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1 Problem

Haaranalysen haben sich in der forensischen Medizin bereits als diagnostisches Instrument
bewéhrt (TAGLIARO et al., 1997; MAUGH, 1978; LAKER, 1982). Gegeniiber anderen
Untersuchungsmaterialien, wie Blut und Urin, stellt das Haar Informationen iiber die
Geschichte der Fremdstoffexposition eines Organismus zur Verfiigung. Damit erdffnet
sich mit der Haaranalyse die Moglichkeit, einen langer zuriickliegenden Missbrauch von
Drogen festzustellen.

Im Rahmen der Dopingkontrolle eignen sich Haare fiir die Erfassung von anabolen
B-Agonisten, insbesondere fiir Clenbuterol und strukturell verwandte Verbindungen
(GLEIXNER et al., 1996). Melanin, das Pigment der Haare, akkumuliert Clenbuterol mit
hoher Affinitdt und die Elimination scheint vernachlédssigbar. Aufgrund seiner speziellen
chemischen Eigenschaften lisst sich Clenbuterol dariiber hinaus sehr selektiv extrahieren
und vorreinigen, so dass hier ein empfindlicher Nachweis moglich wird. Der Einsatz von
Clenbuterol kann somit auch Monate spéter noch erfasst werden.

Die Einlagerung von Steroiden im Haar ist kaum untersucht und aufgrund erheblich
groflerer Matrixeffekte sind die Anforderungen an die Probenvorbereitung wesentlich
aufwendiger. Das Untersuchungsmaterial Haar bietet aber die prinzipielle Moglichkeit den
Missbrauch anaboler Steroide wihrend der Trainingphase retrospektiv zu kontrollieren,
auch wenn die Werte wihrend der Wettkampfkontrolle unterhalb der Nachweisgrenzen im
Blut und Urin liegen, da die Einlagerung wihrend des Haarwachstums erfolgt und die
Information erhalten bleibt.

Die resultierenden Fragestellungen des Projektes umfassen die Priifung der Akkumulation
anaboler Steroide im Haar, die Entwicklung effizienter Extraktionsverfahren, die selektive
Vorreinigung sowie den hochempfindlichen Nachweis. Weiterhin ist zu priifen, ob Mela-
nin anabole Steroide bindet und somit zu einer besonderen Anreicherung fiihrt in Analogie
zum Clenbuterol. Zur Optimierung der Vorreinigung sollte die Einsatzmoglichkeit der
Immunoaffinitits-Chromatographie entwickelt werden.
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2 Methoden

Validierung von Verfahren zur Solubilisation von Haaren unter Einsatz von Reduktions-
mitteln zur Spaltung von Schwefelbriicken und zur quantitativen Extraktion von Steroiden
aus Haaren ohne Beeintridchtigung von deren Stabilitét:

» Nach Entfernung von Verunreinigungen wurden die Haare in einem
Mikrodismembrator pulverisiert unter Kiihlung mit fliissigem Stickstoff. Die
Gegenwart von 1,4-dithiothreitol (DTT) plus SDS in der wissrigen Phase war
Voraussetzung fiir eine vollstandige Extraktion.

* FEinsatz der HPLC zur Anreicherung und hocheffizienten Reinigung der einzelnen
anabolen Steroide.

* Kopplung von Antikorpern an Sepharose und Optimierung der Immunoaffinitats-Chro-
matographie von Nortestosteron.

* Hochempfindlicher Nachweis der einzelnen Steroide mittels Enzym-Immunoassay
(Methyltestosteron, Testosteron, Ethinylestradiol, 19-Nortestosteron, 19-Norethindron).

Durchfiihrung von Versuchen zur Priifung der jeweiligen Akkumulation und Dynamik
der Steroide im Haar.

Die entwickelten Methoden und ihre Validierung sind in vier Publikationen zusammen-
gefasst (GLEIXNER et al., 1997 a,b,c,d).

3 Ergebnisse

Die Nachweisgrenze des HPLC/EIA fiir Ethinylestradiol, Testosteron und Methyltestoste-
ron betrug 0,2 ng/g Haar. Vier Tage nach Beginn einer Behandlung von Kélbern waren
beide Xenobiotika signifikant in den Haarproben nachweisbar und es ergaben sich keine
Unterschiede in Abhédngigkeit von den gepriiften Haarfarben (schwarz, braun, wei3). Nach
Einsatz der kontrazeptiven Pille waren Ethinylestradiol und Norethindron im Frauenhaar
signifikant nachweisbar (1,5 ng/g bzw. 11,0 ng/g). Ebenso war Testosteron in allen Proben
von Knaben (1,5 £+ 0,5 ng/g) und Ménnern (3,8 £ 0,5 ng/g) vorhanden (n = 18). Der signi-
fikant hohere Wert bei Méannern (p < 0,05) entspricht den bekannten hoheren Testosteron-
konzentrationen im Plasma. Die absoluten Konzentrationen in Haar und Plasma sind in
der gleichen Grofenordnung.

Entwicklung der IAC fiir 19-Nortestosteron (NT): Nach Aufreinigung des Immunoglobu-
lins erfolgte die Kopplung an Sepharosegel und die weitere Charakterisierung unserer
Sdulchen ergab eine Bindungskapazitiat von ca. 20 ng NT pro Sdulchen. Die Nachweis-
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grenze im Kélberhaar betrug 2,8 ng NT/g bei Einsatz der Kombinationsmethode IAC/EIA.
In den ersten 21 Lebenstagen betrug der Gehalt an NT 14,2 + 2,4 ng NT/g. Im Alter ab 50
Tage war NT im Haar nicht mehr nachweisbar.

4 Diskussion

Diese initialen Studien und Methodenentwicklungen zeigen, dass xenobiotische Steroide
nach deren Applikation an Tier und Mensch im Haar nachweisbar sind. Ebenso wird
endogenes Testosteron im Humanhaar in Abhéngigkeit von der zirkulierenden Konzentra-
tion im Plasma eingelagert. Melanin bzw. die Haarfarbe scheinen bedeutungslos fiir die
Einlagerung zu sein.

In der bovinen Plazenta endogen produziertes NT (MEYER et al., 1992) wird ebenfalls
wihrend des fotalen Haarwachstums eingelagert, wie mit Hilfe einer neu entwickelten
IAC gezeigt wurde.

Zusammenfassend ergibt sich, dass Haare geeignet sind, das Vorkommen endogener und
xenobiotischer Steroide zu erfassen. Eine retrospektive Erkennung des Missbrauchs wird
damit moglich. Die Akkumulationsfaktoren sind aber gering, sonstige Einlagerungen im
Haar fiihren zu starken Matrixeffekten und es sind noch erhebliche methodische Entwick-
lungen erforderlich, wenn dieses Phianomen in der Dopingkontrolle genutzt werden soll.
Weiterhin erdffnet sich auch die Option orale und parenterale Applikationen zu differen-
zieren, wie es anhand des NT-Metaboliten Spektrums im Fett moglich ist (MEYER et al.,
1989).
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