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1 Einleitung

Die Methylxanthine Coffein, Theophyllin und Theobromin wirken broncho- und
vasodilatatorisch sowie positiv chronotrop und inotrop. Auflerdem erhdhen sie die
Leistungsfahigkeit der Skelettmuskulatur und wirken als schwache Diuretika.
Coffein und Theophyllin besitzen zudem zentral stimulierende Eigenschaften
(ARNAUD 1987, LOSCHER 1997, SERAFIN 1995).

Wihrend Coffein therapeutisch in einer Dosierung von 5-10 mg/kg KM mehrmals
taglich oral oder parenteral zur Anregung der Atmung und des Herz-
Kreislaufsystems angewendet wird (LOSCHER 1997), ist das Indikationsgebiet fiir
Theophyllin wegen seiner relaxierenden Wirkung an der glatten Muskulatur vor
allem die Bronchodilatation. Die Dosierung betrdgt hier 5-6 mg/kg KM bei
intravendser und 10 mg/kg KM bei oraler Applikation (LOSCHER 1997). Coffein
und Theophyllin sind zudem in Nahrungsmitteln wie Kaffee und Tee enthalten.
Theobromin wird therapeutisch nicht eingesetzt, ist jedoch in Kakaoprodukten (v.a.
Blockschokolade, Kakaopulver) und Tee enthalten und kann aus diesen resorbiert
werden.

Aufgrund ihrer Wirkungen werden Methylxanthine auch miBbrauchlich zur
Leistungssteigerung bei Windhunden eingesetzt (TOBIN 1981, WELLS et al. 1988).
Dies stellt einen Versto gegen das Tierschutzgesetz dar, da die Anwendung von
Dopingmitteln bei sportlichen Wettkdampfen und dhnlichen Veranstaltungen verboten
ist und dem Tier Leistungen abverlangt werden, denen es normalerweise nicht
gewachsen ist (TIERSCHUTZGESETZ 1998). Dariiber hinaus verbietet die
Windhundrennordnung des Verband fiir das Deutsche Hundewesen e.V. (VDH) jede
Manipulation zum Zwecke der Leistungsbeeinflussung. Zur Uberwachung des
Dopingverbotes werden vom VDH bei internationalen und nationalen
Veranstaltungen Dopingkontrollen durchgefiihrt. Der Nachweis verbotener
Substanzen, zu denen auch die Methylxanthine gehdren, fithrt zur Disqualifikation
des Tieres bzw. des ganzen Zwingers (ANON. 1998). In gutachterlicher Tétigkeit ist

daher hiufig zu kldren, ob die Stoffe bewult zur Leistungssteigerung verabreicht
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wurden, oder ob es sich um unabsichtliches Doping im Rahmen einer tierdrztlichen
Behandlung oder durch Gabe methylxanthinhaltiger Futtermittel handelt (TOBIN
1981, UNGEMACH 1985, UNGEMACH u. NURNBERGER 1999).

Speziell in Hinblick auf den miflbrauchlichen Einsatz der erwdhnten Methylxanthine
im Hunderennsport sind die Urinkonzentrationen von Coffein, Theophyllin und
Theobromin nach entsprechender Arzneimittelapplikation von Interesse. Ob
weiterhin auch aus der Aufnahme methylxanthinhaltiger Nahrungsmittel (Kaffee,
Tee, Schokolade) positive Dopingbefunde resultieren konnen, hingt von der
Bioverfiigbarkeit dieser Stoffe aus den genannten Produkten ab. Da zu diesen
Punkten nur sehr wenige und nur begrenzt aussagefahige Informationen im
Schrifttum vorliegen (CLIFFORD 1987, WARSZAWSKI et al. 1982, WELLS et al.
1988), sollten durch die vorliegenden Untersuchungen entsprechende Daten zur
Bioverfiigbarkeit und Pharmakokinetik ermittelt werden. Dazu wurden die
Konzentrationen von Coffein, Theophyllin und Theobromin sowie die des
Metaboliten Paraxanthin in Plasma und Urin von Hunden nach intravendser und/oder
oraler Applikation der drei oben erwdhnten Wirkstoffe und zusétzlich nach oraler

Verabreichung von Kaffee, Tee und Schokolade ermittelt.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Methylxanthine

Xanthin (Abb.1), das der Harnsdure verwandt ist, stellt von der chemischen Struktur
ein Dioxypurin dar (RIMPLER 1999). Coffein, Theophyllin, Theobromin und
Paraxanthin, als drei- bzw. zweifach methylierte Xanthine, sind die bekanntesten
Vertreter aus der Gruppe der Methylxanthine. Mit Ausnahme des Paraxanthins
zdhlen sie zu den dltesten Genuf3- und Arzneimitteln und sind als Inhaltsstoffe
natiirlicherweise in einer Reihe von Pflanzen und auch in Getrinken wie
beispielsweise Kaffee (Coffein), Tee (Coffein, Theobromin, Theophyllin) und Kakao
(Theobromin, Coffein) enthalten (FREDHOLM et al. 1999).

O
Rl / R3

N\ N}
O)\ | N
R,

Abb. 1: Xanthingrundgeriist

Der therapeutische FEinsatz von Coffein wurde erstmals 1859 von SALTER
beschrieben, der - selbst Asthmatiker - Kaffee als Linderungsmittel bei
asthmatischen Beschwerden vorschlug (PERSSON 1985, SAKULA 1985). PAL
(1912) wies auf die bronchospasmolytische Wirkung von Coffein hin. Denselben
Effekt konnten HERRMANN und GREENE (1937) fiir Theophyllin nachweisen.
Seither wurden weitere Methylxanthinderivate mit dem Ziel entwickelt, die
unerwiinschten Wirkungen zu minimieren und gleichzeitig die pharmakologisch
erwiinschten Wirkungen zu verstirken. Im Handel sind derzeit als

Humanarzneimittel ~zum  Beispiel  Chlortheophyllin,  Cholintheophyllinat,
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Diprophyllin, Etofyllin, Etofyllinclofibrat, Fenetyllin, Pentifyllin, Pentoxifyllin,
Proxyphyllin und Theobromin-Natriumsalicylat als Abkommlinge der natiirlichen
Methylxanthine Coffein, Theophyllin und Theobromin. Veterindrmedizinisch sind
derzeit noch Coffein, Theophyllin, Aminophyllin und Propentofyllin von Bedeutung.
Coffein wird zur Anregung der Atmung und des Herz- Kreislaufsystems sowie zur
Wirkungsverstiarkung von Analgetika eingesetzt. Theophyllin wird aufgrund seiner
bronchodilatatorischen =~ Wirkung bei  entsprechenden  Erkrankungen des
Atmungsapparates eingesetzt (LOSCHER 1997). Theobromin wurde frither als
Diuretikum und Herzstimulanz eingesetzt, wozu es heute jedoch nicht mehr
verwendet wird, da wirksamere Medikamente zur Verfiigung stehen (DECKER
1972, BOOTH 1977).

Wie sich aus der obigen Auflistung ergibt, besitzen die Methylxanthine allgemein
eine groBBe Anzahl zentraler und peripherer pharmakologischer Wirkungen. Sie
wirken antiasthmatisch, indem sie die Bronchialmuskulatur relaxieren. Das
Zentralnervensystem wird stimuliert, wodurch Miidigkeit beseitigt und die
Aufmerksamkeit erhoht wird. Weiterhin wird die CO,-Empfindlichkeit des
Atemzentrums erhoht und damit das Atemminutenvolumen gesteigert. Die
Herzmuskulatur wird stimuliert und dadurch die Durchblutung der Organe verstérkt.
Die Herzfrequenz und der periphere GefaBBwiderstand werden geringgradig erhoht.
Weiterhin nehmen die Leistungsfahigkeit der Skelettmuskulatur und die
Zwerchfellkontraktilitidt zu, was sich positiv auf die Atemfunktion auswirkt. An den
Nieren wird die Diurese erhoht (ARNAUD 1987, RALL 1990). Hinsichtlich der
Wirkungspotenz der Methylxanthine an den verschiedenen Organsystemen bestehen
zwischen den einzelnen Substanzen Unterschiede, die fiir Coffein, Theophyllin und
Theobromin in Tabelle 1 dargestellt sind. Als unerwiinschte pharmakologische
Wirkungen treten Ubelkeit, Erbrechen, Nervositit, Ruhelosigkeit,
Herzrhythmusstorungen, Angst, Schlaflosigkeit, Tremor und Hyperisthesie auf.
Weitere pharmakologische Besonderheiten der einzelnen Methylxanthine werden bei

der Beschreibung der jeweiligen Substanz dargestellt.
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Tabelle 1: Relative Wirksamkeit von Coffein, Theophyllin und Theobromin
(LOSCHER 1997)

Wirkung Coffein Theophyllin  Theobromin
zentrale Erregung A+ 4+
Stimulation des Herzen + +++ —
Relaxation der glatten Muskulatur ++ +++ 4+
Stimulation der Skelettmuskulatur +++ ++ +
Steigerung der Diurese + +++ ++

2.1.1 Molekulare Wirkmechanismen der Methylxanthine

Zwar macht man sich die Wirkung der Methylxanthine schon seit langer Zeit zu
Nutze, doch sind sie auch heute noch Gegenstand der Forschung. Die Wirkung der
Methylxanthine erkldrt sich durch verschiedene Mechanismen. Die kompetitive
Hemmung der Adenosinrezeptoren im Konzentrationsbereich von 10-100 umol/l
wird in den vergangenen Jahren als Hauptmechanismus fiir die pharmakologische
Wirkung der Methylxanthine angesehen (FREDHOLM 1980, PHILLIS u.
WU 1981 a,b, DALY 1982, RALL 1982, BIAGGIONI 1991, NEHLIG 1999).
Andere Arbeiten sehen den Wirkungsmechanismus der Methylxanthine in der
Hemmung der Phosphodiesterasen und dem damit verbundenen Anstieg der
Konzentration des zelluldren zyklischen Adenosinmonophosphates (cAMP)
begriindet (RITCHIE 1975). Im weiteren mobilisieren die Methylxanthine Kalzium
aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum und verhindern dessen Riickspeicherung.
Doch scheinen die beiden letzteren Effekte flir die pharmakologischen Wirkungen
eher von untergeordneter Bedeutung zu sein, da die benotigten Plasmaspiegel (0,1—
1 mmol/l) iiber den therapeutisch bzw. mit Einnahme bestimmter Nahrungsmittel

erreichbaren Blutkonzentrationen liegen. Jedoch ist es denkbar, da3 je nach Art der
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Aufnahme lokal entsprechende Konzentrationen erreicht werden (SAWYNOK et al.
1993).

Adenosinrezeptor-Antagonismus

Viele Wirkungen der Methylxanthine sind denen des Adenosins kontrér, was zu der
Annahme eines Methylxanthin-Adenosin-Antagonismus fiihrte (SNYDER 1984).
Seit der ersten Erwdhnung des Methylxanthin-Adenosin-Antagonismus durch THER
et al. (1957) wurden hierzu intensive Untersuchungen durchgefiihrt (SNYDER 1984,
ANDERSSON et al. 1985, GERLACH et al. 1987) und wird heute als wichtigster
Mechanismus der Wirkungsweise der Methylxanthine angesehen (BOULENGER et
al. 1982, FREDHOLM 1980, DALY et al. 1981, FREDHOLM u. PERSSON 1982,
FREDHOLM 1995).

Adenosin ist im Séugetierorganismus als Intermediat und als Bestandteil der
Nukleotide Adenosinmono- bzw. Adenosintriphosphat (AMP, ATP) an vielen
Stoffwechselvorgéngen beteiligt (SNYDER 1984). Die Biosynthese des Nucleosids
Adenosin erfolgt aus Adenin und Ribose (LOFFLER u. PETRIDES 1998). Es wird
bei hypoxischen Zustinden und durch Reizung des Sympathikus im Herz und in den
Blutgefdlen gebildet. Durch die darauthin eingeleitete Vasodilatation bzw.
Hemmung der neuronalen Noradrenalinfreisetzung kommt es zu einem negativen
»feedback” (BERNE 1980). Weiterhin hemmt Adenosin die
Thrombozytenaggregation und die Lipolyse (SNYDER 1984). Die Verabreichung
von Adenosin 16st beim Tier Sedation, Bradykardie, Hypotonie und Hypothermie aus
und verringert die Ansprechbarkeit des kardiovaskuldren Systems und des
Fettgewebes auf adrenerge Reize (FREDHOLM u. HEDQVIST 1980, MAITRE et
al. 1974, DRURY u. SZENT-GYORGYTI 1930). Die Wirkung von Adenosin am
Herz beschreibt bereits DRURY u. SZENT-GYORGYI (1930) als negativ
chronotrop und negativ inotrop. Wihrend es in den meisten Geweben einen
vasodilatatorischen Effekt ausiibt, wird an den Nierengefdflen eine Vasokonstriktion

ausgelost (FREDHOLM 1980, OSSWALD 1979).
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Adenosin entfaltet seine pharmakologische Wirkung iiber die Bindung an
Adenosinrezeptoren, die an der duBeren Zellmembran lokalisiert sind (DALY et al.
1981). Diese Rezeptoren sind im Gehirn, am Herzen, am Atmungsapparat, an den
Nieren, am Magen-Darm-Trakt und im Fettgewebe zu finden (BENOWITZ 1990,
CHOU u. BENOWITZ 1994). Es werden nach FREDHOLM et al. (1994) die
Subtypen Aj, Aza, Azp und A; unterschieden. In Hinblick auf die Methylxanthine
scheint der As-Rezeptor nur von geringer Bedeutung zu sein (FREDHOLM et al.
1999, NEHLIG 1999). Zur Aktivierung des Ajg-Rezeptors sind hdohere
Adenosinkonzentrationen notig, als sie unter physiologischen Bedingungen erreicht
werden. Jedoch scheint es unter pathophysiologischen Umstanden durchaus moglich,
daB dieser Rezeptor durch endogenes Adenosin aktiviert wird und Coffein als
Inhibitor fungieren kann (FREDHOLM et al. 1999). Die Hauptrolle bei der
Wirkungsvermittlung der Methylxanthine kommt nach NEHLIG (1999) und
FREDHOLM et al. (1999) den Rezeptorsubtypen A; und Ax zu, da sie im
Tiermodell durch niedrige Adenosinkonzentrationen aktiviert werden.

Die Adenosinrezeptoren sind an membranstindige Guanylnukleotid-regulatorische
Proteine (G-Proteine Gj, Gs) gekoppelt, die auf die Adenylatzyklase (AC), ein
integrales Membranprotein, einwirken. So bewirkt die Aktivierung des A;-Rezeptors
iiber ein Gj-Protein die Hemmung der Adenylatzyklase, wihrend die Aktivierung des
Asa-Rezeptors iiber ein Gs-Protein den gegenteiligen Effekt zur Folge hat
(FREDHOLM et al. 1994, FREDHOLM et al. 1999, NEHLIG 1999). LODOS u.
WOLFF 1977, VAN CALKER et al. 1979, SILBERNAGEL 1991, BENOWITZ
1990, CHOU u. BENOWITZ 1994 hatten diesen Effekt bereits dem Aj-Rezeptor
zugeschrieben, bevor die weitere Unterteilung in Aja- und Ajg-Rezeptoren durch
FREDHOLM et al. (1994) erfolgte.

Die Adenylatzyklase wiederum ist fiir die Umwandlung von Adenosintriphosphat
(ATP) zu zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) verantwortlich, dal im
Zytosol als zweiter Botenstoff ,,second messenger” fungiert. cAMP aktiviert
zellspezifische Proteinkinasen, die, der Funktion der Zielzelle entsprechend,

bestimmte Proteine phosphorylieren. Zur Beendigung der Zellantwort wird cAMP
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durch Phosphodiesterasen (PDE) zu Adenosinmonophosphat (AMP) hydrolysiert
und damit inaktiviert (Abb. 2) (STRYER 1994).

Methylxanthine
Extrazellularraum / \
Ay Ajra
— AC
Zellmembran
L, j/Gi Gs\?
_| —
Intrazelluldrraum /\
ATP cAMP

PDE F— Methylxanthine

AMP

Abb. 2: Zellulidre Signaliibertragung durch Adenosinrezeptoren

Hemmung der Phosphodiesterasen

Methylxanthine hemmen die fiir den Abbau des zyklischen Adenosinmonophosphats
(cAMP) verantwortlichen Phosphodiesterasen (Abb. 2) direkt, wodurch es zu einem
Anstieg des cAMP im Zytosol kommt (SUTHERLAND u. RALL 1958, RALL u.
SUTHERLAND 1958, BUTCHER u. SUTHERLAND 1962, BEAVO et al. 1970,
GREENGARD 1979).  Zur  Hemmung der  Phosphodiesterasen  sind
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Coffeinkonzentrationen von 0,1 bis 1 mmol/l nétig, was die Konzentrationen
tiberschreitet, die nach oraler Coffeinaufnahme zu beobachten sind. Trotzdem kann
Theophyllin ab  Konzentrationen von 50 umol/l schon eine gewisse
Phosphodiesterasenhemmung bewirken. Ab einer etwa 20%igen Phosphodiesterasen-
hemmung kénnen bereits lipolytische Vorgénge ablaufen (BEAVO et al. 1970). In
Untersuchungen von SMELLIE et al. (1979) und CHOI et al. (1988) am Gehirn
wurden bei Konzentrationen von 480-750 umol/l Coffein und 350-1000 pmol/l
Theophyllin eine 50%ige Hemmung der Phosphodiesterasen festgestellt.

Kalziummobilisation

Die Erhohung der intrazelluldren Kalziumkonzentration durch Methylxanthine wurde
zuerst an Skelettmuskelpriparaten nachgewiesen (BIANCHI 1961). Durch die
Erhohung des intrazelluliren Kalziumspiegels wird eine Muskelkontraktion
ausgelost. Kalzium wird dabei vermehrt aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum
freigesetzt und seine Riickspeicherung gehemmt (WEBER u. HERZ 1968,
JOHNSON u. INESI 1969, BLAYNEY et al. 1978, ITO et al. 1977, SU u.
HASSELBACH 1984, CHAPMAN u. TUNSTALL 1988). Zur Kalziumfreisetzung
sind nach (DALY 1993) intrazellulire Coffeinkonzentrationen von 1-10 mmol/I
notwendig. PESSAH et al. (1987) geben 1-25 mmol/l Coffein fiir die Freisetzung des
Kalziums iiber spezielle Kalziumionenkanile und die Wiederaufnahmehemmung an.
Nach ROUSSEAU et al. (1988) besitzen Coffein, Theophyllin und Theobromin am
isolierten Skelettmuskel in Konzentrationen von 1,25 mmol/l jeweils denselben
positiven Effekt auf die Kalziumfreisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum.
Auch BLINKS et al. (1972) zeigen, daB3 Coffein, Theophyllin und Theobromin die

Kontraktionskraft des Herzens im selben Mal3e erhdhen.
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Benzodiazepinantagonismus

MARANGQOS et al. (1979) konnten durch /n-vitro-Untersuchungen an Gehirnen von
Ratten und Menschen eine kompetitive Hemmung von Diazepamwirkungen durch
Coffein, Theophyllin und Theobromin nachweisen. Dabei zeigt Coffein eine groflere
Hemmwirkung als  Theophyllin  und  Theobromin. Die  bendtigten
Coffeinkonzentrationen von 0,5 bis 0,7 mmol/l sind auch in vivo erreichbar. Die
Einstufung als Benzodiazepinantagonist wird im weiteren auch von anderen Autoren
unterstiitzt (MARANGOS et al. 1979, BOULENGER et al. 1982, WEIR u.
HRUSKA 1983). Klinische Studien von MATTILA et al. (1982) konnten diese
Beobachtungen ebenfalls bestitigen. PROCTER und GREDEN (1982) sahen diesen
Effekt jedoch nicht.

Auswirkungen auf den Noradrenalinabbau

BERKOWITZ et al. (1970) stellen beim Menschen nach Coffeininjektion eine
erhohte Noradrenalinsynthese und erhdhten Noradrenalinumsatz fest, woraus sie auf
eine verstirkte Noradrenalinfreisetzung aus den Neuronen schlielen. Dies wird auch
durch spéitere Untersuchungen bestétigt (WALDECK 1971, CORRODI et al. 1972,
GOLDBERG et al. 1982). Nach KALSNER (1971) und KALSNER et al. (1975)
erhdhen Coffein und Theophyllin die Wirkung von Noradrenalin an den Blutgefaf3en
durch Hemmung der Wiederaufnahme in das Neuron und des Abbaus durch
Katechol-0-Methyltransferase. Dies tritt bei Konzentrationen von 150 umol/l auf und

konnte zu den Wirkungen der Methylxanthine auf das Gefda3system beitragen.
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Entziindungshemmung und Wirkung im Arachidonsiurestoffwechsel

VINEGAR et al. (1976) und SEEGERS et al. (1981) berichten {iber eine
entziindungshemmende = Wirkung des  Coffeins. Auflerdem  wird die
antiinflammatorische Wirkung einiger Cyclooxygenasehemmer verstirkt. Jedoch
hemmt Coffein die Prostaglandinsynthese selbst nicht und verstarkt auch eine durch

Acetylsalicylsdure vermittelte Hemmung nicht (VINEGAR et al 1976).

2.1.2 Coffein

Die Extraktion von Coffein aus griinen Kaffeebohnen wurde 1820 von RUNGE
beschrieben. 1875 beschriecb MEDICUS erstmals die chemische Struktur der
Xanthine (ARNAUD 1987).

Physikalisch-chemische Eigenschaften

Coffein hat die chemische Bezeichnung 1,3,7-Trimethylxanthin. Die Molmasse
betrdgt 194,2 und der Schmelzpunkt liegt bei 238°C (ANON. 1995). Die
Strukturformel ist in Abbildung 3 dargestellt. Coffein ist ein farb- und geruchsloses
Pulver mit bitterem Geschmack. Es ist eine schwache Base (pK, = 14,15). Bei
Raumtemperatur 16st es sich zu 18% in Chloroform und zu 2% in Wasser. Das
Absorptionsmaximum einer wafirigen Coffeinlosung in ultraviolettem Licht liegt bei
272 nm (ARNAUD 1987).

Natiirlich kommt Coffein zu 1-2% in Kaffeebohnen und zu 3-4% in Teebléttern vor
(FINGER 1991, MAIER u. ENGELHARDT 1991, KAPLAN et al. 1974, STREULI
1970). AuBlerdem ist es in Cola-Niissen (bis 2,3%), Matebldttern (bis 8%) und in
iiber 60 anderen Pflanzen enthalten (EAB 1997, ARNAUD 1987).

11
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Pharmakologische Wirkungen

Coffein wirkt zentral erregend und beeinflult das Herz-Kreislauf-System, den
Atmungsapparat, die glatte Muskulatur, die Skelettmuskulatur, die Nierenfunktion
und den Gastrointestinaltrakt. Als Fertigarzneimittel wird es in der Humanmedizin
als Somnolytikum sowie in Kombination mit diversen Analgetika eingesetzt.
Daneben ist Coffein als Inhaltsstoff verschiedener GenuBmittel das am héufigsten
verwendete Stimulans des menschlichen Zentralnervensystems (DALY 1993). Beim
Tier wird Coffein zur Anregung der Atmung und des Herz-Kreislaufsystems in einer
Dosierung von 5-10 mg/kg KM mehrmals téglich oral oder parenteral angewendet
(LOSCHER 1997). Der Genuf von zwei Tassen Kaffee (ca. 160 mg Coffein) erhoht
beim Menschen die Aufmerksamkeit und vermindert die Miidigkeit. 75-300 mg
Coffein verkiirzen die Reaktionszeit auf visuelle und akustische Reize (CHOU u.
BENOWITZ 1994). KUSANAGI et al. (1974) stellen im Rahmen
leistungsphysiologischer Untersuchungen an Hunden eine Erh6hung der Laufleistung
nach Applikation von 2,5 mg Coffein pro kg KM fest. FUJII et al. (1974) konnen
nach Verabreichung von 5 und 10 mg Coffein pro kg KM an Pferde ebenfalls eine
Leistungssteigerung nachweisen. Hohere Dosierungen von Coffein (iiber 15 mg/kg
KM) verursachen beim Menschen Kopfschmerzen, Nervositidt, Unruhe,
Hyperiésthesie, Muskelzuckungen bis hin zu Herzversagen und Tod bei einer
Dosierung von 200 mg pro kg KM (ARNAUD 1987, SERAFIN 1995). Die letale
Dosis liegt beim Hund bei 110-175 mg/kg KM, wéhrend sie fiir die Katze 80-
150 mg/kg KM betrdgt (SUTTON 1981, FOOR u. STOWE 1975). Durch
regelmifBige Einnahme von Coffein konnen Gewohnung und Abhingigkeit auftreten.
So stellten BOULENGER et al. (1983) nach Langzeitbehandlung mit Coffein am
Gehirn von Ratten eine Zunahme der Adenosinrezeptordichte fest. Als
Entzugssymptome nach ldngerem Coffeingenul3 sind Kopfschmerzen, Miidigkeit,

Angstlichkeit und Unwohlsein beschrieben (SILVERMAN et al. 1992).
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Pharmakokinetik

Coffein wird aus dem Magen-Darm-Trakt des Menschen und der Tiere schnell und
nahezu vollstindig resorbiert (MARKS u. KELLY 1973, BONATI et al. 1982,
BLANCHARD u. SAWERS 1983a/b, ARNAUD 1993). Fiir den Fall, da3 Coffein
als Bestandteil von Kaffee eingenommen wird, beschreiben MORGAN et al. (1982)
beim Menschen die Absorption des Coffeins jedoch als unvollstiandig.

Nach oraler Einnahme werden beim Menschen maximale Coffeinkonzentrationen im
Plasma nach 15 bis 120 Minuten errecicht, wihrend dies beim Tier nach 60 bis
120 Minuten zu beobachten ist (ARNAUD u. WELSCH 1982, BONATI et al. 1982,
WARSZAWSKI et al. 1977, TSE u. VALIA 1981).

Die Plasmahalbwertszeit des Coffeins betrdgt beim Menschen 2,5-4,5 Stunden
(ARNAUD 1987). Unterschiede zwischen jiingeren und alteren Individuen bestehen
nach BLANCHARD u. SAWERS (1983b) nicht. Jedoch ist die Halbwertszeit bei
Neugeborenen aufgrund des noch nicht ausgereiften Cytochrom Psso-Enzymsystems
verldngert (ARANDA et al. 1979). So nimmt sie von 100 bzw. 80 Stunden bei Friih-
und Neugeborenen auf 2,6 Stunden bei 5-6 Monate alten Sduglingen ab (ARANDA
et al. 1977, LE GUENEC u. BILLON 1987, PARSONS u. NEIMS 1981,
ALDRIDGE et al. 1979, PAIRE et al. 1988, PEARLMAN et al. 1989). In
Untersuchungen beim Hund ergeben sich Halbwertszeiten von 3,7 bis 6,7 Stunden
(WARSZAWSKI et al. 1977, TSE u. VALIA 1981, CHRISTENSEN et al. 1981).
Coffein wird in der Leber zu Di- und Monomethylxanthinen, zu Di- und
Monomethylharnsdure, zu Tri- und Dimethylallantoin sowie zu diversen Uracilen
metabolisiert (Abb. 3, S. 15)(ARNAUD 1987, 1993). Coffein kann im Organismus
aus Theophyllin gebildet werden. So beobachteten BORY et al. (1979) und BADA et
al. (1979) die Synthese von Coffein bei friihgeborenen Séuglingen, die wegen Apnoe
mit Theophyllin behandelt worden waren. Der Nachweis von Coffein im Plasma ist
auf das in dieser Altersstufe erst zu einem Drittel ausgereifte mikrosomale
Enzymsystem zurlickzufiihren (ARANDA et al.1979). Bei Erwachsenen dagegen
wird das aus Theophyllin entstandene Coffein schneller metabolisiert. Nach TANG-
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LIU u. RIEGELMANN (1981) werden etwa 6% des verabreichten Theophyllins zu
Coffein metabolisiert. TODI et al. (1999) sehen eine endogene Coffeinsynthese auch
in Untersuchungen mit Pferden.

Ein geringer Anteil des Coffeins (0,5-5%) wird von Mensch und Tier unverdndert
mit dem Harn ausgeschieden (ARNAUD 1993). Mit den Fizes werden nach
Untersuchungen von ARNAUD (1976) zufolge bei der Ratte 8-10% des
eingegebenen Coffeins ausgeschieden, wéihrend es nach CALLAHAN et al. (1982)
beim Menschen 2-5% sind. AuBerdem wird Coffein in Speichel, Milch,
Samenfliissigkeit und Galle sezerniert (PARSONS u. NEIMS 1978, COOK 1976,
NEWTON et al. 1981, BEACH et al. 1982, TYRALA u. DODSON 1979, FINDLAY
et al. 1981, BAILEY et al. 1982, RYU 1985, ARNAUD u. WELSCH 1980). Die
Verabreichung von Furosemid bewirkt beim Menschen durch ein gesteigertes
Harnvolumen eine erhohte kumulative Coffeinausscheidung innerhalb der ersten
12 Stunden. Die Urinkonzentration wird durch Furosemid jedoch nicht beeinfluf3t

(DELBEKE und DEBACKERE 1988).

14



Literaturiibersicht

CH,
CH /
3\ N}
9] N
|
CH,
// Coffein
CH; CH;
H H H / |
Y O
| H |
CH;s CH;
Theophyllin Paraxanthin Theobromin

Abb. 3: Stoffwechselwege der Methylxanthine

2.1.3 Theophyllin

Theophyllin wurde 1888 durch KOSSEL als Bestandteil des Tees entdeckt. Nachdem
die chemische Synthese moglich war, wurde es zu Beginn des 20. Jahrhunderts
hauptsdchlich als Diuretikum eingesetzt. Auch nach der Entdeckung der
brochospasmolytischen Wirkung im Jahr 1922 durch HIRSCH wurde Theophyllin in
erster Linie als Kardiotonikum und Diuretikum verwendet (ARNAUD 1984).

15
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Physikalisch-chemische Eigenschaften

Theophyllin (1,3-Dimethylxanthin) hat eine Molmasse von 180,2. Es hat schwach
basische (pKs=0,3) Eigenschaften und schmilzt bei 270° C. Ein Teil Theophyllin
16st sich bei Raumtemperatur in etwa 150 Teilen Wasser, 120 Teilen Ethanol und
200 Teilen Chloroform (EAB 1997). Die Strukturformel zeigt Abbildung 3.
Theophyllin findet sich in sehr geringen Mengen in Kaffeebohnen (5 mg/kg) und
Teeblittern (bis 15 mg/kg) (FRANZKE et al. 1968).

Pharmakologische Wirkungen

Theophyllin wird zur Bronchodilatation, zur Steigerung der mukozilidren Clearance
und zur Verbesserung der Zwerchfellkontraktion eingesetzt. Neue Erkenntnisse zur
entziindungshemmenden Wirkung von Methylxanthinen als Phosphodiesterase-
Hemmstoffe (PDE4), haben zu einer regen Diskussion iiber den Einsatz von
Theophyllin als Basistherapeutikum in der Asthmatherapie gefithrt (WETTENGEL
1998). So stellten SATO et al. (1998) einen dosisabhidngigen Anstieg des endogenen
Glukokortikoidspiegels im Plasma von Maiusen nach Theophyllinapplikation fest.
Weiterhin wird die Anhdufung von T-Lymphozyten im Lungengewebe gehemmt und
durch die fehlende Interleukin-Freisetzung (IL-5) die Migration der eosinophilen
Granulozyten verhindert (MARKHAM u. FAULDS 1998, PAGE 1999). Die
Behandlung der atopischen Dermatitis mit oral verabreichtem Theophyllin zeigte
dagegen keinen Erfolg, wohingegen mit intravendser Applikation von Aminophyllin
eine Verbesserung der Symptome erzielt werden konnte (HANIFIN u. CHAN 1996).
Die mangelnde Wirksamkeit der Theophyllintherapie ist durch einen
Gewohnungseffekt und durch eine zu geringe Wirkstoffkonzentration in der Haut zu
erklaren (HANIFIN u. CHAN 1996). Um eine brochodilatatorische Wirkung zu
erzielen, sind Blutkonzentrationen von 10-20 pg/ml Theophyllin nétig, wihrend die
antiinflammatorische Wirkung schon im Konzentrationsbereich von 5-10 pg/ml

festzustellen ist (WEINBERGER u. HENDELES 1996, MARKHAM u. FAULDS
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1998, PAGE 1999). Veterindrmedizinisch wird Theophyllin in einer Dosierung von
5-6 mg/kg KM intravends und bis zu 10 mg/kg KM oral eingesetzt (LOSCHER
1997).

Pharmakokinetik

Nach oraler Applikation ist die Resorption des Theophyllins aus dem
Gastrointestinaltrakt des Menschen und des Hundes nahezu vollstindig
(HENDELES et al. 1977, NIELSEN-KUDSK 1980, ASLAKSEN et al. 1981,
Mc KIERNAN et al. 1981, TSE u. SZETO 1982, HENDELES et al. 1983, NOSAKA
et al. 1986). TSE und SZETO (1982) konnten diesbeziiglich keinen Unterschied
zwischen Theophyllin und Aminophyllin (einem Gemisch aus 85% Theophyllin und
15% Ethylendiamin) feststellen, obwohl ersteres schlechter wasserldslich ist.
Maximale Plasmaspiegel an Theophyllin werden nach oraler Applikation bei Hunden
nach 0,5 bis 3,5 Stunden erreicht (Mc KIERNAN et al. 1981, TSE u. SZETO 1982,
NOSAKA et al. 1986). Die Plasmahalbwertszeit von Theophyllin wird in der
Literatur mit 3,8 bis 6,4 Stunden nach intravendser Applikation und 4,3 bis
7,5 Stunden nach oraler Verabreichung angegeben (Mc KIERNAN et al. 1981, TSE
u. SZETO 1982, NOSAKA et al. 1986).

Aus Theophyllin entstehen in der Leber durch Metabolismus 1-Methylxanthin, 3-
Methylxanthin und 1,3-Dimethylharnsdure (ARNAUD 1987). Weiterhin ist die unter
2.1.2 beschriebene korpereigene Methylierung des Theophyllins zu Coffein moglich
(Abb. 3). Uber die Nieren wird den Untersuchungen von PIAFSKY u. OGILVIE
(1975) sowie OGILVIE (1978) zufolge rund 10% des Theophyllins ausgeschieden.
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2.1.4 Theobromin

Theobromin wurde 1842 erstmals von WOSKRESENSKY isoliert (ARNAUD
1984).

Physikalisch-chemische Eigenschaften

Die chemische Bezeichnung fiir Theobromin (Abb. 3) lautet 3,7-Dimethylxanthin.
Seine Molmasse betragt 180,2. Bei Theobromin handelt es sich um ein weilles und
geruchloses kristallines Pulver mit einem Schmelzpunkt von 350°-360° C.
Theobromin hat sehr schwach basische (pKs; < 1) und schwach saure Eigenschaften
(pKs2 =10,0) (EAB 1997).

Kakaobohnen und speziell deren Schalen kénnen bis 3% Theobromin enthalten, in
schwarzem Tee, Kaffee, Colaniissen und Mate kommt es dagegen nur in Spuren vor

(EAB 1997, ANON. 1995).

Pharmakologische Wirkungen

Die bedeutendste pharmakologische Wirkung des Theobromins ist die Steigerung der
Diurese, die ldnger anhilt als nach Applikation von Theophyllin. Durch Einfithrung
wirksamerer Diuretika entfiel die Indikation fiir den Einsatz von Theobromin
(BOOTH 1977). Weiterhin wirkt Theobromin geféd3erweiternd und anregend auf den
Herzmuskel (ANON. 1995, LOSCHER 1997).

Pharmakokinetik

MUMFORD et al. (1996) konnten bei Menschen nach oraler Verabreichung von

Theobromin als Kapsel und in Form von Schokolade im Plasma maximale
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Wirkstoffspiegel von Theobromin nach 3 bzw. 2 Stunden feststellen. Die
Konzentrationen betrugen 6,7 bzw. 8,1 mg/ml. Die Bioverfiigbarkeit von
Theobromin aus der Schokolade war in dieser Studie hoher (115%), als die
Verfiigbarkeit des Wirkstoffes aus der Kapsel. SHIVELY et al. (1985) errechneten
fiir Theobromin beim Menschen eine Verfiigbarkeit aus Schokolade von 80% einer
vergleichend applizierten Theobrominldsung.

CORNISH wu. CHRISTMAN (1957) zufolge sind bei Menschen nach
Theobromineinnahme im Harn 7-Methylxanthin (28-30%), 3-Methylxanthin (14-
21%) und 7-Methylharnsdure als Metabolite und 11-12% an unverdndertem
Theobromin enthalten. ARNAUD u. WELSCH (1979) wie auch SHIVELY u.
TARKA (1983) fanden im Harn von Ratten 7-Methylxanthin (6%), 7-
Methylharnséure (4%), 3,7-Dimethylharnséure (3%), 6-Amino-5-[N-
Formylmethylamino]-1-Methyluracil (36%), urspriingliches Theobromin (49%) und
geringe Mengen an Dimethylallantoin und N-Methylharnstoff. MILLER et al.
(1984), die den Metabolismus des Theobromins an verschiedenen Sdugetierarten
mittels radioaktiv markiertem Theobromins untersuchten, stellten fiir alle Arten
dieselben Metabolite, jedoch in jeweils anderem Verhéltnis fest. So wurden beim
Hund 3-Methylxanthin (25%) und die Uracilderivate (10%) in den groBten Mengen
ausgeschieden, = wéhrend  7-Methylxanthin  (4%), und die Di- und
Monomethylharnsduren  (8%) in  geringeren Mengen auftraten. Nicht
verstoffwechseltes Theobromin stellte mit 46% den groften Anteil der gemessenen
Stoffe dar. ALY (1981) verabreichte Schafen oral jeweils 40 mg Theobromin pro kg
Korpermasse und 3 g Kakaoschalen (einfach und iiber 5 Tage) pro kg Korpermasse.
Im Harn der Tiere war darauthin vor allem Theobromin und 7-Methylharnsiure,

sowie in geringerem Umfang auch 7-Methylxanthin und 3-Methylxanthin enthalten.
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2.1.5 Paraxanthin

Paraxanthin wurde erstmals 1883 von SALOMON aus dem Harn des Menschen
isoliert (ARNAUD 1984).

Physikalisch-chemische Eigenschaften

Paraxanthin bzw. 1,7-Dimethylxanthin besitzt eine Molmasse von 180,2. Es kommt

in der Natur nicht vor. Die Strukturformel ist in Abbildung 3 dargestellt.

Pharmakologische Wirkungen

Die Annahme, da3 Paraxanthin eine pharmakologische Wirkung besitzt, wurde von
SNYDER et al. (1981) durch [In-vitro-Untersuchungen gestiitzt, da es die
Adenosinrezeptoren im selben Mafle wie Coffein hemmt. Mit einem Anteil von 70-
80% ist es der Hauptmetabolit des Coffeins beim Menschen (ARNAUD u. WELSCH
1982, BENOWITZ et al. 1995). In vergleichenden Untersuchungen zur Wirkung von
Paraxanthin und Coffein konnten BENOWITZ et al. (1995) beim Menschen fiir
beide Substanzen dieselben pharmakologischen Wirkungen nachweisen, jedoch war
Coffein  hinsichtlich  der  Beeinflussung des  Sympathikotonus,  der
Katecholaminfreisetzung, des Blutdrucks und der Lipolyse wirkungsvoller als

Paraxanthin.

Pharmakokinetik

Die Resorption von Paraxanthin aus dem Gastrointestinaltrakt des Menschen wurde
von LELO et al. (1986a) als vollstindig beschriecben. BORTOLOTTI et al. (1985)

verabreichten Paraxanthin intravends an Ratten und ermittelten eine
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Plasmahalbwertszeit von 1 Stunde. BENOWITZ et al. (1995) stellten im Plasma von
Menschen nach oraler Applikation von 2 bzw. 4 mg Coffein pro kg KM maximale
Paraxanthinkonzentrationen von 1,4 und 1,6 mg/l nach 5 bzw. 9 Stunden fest. Nach
oraler Einnahme von Paraxanthin (2 und 4 mg/kg KM) wurden die maximalen

Plasmaspiegel (2,8 bzw. 5,6 mg/l) nach 3 bzw. 2 Stunden erreicht.

Da die Methylxanthine Coffein, Theophyllin und Theobromin auch in verschiedenen
Nahrungsmitteln enthalten sind, kommen Kaffee, Tee und Schokolade als Quellen

fiir Dopingverstof3e bei Windhundrennen in Frage.

2.2 Kaffee

Als Rohkaffee wird der von der Frucht- und Samenschale befreite ungerdstete Samen
von Pflanzen der Gattung Coffea bezeichnet (Kaffeeverordnung 1981). Die Gattung
Coffea wird in fiinf Gruppen unterteilt, wobei nur einige Arten der Gruppe Eucoffea
fiir den Anbau nutzbar gemacht wurden. Die wichtigsten Arten sind Coffea arabica,
Coffea canephora, Coffea liberica und Coffea mocca (STREULI 1970). Fiir die
Kaffeeproduktion werden vor allem Coffea arabica, Coffea canephora var. robusta
und eine Kreuzung dieser beiden Pflanzen Coffea arabusta genutzt.

Der durchschnittliche Verbrauch an Rohkaffee lag 1995 in der Bundesrepublik
Deutschland bei 7,1 kg pro Person, was in etwa 169 Litern Kaffee entspricht.
Haupterzeugerldnder fiir den deutschen Markt sind mit einem Anteil von 35% bzw.
8% die Lander Kolumbien und Brasilien (TRAUTWEIN 1996).

In Tabelle 2 sind die Hauptinhaltsstoffe gerosteter Kaffeebohnen aufgefiihrt. Unter
den coffeinhaltigen Nahrungsmitteln weist Kaffee den hochsten Coffeingehalt auf.
KAPLAN et al. (1974) geben fiir gerostete Kaffeebohnen einen Coffeingehalt von
0,8 bis 1,8% an. STREULI (1970) gibt einen Coffeingehalt von 1 bis 2% an und

weilit darauf hin, dal die Robusta-Sorten einen hoheren Anteil an Coffein besitzen.
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VIANI (1993) beziffert den Coffeingehalt der Arten Arabica und Robusta auf 1,3%
bzw. 2,4%. Die Coffeinmenge im Kaffee hédngt jedoch nicht nur von den
verwendeten Kaffeebohnen ab, sondern wird auch durch die Art der Zubereitung
beeinfluflt. Zu den beiden Kategorien Filterkaffee und 16slicher Kaffee gibt es in der
Literatur zahlreiche Angaben, die jedoch stark differieren (Tab. 3). Die Unterschiede
lassen sich durch verschiedene Briihverfahren erkldren. Die Untersuchungen von
BURG (1975) stellen mit {iber 2000 ausgewerteten Kaffeeproben das umfangreichste
Probengut dar. Als Durchschnittswerte werden pro 150 ml Kaffee 85 mg Coffein in
Filterkaffee, 60 mg Coffein in Instantkaffee und 3 mg Coffein in entkoffeiniertem

Kaffee angegeben.

Tabelle 2: Zusammensetzung gerosteter Kaffeebohnen (Anteil an der

Trockenmasse in Prozent) nach VIANI (1993)

Substanz Arabica Robusta
Coffein 1,3 2.4
Mineralien 4,5 4,7

- davon Kaliumverbindungen 1,8 1,9
Lipide 17,0 11,0
Trigonellin, Nicotinsdure 1,0 0,7
Proteine 10,0 10,0
Aliphatische Séuren 24 2,5
Depside (Chlorogenséure) 2,7 3,1
Kohlenhydrate 38,0 41,5
Fliichtige Aromastoffe 0,1 0,1
Melanoide (Differenz) 23,0 23,0
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Tabelle 3: Coffeingehalt von gebrithtem Kaffee (A) und von loslichem
Pulverkaffee (B)

Autor mg/1 mg/Tasse
A Marks u. Kelly (1973) keine Angaben 80
Lelo et al. (1986b) 334 80
Stavric et al. (1986) 364 84
Burg (1975) 567 85
Gilbert et al. (1976) 621 112
Bunker u. Mc Williams (1979) 1000 151
Zylber-Katz et al. (1984) keine Angaben 155
B Lelo etal. (1986b) 285 60
Gilbert et al. (1976) 328 66
Burg (1975) 400 60
Bunker u. Mc Williams (1979) 440 66
2.3 Tee

Als schwarzer und griiner Tee wird der AufguB von Blittern des Teestrauches
Camellia sinensis bzw. Thea sinensis mit heiBem Wasser bezeichnet (TRAUTWEIN
1996). Der Ursprung der Teekultur liegt in China, wo Tee schon seit 4000 Jahren als
Heil- und GenuBmittel bekannt ist (WEISS 1995). Die Hauptanbaulidnder sind heute
China, Indien, Sri Lanka, Indonesien und Kenia (HERRMANN 1994). Der Pro-
Kopf-Verbrauch von Tee lag in der Bundesrepublik Deutschland 1995 bei etwa
220 Gramm, was einem Konsum von rund 21 Litern Tee entspricht.

Aufgrund des Coffeingehaltes ist die Applikation von Tee an Windhunde zum
Zwecke der Leistungssteigerung denkbar. So wurde in Irland schon seit jeher vor

einem Rennen Tee an Windhunde verabreicht, da Coffein dort nicht als Dopingmittel
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angesehen wird (TOBIN 1981). Tabelle 4 stellt die Inhaltsstoffe von frischen und

fermentierten Teebléttern sowie eines Aufgusses mit schwarzem Tee dar. BURG

(1975) gibt den Coffeingehalt von Instanttee mit 30 mg pro 150 ml an. Andere

Autoren geben fiir mit Teebeuteln gebriihten Tee Werte von 28 bis 44 mg pro Tasse
(FDA 1980) bzw. 8 bis 91 mg pro Tasse an (GILBERT 1984).

Tabelle 4: Zusammensetzung frischer und fermentierter Teebliitter sowie von

Schwarzteeaufgiissen bezogen auf den eingesetzten Tee in Prozent der

Trockenmasse (FINGER 1991, MAIER u. ENGELHARDT 1991)

Substanz frische fermentierte Aufgul}
Teeblitter Teeblitter (Schwarztee)*

Aminosiuren 4 4 3,5
Aromastoffe 0,01 0,02 0,01
Asche 5 5 4,5
Coffein 4 4 3,2
Kohlenhydrate 7 7 4,0
Pigmente 5 5 Spuren
Polyphenole, monomer 30 5 4,5
Polyphenole, oxidiert 25 15
Proteine 15 15 Spuren
Rohfaser 30 30

* Ziehdauer 5 Minuten

2.4 Schokolade

Schokolade stellt eine Mischung aus Zucker und Kakaomasse dar, wobei

Theobromin das Hauptalkaloid des Kakaos darstellt (Tab. 5). Da Milchschokolade
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im Gegensatz zu dunkler Schokolade einen geringeren Kakaoanteil besitzt, enthilt
sie demzufolge mit durchschnittlich 180 mg (150-200 mg) pro 100 g auch weniger
Theobromin als dunkle Schokolade mit im Mittel 630 mg (400-800 mg) Theobromin
pro 100 g (SOUCT et al. 1994).

Schokoladen mit hohem Kakao- bzw. Theobrominanteil (z.B. Scho-Ka-Kola®)
enthalten zusétzlich Coffein (0,2%). Sie kommen damit auch als potentielle
Dopingmittel bei Windhundrennen in Betracht. Allerdings besteht beim Hund durch
Aufnahme grofBer Mengen Kakaopulver oder Backschokolade bereits die Gefahr
einer Theobrominvergiftung, da diese Nahrungsmittel besonders reich an
Theobromin sind. Die fiir Hunde toxische Dosis von etwa 100 mg Theobromin pro
kg KM ist bereits in 6 g dieser Lebensmittel enthalten (GFELLER u. MESSONIER
1998, STRACHAN u. BENNETT 1994, SUTTON 1981).

Tabelle 5: Rezeptur fiir Milchschokolade und dunkle Schokolade (BECKETT
1990)

Milchschokolade [%] Dunkle Schokolade [%]

Kakaomasse 11,78

Kakaobohnenmischung / 60,65
Kakaomasse

Vollmilchpulver 19,08

Zucker 48,73 36,25
Kakaobutterzusatz 19,98 2,6
Lecithin 0,35 0,3
Vanillin 0,08 0,2

25



Literaturiibersicht

2.5 Doping

2.5.1 Definition und Geschichtliches

Unter Doping versteht man die Verabreichung von Substanzen an Mensch und Tier
mit dem Ziel einer Beeinflussung der natiirlichen und aktuellen Leistungsfahigkeit
bei sportlichen Wettkimpfen (UNGEMACH u. NURNBERGER 1999). Als
Tierarten kommen hier vor allem Pferde, Hunde und Reisetauben in Betracht.

(13

Der Begriff ,Doping“ bzw. ,dop stammt von siidostafrikanischen
Eingeborenenstimmen und bezeichnet ein berauschendes Getrink, das wihrend
religioser Feierlichkeiten getrunken wurde. Im amerikanischen Sprachgebrauch
beschrieb Doping spéter das trickreiche Betduben und anschlieBende Ausrauben von
Menschen durch Zigeuner. Dadurch ergab sich dann der Bezug zum Rauschgift und
1899 erschien der Begriff ,,Doping* erstmals in einem englichen Worterbuch
(TOBIN 1981, HERMLE 1996). Anfang des 20. Jahrhunderts erhielt das Wort dann
seine heutige Bedeutung (TOBIN 1981).

Das Bestreben, schneller als die Konkurrenten zu sein, ist allerdings kein Attribut der
heutigen Zeit. So sollen schon die sagenumwobenen Berserker der nordischen
Mythologie das aus Amanita muscaria gewonnene Bufotein genutzt haben, um ihre
Kampfkraft um ein mehrfaches zu steigern (PICK 1993). Bereits im dritten
Jahrhundert vor Christus war es im RoOmischen Reich unter Androhung der
Todesstrafe verboten, Pferde vor einem Rennen zu manipulieren. Damals
verabreichte man den Tieren sog. ,,Hydromel*, eine Honigldsung, die die Ausdauer
verbessern sollte (TOBIN 1981, PICK 1993). In England wurden 1666 die ersten
Dopingbestimmungen verabschiedet, die eine Applikation von Anregungsmitteln an
Pferde verboten. In Preulen wurde 1881 die Verabreichung alkoholischer Getrinke
an vermeintlich ,.feige* Pferde unter Strafe gestellt (UNGEMACH 1985). Die
zielgerichtete Bekdmpfung des Dopings begann allerdings erst im 20. Jahrhundert,

da es einerseits durch Arzneimittel-Neuentwicklungen moglich war, immer gezielter
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und erfolgreicher zu manipulieren, und andererseits unerlaubte Substanzen durch

bessere Analytik nachweisbar wurden (UNGEMACH u. NURNBERGER 1999).

2.5.2 Dopingformen

Eine Kategorisierung der unerlaubten Beeinflussung der natiirlichen und aktuellen
Leistungsfihigkeit wurde von UNGEMACH u. NURNBERGER (1999) fiir den
Pferdesport durchgefiihrt. Die Manipulationen lassen sich in positives, negatives und
unabsichtliches Doping sowie in Maflnahmen zur Erschwerung des
Dopingnachweises einteilen. Aufgrund der Ergebnisse von Dopinganalysen aus dem
Hunderennsport kann davon ausgegangen werden, da3 bei den Hunden &hnliche
Bemiihungen unternommen werden, die Leistungsfdahigkeit der Tiere zu verandern.
Dabei handelt es sich am hdufigsten um positives bzw. unabsichtliches Doping

(APELT 1998%).

Positives Doping

Doping auf Sieg:

Es wird entweder kurz vor dem Wettkampf oder wihrend der Trainigsphase
durchgefiihrt. Bei der akuten EinfluBnahme auf die Leistung werden zum einen
psychomotorische Stimulantien (z.B. Phenylalkylamine, Methylxanthine, Opioide),
die den natiirlichen Uberlastungsschutz des Organismus ausschalten sollen,
eingesezt, zum anderen werden geringe Dosen an Sedativa (z.B. Benzodiazepine)
verwendet, um Tiere mit {iberreaktiven Erregungszustinden zu beruhigen. Dies wird
auch als paradoxe Form des Dopings bezeichnet. Ein langfristiger Einsatz

bestimmter Pharmaka (z.B. Anabolika) steigert die Leistungsfahigkeit der Tiere.

* laut personlicher Mitteilung von Herrn Dr. med. vet. H.-J. Apelt, Weeze 14.2.1998
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Doping zur Wiederherstellung der normalen Leistungsbereitschaft:

Diese Form des Dopings zielt darauf ab, die genetisch determinierte
Leistungsfahigkeit des Tieres wiederherzustellen, die durch den aktuellen
Gesundheitszustand des Tieres eingeschriankt wird. Dabei ist in erster Linie die
Behebung bestehender Lahmheiten durch medikamentelle Schmerzausschaltung
(z.B. nichtsteroidale Antiphlogistika, Lokalanésthetika, Glukokortikoide) von
Bedeutung.

Doping mit kérpereigenen Substanzen:

Zu dieser Art des Dopings zdhlen in erster Linie Eigenblutinjektionen (v.a.
Erythrozyten) und die Verabreichung von Erythropoetin (EPO), ein in der Niere
gebildetes Hormon, das die Erythropoese reguliert (BERGLUND et al 1988,
MULLER 1999). Beide MaBnahmen haben zum Ziel, den Anteil der Erythrozyten im

Blut zu erhéhen und dadurch die Sauerstofftransportkapazitit des Blutes zu steigern.

Physikalisches Doping:

In diese Kategorie gehoren alle MaBnahmen zur Manipulation der
Leistungsfahigkeit, die nicht mit der Applikation chemischer Substanzen einher
gehen. Es wird durch Einschrinkung des Schmerzempfindens oder durch gezielte
Schmerzauslosung versucht das Tier zu beeinflussen. Als Beispiele wiren elektrische

Reize, Akupunktur, Ultraschall und UV-Strahlen zu nennen.

Negatives Doping

Zu negativem Doping werden Neuroleptika und Ataraktika in héherer Dosierung als
beim positivem Doping iibererregter Tiere eingesetzt. Es kommt in der Folge zu
einer psychomotorischen Antriebslosigkeit und damit zu einer Leistungsminderung.
Diese Form des Dopings wird vorwiegend von Konkurrenten bzw. Auflenstehenden
durchgefiihrt, da dem Tierbesitzer oder —trainer einfachere und unauffilligere Mittel

zur Verringerung der Leistungsfahigkeit zu Verfiigung stiinden.
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Unabsichtliches Doping

Zu dieser Kategorie des Dopings gehoren positive Dopingbefunde, denen Arznei-
anwendungen ohne konkreten Vorsatz vorausgingen. Héufig ist dies durch
unzureichende Kenntnis der Halbwertszeiten und der sich daraus ergebenden
Absetzfrist eines angewendeten Medikaments bedingt. Hierbei kann die fiir
lebensmittelliefernde Tiere festgelegte Wartezeit nicht als Orientierung dienen, da
dadurch lediglich die Riickstandsunbedenklichkeit ausgedriickt wird, jedoch nicht
zwingend Riickstandsfreiheit. So konnen durchaus auch nach Ablauf der Wartezeit
noch mef3bare Wirkstoffkonzentrationen im Tier vorhanden sein. Weiterhin kann die
Unkenntnis der gesamten Wirkungsbreite eines Arzneimittels zu unbeabsichtigten
Dopingfillen fiihren. AuBBerdem werden oftmals Kombinationspriparate appliziert
und dabei nicht alle Wirkstoffe auf Dopingrelevanz tiberpriift. Desweiteren konnen
pharmazeutische Hilfsstoffe, die nicht immer ausgewiesen sein miissen, und

Futterbestandteile zu ungewollten Dopingfallen fiihren.

MalBnahmen zur Erschwerung des Dopingnachweises

Diese Dopingmethode riickt mit den stdndig besser werdenden Nachweisverfahren
zunehmend in den Hintergrund. Es wird versucht, den analytischen Nachweis der
verabreichten Substanz zu erschweren. Dies wird zum einen dadurch versucht, daf}
sogenannte Maskierungsmittel, die fiir sich keine leistungssteigernde Wirkung
besitzen, zusammen mit den Dopingmitteln verabreicht werden. Diese
Maskierungsmittel sollen in der Analyse die verbotene Substanz iiberlagern. Zum
anderen werden Diuretika mit der Absicht eingesetzt, iiber eine erhohte
Harnproduktion die Konzentration des Dopingmittels im Harn zu senken (z.B.
Phenylbutazon). Andererseits hat zum Beispiel Furosemid unterschiedlichen Einfluf3
auf die Ausscheidung diverser Substanzen und kann die Urinkonzentrationen
mancher Stoffe (z.B. Fentanyl, Procain) auch erhoéhen. Weiterhin kann durch

Applikation von Urikostatika wie z.B. Probenecid der SekretionsprozeB in den
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Nierentubuli gehemmt werden. Da Probenecid eine Affinitdit zum selben
Carriersystem besitzt wie andere Pharmaka (z.B. Benzylpenicillin, Salicylsdure),

werden diese erst verzogert ausgeschieden (FREY 1996).

2.5.3 Dopingbestimmungen

Heutzutage existieren separate Dopingbestimmungen verschiedener Verbédnde fiir
ihre Mitglieder. Im Pferdesport haben die Deutsche Reiterliche Vereinigung e.V.
(FN), das Direktorium fiir Vollblutzucht und -Rennen e.V. (DVR) und der
Hauptverband fiir Traber-Zucht und -Rennen e.V. (HVT) Bestimmungen erlassen,
die das Dopen der Sportpferde verbieten bzw. fiir bestimmte Substanzen Grenzwerte
in Harn und Plasma festlegen (FN 1994, DVR 1996, HVT 1995).

Fir die dem Verband fiir das Deutsche Hundewesen (VDH) angeschlossenen
Windhundvereine ist die VDH-Windhundrennordnung mafigebend (ANON. 1998).
Dem entsprechend hat der Deutsche Windhundzucht- und Rennverband e.V.
(DWZRYV) die Vorgaben des VDH in seine Rennordnung iibernommen. In beiden
Rennordnungen wird der Tatbestand des Dopings an sich, sowie die Durchfiihrung
der Dopingkontrollen und die zu erlassenden Sanktionen beschrieben. Demnach muf3
»ein Hund, der von seinem Besitzer zwecks Teilnahme an einer Leistungspriifung
auf eine Rennbahn gebracht wird, in seinen Geweben, seinen Korperfliissigkeiten
und seinen Ausscheidungen am Tag des Rennens oder der Leistungspriifung frei sein
von allen Substanzen, die auf der Stoffgruppenliste des VDH aufgefiihrt sind*
(Tab. 7). Der DWZRV hat an dieser Stelle noch den Teilsatz ,und das
physiologische MafR iiberschreiten* eingefiigt. Durch die Gliederung der Dopingliste
in Wirkstoffgruppen, bleibt ihre Aktualitdt trotz der raschen Entwicklung auf dem
Arzneimittelmarkt gewahrt. Steht oder stand ein Hund bis einige Tage vor dem
Rennen in tierdrztlicher Behandlung, kann der Besitzer ein Formular ausfiillen, in
dem Art, Menge und Zeitpunkt der verabreichten Substanz aufgefiihrt ist und vom

behandelnden Tierarzt bestitigt wird. Aufgrund dieser Eintragungen und unter
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Beriicksichtigung der Halbwertszeit der verabreichten Substanz, entscheidet der
Bahn- bzw. Dopingtierarzt iiber eine Startfreigabe. Zur Uberwachung des
Dopingverbotes werden vom VDH bei internationalen und nationalen
Veranstaltungen Dopingkontrollen durchgefiihrt.

Der §6a des Arzneimittelgesetzes (1998) verbietet das Inverkehrbringen,
Verschreiben und Anwenden von Arzneimitteln zu Dopingzwecken beim Menschen.
Die Grundlage der Verbandsbestimmungen im Pferde- und Hundesport stellt das
europdische bzw. nationale Tierschutzgesetz dar. Dieses untersagt nach §3 die
Manipulation der Tiere, da zum einen ,,dem Tier Leistungen abverlangt werden,
denen es normalerweise nicht gewachsen ist* und zum anderen ,,die Anwendung von
Dopingmittel bei sportlichen Wettkimpfen und &hnlichen Veranstaltungen verboten
ist“ (TIERSCHUTZGESETZ 1998). Es soll vor Betrug geschiitzt bzw. einer
verfalschten Zuchtauswahl vorgebeugt werden. Zur Umsetzung der genannten
Bestimmungen wurde vom VDH bzw. DWZRV ein Liste erstellt, in der die
verbotenen Stoffgruppen aufgefiihrt sind (Tab. 6). Die Aktualitit der Liste bleibt
durch die Einteilung in Stoffgruppen bestehen, da auch neue Pharmaka konkret

zugeordnet werden konnen.
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Tabelle 6: Stoffgruppenliste verbotener Wirkstoffe (DWZRV-Rennordnung,
Anhang 8)

- Substanzen, die auf das zentrale oder periphere Nervensystem wirken

- Substanzen, die auf das vegetative Nervensystem wirken

- Substanzen, die auf den Magen-Darm-Trakt wirken

- Substanzen, die auf Herz und Kreislauf wirken

- Substanzen, die auf den Bewegungsapparat wirken

- Substanzen mit fiebersenkender, schmerzstillender, entziindungshemmender
Wirkung

- Substanzen mit antibiotischer, antimykotischer, antiviraler Wirkung

- Substanzen, die die Blutgerinnung beeinflussen

- Substanzen mit zellschidigender Wirkung

- Antihistaminika

- Diuretika

- Lokalanaesthetika

- Muskelrelaxantien

- Atmungsstimulantien

- Sexualhormone (Ausnahme: Préparate zur Verhinderung der Laufigkeit)

- Anabolika

- Kortikosteroide

- Endokrine Sekrete und ihre synthetischen Homologe

Doping liegt vor, wenn bei einem Hund eine oder mehrere Substanzen - gleich in
welcher Menge - gefunden wird, die in der obigen Stoffgruppenliste aufgefiihrt sind
und das physiologische MaB iiberschreiten.
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Dopingkontrollen

Unter Federfilhrung des Verbandes fiir das Deutsche Hundewesen werden bei
nationalen und internationalen Windhundrennen im Gebiet der Bundesrepublik
Deutschland Dopingkontrollen seit 1994 durchgefiihrt. So wurden beispielsweise im
Jahr 1994 18 Tiere untersucht, von denen 4 Hunde (18%) ein positives
Dopingergebnis aufwiesen (APELT 1998%). Die Kontrollen werden im gesamten
Bundesgebiet von einem der Rennkommission des VDH angehorenden Tierarzt ohne
Vorankiindigung durchgefiihrt. Nach einem Rennen werden dann in der Regel das
erstplazierte, sowie zwei weitere per Los ausgewdhlte Tiere kontrolliert. Die Besitzer
gehen mit ihren Hunden und einer offiziellen Aufsichtsperson spazieren, um beim
natiirlichen Harnabsatz den Urin des Hundes aufzufangen. Den Riiden wird dabei
eine Plastiktiite so unter den Rumpf gebunden, dall der Harn wihrend des Absetzens
darin aufgefangen wird. Der Harn von Hiindinnen wird in entsprechenden Gefi3en
aufgefangen. Ist auf natlirlichen Wege kein Harn zu erhalten, so wird mittels
Harnkatheter versucht, Urin zu gewinnen. Sollte auch dies ohne Erfolg bleiben, so
wird eine Blutprobe entnommen. Die Proben werden in Beisein des Besitzers in eine
A- und eine B-Probe geteilt, versiegelt und verpackt. Die ordnungsgeméifle
Durchfiihrung wird durch den Besitzer bescheinigt. Das analysierende Institut
bestdtigt bei Eingang der Proben die Unversehrtheit des Siegels und fiihrt
anschlieBend substanzgruppenspezifische Ubersichtsanalysen durch, denen im
Verdachtsfall substanzspezifische Nachweisuntersuchungen folgen. Zur Feststellung
eines positiven Dopingfalles muf3 die verbotene Substanz in der A- und der B-Probe

nachgewiesen werden.

Da Methylxanthine dopingrelevante Wirkstoffe sind und aufgrund der Mdoglichkeit
des Nachweises von Methylxanthinen nach Aufnahme von Nahrungs- bzw.
GenuBmitteln, wie Kaffee , Tee, Schokolade, sollte in der vorliegenden Arbeit die
Pharmakokinetik der Methylxanthine nach Gabe der Substanzen Coffein,
Theophyllin und Theobromin sowie nach Aufnahme von Kaffee, Tee und

Schokolade beim Hund untersucht werden.
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3 Tiere, Material, Methode

3.1 Zielsetzung

Es sollte die Pharmakokinetik der Methylxanthine Coffein, Theophyllin und
Theobromin beim Hund untersucht werden. Dazu sollten nach oraler und
intravendser Applikation der genannten Substanzen Blut- und Urinproben

entnommen und mittels Hochdruckfliissigkeitschromatographie analysiert werden.

3.2 Versuchstiere

Die Versuche wurden an sechs jeweils acht Jahre alten Beagle-Hiindinnen (Stamm
BEAK: Hoe) durchgefiihrt, die in zwei Gruppen zu je drei Tieren im Institut fiir
Pharmakologie, Pharmazie und Toxikologie der Veterindrmedizinischen Fakultit der
Universitit Leipzig gehalten wurden (Tab. 7). Die Tiere waren zum Zeitpunkt der
Versuche klinisch gesund. Die Fiitterung erfolgte wechselweise mit den

Hundefuttermitteln Royal Canin CS, CC, Club Spezial und Pedigree Pal.

Tabelle 7: Kenndaten der Versuchshunde

Nr. Gruppe Téatowierung Alter (Jahre)
1 0487 8
1
2 9311 8
3 0485 8
4 0488 8
2
5 0482 8
6 0486 8
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3.3 Verwendete Priiparate und Versuchsaufbau

Die Substanzen Coffein und Theophyllin wurden oral und intravends, Theobromin
nur intravends, jeweils in Form von Fertigarzneimitteln (Monopréparate) im Cross-
over-Design an sechs weibliche Beagles verabreicht (Tab. 8). Zusitzlich wurden sie
als Inhaltsstoffe der Nahrungsmittel Kaffee, Tee und Schokolade verabreicht
(Tab. 9). Da kein Theobrominpriparat zur oralen Anwendung im Handel ist, wurde

auf diesen Versuch verzichtet.

Tabelle 8: Verwendete Priparate

Wirkstoff Priparat Formulierung | Dosierung Hersteller
[mg/kg
KM]
Coffein Coffeinum purum Tabletten 10 Berlin-Chemie
AG, Berlin
Coffein Coffeinum- Injekt.-Lsg. 10 Atarost,
Natrium salicylic. Twistringen

solut. 50%ig

Theophyllin | afpred“forte-THEO | Injekt.-Lsg. 5 Sanavita, Werne
Theophyllin | Theophyllin retard- Tabletten 10 Ratiopharm,
ratiopharm® 125 Ulm
Theobromin Theobromin- Injekt.-Lsg. 5 Apotheke d.
Inj.Isg. Univ. Klinikums
Leipzig
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Tabelle 9: Verwendete Nahrungsmittel

Nahrungsmittel Produktname Hersteller Methylx.-Konz.
[mg/ml]
Kaffee Jacobs Kronung® Kraft Jacobs 'Coffein: 3,0

Suchard, Bremen

Tee Assam Lipton, Hamburg 'Coffein: 3,6

"Theobromin: 0,9

Schokolade Scho-Ka-Kola® Stollwerck, Koln | *Theobromin: 7,5

Coffein: 2,0

! Methylxanthinkonzentrationen nach eigenen HPLC-Analysen
2 Methylxanthinkonzentrationen nach Angaben des Herstellers

Der jeweils erst genannte Wirkstoff war von besonderem Interesse und die

Dosierung entsprechend ausgerichtet.

Zur Herstellung des Kaffeegetrinkes wurden 80 g Kaffeepulver (Jacobs Krénung®,
Jacobs) mit 300 ml Wasser in einer handelstiblichen Kaffeemaschine aufgebriiht. Die
Teeblétter (52,5 g; Assam, Lipton) wurden mit 300 ml kochendem Wasser
tibergossen und der Tee nach 3 Minuten durch ein Sieb gegossen. AnschlieBend

erfolgte die Analyse mittels der in Kapitel 3.5 beschriebenen Methode.

3.4 Versuchsablauf

Die Hunde erhielten letztmalig am Vortag des Versuchs Futter. Am Versuchstag
selbst erfolgte eine Fiitterung vier Stunden nach Applikation der Substanzen. Wasser
war frei zugédnglich. An einem Versuchstag wurden jeweils drei Hunde behandelt.

Zwischen den einzelnen Versuchsdurchgingen (Tab. 10) lag ein Zeitraum von
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mindestens zwei Wochen, um eine vollstindige Elimination der verabreichten

Substanz zu gewihrleisten.

Tabelle 10: Versuchsablauf

Versuchsdurchgang Applikation
1 Coffein oral
2 Coffein i. v.
3 Theophyllin oral
4 Theophyllin i. v.
5 Theobromin 1. v.
6 Kaffee
7 Tee
8 Schokolade

3.4.1 Vorbereitung der Tiere

Am Versuchstag wurde den Hunden vor Applikation der Substanzen mit Hilfe eines
geschlitzten Spekulums ein Ballon-Harnkatheter (ProfilCath, RUSCH-BRILLANT-
Ballonkatheter, Ch. 10) eingefiihrt. Das Ende des Katheters wurde mit Hilfe eines
Gummistopfens verschlossen und mittels Stiilpa-Verbandsmull, der den Hunden vom
Schulterbereich bis zur Glutealmuskulatur iibergezogen wurde, fixiert. Um die
Katheter vor Beschiddigung durch die Hunde zu schiitzen, erhielten die Tiere einen
Plastikhalskragen. Im Falle der intravendsen Applikation wurde eine Venenverweil-

Kaniile gelegt.
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3.4.2 Applikation der Wirkstoffe

Die Tabletten und die Schokolade wurden den Hunden auf dem Zungengrund
plaziert und das Abschlucken kontrolliert. Kaffee und Tee wurden mit einer
Plastikspritze in den Mundwinkel verabreicht. Die intravendsen Applikationen
erfolgten in die Vena cephalica antebrachii. Alle Arzneimittel wurden vollstindig

aufgenommen. Erbrechen oder Regurgitieren wurden nicht beobachtet.

3.4.3 Probenentnahme

Den Hunden wurden unmittelbar vor der Verabreichung und 30, 60, 90, 120 Minuten
sowie 3, 4, 6, 8, 12, 18, 24, 36 Stunden danach je 2 ml Blut aus der Vena cephalica
antebrachii bzw. der Vena saphena parva in heparinisierte Eppendorfgefafle (20 L.E.
Heparin / ml Blut) entnommen. Im Anschlul wurde Plasma durch Zentrifugation
(10 Minuten, 4°C, 6500 U/min.) gewonnen und bis zur Analyse bei —20°C
eingefroren. Nach intravendser Verabreichung der drei Methylxanthine wurden
zusdtzlich nach 5, 10, 15, 45, 75 Minuten Blutproben entnommen.

Unmittelbar vor der Applikation und 60, 120 Minuten sowie 4, 6, 8, 12, 18, 24,
36 Stunden danach wurde der angesammelte Urin aus der Harnblase in ein
Becherglas abgelassen. Das Urinvolumen wurde jeweils bestimmt. Ein Aliquot von
2 ml wurde in ein Eppendorfgefal3 iiberfiihrt und dieses bis zur Analyse bei —20°C
gelagert. Der Harnkatheter wurde zur Schonung der Blasenwand nach 24 Stunden
entnommen. Fiir die Urinentnahme nach 36 Stunden wurden die Tiere erneut
katheterisiert. Nach intravendser Applikation der Substanzen wurde nach 3 Stunden

ebenfalls Urin aus der Blase entnommen.
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3.5 Bestimmung der Methylxanthinkonzentrationen

Die Methylxanthinkonzentrationen wurden nach Festphasen-Extraktion mit Hilfe der
Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) bestimmt. Die gewihlte Methode
orientierte sich an der Methode von ARAMAKI et al. (1991), so dal} es moglich war
die Methylxanthine Coffein, Theophyllin, Theobromin und Paraxanthin gleichzeitig
nachzuweisen. Die Nachweisgrenze im Plasma lag fiir Coffein bei 0,02 pg/ml, fiir
Theophyllin bei 0,008 pg/ml und fiir Theobromin bei 0,009 pg/ml. Im Urin galten
fiir Coffein 0,22 pg/ml, fiir Theophyllin 0,09 pg/ml und fiir Theobromin 0,01 pg/ml

als Nachweisgrenze.

3.5.1 Reagenzien

Acetonitril HPLC Gradient Grade LiChrosolv® Merck, Darmstadt

Betahydroxyethyltheophyllin Sigma, Deisenhofen
Coffein Sigma, Deisenhofen

Destilliertes Wasser Millipore, Eschborn
Essigsdure 96% p.a. Merck, Darmstadt
Heparin, Heparin-Natrium-25000-ratiopharm®  Ratiopharm, Ulm
Kaliumdihydrogenphosphat p.a. Roth, Karlsruhe
Natronlauge (1 mol/1) Merck, Darmstadt
Paraxanthin Sigma, Deisenhofen
Reinstwasser Milli-Q plus Millipore, Eschborn
Tetrahydrofuran p.a. Merck, Darmstadt
Theobromin Sigma, Deisenhofen
Theophyllin Sigma, Deisenhofen
Triethylamin Fluka, Neu-Ulm
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3.5.2 Losungen

Stammlosungen  Analyten Coftein 300 pg/ml
Theophyllin 90 pg/ml
Theobromin 90 ng/ml
Paraxanthin 90 ng/ml

Interner Standard ~ Betahydroxyethyltheophyllin 180 pg/ml

Kaliumphosphatpuffer 0,4 mol/l, pH 5,3

Eluent Triethylamin 1% / Tetrahydrofuran 98,75:1,25 (v/v)
Natronlauge 1 mol/l

3.5.3 Gerite

Ultraschallbad: Sonorex Super 10P, Bandelin, Berlin

Rundschiittler:  Reax 200, Heidolph, Kelheim

Zentrifugen: Centrifuge 5403, Eppendorf, Hamburg
Centrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg

Festphasenextraktion:
Extraktionssiulen: Varian Bond Elut® C18 100 mg, Varian, Harbor City, USA
Chemie-Membranpumpe: MZ 2C, Vacuubrand, Wertheim

Vakuumverdampfer:
Vakuumkonzentrator SC 110 A: Savant Instruments Inc., Holbrook, NY, USA
Kihlfalle RVT 4104: Savant Instruments Inc., Holbrook, NY, USA
Vapornet VN 100: Savant Instruments Inc., Holbrook, NY, USA
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Vakuumpumpe VP 100: Savant Instruments Inc., Holbrook, NY, USA

Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC):

Vorsdulen:  LiChroCart® 4-4, LiChrosphere®100 RP-18 (5 um)

Merck, Darmstadt
Siulen:  LiChroCart® 125-4, LiChrosphere®100 RP-18 (5 pm)

Merck, Darmstadt
Pumpe:  L-6200 A-Intelligent-Pump, Merck/Hitachi, Darmstadt/Tokyo
Detektor: L-4250 UV-VIS-Detektor, Merck/Hitachi, Darmstadt/Tokyo
Interface: D-6000 Interface, Merck/Hitachi, Darmstadt/Tokyo
Integrator: D-7000 HPLC-Manager, Merck, Darmstadt

Compaq Deskpro XL 590

Autosampler: ~ AS-2000 A Autosampler, Merck/Hitachi, Darmstadt/Tokyo
Peltierrack: ~ PR-2000 Peltierrack, Merck/Hitachi, Darmstadt/Tokyo

3.5.4 Probenaufarbeitung

Zur Aufarbeitung der Plasma- und Urinproben mit Hilfe einer Festphasenextraktion
wurde die Methode von ARAMAKI et al. (1991) modifiziert. Daraus ergab sich
folgendes Vorgehen:

Plasmaproben:

300 ul Plasma wurden mit 50 pl internem Standard (Betahydroxyethyltheophyllin,
18 ug/ml in Methanol/Wasser 1:9) und 300 pl Kaliumphosphatpuffer in ein
Eppendorfgefa3 tiberfiihrt und nach anschlieBendem Schiitteln davon 500 pl auf die
mit 2x1ml Methanol und 2x1ml destilliertem Wasser konditionierte

Extraktionssdule aufgetragen.
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Urinproben:

30 ul Urin, 270 pl destilliertes Wasser, 50 pl interner Standard und 300 pl
Kaliumphosphatpuffer wurden in einem Eppendorfgefd3 vereinigt und geschiittelt.
Hiervon wurden 500 pl auf die mit 2 x 1 ml Methanol und 2 x 1 ml destilliertem

Wasser konditionierte Extraktionssédule pipettiert.

Es folgte das dreimalige Waschen der Sdulen mit jeweils 1 ml destilliertem Wasser
und anschlieend die Elution der Methylxanthine mit 3 x 300 ul Methanol. Nach
dem Verdampfen des Methanols im Vakuumverdampfer bei 60°C iiber 3 Stunden
wurde der Riickstand in 250 pl Eluent aufgenommen, kriftig geschiittelt und bis zur

Injektion in die HPLC-Anlage 12 Stunden bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

3.5.5 HPLC-Bedingungen

Als mobile Phase diente ein Eluent aus 1%igem Triethylamin in Reinstwasser und
Tetrahydrofuran (98,75:1,25 v/v). Dieser wurde vor der Verwendung im
Ultraschallbad entgast. Die chromatographische Analyse wurde bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Die Detektion fand bei einer Wellenldnge von 280 nm statt. Das
Injektionsvolumen betrug 50 pl, die FlieBgeschwindigkeit des Eluenten 1,0 ml pro
Minute und der Druck ca. 980 psi.

3.6 Berechnung der Methylxanthinkonzentrationen

Die Konzentrationen der Muttersubstanzen bzw. der Metaboliten wurden unter
Zuhilfenahme eines Internen Standards ermittelt. Zur Eichung wurden Plasma und
Urin unbehandelter Hunde mit der zu quantifizierenden Substanz versetzt und den

Proben entsprechend aufgearbeitet und analysiert.
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Hierbei wurde der Quotient aus den Peakflichen des Analyten und des internen
Standards zur Erstellung einer Eichkurve graphisch gegen die Konzentration des
entsprechenden Analyten aufgetragen. Anhand dieser Eichkurve konnte die
Konzentration der einzelnen Methylxanthine in den untersuchten Proben aus dem
Flachenverhiltnis des Analyten und des internen Standards berechnet werden. Die
Eichkurven waren im untersuchten Bereich (Coffein von 0,3 bis 30 pg/ml,
Theophyllin, Theobromin und Paraxanthin von 0,09 bis 90 pg/ml) linear, die

Korrelationskoeffizienten der Eichkurven lagen zwischen 0.97 und 0,99.

3.7 Berechnung pharmakokinetischer Parameter

Pharmakokinetische ~Kenndaten wurden unter Verwendung eines Zwei-
Kompartiment-Modells mit Hilfe des Programms Topfit 2.0 errechnet (HEINZEL et
al. 1993).

Die Bioverfiigbarkeit der oral applizierten Methylxanthine Coffein (Tablette, Kaffee,
Tee) Theophyllin (Tablette) und Theobromin (Schokolade) wurde als prozentualer
Anteil der Flache unter der Blutspiegelverlaufskurve (AUC,,,) eines Einzeltieres von
seiner eigenen AUC;,,. berechnet.

Die Eliminationshalbwertszeit t;, [h] wurde aus der terminalen Eliminations-
konstante A nach folgender Gleichung errechnet: t;, =In 2/A

Die Flache unter der Blutspiegelverlaufskurve AUC [umol/l - h] wurde nach der

linearen Trapezregel bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Coffein

Nach intravendser und oraler Applikation von 10 mg Coffein pro kg Korpermasse
wurden im Plasma und im Urin Coffein, Theophyllin, Theobromin und Paraxanthin

nachgewiesen.

4.1.1 Plasmakonzentrationen

Die intravendse Coffeinapplikation erzeugte initiale Coffeinmaxima von im Mittel
176,1 £ 48,4 umol/l. Die Plasmahalbwertszeit betrug 4,3 £ 1,4 Stunden (Abb. 4).
Nach oraler Verabreichung des Coffeins in gleicher Dosierung wurde eine maximale
Coffeinplasmakonzentration von 61,8 + 34,5 umol/l nach 1,6 + 0,9 Stunden erreicht.
Danach fiel der Coffeingehalt mit einer mittleren Halbwertszeit von
3,2 £ 0,9 Stunden ab. Coffein konnte nach intravendser und oraler Verabreichung im
Plasma bei einer Nachweisgrenze von 0,1 pumol/l (0,02 pg/ml) bis zu 36 Stunden
nachgewiesen werden. (Abb.4). Die Bioverfiigbarkeit von Coffein betrug
durchschnittlich 93 %.

Die Plasmakonzentrationsverldufe von Theobromin, Theophyllin und Paraxanthin,
die bei diesem Versuch als Metabolite in Erscheinung traten, unterschieden sich
zwischen den jeweiligen Verabreichungsformen nicht wesentlich (Abb. 4).
Theobromin hatte ein Konzentrationsmaximum zwolf Stunden nach oraler
(13,4 £ 10,4 pmol/l) bzw. intravenoser (18,9 7,5 umol/l) Coffeinapplikation.
Theophyllinkonzentrationen waren jeweils sechs Stunden nach Versuchsbeginn mit
durchschnittlich 17,3 £ 1,6 umol/l nach intravendser sowie 14,1 £ 2,1 umol/l nach
oraler Verabreichung am hochsten. Paraxanthin erreichte nach intravendser
Coffeininjektion maximale Plasmaspiegel nach zwdlf Stunden (6,5 = 2,0 pmol/l),

nach oraler Applikation nach acht Stunden (10,5 £ 1,9 umol/l).
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Abb. 4: Methylxanthinkonzentrationen im Plasma nach intravenéser (A) und
oraler (B) Applikation von Coffein in einer Dosierung von 10 mg pro kg KM
(MW + SD, n =6).
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4.1.2 Urinkonzentration

Im Urin erreichte Coffein sowohl nach intravendser als auch nach oraler
Verabreichung durchschnittlich sechs Stunden nach Versuchsbeginn eine maximale
Konzentration (Abb. 5), die nach intravendser Applikation (322 + 241 pmol/l)
deutlich hoher war als nach oraler Eingabe (89 + 77 umol/l). Die als Metabolite des
Coffeins entstandenen Dimethylxanthine Theophyllin, Theobromin und Paraxanthin
erreichten teilweise deutlich hohere Urinkonzentrationen als Coffein (Abb. 5). Als
Hauptmetabolit erreichte Theobromin mittlere Konzentrationsmaxima von
1377 + 845 pmol/l und 1055 + 576 umol/l nach intravendser bzw. oraler Applikation
jeweils zwolf Stunden nach Versuchsbeginn. Theophyllin trat zwdlf Stunden nach
oraler Verabreichung in maximaler Urinkonzentration auf (307 £ 96 pmol/l), nach
intravendser Injektion war die hochste Urinkonzentration nach acht Stunden erreicht
(288 £ 161 umol/l). Maximale Paraxanthinurinspiegel waren zwdlf Stunden nach
oraler (263 = 68 umol/l) und acht Stunden nach intravendser Applikation meBbar
(Abb. 5).
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Abb. 5: Methylxanthinkonzentrationen im Urin nach intravenéser (A) und

oraler (B) Applikation von Coffein in einer Dosierung von 10 mg pro kg KM
(MW + SD, n =5).
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4.2  Theophyllin

Die orale und intravendse Applikation von Theophyllin fiihrte zu mef3baren Plasma-

und Urinspiegeln.

4.2.1 Plasmakonzentration

Nach intravendser Injektion von Theophyllin in einer Dosierung von 5 mg pro kg
Korpermasse betrug im Plasma der mittlere Anfangsblutspiegel 49,3 £ 7,0 pmol/l.
Nach oraler Verabreichung von 10 mg Theophyllin pro kg Korpermasse wurden
maximale Plasmakonzentrationen von 42,5+ 9,3 umol/l nach 4,8 £ 0,5 Stunden
erzielt (Abb. 6). Die mittlere Plasmahalbwertszeit betrug 5,0 £ 0,5 Stunden bei
intravendser und 3,2 + 0,5 Stunden bei oraler Applikation. Die Bioverfiigbarkeit des
Theophyllins lag im Mittel bei 73 %. Wie in Abbildung 3 dargestellt, wird
Theophyllin zu 1-Methylxanthin und 1,3-Dimethyluracil verstoffwechselt. Die mit
der verwendeten Methode nachweisbaren Methylxanthine Coffein, Theobromin und

Paraxanthin treten nach Applikation von Theophyllin jedoch nicht in Erscheinung.

4.2.2 Urinkonzentration

Die hochste Urinkonzentration an Theophyllin war sechs Stunden nach oraler
Aufnahme (774 £296 umol/l) und vier Stunden nach intravendser Injektion

(656 £ 600 pmol/l) meBbar (Abb. 7).
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Abb. 6: Theophyllinkonzentrationen im Plasma nach intravenéser (A) und
oraler (B) Applikation von Theophyllin in einer Dosierung von 5 (i.v.) bzw. 10
(p.o.) mg pro kg KM (MW + SD, n = 6).
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Abb. 7: Theophyllinkonzentrationen im Urin nach intravenoser (A) und oraler

(B) Applikation von Theophyllin in einer Dosierung von 5 (i.v.) bzw. 10 (p.o.)
mg pro kg KM (MW + SD, n =5).
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4.3 Theobromin

Die intravendse Injektion von 5 mg Theobromin pro kg Korpermasse fiihrte zu

quantifizierbaren Plasma- und Harnspiegeln von Theobromin.

4.3.1 Plasmakonzentration

Theobromin wurde nach intravendser Applikation bei der ersten Probenentnahme
fiinf Minuten nach Injektion in einer Plasmakonzentration von 232,4 + 61,3 umol/l
nachgewiesen (Abb. 8A). Die durchschnittliche Plasmahalbwertszeit betrug
6,5 + 0,6 Stunden.

4.3.2 Urinkonzentration

Im Urin wurde das Konzentrationsmaximum nach durchschnittlich drei Stunden

erreicht und betrug durchschnittlich 2274 + 1360 umol/l (Abb. 8B).
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Abb. 8: Theobrominkonzentration im Plasma (A) und im Urin (B) nach
intravenoser Applikation einer Theobromininjektionslosung in einer Dosierung
von 5 mg pro kg KM (MW + SD, n = 6 (Plasma) 5 (Urin)).
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4.4 Kaffee

Nach Applikation des Kaffees in einer Dosierung von 10 mg Coffein (=3,3 ml
Kaffee) pro kg KM waren Coffein, Theophyllin, Theobromin und Paraxanthin in

Plasma und Urin nachweisbar.

4.4.1 Plasmakonzentration

Coffein trat in den hochsten Plasmakonzentrationen auf (45,8 + 12,4 pmol/I) und
erreichte ein Maximum im Mittel nach 1,5+ 0,4 Stunden (Abb.9). Die
Plasmahalbwertszeit von Coffein betrug 4,0 £ 0,4 Stunden und es konnte im Plasma
bis zu 18 Stunden nach der Applikation nachgewiesen werden. Die Metabolite
Theobromin und Paraxanthin hatten Konzentrationsmaxima von 18,4 + 6,6 umol/l
bzw. 6,7+ 1,4 umol/l nach acht Stunden und Theophyllin erreichte hochste

Plasmakonzentrationen von 12,2 + 4,5 pmol/l nach sechs Stunden (Abb. 9).

4.4.2 Urinkonzentration

Im Harn war Coffein nach zwei Stunden in hochster Konzentration nachweisbar
(67 £33 umol/l).  Theobromin  trat als  Hauptmetabolit mit einem
Konzentrationsmaximum von durchschnittlich 232 + 125 pmol/l nach zwo6lf Stunden
auf. Maximale Paraxanthinurinspiegel von 62 + 23 umol/l waren ebenfalls nach
zwoOlf Stunden mefBbar, wihrend Theophyllin nach acht Stunden in hochster
Konzentration (116 = 36 umol/l) analysiert wurde (Abb. 10). Im Vergleich mit der
Applikation von Coffein als Fertigarzneimittel (Abb.5) fdllt auf, daf die
Harnkonzentrationen der Methylxanthine nach Verabreichung von Kaffee deutlich
geringer sind. Als Ursache hierfiir ist das nach Kaffeeapplikation gesteigerte

Harnvolumen zu sehen.
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Abb. 9: Methylxanthinkonzentrationen im Plasma nach Applikation von Kaffee
in einer Dosierung von 10 mg Coffein pro kg KM (MW + SD, n = 6).
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Abb. 10: Methylxanthinkonzentrationen im Urin nach Applikation von Kaffee

in einer Dosierung von 10 mg Coffein pro kg KM (MW + SD, n =5).

4.5 Tee

Die Applikation von Tee in einer Dosierung von 10 mg Coffein (= 2,8 ml Tee) pro
kg KM fiihrte zu meBbaren Plasma- und Urinkonzentrationen von Coffein,

Theophyllin, Theobromin und Paraxanthin.

4.5.1 Plasmakonzentration

Coffein erreichte ein Konzentrationsmaximum von 33,0+ 20,6 pumol/l nach
durchschnittlich 1,3 + 0,6 Stunden (Abb. 11). Coffein wurde mit einer mittleren

Halbwertszeit von 2,0 Stunden eliminiert und die Bioverfiigbarkeit aus Tee betrug
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26 £ 12 %. Theobromin und Theophyllin waren nach vier Stunden in hochsten
Plasmakonzentrationen von 28,8 £ 5,0 umol/l bzw. 9,5+ 1,9 umol/l nachweisbar.
Der hochste Paraxanthinplasmaspiegel war mit 5,6 £ 1,9 pmol/l nach einer

Versuchsdauer von sechs Stunden mef3bar (Abb. 11).

Plasmakonz. [pumol/1]

Zeit [h]

Abb. 11: Methylxanthinkonzentrationen im Plasma nach Applikation von Tee
in einer Dosierung von 10 mg Coffein pro kg KM (MW + SD, n = 6).

4.5.2 Urinkonzentration

Im Urin lag Coffein nach zwei Stunden in grofter Konzentration vor
(23 £ 18 umol/l). Theobromin stellte den groBten Anteil der ausgeschiedenen
Methylxanthine dar und erreichte einen maximalen Urinspiegel (231 + 82 pmol/l)
nach vier Stunden (Abb. 12). Die Konzentration blieb bis 18 Stunden im Bereich von
125 bis 178 umol/l. Maximale Uringehalte an Paraxanthin und Theophyllin wurden

nach zwolf und sechs Stunden mit Werten von 35 £ 30 umol/l und 64 + 17 pumol/l
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erreicht (Abb. 12). AuBer Coffein waren alle Stoffe bis 24 Stunden post

applicationem nachweisbar.
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Abb. 12: Methylxanthinkonzentrationen im Urin nach Applikation von Tee in

einer Dosierung von 10 mg Coffein pro kg KM (MW + SD, n =5).

4.6 Schokolade

Im Plasma und Urin wurden nach Verfiitterung von Schokolade in einer Dosierung
von 5 mg Theobromin (=0,7 g Schokolade) pro kg KM Coffein, Theophyllin,
Theobromin und Paraxanthin nachgewiesen. Die Schokolade enthielt nach
Herstellerangaben 0,2 % Coffein, so dal durch die gewihlte Dosierung neben der
genannten Menge an Theobromin gleichzeitig 1,3 mg Coffein pro kg KM appliziert
wurden. Daraus resultierten Plasma- und Urinspiegel von Coffein sowie seiner

Metaboliten Theophyllin und Paraxanthin.
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4.6.1 Plasmakonzentration

Im Plasma war Theobromin im Vergleich zu Coffein, Theophyllin und Paraxanthin
in hochster Konzentration vorhanden (Abb. 13). Maximale
Theobrominplasmaspiegel waren nach durchschnittlich 2,0 + 0,3 Stunden mit einer
mittleren Konzentration von 113,8 + 14,9 umol/l erreicht. Die Elimination des
Theobromin erfolgte mit einer Halbwertszeit von 6,8 Stunden, so daf3 es auch nach
36 Stunden im Plasma nachzuweisen war. Die Bioverfligbarkeit aus der Schokolade
lag bei 77+12%. Das Konzentrationsmaximum von Theophyllin betrug
2,3 £ 0,4 pmol/l nach vier Stunden, das von Coffein 9,5 + 3,5 umol/l nach eineinhalb
Stunden und die maximale Paraxanthinplasmakonzentration war mit 2,3 £ 0,5 umol/l

nach zwolf Stunden erreicht (Abb. 13).
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Abb. 13: Methylxanthinkonzentrationen im Plasma nach Applikation von
Schokolade in einer Dosierung von 5 mg Theobromin pro kg KM (MW + SD,
n =6).
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4.6.2 Urinkonzentration

Mit dem Harn wurde vor allem Theobromin ausgeschieden (Abb. 14). Vier Stunden
nach Versuchsbeginn war das Theobrominkonzentrationsmaximum im Urin mit
durchschnittlich 989 + 263 umol/l erreicht. Das Coffeinmaximum von 5 umol/l lag
bei zwei Stunden. Hochste Theophyllinspiegel von 21 + 8 pmol/l wurden nach sechs

Stunden erreicht und Paraxanthin wurde nach zwolf Stunden mit 17 £ 7 umol/l in

maximaler Urinkonzentration nachgewiesen (Abb. 14).
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Abb. 14: Methylxanthinkonzentrationen im Urin nach Applikation von

Schokolade in einer Dosierung von 5 mg Theobromin pro kg KM (MW + SD,
n=35).

4.7 Pharmakokinetische Parameter

Die Tabellen11 und 12 =zeigen die aus den Plasmadaten errechneten

pharmakokinetischen Parameter fiir die jeweilige Muttersubstanz.
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Tabelle 11: Pharmakokinetische Parameter der Methylxanthine nach

Applikation als Fertigarzneimittel

Coffein Theophyllin Theobromin
oral iv. oral iv. iv.

MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD

C 1oy [mmol/]] 61,8 345 | 1761 484 | 425 9,3 49,3 70 | 2324 613
€ max [h] 1,6 0,9 48 0,5

tip [h] 32 0,9 43 1,4 32 0,5 5,0 0,5 6,5 0,6

AUC [pmol/h] | 546 268 608 221 505 123 347 66 1747 353
BV [%] 93 45 73 10

MW  Mittelwert
SD  Standardabweichung
C ,.x Mmaximale Plasmakonzentration

t max  Zeit bis zum Erreichen des Plasmamaximums

t,, Halbwertszeit
AUC Area under the curve
BV  Bioverfiigbarkeit

Tabelle 12: Pharmakokinetische Parameter der Methylxanthine nach

Applikation als Nahrungsmittel

Coffein Theobromin
Kaffee Tee Schokolade
MW SD MW SD MW SD
C ax [pmol/1] 45,8 12,4 33,0 20,6 113,8 15,0
€ max [h] 1,5 0,4 1,3 0,6 2,0 0,3
ty [h] 4,0 0,4 2,0 0,9 6,8 2.8
AUC [pumol/lh] 335 72 144 98 1371 472
BV [%] 62 28 26 12 77 12
MW Mittelwert
SD Standardabweichung
C nax maximale Plasmakonzentration
t max Zeit bis zum Erreichen des Plasmamaximums
tin Halbwertszeit
AUC Area under the curve
BV Bioverfiigbarkeit
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5 Diskussion

Methylxanthine werden nach Windhundrennen héiufig in Dopingproben festgestellt.
In gutachterlicher Tatigkeit ist zu kldren, inwieweit die erhobenen Befunde
Dopingrelevanz besitzen. Dazu wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob und
fir welche Dauer nach der Applikation von methylxanthinhaltigen
Fertigarzneimitteln und Nahrungsmitteln (Kaffee, Tee, Schokolade) an Hunde
dopingrelevante Plasma- und Urinspiegel der Methylxanthine Coffein, Theophyllin
und Theobromin nachweisbar sind und in welchem Umfang diese aus den oralen

Darreichungsformen bioverfiigbar sind.

Die Methylxanthine Coffein und Theophyllin werden neben dem therapeutischen
Einsatz mifbrauchlich auch im Pferde- und Hunderennsport verwendet. Sie werden
immer wieder bei Dopinganalysen nachgewiesen (TOBIN 1981, UNGEMACH
1985, UNGEMACH u. NURNBERGER 1999, WELLS et al. 1988). Hierbei ist die
Frage zu kldren, ob der nachgewiesene Wirkstoff auf eine bewullte Verabreichung
eines Arzneimittels zum Zwecke der Leistungsbeeinflussung zuriickzufiihren ist,
oder ob die festgestellten Plasma- bzw. Urinkonzentrationen aus anderen Quellen,
z.B. dem Futter oder menschlichen Nahrungsmitteln, stammen kénnen. Weiterhin
kommt es hdufig zu positiven Dopingbefunden, da in Unkenntnis der
Ausscheidungskinetik eines Therapeutikums, dieses vor einem Rennen zu spit
abgesetzt wird und eine Leistungsbeeinflussung im Sinne von Doping nicht
beabsichtigt war (UNGEMACH u. NURNBERGER 1999). Ziel der vorliegenden
Arbeit war es deshalb, durch vergleichende Betrachtung der Pharmakokinetik von
Coffein, Theophyllin, Theobromin und Paraxanthin in Plasma und Urin
Riickschliisse auf die Wirkstofftherkunft zu ziehen. Weiterhin sollte durch Vergleich
der Metabolitenmuster nach Verabreichung methylxanthinhaltigen Fertigarzneimittel
und Nahrungsmittel gekldrt werden, ob dadurch Aussagen iiber die Quelle der

Methylxanthine getroffen werden konnen.
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5.1 Methylxanthinapplikation in Form von Fertigarzneimitteln und

Nahrungsmitteln

Die in den vorliegenden Untersuchungen ermittelten Halbwertszeiten von Coffein
von 4,3 (i.v.) und 3,2 (oral) Stunden sind vergleichbar mit Angaben von
WARSZAWSKI et al. (1977). Nach einmaliger intravendser Applikation von 50 mg
Coffein pro kg Korpermasse ermittelten sie Halbwertszeiten von 6,7 und 3,7 Stunden
fiir ausgewachsene bzw. 30-45 Tage-alte Hunde. Nach oraler Applikation von
Coffein (10 mg/kg KM) wurde die hochste Coffeinkonzentration (61,8 umol/l
entsprechen 12,0 pg/ml) im Plasma nach 1,6 Stunden erreicht. Diese Werte stimmen
mit Ergebnissen von TSE u. VALIA (1981) {iberein, in denen nach einer Dosis von
8,6 mg Coffein pro kg Korpermasse maximale Plasmaspiegel von durchschnittlich
10,9 pg/ml nach 1-2 Stunden erreicht wurden und eine Halbwertszeit nach
einmaliger Verabreichung von 4,5 Stunden errechnet wurde. Nach wiederholter
Coffeinapplikation (alle 12 Stunden) betrug die Halbwertszeit 3,9 Stunden. Die in
dieser Studie festgestellten maximalen Konzentrationen des Metaboliten Theobromin
liegen mit 0,5-0,6 pg/ml nach 8 Stunden (TSE u. VALIA 1981) deutlich unter dem
in den vorliegenden Untersuchungen gemessenen Spitzenspiegel von 13,4 umol/l
(2,41 pg/ml) nach 12 Stunden.

Zur Ausscheidung von Coffein im Urin liegen bisher nur wenige und begrenzt
aussagefiahige Daten vor. So untersuchten WARSZAWSKI et al. (1982) nach
Verabreichung von [1-Methyl-'*C]Coffein an Hunde im Alter von 2-35 Tagen das
Verhiltnis von Muttersubstanz und seiner wichtigsten Metabolite im Urin. Der
Urinabsatz der Tiere, die in einem Stoffwechselkidfig gehalten wurden, erfolgte
entweder spontan oder durch Reizung der Perinealregion. Da in dieser Studie keine
absoluten Urinkonzentrationen, sondern der Anteil der jeweiligen Metabolite an der
ausgeschiedenen Gesamtradioaktivitidt angegeben wurde, sind die Ergebnisse nur
beschrinkt mit den eigenen Daten vergleichbar. In einer weiteren Untersuchung
wurde 4 Greyhounds Coffein in einer Dosierung von 25 mg/kg KM eine Stunde vor
Rennbelastung oral verabreicht (LAMBERT et al. 1982). Nach 3 Stunden konnten

maximale Urinkonzentrationen von 85 pg/ml nachgewiesen werden. In den eigenen
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Untersuchungen wurden nach oraler Eingabe von Coffeintabletten mit einer
niedrigeren Dosis von 10 mg/kg KM maximale Urinkonzentrationen von 89 umol/l
(17,3 pg/ml) Coffein nach 6 Stunden erreicht. Die im Vergleich zu den eigenen
Daten hoheren Harnspiegel in den Untersuchungen von LAMBERT et al. (1982)
sind einerseits auf eine 2,5fach hohere Dosis und andererseits auf eine
Aufkonzentrierung des Urins als Folge der Anstrengung durch das Rennen und dem
damit verbundenen Wasserverlust zuriickzufiihren. Das Gesamturinvolumen wurde
jedoch von LAMBERT et al. (1982) nicht bestimmt. Zusitzlich zu der
Muttersubstanz Coffein, wurden in der vorliegenden Untersuchung im Harn, wie
auch im Plasma die Dimethylxanthine Theophyllin, Theobromin und Paraxanthin als
Metabolite des Coffeins nachgewiesen. Theobromin wurde in deutlich héheren
Konzentrationen als Coffein, Theophyllin und Paraxanthin im Harn nachgewiesen
(Abb. 15). 24 Stunden nach intravendser und oraler Applikation von Coffein waren
rund 3,3 % bzw. 3,0 % in unverdnderter Form mit dem Harn ausgeschieden. Der
kumulative Anteil der einzelnen Methylxanthine an der Ausscheidung {iber den Harn
ist in der Abbildung 16 dargestellt. Die Untersuchungen von WARSZAWSKI et al.
(1982) zeigten grofle interindividuelle Schwankungen der Metabolitenkonzen-

trationen wobei Theobromin nicht erfafit wurde.
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Abb. 15: Metabolitenmuster im Harn nach intravenoser (A) und oraler (B)
Applikation von Coffein in einer Dosierung von 10 mg pro kg KM (MW, n =5).
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Abb. 16: Renale Ausscheidung nach intravenoser (A) und oraler (B)
Applikation von Coffein in einer Dosierung von 10 mg pro kg KM (kumulative

Darstellung; MW + SD, n =5).
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Untersuchungen zur Pharmakokinetik von Theophyllin beim Hund wurden bisher
nur im Blut durchgefiihrt (Mc KIERNAN et al. 1981, NOSAKA et al. 1986, TSE u.
SZETO 1982), wiahrend Daten zur Ausscheidung tiber den Harn noch fehlen und
somit durch die vorliegenden Untersuchungen erstmals dargestellt werden.
Mc KIERNAN et al. (1981) untersuchten die Pharmakokinetik von Theophyllin nach
einmaliger intravendser und mehrmaliger oraler Applikation (alle 6 Stunden) in einer
Dosierung von 9,4 mg/kg KM. Nach intravenoser Injektion wurden anfingliche
Plasmakonzentrationen von 13,8 ug/ml  bestimmt. In den vorliegenden
Untersuchungen wurden mit etwa der halben Dosis (5 mg/kg KM) 49,3 umol/l bzw.
8,9 ng/ml festgestellt. Diese Werte stimmen auch mit den Ergebnissen von TSE u.
SZETO (1982) iiberein, die bei einer Dosierung von 3,6 mg/kg KM initiale
Wirkstoffspiegel von 5 pg/ml nachwiesen. Die aus den eigenen Daten errechnete
Halbwertszeit von 5,0 Stunden liegt im Bereich der in der Literatur nach intravendser
Verabreichung fiir Theophyllin angegebenen Halbwertszeiten von 3,8 bis
6,4 Stunden (Mc KIERNANet al. 1981, NOSAKA et al. 1986, TSE u. SZETO 1982).
Nach oraler Gabe (10 mg/kg KM) lag die in den eigenen Untersuchungen nach
4,8 Stunden ermittelte maximale Plasmakonzentration von Theophyllin mit
42,5 umol/l (7,7 pg/ml) gering unter dem von Mc KIERNANet al. (1981) nach Gabe
von 9,4 mg/kg KM gemessenen Wert von 8,4 pg/ml. Allerdings wurde das
Plasmamaximum in dieser Studie schon nach 1,5 Stunden erreicht. Diese
Verzogerung in der eigenen Studie ist wahrscheinlich durch die Verabreichung eines
retardierten Theophyllinpriparates bedingt. In einer anderen Studie wurden nach
oraler Applikation von Theophyllin in Dosierungen von 8,8-14,9 mg/kg KM
maximale Plasmakonzentrationen von 10,3-16,3 pg/ml nach 0,5-3,5 Stunden erreicht
(TSE u. SZETO 1982). Die in der vorliegenden Untersuchung festgestellte
Halbwertszeit von 3,2 Stunden fiir Theophyllin ist kiirzer als in anderen Studien, in
denen Zeitrdume von 4,3-7,5 Stunden gefunden wurden (NOSAKA et al. 1986, TSE
u. SZETO 1982).

Theophyllin wird in den vorliegenden Untersuchungen immer mit dem Harn
ausgeschieden. Die moglichen Metabolite wurden, mit Ausnahme des Coffeins, das

jedoch nicht aus Theophyllin gebildet wurde, mit der verwendeten Methodik nicht
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erfa3t. DaB3 kein Coffein nachgewiesen werden konnte, 146t darauf schlie3en, dal die
korpereigene Synthese von Coffein aus Theophyllin beim Hund sehr gering ist.
Wenn eine Eigensynthese stattfindet, dann jedoch nur in so geringem Umfang, daf3
das entstehende Coffein anschlieBend schnell metabolisiert wird. Die kumulative
Betrachtung (Abb. 17 und 18) verdeutlicht, dal 18 Stunden nach intravendser und
oraler Verabreichung der Grofteil des mit dem Harn eliminierten Theophyllins
ausgeschieden wurde. In Hinblick auf die Bioverfiigbarkeit des Theophyllins aus der
oralen Applikationsform von durchschnittlich 73 % im Vergleich zur intravendsen
Injektion des Theophyllins, zeigt der Vergleich der mit dem Harn ausgeschiedenen

Theophyllinmengen gute Ubereinstimmung.

150 ~
125 4
100

75 4

Menge [pmol]

50 - —a— Theophyllin

25 A

0 & T T T ]
0 6 12 18 24

Zeit [h]

Abb. 17: Renale Ausscheidung nach intravenoser Applikation von Theophyllin
in einer Dosierung von 5 mg pro kg KM (kumulative Darstellung; MW + SD,
n=35).
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Abb. 18: Renale Ausscheidung nach oralen Applikation von Theophyllin in
einer Dosierung von 10 mg pro kg KM (kumulative Darstellung; MW + SD,
n=35).

Aufgrund der Tatsache, da3 Theobromin heute nicht mehr therapeutisch eingesetzt
wird, sind Studien zur Pharmakokinetik von Theobromin beim Hund kaum
vorhanden. MILLER et al. (1984) untersuchten den Metabolismus von Theobromin
bei Ratten, Médusen und beim Hund. Die Untersuchung wurde mit radioaktiv
markiertem Theobromin durchgefiihrt und der Anteil der Muttersubstanz und der
Metaboliten an der renal ausgeschiedenen Gesamtaktivitdt bestimmt. Dadurch
konnten keine pharmakokinetischen Parameter aus den Plasmawerten bestimmt
werden und aus methodischen Griinden wurden keine Urinkonzentrationen ermittelt.
Mit den eigenen Ergebnissen lassen sich grundsitzliche Aussagen zur Ausscheidung
von Theobromin machen, das insbesondere auch als Hauptmetabolit von Coffein
vorkommt. Ferner konnen die nach intravendser Applikation ermittelten Werte zur

Ermittlung der Bioverfiigbarkeit von oral z.B. mit Futtermitteln aufgenommenem
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Theobromin herangezogen werden. In Abbildung 19 ist die kumulative

Ausscheidung des Theobromins mit dem Harn dargestellt.
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Abb. 19: Renale Ausscheidung nach intravenoser Applikation von Theobromin
in einer Dosierung von 5 mg pro kg KM (kumulative Darstellung MW + SD,
n=>5).

Wie Tabelle 9 zeigt, lag die Coffeinkonzentration des Kaffees und des Tees im
Bereich von 3,0 bis 3,6 mg pro ml. Damit waren der applizierte Kaffee und Tee rund
dreimal konzentrierter als gewoOhnlich fiir den menschlichen Verzehr hergestellte
Getrinke, da das den Tieren zu verabreichende Gesamtvolumen mdglichst gering
gehalten werden sollte. Dadurch entsprach die verabreichte Coffeinmenge dem
Gehalt einer durchschnittlichen Tasse Kaffee (etwa 150 ml), das applizierte Volumen
des selbst hergestellten Getrdnkes betrug jedoch nur rund 40 Milliliter. Die in den
Untersuchungen verwendete Schokolade (Scho-Ka-Kola®, Stollwerk Koln) enthilt
im Vergleich zu handelsiiblichen Milchschokoladen rund vier mal mehr Theobromin
und Coffein. Die applizierte Schokoladenmenge entsprach damit 40 g gewdhnlicher
Milchschokolade.
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Die Ergebnisse zeigen, dafl durch die Aufnahme von Kaffee, Tee und Schokolade
grundsitzlich mefBbare Methylxanthinkonzentrationen im Plasma und im Urin

erreicht werden.

Nach Eingabe von Kaffee ist Coffein gut bioverfiigbar, wihrend die Applikation von
Tee eine deutlich geringere Bioverfiigbarkeit des Coffeins aufweist. Bei oraler
Verabreichung als Arzneimittel ist Coffein zu 93 % bioverfiigbar und besitzt somit
gegeniiber der Aufnahme in Form von Kaffee oder Tee eine hohere Verfiigbarkeit
(Tabelle 11-12). Nach der Verabreichung in Tee ist die Bioverfiligbarkeit von Coffein
geringer, es kommt jedoch auch hierbei zu einem raschen Konzentrationsanstieg von
Coffein im Plasma mit einem Maximum nach 1,3 Stunden. Dies zeigt, dal auch mit
Tee dopingrelevante Wirkspiegel erreicht werden konnen.

Nach der Applikation von Kaffee oder Tee 1dft sich Coffein im Plasma iiber
18 Stunden nachweisen. Die Metabolite Theophyllin, Theobromin und Paraxanthin
sind hingegen bis zu 36 Stunden im Plasma nachweisbar. Dies wird ebenfalls in der
kumulativen Darstellung der renalen Ausscheidung in Abbildungen 24 bis 25
deutlich, da die Zunahmen pro Sammelintervall geringer werden und die Kurve
flacher verlauft.

Mit Hilfe sensitiverer Nachweisverfahren, wie zum Beispiel der Gaschromatographie
in Verbindung mit Massenspektrometrie, die in der Dopinganalytik routineméfig
eingesetzt werden, konnen die Methylxanthine bei noch niedrigeren Konzentrationen
und somit entsprechend ldnger detektiert werden.

Nach Verabreichung von Schokolade konnten ebenfalls alle untersuchten
Methylxanthine analysiert werden. Theobromin besitzt eine gute Bioverfiigbarkeit
und erreichte die mit Abstand hochsten Plasmakonzentrationen. Es wird nur gering
metabolisiert. Dies steht in Ubereinstimmung mit Ergebnissen, die mit den
coffeinhaltigen Produkten, in denen Theobromin der Hauptmetabolit ist und den
tiberwiegenden Anteil aller Methylxanthine darstellt, erzielt wurden. Im Tee ist

Theobromin neben Coffein enthalten; es wund entsteht weiterhin durch
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Metabolisierung des Coffeins (Abb. 3). Daher ist die Theobrominkonzentration im

Plasma nach Aufnahme von Tee hoher als nach Kaffee.

Die Urinkonzentrationen von Methylxanthinen weisen groflere Streuungen als die
Plasmawerte auf, da die Urinkonzentration auch von der individuell unterschiedlich
hohen Harnproduktion beeinfluflt wird. Auch im Urin wird Theobromin unabhéngig
von dem verabreichten Nahrungsmittel immer in der hochsten Konzentration
ausgeschieden (Abb. 20-22). Bei der Betrachtung der iiber 24 Stunden erfaften
kumulativen Ausscheidung der Methylxanthine iiber den Harn wird durch den
abflachenden Kurvenverlauf deutlich, dal der Grofiteil der Substanzen nach

24 Stunden bereits ausgeschieden ist (Abb. 23-24).
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Abb. 20: Metabolitenmuster im Urin nach Applikation von Kaffee in einer
Dosierung von 10 mg Coffein pro kg KM (MW, n =5).
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Abb. 21: Metabolitenmuster im Urin nach Applikation von Tee in einer
Dosierung von 10 mg Coffein und 2,5 mg Theobromin pro kg KM (MW, n =5).
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Abb. 22: Metabolitenmuster im Urin nach Applikation von Schokolade in einer
Dosierung von 5 mg Theobromin pro kg KM (MW, n =5).
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Abbildung 24: Renale Ausscheidung nach Applikation von Kaffee (oben) und
Tee (unten) in einer Dosierung von jeweils 10 mg Coffein pro kg KM
(kumulative Darstellung; MW + SD, n = 5).
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Abb. 24: Renale Ausscheidung nach Applikation von Schokolade in einer
Dosierung von 5 mg Theobromin pro kg KM (kumulative Darstellung; MW +
SD, n =5).

Theobromin wird nur gering metabolisiert und wegen des naturgeméf hohen Gehalts
in Schokolade treten andere Abbauprodukte nur in sehr geringen Mengen auf.
Dagegen entsteht nach Gabe von Kaffee und Tee Theobromin als Metabolit von
Coffein und aus dem Metabolitenmuster im Plasma oder Harn kann auf die Art des
verabreichten methylxanthinhaltigen Nahrungsmittels zuriickgeschlossen werden.
Wird im Plasma oder Urin fast ausschlieBlich Theobromin nachgewiesen, 146t dies
auf die vorangegangene Applikation eines Kakaoproduktes schliefen, da diese nur
wenig Coffein und Theophyllin enthalten und letztere auf metabolischem Wege nicht
bzw. nur in sehr geringem Umfang aus Theobromin gebildet werden konnen.
Theobromin an sich fiihrt aufgrund seines pharmakologischen Wirkmusters (Tab. 1)
jedoch nicht zu einer gezielten Leistungssteigerung. Es ist zudem auch nicht als

Fertigarzneimittel zugelassen. Vor diesem Hintergrund und angesichts der Tatsache,
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daB3 verschiedene kommerzielle Hundedrops gemil3 Deklaration Kakao enthalten,
wire iiber einen Plasma- bzw. Uringrenzwert fiir Theobromin bei Dopinganalysen,
wie sie fiir bestimmte Wirkstoffe im Human- und Pferdesport existieren,
nachzudenken. Im Pferdesport haben die Deutsche Reiterliche Vereinigung e.V.
(FN) und das Direktorium fiir Vollblutzucht und Rennen e.V. (DVR) fiir Theobromin
einen Grenzwert von 2 ug/ml Urin festgelegt, da es durch Futterverunreinigungen
mit Kakaobohnenschalen hdufiger zu positiven Dopinganalysen kam (ALY 1981,
UNGEMACH u. NURNBERGER 1999). Dieser Grenzwert wire auch fiir eine
Reglementierung im Windhundrennsport geeignet, da aus eigenen Untersuchungen
zu ersehen ist, daB schon die Aufnahme von rund einer viertel Tafel (25 g)
Milchschokolade zu weitaus hoheren Urinkonzentrationen fiihrt. Daraus 1d6t sich
schluBfolgern, daB beim Nachweis von Theobromin im Harn im
Konzentrationsbereich einiger ug pro ml die Schokoladenapplikation schon geraume
Zeit zuriickliegen mufl und demzufolge dem Besitzer ein zielgerichtetes bzw. die
Leistungsfahigkeit des Tieres verbesserndes Handeln nicht unterstellt werden kann.
Sollte andererseits ein Hundebesitzer seinem Tier am Tag eines Rennens Schokolade
eingeben haben, um es zu dopen, so ist mit groBer Wahrscheinlichkeit davon
auszugehen, dal das Tier, im Falle einer Dopingkontrolle, positiv getestet wird, da
die Plasma- und Harnkonzentrationen an Coffein, Theophyllin und vor allem
Theobromin leicht nachzuweisen sind (Abb. 13 und 14). Zur Festlegung eines
Schwellenwertes im Hundesport fehlen allerdings bisher entsprechende
Untersuchungen, aus denen sich wirksame, eventuell leistungssteigernde Plasma-
bzw. Urinspiegel ableiten lassen.

Beim Nachweis von Coffein, Theophyllin und Theobromin in einem
ausgewogeneren, mit den Abbildungen 20 und 21 vergleichbaren Verhéltnis, muf3
davon ausgegangen werden, dal dem Hund zuvor ein Coffein enthaltendes
Fertigarzneimittel oder Nahrungsmittel verabreicht wurde. Tendenziell zeigt sich in
der vorliegenden Untersuchung nach Tee zu allen Zeitpunkten in Plasma und Harn
ein groBerer Anteil von Theobromin im Vergleich zu den anderen detektierten
Methylxanthinen. Findet sich im Plasma oder Urin nur Theophyllin, so kann mit der

verwendeten Methode geschlossen werden, daB3 Theophyllin verabreicht wurde. Eine
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weitere Differenzierung der Coffeinherkunft (Kaffee, Tee oder Fertigarzneimittel) ist
basierend auf den eigenen Daten nicht mit Sicherheit moglich. Da Getrinke wie
Kaffee und Tee von Hunden in der Regel nicht freiwillig aufgenommen werden,
kann jedoch von einer bewuliten Coffeinapplikation ausgegangen werden. Das
bestehende generelle Verbot von Coffein und Theophyllin im Hunderennsport ist vor

diesem Hintergrund gerechtfertigt.

5.2  Nachweisbarkeit der Methylxanthine

Ein Augenmerk der vorliegenden Arbeit war auf die Nachweisbarkeit bzw.
Nachweisdauer von Coffein, Theophyllin und Theobromin in Blut- und Harnproben
von Hunden gelegt, um dadurch die vorausgegangene Applikation
methylxanthinhaltiger Stoffe nachweisen bzw. differenzieren zu konnen.

Nach Verabreichung von Coffein, Theophyllin und Theobromin in therapeutischen
Dosierungen und auch nach Aufnahme methylxanthinhaltiger Nahrungsmittel in
relevanter Grofenordnung (rund eine Tasse Kaffee bzw. Tee, 25 g Schokolade) sind
die urspriinglich enthaltenen Methylxanthine bzw. deren Metabolite, sofern sie mit
der verwendeten Methode erfalit werden konnten, bis zu einer Dauer von 36 Stunden
in Blut und Harn der Versuchshunde nachzuweisen. Die Ergebnisse zeigen, daf3 die
Untersuchung des Harns, die bei routinemédfigen Dopingkontrollen der
Untersuchung von Blut vorgezogen wird, gerechtfertigt und sinnvoll ist, da die
gesuchten Substanzen im Harn in deutlich hoheren Konzentrationen vorliegen als im
Blut. Auch nach intravendser Injektion der genannten Methylxanthine, sind diese
bereits bei der ersten Harnentnahme nach einer Stunde nachweisbar, so daf auch eine
direkt vor einem Rennen durchgefiihrte intravendse Verabreichung von Coffein,
Theophyllin oder Theobromin, in der Dopingkontrolle auffallt.

Andererseits geht aus den ermittelten Daten hervor, daB, um einen positiven
Dopingbefund zu vermeiden, eine Therapie mit Coffein oder Theophyllin mindestens

mehrere Tage vor einem Rennen beendet werden sollte und Hunde in dieser Zeit
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keinen Zugang zu methylxanthinhaltigen Nahrungsmitteln haben sollten. Die
gleichzeitige Applikation von Furosemid zur Verdiinnung des Urins, wird, wie
Untersuchungen am Menschen zeigten das Harnvolumen zwar steigern, die
Coffeinkonzentration jedoch nicht verringern (DELBEKE u. DEBACKERE 1988).
Ist eine Therapie unverzichtbar, so besteht den Statuten des DWZRV zufolge mit
tierdrztlicher Therapieerkldrung die Mdglichkeit, dal der Bahntierarzt vor Ort iiber
eine Startfreigabe entscheidet (Kap. 2.5.3).

5.3 Bioverfiigbarkeit der Methylxanthine aus Nahrungsmitteln

Untersuchungen beim Menschen zur Absorption von Coffein und Theobromin aus
verschiedenen Nahrungsmitteln (Kaffee, Coca-Cola®™ und Schokolade) im Vergleich
zu oral applizierten Wirkstoffen wurden erstmalig von MUMFORD et al. (1996)
durchgefiihrt. Sie untersuchten die Plasmaverldufe von Coffein, Theophyllin,
Theobromin und Paraxanthin bis 6 Stunden nach Verabreichung der Nahrungsmittel
bzw. Wirkstoffe. Maximale Plasmaspiegel an Coffein erreichten demnach nach
Eingabe der Coffeinkapseln schneller hohere Konzentrationen (2 mg/ml; 30 min) als
nach Verzehr von Coca-Cola® oder Schokolade (1,5 pg/ml; 1,5-2 Stunden). In den
eigenen Untersuchungen konnte diese Beobachtung fiir den Hund nicht bestéitigt
werden. Das Konzentrationsmaximum von Coffein im Plasma wurde jeweils 1,5-
2 Stunden nach oraler und intravendser Verabreichung von Coffein, sowie nach
oraler Applikation von Kaffee, Tee und Schokolade erreicht. In Ubereinstimmung
mit den in der vorliegenden Arbeit ermittelten Daten, konnten MUMFORD et al.
(1996) nach oraler Applikation von Coffeinkapseln, Kaffee und Schokolade an
Menschen im Plasma Coffein, Theophyllin, Theobromin und Paraxanthin
nachweisen. Nach Verabreichung von Theobrominkapseln wurde im Plasma dagegen
nur Theobromin analysiert. Dies entspricht den in dieser Arbeit ermittelten
Ergebnissen nach Injektion einer Theobrominldsung. Fiir die Biosynthese von

Coffein oder eines Dimethylxanthins aus Theobromin ergab sich weder durch die
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Untersuchungen von MUMFORD et al. (1996) noch durch die eigenen
Untersuchungen ein Hinweis. Aufgrund der kurzen Versuchsdauer von 6 Stunden
konnten MUMFORD et al. (1996) nicht die gesamte Fliche wunter der
Blutspiegelverlaufskurve (AUC) bestimmen und folglich waren Angaben zur
Bioverfiigbarkeit der Methylxanthine nicht moglich. SHIVELY et al. (1985)
errechneten im Rahmen von Untersuchungen zum Metabolismus von Theobromin
beim Menschen eine Bioverfiigbarkeit von 80 % Theobromin aus Schokolade im
Vergleich zu einer oral applizierten Theobrominldsung. Ausgehend von der guten
Loslichkeit und Verfligbarkeit dieser wélrigen Theobromin-Natriumacetat-Losung
stellt die in den vorliegenden Untersuchungen beim Hund ermittelte

Bioverfiigbarkeit des Theobromins von 77 % ein vergleichbares Ergebnis dar.

Die Bioverfiigbarkeit von Theobromin aus Schokolade und Kakao ist auch
hinsichtlich mdglicher Vergiftungen bedeutsam. So muf3 aufgrund der in den eigenen
Untersuchungen ermittelten guten Bioverfiigbarkeit von Theobromin aus Schokolade
(= 80 %) davon ausgegangen werden, dal bereits die Aufnahme von 160 g
Blockschokolade oder Kakaopulver durch einen Hund von 20 kg KM zu einer
Theobrominvergiftung fithren kann und der Verzehr von 400 g Blockschokolade fiir
diesen bereits letal sein kann (GFELLER u. MESSONNIER 1998, STIDWORTHY
et al. 1997, STRACHAN u. BENNETT 1994, LEWIS et al. 1990, DROLET et al.
1984, SUTTON 1981). Die Gefahr durch die vermeintlich harmlosen und haufig fiir
die Hunde leicht zugidnglichen Nahrungsmittel ist den Tierbesitzern oft nicht bewuft.
Die Vergiftungssymptome wie Erbrechen, Durchfall, Polyurie, Nervositit, Angst,
Tremor, Tachykardie und Herzarrhythmien sind unspezifisch. Zudem treten sie nach
Aufnahme der Nahrungsmittel akut auf und konnen schnell zum Tode fiithren, was
ein Erkennen und Therapieren der Vergiftung schwierig macht (GFELLER u.
MESSONNIER 1998, STRACHAN u. BENNETT 1994, SUTTON 1981). Die
Therapie der Theobrominvergiftung erfolgt symptomatisch, da kein Antidot existiert.
Dementsprechend sollte dem Hund ein Emetikum verabreicht bzw. der Magen
gesplilt werden. Weiterhin ist die Applikation von medizinischer Kohle indiziert.

Weitere MalBnahmen stellen das Katheterisieren der Harnblase (Resorption von
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Theobromin iiber die Blasenwand wird verhindert) und medikamentelle Behandlung

der vorliegenden Ausfallserscheinungen dar (GFELLER u. MESSONNIER 1998).

5.4 Leistungsbeeinflussung durch Methylxanthine

KUSANAGTI et al. (1974) untersuchten an zwei Beagle-Hunden den EinfluB} von
Coffein auf die Laufleistung durch intravendse Injektion von 2,5, 5 und 7,5 mg/kg
KM. Die Hunde, die sich auf einem elektrisch betriebenen Laufband bewegten,
zeigten in Folge der Coffeinapplikation kein einheitliches Reaktionsmuster. So
verbesserte Coffein die Leistung des schnelleren und lauffreudigeren Hundes
nochmals, wohingegen bei dem langsameren und nicht so gut an das Laufband
adaptierten Hund keine Leistungssteigerung zu beobachten war. Daraus schlieBen
KUSANAGI et al. (1974), daB3 die Applikation von Coffein vor allem auf trainierte
Hunde leistungssteigernd wirkt. TONG et al. (1993) konnten in Untersuchungen an
andsthesierten Beagles nach intravendser Injektion von Coffein (20 mg/kg KM) eine
erhohte Kontraktionskraft der Zwerchfellmuskulatur feststellen. Beim Menschen
konnten BERGLUND und HEMMINGSSON (1982) sowie PASMAN et al. (1995)
einen leistungssteigernden Effekt bei Ausdauersportarten beobachten. Unter
Beriicksichtigung dieser leistungsphysiologischen Ergebnisse und unter Einschluf3
der Erkenntnisse aus [In-vitro-Versuchen (FREDHOLM 1980, DALY 1982,
BIAGGIONO 1991) ist beim Hund nach Applikation von Kaffee, Tee und
Schokolade in den hier beschriebenen Mengen von einer Leistungssteigerung

auszugehen.

Zusammenfassend erlauben die vorliegenden Untersuchungen, die speziell in
Hinblick auf die Dopingproblematik durchgefiihrt wurden, nicht nur das
pharmakokinetische Verhalten von Methylxanthinen im Blut, sondern auch im Urin
verldBlich zu verfolgen. Durch Verwendung von Ballon-Harnkathetern wurde
sichergestellt, dafl zwischen den Probennahmen kein Urinabsatz moglich war und die

Probenzeitpunkte bzw. die dazwischen liegenden Sammelintervalle klar definiert

79



Diskussion

waren. Im Urin waren die Methylxanthine bis zu 36 Stunden und in deutlich héherer
Konzentration als im Plasma nachweisbar. Mit Kenntnis der Harnkonzentrationen,
des kinetischen Verhaltens und des Metabolitenmusters der Methylxanthine konnen
in Dopinguntersuchungen Riickschliisse auf das verabreichte Methylxanthin gezogen

werden.
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6 Zusammenfassung

Loeffler, Bernd Matthias Nikolaus

Untersuchungen zur Pharmakokinetik von Coffein, Theophyllin und

Theobromin beim Hund nach Aufnahme von Kaffee, Tee und Schokolade

aus dem Institut fiir Pharmakologie, Pharmazie und Toxikologie der

Veterindrmedizinischen Fakultit der Universitit Leipzig

Leipzig im April 2000
(83 S.,24 Abb., 12 Tab., 187 Lit.)

Methylxanthine stimulieren das zentrale Nervensystem, das Herz-Kreislauf-System
und fiihren zur Bronchodilatation. Die Ergebnisse der Dopinguntersuchungen im
Windhundrennsport zeigen, dal die Methylxanthine wie Coffein, Theophyllin und
Theobromin nicht nur therapeutisch, sondern auch millbrauchlich zur
Leistungssteigerung eingesetzt werden. In der vorliegenden Studie wurde die
Pharmakokinetik von Coffein, Theophyllin und Theobromin bei Hunden untersucht.
Speziell in Hinblick auf die Dopingproblematik im Windhundsport wurden bei den
Hunden zusitzlich Plasma- und Harnproben nach Applikation von Kaffee, Tee und
Schokolade analysiert. Nach oraler Applikation von Coffein und Theophyllin
(10 mg/kg KM) wurden im Plasma mittlere Konzentrationsmaxima an Coffein von
61,8 umol/l und an Theophyllin von 42,5 umol/l nach 1,6 bzw. 4,8 Stunden erreicht.
Die Elimination erfolgte jeweils mit einer Halbwertszeit von etwa 3 Stunden. Im
Urin konnten die applizierten Methylxanthine ebenfalls nachgewiesen werden, nach
Applikation von Coffein war Theobromin als Metabolit in hohen Konzentrationen
nachweisbar. Nach Aufnahme von Kaffee und Tee durch Hunde konnte in Plasma
und Urin Coffein, Theophyllin und Theobromin nachgewiesen werden. Nach

Verfiitterung von Schokolade wurde im Wesentlichen nur Theobromin gefunden, so
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daB aus dem Metabolitenmuster der Methylxanthine zum Teil auf das
aufgenommene Nahrungsmittel geschlossen werden kann.

Um nicht in Konflikt mit geltenden Dopingbestimmungen zu kommen, sollten
Hundehalter darauf achten, daf3 ihre Tiere in den Tagen vor einem Rennen keinen

Zugang zu methylxanthinhaltigen Produkten wie Kaffee, Tee und Schokolade haben.

6.1 Summary

Loeffler, Bernd Matthias Nikolaus

Investigations of the pharmacokinetics of caffeine, theophylline and

theobromine in the dog.

Institute of Pharmacology, Pharmacy and Toxicology of the Veterinary Faculty of
the University of Leipzig

Leipzig, April 2000
(83 p., 24 fig., 12 tab., 187 ref.)

Methylxanthines are often used as stimulants of the central nervous system, of the
cardiovascular system and as bronchodilators. Doping samples of racing greyhounds
demonstrate that methylxanthines like caffeine, theophylline, and theobromine
besides their therapeutic use, are illegally used to strengthen the animals. In this
study the pharmacokinetics of caffeine, theophylline and theobromine in dogs were
examined. Additionally samples of plasma and urine were taken after application of
coffee, tea, and chocolate. After oral application of caffeine and theophylline
(10 mg/kg) highest plasma concentrations of caffeine were about 61.8 umol/l and of
theophylline about 42.5 umol/l after 1.6 and 4.8 hours, respectively. The elimination

half-lives for both methylxanthines were 3 hours. The methylxanthines administered
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could also be detected in the urine, after application of caffeine its metabolite
theobromine reached high concentrations. After the administration of coffee and tea
to dogs caffeine, theophylline and theobromine can be found in plasma and urine.
After the feeding of cocoa products (chocolate) theobromine was the predominant
methylxanthine to be analysed. Therefore the quantitative relationship of the various
methylxanthine metabolites detected can indicate the origin of the ingested
methylxanthines.

In order to avoid violation of doping regulations, dog owners should assure that their
animals have no access to methylxanthine-containing diets in the days before racing

competitions.
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