therapie an: Drei Wochen nach der letzten
Clomifen-Gabe war (2)-3‘-HC der abundanteste Hydroxy-Metabolit in den Urinproben
beider Probanden. Damit wurde (Z)-3'-HC als potenzieller Langzeit-Metabolit bestatigt.
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Dieser kdnnte somit zukiinftig herangezogen werden, um zwischen unbeabsichtigtem und
absichtlichem Doping zu unterscheiden. Um jedoch Riickschllisse darauf zu ziehen, wann
und wieviel Clomifen von dem*der Sportler*in eingenommen wurde, sind weitere,

umfangreichere Studien erforderlich.
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4.4 \Vierte Publikation

Euler L, Wagener F, Thomas A, Thevis M. Determination and enantioselective
separation of zilpaterol in human urine after mimicking consumption of
contaminated meat by HPLC-MS/MS techniques. Rapid Communications in Mass
Spectrometry. 2022; 36:9357.

Die vierte Publikation dieser Dissertation beschreibt eine Ausscheidungsstudie, die den
Verzehr von Rindfleisch simuliert, das Zilpaterol-Riickstande enthalt. Es wird untersucht,

ob Mikrodosen dieser Substanz zu einem AAF fiihren kdnnen.

Da Zilpaterol in einigen Landern legal als Futtermittelzusatz eingesetzt wird, legte die FDA
einen Ruckstandshochstgehalt von 10 pg/kg in Muskelfleisch von Rindern fest [100]. Auch
die WADA erkannte das Risiko einer positiven Dopingprobe Uber Zilpaterol-Riickstande in
Fleisch. Sie etablierte daher ein MRL von 5 ng/mL Zilpaterol, die eine Urinprobe enthalten

muss, um als positiv berichtet zu werden [8].

Angesichts des Mangels an veroffentlichter Literatur zur Pharmakokinetik von Zilpaterol
beim Menschen wurde eine Studie durchgefiihrt, in der die Aufnahme von Rindfleisch
simuliert wurde, das unterhalb oder in Hohe der flir Menschen erlaubten Tagesdosis
(acceptable daily intake, ADI) von 0,04 ug/kg Korpergewicht [112] mit Zilpaterol konta-
miniert war. Je finf mannliche, gesunde Freiwillige erhielten eine oder fiinf orale Dosen
von 0,5 oder 3 pg Zilpaterol. Sowohl vor als auch bis zu zehn Tage nach der Verabreichung
wurden Urinproben gesammelt. Zur Analyse wurde eine HPLC-MS/MS-Methode optimiert
und nach WADA-Kriterien validiert.

Die Maximalkonzentrationen von Zilpaterol im Urin wurden zwischen 1,5 und 12,5 h nach
der Einnahme beobachtet. Bei einem der Studienteilnehmer wurde nach der Einnahme
von 3 ug Zilpaterol an funf aufeinanderfolgenden Tagen der MRL von 5 ng/mL einmalig
Uberschritten. Die eingenommene Menge von 3 ug Zilpaterol entspricht einem 300 g-
Rindersteak, das die Rickstandshéchstmenge von 10 pg/kg enthalt. Demnach ist der
Nachweis von Zilpaterol oberhalb des MRLs in einer Dopingkontrollprobe eines*einer
Athlet*in infolge einer Fleischkontamination zwar moglich; dafir missen aber die

vorgenannten spezifischen Umstidnde bzw. Bedingungen erfiillt sein.

In den Urinproben der Probanden konnten keine Metaboliten von Zilpaterol detektiert
werden. Daher wurde in einem nachsten Schritt eine enantioselektive Trennmethode ent-
wickelt, um die beiden im Arzneimittel vorliegenden Enantiomere (R,R)- und (S,S)-
Zilpaterol chromatographisch zu trennen und die enantioselektive Ausscheidung zu unter-

suchen. Dies gelang mithilfe einer chiralen Trennsaule und mittels chemischer lonisierung
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unter Atmospharendruck (atmospheric pressure chemical ionization, APCl). Im Vergleich
zum racemischen Referenzstandard konnten keine signifikanten Unterschiede im
Eliminationsverhalten der Enantiomere festgestellt werden. Auch die untersuchten realen
Dopingproben, die eine Zilpaterolkonzentration unterhalb des MRLs aufwiesen, unter-

schieden sich nicht von den Proben aus der Studie.

Die vorliegende Studie bestatigt die Relevanz eines WADA-MRLs fiir einzelne Wirkstoffe
zum Schutz von Athlet*innen. Sie weist jedoch auch darauf hin, dass in seltenen Fallen
Urinkonzentrationen, die hoher als das MRL sind, auch auf Kontaminationen von Lebens-
mitteln wie z. B. Fleisch zurilickzufiihren sein kdnnen. Daher sind kiinftige Studien wie die
enantioselektive Analyse von Zilpaterol-Riickstanden in Fleisch angezeigt. Damit lassen
sich vermutlich weitere Strategien entwickeln und bewerten, die die Entscheidungs-

findung in der Dopingbekampfung verbessern kénnen.
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Abstract

The selective oestrogen receptor modulator (SERM) clomiphene is therapeutically used to induce
ovulation. While prohibited as a doping agent in sports, it is frequently detected in sports drug testing
urine samples. Few reports exist on clomiphene’s (illicit) use in the farming industry to increase the egg
production rate of laying hens, which creates a risk that eggs as well as edible tissue of these hens contain
residues of clomiphene. To investigate the potential transfer of clomiphene into eggs and muscle tissue,
laying hens were orally administered with clomiphene citrate at 10 mg/day for 28 days. To determine
clomiphene residues in eggs, chicken breast and chicken thigh, the target analyte was extracted from
homogenised material with acetonitrile and subjected to ultra-high performance liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) analysis. The test method reached a limit of quantification
(LOQ) of 1 pg/kg and was characterised concerning specificity, precision, trueness and linearity. Analyses
were performed on whole egg, egg white and yolk separately, and chicken muscle from breast and thigh.
Clomiphene was detectable in eggs two days after the beginning of the drug administration period. The
drug concentrations increased to 10-20 ug per egg within one week, and after withdrawal of clomiphene,
residues decreased after 4 days, but traces of clomiphene were still detectable until the end of the study
(14 days after the last administration). In the chicken’s muscle tissue, clomiphene levels up to 150 pg/kg
(thigh) and 36 pg/kg (breast) were found. Six days after the last dose, tissue clomiphene concentrations
fell below the LOQ. Overall, these results underline the concerns that clomiphene may be transferred into
animal-derived food and future research will therefore need to focus on assessing and minimising the risk

of unintentional adverse analytical findings in doping controls.
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Abstract

The anti-estrogen clomiphene is prohibited in sports at all times. Yet, adverse analytical findings (AAFs)
have increased since 2011. This is possibly due to improved analytical sensitivity, but also contamination
of food of animal origin needs to be taken into consideration as a potential source of drug exposure. For
instance, studies with laying hens that received orally administered clomiphene have shown a significantly
increased egg production rate but, as a consequence, eggs were found to incorporate residues of
clomiphene.

In order to evaluate if the consumption of clomiphene-contaminated eggs can cause an AAF of a doping
control sample, eggs obtained from an animal administration study with clomiphene were consumed by
human volunteers. Each volunteer ate two eggs, and urine samples were collected and analyzed using
routine doping control procedures. Subsequently, additional volunteers received a microdosed
clomiphene capsule to compare the excretion profiles.

Maximum urinary concentrations of hydroxy-clomiphene (HC) between 80 and 300 pg/mL were detected
following the consumption of clomiphene-containing eggs, which would constitute AAFs if observed in
athletes’ doping control samples. In order to support the differentiation of potential routes of drug
exposure, a method was developed which allows for the chromatographic separation of (E)-3-, (2)-3-, (E)-
4-, and (Z2)-4-HC using a derivatization step. By comparing the peak areas of these metabolites,
characteristic relative distribution patterns were found that assist in identifying AAFs resulting from
clomiphene ingested via contaminated eggs and, thus, enable to distinguish clomiphene intake via
contaminated eggs from the intake of microdoses or therapeutic dosages, e.g. for doping purposes.
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Abstract

Rationale: A recent study addressed the possibility of unintentional ingestion of clomiphene through
residues in chicken eggs. The method developed here helped to distinguish between microdose intake of
(E/Z)-clomiphene citrate and consumption of clomiphene-containing eggs by the urinary pattern of four
mono-hydroxylated clomiphene metabolites. However, reanalyses of doping-control samples, which
showed an adverse analytical finding for clomiphene, revealed a hydroxy clomiphene (HC) isomer that was
not found after microdose intake or after consumption of clomiphene-containing eggs and could not be
assigned to any of the available reference compounds. The aim of the present follow-up study was to iden-
tify this HC isomer and to characterize this metabolite with respect to its potential properties as long-term
metabolite in doping controls.

Methods: (E/2)-3’-HC and (E/Z)-4-HC were synthesized involving the McMurry reaction. An ultra-
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) method was developed
and optimized after a derivatization step with dansyl chloride to separate eight HC isomers. Using this
method, urine samples from a controlled clomiphene administration study were analyzed, in which male
study participants received therapeutic doses of clomiphene for 30 days and collected urine samples for up
to 8 months. Thus, isomer-specific HC elimination profiles could be monitored.

Results: The metabolite previously found in doping-control samples was identified as (2)-3’-HC. The
elimination profiles of the different HC confirmed previous results, with (Z)-3-HC being the most abundant
urinary hydroxy metabolite shortly after administration. A new finding was that the data suggest that (2)-
3'-HC is excreted at higher relative concentrations only several weeks after drug intake.

Conclusion: These findings might be of particular importance in sport drug testing as they can assist in the
decision-making process to distinguish between intentional doping and inadvertent exposure to clomiphene
via food contamination.
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Abstract

Rationale: The synthetic B-adrenoreceptor agonist zilpaterol is legitimately used as an animal feed
supplement in selected countries due to its known effects on lipolysis and protein biosynthesis. These
pharmacological characteristics of zilpaterol have contributed to its classification as doping agent in sport
by the World Anti-Doping Agency. However, the use as a feed supplement can lead to residues of the drug

in edible tissues and, possibly, also in the urine of consumers.

Methods: To provide urinary elimination profiles of microdosed zilpaterol and to determine whether the
ingestion of zilpaterol below or at the acceptable daily intake level of 0.04 pug/kg bodyweight can result in
an adverse analytical finding (AAF) in doping controls, healthy volunteers were administered single or
multiple oral doses of 0.5 ug or 3 pg zilpaterol to mimic ingestion of contaminated cattle meat. Urine
samples were collected and analyzed using a validated high-performance liquid chromatography-
electrospray ionization-tandem mass spectrometry (HPLC-ESI-MS/MS) method and a newly developed
chiral high-performance liquid chromatography—atmospheric pressure chemical ionization—tandem mass
spectrometry (HPLC-APCI-MS/MS) method.

Results: Urinary peak concentrations of zilpaterol were observed for all volunteers 1.5-12.5 h after
ingestion, and maximum levels >5 ng/mL, which would constitute an AAF in doping controls, were found
after the intake of 3 ug of zilpaterol on five consecutive days in one out of five study participants.

Noteworthy, the enantiomeric ratio of excreted zilpaterol remained constant over time.

Conclusion: This study provides first insights into the urinary excretion of microdosed zilpaterol.
Furthermore, a method was successfully developed and applied for the separation of the zilpaterol

enantiomers with mass spectrometric detection.
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9 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Die in den vergangenen Jahren stark verbesserte analytische Sensitivitat im Bereich der
Dopinganalytik ermdglicht es, Dopingsubstanzen lange im Urin nachzuweisen und
Dopingsiinder dadurch auch retrospektiv zu Uberfiihren. Dies stellt die Anti-Doping-
Akteure vor neue Herausforderungen: Inzwischen sind Kleinstmengen verschiedener
Dopingsubstanzen in Urin nachweisbar, welche auf Kontaminationen oder Riickstande in
der Umwelt zurlickzufiihren sein kénnen. Daher birgt das Exposom der Athlet*innen
vermehrt Gefahren fiir einen positiven Dopingtest nach unbeabsichtigter Einnahme
verbotener Substanzen. Innerhalb der praventiven Dopingforschung ist daher in den
vergangenen Jahren ein neues Forschungsfeld entstanden, das sich mit mdglichen
Expositionen mit Dopingsubstanzen beschaftigt, um Athlet*innen vor unbeabsichtigtem
Doping zu schiitzen. Lebensmittel stellen dabei eines der Expositionsrisiken dar. Hier setzt
die vorliegende Dissertation an, indem mogliche Kontaminationsszenarien genauer

untersucht werden.

Im ersten Kontaminationsszenario wurde Hennen Clomifen verabreicht, um eine erhohte
Eiproduktionsrate zu erzielen. In Landern, in denen die Eiproduktion industrialisiert
worden ist, werden fast ausschlieBlich sogenannte Legehybride eingesetzt. Dies sind auf
eine hohe Eiproduktionsrate spezialisierte Legehennen, die bis zu 330 Eier pro Jahr legen
[113]. Da ein Ei 24-26 h vom Eisprung bis zum Eierlegen benétigt, ist hier durch Ziichtung
bereits das biologische Maximum erreicht [114]. Daher ist in diesem Bereich der
Eiproduktion der Einsatz von Clomifen unwahrscheinlich. Jedoch ist in weniger
entwickelten Landern die Artenvielfalt heimischer Hihner noch deutlich héher; die
Eiproduktionsrate einer Durchschnittshenne liegt dort bei deutlich unter einem Ei pro Tag
[115]. In Nigeria und Athiopien sind beispielsweise 80 % und 99 % der gesamten
Hiihnerpopulation einheimische Hilihnerrassen [116-118]. Hier kann die Eiproduktion
noch gesteigert werden. Folglich Giberrascht es nicht, dass eine Studie aus Nigeria den
Einsatz von Clomifen zur Erhohung der Fertilitdt und Eiproduktionsrate bei einheimischen
Hiihnerrassen untersucht hat und empfiehlt [6]. Der Kauf von Clomifen-Citrat ist deutlich
glinstiger als der Kauf geziichteter Legehybride. Es ist daher denkbar, dass Clomifen in
Entwicklungslandern bei einheimischen Hiihnern tatsachlich angewendet wird. Um das
daraus resultierende Doping-Risiko fur Athlet*innen besser einschatzen zu kdnnen,

sollten in Zukunft Studien durchgefiihrt werden, die untersuchen, ob und wie stark der
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illegale Einsatz von Clomifen in der Eier-produzierenden Landwirtschaft in Entwicklungs-
landern verbreitet ist. Die im Rahmen des ersten Projekts dieser Dissertation entwickelte

Methode kann dabei zur Analyse der Eier zum Einsatz kommen.

Wenn Clomifen in der Eiproduktion eingesetzt wird, weisen die Ergebnisse des ersten
Projekts darauf hin, dass die dadurch entstehenden Clomifen-Riickstande ein ernst zu
nehmendes Risiko flir Athlet*innen darstellen konnten. Daher wurde in einer Folgestudie
(zweites Projekt) untersucht, ob der Verzehr clomifenhaltiger Eier ein AAF in einer

Dopingkontrollprobe auslésen kann.

Im Urin der Probanden konnte die Aufnahme von Clomifen bereits nach dem Verzehr von
zwei clomifenhaltigen Eiern nachgewiesen werden. Zum Vergleich wurden
Ausscheidungsstudien mit Mikrodosen von Clomifen (1, 10 und 50 ug) durchgefiihrt. Auch
im Urin dieser Probanden konnten Clomifen-Riickstinde nachgewiesen werden. Uber das
Ausscheidungsprofil verschiedener Hydroxy-Metaboliten konnte eine Differenzierungs-
methode entwickelt werden, um zwischen der Aufnahme von Clomifen Uber

kontaminierte Eier oder als Mikrodosis zu unterscheiden.

In dieser Studie wurde der einmalige Konsum von zwei clomifenhaltigen Eiern untersucht.
Es ist jedoch denkbar, dass Athlet*innen taglich clomifenhaltige Eier verzehren. Allein auf
Basis dieser Ergebnisse lassen sich daher zwar keine klaren Aussagen lber etwaige
Kumulationseffekte treffen. Allerdings ist nicht davon auszugehen, dass sich das Hydroxy-
Metabolitenprofil bei taglicher Aufnahme stark verandert: In der vorliegenden Studie
wurden die Peak-HC-Konzentrationen in Urin bereits nach wenigen Stunden erreicht.
Zudem waren die aufgenommenen Clomifen-/HC-Mengen im pg-Bereich und damit noch

deutlich geringer als die typische Enzymsattigungskonzentration von CYP-Enzymen [119].

Neben der Aufnahme von Clomifen (iber Eier kann die Verunreinigung von Nahrungs-
erganzungsmitteln ein Kontaminationsszenario darstellen. Dies zeigten Torres et al. in
einer Studie aus dem Jahr 2023: In zwei von 140 Praparaten, die in Folge von AAFs in
Dopingkontrollproben untersucht wurden, konnten Clomifen-Verunreinigungen nach-
gewiesen werden. Der Gehalt lag bei 0,02 pg/g und 1,1 pg/g Kapselinhalt [120]. Dieses
Szenario war keine primare Fragestellung dieser Dissertation, wurde im Rahmen des
zweiten Projekts aber dennoch durch die Mikrodosierungsstudie simuliert. Durch das
Hydroxy-Clomifen-Ausscheidungsmuster konnte das Szenario klar vom Eiverzehr sowie
von den untersuchten realen Dopingproben abgegrenzt werden. Dies erhoht und

erweitert die Relevanz und das Anwendungsspektrum der entwickelten Methode.

In den AAF-Proben, die im Rahmen der Vergleichsstudie des zweiten Projekts untersucht

wurden, wurde ein bisher unbekannter Hydroxy-Metabolit als abundantester entdeckt.
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Dieser Metabolit wurde weder in den Proben nach Eiverzehr noch in den Proben nach der
Einnahme der Mikrodosis detektiert. Er hatte daher das Potenzial, charakteristisch fir die
Einnahme von Clomifen in hoheren Mengen Uber einen langeren Zeitraum z. B. in Form
von willentlichem Doping zu sein. Daher wurde dieser Metabolit im dritten Projekt dieser
Dissertation identifiziert und niher charakterisiert. Uber die Synthese wurde bestitigt,
dass es sich beim vorgenannten Metaboliten um (2)-3‘-HC handelt. Durch die Re-Analyse
von Urinproben aus einer Ausscheidungsstudie von Miller et al. [84] mit therapeutischen
Clomifen-Dosen lieR sich zudem zeigen, dass (2)-3‘-HC im Vergleich zur Gesamt-HC-
Ausscheidung nach Absetzen von Clomifen zunahm. Es wurden lediglich die Urinproben
von zwei Probanden untersucht. Bereits zwischen diesen beiden Profilen wurden inter-

individuelle Unterschiede sichtbar.

Zu allen Ausscheidungsstudien wurden aus medizinisch-ethischen Griinden nur Manner
zugelassen. Daher ist unbekannt, ob sich die geschlechtsspezifischen Unterschiede im
CYP-Metabolismus auf die Metabolitenverteilung in diesen Szenarien auswirken. Die
hauptsachlich am Metabolismus beteiligten CYP-Enzyme liegen alle auf autosomalen
Chromosomen, sodass keine Geschlechterunterschiede durch Allelvariationen erwartet
werden. Trotzdem konnen aufgrund von Unterschieden in der Regulierung ihrer
Expression und der Aktivitat, die wahrscheinlich auf endogene hormonelle Einfliisse
zurlickzufiihren sind, geschlechtsspezifische Unterschiede auftreten [121, 122]. Die zu
erwartenden geschlechtsspezifischen Unterschiede im Metabolismus sind jedoch gering
im Vergleich zu den zu erwartenden Unterschieden durch verschiedene pharmako-
kinetische Phanotypen. Beispielsweise sind flir das CYP2D6-Gen 63 verschiedene Allel-
varianten bekannt. Gleichzeitig ist CYP2D6 eines der Enzyme, die am Metabolismus der
meisten Xenobiotika beteiligt sind (rund 25 %), wovon rund 50 % von Polymorphismen
beeintrachtigt werden [123]. Auch die Umwandlung von Clomifen zu HC wird mitunter
von CYP2D6 katalysiert und der Metabolismus von den verschiedenen Phdnotypen
beeinflusst [59, 88].

Bei der bisherigen Gesamtanzahl der Probanden und der statistischen Verteilung der
verschiedenen Phanotypen in Mitteleuropa (5-10 % ultraschnell Metabolisierende, 65—
80 % schnell Metabolisierende, 10-15 % intermediar Metabolisierende und 5-10 % lang-
sam Metabolisierende) [124, 125] ist es moglich, dass bereits alle Phdanotypen in einer der
im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Studien bericksichtigt wurden. Daher ist
es valide anzunehmen, dass sich die Methode auf alle Phdnotypen tbertragen lasst. Bevor
das HC-Metabolitenprofil jedoch in der Dopinganalytik zur Abgrenzung zwischen Konta-
mination und Doping herangezogen werden kann, sollte anhand einer umfassenderen

Studie, die die Phanotypen der Proband*innen beriicksichtigt, Giberprift werden, ob sich
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(2)-3'-HC als Dopingmarker fiir alle Phdanotypen eignet. Im Rahmen einer solchen Studie
kann gleichzeitig untersucht werden, ob z. B. durch ein Metaboliten-Verhaltnis von (2)-3'-

HC zu (2)-Clomifen Riickschliisse auf den Einnahmezeitpunkt gezogen werden kénnen.

Im zweiten Kontaminationsszenario (vierte Publikation) wurde das Ausscheidungsprofil
von Zilpaterol in Mikrodosierung untersucht. Zilpaterol ist als wachstumsférderndes
Mittel in Landern wie den USA, Kanada, Mexiko, Brasilien und Stdafrika in der fleisch-
produzierenden Industrie zugelassen. Es wird dort v. a. in der sogenannten Endmastphase
von Rindern mit einer Auswaschzeit von nur 72 h vor dem Schlachten angewendet. Riick-
stande von Zilpaterol in Rindfleisch sind deshalb ein bekanntes Phdnomen. Daher hat die
WADA im Jahr 2021 ein MRL von 5 ng/mL fiir Zilpaterol festgelegt. Ab diesem Schwellwert
muss eine Dopingprobe als AAF und bei Nachweisen unter diesem Schwellwert als ATF

gemeldet werden.

Mit zwei AAFs im Jahr 2021 wird Zilpaterol vergleichsweise selten in Doping-
kontrollproben detektiert. Die Anzahl der ATFs mit sechs im selben Jahr weist jedoch
darauf hin, dass die Kontaminationsproblematik durchaus ernst zu nehmen ist [83]. Daher
wurde eine Studie durchgefiihrt, in der die Aufnahme von mit Zilpaterol kontaminiertem
Fleisch unterhalb oder in Hohe der zuldssigen taglichen Aufnahmemenge fiir Menschen
von 0,04 pg/kg Korpergewicht simuliert wurde. Gesunde mannliche Freiwillige erhielten
eine oder mehrere orale Dosen von 0,5 pg oder 3 pg Zilpaterol. Sowohl vor als auch nach

der Verabreichung wurden Urinproben gesammelt und analysiert.

In dieser Studie konnten keine Metaboliten detektiert werden. Zilpaterol wurde haupt-
sachlich unverandert ausgeschieden. Bei einem von funf Studienteilnehmern wurde nach
der Einnahme von 3 ug Zilpaterol an funf aufeinanderfolgenden Tagen das MRL von
5 ng/mL einmal Uberschritten. Ein Proband zeigte bereits nach ein- und zweimaliger
Einnahme von 3 pug Werte nahe 5 ng/mL, blieb jedoch insgesamt unter dem MRL. Um 3 ug
Zilpaterol aufzunehmen, misste z. B. ein 300-g-Rindersteak den von der FDA festgelegten
Ruckstandshochstgehalt von 10 pg/kg enthalten. Es ist daher zwar unwahrscheinlich, aber
dennoch moglich, dass der Verzehr von kontaminiertem Fleisch ein AAF fiir Zilpaterol

bewirkt.

Da im Fall von Zilpaterol keine Metaboliten detektiert werden konnten und auch die
Ausscheidung der beiden Enantiomere simultan verlauft, war es im Rahmen dieser Studie
nicht moglich, Gber Metabolitenprofile eine Unterscheidungsmethode zwischen Konta-
mination und Doping zu entwickeln. Das Kontaminationsszenario wurde im Rahmen der

vorgestellten Studie allerdings nur simuliert. Daher sollte weiterhin untersucht werden,
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ob die Zilpaterol-Riickstande im Rindfleisch ebenfalls in racemischer Form und ohne
weitere Transformationsprodukte vorliegen. Dazu ware es sinnvoll, zilpaterolhaltige
Fleischproben aus Lebensmitteliberwachungsamtern der betreffenden Lander mit der
entwickelten enantioselektiven Trennmethode zu analysieren. Ergdanzend dazu ware eine

kontrollierte Verzehrstudie mit Fleisch aufschlussreich, das Zilpaterol-Riickstande enthalt.

Es ist denkbar, dass es analytisch auch kinftig nicht moglich sein wird, zwischen der
unwissentlichen Aufnahme von Zilpaterol Gber kontaminierte Lebensmittel und wissent-
lichem Doping mit der Substanz zu unterscheiden. In diesem Fall erscheint das Anheben
des MRLs fir Zilpaterol zunachst als gangbare Option. Jedoch kann Zilpaterol in hoheren
Dosierungen starke Nebenwirkungen auslosen [98]. Es ware daher fir die WADA nur
schwer vertretbar, das MRL zu erhdhen, da sie damit ein wesentliches Ziel der Anti-

Doping-Arbeit unterwandern wiirde: die Gesundheit der Athlet*innen zu schiitzen.

In ebendiese Richtung argumentiert auch eine Studie von Zelenkin et al. aus dem Jahr
2023. Darin wird sogar der Rickstandshéchstgehalt von 0,5 ug/kg Muskelfleisch als
gesundheitlich problematisch eingeschatzt, der vom Gemeinsamen FAO/WHO-
Sachverstandigenausschuss fur Lebensmittelzusatzstoffe (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives, JECFA) vorgeschlagen wird [112, 126]. Dies ist insofern
bemerkenswert, als dass die derzeitige Vorgabe der FDA in den USA mit 10 pg/kg noch
20-mal hoher liegt [100]. Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Dissertation durch-
gefuhrten Ausscheidungsstudien mit 0,5 pg Zilpaterol lassen den Schluss zu, dass keine
auffalligen Dopingproben mehr zu erwarten sind, falls der von Zelenkin et al. vorge-
schlagene Rickstandshéchstgehalt von 0,1 pg/kg oder niedriger weltweit umgesetzt
wirde [126]. Da jedoch bereits der von der JECFA vorgeschlagene Riickstands-
hochstgehalt von vielen Landern nicht umgesetzt wird, miissen alternative Strategien
entwickelt werden, um Athlet*innen vor unbeabsichtigtem Doping mit Zilpaterol zu

schiitzen.

Ein Ansatz, der im Fall von Zilpaterol-Kontaminationen sowie der meisten weiteren
Expositionsszenarien von Dopingsubstanzen in Mikrodosierung helfen kann, wurde von
Thevis et al. vorgeschlagen [127, 128]: Ein zu den reguldaren Dopingkontrollen komple-
mentar durchgefilihrtes Dopingkontrollsystem, das auf getrockneten Blutstropfen (dried
blood spots, DBS) basiert, kann dazu beitragen, Doping von Kontaminationen zu unter-
scheiden. Die DBS-Proben sollen dabei z.B. alle zwei Wochen abgenommen und
langfristig gelagert werden. Eine Analyse soll nur dann stattfinden, wenn eine Doping-
probe positiv getestet wurde, die Konzentration der Dopingsubstanz aber so niedrig ist,

dass eine Kontamination in Frage kommt.
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Durch die Analyse der engmaschig abgenommenen DBS-Proben kann besser abgeschatzt
werden, ob eine Kontamination vorgelegen hat [128]. DBS stellen hier eine viel-
versprechende Probenmatrix dar, weil die Probenahme minimalinvasiv ist und DBS
kostenglinstig sowie platzsparend gelagert werden kdnnen. In der Dopingkontrollanalytik
sind DBS erst seit 2021 eine offizielle Probenmatrix [129]. Schon jetzt ist aber ein GroRteil
der verbotenen Substanzen durch die DBS-Analytik nachweisbar [130, 131]. Die Voraus-
setzungen fir die Implementierung einer solchen Teststrategie sind demnach bereits
gegeben. Jedoch ist es auch nach Implementierung einer solchen Teststrategie weiterhin
notig, das Exposom von Athlet*innen weiter zu erforschen: In der Entscheidungsfindung
in Anti-Doping-Verfahren muss berlicksichtigt werden, ob Kontaminationen mit der
jeweiligen Substanz denkbar sind und ob Mikrodosierungen bereits eine Dopingwirkung

hervorrufen kénnen.

Im Ergebnis unterstreicht die hier vorgestellte Dissertation, wie ungemein individuell das
Exposom von Athlet*innen ist. Es existiert keine Einheitsldsung, um analytisch zwischen
willentlichem Doping und der unbeabsichtigten Aufnahme von Dopingsubstanzen lber
Lebensmittel zu unterscheiden. Diese Dissertation leistet daher einen wichtigen Beitrag
fir den Fairnessgedanken im Sport: lhre Forschungsergebnisse konnen ,saubere”
Athlet*innen kiinftig vor unrechtmaligen Dopingsperren infolge eines AAFs durch

Clomifen- und Zilpaterol-kontaminierte Lebensmittel bewahren.
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11 Kurzzusammenfassung und Abstract
11.1 Kurzzusammenfassung

Die Welt Anti-Doping Agentur (WADA) definiert Doping u. a. als das Vorhandensein einer
verbotenen Substanz, ihrer Metaboliten oder eines Markers im Koérper eines*einer
Sportler*in. Wie alle Menschen sind auch Athlet*innen winzigen Mengen von Xenobiotika
in der Umwelt ausgesetzt. Da die analytische Nachweisstarke in den vergangenen Jahren
stark zugenommen hat, kdnnen bereits diese winzigen Mengen zu einem ,positiven”
Dopingbefund (adverse analytical finding, AAF) flhren. Ein Ziel der praventiven
Dopingforschung ist es daher, das Exposom von Sportler*innen zu untersuchen, Risiken
zu erkennen und Strategien zu entwickeln, die Analytiker*innen dabei helfen, zwischen

absichtlichem und unabsichtlichem Doping zu unterscheiden.

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit unbeabsichtigtem Doping durch Lebens-
mittel. Verbotene Substanzen kdnnen in Lebensmitteln entweder naturlich, als Riick-
stande oder infolge von Verunreinigungen vorkommen. Aufgrund der Vielfalt der
Substanzen und der Expositionsszenarien gibt es keine Einheitslosung zur Unterscheidung
zwischen willentlichem und unbeabsichtigtem Doping. Daher missen individuelle
Strategien fiir jede dieser Substanz entwickelt werden. Zwei davon stehen im Fokus dieser

Dissertation: Clomifen und Zilpaterol.

Clomifen wird moglicherweise in der Landwirtschaft missbraucht, um die Eierproduktions-
rate von Legehennen zu erhdhen. Daher wurde im Rahmen des ersten Projekts der
Dissertation eine Studie durchgefiihrt, in der sowohl die Eier als auch das Fleisch von
Clomifen-behandelten Hiihnern auf Clomifen-Riickstande untersucht wurden, um das
Expositionsrisiko flir Clomifen lber diese Lebensmittel abzuschatzen. Dafiir wurde eine
HPLC-MS/MS-Methode entwickelt, validiert und angewendet. Sowohl in den Eiern als
auch im Fleisch der Hennen konnten Clomifen-Rickstiande im pg/kg-Bereich
nachgewiesen werden. Daher wurde das Szenario als potenzielles Risiko fur Athlet*innen
eingeschatzt und im Rahmen des zweiten Projekts der Dissertation eine Verzehrstudie mit
diesen clomifenhaltigen Eiern durchgefihrt. Darin konnte gezeigt werden, dass der
Konsum von zwei Eiern ausreicht, um die Aufnahme von Clomifen im Urin der Probanden
nachzuweisen. Zum Vergleich wurden Studien mit Mikrodosierungen von Clomifen (1, 10
und 50 pug Einmalapplikation) durchgefiihrt. Mithilfe dieser Proben konnte eine

Differenzierungsmethode entwickelt werden, die auf der Trennung verschiedener mono-
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hydroxylierter Clomifen-Metaboliten beruht. Diese Methode ermdglichte es zu
unterscheiden, ob Clomifen als Medikament in Mikrodosierung oder (iber clomifenhaltige
Eier aufgenommen wurde. Bei Anwendung auf reale Dopingkontrollproben, die ein AAF
fir Clomifen ausgeldst hatten, wurde ein noch nicht identifizierter Hydroxy-Metabolit als
abundantestes Hydroxy-Clomifen (HC) detektiert. Da dieser Metabolit weder in den
Urinproben nach Eiverzehr noch in den Proben nach der Mikrodosis detektiert wurde,
sollte er im Rahmen des dritten Projekts der Dissertation identifiziert und auf seinen
Langzeit-Charakter hin untersucht werden. Uber die Synthese und die Re-Analyse von
Proben aus einer Ausscheidungsstudie nach therapeutischer Clomifen-Gabe konnte

(2)-3-HC als potenzieller Dopingmarker identifiziert werden.

Im Rahmen des vierten Projekts dieser Dissertation wurden Eliminationsstudien mit
Mikrodosen der anabol wirksamen Substanz Zilpaterol durchgefiihrt. In einigen Landern
wird Zilpaterol legal als Futtermittelzusatzstoff verwendet, um die Futtereffizienz von
Rindern kurz vor dem Schlachten zu verbessern. Daher wurden z.B. von der US-
amerikanischen Lebensmitteliiberwachungs- und Arzneimittelbehdrde (Food and Drug
Administration, FDA) Rickstandshéchstmengen fir Zilpaterol in Rindfleisch festgelegt. In
der Studie nahmen die Probanden Zilpaterol in Mengen zu sich, die den Verzehr von
Fleisch mit Rickstandshochstmengen simulierten. Infolgedessen wurden in den
Urinproben der Probanden Zilpaterol-Konzentrationen festgestellt, die nahe am
sogenannten Minimum Reporting Level (MRL) von Dopingkontrollen lagen. Um weitere
Informationen zu erhalten, wurde aullerdem eine Trennmethode fiir (R,R)- und (S,S)-
Zilpaterol entwickelt, um die enantioselektive Eliminierung des Arzneimittels zu

bestimmen.

Die Ergebnisse der hier vorgestellten Dissertation verdeutlichen die Komplexitdt des
unbeabsichtigten Dopings durch Lebensmittel. Sie kdnnen in Zukunft zur Entscheidungs-
findung und zum Schutz sauberer Athlet*innen im Anti-Doping-Kontext beitragen: Das im
Rahmen dieser Dissertation entwickelte analytische Verfahren erméglicht es, zwischen
der Clomifen-Aufnahme therapeutischer Dosen, z. B. zu Dopingzwecken, und Kontami-
nationsszenarien zu unterscheiden. Fiir Zilpaterol ist dies analytisch zwar nach wie vor
nicht moglich. Jedoch ist es mithilfe der Forschungsergebnisse dieser Dissertation
gelungen, die Umstidnde ndher zu definieren, die ein AAF fir Zilpaterol in einem

Kontaminationsszenario bewirken konnen.
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11.2 Abstract

The World Anti-Doping Agency (WADA) defines doping as, among other things, the
presence of a prohibited substance, its metabolites or a marker in the body of an athlete.
As all humans, athletes are exposed to minute amounts of xenobiotics in the environment.
Since the analytical detection power has improved tremendously in recent years, even
these tiny amounts may lead to an adverse analytical finding (AAF) in a doping control.
One of the main tasks of preventive doping research is therefore to investigate the
exposome of athletes, to identify its associated risks and to develop strategies that help

analysts to distinguish between intentional and unintentional doping.

This doctoral thesis addresses unintentional doping through food. Prohibited substances
can occur in food either naturally, as residues or as a result of contamination. Due to the
diversity of substances and exposure scenarios, there is no one-size-fits-all solution. This
is why individual strategies must be developed for each substance, two of which are

presented in this dissertation: Clomiphene and Zilpaterol.

Clomiphene may be misused in agriculture to increase the egg production rate of laying
hens. Therefore, as part of the first publication of this dissertation, a study was conducted
in which both eggs and meat from clomiphene-treated chickens were analyzed for
clomiphene residues in order to estimate the exposure risk to clomiphene via these foods.
For this purpose, an HPLC-MS/MS method was developed, validated and applied.
Clomiphene residues in the ug/kg range were detected in both the eggs and the meat of
the hens. Therefore, the scenario was considered as a potential risk for athletes and a
consumption study with these clomiphene-containing eggs was conducted as part of the
second publication of this dissertation. It was shown that the consumption of two eggs
was sufficient to detect the intake of clomiphene in the urine of the study participants.
For comparison, studies were conducted with microdoses of clomiphene (1, 10 and 50 pg
single application). Using these samples, it was possible to develop a differentiation
method based on the separation of different mono-hydroxylated clomiphene
metabolites. This method allowed to distinguish between ingestion of clomiphene
microdoses as a drug and through clomiphene-containing eggs. When applied to real
doping control samples that resulted in an AAF for clomiphene, an as-yet unidentified
hydroxy metabolite was detected as the most abundant hydroxy clomiphene (HC). This
metabolite was detected neither in the urine samples after egg consumption nor in the
samples after the microdose. Therefore, the goal of the third project of this dissertation

was to identify the metabolite and to investigate its long-term character. Through the
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synthesis and re-analysis of samples from an excretion study after therapeutic clomiphene

administration, (2)-3'-HC was identified as a potential doping marker.

As part of the fourth publication of this dissertation, elimination studies were carried out
with microdoses of the anabolic agent zilpaterol. In some countries, zilpaterol is legally
used as a feed additive to increase the feed efficiency of cattle shortly before slaughter.
As a result, maximum residue limits have been established, e.g. by the United States Food
and Drug Administration (FDA) for zilpaterol in beef. For the fourth project, study
participants consumed zilpaterol in amounts that simulated the consumption of meat
containing the maximum residue levels. As a result, zilpaterol concentrations close to the
minimum reporting level (MRL) of doping controls were detected in the urine samples of
the volunteers. To obtain further information, a separation method for (R,R)- and (S,S)-

Zilpaterol was also developed to determine the enantioselective elimination of the drug.

The results of this dissertation highlight the complexity of unintentional doping through
food. In the future, these findings may contribute to the decision-making and protection
of clean athletes in the anti-doping context. The analytical method developed in this
dissertation allows to differentiate between clomiphene intake of therapeutic doses, e.g.
for doping purposes, and of contamination scenarios. Analytically, this does still not seem
possible for zilpaterol. Nevertheless, the research results of this dissertation have led to a
closer definition of the circumstances that can cause an AAF for zilpaterol in a

contamination scenario.
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12 Verzeichnisse
12.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

AAF Adverse analytical finding

ACN Acetonitrile

ADI Acceptable daily intake

APCI Atmospheric pressure chemical
ionization

ATF Atypical finding

Ccs Collision cross section

DEA Diethylamine

DBS Dried blood spots

EIC Extracted ion chromatogram

ESI Electrospray ionization

EtOACc Ethyl acetate

FA Formic acid

FAO United Nations Food and
Agriculture Organization

FDA Food and Drug Administration

HC Hydroxy clomiphene

HPLC High-performance liquid
chromatography

IMS lon mobility spectrometry

10C International Olympic Committee

ISL International Standard for
Laboratories

ISTD Internal standard

JECFA Joint FAO/WHO Expert Committee
on Food Additives

LLE Liquid-liquid extraction

LOD Limit of detection

“positives” Analyseergebnis
Acetonitril
Erlaubte Tagesdosis

Chemische lonisierung unter
Atmospharendruck

Analyseergebnis, bei dem eine Doping-
substanz unterhalb des MRL detektiert wurde

StoRquerschnitt

Diethylamin

Getrocknete Blutstropfen
Extrahiertes lonenchromatogramm
Elektrospray-lonisation

Ethylacetat

Ameisensaure

Erndhrungs- und Landwirtschaftsorganisation
der Vereinten Nationen

US-amerikanische Lebensmittel-
Uberwachungsbehorde

Hydroxy-Clomifen

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

lonenmobilitdtsspektrometrie
Internationales Olympisches Kommitee

Internationaler Standard flr Anti-Doping-
Labore

Interner Standard

Gemeinsamer FAO/WHO-Sachverstandigen-
ausschuss fir Lebensmittelzusatzstoffe

Flussig-FlUssig-Extraktion

Nachweisgrenze
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Abkiirzung Bedeutung

LOI
LoQ
MeOH
MRL
MRM

MRPL

MS
MS/MS
NHsAc
SERM

SG

SPE
TBME
TIMS
UHPLC

VICH

WADA
WADC
B-Agonist

Limit of identification
Limit of quantification
Methanol

Minimum Reporting Level

Multiple reaction monitoring

Minimum Required Performance
Level

Mass spectrometry
Tandem mass spectrometry
Ammonium acetate

Selective estrogen receptor
modulator

Specific gravity

Solid phase extraction

Tert-butyl methyl ether

Trapped ion mobility spectrometry

Ultra high-performance liquid
chromatography

International Cooperation on
Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of
Veterinary Medicinal Products

World Anti-Doping Agency
World Anti-Doping Code

B,-adrenoreceptor agonist

Identifizierungsgrenze
Bestimmungsgrenze
Methanol

Minimaler Meldewert

Messmodus eines Triple-Quadrupol-
Massenspektrometers

Mindestanforderungen an die nachweisbaren
Konzentrationen

Massenspektrometrie
Tandem-Massenspektrometrie
Ammoniumacetat

Selektiver Ostrogenrezeptor-Modulator

Spezifische Dichte
Festphasenextraktion
Tert-Butylmethylether

Art der lonenmobilitdtsspektrometrie

Ultra-Hochleistungs-
flissigkeitschromatographie

Internationale Vereinigung zur
Harmonisierung technischer Anforderungen
fir die Registrierung tiermedizinischer
Produkte

Welt Anti-Doping Agentur
Welt Anti-Doping Code

B.-Adrenorezeptor-Agonist
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