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1 Einleitung

Seit 1996 werden auf dem amerikanischen Nahrungsergdnzungsmittelmarkt so
genannte Prohormone verkauft. Prohormone stellen Hormon-Vorstufen dar, die — laut Werbe-
aussagen der Hersteller — durch Enzyme des menschlichen Stoffwechsels in ihre eigentliche
Wirkform umgewandelt werden sollen. Zu den populdrsten Vertretern zéhlen Prohormone des
ménnlichen Sexualhormons Testosteron und des synthetischen Anabolikums Nandrolon. Sie
werden vorwiegend von Sportlern mit dem Ziel des Kraftzuwachses und einer Steigerung der
sportlichen Leistungsfahigkeit konsumiert. Da Prohormone in den USA als Nahrungs-
ergianzungsmittel eingestuft werden, war das In-Verkehr-Bringen ohne wissenschaftliche
Erkenntnisse liber die Wirksamkeit und die Sicherheit dieser Priaparate bis zum Inkrafttreten

eines neuen Gesetzes im Jahr 2005 moglich.

Wihrend dieser Zeit erfreuten sich die Nandrolon-Prohormone Norandrostendion
(ND) und Norandrostendiol (NDiol) besonderer Beliebtheit. Wissenschaftliche Daten iiber
deren Verstoffwechselung existierten jedoch kaum. Mit Norandrosteron wurde lediglich ein
Stoffwechselprodukt identifiziert, das nach Einnahme von ND mit dem Urin ausgeschieden
wird (/). Die Anwesenheit von Norandrosteron im Urin von Sportlern diente in der Doping-
analytik bis dahin ausschlielich als Beweis fiir einen Nandrolon-Missbrauch. Anhand des
analytischen Ergebnisses aus den Urinproben ldsst sich seit dem nicht eindeutig sagen, ob
Nandrolon selber oder dessen Prohormone konsumiert wurden. Da ND und NDiol bereits
1999 auf Dopingliste des Internationalen Olympischen Komitees (IOC) gesetzt wurden, gilt
die Anwesenheit von Norandrosteron im Urin von Athleten — unter Berilicksichtigung beste-
hender Grenzwerte — unabhédngig von dem eingenommenen Hormon als ein Verstol gegen

das Dopingreglement.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, innerhalb einer klinischen Studie wissenschaftli-
che Daten {iber den in vivo Metabolismus von ND und NDiol zu erheben. Dabei wurden acht
ménnlichen Probanden ND- und NDiol-haltige Nahrungserginzungsmittel verabreicht.
Das Hauptinteresse lag darin, anhand von Blutuntersuchungen das tatsdchliche Ausmal} der
Umwandlung der Prohormone zu pharmakologisch aktivem Nandrolon zu untersuchen. Im

Gegensatz zu Urinuntersuchungen erlaubt die Blutanalyse die Identifizierung sowohl des
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applizierten Prohormons als auch kurzlebiger Zwischenprodukte des Stoffwechsels, unter

denen das interessierende Nandrolon vermutet wurde.

Des Weiteren sollten die Hauptmetaboliten Norandrosteron und Noretiocholanolon in
einem Zeitraum von acht Stunden nach Prohormongabe quantifiziert werden. Um Erkenntnis-
se liber den Einfluss der Arzneiform zu erlangen, wurden die Prohormone jeweils in Form

von Kapseln und Sublingualtabletten verabreicht.
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2 Literaturbesprechung

Im folgenden Kapitel soll anhand der Leitstruktur von Testosteron die Bedeutung von
anabol androgenen Steroiden (AAS, Anabolika) im menschlichen Korper sowie der Metabo-
lismus und die Anwendung als Arzneimittel dargestellt werden. Von besonderem Interesse ist
die Vorstellung des synthetischen Steroids Nandrolon, das neben seiner Bedeutung als Arz-
neistoff groBe Beliebtheit zur unerlaubten Leistungssteigerung in der Sportlerszene erlangt
hat. Um der Illegalitdt des Anabolika-Schwarzmarktes zu entgehen, wurden in den vergange-
nen Jahren so genannte Prohormone von Testosteron und Nandrolon auf den US amerikani-
schen Nahrungserganzungsmittelmarkt eingefiihrt. Nachfolgend werden bisherige Kenntnisse
zu diesen Produkten erldutert, die bis zum Jahre 2005 legal erhiltlich waren und grofe

Verbreitung gefunden hatten.

2.1 Testosteron

2.1.1 Chemische Struktur

Testosteron zdhlt zur Wirkstoffgruppe der Steroide. Dieser Verbindungsklasse liegt
das Vierringsystem Perhydrocyclopentanophenanthren zugrunde, das aus 17 Kohlenstoffato-
men besteht (C;7) und dessen Ringe mit A—D bezeichnet werden (Abbildung 1a). Testosteron
leitet sich vom Androstan-Grundgeriist ab, das an C;o und C;3 jeweils eine weitere Methyl-
gruppe in beta-Position trigt, und somit, wie alle natiirlichen Androgene, ein C,o-Steroid
darstellt. Des Weiteren besitzt Testosteron eine 3-Keto-4-en-Struktur und eine 173-Hydroxy-
funktion (Abbildung 1b).

18 OH

@)

Abbildung 1: a: Perhydrocyclopentaphenanthren mit 17 Kohlenstoffatomen und den Ringen A-D;
b: Strukturformel von Testosteron (My = 288)
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2.1.2 Physiologische Eigenschaften

Androgene sind hauptverantwortlich fiir die Entwicklung und Aufrechterhaltung der
minnlichen Geschlechtsmerkmale. Testosteron ist das wichtigste mannliche Sexualhormon.
Es wird beim Mann in den Leydigschen Zwischenzellen der Hoden gebildet (2). Die Andro-
genproduktion bei Mann und Frau erfolgt des Weiteren in der Zona reticularis der Neben-
nierenrinde und bei der Frau auch in den Theca- und Stromazellen wihrend der proliferativen
Phase des Menstruationszyklus. Wihrend der Menopause ist das Ovar die wichtigste Andro-

genquelle der Frau (3).

Die tégliche Testosteron-Produktion beim geschlechtsreifen Mann betrdgt zwischen
5und 10 mg. Es wird zu 95% in den Hoden und nur zu 5% in der Nebennierenrinde gebildet
(4). In einigen Erfolgsorganen, z. B. den duBBeren Geschlechtsorganen und der Prostata — nicht
jedoch in Muskulatur und Knochen — wird Testosteron durch Dihydrierung in So-Dihydro-
testosteron (DHT) umgewandelt. In diesen Geweben stellt DHT, das eine deutlich hohere
Affinitdt zum Androgenrezeptor besitzt als Testosteron, die Wirkform dar (5, 6).

Testosteron ist maflgeblich an der Entwicklung der inneren und &ufleren ménnlichen
Genitalien beteiligt (Hoden, Nebenhoden, Penis, Prostata, Samenblase). Es reguliert — zu-
sammen mit dem Follikelstimulierenden Hormon (FSH) — die Bildung von Samenzellen in
den Samenkandlchen des Hodens (Spermatogenese) sowie deren Reifung im Nebenhoden
(Spermiogenese). Als sekundéire Geschlechtsmerkmale unterliegen auflerdem Kopf- und
Korperbehaarung, Talgdriisensekretion und Stimmtiefe dem Einfluss von Testosteron. Des
Weiteren wird das Sexual- und Aggressionsverhalten geprigt (7). Diese Effekte reprédsentie-
ren die androgene Wirkkomponente des Testosterons. Dariiber hinaus werden dem Testoste-
ron folgende anabole Eigenschaften zugeschrieben: Vermehrung der Skelettmuskelmasse, die
mit einer positiven Bilanz fiir Stickstoff sowie verschiedener Elektrolyte einhergeht, verstirk-
te Calcium-Aufnahme der Knochen, Stimulierung der Erythropoese, prozentuale Abnahme
des Korperfettes und Kontrolle der Korperfettverteilung (8-77). Studien mit hypogonadalen
Mainnern zeigen eine Zunahme der fettfreie Korpermasse (lean body mass, LBM) nach Sub-
stitution mit Testosteron in physiologischer Dosierung (72, 13). Bei eugonadalen Ménnern
konnte durch supraphysiologische Dosen von Testosteron ebenfalls diese anabole Wirkung

festgestellt werden (/4).
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Die Regulation der Testosteron-Sekretion wird durch das libergeordnete Hypothala-
mus-Hypophysen-System gesteuert, das die Verbindung zwischen dem Zentralen Nerven-
system und dem Endokrinum darstellt. Dabei wird aus dem Hypothalamus pulsatil das
Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) abgegeben, welches im Hypophysenvorderlappen
die Ausschiittung des Luteinisierenden Hormons (LH) und des FSH stimuliert. Dabei vermit-
telt LH eine vermehrte Testosteron-Produktion in den Leydig-Zwischenzellen, FSH stimuliert
die Spermatogenese. Beide so genannten glandotropen Hormone und auch das Testosteron
selber regulieren die GnRH-Sekretion {iber den Mechanismus der negativen Riickkopplung

(11).

Der Transport der Androgenvorstufen und Androgene im Blut erfolgt durch die Bin-
dung an verschiedene Proteine. Nur etwa 0,5-4% des zirkulierenden Testosterons liegen frei
vor, ca. 30 % sind an Albumin gebunden. Die Summe des freien und des schwach an Albu-
min-gebundenen Testosterons stellt das bioverfiigbare Testosteron dar (/0). Das Sexualhor-
mon bindende Globulin (SHBG) ist ein Glycoprotein, das verschiedene Sexualhormone wie
Testosteron und DHT zu etwa 60 % bindet (/5). Durch diese Komplexierungen wird sowohl

die Bioverfiigbarkeit als auch die Metabolisierungsrate beeinflusst.

Wirkungsvermittlung

Die Wirkung der Androgene ist weitestgehend an das Vorhandensein des Androgen-
rezeptors (AR) gebunden, der als Transkriptionsfaktor die Genexpression und die Protein-
synthese steuert (/6). Der AR ist ein homodimerer nukledrer Rezeptor, den die Androgene
durch Diffusion durch die Zell- und Kernmembran erreichen, und der in vielen verschiedenen
Geweben nachweisbar ist (Prostata, Samenblase, externe Genitalien, Haut, Hoden, Knorpel,
Talgdriisen, Haarfollikel, Schweifldriisen, Herzmuskel, Skelettmuskulatur, glatte Muskulatur,
Nebennierenrinde, Leber, Gehirn). Diskutiert wird neben der genomischen auch die nicht-
genomische Wirkungsvermittlung von Androgenen iiber eine Regulierung von Rezeptor-
proteinen, die im Cytoplasma oder Zellmembran-gebunden vorliegen. So werden z. B.
Tonenkanile moduliert und durch einen so verminderten Ca®"-Einstrom in Endothelzellen ein
vasodilatatorischer Effekte erreicht (/7). Nicht-genomische Steroidwirkungen sind schneller
in der Wirkungsvermittlung (Sekunden bis Minuten), unabhingig von der RNA- und Protein-
synthese, haben keinen Einfluss auf den Zellkern und kénnen aufgrund der unterschiedlichen

steroidalen Spezifitit des Rezeptors nicht durch klassische Antagonisten blockiert werden (2).
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2.1.3 Biosynthese

Die Biosynthese von Testosteron wird iiber einen Regelkreis vom Hypothalamus
gesteuert. Die Bildung erfolgt durch ein komplexes kaskardenartiges System von Enzymen
ausgehend vom Cholesterol (Abbildung 2), das entweder de novo aus Acetat synthetisiert
wird oder aus der Nahrung stammt (2). Die an der Testosteron-Biosynthese beteiligten Enzy-
me lassen sich dabei in zwei Hauptgruppen einteilen: Hdmproteine der Cytochrom P450-
Familie (CYP) und Hydroxysteroid-Dehydrogenasen (HSD) (/8). In den Mitochondrien der
Leydig-Zellen wird in einem ersten Schritt durch das membrangebundene Enzym CYP11A
(P450scc) die Abspaltung der Seitenkette an Cyy des Cholesterols katalysiert. Hydroxylierun-
gen an C,; und nachfolgend an Cy fithren zu 20,22-Dihydroxycholesterol, wobei nach Spal-
tung zwischen C,; und C,p das C,;-Steroid Pregnenolon entsteht. Pregenolon ist biologisch
inaktiv. Die weitere Verstoffwechselung findet im glatten Endoplasmatischen Retikulum statt.
Es gibt verschiedene Moglichkeiten der Umsetzung von Pregnenolon zu Testosteron. In den
humanen Testes dominiert der so genannte A’-Syntheseweg. Hier katalysiert CYP17
(P459¢17) in einer zweistufigen Reaktion erst die Hydroxylierung von Pregnenolon zum
intermedidren 17oa-Hydroxyprogesteron. AnschlieBend erfolgt die Spaltung der Bindung
zwischen C;7—C,, die die Entstehung des C;9-Steroids Dehydroepiandrosteron (DHEA) zur
Folge hat. Dieses 17-Ketosteroid wird durch die 17p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
(17HSD) zum Androstendiol (Androst-5-en-3(3,17p3-diol) umgesetzt (/9). Moglich ist auch
eine initiale Umsetzung von Pregnenolon durch die 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/
A’-A*-Isomerase (3PHSD). Dieses Enzym Kkatalysiert die Umsetzung von A’-3B-
Hydroxysteroiden zu A*-3-Ketosteroiden (20). So werden mit dem so entstehende Progesteron
im analogen A*-Syntheseweg die entsprechenden Zwischenstufen bis hin zum Testosteron
durchlaufen. Des Weiteren konnen auch Intermedirprodukte des A*-Synthesewegs durch die

3BHSD umgesetzt und somit in diesen parallelen Syntheseweg eingeschleust werden.
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2.1.4 Metabolismus

Unter Metabolismus versteht man alle chemischen Prozesse, die zu einer Anderung
der chemischen Struktur von endogenen Verbindungen oder Arzneistoffen im Organismus
fiihren, um deren Ausscheidung aus dem Korper zu ermoglichen bzw. zu verbessern. Beson-
ders lipophile und unpolare Eigenschaften von Substanzen erschweren die Elimination iiber
die Ausscheidungsorgane. Deshalb entstehen in so genannten Funktionalisierungsreaktionen
(Phase-I-Reaktionen) durch Oxidationen, Reduktionen oder Hydrolxylierungen Primirmeta-
boliten, die hydrophiler als die Muttersubstanz (engl. parent compound) sind.
Prinzipiell kdnnen bereits diese Metaboliten weniger wirksam oder unwirksam sein; mdglich
sind jedoch auch Wirksamkeitssteigerungen oder das Auftreten von anderen Wirkungen im
Vergleich zur Ausgangsverbindung. Des Weiteren gibt es Arzneistoffe, die erst durch
Biotransformation in die eigentliche Wirkform {iiberfithrt werden (Prinzip der Prodrugs).
In Phase-II-Reaktionen finden Konjugationsreaktionen statt. Hier werden endogene polare
Molekiile an die z. B. in Phase I funktionalisierten Gruppen kovalent gekoppelt. Dabei han-
delt es sich im Wesentlichen um Glucuronidierungen, Sulfatierungen, Acetylierungen und
Kopplungen mit Glutathion. Auch hier entstehen wieder Metaboliten, die hydrophiler als die
Muttersubstanz bzw. deren Primdrmetaboliten sind. Glucuronide und Sulfate zeigen eine
besonders ausgepréigte Polaritdt, da sie bei physiologischen pH-Werten ionisiert vorliegen

(21).

Phase-I-Metabolismus von Testosteron

Reaktionen im Phase-I-Metabolismus von Testosteron werden vorwiegend durch die
Enzyme So/5f-Reduktase, 3a-Hydroxysteroid Dehydrogenase (3aHSD) und 173-Hydroxy-
steroid Dehydrogenase (17HSD) katalysiert. Diese Umsetzungen finden hauptsichlich in der
Leber statt. Die Reduktion der A*-Doppelbindung im A-Ring des Testosterons durch die
S5a- bzw. 5p-Reduktase flihrt zur Entstehung der Isomere Sa-Dihydrotestosteron (DHT) bzw.
5p-Dihydrotestosteron (58-DHT). Diese Dihydrierung ist nicht reversibel. Das DHT bindet
deutlich stirker an den Androgenrezeptor als Testosteron und stellt z. B. in der Prostata die
eigentliche Wirkform dar. Im Anschluss an die Reduktion der A*-Doppelbindung folgt die
Reduktion der 3-Keto-Struktur. Die 3aHSD katalysiert dabei die Reaktion zu Sa-Androstan-
3a,17p-diol (5a-Androstandiol) und 5@-Androstan-3a,17pB-diol (5B-Androstandiol). Eine

Umsetzung zu den 3pB-Isomeren findet nur wenig (5o-Androstan-3f,17p-diol) oder gar nicht
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(5p-Androstan-3,17p3-diol) statt. Im D-Ring kommt es zu einer Oxidation der
17B-Hydroxyfunktion. Diese Reaktion wird durch die 17@-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
Typ 2 (17HSD2) katalysiert. Die entstehenden Verbindungen 3a-Hydroxy-5a-androstan-17-
on (Androsteron) und 3a-Hydroxy-5p-androstan-17-on (Etiocholanolon) stellen die Haupt-

metaboliten des Phase-I-Metabolismus von Testosteron dar (Abbildung 3) (22).

OH
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%
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Androsteron H Etiocholanolon
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Abbildung 3: Metabolismus von Testosteron
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Das Enzym 17HSD2 besitzt neben seiner priméren oxidativen Aktivitdt auch redukti-
ve Eigenschaften. So katalysiert es auch die Umsetzung der entstandenen 17-Ketofunktion
zuriick zur 17@-Hydroxystruktur (23, 18, 19). Dies macht somit auch die Umwandlung vom
Testosteron zuriick zum Androstendion moglich, das einem analogen Phase-I-Metabolismus
im A-Ring unterliegt. Hauptmetaboliten sind ebenfalls Androsteron und Etiocholanolon.
Durch den oxido-reduktiven Charakter der 17HSD2 kann es auf allen Ebenen des Phase-I-

Metabolismus von Testosteron und Androstendion zu Ubergingen kommen (Abbildung 4).

/ Testosteron —————>== Androstendion \
5a-Androstandion 5-DHT 5p-Androstandion
5a-Androstandiol Androsteron 5p-Androstandiol === Etiocholanolon

Abbildung 4: Metabolismus von Testosteron; (24), modifiziert

Neben der Umwandlung von bereits existierenden funktionellen Gruppen sind direkte
Hydroxylierungen des Steroidgrundgeriistes an den Kohlenstoffen 6, 7, 15 oder 16 moglich
(25). Des Weiteren kann es zu einer Umsetzung von Testosteron durch das Enzym Aromatase
(CYP19, P450arom) kommen. Das dabei entstechende Estradiol besitzt einen aromatischen
A-Ring und stellt das wichtigste weibliche Sexualhormon dar. Bei Ménnern wird etwas 0,3 %

des Testosterons in Estradiol umgesetzt (0).

Phase II-Metabolismus von Testosteron

Die im Phase-II-Metabolismus stattfinden Konjugationsreaktionen mit Testosteron
sowie dessen Phase [-Metaboliten finden hauptsédchlich an den alkoholischen Funktionen der
Kohlenstoffe 3 und 17 statt. Testosteron selber wird an der sekundéren 17p-Hydroxyfunktion
des D-Rings glucuronidiert und erfihrt in dieser Form auch noch weitere Verstoffwechselung
(26). Bei Androsteron und Etiocholanolon kommt es zur Bildung von Androsteron- bzw.

Etiocholanolon-3-O-glucuronid (Abbildung 5). Die Klasse der 3a-O-Glucuronide stellt die
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Hauptmetaboliten der anabolen androgenen Steroide dar (22). Als Donor fungiert jeweils das
a-Isomere der Uridindiphosphoglucuronsidure, so dass als Produkt grundsitzlich ein
B-Glucuronid entsteht (27). Diese konnen bei der chemischen Aufbereitung durch saure Hyd-
rolyse oder das enzymatisch, z. B. durch (-Glucuronidase (E. coli), gespalten werden. Mog-
lich ist auch die Entstehung von Enolkonjugaten (z. B. Androstendion-3-Enolglucuronid), die
im Urin schon bei pH 6,2 und 37 °C hydrolysieren (28). Neben Glucuronidierungen kommt es
im Phase-II-Metabolismus von Steroiden auch zu Sulfatierungen von funktionellen Gruppen.
Dies geschieht vor allem an Strukturen mit 3f3-Hydroxyfunktionen, die jedoch im Metabolis-
mus von Testosteron nur in geringem Umfang vorkommen. Auch die sekundire
17B-Hydroxyfunktion bietet die Moglichkeit zur Sulfatierung (29). Insgesamt spielt die Sulfa-

tierung jedoch eine untergeordnete Rolle (30).

OH

Testosteron-17-O-glucuronid

COOH

o_o% R =-wmH Androsteron-3-O-glucuronid

OH
OH

R =—=H Etiocholanolon-3-O-glucuronid

OH

Abbildung 5: Strukturformeln von Phase II-Metaboliten des Testosterons: Testosteron-17-O-glururonid
und Androsteron- bzw. Etiocholanolon-3-O-glucuronid
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2.1.5 Anwendung von Testosteron als Arzneimittel

Entsprechend seines Wirkungsspektrums wird Testosteron in Form von verschrei-
bungspflichtigen Arzneimitteln eingesetzt. Testosteron kommt z. B. zur Substitutionstherapie
bei einer Hodenunterfunktion (Hypogonadismus) des Mannes zum Einsatz, die sich in Form
von klimakterischen Beschwerden, Stérung der Spermatogenese oder androgenmangelbeding-
ter Osteroporose duflern kann. Weitere Indikationen sind: verzdgerte Pubertdt bei Knaben,
Unterdriickung eines liberméfBigen Langenwachstums bei Knaben und aplastische Anédmie,
sowie zur adjuvanten Therapie bei Brustkrebserkrankung oder Osteoporose-Behandlung
postmenopausaler Frauen. Neben den bereits genannten Indikationsgebieten wird der positive
Einfluss von Testosteron bei chronischen Erkrankungen untersucht, die mit Gewichtsabnah-
me und/oder korperliche Schwiéche einhergehen. Beispiele hierfiir sind Krebs, HIV/Aids,
chronische Leber-, Nieren und Lungenerkrankungen sowie Zustdnde nach Operationen oder

schweren Verbrennungen (317).

Als unerwiinschte Wirkungen einer Testosteron-Therapie konnen Priapismus (Dauer-
erektion), sexuelle Uberstimulation, Natrium- und Wasserretention, Gynikomastie, Magen-
verstimmungen, Durchfall, Hemmung von Gerinnungsfaktoren und Polyzythdmie auftreten;
bei Kindern und Jugendlichen auch Akne vulgaris. Bei Jungen vor der Geschlechtsreife kann
es auBBerdem zu frithzeitigem Epiphysenschluss und Wachstumsstillstand und/oder vorzeitiger
Geschlechtsreife kommen. Das Wachstum eines bestehenden Prostatatumors kann beschleu-

nigt werden (32).

Arzneiformen und Wirkstoftprofilierung

Therapeutisch gesehen ist die perorale Anwendung von Testosteron, z. B. in Form von
Tabletten, nur unzureichend. Durch rasche Metabolisierung in der Leber ist es nur wenig und
kurzfristig wirksam. Durch Variation der Formulierung kann jedoch Einfluss auf die Biover-
fiigbarkeit von Testosteron-Préparaten genommen werden. So wurden in den vergangenen
Jahren sublingual oder bukkal applizierbare Testosteron-Tabletten, subcutan injizierbare
Testosteron-Mikrokapseln, Testosteron-Implantate, -Pflaster und -Gele entwickelt. Eine
Verbesserung des Absorptionsverhaltens, verringerte Metabolisierung und héhere biologische
Aktivitdt sind auch Ziele der chemischen Wirkstoffprofilierung von Testosteron. Durch
Partialsynthese unter Veresterung der 17-stindigen p-Hydroxy-Gruppe wurde Testosteron-

undecanoat entwickelt, das peroral in Kapselform verabreicht wird und eine lingere Wirk-
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dauer erzielt. Perorale Bioverfiigbarkeit wurde auch durch 17o-Methylierung von Testosteron
erreicht. Jedoch erwiesen sich alle 17-alkylierten Androgene als hepatotoxisch und diese
Préaparate wurden — zumindest in Deutschland — aus dem Handel genommen. Testosteronpro-
pionat und Testosteronenantat sind fiir die parenterale Verabreichung geeignet. Dadurch kann
die Magen-Darm-Passage und damit der First-pass Effekt umgangen und durch Veresterung

mit langkettigen Fettsduren die Wirkungsdauer verlédngert werden.

Synthetische AAS

Wiéhrend bei Substitutionstherapien das volle Wirkungsspektrum des Testosterons
erwiinscht ist, wird bei der Behandlung von katabolen Zustéinden ausschlielich die anabole
Wirkkomponente bendtigt. So ist es seit den dreifliger Jahren Ziel der Wirkstoffprofilierung
von Testosteron, dieses Molekiil chemisch zu so zu verdndern, dass die androgene Wirkkom-
ponente zugunsten der anabolen zurlickgedrangt wird. Wenn das bis heute auch nicht hun-
dertprozentig gelungen ist, so wurden doch eine Vielzahl von Steroiden entwickelt, deren
anabole Wirkung im Vergleich zum Testosteron deutlich stirker ausgeprigt ist. Beispiele fiir
diese so genannten Anabolika sind Nandrolon, Metenolon, Clostebol, Oxandrolon und Sta-
nolzolol. Die beiden letztgenannten Wirkstoffe zeigten aufgrund der 17-Methyl-Struktur

hepatotoxische Eigenschaften.

SARMS

Einen neuen Ansatz in der Entwicklung von Arzneistoffen, deren Wirkungen vom
Testosteron abgeleitet werden, zeigen die Selektiven Androgenrezeptor-Modulatoren
(SARMs). Es handelt sich hierbei um nichtsteroidale AR-Liganden mit Gewebe spezifischen
agonistischer und/oder antagonistischer Aktivitidt. So wurden u. a. Substanzen synthetisiert,
die zum einen als vollwertiger Agonist in anabolen Geweben wirken (z. B. Muskulatur und
Knochen), andererseits aber nur als partiell agonistische Eigenschaften in androgen-
abhingigen Geweben zeigen (z. B. Prostata). Diese Entwicklung stammt urspriinglich von
den AR-Antagonisten Flutamid und Bicalutamid abgeleiteten Arylpropionamiden ab. Als
weitere Wirkstoffklassen sind bicyclische Hydantoine, Chinoline und Tetrahydro-Chinoline

in der klinischen Entwicklung (33, 34).
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2.2 Nandrolon

2.2.1 Chemische Struktur

Mit dem Ziel der Verschiebung des anabol/androgenen-Wirkverhéltnisses hin zu stér-
keren anabolen Eigenschaften wurden eine Reihe synthetische AAS entwickelt. Das Anaboli-
kum Nandrolon (17p-Hydroxyestr-4-en-3-on, Abbildung 6) wurde erstmals 1950 von Birch
synthetisiert (35). Im Vergleich zum Testosteron fehlt die Methylgruppe an C,9, woraus sich
auch die Bezeichnung 19-Nortestosteron ableitet. Das 18 Kohlenstoffatom-haltige Grundge-

riist tragt den Trivialnamen Estran.

OH

)

Abbildung 6: Strukturformel von Nandrolon (My = 274)

2.2.2 Pharmakologische Eigenschaften

Das Anabolikum Nandrolon zeigt im Vergleich zu Testosteron eine stirkere myotrope
Aktivitdt sowie hohere Affinitit zum Androgen-Rezeptor. In Rattenexperimenten wies
Nandrolon zweimal stirkere anabole Aktivitidt und gleichzeitig eine fiinffach geringere andro-
gene Potenz auf (36). AuBBerdem zeigt der DHT-analoge Metabolit Sa-Dihydronandrolon eine
deutlich niedrigere Affinitit als DHT zum AR (5, 6), so dass auch hierdurch vermittelte un-

erwiinschte Wirkungen reduziert werden konnen.

2.2.3 Metabolismus

Engel et al. bestimmten 1957 erstmals die urindren Nandrolon-Metaboliten Nor-

androsteron (3o-Hydroxy-5a-estran-17-on; NA) und Noretiocholanolon (3a-Hydroxy-58-
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estran-17-on; NE), nachdem an Brustkrebs erkrankte Frauen mit Nandrolon-Injektionen
behandelt wurden (37). Die Strukturformeln der Verbindungen, die durch Hydrierung der
Doppelbindung und Reduktion der 3-Ketofunktion im A-Ring sowie der Oxidation der
17B-Hydroxyfunktion im D-Ring entstehen, sind in Abbildung 7 dargestellt. Sie stellen die
analogen Verbindungen zu den Hauptmetaboliten des Testosterons Androsteron bzw. Etio-
cholanolon dar, zu denen sie sich nur durch das Fehlen der 19-Methylgruppe unterscheiden.
Durch die strukturelle Ahnlichkeit erfolgt die Umsetzung von Nandrolon im Phase I-
Metabolismus durch dieselben Enzyme, durch die auch Testosteron metabolisiert wird. Des
Weiteren wurde ein 33-Hydroxy-Isomer identifiziert (33-Hydroxy-5a-estran- 17-one), das als
3p-Sulfat im Urin ausgeschieden wird (22). Nandrolon sowie die Hauptmetaboliten NA und
NE werden hauptséchlich als Glucuronid-Konjugate ausgeschieden (38). Die Kopplungsreak-
tion findet beim Nandrolon an der 17@-Hydroxy-Funktion statt, die Umsetzung von NA und

NE erfolgt zu 3-O-Glucuroniden (39).

O
H Ho\\““'
H H .
Norandrosteron Noretiocholanolon
O
COOH
o. o™
OH R R = muH Norandrosteron-3-O-glucuronid
OH R =—=H Noretiocholanolon-3-O-glucuronid
OH

Abbildung 7: Nandrolon wird in Phase I zu Norandrosteron und Noretiocholanolon metabolisiert (oben,
My =276) und als dessen 3-O-Glucuronide im Urin ausgeschieden (unten, My = 452)
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2.2.4 Anwendung als Arzneimittel

In Deutschland befanden sich seit den siebziger Jahren vor allem zwei verschrei-
bungspflichtige Nandrolon-haltige Arzneimittel auf dem Markt. Es handelte sich dabei um
das von der Firma Upjohn GmbH vertricbene Anadur®, das Nandrolon-3-(4-hexoxy-
phenyl)propionat enthielt. Dieses wurde bis zum Jahre 2000 zur Behandlung von chronisch
konsumierenden Erkrankungen, Rekonvaleszenz, Kachexie, Osteoporoseschmerzen und
katabole Stoffwechsellagen eingesetzt. Seit 1969 wurde das wohl bekannteste Nandrolon-
Priparat Deca-Durabolin® (Nandrolondecanoat) von der Firma Organon in Deutschland
vertrieben. Bis in die 90er Jahre hinein wurde auch dieses Produkt fiir Osteoporose, Tumor-
kachexie und alle Zustandsbilder eingesetzt, bei denen eine eiweiBauftbauende Wirkung wiin-
schenswert gewesen ist. Dazu wurden alle 3-4 Wochen 25-50 mg Nandrolondecanoat
intramuskuldr injiziert. Als unerwiinschte Wirkungen kénnen Spermatogenesehemmung und
ProstatavergrofBerung bei Ménnern, Virilisierungserscheinungen (vermehrter Haarwuchs,
irreversible Stimmvertiefung) und Amenorrhoe bei Frauen sowie vorzeitige Pubertitszeichen
und beschleunigte Knochenreifung bei Kindern auftreten. Aulerdem kann es unter Nandro-
lon-Behandlungen zu Beeintrichtigung der Leberfunktion und des Lipidstoffwechsels sowie

zu geringen Wasser- und Salzretentionen kommen (40).

Die zugelassenen Indikationen waren wihrend dieser Zeit also weitldufig gefasst.
Jedoch wurden im Zuge des Nachzulassungsverfahrens, das in der ersten pharmazeutischen
EU-Richtlinie (65/65/EWG) geregelt und im Jahr 1976 in Deutschland in nationales Recht
umgesetzt wurde, strengere Anforderungen an die behordliche Zulassung gekniipft. Bis dahin
in das Spezialitdtenregister nach dem Arzneimittelgesetz (AMG) von 1967 eingetragene so
genannte Alt-Arzneimittel mussten wihrend einer Ubergangsfrist neben der vorhandenen
Registrierung jetzt auch eine Uberpriifung der Wirksamkeit, Unbedenklichkeit und der phar-
mazeutischen Qualitit nachweisen. Diese Ubergangsfrist dauerte letztlich bis Ende 2005 an.
Viele Firmen verzichteten im Laufe dieser Zeit auf bestimmte Indikationen oder ganze Zulas-
sungen von Medikamenten, da entweder der Aufwand neuer wissenschaftlicher Studien nicht
wirtschaftlich oder die pharmakologische Wirkung darin nicht ausreichend belegbar gewesen
wire. So kommt es, dass das auf dem deutschen Markt vertriebene Nandrolon-Préparat Deca-
Durabolin® seit 2001 nur noch fiir die Indikation Osteoporose bei postmenopausalen Frauen

vertrieben wurde.
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Fiir diese Indikation stehen allerdings weitaus zweckméBigere Préparate auf dem Arz-
neimittelmarkt zur Verfiigung, so dass sich die Herstellerfirma aus wirtschaftlichen Griinden
Ende des Jahres 2005 zur Einstellung der Produktion und zum Abverkauf der vorhanden
Deca-Durabolin®-Bestinde entschlossen hat. Seitdem steht auf dem deutschen Arzneimittel-

markt kein synthetisches AAS mehr zur Verfiigung.

Auch weiterhin wird jedoch die anabole Wirksamkeit von Nandrolon untersucht. Stu-
dien der letzten Jahre befassen sich unter anderem mit der Behandlung von tumorbedingter
oder HIV-assoziierter Kachexie (47, 42). Eine Zulassung fiir letztere Indikation besteht zur-
zeit in den USA. Eine zusétzlich mogliche Steigerung der Erythropoese soll beim Einsatz von
Nandrolon-Préparaten als adjuvante Therapie bei renaler Andmie (43, 44) und chronisch
obstruktiver Lungenkrankheit (45) genutzt werden. Ein vollig anderes Einsatzgebiet erfahrt
Nandrolon bei der Erprobung als Verhiitungsmittel fiir Mdnner. Bei dieser Anwendung wird
der negative Feedback-Mechanismus, der durch die androgene Wirkkomponente des Nandro-
lons vermittelt werden kann, ausgenutzt. Es kommt zu einem Ausbleiben der GnRH-
Ausschiittung im Hypothalamus und nachfolgend der hypophysédren Gonadotropine. Die so
entstehende Suppression der LH-vermittelten endogenen Testosteron-Produktion sowie die
Unterbindung der FSH-vermittelten Spermatogenese fithren zu einer Beeintrdchtigung der

ménnlichen Zeugungsfihigkeit (46, 47).

Arzneiform und Pharmakokinetik

Die Anwendung von Nandrolon als Arzneimittel erfolgt in der Regel als langkettiger
Ester, der in oliger Losung vorliegt und intramuskuldr (i. m.) verabreicht wird. Dieses ent-
spricht einer Depot-Formulierung: Die Nandrolon-Ester diffundieren in die Blutbahn und
werden durch Enzyme (Esterasen) gespalten. Im Gegensatz zu Testosteron ist die Bindungs-
affinitdt von Nandrolon zu SHBG sehr gering (48, 49). Bei Untersuchungen verschiedener
Dosierungen von Nandrolondecanoat erfolgte die Freisetzung des Esters aus dem intramusku-
liren Depot in den Blutkreislauf gemdf einer Kinetik 1. Ordnung und einer Halbwertszeit
(t12) von etwa einer Woche. Fiir die kombinierten Prozesse von Hydrolyse, Verteilung und
Elimination betrug ¢;, = 4,3 h. Betrachtet man die Hydrolyse alleine, so ergab sich eine
Halbwertszeit im Plasma von maximal einer Stunde (50). Bagchus et al. ver6ffentlichten 2005
pharmakokinetische Kenndaten zu Nandrolondecanoat, das sie in drei verschiedenen Dosie-

rungen (50, 100, 150 mg) gesunden, ménnlichen Probanden i. m. injizierten (517).
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In Abbildung 8 sind die resultierenden Konzentrations-Zeit-Verldufe der mittleren
Nandrolon-Serumkonzentrationen dargestellt. Die mittleren maximalen Plasmakonzentratio-
nen lagen zwischen 2,1-4,7 ng/ml. Dabei konnten nach Applikation von 150 mg Nandrolon-
decanoat die Hauptmetaboliten Norandrosteron und Noretiocholanolon bis zu 180 Tage im
Urin nachgewiesen werden. Eine wochentliche Verabreichung von 200 mg Nandrolon-3-(4-
hexophyphenyl)propionat {iber einen Zeitraum von zehn Wochen resultierte in einer maxima-

len Nandrolon-Konzentration von 5,5 ng/ml im Plasma (52).
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Abbildung 8: Plasmaspiegelverliufe von Nandrolon nach einmaliger i. m. Injektion von 50, 100 bzw.
150 mg Nandrolondecanoat (57)

Minto et al. zeigten die Abhéngigkeit der resultierenden Wirkspiegel und der Wirk-
dauer von der Art des Esters, der Applikationsstelle und des Volumens des Losungsmittels
(53). Als indirekten Marker fiir die (androgene) Wirkung des Nandrolons bestimmten sie die
Suppression des endogenen Testosterons. Als supprimiert galt dabei eine Testosteron-
Konzentration im Plasma unter 10 nM, die je nach Formulierung und Injektionsstelle zwi-
schen sechs und siebzehn Tagen nach Nandrolon-Applikation anhielt. Die korrespondieren-
den Nandrolon-Konzentrationen lagen zu diesen Zeitpunkten zwischen 4-5nM (ca. 1,1-
1,3 ng/ml; Abbildung 8). Sanken die Nandrolon-Spiegel weiter ab, konnte die Suppression
der endogenen Testosteron-Produktion nicht mehr aufrechterhalten werden. In einer Studie
zur Unterdriickung der ménnlichen Zeugungsfahigkeit wurde als Grenzwert eine Plasmakon-
zentration von 1 nM Nandrolon (0,3 ng/ml) ermittelt, ab dem — nach erfolgter Suppression —

wieder ein signifikanter Anstieg der Testosteron-Konzentrationen zu verzeichnen war (52).
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Abbildung 9: Plasmaspiegelverliufe von Nandrolon (oben) und Testosteron (unten) nach glutealer Injek-

tion von 100 mg Nandrolonphenylpropionat in 4 ml Arachisél (Erdnussol) (® ) oder glutealer Injektion

von 100 mg Nandrolondecanoat in 4 ml (0) bzw. 1 ml (® ) Arachisél oder nach deltoider Injektion von
100 mg Nandrolondecanoat in 1 ml Arachisol (B )(53).

2.2.5 Nandrolon als Dopingsubstanz

Neben der Anwendung als Arzneimittel fanden AAS friih Beachtung als Mittel zur
Leistungssteigerung im Sport (54). Sie wurden mit dem Ziel des Muskelmasse- und Kraftzu-
wachses vor allem im Kaftsportbereich eingesetzt, was ab 1974 zu einem Verbot von Anabo-
lika durch das Internationale Olympische Komitee (IOC) fiihrte. Die heute giiltige
Dopingliste der Welt Anti-Doping Agentur (WADA) unterscheidet unter Punkt S7. Anabole
Wirkstoffe zwischen exogenen AAS, zu denen das synthetisch hergestellte Nandrolon zihlt,
und den endogenen AAS (z. B. Testosteron, DHT; Abbildung 10) (55). Die Anwendung von

anabolen Wirkstoffen ist nicht nur im Wettkampf, sondern auch im Training verboten.
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THE 2006 PROHIBITED LIST
WORLD ANTI-DOPING CODE

SUBSTANCES AND METHODS PROHIBITED AT ALL TIMES
(IN- AND OUT-OF-COMPETITION)

PROHIBITED SUBSTANCES

S1. ANABOLIC AGENTS
Anabolic Agents are prohibited.
1. Anabolic Androgenic Steroids (AAS)

a. Exogenous AAS, including: boldenone, nandrolone, 19-norandro-
stenedione, oxandrolone, stanozolol...

and other substances with similar chemical
structure or similar biological effects

b.  Endogenous AAS: ...dihydrotestosterone, testosterone,...

2. Other Anabolic Agents...

Abbildung 10: Auszug aus der Dopingliste 2006 der Welt Anti-Doping Agentur (WADA), modifiziert

Der Nachweis eines Dopingvergehens erfolgt in der Regel durch eine Urinunter-
suchung. Da Nandrolon einem intensiven Stoffwechsel im menschlichen Korper unterliegt,
werden die Dopingproben in diesem Fall nicht auf den verbotenen Wirkstoff selber unter-
sucht. Die Beweisfithrung eines Nandrolon-Missbrauchs fiihrt iiber die Identifizierung des
urindren Hauptmetaboliten Norandrosteron (56-58). Die Formulierung als Depot-Priparat
macht es dabei moglich, dass die Nandrolon-Metaboliten bis zu einem halben Jahr nach
intramuskuldrer Injektion des Decanoats nachweisbar bleiben (57). Laut des WADA-Berichts
zur Dopingstatistik des Jahres 2004 summierte sich die Anzahl an Dopingvergehen, die mit
dem Missbrauch von Nandrolon zusammenhdngen, auf 339 Fille. Dies entsprich einem

Anteil von etwa 10 % der insgesamt aufgedeckten Dopingvergehen in jenem Jahr (59).

Aber nicht nur die vorsitzliche Anwendung von Nandrolon-Préparaten kann zu nach-
weisbaren Spuren von Norandrosteron im Urin fithren. Es muss auch beriicksichtigt werden,
dass eine korpereigene Nandrolonproduktion moglich ist (60), so dass erst ein Vorhandensein
von Norandrosteron im ménnlicher und weiblicher Athleten jenseits eines Schwellenwerts
von 2 ng/ml als Doping bezeichnet wird (67). AuBerdem wurden im Jahr 2005 Forschungser-

gebnisse verdffentlicht, in denen die Demethylierung von endogenem Androsteron zu
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Norandrosteron in so genannten aktiven Urinproben nachgewiesen werden konnten (62). Die
ab 1998 auf dem US amerikanischen Nahrungsergédnzungsmittelmarkt eingefiihrten Prohor-
mone Norandrostendion und Norandrostendiol werden — wie Nandrolon — ebenfalls zu Nor-
androsteron und Noretiocholanolon metabolisiert, woraus ebenfalls ein positives Testergebnis
resultieren kann (/, 63, 64). Sogar produktionstechnisch bedingte, geringste Verunreinigun-
gen von anderen Nahrungsergdnzungsmitteln mit diesen Prohormonen koénnen zu No-
randrosteron-Konzentrationen im Urin fiithren, die liber dem festgelegten Grenzwerten liegen

(63, 66).

2.3 Prohormone

Als Prohormone werden Vorldufersubstanzen (engl.: precursor) von Hormonen be-
zeichnet. Zu besonderer Popularitit gelangten in den letzten Jahren die Prohormone von
Testosteron und Nandrolon. Diese wurden in den USA iiber mehrere Jahre legal als Nah-
rungserginzungsmittel vertrieben. Grundlage dazu bot der Dietary Supplement Health and
Education Act (DSHEA) (67), der 1994 unter Président Clinton verabschiedet wurde. Dieses
Gesetz sollte den Verbraucherzugang zu unbedenklichen Nahrungserginzungsmitteln (NEM)
erleichtern. Demnach diirfen in NEM neben essentiellen Néhrstoffen wie Vitaminen, Mineral-
stoffen und Aminosduren auch Pflanzenkrduter und ,,dhnliche ndhrstoffartige® Substanzen
wie Enzyme und tierischen Driisen-(Extrakte) enthalten sein. Erst das Inkrafttreten des
Anabolic Steroid Control Act of 2004 (68) im Januar 2005 fiihrte zu einer Restriktion des
Prohormon-Handels. Dieses Gesetz stufte die Testosteron- und Nandrolon-Vorldufer als zu
iiberwachende Substanzen (controlled substances) ein und verbot somit jeglichen freien
Handel. In Deutschland galten Prohormone zu keiner Zeit als Nahrungserganzungsmittel, da
die rechtliche Situation durch das hiesige Lebens- und Arzneimittelgesetz abweicht. Prohor-
mon-Priparate werden aufgrund ihrer Zweckbestimmung (durch Aufmachung der Packung
oder durch Werbeaussagen) oder aufgrund ihrer (mdglichen) pharmakologischen Wirkung als
Arzneimittel eingestuft. Als diese bediirften sie in Deutschland einer Zulassung, fiir die unter
anderem Qualitdt, Wirksamkeit und Unbedenklichkeit nachgewiesen werden muss. Die
Vermarktung von Prohormonen in Deutschland ist demnach illegal. Trotzdem war es iiber

viele Jahre leicht moglich, Prohormone iiber Internetanbieter aus den USA zu beziehen.
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2.3.1 Prohormone von Testosteron

Unter dem wenig restriktiven DSHEA wurden 1996/1997 mit DHEA, Androstendion
und Androstendiol die ersten Prohormone auf dem amerikanischen Nahrungserginzungs-
mittelmarkt eingefiihrt. Diese synthetisch hergestellten Steroide kommen natiirlicherweise
auch als Zwischenstufen bei der Testosteron-Biosynthese vor (siehe 2.1.3). Hersteller propa-
gierten, dass diese Prohormone nach Einnahme ebenfalls enzymatisch in Testosteron umge-
setzt werden. Diese so genannten Testosteron-Booster wurden als Anti-Aging-Mittel bzw. als
legaler Steroid-Ersatz zum Muskelaufbau beworben. Studien hinsichtlich dieser mdglichen
metabolischen Umwandlung kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Die orale Verabrei-
chungen von Androstendion und Androstendiol an gesunde Ménner in Einzeldosen (50—
300 mg) oder iiber Behandlungszeitrdumen von drei Monaten resultierte in einem — wenn
iiberhaupt — geringen, dosisabhingigem Anstieg der Testosteron-Konzentration im Plasma
(69-72). Teilweise konnten erhohte Testosteronwerte jedoch unentdeckt geblieben sein, da
erste Blutproben z. B. erst drei Stunden nach Prohormon-Applikation genommen wurden
(73).Verschiedene Studien =zeigten weiterhin, dass die Einnahme von Testosteron-
Prohormonen im Vergleich zu Placebo keine positiven Trainingseffekte beziiglich der fett-
freien Korpermasse und eines Kraftzuwachses bietet (74-76, 72). Im Gegensatz dazu konnte
ein deutlicher Anstieg der Testosteron-Werte bei Frauen festgestellt werden, denen
Androstendion verabreicht wurde (77, 78). Hinsichtlich des uriniren Steroidprofils fiihrte die
Einnahme von Testosteron-Prohormonen zu einer Erhéhung der Androsteron-, Etiocholano-

lon- sowie Testosteron- und (im geringen Ausmal}) Epitestosteron-Konzentrationen (/).

2.3.2 Prohormone von Nandrolon

Seit 1998 wurden die analogen synthetischen Norsteroide Norandrostendion (Estr-4-
en-3,17-dion; NDion) und Norandrostendiol (A*-Isomer: Estr-4-en-3p,17p-diol bzw.
A’-Isomer: Estr-5-en-3p,17p-diol; NDiol bzw. 5-NDiol) ebenfalls als NEM angeboten. Sie
wurden damit beworben, nach Einnahme durch koérpereigene Enzyme, die in den menschli-
chen Steroid-Metabolismus involviert sind, in das bekannte Anabolikum Nandrolon umge-
wandelt zu werden. Dazu notwendig wiren Reduktionen bzw. Oxidationen an den
Kohlenstoffen 3 und 17 zu einer 3-Keto-4-en-/17p-OH-Struktur durch verschiedene Hydro-

xysteroid-Dehydrogenasen. Deren Potential wurde in Kapitel 2.1.3 bzw. 2.1.4 beschrieben.
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Zielgruppe fiir den Absatz dieser Produkte waren wiederum Sportler — insbesondere
aus dem Kraftsportbereich — die mit Hilfe dieser Substanzen angeblich den Muskelaufbau
forcieren konnten. Wissenschaftliche Studien zu diesen propagierten Wirkungen gab es zu
diesem Zeitpunkt nicht. Im Jahr 1999 wurde von Uralets et al. die erste Ausscheidungsstudie
mit Prohormonen, die als Nahrungsergdnzungsmittel vermarktet wurden, veroffentlicht (7).
Innerhalb dieser Studie wurden sechs ménnlichen Probanden u. a. jeweils eine Einzeldosis
Norandrostendion (50 mg) verabreicht. Fiir bis zu zehn Tage konnten im Urin der Probanden
die aus dem Nandrolon-Metabolismus bekannten Hauptmetaboliten Norandrosteron und
Noretiocholanolon nachgewiesen werden. Dabei wurden in den ersten Urinproben nach
Applikation Norandrosteron-Konzentrationen bis zu 100.000 ng/ml erreicht. Weiterhin wur-
den geringe Mengen an Nandrolon, Norepitestosteron und des verabreichten Norandrosten-
dion im Urin festgestellt. Colker et al. befassten sich 2001 ebenfalls mit dem Metabolismus
der Nandrolon-Prohormone (63). In ihrer Studie resultierte die Einnahme eines Kombinati-
onspréiparates aus Norandrostendion und Norandrostendiol in einem positiven Urintest auf
Nandrolon. Es wurde jedoch nicht explizit beschrieben, dass dieser Test auf dem Nachweis
von NA bzw. NE beruhte. Auch Tseng et al. untersuchten 2005 die urindren Metaboliten nach
oraler Verabreichung von Einzeldosen verschiedener Nandrolon-Prohormone (darunter No-
randrostendion und Norandrostendiol) sowie Nandrolon selber (64). Auch hier wurden wie-
derum Norandrosteron und Noretiocholanolon als Hauptmetaboliten sowohl des Anabolikums
Nandrolon als auch von dessen Prohormonen identifiziert. Keine der durchgefiihrten Studien
untersuchte die nach Einnahme von Nandrolon-Prohormonen auftretenden Plasmaspiegel der
entsprechenden Norsteroide, so dass bisher keine Aussage hinsichtlich akut resultierender

Nandrolon-Konzentrationen gemacht werden konnte.

Van Gammeren et al. untersuchten den Einfluss einer achtwochigen Einnahme von
Norandrostendion und Norandrostendiol auf die korperliche Konstitution und die sportliche
Leistungsfahigkeit bei trainierten Ménnern (79, 80). In zwei Studien wurden dabei jeweils
Kombinationspriparate, die NDion und NDiol enthielten, verwendet. Die tégliche Gesamtdo-
sis der oral verabreichten Prohormone betrug 156 bzw. 344 mg. In keiner der beiden Untersu-

chungen wurde eine signifikante Anderung der beobachteten Parameter festgestellt.
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Abbildung 11: Die Nandrolon-Prohormone Norandrostendion (NDion; My = 272), A4,-Norandrostendiol
(NDiol; My =276) und A°-Norandrostendiol (5-NDiol; My = 276) werden zu Norandrosteron und Nor-
etiocholanolon metabolisiert — die intermediiire Bildung von Nandrolon wurde bisher nicht bestiitigt
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Doping mit Nandrolon-Prohormonen

Durch die chemische und pharmakologische Verwandtschaft zum Anabolikum
Nandrolon wurden Norandrostendion und (A*/A’-) Norandrostendiol 1999 vom damals zu-
standigen Internationalen Olympischen Komitee (IOC) in die Liste der verbotenen Substan-
zen aufgenommen. Der Beweis des Missbrauchs wird — wie beim Nandrolon auch — iiber den
Nachweis des Hauptmetaboliten Norandrosteron im Urin der Athleten gefiihrt. Dabei kann
aufgrund des Analysenergebnisses nicht eindeutig auf das applizierte Norsteroid zuriick ge-
schlossen werden, so dass nicht zwischen einer Einnahme von Prohormon-Pridparaten und
Nandrolon-Injektionen unterschieden werden kann. Es kommt lediglich zu verschiedenen
Ausscheidungskinetiken von Norandrosteron. So erreichte die urinidre NA-Konzentration
nach oraler Einnahme von 50 mg Norandrostendion Werte bis 100.000 ng/ml, die Nachweis-
barkeit insgesamt lag bei maximal 10 Tagen (/). Eine intramuskuldre Injektion von 50 mg
Nandrolondecanoat fiihrte durch die Depotformulierung zu maximalen NA-Konzentration
von etwa 46-899 ng/ml am Tag nach der Verabreichung und noch bis zu 40 ng/ml nach 33
Tagen. Nach Injektion von 150 mg Nandrolondecanoat konnte Norandrosteron sogar noch

nach 180 Tagen im Urin der Probanden nachgewiesen werden (57).

Durch mangelnde Hygiene in Betriecben zur Herstellung von Nahrungs-
ergdnzungsmitteln passiert es auch, dass Spuren von Nandrolon-Prohormonen in herkémmli-
che Produkte wie Vitamin- oder Mineralstoff-Préparate verschleppt werden. Bereits sehr
geringe Verunreinigungen mit Norandrostendion oder Norandrostendiol kdnnen zum Auftre-
ten von Norandrosteron im Urin fithren und so einem positiven Dopingtest verursachen (65,

66, 81, 82).

2.3.3 Applikationsarten

Als Resorption wird die Aufnahme eines Arzneistoffes vom Applikationsort in die
Blutbahn bezeichnet. Sie beruht auf den physikalischen Prozessen der Diffusion und der
Verteilung und wird durch geringe Molekiilgrofle, Lipophilie des Arzneistoffes und starke

Durchblutung sowie gute Permeabilititsverhéltnisse an der Applikationsstelle begiinstig.
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Orale Applikation

GroBtenteils werden die Prohormone des amerikanischen Nahrungsergénzungsmittel-
Marktes in Form von Kapseln oder Tablette angeboten, die dann mit etwas Fliissigkeit herun-
ter geschluckt werden. Diese Applikationsform wird als (per)oral bezeichnet. Nach gastroin-
testinaler Resorption gelangen die Substanzen iiber den Pfortaderkreislauf zur Leber, in der
bereits erste Metabolisierungsreaktionen und sogar Eliminierungsprozesse stattfinden konnen,
bevor sie nach Herz- und Lungepassage den systemischen Kreislauf erreichen. Die prisyste-
mische Elimination in der Leber vermindert den Anteil der Arzneimittel, der unverindert den
systemischen Kreislauf erreichen und seine Wirkung entfalten kann. Dieser so genannte First-
pass Effekt ist bei den Steroidhormonen sehr ausgeprédgt und war Anstof fiir diverse Versuche
der Wirkstoffprofilierung. Moglicherweise ist diese Applikationsform fiir Prohormone daher

ungeeignet, um bendtigte Wirkkonzentrationen zu erzielen.

Sublinguale Applikation

Prohormon-Préiparate der neueren Generation werden in Form von Sublingualtabletten
angeboten. Diese Tabletten werden unter die Zunge gelegt, um sie dort zergehen zu lassen.
Die in diesem Bereich auBlerordentlich gut durchblutete Schleimhaut erlaubt eine rasche
Resorption lipophiler, undissoziiert vorliegender Substanzen durch die orale Mukosa in den
systemischen Kreislauf. Es kommt zu einem schnellen Wirkungseintritt, da die Substanzen
nicht liber den Pfortaderkreislauf abtransportiert werden und die erste Leberpassage — und
somit auch der First-pass Effekt — umgangen wird. Studien mit sublingual verabreichtem
Testosteron zeigten im Vergleich zur oralen Applikation bemerkenswerte Ergebnisse hin-
sichtlich erzielter Plasmakonzentrationen (83). Aufgrund der erhdhten Bioverfligbarkeit von
geeigneten Wirkstoffen konnen diese in sublingualen Arzneiformen geringer dosiert werden.
Ebenso konnten Brown et al. mit der sublingualen Anwendung des Testosteron-Prohormons
Androstendiol signifikante Anstiege der Plasmakonzentrationen von Androstendion, freiem
Testosteron, Gesamt-Testosteron und Estradiol erzielen (84). Diverse neue synthetische Pro-
hormone, die zurzeit noch legal auf dem amerikanischen Nahrungsergéinzungsmittel-Markt
erhiltlich sind, werden auch als mukoadhidsive Pléttchen angeboten. Diese werden mit Spei-
chel befeuchtet, innen an die Backentasche geklebt und geben auf diesem Weg den Wirkstoff
direkt an die Mundschleimhaut ab (bukkale Applikation).
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Diese Formulierungen zur sublingualen und bukkalen Applikation enthalten als Hilfs-
stoff Hydroxypropyl-p-Cyclodextrin, das im Sinne einer Wirt-Gast-Beziehung einen Kom-
plex mit den Prohormonen eingeht. Cyclodextrine fungieren als Transportmittel, indem sie
die lipophilen Steroide im wissrigen Medium zu der relativ lipophilen Membran der Mund-
schleimhaut bringen. Dort kdnnen die Wirkstoffmolekiile direkt — ohne selbst hydratisiert zu

werden — die Membran penetrieren (85).
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The old way to take Pro-Hormones -
through the digestive system. Using Cycloplex Pro-Hormones

Abbildung 12: Veranschaulichung der Prohormon-Aufnahme iiber den Gastro-Intestinal-Trakt (orale
Applikation, links) bzw. iiber die Mundschleimhaut (sublinguale und bukkale Applikation); Quelle:
http://www.netrition.com/cycloplex_page.html

Um tatséchlich Kenntnis dariiber zu erlangen, ob und in welchen Mengen die Bildung
von Nandrolon aus der Einnahme von Nandrolon-Prohormonen resultiert, wurde eine klini-
sche Studie mit verschiedenen Prohormon-Priparaten durchgefiihrt. In den folgenden Kapi-
teln dieser Arbeit werden die Studienorganisation dieser unter das Arzneimittelgesetzt
fallenden klinischen Priifung beschrieben und die experimentellen Methoden vorgestellt, mit
denen die Produkte selber und die Blutproben der Probanden untersucht wurden. Schlielich
werden die Ergebnisse der Ausscheidungsversuche mit vier verschiedenen Prohormon-
Préparaten, die von acht Probanden in einem cross-over Design eingenommen wurden, vorge-

stellt.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Steroide

Fiir die Entwicklung der analytischen Methode wurden die Steroide Norandrosten-
dion, die isomeren A*- und AS-Norandrostendiol, Nandrolon, Norandrosteron und
Noretiocholanolon benutzt (im Folgenden als Analyten bezeichnet). Als interne Standards
wurden die deuterierten Steroide d;-Nandrolon (d;-NL), d;-Norandrostendiol (d3-NDiol) und

ds;-Noretiocholanolon (d;-NE) eingesetzt.

3.1.1 Analyten

Die Referenzverbindungen von Nandrolon, Norandrostendion und A’-Norandro-
stendiol wurden kauflich erworben. Die Norsteroide A*-Norandrostendiol, Norandrosteron
und Noretiocholanolon entstammen fritheren Projekten in unserem Labor, in denen sie nach
gangigen Verfahren (86, §7) synthetisiert wurden. In Tabelle 1 sind die chemischen Bezeich-
nungen, die verwendeten Abkiirzungen, die Molekulargewichte (My), die Quellen sowie die

entsprechenden Strukturformeln wiedergegeben.

3.1.2 Interne Standards

Zur Ermoglichung und Optimierung der quantitativen Auswertung wurde mit deute-
rierten internen Standards gearbeitet (IStds, Tabelle 2). Das d;-NE wurde von der Firma LCG
Promochem erworben. Das dreifach deuterierte Nandrolon entstammt einer Eigensynthese aus
unserem Labor. Durch Reduktion wurde fiir diese Studie daraus d;-NDiol gewonnen. Dazu
wurden 5 mg ds;-NL in 10 ml Ethanol (80 %) angeldst, mit 1 mg NaBH, (1,5 M Uberschuss)
versetzt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Abdampfen des Losungsmit-
tels wurde der Riickstand in 10 ml H,O angeldst und gegen 20 ml fert.-Butylmethylether

ausgeschiittelt. Die Etherphase wurde abgenommen und eingeengt.
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No

9

Quelle/

Referenzverbindungen Abk. My (Reinheitsgrad) Strukturformel
Norandrostendion ND 272  Steraloids, 2
(Estr-4-en-3,17-dion) London, GB J/i\/éji

0
A*-Norandrostendiol NDiol 276  Eigensynthese 4
(Estr-4-en-3f3,17p3-diol) (95%) /@igji
HO
A’-Norandrostendiol A>-NDiol 276  Steraloids, o
(Estr-5-en-3f3,17p-diol) London, GB /Oigjig
HO
Nandrolon NL 274  Sigma-Aldrich P
(Nortestosteron, Chemie GmbH,
17B-Hydroxyestr-4-en- Miinchen
3-on) (> 99%)
o
Norandrosteron NA 276  Eigensynthese
(3a-Hydroxy-5a-estran- (> 97%)
17-on)
Ho™”
Noretiocholanolon NE 276  Eigensynthese 2
(3a-Hydroxy-5p-estran- (> 97%)

17-on)

H O\\\“‘ '

Tabelle 1: Analyten
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Quelle/
Interner Standard Abk. My (Reinheitsgrad) Strukturformel
ds;-Norandrostendiol d;-NDiol 279  Eigensynthese
(16,16,17-*Hs-Estr-4-en- (3p/3a-Isomere:
3B,17p-diol) 75/25; m/m)
ds;-Nandrolon d;-NL 277 Eigensynthese
(ds-Nortestosteron, (96 %)
16,16,17-"H;-17p-Hy-
droxyestr-4-en-3-one)
d;-Noretiocholanolon d;-NE 279 LCG Promochem, 7P
(3,4,5-*Hz-3a-Hydroxy- Wesel
5pB-estran-17-on) (98%)
HO™|
D D

Tabelle 2: Interne Standards
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3.1.3 Charakterisierung mittels GC/MS-Analyse

Zur gaschromatographischen/massenspektrometrischen Charakterisierung wurden
alle Verbindungen als bis-Trimethylsilyl-Derivate vermessen. Dazu wurden jeweils 100 ppm-
Standardlosungen der Steroide (Losungsmittel: Methanol) hergestellt. Davon wurden 100 pl
zur Trockne eingedampft und mit 100 pl Derivatisierungsreagenz bestehend aus N-Methyl-N-
trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA), Ammoniumiodid (NH4I) und Ethanthiol [1000:2:3
(m:v:m)] bei 60 °C fiir 15 Minuten umgesetzt. Hierbei werden alle freien Hydroxygruppen
und — durch das in situ entstehende Trimethyliodsilan unter Enolisierung — die Ketofunktio-

nen derivatisiert.

GC/MS-Parameter: Agilent HP 6890/5973-System; Séule: HP-5MS, 17 m x 0,25 mm,
0,25 pum; Triagergas: Helium, 0,8 ml/min, Constant Flow-Modus; Temperaturprogramm:
140 °C 10°C/min auf 320 °C, 3 pl Injektionsvolumen, Splitverhdltnis 15:1, MS: EI-Scan-
Modus, Scanbereich 40-800 Da

3.2 Prohormon-Praparate

Fiir diese klinische Studie wurden tiber verschiedene amerikanische Internetanbieter
Norandrostendion- sowie A*- und A’-Norandrostendiol-haltige Nahrungsergéinzungsmittel
bestellt, die in Tabelle 3 vorgestellt werden. Wenn mdglich, wurden neben Produkten, die

Kapseln enthielten, auch Préparate zur sublingualen Applikation erworben.

3.2.1 Uberpriifung mittels GC/MS-Analyse

Zur Uberpriifung von Identitit und Reinheit wurden qualitative Analysen aller Pro-
dukte mittels Gaschromatographie/Massenspektrometrie durchgefiihrt. Dazu wurde jeweils
eine Kapsel bzw. Sublingualtablette mit 10 ml Methanol extrahiert. Von den erhaltenen me-
thanolischen Losungen wurde jeweils eine 1:100-Verdiinnung hergestellt. Diese wurden
analog den Referenzverbindungen analysiert (sieche 3.1.3) und anhand der auftretenden Reten-

tionszeiten und Massenspektren mit diesen verglichen.
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Prohormon/ Formulierung ~ Anzahl  Dosierung/ Abbildung
Prdparat Einheit
Norandrostendion Kapseln 60 100 mg
19-NORANDROSTENEDIONE

Charge: N019902001

Prolab Nutrition
11 Britton Drive, Bloomfield, CT,
USA

Norandrostendion Sublingual- 60 25 mg
NORCYCLODIONE tabletten

Charge: SN138

SportsOne Wallingford,
CT 06492, USA

A*-Norandrostendiol Kapseln 60 100 mg
NORANDRODIOL

Charge: —

SportsOne Wallingford,
CT 06492, USA

A*-Norandrostendiol Sublingual- 60 25 mg
CYCLO-NORDIOL tabletten

Charge: —

SportsOne Wallingford,
CT 06492, USA

A3-Norandrostendiol Kapseln 60 50 mg
NorDiol 5 P

SPORTS ONE

Charge: 2141

SportsOne Wallingford,
CT 06492, USA

Tabelle 3: Prohormon-Priparate
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3.3 Klinische Studie

3.3.1 Gesetzliche, ethische und administrative Regelungen

Norandrostendion- und Norandrostendiol-haltige Produkte sind in Deutschland nicht
verkehrsfahig. Sie werden hier nicht als Nahrungsergdanzungsmittel eingestuft, sondern haben
aufgrund ihrer Zweckbestimmung und der hormonellen Struktur den Status nicht zugelasse-
ner Arzneimittel und unterliegen somit dem Arzneimittelgesetz (Gesetz iiber den Verkehr mit
Arzneimitteln vom 24.8.1976, AMG). Ausscheidungsversuche mit Prohormonen gelten dem-
nach als klinische Priifung von Arzneimitteln, die nach AMG § 4, Absatz 23, "... jede am
Menschen durchgefiihrte Untersuchung, die dazu bestimmt ist, klinische oder pharmakologi-
sche Wirkungen von Arzneimitteln zu erforschen oder nachzuweisen oder Nebenwirkungen
festzustellen oder die Resorption, die Verteilung, den Stoffwechsel oder die Ausscheidung zu
untersuchen, mit dem Ziel, sich von der Unbedenklichkeit oder Wirksamkeit der Arzneimittel
zu iiberzeugen...“ ist. Der sechste Abschnitt des AMG (§§ 40—42) befasst sich mit dem Schutz
des Menschen bei der klinischen Priifung und wurde im vollen Umfang bei dieser Prohor-
mon-Studie beriicksichtigt. Des Weiteren wurde im Sinne der Deklaration von Helsinki die
ethischen Grundsitze fiir die medizinische Forschung am Menschen sowie geltende Daten-

schutzbestimmungen eingehalten.

Obwohl Nandrolon-Prohormone iiber Jahre hinweg in den USA als Nahrungsergén-
zungsmittel von vielen Menschen eingenommen wurden, wurde diese Studie von der zustdn-
digen Ethik-Kommission als Phase I (,,First in Man*) der klinischen Priifung eingestuft, da es
sich rechtlich um die erstmalige Anwendung dieser nicht zugelassenen Arzneimittels am
Menschen handelte. Als Leiter der klinischen Priifung fungierte Dr. Marcel Reiser von der
Klinik I fiir Innere Medizin der Universitit zu Koln. Die Aufgaben der Priifarztin wurden von
Frau Dr. Petra Platen vom Institut fiir Kreislaufforschung und Sportmedizin der Deutschen
Sporthochschule Koln iibernommen. Fiir die Studie wurden ein Priifplan, eine Probandenin-
formation und Einverstdndniserklarungen entworfen sowie eine Probandenversicherung
abgeschlossen. Die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultit der Universitidt zu Koln
hat den Antrag auf Studiendurchfithrung zustimmend bewertet. Die Durchfiihrung der Studie
wurde sowohl bei der ortlichen Gesundheitsbehorde als auch beim Bundesinstitut fiir Arz-

neimittel und Medizinprodukte (BfArM, Bonn) als Bundesoberbehorde angezeigt.
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3.3.2 Probanden

An der Studie nahmen acht ménnliche Probanden aus dem Umfeld der Deutschen
Sporthochschule Koln teil. Sie wurden von der Priifdrztin auf ihre Eignung und den positiven
Gesundheitszustand untersucht. Zur weiteren Kontrolle wurden Blut- und Urinunter-
suchungen vorgenommen (siche Ein- und Ausschlusskriterien). Die Studienteilnehmer wur-
den ausfiihrlich anhand der erstellten Probandeninformation iiber die geplante klinische Stu-
die sowie die Versicherungs- und Datenschutzbestimmungen informiert. Alle Probanden
mussten eine schriftliche Einverstdndniserkldrung unterschreiben. Der Riicktritt von der

Studienteilnahme war zu jeder Zeit auch ohne Angabe von Griinden moglich.

Die fiir die klinische Studie aufgenommenen Probanden (V1-V8) waren zu Studien-
beginn zwischen 25-51 Jahre alt (32,8 + 7,5) und wiesen ein Korpergewicht von 67-99 kg

(81,6 = 10,7) auf. Folgende Ein- und Ausschlusskriterien wurden von ihnen erfiillt:

Einschlusskriterien
= Gesunde, freiwillige ménnliche Probanden im Alter zwischen 18 und 50 Jahren
=  Unauffillige korperliche Untersuchung durch den Priifarzt (RR, Puls, Temperatur)
*  Unauffillige Anamnese

=  Unauffilliges Labor
(Parameter: Na, K, Cl, Glu, Albumin, Eiweil}, Kreatinin, Harnstoff, GOT, GTP, CK,
P.-Amylase, Bilirubin, AP, LDH; BSG, kleines Blutbild, Differenzialblutbild)

=  Probanden, die bereit und in der Lage sind, an allen Untersuchungen teilzunehmen

=  Schriftliche Einverstidndniserkldrung des Probanden

Ausschlusskriterien
=  Missbrauch anaboler androgener Steroide (Screening auf Urinmetaboliten)
=  Missbrauch sonstiger Medikamente oder Alkohol-Missbrauch
= Nieren- oder Leberinsuffizienz
= Zustand nach Prostata- oder Mammakarzinom

*  Verdacht auf oder manifeste Tumorerkrankung
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3.3.3 Studiendesign

In einer offenen, monozentrisch angelegten klinischen Studie der Phase I wurden den
Probanden jeweils die in Tabelle 4 aufgefiihrte Einzeldosen der verschiedenen Prohormon-
Priparate verabreicht. Die Einnahme der Kapseln erfolgte durch Schlucken mit etwas Wasser.
Die Sublingualtabletten wurden zehn Minuten unter der Zunge belassen und nicht aufgeloste
Reste anschliefend geschluckt. Die Probanden waren zum Zeitpunkt der Prohormon-

Applikation und wéhrend der folgenden zwei Stunden niichtern.

Versuch Prohormon Produkt Dosis
. . 100 mg
1 Norandrostendion 19-Norandrostenedione
(1 Kapsel)
. . 25 mg
2 Norandrostendion NorCycloDione

(1 Sublingualtablette)

3 A*-Norandrostendiol Norandrodiol 100 mg

(1 Kapsel)
4 A*-Norandrostendiol ~ CycloNorDiol 25 mg

(1 Sublingualtablette)
5" A°-Norandrostendiol NorDiol 5 100 mg

(2 Kapseln)

Tabelle 4: Liste der Priifpriparate und der verabreichten Dosierungen

"Laut Ergebniss der Qualititsiiberpriifung (siche Kapitel 4.2) enthielt das Produkt
NorDiol 5 nicht das deklarierte A°-Norandrostendiol, sondern 5-Androstendiol und wurde

deshalb den Probanden nicht verabreicht.
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Blutproben

Vor den Prohormon-Applikationen wurde den Probanden mit einer Brauniile ein
vendser Dauerzugang gelegt, der komfortable Blutabnahme vor sowie bis acht Stunden nach
Einnahme zu festgelegten Zeitpunkten ermdglichte (Tabelle 5). Am nichsten Tag (¢ = 24 h)
wurde eine weitere Blutprobe entnommen. Es wurden jeweils 10 ml Vollblut in mit K,-EDTA
bestiickte Blutrohrchen entnommen und diese sofort zentrifugiert. Das so von den Blutzellen
separierte Plasma wurde abgenommen und bis zur Analyse bei -20 °C tief gefroren. Die
Versuche fanden in einem Abstand von mindestens zwei Wochen statt, um die ndtige Aus-

waschphase zu gewihrleisten.

Nr.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ‘ 13

t‘O’ 100 200 30" 45 60" 90 2h 3h 4h 6h 8h‘24h

Tabelle 5: Zeitpunkte der Blutabnahmen nach Prohormon-Applikation

Urinproben

Vor sowie im Zeitraum von vierzehn Tagen nach den Prohormon-Applikationen wur-
den von den Probanden nach in Tabelle 5 aufgefiihrtem Schema Urinproben gesammelt. Dazu
wurde das jeweilige Gesamtvolumen notiert und je ca. 50 ml Urin abgenommen und bei

-20 °C eingefroren. Die Analyse dieser Proben war nicht Gegenstand dieser Arbeit.

t [Tag] Urinproben
0 1 Probe vor Prohormon-Applikation
14 jeder Urin wird gesammelt
5-8 Morgenurin

10, 12, 14 Morgenurin

Tabelle 6: Sammelschema fiir Urinproben
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3.4 Probenaufbereitung

3.4.1 Reagenzien

Von der Firma Merck KGaA (Darmstadt) wurden Kaliumhydroxyd (KOH; p.a.),
Natriumhydroxyd (NaOH; p.a.) und Natrium-dihydrogenphosphat-Monohydrat bezogen. Des
Weiteren wurde [-Glucuronidase von Escherichia coli (Roche Diagnostics, Mannheim)
benutzt. Als Losungsmittel wurden Methanol und terz.-Butylmethylether (TMBE), die vor
Gebrauch destilliert wurden, sowie n-Pentan (= 99%, K&M, St. Augustin) eingesetzt. Das
Derivatisierungsreagenz  MSTFA stammte von der Chemischen Fabrik Carl Bucher
(Waldstetten) und wurde ebenfalls vor Gebrauch destilliert. Ammoniumiodid (NH4I) und
Ethanthiol (> 97%) wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.

3.4.2 Aufarbeitung der Plasmaproben

Bestimmung der Gesamtfraktionen der Norsteroide

Zur Gesamtfraktion zéhlen sowohl die unkonjugiert im Plasma vorliegenden (,,frei-
en ) Norsteroide als auch die an Glucuronsédure gekoppelten (konjugierten) Verbindungen. Es
wurden jeweils 0,5 ml der Plasmaproben zur Aufarbeitung herangezogen, die mit 20 pl der
IStd-Mischung (IStd-Mix: d;-NL: 0,1 pg/ml; d3-NDiol: 0,1 pg/ml; d;-NE: 1,0 pg/ml) versetzt
wurden. Die enzymatische Hydrolyse der Konjugate fand nach Zugabe von 0,5 ml Phophat-
puffer (0,2 M; pH 7) und 50 pl B-Glucuronidase wéhrend Erwdrmung auf 50 °C fiir 60
Minuten statt. AnschlieBend erfolgte die Einstellung der Probe auf pH 12 mit 0,5 ml wissri-
ger KOH (0,5 M) und die erste Fliissig-fliissig-Extraktion (liquid-liquid extraction, LLE) mit
6 ml TBME. Die Probe wurde dabei fiir 15 Minuten geschiittelt und anschlieend zentrifu-
giert (10 min, 1200 g). Die organische Phase wurde in ein neues Reagenzglas iiberfiihrt und
zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde in 1 ml NaOH (0,01 M) aufgenommen und in
einer zweiten LLE mit 5 ml n-Pentan extrahiert. Nach erneutem Schiitteln und Zentrifugieren
wurde erneut die organische Phase abgenommen und diese mit 2 ml einer Methanol/Wasser-
Mischung (95:5; v:v) reextrahiert (15 min schiitteln). Nach anschlieBendem Zentrifugieren
wurde die n-Pentan-Phase verworfen und die verbleibende methanolische Losung zur Trock-
ne eingedampft. AbschlieBend wurden die Analyten mit 50 pl einer Mischung aus

MSTFA/NHyl/Ethanthiol [1000:2:3 (v:m:v)] wihrend 15 Minuten bei 60 °C derivatisiert.
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Aufarbeitungsschema

Gesamtfraktion der Norsteroide im Plasma

0,5 ml Plasma + 20 pl des IStd-Mix
Zugabe von 0,5 ml Phosphatpuffer (0,2 M pH 7)
und 50 pl B-Glucuronidase (E.coli)

y
enzymatische Hydrolyse bei 50 °C/60 min

Zugabe von 0,5 ml 0,5 M KOH und 6 ml TBME

!

15 min schiitteln, 10 min zentrifugieren

Organische Phase abnehmen und bis zur Trockne einengen,
dann Zugabe von 1 ml NaOH (0,01 M) und 5 ml n-Pentan

!

15 min schiitteln, 10 min zentrifugieren

n-Pentan-Phase abnehmen und Zugabe von 2 ml MeOH (95%)

!

15 min schiitteln, 10 min zentrifugieren

n-Pentan-Phase verwerfen und methanolische Phase zur Trockne einengen

!

Trockenlagerung im Exsikkator

Derivatisierung mit 50 pl MSTFA/NH4I/Ethanthiol [1000:2:3 (v:m:v)]
60 °C/15 min

!
GC/MS Messung

Abbildung 13: Aufarbeitungsschema fiir die Gesamtfraktion der Norsteroide im Plasma
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Bestimmung von unkonjugiert vorliegendem Nandrolon

Die Aufarbeitung der Plasmaproben zur Bestimmung des unkonjugiert vorliegenden
(,,freien ) Nandrolons (NL,,c) verlief analog der Prozedur fiir die Gesamtfraktion, jedoch

unter Auslassung der enzymatischen Hydrolyse:

Aufarbeitungsschema

Freie Fraktion der Norsteroide im Plasma

0,5 ml Plasma + 20 pl des IStd-Mix,
Zugabe von 0,5 ml 0,5 M KOH und 6 ml TBME

!

15 min schiitteln, 10 min zentrifugieren

Organische Phase abnehmen und bis zur Trockne einengen,
dann Zugabe von 1 ml NaOH (0,01 M) und 5 ml n-Pentan

!

15 min schiitteln, 10 min zentrifugieren

n-Pentan-Phase abnehmen und Zugabe von 2 ml MeOH (95%)

!

15 min schiitteln, 10 min zentrifugieren

n-Pentan-Phase verwerfen und methanolische Phase zur Trockne einengen

!

Trockenlagerung im Exsikkator

Derivatisierung mit 50 pl MSTFA/NH4I/Ethanthiol [1000:2:3 (v:m:v)]
60 °C/15 min

!
GC/MS Messung

Abbildung 14: Aufarbeitungsschema fiir die freie Fraktion der Norsteroide im Plasma
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3.4.3 GC/MS-Bestimmung

Zur Analyse der aufgearbeiteten Plasmaproben wurde ein GC/MS-System mit

Quadrupoldetektor der Firma Agilent mit folgenden Parametern verwendet:

Gas-Chromatograph: HP 6890

Massenselektiver Detektor: HP 5973

Injektionsvolumen: 2 ul (splitless)

Injektortemperatur: 300 °C

Trigergas: Helium, 1 ml/min (Constant Flow-Modus)

Trennsédule: HP-5 MS; 17 m x 0,25 mm x 0,25 pm

Temperaturprogramm: 100 °C — 40 °C/min — 190 °C — 5 °C/min — 240 °C —
40 °C/min— 320 °C, 3 min

Interface-Temperatur: 300 °C

Ionisierung: EI (70 V)

Aufnahmemodus: SIM

Folgende Tabelle gibt die im SIM-Modus aufgezeichneten charakteristischen Ionen
der bei der Messung als bis-TMS-Derivate vorliegenden Norsteroide wieder. Die fett darge-
stellten Werte stellen die jeweils intensivsten lonen dar, die dann zur Quantifizierung heran-

gezogen wurden.

Norsteroid m/z
ND 401 416
NDiol 405 420
NL 403 418
NA 405 420
NE 405 420
ds;-NDiol 408 423
ds-NL 406 421
d;-NE 408 423

Tabelle 7: Charakteristische Fragmentionen der Analyten und IStds
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3.4.4 Quantifizierung der Analyten

Die Zuordnung der nach GC/MS-Messung erhaltenen Peaks zu den entsprechenden
Analyten erfolgte anhand der Retentionszeiten und der Massenspektren. Fiir die Quantifizie-
rung wurde das indirekte Kalibrierverfahren genutzt. Dabei wurde die Signalgrofe aus den
Peakflichen des Analyten und des zugehorigen IStds berechnet (Abbildung 15a)). Die
Peakfldchen der deuterierten IStds wurden durch Abzug der Isotopensignale der korrespon-

dierenden Analyten korrigiert (Abbildung 15b)).

. AAnalyt . ANL
a) Signalgroffe = ———— b) Signalgrofe =
A 1su A g1 - (Ay *0,03)

Abbildung 15: Berechnung der Signalgrofie a) aligemein, b) mit Fliichenkorrektur am Beispiel von NL,
wobei die Fliche des deuterierten IStds um ca. 3% des Nandrolonsignals (entspricht Isotop auf m/z 421)
korrigiert wird.

Dieser Quotient wurde anhand einer durch Mehrpunktkalibrierung erhaltenen Regres-
sionsfunktion in die entsprechende Konzentrationsgrofle umgerechnet. Innerhalb jeder Pro-
bensequenz wurden Kalibrierproben mit sechs verschiedenen Konzentrationen der Analyten

mit aufgearbeitet und vermessen (Konzentrationen siehe Kapitel 3.5.2).
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3.5 Validierung der analytischen Methode

Die Validierung der analytischen Methode hinsichtlich Linearitdt, Quantifizie-
rungsgrenze, Richtigkeit, Genauigkeit und Wiederfindung erfolgte anhand der FDA Guidance
for Industry — Bioanalytical Method Validation (88).

Aufgrund der Ergebnisse der Qualitétsiiberpriifung des Produktes NorDiol 5 (sieche
Kapitel 4.2) wurde den Probanden kein A’-Norandrostendiol-haltiges Préparat verabreicht und

die Methode wurde folglich nicht beziiglich A*-NDiol validiert.

In Tabelle 8 sind die Konzentrationen der Standardlosungen dargestellt, die fiir die
Validierung eingesetzt wurden. Da in methanolischen Standardlosungen Stabilitidtsprobleme
bei Steroiden mit einer 3-Keto-4-en-Struktur auftraten, wurden alle Standardlésungen mit

Acetonitril hergestellt.

Analyt Konzentration in ug/ml

ND 0,002 0,01 0,1 1,0 -

NDiol 0,002 0,01 0,1 - -

NL 0,002 0,01 0,1 1,0 -

NA 0,002 0,01 0,1 1,0 10
NE 0,002 0,01 0,1 1,0 10

Tabelle 8: Konzentrationen der Standardléosungen der Analyten und IStds



3 Experimenteller Teil 43

Die Methode wurde fiir alle Analyten der Gesamtfraktion sowie fiir das unkonjugiert
vorliegenden Nandrolon (NL,,) validiert, dessen Bestimmung eine variierte Proben-

aufarbeitung zu Grunde liegt und daher im Folgenden jeweils gesondert aufgefiihrt wird.

Zur Ermoglichung und Optimierung der quantitativen Auswertung wurde mit deute-
rierten internen Standards gearbeitet, die den Plasmaproben vor Beginn der Aufarbeitung

zugegeben und zur Berechnung folgender Analyten genutzt wurden:

IStd Konzentration in den Quantifizierung von:
Plasmaproben:
ds;-NDiol 5 ng/ml NDiol
ds-NL 4 ng/ml NL, ND
d;-NE 40 ng/ml NA, NE

Tabelle 9: Konzentrationen und korrespondierende Analyten der deuterierten internen Standards
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3.5.1 Arbeitsbereiche

Nach ersten Vorversuchen wurden die entsprechenden Arbeitsbereiche fiir alle Analy-

ten festgelegt. Sie konnen Tabelle 10 entnommen werden.

3.5.2 Linearitat

Die Linearitéten iiber den entsprechenden Arbeitsbereichen wurden anhand von Kalib-
rierkurven iiberpriift, die die Beziehungen zwischen den Messsignalen und bekannten Kon-
zentrationen der Analyten aufzeigen. Dazu wurde Plasmablank mit sechs verschiedenen
Konzentrationen der Analyten und 20 pl der IStd-Mischung versetzt (,,gespiked*), aufgearbei-
tet und gemessen (jeweils Doppelproben). Es wurden die Quotienten der aus den GC/MS-
Chromatogrammen erhaltenen Flachenwerte fiir Analyt und entsprechendem IStd gebildet
und diese gegen die eingesetzten Konzentrationen aufgetragen. Nach iterativer Anpassung
verschiedener linearer Modelle bis maximal 2. Ordnung und varianzanalytischem Vergleich
(ANOVA, Software R) wurde jeweils das passendste Modell ausgesucht. Wenn moglich,
wurde auf den y-Achsenabschnitt verzichtet. Die berechneten Konzentrationen sollten nicht

mehr als 15 % von den Nominalwerten abweichen (max. 20 % bei der niedrigsten Konzentra-

tion).

Analyt Arbeitsbereich Konzentration (ng/ml)

ND 0,5-80 ng/ml 0,5 5 20 40 60 80
NDiol 0,5-10 ng/ml 0,5 2 4 6 8 10
NL 0,5-80 ng/ml 0,5 5 20 40 60 80
NA 5-2000 ng/ml 5 200 500 1000 1500 2000
NE 5-2000 ng/ml 5 200 500 1000 1500 2000
NLuync 0,5-5 ng/ml 0,5 1 2 3 4 5

Tabelle 10: Arbeitsbereiche und Konzentrationen der Analyten zur Uberpriifung der Linearitit
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3.5.3 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze (limit of detection, LOD) wurde anhand des Signal-Rausch-
Verhiltnisses (SRV) ermittelt. Dazu wurden Plasmablanks mit verschiedenen Konzentratio-
nen der Analyten gespiked (0,1 ng/ml; 0,2 ng/ml; 0,3 ng/ml; 0,5 ng/ml), aufgearbeitet und mit
der beschriebenen GC/MS-Methode gemessen. Als Nachweisgrenze wurde diejenige Analyt-

menge angesehen, bei der ein SRV der entsprechenden lonenspur = 3 erhalten wurde.

3.5.4 Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze ist die kleinste quantifizierbare Menge eines Analyten. Sie
wird auch mit LLOQ (Lower limit of Quantification) bezeichnet. Diese Konzentration stellt
die untere Begrenzung des Arbeitsbereiches eines Analyten dar und muss mit einer Richtig-
keit von 80—120 % und einer Prézision von maximal 20 % bestimmt werden kdnnen. Die
Bestimmungsgrenzen aller Analyten wurden innerhalb der Uberpriifung von Richtigkeit und

Prizision jeweils mit fiinf geforderten Proben bestétigt.

3.5.5 Richtigkeit und Prazision

Die Richtigkeit ist die systematische Abweichung eines ermittelten Wertes von einem
als richtig angesehenen Wert. Die Richtigkeit wird anhand wiederholter Analysen von Proben
bestimmt, deren Gehalt an Analyten bekannt ist. Die Préizision einer analytischen Methode

beschreibt die zufillige Abweichung von Messwerten um einen Mittelwert.

Je nach Grofle des Arbeitsbereiches wurden dazu fiir die zu bestimmenden Substanzen
zwei bis drei Konzentrationen ausgewihlt, wobei die niedrigste Konzentration an der Quanti-
fizierungsgrenze lag. Pro Konzentration wurden jeweils fiinf Bestimmungen durchgefiihrt.
Als Akzeptanzkriterium fiir die Richtigkeit gilt eine maximale Abweichung des Mittelwerts
von 15 % von dem als richtig angesehenen Wert (bzw. 20 % an der Quantifizierungsgrenze).
Die Bestimmung der Prizision erfolgt iiber die Berechnung der Variationskoeffizienten (CV)
fiir die jeweiligen Konzentrationen, der 15 % (bzw. 20 % an der Quantifizierungsgrenze)

nicht iibersteigen sollte.
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3.5.6 Wiederfindung

Die Wiederfindung der Analyten wurde je nach GroBle des Arbeitsbereiches anhand
von ein oder zwei verschiedenen Konzentrationen bestimmt. Dafiir wurden jeweils fiinf
Plasmablanks mit den in Tabelle 11 aufgefiihrten Konzentrationen gespiked (W1-W5) und
mit weiteren fiinf — unbelassenen — Plasmablanks (W6-W10) nach dem entsprechenden Auf-
arbeitungsschema aufgearbeitet. Nach dem letzten Extraktionsschritt und vor dem Trocknen
der methanolischen Phase wurde den Proben W1-W35 der bis dahin fehlende IStd zugegeben,
die Proben W6-W10 wurden mit den Analyten und dem IStd gespiked. Nach dem anschlie-
Bendem Trocknungsschritt, der Derivatisierung und GC/MS-Messung wurden die Mittelwerte
(MW) der Flachenwerte der jeweiligen Analyten (Xa) und IStds (Xisw) ermittelt und die
Wiederfindung wie folgt berechnet:

MW (Xa /X isdwi-ws 100

Wiederfindung = MW (Xp TX sedwewid
Analyt Konzentrationen (ng/ml)
ND 5 50
NDiol 5 -
NL 5 50
NA 10 500
NE 10 500
NLune 2,5 -

Tabelle 11: Konzentrationen der Analyten zur Uberpriifung der Wiederfindung
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3.6 Pharmakokinetische Auswertung

Die pharmakokinetische Analyse der Konzentrations-Zeit-Verldufe der Wirkstoffe und

der bestimmten Metaboliten im Plasma wurde anhand der ZielgroBen Ciuy, tmax und AUC

durchgefiihrt:
" Cuax: gemessene Spitzenkonzentration im Plasma
" Zeitpunkt der Spitzenkonzentration im Plasma
=  AUC: Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (area under the curve)

Die pharmakokinetischen KenngroBen Cy,,, und #,,,, flir die Variabeln ND, NDiol, NL,
NA, NE und NL,,. wurden direkt aus den Messwerten (ohne Kurvenanpassung) bestimmt.
Dabei lésst sich aus den C,,-Werten die Intensitit der zu erwartenden pharmakodynamischen
Effekte von Arzneistoffen abschétzen, die Plasmaspiegelmaximalzeiten erlauben Riick-
schliisse auf die Geschwindigkeitskomponente der Bioverfiigbarkeit. Die Berechnung der
AUC als MaB fiir den resorbierten Wirkstoffanteil erfolgte anhand von Aufaddition von Tra-

pezsegmenten (Trapezregel, Software: BIAS. for Windows).

3.7 Statistische Auswertung

Als statistische Kennwerte wurde der arithmetische MW als Mal3 der zentralen Ten-
denz verwendet. Er beschreibt die Summe der singuldren Messwerte (x;—x,), geteilt durch
deren Anzahl (n). Als Streuungsmal3zahl wurde die Standardabweichung (SD) berechnet, die
sich aus der Quadratwurzel der Varianz ergibt. Die Varianz einer Verteilung ist definiert als
Summe der quadrierten Abweichungen aller Messwerte vom arithmetischen Mittelwert,

dividiert durch die Anzahl aller Messwerte.

Um zu ermitteln, ob die unterschiedlichen Formulierungen von Kapsel (Kps) bzw.
Sublingualtablette (Subl) Einfluss auf die pharmakokinetischen Kenngroen Cuy fmae und
AUC der Variablen ND, NDiol, NL, NA, NE, und NL,,. haben, wurden diese jeweils inner-
halb der entsprechenden Behandlungsgruppen ND oder NDiol verglichen. Die pharmakokine-

tischen Kenngrofen C,., und AUC wurden fiir alle Variablen anhand des Kolmogorov-
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Smirnov-Tests auf Normalverteilung iiberpriift und mit Hilfe des gepaarten t-Tests
verglichen. Fiir die Auswertung der nicht einer Normalverteilung unterliegenden #,,.-Werte
wurde der nichtparametrische Wilcoxon-Test fiir abhéingige Stichproben herangezogen. Alle
Tests erfolgten zum Signifikanzniveau von 5 %. Da es sich bei dieser Untersuchung um
Signifikanztests beziliglich mehrerer voneinander abhédngiger Zielvariablen der gleichen
Stichprobe handelt, wurde eine a-Adjustierung nach Bonferroni vorgenommen (89). Hierbei
wird das angestrebte multiple Signifikanzniveau von o = 0,05 eingehalten, wenn die einzel-
nen Test zu o = 0,05/k (k= Anzahl der Variablen) durchgefiihrt werden. Pro Prohormon-
Studie wurde entweder ND oder NDiol sowie NL, NA, NE, und NL,,. in den Plasmaproben
bestimmt, so dass es sich jeweils um fiinf abhingige Variablen handelt. Die Entscheidung fiir
signifikant unterschiedliche Verhalten wird somit erst ab p < 0,01 getroffen. Die Berechnun-

gen wurden mit der Software R (90) und Exel 2004 durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Analytik der Referenzverbindungen

Im Folgenden sind die EI-Massenspektren der Analyten und IStds aufgefiihrt, die als
bis-TMS-Derivate vermessen wurden. Die Spektren wurden in 3 Abbildungen zusammenge-
fasst, die jeweils den/die Analyten und den zu dessen/deren Quantifizierung genutzten IStd

beinhalten.

Abbildung 16 a)—c) zeigt die Massenspektren der bis-TMS-Derivate von ND, NL und
dem IStd d3-NL. Die entsprechenden Molekiilionen (M") sind bei m/z 416, 418 bzw. 421
vorzufinden. Dabei ist der Wert von d3-NL durch das Vorhandensein von drei Deuteriumato-
men im Vergleich zu NL um 3 Da erhoht. Jeweils ein charakteristisches Fragmention ensteht
durch die Elimination eines Methylradikals zu M'-15. Da die Molekiiionen bedingt durch das
konjugierte m-Elektonensystem recht stabil sind, kommt es nur zu einer geringen Ausbeute

weiterer charakteristischer Fragmentionen.

Die Molekiilionen von NDiol und A’>-NDiol liegen bei m/z 420 und fiir den dreifach
deuterierten IStd d;-NDiol entsprechend bei m/z 423 (Abbildung 17 a)-)). Die Massen-
spektren der Diol-Verbindungen zeigen deutliche Fragmentierungsvorgénge. So treten cha-
rakteristische Fragmentionen bei m/z 405 bzw. 408, m/z 330 bzw. 333 und m/z 315 bzw. 318
auf. Diese — und weitere dieser Folge — erklédren sich durch Elimination eines Methylradikals
(-15 Da) und Trimethylsilanolgruppen (TMSOH, -90 Da). Wihrend bei den A*-Verbindungen
der Basispeak durch das Molekiilion reprisentiert wird, zeigt sich beim A>-NDiol der Ba-
sispeak bei m/z 330 (M'-90). Ein typisches Fragmention fiir sowohl 3- als auch 17-
hydroxylierte Steroide zeigt sich bei m/z 129. Dabei resultiert analog fiir das d;-NDiol das aus
dem D-Ring stammende Fragmention m/z 131, welches jedoch nur noch zwei Deuteriumato-
me beinhaltet (97). Das Fragmention m/z 142 entstammt dem undeuterierten A-Ring und ist

somit unverindert in den Massenspektren der drei Verbindungen erkennbar.
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Abbildung 18 a)—c) zeigt die Massenspektren der bis-TMS-Derivate von NA, NE und
dem IStd d;-NE. Die Molekiilionen liegen bei m/z 420 bzw. 423. Die entsprechenden Ba-
sispeaks ergeben sich jeweils aus der Abspaltung eines Methylradikals zu M'-15. Charakteris-
tische Fragmentionen enstehen weiterhin durch konsekutive Elimination von Trimethyl-
silanolgruppen (jeweils - 90 Da). Das aus dem C/D-Ring stammende Fragmention bei m/z
169 représentiert ein diagnostisches Zerfallsprodukt, das bei TMS-Derivaten von 17-Keto-
Steroiden auftritt (9/) und demnach unverdndert im Massenspektrum des d;-NE-bis-TMS

vorkommt.



4 Ergebnisse und Diskussion 51

a)

b)

¢)

Relative Intensitit

416

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

TMSO

73

| 91 12|9

169 194 23ﬂ

Y T P N WY

OTMS

»

287311326

401

L

0 40

80 120

Relative Intensitit

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

TMSO
73

91 129

. Lll. PR T P TR

200

m/z

160 240

280 320

194

||'-|l i I.' I

220 246 27 308

360

7460

403

A

418

0740

80

120

Relative Intensitit

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

" IL I 9 |1

A

160

129

200 240

m/z

194
182
P lnll I ||| 2 1|||9

yh

280

320

246 2§8 31831

360

400

421

406
e

0 40

80 120

160

200

m/z

240

280 320

360

400

Abbildung 16: EI-Massenspektren der bis-TMS-Derivate von a) Norandrostendion (My = 416),
b) Nandrolon (Mw = 418) und dem IStd d;-Nandrolon (M = 421)
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Abbildung 17: EI-Massenspektren der bis-TMS-Derivate von a) A*-Norandrostendiol (M =420),
b) A*-Norandrostendiol (Mw = 420) und dem IStd d;-Norandrostendiol (A%, MW = 423)
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Abbildung 18: EI-Massenspektren der bis-TMS-Derivate von a) Norandrosteron (My = 420), b) Nor-
etiocholanolon (Mw = 420) und dem IStd d;-Noretiocholanolon (MW =423)
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4.2 Uberpriifung der Prohormon-Priparate

Die Uberpriifung der Prohormon-Priiparate erfolgte anhand eines Vergleichs der Re-
tentionszeiten und Massenspektren der Referenzverbindungen mit den aus den Préparaten

extrahierten Substanzen (jeweils als bis-TMS-Derivate gemessen).

Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 zugesammmengefasst, in der jeweils die Retenti-
onszeiten sowie charakteristische Fragmentionen aufgefiihrt sind. Anhand der gewonnenen
Daten konnten die Identitdt der Inhaltsstoffe aus den Produkten, die laut Etikett Norandro-
stendion oder A*-Norandrostendiol enthalten sollten, bestitigt werden. Jedoch zeigten die
Daten des NorDiol 5-Produktes keine Ubereinstimmung mit der Referenzsubstanz
A’-Norandrostendiol. Die auffillige Erhchung der charakteristischen Ionen im Massen-
spektrum des extrahierten Produktes um jeweils 14 Da liel vermuten, dass es nicht um ein

Norsteroid, sondern um eine Verbindung mit Androstan-Grundgeriist handelt.

Referenz/ Retentionszeit Charakteristische lonen
Prohormon-Prdparat (min) m/z (vel. Intensitit)
ND 5.97 416 (1000 401 (100 194 (8) 169 (5)
19-Norandrostenedione 5.96 416 (100) 401 (12) 194 (5) 169 (5)
NorCycloDione 5.95 416 (100) 401 (10) 194 (8) 169 (5)
NDiol 5.84 420 (100) 405 (8) 142 15 129 (35)
Norandrodiol 5.82 420 (100) 405 (8) 142 (15) 129 (25)
Cyclo-Nordiol 5.83 420 (100) 405 (8) 142 (15) 129 (30)
A*-NDiol 5.79 4203  405® 3301000 129 35)
NorDiol 5 5.95 434 (35) 419 (15) 334 (70 129 (65)

Tabelle 12: Retentionszeiten und charakteristische Ionen der Referenzverbindungen und der extra-
hierten Prohormon-Priparate nach GC/MS-Messung der bis-TMS-Derivate
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Durch weitere Untersuchungen konnte bestétigt werden, dass es sich bei dem Inhalt
des Préparates NorDiol 5 um 5-Androstendiol (Androst-5-en-33,173-diol) handelte, dessen
Massenspektrum in Abbildung 19 gezeigt wird. Aufgrund dieses Analysenergebnisses konnte
dieses Préparat nicht in der klinischen Studie eingesetzt werden. Da zu diesem Zeitpunkt die
Vermarktung von A’-NDiol-haltigen Nahrungserginzungsmitteln in den USA eingestellt

wurde, war es nicht moglich, ein Alternativpraparat fiir die klinische Studie zu besorgen.
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Abbildung 19: Massenspektrum von 5-Androstendiol-bis-TMS
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4.3 GC/MS-Bestimmung der Analyten nach Probenaufarbeitung

Zur Bestimmung der Retentionszeiten aller Analyten nach Probenaufarbeitung wurde
ein Plasmablank mit jeweil 50 ng/ml NA und NE sowie 5 ng/ml ND, NDiol und NL und dem
IStd-Gemisch (40 ng/ml ds;-NE, 5 ng/ml d;-NDiol, 4 ng/ml d;-NL) versetzt, aufgearbeitet und
mit der GC/MS-Methode fiir Plasmaproben (siehe 3.4.3) gemessen. Das in Abbildung 20
dargestellte Chromatogramm wurde durch Exraktion der charakteristischen Ionenspuren der
entsprechenden Norsteroide gewonnen. Dabei werden die Peaks der IStds durch eine gepunk-
tete Linienfithrung verdeutlicht. Die Zuordnung der Analyten und IStds zu diesen lonen und
den ermittelten Retentionszeiten erfolgt in Tabelle 13. Zur besseren optischen Darstellung der
unterschiedlich starken Intensititen wurde eine zweite Groflenachse in das Diagramm einge-
fiihrt. Die Intensititen der Peaks mit einer Retentionszeit > 11 min (rechts der gestrichelten

Linie) beziehen sich demnach auf diese rechts positionierte zweite y-Achse.

Intensitit
10.13 - 12.58
300000 } ! 12.60 {0000
I
' 10.79 1 12.39 _
I
i 15000
|
1 I
200000 1 !
] ! ]
| 110000
10.77 i i
] N i
100000 } | -
] I 5000
| |
1 I
I
AQS“A‘ f A e —— 5 O sttty AT e
0 9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.5 Zeit (min)

Abbildung 20: GC/MS-Chromatogramm nach Aufarbeitung einer Plasmaprobe mit 50 ng/ml NA und NE
sowie 5 ng/ml ND, NDiol und NL und dem IStd (40 ng/ml d;-NE, 5 ng/ml d3-NDiol, 4 ng/ml d3-NL),
Messung als bis-TMS-Derivate, Extraktion der charakteristischen Ionenspuren
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Retentionszeit (min) Norsteroid Charakteristisches lon (m/z)
10.13 NA 405
10.77 ds-NE 408
10.79 NE 405
11.75 ds;-NDiol 423
11.77 NDiol 420
12.39 ND 416
12.58 d;-NL 421
12.60 NL 418

Tabelle 13: Zuordnung der Norsteroide zu den Retentionszeiten iiber die extrahierten Ionenspuren (m/z)

Zur Verdeutlichung werden in Abbildung 21 die extrahierten lonenchromatogramme
nach GC/MS-Analyse einer realen Plasmaprobe aus dieser Studie gezeigt. Die IStds sind
wiederum durch gepunktete Linien kenntlich gemacht. Die Plasmaprobe wurde dem Proban-
den V1 eine Stunde nach Einnahme von 25 mg NDiol (als Sublingualtablette) abgenommen.
Die Probe wurde sowohl fiir die Analyse der Gesamtfraktion der Norsteroide aufgearbeitet
(Abbildung 21 a)—c)) als auch fiir NL,,. (Abbildung 21 d)). Die Tabelle 14 zeigt die berech-

neten Konzentrationen der entsprechenden Norsteroide:

Norsteroid Konzentration (ng/ml)
NDiol 1,8
NL 11,9
NA 109,2
NE 20,7
NL e 2,2

Tabelle 14: Ermittelte Konzentrationen der Analyten eine Stunde nach Applikation von 25 mg NDiol als
Sublingualtablette bei einem Probanden (V1)
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Abbildung 21: GC/MS-Anaylse einer Plasmaprobe, die eine Stunde nach Einnahme von 25 mg NDiol als
Sublingualtablette abgenommen wurde. Die Analyten sind mit durchezogenen Linien, die IStds mit
gepunkteten Linien kenntlich gemacht (Konzentrationen siehe Tabelle 14).
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4.4 Validierung der analytischen Methode

Neben einer kurzen Darstellung der Ergebnisse der Methodenvalidierung fiir alle Ana-
lyten werden im Folgenden jeweils beispielhaft die Ergebnisse fiir NLy,. detailliert aufge-

fihrt.

4.4.1 Linearitat

Fiir alle Analyten konnte eine linaere Abhingigkeit der Messsignale von den einge-
setzten Konzentrationen iiber den jeweiligen Arbeitsbereich bestitigt werden (Tabelle 10).
Dabei konnte fiir die Berechnungen aller Analyten auf die Beriicksichtigung des
y-Achsenabschnitts verzichtet werden. Die berechneten Konzentrationen wichen in keinem

Fall mehr als 15 % von den Nominalwerten ab.

Korrelations-

Analyt Arbeitsbereich koeffizient (R°) Kalibrierfunktion
ND 0,5-80 ng/ml 0,9983 y =0,2516x
NDiol 0,5-10 ng/ml 0,9975 y =0,1846x

NL 0,5-80 ng/ml 0,9989 y =0,2963x

NA 5-2000 ng/ml 0,9974 y =0,061x

NE 5-2000 ng/ml 0,9979 y =0,0578x
NLune 0,5-5 ng/ml 0,9998 y =0,2869

Tabelle 15: Arbeitsbereiche und Konzentrationen der Analyten zur Uberpriifung der Linearitit
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Uberpriifung der Linearitit fiir NL,,.

Bei der Uberpriifung der Linearitit fiir NL,, ergab die Varianzanalyse keine signifi-
kante Verringerung der Restvarianz beim Vergleich der linearen Funktion mit der Funktion

2. Ordnung (p = 0,51) oder unter Einbeziehung des Ordinatenabschnitts (p = 0,91).

14

y =0,2869x
R2=0,9998

12

10

08

Quotient der Flichenwerte (NL,, /IStd)
04 08

T T T T T
1 2 3 4 5]

Konzentration (ng/ml)

Abbildung 22: Diagramm zur Ermittlung der Kalibrierfunktion von NL,,.

eingesetzte Flichenwert Flichenwert Quotient Berechnete entspricht dem
Konzentration NL,c IStd (d;-NL, NL,,./IStd Konzentration — Nominalwert zu
(ng/ml) korrigiert) (ng/ml)
0,5 4077 29005 0,1406 0,49 98 %
0,5 5819 39745 0,1464 0,51 102 %
1,0 8251 29225 0,2823 0,98 98 %
1,0 12636 41885 0,3017 1,05 105 %
2,0 12644 22047 0,5735 2,00 100 %
2,0 10707 18698 0,5726 2,00 100 %
3,0 22451 25914 0,8663 3,02 101 %
3,0 19490 22839 0,8534 2,97 99 %
4,0 18804 16762 1,1218 3,91 98 %
4,0 43447 37564 1,1566 4,03 101 %
5,0 47766 32761 1,4580 5,08 102 %
5,0 41163 28885 1,4251 4,97 99 %

Tabelle 16: Berechnung der Ist-Konzentration iiber die Fliichenwerte von NL,,. und d;-NL
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4.4.2 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenzen (LOD) lagen fiir alle Analyten zwischen 0,2—0,3 ng/ml und sind
in folgender Tabelle aufgelistet:

Analyt LOD (ng/ml)
ND 0,2
NDiol 0,3
NL 0,2
NA 0,2
NE 0,2
NLune 0,2

Tabelle 17: Nachweisgrenzen der Analyten

Nachweisgrenze von NL,,.

Eine mit 0,2 ng/ml NL versetzte Plasmaprobe erzielte nach Aufarbeitung und GC/MS-
Messung eine Signalhdhe fiir NL,,. von etwa 800 bei einem Basisrauschen von ca. 250. Das
entsprechende Chromatogramm fiir m/z 418 ist in Abbildung 23 a) dargestellt. Zum Vergleich
ist das entsprechende Zeitfenster fiir m/z 418 eines ungespiketen Plasmablanks mit aufgefiihrt

(Abbildung 23 b)).

Intensitat 12.69 Intensitat
12007 1200
a) m/z 418.00 b)
1000 / 1000
800 800 m/z 418.00
600 600
400 400
200 200
07135 12.6 12.7 12.8 Zeitminy 0 125 126 127 128 Zeit (min)

Abbildung 23: GC-MS-Chromatogramm fiir m/z 418 einer Plasmaprobe mit 0,2 ng/ml NL (a) sowie eines
Plasmablanks (b)
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4.4.3 Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenzen (LLOQ) fiir alle Analyten sind samt den ermittelten Werten
der definierenden KenngroBen Richtigkeit und Prézision in Tabelle 18 aufgefiihrt. Die mit
5,0 ng/ml relativ hohen LLOQs fiir NA und NE resultieren aus dem Ausmal3 der Arbeitsbe-
reiche (bis 2000 ng/ml). Alle Werte fiir Richtigkeit und Prizision blieben in dem geforderten
Rahmen von <20 %. Fiir die Berechnungen der Plasmakonzentrationen werden Konzentrati-

onen, die unter den LLOQs liegen mit 0,0 ng/ml aufgefiihrt.

Richtigkeit

Analyt (ig/Ole) (Abweic"hung vom Prc'iéi;ion,
Nominalwert)
ND 0,5 9,2 % 4,6 %
NDiol 0,5 11,4 % 6,5 %
NL 0,5 5,5 % 2,5%
NA 5,0 12,2 % 3,1 %
NE 5,0 10,4 % 2,1 %
NLune 0,5 9,9 % 7,4 %

Tabelle 18: Auflistung der LLOQs mit den ermittelten Werten fiir Richtigkeit und Priizision

Bestimmungsgrenze von NL,,.

Die Abbildung 24 zeigt das GC/MS-Chromatogramm fiir NLc (m/z 418) nach Auf-
arbeitung einer mit 0,5 ng/ml NL versetzten Plasmaprobe. Diese Konzentration enspricht dem

LLOQ von NL .
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Abbildung 24: GC-MS-Chromatogramm einer Plasmaprobe mit 0,5 ng/ml NL (m/7 418)
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4.4.4 Richtigkeit und Prazision

Die Werte fiir Richtigkeit und Prézision bei der Bestimmung aller Analyten lag inner-

halb der geforderten Grenzen von jeweils < 15 %.

eingesetzte Richtigkeit Prizision
Analyt Konzentration (Abweichung vom v ’
(ng/ml) Nominalwert

0,5 9,2 % 4,6 %
ND 25 7,0 % 1,0 %
80 3,0 % 3,0 %
) 0,5 11,4 % 6,5 %
Nbiol 10 0.4 % 2.2 %
0,5 5,5 % 2,5 %
NL 25 7,6 % 2,2 %
80 1,7 % 1,6 %
5,0 12,2 % 3,1%
NA 400 1,1 % 1,1 %
2000 4,3% 0,6 %
5,0 10,4 % 2,1%
NE 400 2,0 % 2,3 %
2000 4,9 % 1,1 %
0,5 9,9 % 7,4 %
Nlne 5 4.8 % 1,7 %

Tabelle 19: Bestimmung von Richtigkeit und Prizision fiir alle Analyten
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Richtigkeit und Prazision von NL,,.

Die Ergebnisse fiir die Richtigkeit und die Prizision bei der Bestimmung von NLp
konnen Tabelle 20 entnommen werden. Die Berechnung erfolgte mit je fiinf Proben bei zwei

verschiedenen Konzentrationen.

eingesetzte berechnete entspricht dem
Konzentration Konzentration Nominalwert zu
(ng/ml) (ng/ml)
0,5 0,56 112,6 %
0,5 0,58 116,5 %
0,5 0,57 113,0 %
0,5 0,47 93,8 %
0,5 0,57 113,4 %
0,55 109,9 % MW
9,9 % Abw. vom Nominalwert
7,4 % cv
5 4,70 94,1 %
5 4,72 94,4 %
5 4,83 96,5 %
5 4,87 97,5 %
5 4,66 93,3 %
4,76 95,2 % MW
4,8 % Abw. vom Nominalwert
1,7 % cv

Tabelle 20: Berechnung von Richtigkeit und Priizision am Beispiel von NL,;,,
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4.4.5 Wiederfindung

Die Wiederfindungsraten aller Analyten lag zwischen ca. 50-80 %.

eingesetzte .
Analyt Konzentration e o
(ng/mi)
0
ND 5 68,6 %
50 66,4 %
NDiol 5 53,8 %
5 66,1 %
NL ’
50 67,8 %
10 74,8 %
NA ’
500 81,1 %
10 74,3 %
NE ’
500 75,6 %
NLuyne 2,5 61,8 %
Tabelle 21: Wiederfindungsraten fiir alle Analyten
Bestimmung der Wiederfindung von NL,,.
Quotient der
Probe Flichenwerte
(NL,,,/1Std)
Wi 0,4096
w2 0,4893
W3 0,4303
W4 0,4379
W5 0,4746 MW W1-W5 0,4484
W6 0,6219
w7 0,7751
W38 0,7444
W9 0,7278
W10 0,7595 MW W6-W10 0,7257
Wiederfindung 61,8 %

Tabelle 22: Bestimmung der Wiederfindungsrate von NL,,. bei einer Konzentration von 2,5 ng/ml
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4.5 Plasmakonzentrationen der untersuchten Norsteroide nach
Applikation der Prohormon-Priparate

Im Folgenden werden die Resultate der Quantifizierungen der Analyten ND bzw.
NDiol, NL, NA und NE — jeweils bestimmt als Gesamtfraktion, die sowohl die konjugierten,
als auch die unkonjugierten Anaylten erfasst — sowie das frei vorliegende NL,,. in den Plas-

maproben der Probanden V1-V§ vorgestellt.

Die Ergebnisdarstellung erfolgt separat fiir jeden der vier durchgefiihrten Ausschei-
dungsversuche. Die ermittelten Plasmakonzentrationen fiir jeweils einen Analyten werden
dabei in Diagrammform présentiert und diskutiert. Die dargestellten individuellen Profile aller
acht Probanden vermitteln neben dem Verlauf der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve vor
allem einen Eindruck iiber die interindividuelle Streuung. Auf die Verwendung von Mittel-
wertsprofilen wurde aufgrund der o. g. Streuung verzichtet, da diese zu einer zu groflen Da-
tenreduktion und Artefaktbildung duch stark abweichendes Verhalten von z. B. V8 in
Versuch 3 fiihren wiirden. Im Anhang dieser Arbeit sind fiir jeden einzelnen Probanden die
im Untersuchungszeitraum festgestellten Konzentrationen aller Analyten in tabellarischer

Form dargestellt (Kapitel 6.1, Tabelle 26—Tabelle 36).
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4.5.1 Orale Applikation von 100 mg Norandrostendion

Plasmaspiegelverldufe von Norandrostendion

Nach Applikation einer 100 mg Kapsel ND (/9-Norandrostenedione) wurden fiir die
Probanden V1-V8 die in Abbildung 25 graphisch dargestellten Konzentrationen des verab-
reichten Norandrostendion im Plasma bestimmt. Die maximal erreichten Plasmakonzentratio-
nen (Cpqy) lagen zwischen 3,6-78,7 ng/ml. Die Zeitpunkte, zu denen diese Maximalwerte
gemessen wurden (Z,,), wurden zwischen 30 Minuten und 3 Stunden nach Applikation des
Prohormons erreicht. Dabei waren die ersten deutliche Konzentrationsanstiege nach etwa

30 Minuten festzustellen.
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Abbildung 25: Plasmaspiegelverliufe von ND nach oraler Applikation von 100 mg ND
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Plasmaspiegelverliufe von Nandrolon

Es konnte in den Plasmaproben aller Probanden das Vorkommen von Nandrolon
bestdtigt werden. Die maximal erzielten Plasmakonzentrationen an Nandrolon variierten
zwischen 4,5— 40,6 ng/ml. Diese wurden zwischen 45 Minuten und 3 Stunden nach der Ein-
nahme der Kapsel mit 100 mg Norandrostendion bestimmt. Die entsprechenden Plasmaspie-

gelverldufe fiir alle Probanden sind in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Plasmaspiegelverliufe von NL nach oraler Applikation von 100 mg ND
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Plasmaspiegelverldufe von Norandrosteron und Noretiocholanolon

Die Hauptmetaboliten Norandrosteron und Noretiocholanolon wurden in deutlich
hoheren Konzentrationen in den Plasmaproben der Probanden festgestellt. Die Werte fiir Cax
lagen zwischen 555,4-1644,8 ng/ml fiir NA und zwischen 140,7-549,0 ng/ml bei der
Bestimmung von NE. Nach 24 Stunden enthielten noch Plasmaproben von drei Probanden
NA (max. 7,0 ng/ml), NE konnte noch in einer Probe nachgewiesen werden (6,8 ng/ml).

Abbildung 27 (NA) bzw. Abbildung 28 (NE) zeigen die jeweiligen Plasmaspiegelverliufe.
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Abbildung 27: Plasmaspiegelverliufe von NA nach oraler Applikation von 100 mg ND
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Abbildung 28: Plasmaspiegelverliufe von NE nach oraler Applikation von 100 mg ND
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Plasmaspiegelverldufe von unkonjugiert vorliegendem Nandrolon

Nach oraler Applikation von 100 mg Norandrostendion zeigten Plasmaproben aller
Probanden geringe Mengen an unkonjugiert vorliegendem Nandrolon. Dabei konnten Kon-
zentrationen bis zu 3,1 ng/ml festgestellt werden (Abbildung 29). NL,,.-Konzentrationen in
den Plasmaproben von V6 und V8 lagen jedoch mit < 0,5 ng/ml unter der Bestimmungsgren-
ze (gekennzeichnet mit einer gestrichelten Linie in Abbildung 29) und konnten somit nicht

ausreichend genau quantifiziert werden.
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Abbildung 29: Plasmaspiegelverliufe von NL,,. nach oraler Applikation von 100 mg ND
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4.5.2 Sublinguale Applikation von 25 mg Norandrostendion

Plasmaspiegelverldufe von Norandrostendion

Die Applikation von jeweils einer Sublingualtablette mit 25 mg ND (NorCycloDione)
an die acht Probanden fiihrte zu einer raschen Resorption des Wirkstoffes und maximalen
Plasmakonzentrationen zwischen 12,5-60,2 ng/ml (Abbildung 30), die innerhalb von

30 Minuten nach der Anwendung auftraten.
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Abbildung 30: Plasmaspiegelverliufe von ND nach sublingualer Applikation von 25 mg ND
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Plasmaspiegelverldufe von Nandrolon

Nach sublingualer Verabreichung von 25 mg ND konnte in den Plasmaproben aller
Probanden die Enstehung von Nandrolon bestétigt werden. Es resultierten Nandrolon-
Plasmakonzentrationen zwischen 0,7—17,2 ng/ml. Die Konzentrationsspitzen wurden in einem
Zeitraum von 30 Minuten bis 3 Stunden nach Applikation der Sublingualtabletten erzielt. Die

entsprechenden Plasmaspiegelverldufe der acht Probanden sind in Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31: Plasmaspiegelverliufe von NL nach sublingualer Applikation von 25 mg ND
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Plasmaspiegelverldufe von Norandrosteron und Noretiocholanolon

Entsprechend der schnellen Resorption des sublingual verabreichten NDs sind auch
bei dessen Hauptmetaboliten Norandrosteron und Noretiocholanolon schnelle Konzentra-
tionsanstiege zu verzeichnen (Abbildung 32 und Abbildung 33). Die maximalen Plasmakon-
zentrationen, die fiir NA zwischen 169,1-318,2 ng/ml und fiir NE zwischen 18,5 —114,9

ng/ml lagen, wurden zwischen 45 und 120 Minuten nach Prohormon-Applikation erreicht.
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Abbildung 32: Plasmaspiegelverliufe von NA nach sublingualer Applikation von 25 mg ND
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Abbildung 33: Plasmaspiegelverliufe von NE nach sublingualer Applikation von 25 mg ND
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Plasmaspiegelverldufe von unkonjugiert vorliegendem Nandrolon

Nach Verwendung der 25 mg ND Sublingualtablette wurden in den Plasmaproben der
Probanden bis zu 1,7 ng/ml an unkonjugiert vorliegendem Nandrolon bestimmt (Abbildung
34). Die Werte fiir V5 lagen jedoch unter der Bestimmungsgrenze von 0,5 ng/ml, die durch
eine gestrichelte Linie im Diagramm angezeigt wird. Die Konzentrationsspitzen in den Pro-

ben der iibrigen Probanden wurde zwischen 10 und 90 Minuten nach Applikation gemessen.
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Abbildung 34: Plasmaspiegelverliufe von NL,,. nach sublingualer Applikation von 25 mg ND
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4.5.3 Orale Applikation von 100 mg Norandrostendiol

Plasmaspiegelverldufe von Norandrostendiol

Die perorale Applikation von 100 mg NDiol fiihrte nur zu geringen Plasma-
konzentrationen — bis zu 2,3 ng/ml — dieses Wirkstoffes bei den acht Probanden. Die in
Abbildung 35 gezeigten Konzentrationsverldufe lassen in diesem geringen Konzentrationsbe-
reich keine richtigen an- und absteigenden Phasen erkennen. Die Maximalwerte traten zwi-
schen 1-8 Stunden nach Applikation der Kapsel auf, und auch nach 24 Stunden zeigten
Proben zweier Probanden noch geringe NDiol-Konzentrationen. Bei dem Probanden V8§
konnte erst nach einer Verzogerungszeit von vier Stunden NDiol im Plasma bestimmt wer-

den. In den Plasmaproben von V5 wurde kein NDiol festgestellt.
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Abbildung 35: Plasmaspiegelverliufe von NDiol nach oraler Applikation von 100 mg NDiol
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Plasmaspiegelverldufe von Nandrolon

Die Einnahme von 100 mg NDiol fiihrte ebenfalls zu Bildung von Nandrolon. Auch
hier kam es zu fast gleichbleibend niedrigen Konzentrationsverldufen {iber den 8-stiindigen
Beobachtungszeitraum mit Maximalwerten bis zu 8,8 ng/ml. Wiederum konnte der Zielanalyt
in den Plasmaproben von V8 in den ersten vier Stunden nach Kapseleinnahme nicht nachge-
wiesen werden, bevor dessen Konzentration innerhalb der nidchsten vier Stunden auf
4,1 ng/ml anstieg. Erneut wiesen auch Plasmaproben zweier Probanden nach 24 Stunden noch
geringe Megen an NL auf. Im Plasma von V5, das auch kein NDiol aufwies, konnte ebenfalls

kein NL nachgewiesen werden.
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Abbildung 36: Plasmaspiegelverliufe von NL nach oraler Applikation von 100 mg NDiol
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Plasmaspiegelverldufe von Norandrosteron und Noretiocholanolon

Die Plasmaspiegelverldufe der Metaboliten Norandrosteron und Noretiocholanolon
nach peroraler Einnahme von 100 mg NDiol sind in Abbildung 37 und Abbildung 38 darge-
stellt. Es wurden maximale Plasmakonzentrationen von 53,4-461,7 ng/ml an NA und 22,0—
44,9 ng/ml an NE erreicht. Die Plasmakonzentrationen dieser Metaboliten nahmen innerhalb
des Beobachtungszeitraums nur langsam ab — nach 24 Stunden wurden noch bis zu ca.
30 ng/ml an NA und NE im Plasma einiger Probanden gemessen. Entgegen der Ergebnisse
fiir die Analyten NDiol und NL konnten in den Plasmaproben von V5 die Metaboliten NA

und NE nachgewiesen werden.

Es fillt erneut das schon charakteristische Konzentrationsprofil des Probanden V8 auf.
Nach geringem (NA) oder gar keinem Konzentrationsanstieg (NE) wéhrend der ersten vier
Stunden nach Prohormon-Applikation kam es im anschlieBenden vierstiindigen Zeitraum zu
deutlichen Zunahmen der Analyten im Plasma des Probanden. V8 erzielte insgesamt die
hochsten Konzentrationen an NA und NE in dieser Versuchsreihe, wobei ein weiterer Anstieg
im zeitlichen Verlauf (< 8 h) nicht ausgeschlossen werden kann. Ursache dieser, alle Analyten
betreffenden, abweichenden Plasmaspiegelverlaufe konnte eine verzdgerte Auflosung der

Kapselhiille im Gastrointestinal-Trakt sein.
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Abbildung 37: Plasmaspiegelverliufe von NA nach oraler Applikation von 100 mg NDiol
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Abbildung 38: Plasmaspiegelverliufe von NE nach oraler Applikation von 100 mg NDiol
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Plasmaspiegelverldufe von unkonjugiert vorliegendem Nandrolon

Die Einnahme von 100 mg NDiol in Kapselform resultierte nur in sehr geringen
Mengen an ,,.frei” vorliegendem Nandrolon im Plasma der Probanden. Tatséchlich iiberschrit-
ten nur die in zwei Plasmaproben von Probanden V7 bestimmten Konzentrationen die
Bestimmungsgrenze von 0,5 ng/ml (Abbildung 39, Bestimmungsgrenze als gestrichelte Linie

dargestellt). Diese Werte lagen bei 0,7 ng/ml (¢ = 45 min) und 0,6 ng/ml (¢ = 60 min).
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Abbildung 39: Plasmaspiegelverliufe von NL,,. nach oraler Applikation von 100 mg NDiol
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4.5.4 Sublinguale Applikation von 25 mg Norandrostendiol

Plasmaspiegelverldufe von Norandrostendiol

Nach sublingualer Applikation von 25 mg NDiol kam es zu einer schnellen Resorption
des Wirksoffes bei allen Probanden. Es wurden maximale Plasmakonzentrationen von 1,6—
4,3 ng/ml in den Plasmaproben bestimmt, die innerhalb von 45 Minuten erreicht wurden.
Dem schnellen Konzentrationsanstieg folgte ein stetiger Konzentrationsabfall, so dass inner-
halb von vier Stunden nach der Einnahme kein NDiol mehr in den Plasmaproben nachgewie-

sen werden konnte. Abbildung 40 zeigt die entsprechenden Plasmaspiegelverldufe der acht

Probanden.
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Abbildung 40: Plasmaspiegelverliufe von NDiol nach sublingualer Applikation von 25 mg NDiol
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Plasmaspiegelverldufe von Nandrolon

Bereits in den Plasmaproben aller Probanden, die 10 Minuten nach sublingualer Ver-
abreichung von 25 mg NDiol abgenommen wurden, konnte die Entstehung von Nandrolon als
Metabolit bestitigt werden. Die Konzentrationsspitzen der Probanden erzielt Werte von

4,4-20,2 ng/ml und wurden innerhalb einer Stunde nach Applikation erreicht (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Plasmaspiegelverliufe von NL nach sublingualer Applikation von 25 mg NDiol
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Plasmaspiegelverldufe von Norandrosteron und Noretiocholanolon

Entsprechend der schnellen Anflutung des sublingual verabreichten NDiol kam es
auch zu schnellen Konzentrationsanstiegen der Hauptmetaboliten NA und NE. Maximal
erzielten Plasmakonzentrationen reichen von 41,8—169,2 ng/ml fiir NA und 12,0-72,2 ng/ml
fiir NE. Nach 24 Stunden konnten in den Plasmaproben der Probanden noch geringe Mengen

an NA nachgewiesen werden, die jedoch unter der Bestimmmungsgrenze von 5,0 ng/ml

lagen.
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Abbildung 42: Plasmaspiegelverliufe von NA nach sublingualer Applikation von 25 mg NDiol
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Abbildung 43: Plasmaspiegelverliufe von NE nach sublingualer Applikation von 25 mg NDiol
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Plasmaspiegelverldufe von unkonjugiert vorliegendem Nandrolon

Schon 10 Minuten nach Applikation der 25 mg NDiol Sublingualtabletten wurden
beachtliche Konzentrationen an unkonjugiert vorliegendem Nandrolon in den Plasmaproben
der Probanden gemessen. Die Plasmaspiegelverldufe fiir die acht Probanden sind in
Abbildung 44 dargestellt. Die Maximalwerte zwischen 3,2-5,7 ng/ml wurden innerhalb
30 Minuten erreicht. Obwohl die Plasmakonzentrationen unter der Bestimmungsgrenze von
0,5 ng/ml (gestrichelte Linie im Diagramm) lagen, konnte auch 3 Stunden nach Einnahme in

Proben aller Probanden NL,,. nachgewiesen werden.
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Abbildung 44: Plasmaspiegelverliufe von NL,,. nach sublingualer Applikation von 25 mg NDiol
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4.6 Betrachtung einer moglichen hormonellen Aktivitit durch aktives
Nandrolon

In Studien zur Pharmakokinetik oder ménnlichen Zeugungsfahigkeit wurden nach i.m.
Injektionen von Nandrolonestern Plasmakonzentrationen bis zu 8 ng/ml NL,. erreicht. Als
Parameter zur Erfassung einer pharmakologischen Wirksamkeit diente dabei u. a. die resultie-

rende Testosteronsuppression, die bis zu einem Abfall von NL,. auf 0,3—1,2 ng/ml anhielt.

In Abbildung 45 sind die nach Einnahme der ND bzw. NDiol-haltigen Nahrungs-
erginzungsmittel resultierenden Plasmakonzentrationen an unkonjugiertem — pharmakolo-
gisch aktivem — Nandrolon noch einmal zusammengefasst. Dabei wurde der
Konzentrationsbereich von 0,3—1,2 ng/ml, der als minimale effektive Konzentration betrachtet
werden kann, schattiert dargestellt. Im ersten Ausscheidungsversuch mit 100 mg ND Kapseln
erreichten die Plasmawerte von sechs der acht Probanden diesen Konzentrationsbereich,
wobei zwei diesen deutlich liberschritten (Abbildung 45a)). Die sublinguale Verabreichung
von 25 mg ND fiihrte bei allen Probanden zu maximalen Plasmakonzentrationen an NL,y, die
im Bereich einer moglichen pharmakologischen Beeinflussung lagen (Abbildung 45b)). Wih-
rend die perorale Applikation von 100 mg NDiol nur bei einem Probanden zu quantifizierba-
ren Konzentrationenen an NL,, fiihrte (Abbildung 45c)) resultierte die sublinguale
Aufnahme von 25 mg NDiol in maximalen Plasmakonzentrationen zwischen 3,7-5,7 ng/ml
(Abbildung 45d)). Alle acht Probanden erreichten in diesem Ausscheidungsversuch iiber etwa
zwei Stunden NL,.-Plasmawerte, die pharmakologisch relevant und mit einer tatsdchlichen

Nandrolon-Therapie vergleichbar waren.

Diese Erkenntnisse lassen den Schluf} zu, dass sich die Prohormone ND und NDiol im
Phase-I-Metabolismus entprechend des Testosteron-Stoffwechsels durch Hydroxysteroid-
Dehydrogenasen zu Nandrolon umgesetzt werden. Die Ergebnisse aus den Ausscheidungs-
versuchen wiegen um so schwerer, wenn man bedenkt, dass die entsprechenden Konsumenten
diese Prohormon-Priparate mehrfach am Tag einnehmen und somit auch ldnger anhaltende
Wirkspiegel aufrecht erhalten werden konnen. In einschldgigen Internetforen wird die vier-
fach tdgliche Einnahme empfohlen, manche Sportler sprechen sogar von grammweiser

Dosierung der Prohormone (92).
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Abbildung 45: Konzentrations-Zeit-Verliufe von NL,,. im Plasma nach Applikation a) einer 100 mg ND

Kapsel, b) einer 25 mg ND Sublingualtablette, c¢) einer 100 mg NDiol Kapsel und d) einer 25 mg NDiol
Sublingualtablette; der Bereich der minimalen effektiven Konzentration ist schattiert dargestellt
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4.7 Pharmakokinetik und Statistik

Die nachstehende Tabelle enthélt die Mittelwerte (+ SD) der pharmakokinetischen
KenngroBen Cyay, tmax und AUC, die wihrend der Prohormon-Ausscheidungsstudien bei den

acht Probanden bestimmt wurden.

. oo (G bunax AUC
Priifmedikation il ) (h¥ng/ml)
100 mg ND (Kps)
ND 35,1 (£27,1) 1,3(£0,8) 61,0 (+47,6)
NL 17,8 (= 12,7) 1,4 (£ 0,8) 40,5 (£ 23,7)
NA 1045,6 (+ 366.9) 1,8 (£1,0) 2686,0 (+ 1033,7)
NE 353,6 (x122,4) 1,3(£0,8) 787,1 (£221,5)
NL,c 1,0 (*1,2) 1,2 (£ 0,5) 2,0 (£2,5)
25 mg ND (Subl)
ND 28,7 (= 15,7) 0,3(£0,1) 33,9 (= 16,4)
NL 6,0 (£5,9) 1,2 (£ 0,8) 10,5 (+ 8,6)
NA 240,7 (£ 60,7) 1,2(£0,5) 666,6 (+190,3)
NE 74,8 (£ 32,) 0,9 (+£0,4) 148,5 (£59,2)
NL,c 1,0 (0,5 0,6 (£ 0,5) 1,5 1,0)
100 mg NDiol (Kps)
NDiol 1,1 (£0,7) 4,3 (£2,7) 11,4 (£13,6)
NL 4,0 (£2,6) 2,6 (£2,6) 33,5 (£24,2)
NA 154,8 (= 130,8) 2,8 (£2,3) 1371,9 (£ 1365,0)
NE 37,7 (£ 6,9) 3,8 (£2,6) 529,1 (£ 185,7)
NL,c 0,1 (£0,3) (0,8)* 0,1 (£0,1)
25 mg NDiol (Subl)
NDiol 3,3(x£0,9) 0,4 (£0,2) 4.4 (£3,3)
NL 11,0 (= 6,4) 0,6 (£ 0,3) 15,3 (=7,6)
NA 106,3 (= 40,1) 0,9 (+0,3) 2779 (£122,9)
NE 28,5 (£ 20,8) 0,8 (+£0,3) 49,5 (+31,0)
NL,c 4,5(x0,8) 0,4(£0,1) 5,0 (% 1,2)

Tabelle 23: Zusammenfassung der berechneten pharmakokinetischen Parameter C,,,,, ... und AUC. Die
angegeben Werte stellen die Mittelwerte (+ SD) berechnet aus den jeweiligen Werten der acht Probanden
dar.

* nur bei einem Probanden bestimmbar; MW nicht berechnet
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Die Abbildung 46—Abbildung 50 verdeutlichen anhand von Balkendiagrammen die
AusmaBe der AUC-Werte als wichtigste pharmakokinetische Zielgroe. Abbildung 46 zeigt
die berechneten AUC-Werte des jeweiligen parent compounds ND bzw. NDiol nach deren
Applikation als 100 mg Kapsel oder 25 mg Sublingualtablette. Des Weitern werden die Fla-
chenwerte fiir NL, die der Hauptmetaboliten NA und NE, sowie des frei vorliegenden NL;

fiir alle vier durchgefiihrten Ausscheidungsstudien graphisch dargestellt.

MW und SD: AUC fiir ND/NDiol
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Abbildung 46: Graphische Darstellung der mittleren resultierenden AUC-Werte (+ SD) fiir ND bzw.
NDiol nach Applikation der ensprechenden Prohormon-Priparate
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Abbildung 47: Graphische Darstellung der mittleren resultierenden AUC-Werte (+ SD) fiir NL nach
Applikation der ensprechenden Prohormon-Priiparate
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MW und SD: AUC fir NA
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Abbildung 48: Graphische Darstellung der mittleren resultierenden AUC-Werte (+ SD) fiir NA nach
Applikation der ensprechenden Prohormon-Priiparate
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Abbildung 49: Graphische Darstellung der mittleren resultierenden AUC-Werte (+ SD) fiir NE nach
Applikation der ensprechenden Prohormon-Priiparate
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Abbildung 50: Graphische Darstellung der mittleren resultierenden AUC-Werte (+ SD) fiir NL,, nach
Applikation der ensprechenden Prohormon-Priiparate
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Die Uberpriifung der pharmakokinetischen KenngroBen C,,, und AUC anhand des
Kolmogorov-Smirnov-Tests ergab eine Normalverteilung fiir alle Variablen (ND, NDiol, NL,
NA, NE, NLyy). Der Vergleich zwischen Kapsel- und Sublingualtabletten-Einnahme beziig-
lich dieser Variablen wurde mit Hilfe des gepaarten t-Tests durchgefiihrt und die entprechen-
den p-Werte in Tabelle 24 aufgelistet. Die p-Werte fiir die tm.x-Vergleiche resultieren aus
Berechnungen mit dem nichtparametrische Wilcoxon-Test fiir abhingige Stichproben. Um
das multiple Signifikanzniveau von a = 0,05 einzuhalten, wurden die einzelnen Tests nach
Bonferroni jeweils zum Niveau a/k (o = 0,01) durchgfiihrt. Fiir p-Werte < 0,01 wird demnach
ein signifikanter Unterschied der entsprechenden Parameter festgestellt. Fiir die Berechnun-
gen wurde nicht beriicksichtigt, dass bei der sublingualen Applikation mit 25 mg nur ein

Viertel der Dosis im Vergleich zur Kapseleinnahme mit 100 mg der Prohormone verabreicht

wurde.
Vergleich ND Vergleich NDiol
Prameter Analyt Kps/Subl Kps/Subl
p p
Conax ND 0,5710 -
NDiol - 0,0001
NL 0,0043 0,0083
NA 0,0006 0,3333
NE 0,0003 0,3692
NL,ne 0,9930 <0,0001
ND 0,0007 -
Umax NDiol - 0,0018
NL 0,4535 0,0051
NA 0,0836 0,0119
NE 0,2599 0,0017
NL,ne 0,0391
AUC ND 0,1226 -
NDiol - 0,1976
NL 0,0007 0,0325
NA 0,0003 0,0048
NE 0,0001 0,0002
NL,ne 0,5485 <0,0001

Tabelle 24: Ergebnisse der p-Wert Berechnungen fiir C,,,,, #,,.x und AUC fiir den Vergleich zwischen
peroraler und sublingualer Prohormon-Applikation
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4.7.1 Vergleich zwischen oraler und sublingualer Applikation von Norandrostendion

Beziiglich des verabreichten ND ergaben sich keine signifkanten Unterschiede sowohl
in den gemessenen Spitzenkonzentration im Plasma der Probanden als auch in den AUC-
Werten nach Kapsel- bzw. Sublingualtabletten-Applikation. Jedoch konnte der mittlere Zeit-
punkt bis zum Erreichen der ND-Spitzenkonzentrationen im Plasma durch die sublinguale
Applikationsform signifikant verkiizt werden. Hinsichtlich des intermediér gebildeten NL und
der Hauptmetaboliten NA und NE ldsst sich zusammenfassend sagen, dass die orale Applika-
tion von 100 mg ND jeweils signifikant hohere maximale Plasmaspiegel und auch AUC-
Werte im Vergleich zur sublingualen Applikation von 25 mg ND hervorruft, sich die #,.-

Werte jedoch nicht signifikant unterscheiden.

Entgegengesetzt dazu fiihrten die verschiedenen Applikationsformen von ND nicht zu
signifikant unterschiedlichen C,,-und AUC-Werten fiir NL;n.. Auch wenn sich die #4-
Werte fiir NLy,. nach Anwendung der Sublingualtabletten im Vergleich zur Kapseleinnahme
halbierten, kann die Verkiirzung aufgrund der angewendeten konservativen Bonferroni-

Methode nicht als signifikant bezeichnet werden (p-Werte siche Tabelle 24).

4.7.2 Vergleich zwischen oraler und sublingualer Applikation von Norandrostendiol

Sowohl die perorale Gabe von 100 mg NDiol als auch die sublinguale Zufuhr von
25 mg NDiol fiihrte nur zu sehr geringen Plasmkonzentrationen des parent compounds.
Dennoch erzielte die Sublingual-Formulierung mit 3,3 ng/ml (+ 0,9) signifikant hohere Plas-
makonzentrationen an NDiol als das Kapselpréparat mit 1,1 ng/ml (+ 0,7). Die nur langsam
und flach abfallenden Konzentrationsverldufe nach der Kapseleinnahme fithren dennoch zu
im Mittel hoheren AUC-Werten fiir NDiol, deren Unterschied zu den Werten nach sublingua-
ler Anwendung aber nicht signifikant ausféllt. Die Zeit zum Erreichen der #,,,,-Werte wird
durch die sublinguale Zufuhr signifikant verkiirzt. Die maximal erreichten Plasma-
konzentrationen von intermedidr gebildetem NL liegen nach Einnahme der Sublingual-
tabletten signifikant hoher und werden auch signifikant schneller erreicht. Beziiglich der AUC
werden allerdings hohere Werte fiir NL nach peroraler Applikation erreicht, die wiederum aus
den langsam abflachenden Konzentrationsverldufen resultieren. Die C,,..-Werte der Hauptme-

taboliten NA und NE zeigen keine signifikanten Unterschiede nach Anwendung der verschie-
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denen Formulierungen. Die charakteristischen Konzentrations-Zeit-Verldufe sind auch hier
wieder Ursache der geringeren #,,-Werte nach sublingualer Applikation und héheren AUC-

Werten nach Kapseleinnahme (p-Werte siche Tabelle 24).

Die Betrachtung hinsichtlich der Bildung von NL,,. im Plasma der Probanden nach
peroraler und sublingualer Applikation von 100 mg NDiol zeigte unerwartet deutliche Unter-
schiede. Wihrend die Kapseleinnahme nur bei einem Probanden zu quantifizierbaren Kon-
zentrationenen an NLyy fithrte (Cpax = 0,7 ng/ml), kam es nach Anwendung der NDiol-
Sublingualtabletten mit Ciax = 4,5 (= 0,8) ng/ml NL,. zur Entstehung von pharmakologisch

wirksamen Konzentrationen bei allen teilnehmenden Probanden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Durchfiihrung einer klinischen Phase I-Studie
zur Untersuchung des in vivo Metabolismus der Nandrolon-Prohormone Norandrostendion
(ND) und Norandrostendiol (NDiol). Das Hauptaugenmerk wurde dabei auf die Umwandlung
der Prohormone in pharmakologisch aktives Nandrolon nach Einnahme entsprechender Nah-

rungsergdnzungsmittel gerichtet.

Als Studienmedikation wurden verschiedene Nahrungsergénzungsmittel, die jeweils
eines der Nandrolon-Prohormone enthielten, iiber amerikanische Internetanbieter bezogen.
Um den Einfluss der Arzneiform auf das entstehende Metabolitenprofil zu untersuchen, wur-
de die perorale Einnahme von Kapselpréparaten mit der Anwendung von Sublingualtabletten
verglichen. Sublingualtabletten ldsst man untert der Zunge zergehen. Die so iliber die Mund-
schleimhaut stattfindende Wirkstoffaufnahme bietet Vorteile hinsichtlich der Bioverfiigbar-
keit, so dass diese Préparate geringer dosiert werden konnen. Nach Untersuchungen auf
Qualitdt und Reinheit der Priparate standen folgende Produkte zur Studiendurchfithrung zur
Verfiigung:

= ]9-Norandrostenedione (100 mg ND/Kapsel)

= CycloNorDione (25 mg ND/ Sublingualtablette)
»  Norandrodiol (100 mg NDiol/Kapsel)

= Cyclo-Nordiol (25 mg NDiol/Sublingualtablette)

Die Studie wurde mit acht freiwilligen, ménnlichen Probanden durchgefiihrt, die durch
medizinische Untersuchungen fiir geeignet befunden wurden und allen Ein- und Ausschluss-
kriterien entsprachen. Im Abstand von mindestens zwei Wochen erhielten alle Probanden
jeweils eine Einzeldosis der Prohormon-Prédparate. Vor und im Zeitraum von acht Stunden
nach der Einnahme wurden den Probanden Blutproben abgenommen. Alle medizinischen
Mafnahmen wurden von einer Priifarztin im Institut fiir Sportmedizin und Kreislaufforschung
der Deutschen Sporthochschule Koln durchgefiihrt. Die Studie wurde von der Ethik-
Kommission der Medizinischen Fakultit der Universitdt zu Kdln positiv bewertet und beim
Kolner Gesundheitsamt sowie dem Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte

(BfArM, Bonn) angemeldet.
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Die Analyse der Blutproben fand im Institut fiir Biochemie der Deutschen Sporthoch-
schule K&ln mit den Techniken der Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC/MS)
statt. Die dazu entwickelte Methode wurde anhand der FDA Guidance for Industry — Bioana-
Iytical Method Validation validiert und erlaubte die Quantifizierung der applizierten Prohor-
mone Norandrostendion bzw. Norandrostendiol, von Nandrolon und den Hauptmetaboliten
Norandrosteron und Noretiocholanolon in den Plasmaproben der Probanden. Als pharmako-
logische  KenngrofBen  wurden die  gemessenen  Spitzenkonzentrationen  aller
Analyten im Plasma der Probanden (C,.,,), die Zeitpunkt dieser Spitzenkonzentration nach
Applikation (#,.) sowie die Flichen unter den Konzentrations-Zeit-Kurven (AUC) als Mal}

fiir die Bioverfiigbarkeit bestimmt.

Die Einnahme einer 100 mg ND Kapsel fiihrte zu maximalen Plasmakonzentrationen
in der Konjugatfraktion von 35,1 ng/ml (+ 27,1) des applizierten Prohormons ND, 17,8 ng/ml
(£ 12,7) Nandrolon, sowie 1045,6 ng/ml (+ 366,9) Norandrosteron und 353,6 ng/ml (+ 122,4)
Noretiocholanolon. Die Anwendung einer 25 mg ND Sublingualtablette resultierte in Cax-
Werten von 28,7 ng/ml (£ 15,7) fiir ND, 6,0 ng/ml (£ 5,9) fiir Nandrolon, 240,7 ng/ml
(£ 60,7) fiir Norandrosteron und 74,8 ng/ml (£ 32,8) fiir Noretiocholanolon. Die perorale
Verabreichung von 100 mg NDiol fiihrte zu maximalen Plasmakonzentrationen von 1,1 ng/ml
(£ 0,7) NDiol, 4,0 ng/ml (£ 2,6) Nandrolon sowie 154,8 ng/ml (£ 130,8) Norandrosteron und
37,7 ng/ml (£ 6,9) Noretiocholanolon. Die sublinguale Aufnahme von 25 mg NDiol resultier-
te in Cyu-Werten von 3,3 ng/ml (£ 0,9) fiir NDiol, 11,0 ng/ml (£ 6,4) fiir Nandrolon,
106,3 ng/ml (= 40,1) fiir Norandrosteron und 28,5 ng/ml (+20,8) fiir Noretiocholanolon.
Nach Applikation von ND sowohl in Kapselform als auch iiber die Sublingualtablette fiihrte
zu mittleren C,,-Werten von unkonjugiert vorliegendem — pharmakologisch aktivem —
Nandrolon von 1,0 ng/ml. Wéahrend nach peroral Einnahme von NDiol nur bei einem Proban-
den quantifizierbare Mengen an unkonjugierten Nandrolon festgestellt werden konnten
(Ciax= 0,7 ng/ml), fiihrte die sublinguale Aufnahme mit C,, = 4,5 ng/ml (£ 0,8) zu einer

eindeutigen Nachweisbarkeit von pharmakologisch aktivem Nandrolon bei allen Probanden.

Beziiglich der Zeitpunkte der Spitzenkonzentrationen in den Plasmaproben wurde
festgestellt, dass die sublinguale Aufnahme der Prohormone in einer signifikant schnelleren
Anflutung der Wirkstoffe und damit auch schnellerem Auftreten der verschiedenen Metaboli-
ten im Gegensatz zur Kapseleinnahme resultierte. Insgesamt fiihrte die Anwendung mittels

Sublingualtablette zu sehr gleichformigen Plasmakurven aller Analyten mit deutlichen Kon-
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zentrationsan- und -abstiegen bei allen Probanden. Die durch perorale Einnahme erzielten
Plasmakonzentrationen wiesen starke interindividuelle Streuungen auf. Die teilweise nur sehr
langsam abfallenden Konzentrationen fithren im Vergleich zur sublingualen Applikation —

trotz zum Teil niedrigerer C,.-Werte — zu deutlich hdheren AUC-Werten.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen erstmalig anhand von Blutuntersuchungen die
entstehenden Stoffwechselprodukte nach Einnahme der Nandrolon-Prohormone Norandro-
stendion und Norandrostendiol, insbesondere die im Phase-I-Metabolismus erfolgte enzyma-
tische Umsetzung zu pharmakologisch aktivem Nandrolon. Die Entstehung teilweiser
betrdchtlicher Nandrolon-Mengen ist besonders kritisch zu betrachten, da bereits Plasmakon-
zentrationen zwischen 0,3—1,2 ng/ml als minimale Wirkkonzentrationen beschrieben wurden,
die endokrinologische Wirkungen hervorrufen. Insbesondere die sublinguale NDiol-
Aufnahme resultierte bei allen Probanden kurzfristig in Nandrolon-Spiegeln, die mit einer
therapeutischen Nandrolon-Therapie vergleichbar sind. Diese Ergebnisse untermauern erst-
mals wissenschaftlich die Dringlichkeit des seit 2005 geltenden Verbots fiir den Verkauf

dieser Prohormon-Préparate als Nahrungserginzungsmittel.

Zur Abrundung die vorliegenden Studienergebnisse konnen zukiinftig noch die
Urinproben der Probanden, die auch wihrend allen Ausscheidungsversuchen mit den ver-
schiedenen Prohormon-Priparaten gesammelt wurden, analysiert werden. So kdnnen zu den
jeweiligen Plasmakonzentrationen die korrespondierenden Konzentrationen der uriniren
Metaboliten bestimmt werden. Weiterhin ist eine Aussage iiber den Zeitraum der Nachweis-
barkeit der Einnahme von ND bzw. NDiol iiber die Bestimmung des Hauptmetaboliten No-
randrosteron im Urin moglich. Da in den vergangenen Jahren immer mehr neue Prohormone
(u. a. von Testosteron, Dihydrotestosteron und Boldenon) entwickelt und als Nahrungsergén-
zungsmittel vertrieben wurden, wére auch hinsichtlich dieser Produkte die Gewinnung von
wissenschaftliche Daten iiber den Metabolismus und die Sicherheit fiir die Anwender nétig.
Die mit der 12. Novelle des Arzneimittelgesetztes eingetretene Verschiarfung der Auflagen fiir
klinische Priifungen wiirde die Durchfiihrung dieser Studien innerhalb der Hochschulfor-

schung jedoch fast unmoglich machen.
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6 Anhang

6.1 Tabellarische Auflistung aller Plasmakonzentrationen

Proband o) e e (n%l) e i
Vi 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:30 8.3 7.9 108.7 89.9 0.0

0:45 78,7 354 782.5 4732 13

1:00 450 36.1 978.4 462.6 23

130 308 406 989.2 3523 2.1

2:00 11,0 18.7 399.9 1163 1.7

3:00 9.0 9.9 225.0 572 13

4:00 4,0 34 94.4 2.6 0.0

6:00 2.1 1.8 30,0 12,3 0.0

8:00 11 0.5 18.1 114 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Proband o) e e (n%l) e i
V2 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 4.0 8.0 44.6 62.6 0.0

0:30 17.7 18,7 224.0 2463 0.0

0:45 19.3 305 440.7 358.2 0.7

1:00 19.3 322 5554 379.6 1.0

1:30 144 304 544.7 286.8 0.8

2:00 77 211 372.0 222.6 0.6

3:00 53 6.6 1492 137.0 0.0

4:00 2.9 3.0 757 822 0.0

6:00 0.9 0.6 209 317 0.0

8:00 1.0 0.0 18.4 28.5 0.0

24:00 0.0 0.0 6.0 6.8 0.0

Tabelle 25: Plasmakonzentrationen der Analyten bei den Probanden V1-V2 nach oraler Applikation von

100 mg ND
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Proband i) g i) i g e
V3 0:00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0:10 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0:20 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0:30 3,6 2.4 3503 120,9 0,0

0:45 4,5 3,3 7544 188,1 0,0

1:00 43 43 1020,4 218,5 0,0

1:30 6,0 5.4 1252,7 2782 0,0

2:00 7,8 8,5 1644,8 3333 0,0

3:00 32 2,2 529,1 83,2 0,0

4:00 0,8 0,6 112,3 243 0,0

6:00 0,0 0,0 48,4 16,3 0,0

8:00 0,0 0,0 255 9.4 0,0

24:00 0,0 0,0 6,2 0,0 0,0

Proband ! ND NL NA NE NLune
(h:mm) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/mi)

V4 0:00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0:10 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0:20 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0:30 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0:45 0,7 0,6 15,7 7,8 0,0

1:00 59,7 11,2 269,7 175,4 1,4

1:30 64,5 17,0 670,7 352,1 2,8

2:00 46,7 15,8 681,3 261,1 32

3:00 22,4 8,3 456,3 138,6 1,6

4:00 9,5 3,1 193,0 53,5 0,7

6:00 3,3 1,5 68,1 19,8 0,0

8:00 2.4 0,8 32,0 12,4 0,0

24:00 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0

Proband ! ND NL NA NE NLune
(h:mm) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/mi)

V5 0:00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0:10 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0:20 2,1 2.4 120,7 70,9 0,0

0:30 49,3 8,9 714,7 392,2 0,6

0:45 55,5 19,9 1178,2 470,8 0,7

1:00 50,5 16,9 1476,8 549,0 0,8

1:30 14,0 7,8 1192,7 239,2 0,5

2:00 8,3 5,6 747,0 129,3 0,7

3:00 4.4 1,8 2923 41,5 0,5

4:00 22 0,8 120,7 17,2 0,0

6:00 1,0 0,5 101,7 20,8 0,0

8:00 0,9 0,3 51,2 8,2 0,0

24:00 0,0 0,0 7.0 1,6 0,0

Tabelle 26: Plasmakonzentrationen der Analyten bei den Probanden V3-VS5 nach oraler Applikation von

100 mg ND



6 Anhang

97

Proband t e NL NA NE NLope
(h:mm) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/mi)

V6 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 2.7 0.0 0.0 11 0.0

0:20 54 2.8 212,0 1022 0.0

0:30 15,3 54 624.2 232.9 0.0

0:45 16,0 7.9 901.,6 287.4 0.0

1:00 258 9.1 10373 270.6 0.0

1:30 8.5 9.0 814.4 1634 0.0

2:00 7.1 7.6 738.5 141 4 0.0

3:00 8.5 8.3 655.2 1134 0.0

4:00 53 6.1 4474 662 0.0

6:00 32 12 1070 309 0.0

8:00 0.0 0.0 20,0 103 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Proband o) i e (n%l) i i
V7 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 1.4 22 108.8 55.5 0.0

0:30 245 6.7 466.5 245.0 0.0

0:45 275 114 786.8 3134 0.8

1:00 14,9 1.1 904.2 223.6 0.7

1:30 12,0 9.5 764.3 148.7 0.7

2:00 8.0 6.7 565.9 94,0 0.6

3:00 34 22 230,0 331 0.0

4:00 1.7 0.9 93,0 14,5 0.0

6:00 0.7 0.0 32,6 5.0 0.0

8:00 1.0 0.0 207 6.8 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Proband o) e e (n%l) e i
V8 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:30 0.0 0.0 24,0 0.0 0.0

0:45 0.8 0.8 1623 249 0.0

1:00 1.0 12 268.5 348 0.0

1:30 1.0 2.1 375.0 52.4 0.0

2:00 1.4 2.8 4953 56.5 0.0

3:00 3.6 45 1075.9 140.7 0.0

4:00 2.1 3.0 673.5 78.0 0.0

6:00 1.0 1.7 291,0 314 0.0

8:00 0.5 0.9 1188 16.9 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Tabelle 27: Plasmakonzentrationen der Analyten bei den Probanden V6-V8 nach oraler Applikation von

100 mg ND
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Proband o) e e (n%l) e i
Vi 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 24.6 0.8 9.5 6.4 0.5

0:20 38,7 52 155.0 71.9 1.0

0:30 283 8.1 2435 99.4 12

0:45 263 14,9 208.5 1106 1.0

1:00 25.9 17.2 3142 105.0 12

1:30 10.8 11.8 223.9 58.6 12

2:00 5.7 6.1 107.6 24,0 0.7

3:00 2.1 1.9 362 7.6 0.0

4:00 1.0 0.9 11.8 0.0 0.0

6:00 0.5 0.0 52 0.0 0.0

8:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Proband o) e e (n%l) e i
V2 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 18.0 0.6 0.0 0.0 0.0

0:20 60.2 22 27.0 14.6 1.4

0:30 547 8.6 75.0 60.7 1.6

0:45 18.1 127 1963 114.9 1.8

1:00 22,0 127 2115 103.0 1.4

1:30 1.6 6.8 1423 549 0.9

2:00 48 2.9 81.4 296 0.7

3:00 1.6 12 407 243 0.0

4:00 1.0 0.6 19.3 11.8 0.0

6:00 0.5 0.0 10,1 8.1 0.0

8:00 0.0 0.0 52 0.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Proband o) e e (n%l) e i
V3 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 13.5 0.0 10.8 0.0 0.8

0:20 78 0.5 61,7 8.9 0.0

0:30 5.8 1.0 139.1 18,5 0.0

0:45 44 0.7 1454 16,7 0.0

1:00 2.5 0.6 1224 12.6 0.0

1:30 22 0.8 160,1 16.9 0.0

2:00 15 0.9 169.1 174 0.0

3:00 0.0 11 124.1 13.1 0.0

4:00 0.0 0.0 93.7 8.6 0.0

6:00 0.0 0.0 702 6.7 0.0

8:00 0.0 0.0 7.8 0.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Tabelle 28: Plasmakonzentrationen der Analyten bei den Probanden V1-V3 nach sublingualer Applika-

tion von 25 mg ND
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Proband o) e e (n%l) e i
V4 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 17.7 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 24.9 11 358 19,0 11

0:30 18.0 1.8 81,7 39.8 0.5

0:45 1.6 23 110.1 477 0.7

1:00 9.6 32 142.7 602 0.7

1:30 7.0 46 2093 82.9 0.5

2:00 45 3.9 169.4 577 0.5

3:00 2.0 12 745 222 0.0

4:00 L1 0.6 374 12.8 0.0

6:00 11 0.5 37.1 12,3 0.0

8:00 0.6 0.0 24.6 77 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Proband o) e e (n%l) e i
Vs 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 6.4 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 12,5 0.0 355 15.3 0.0

0:30 113 0.0 99,0 38.6 0.0

0:45 8.2 0.0 1733 56.6 0.0

1:00 5.5 0.6 1544 442 0.0

130 27 0.0 89.4 2.1 0.0

2:00 1.7 0.0 572 14,0 0.0

3:00 1.0 0.0 91.8 219 0.0

4:00 1.0 0.0 454 124 0.0

6:00 0.5 0.0 2.1 7.6 0.0

8:00 0.0 0.0 12,5 5.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Proband o) e e (n%l) e i
Vo 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 14.9 0.6 9.1 0.0 0.0

0:20 26.9 27 877 26.4 1.0

0:30 19.2 5.5 223.9 64.1 1.0

0:45 22.9 4.6 318.2 79.0 0.8

1:00 9.8 48 317.2 63.8 0.8

1:30 54 46 299.0 56.8 0.7

2:00 2.5 2.8 240.4 36.6 0.6

3:00 1.8 1.0 90.2 12.8 0.0

4:00 15 0.6 206 0.0 0.0

6:00 0.6 0.0 127 0.0 0.0

8:00 0.0 0.0 11,5 0.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Tabelle 29: Plasmakonzentrationen der Analyten bei den Probanden V4-V6 nach sublingualer Applika-

tion von 25 mg ND
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Proband o) e e (n%l) e i
V7 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 47 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 23.9 0.7 16.2 8.8 0.6

0:30 33,7 1.0 406 20,1 0.8

0:45 33,0 1.6 852 39.4 12

1:00 23.9 22 135.9 56.6 12

1:30 15.8 46 236.0 90.2 1.4

2:00 9.9 34 1612 50,7 0.8

3:00 36 1.9 78.5 18.8 0.0

4:00 2.0 1.0 34.1 8.6 0.0

6:00 0.8 0.0 10,1 0.0 0.0

8:00 0.6 0.0 6.6 0.0 0.0

24:00 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0

Proband o) e e (n%l) e i
V8 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 17.0 0.6 13.1 0.0 0.0

0:20 18.9 0.8 95.9 17.0 0.9

0:30 17.1 17 233.0 38,0 0.7

0:45 9.0 1.7 2041 456 0.8

1:00 8.2 1.6 275.7 393 0.6

1:30 3.9 12 2192 26.6 0.5

2:00 22 1.0 168.9 206 0.0

3:00 L1 1.0 176.6 19.8 0.0

4:00 0.7 0.6 82.6 9.0 0.0

6:00 0.0 0.0 19.2 0.0 0.0

8:00 0.8 0.0 1.1 0.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Tabelle 30: Plasmakonzentrationen der Analyten bei den Probanden V7-V8 nach sublingualer Applika-

tion von 25 mg ND
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Proband o) J(ng:l)l e (n%l) e i
Vi 0:00 0.0 0.0 0.6 0.0 0.0
0:10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:30 0.7 2.9 26.6 113 0.0

0:45 1.0 5.8 57.6 17.8 0.0

1:00 1.6 8.8 94,0 274 0.0

1:30 13 6.3 70.4 18.2 0.0

2:00 1.7 7.6 918 25.9 0.0

3:00 22 8.0 144 8 34.8 0.0

4:00 22 46 68.7 17.0 0.0

6:00 1.4 43 48.8 13.3 0.0

8:00 23 46 62.5 18,5 0.0

24:00 1.0 0.5 15.3 15.1 0.0

Proband o) J(ng:l)l e (n%l) e i
V2 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 0.0 1.4 8.5 9.0 0.0

0:30 1.0 2.6 323 22,0 0.0

0:45 11 3.1 53.4 28.7 0.0

1:00 13 2.9 477 253 0.0

1:30 0.4 32 459 26.5 0.0

2:00 1.0 33 451 253 0.0

3:00 1.6 46 38.5 393 0.0

4:00 1.0 33 256 374 0.0

6:00 12 2.6 25.1 34,1 0.0

8:00 0.7 2.1 215 342 0.0

24:00 0.0 0.0 6.9 282 0.0

Proband o) J(ng:l)l e (n%l) e i
V3 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 0.0 0.6 243 1.1 0.0

0:30 0.0 13 575 17,5 0.0

0:45 0.0 1.6 68.2 15.9 0.0

1:00 0.0 13 66.4 13.5 0.0

1:30 0.0 13 74.0 12.2 0.0

2:00 0.0 L1 66.7 10,4 0.0

3:00 0.8 13 95,1 210 0.0

4:00 0.8 12 85.5 22,0 0.0

6:00 0.5 0.9 59.4 19.2 0.0

8:00 0.0 0.6 404 19,5 0.0

24:00 0.0 0.0 19.2 245 0.0

Tabelle 31: Plasmakonzentrationen der Analyten bei den Probanden V1-V3 nach oraler Applikation von
100 mg NDiol
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Proband o) J(ng:l)l e (n%l) e i
V4 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:30 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:45 0.0 13 19.3 1.2 0.0

1:00 0.0 2.0 39.6 19.9 0.0

1:30 0.0 2.9 65.1 258 0.0

2:00 0.0 2.9 69.6 262 0.0

3:00 0.7 3.5 1164 419 0.0

4:00 1.0 2.1 67.8 222 0.0

6:00 0.6 25 503 17.5 0.0

8:00 0.9 2.1 46.6 18.3 0.0

24:00 0.0 0.0 11,5 0.0 0.0

Proband o) J(ng:l)l e (n%l) e i
Vs 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:30 0.0 0.0 15.6 6.9 0.0

0:45 0.0 0.0 243 9.4 0.0

1:00 0.0 0.0 28.7 11,0 0.0

1:30 0.0 0.0 56.0 16.9 0.0

2:00 0.0 0.0 142.4 403 0.0

3:00 0.0 0.0 51.1 16.9 0.0

4:00 0.0 0.0 315 15.2 0.0

6:00 0.0 0.0 33.6 17.2 0.0

8:00 0.0 0.0 34,1 16.9 0.0

24:00 0.0 0.0 6.5 7.0 0.0

Proband o) J(ng:l)l e (n%l) e i
Vo 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:30 0.0 0.8 233 13.3 0.0

0:45 0.0 2.5 52.6 238 0.0

1:00 0.6 2.5 82.4 254 0.0

1:30 0.0 5.5 1235 357 0.0

2:00 0.7 5.5 1692 333 0.0

3:00 0.8 3.0 1115 216 0.0

4:00 0.8 2.9 72.0 214 0.0

6:00 0.0 15 44,1 28.4 0.0

8:00 0.0 1.0 72.7 44,1 0.0

24:00 0.0 0.0 28.4 317 0.0

Tabelle 32: Plasmakonzentrationen der Analyten bei den Probanden V4-V6 nach oraler Applikation von

100 mg NDiol
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Proband o) QiZZf e dgﬁu e i
V7 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:30 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:45 0.7 2.7 325 266 0.7

1:00 1.0 3.6 55.5 32,1 0.6

1:30 0.0 3.0 48,6 2.7 0.0

2:00 0.0 2.0 0.4 18.4 0.0

3:00 0.0 L1 395 13.9 0.0

4:00 0.0 11 304 12.1 0.0

6:00 0.0 15 267 16.4 0.0

8:00 0.0 15 36.5 232 0.0

24:00 0.0 0.6 17.9 217 0.0

Proband o) QiZZf e dgﬁu e i
V8 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:20 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:30 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0:45 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

1:00 0.0 0.0 8.7 0.0 0.0

1:30 0.0 0.0 9.7 0.0 0.0

2:00 0.0 0.0 12,0 0.0 0.0

3:00 0.0 0.0 19.3 0.0 0.0

4:00 0.0 0.0 30,8 0.0 0.0

6:00 0.7 1.4 95.0 107 0.0

8:00 17 41 461.7 44.9 0.0

24:00 0.6 0.0 313 23.0 0.0

Tabelle 33: Plasmakonzentrationen der Analyten bei den Probanden V7-V8 nach oraler Applikation von
100 mg NDiol
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Proband o) J(ng:l)l e (n%l) e i
Vi 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 4.0 5.6 9.5 0.0 1.6

0:20 38 137 55.0 14,5 22

0:30 43 19.9 11,0 27.0 32

0:45 32 16,0 1175 26.0 3.0

1:00 1.8 11.9 109.2 207 22

1:30 1.8 9.4 1135 25.6 12

2:00 L1 43 710 14,1 0.6

3:00 0.0 1.7 299 54 0.0

4:00 0.0 0.9 14,0 0.0 0.0

6:00 0.0 0.6 8.2 0.0 0.0

8:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Proband o) J(ng:l)l e (n%l) e i
V2 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 33 3.7 0.0 0.0 4.0

0:20 37 8.8 16.6 6.5 5.7

0:30 3.5 16,7 66.1 256 48

0:45 27 202 1164 408 38

1:00 2.6 12,0 933 30,1 28

1:30 11 6.4 63.0 16,4 12

2:00 1.4 47 42.9 132 0.8

3:00 0.8 1.5 18.3 8.9 0.0

4:00 0.0 0.9 113 54 0.0

6:00 0.0 0.0 5.7 0.0 0.0

8:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Proband o) J(ng:l)l e (n%l) e i
V3 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 2.9 3.5 56 0.0 38

0:20 33 11,0 707 41,1 5.0

0:30 2.9 137 1717 722 4.0

0:45 1.6 8.4 152.5 663 3.0

1:00 11 6.1 157.5 60.6 2.0

1:30 0.7 41 1457 47,0 0.9

2:00 0.0 1.8 64.6 20,0 0.7

3:00 0.0 0.6 206 9.2 0.0

4:00 0.0 0.0 16,0 5.3 0.0

6:00 0.0 0.0 7.5 0.0 0.0

8:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Tabelle 34: Plasmakonzentrationen der Analyten bei den Probanden V1-V3 nach sublingualer Applika-

tion von 25 mg NDiol
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Proband o) QiZZf e dgﬁu e i
V4 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 0.8 0.8 0.0 0.0 0.8

0:20 15 2.5 5.1 0.0 23

0:30 1.6 43 19.0 6.5 3.1

0:45 13 42 29.9 9.4 26

1:00 0.9 44 34.9 113 2.0

1:30 0.6 3.6 418 12.2 12

2:00 0.0 2.9 372 107 0.9

3:00 0.0 22 35.6 10.2 0.0

4:00 0.0 1.0 16.4 0.0 0.0

6:00 0.0 0.0 7.0 0.0 0.0

8:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Proband o) QiZZf e dgﬁu e i
Vs 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 2.1 32 0.0 0.0 23

0:20 22 5.5 10,1 0.0 38

0:30 1.7 54 374 9.1 36

0:45 12 41 63.9 14,3 2.9

1:00 1.0 3.6 70,5 12,9 23

130 0.6 24 613 12.2 1.4

2:00 0.0 0.7 35 6.3 0.7

3:00 0.0 0.0 14.8 0.0 0.0

4:00 0.0 0.0 8.1 0.0 0.0

6:00 0.0 0.0 5.6 0.0 0.0

8:00 0.0 0.0 8.7 0.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Proband o) QiZZf e dgﬁu e i
Vo 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 1.9 2.1 0.0 0.0 17

0:20 43 5.6 117 0.0 44

0:30 37 6.5 402 78 45

0:45 2.7 47 83,7 14,7 36

1:00 1.8 45 80.9 124 23

130 0.8 2.6 522 77 1.4

2:00 0.0 2.1 50,6 73 0.9

3:00 0.0 2.0 63.4 8.6 0.0

4:00 0.0 L1 456 5.7 0.0

6:00 0.0 0.9 39.1 5.0 0.0

8:00 0.0 0.0 20.5 0.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Tabelle 35: Plasmakonzentrationen der Analyten bei den Probanden V4-V6 nach sublingualer Applika-
tion von 25 mg NDiol
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Proband o) J(ng:l)l e (n%l) e i
V7 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 2.6 3.7 0.0 0.0 2.7

0:20 3.5 6.9 17.1 62 46

0:30 3.5 7.0 349 11,5 52

0:45 36 7.9 69.6 2.6 47

1:00 32 114 116.5 34.8 42

1:30 1.8 72 1070 275 2.6

2:00 L1 3.8 59.5 12.6 12

3:00 1.0 0.7 17.1 0.0 0.0

4:00 0.0 0.0 132 0.0 0.0

6:00 0.0 0.0 6.3 0.0 0.0

8:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Proband o) J(ng:l)l e (n%l) e i
V8 0:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0:10 2.8 32 0.0 0.0 24

0:20 34 5.9 294 0.0 43

0:30 32 6.7 623 7.0 44

0:45 1.8 47 107.1 10.8 37

1:00 0.0 3.5 132.6 12,0 2.5

1:30 0.0 22 1112 9.2 1.7

2:00 0.0 2.1 1130 9.1 1.0

3:00 0.0 0.6 56.9 0.0 0.0

4:00 0.0 0.0 315 0.0 0.0

6:00 0.0 0.0 16.9 0.0 0.0

8:00 0.0 0.0 10,0 0.0 0.0

24:00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Tabelle 36: Plasmakonzentrationen der Analyten bei den Probanden V4-V6 nach sublingualer Applika-

tion von 25 mg NDiol
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