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Bakgrund

Nar det 2007 rapporterades om ett fynd av ampuller med kobratoxin i ett tdvlingsstall i USA och det
darmed vacktes misstankar om att detta &mne hade anvants i dopningssammanhang, blev det fér manga
en obehaglig 6verraskning.[1] Kobratoxin ar ett protein med 71 aminosyror och en molekylvikt pa 7821
Da. Plétsligt hade det dykt upp en substans med férmodat liknande effekter som manga av de
substanser man standigt letar efter fast med skillnaden att denna nya substans tillhér en kemisk klass -
proteiner - som inte tidigare tackts in av analyserna. Ar 2011 kom liknande avsléjande gallande en
substans som heter dermorfin.[2] | likhet med kobratoxin sa bestar den av aminosyror men
aminosyrakedjan ar mycket kortare, endast 7 stycken. Sadana kortare aminosyrasekvenser som ej
veckas som proteiner gor, kallas peptider. Aven dessa ar viasentligt stérre och har véldigt annorlunda
kemiska egenskaper jamfort med de substanser man normalt letar efter i dopningskontrollen och
riskerar darfor att missas helt.

Bade kobratoxin och dermorfin anvands i smartstillande syfte. Dermorfin har opioida egenskaper och
anses ha en smartstillande effekt som ar 11 ganger mer potent &n morfin.[3] | fallet med kobratoxin har
det annu inte gjorts nagra fynd i dopningskontrollen, medan analys av dermorfin lett till ett antal
positiva fall. Det finns dock en uppsjo av liknande peptider som skulle klara sig igenom
dopningskontrollerna dven om just dermorfin tacks in i analysomfanget. Dermorfiner och kobratoxin ar
exempel pa substanser som &r ganska kortlivade och for att den smartstillande effekten ska var till
nagon nytta behdver de ges tatt pa start i tavling. Detta 6kar méjligheten att upptacka dem om man har
metoder som kan hantera dem. Dessutom finns det bland proteiner och peptider manga substanser som
har en tillvaxtreglerande effekt, t ex growth hormone releasing peptides (GHRPs).[4] Aven peptider
som kan stimulera karltillvéxt férekommer (t ex TB-500). Anvandningen av dessa lar med storsta
sannolikhet ske under uppbyggnad i traning en tid fran tavlingsstart, varfor det ar mycket viktigt att
aven ta oannonserade dopningsprov i traningssammanhang.

Jamfort med analys av klassiska dopningspreparat sa kompliceras analys av proteiner och peptider, i
framfor allt plasmaprov, av i huvudsak tva faktorer. 1) proteiner och peptider bryts latt ner av alla de
enzymer (proteaser) som finns i blodet, 2) den stora mangd proteiner (ca 70 mg/ml) som finns i
blodplasma gor extraktion/isolering av just dopningsrelaterade proteiner och peptider mycket svart.
Dessa faktorer staller hdga krav pa bade hantering av prover och pa analysmetoderna.

Utover dessa, i dopningssammanhang, mindre kanda substanser finns det t ex erytropoietin (EPO) som
ocksa &r ett protein och valkant inom humandopningen.[5]

For oss som jobbar med dopningsanalyser ar det viktigt att hela tiden forsoka halla jamna steg med de
som forsoker kringga reglerna. Att visa att vi snabbt kan anpassa vara analyser till nya klasser av
substanser ar avgorande for att halla hastsporten sa ren som majligt. Detta dr, som bekant, inte bara en
fraga om att se till att alla tavlar pa lika villkor, utan handlar lika mycket om att forsakra sig om att
héstarna inte far illa. Nar det galler nya experimentella substanser ar det ofta sa att man inte riktigt vet
hur hastarna kommer att paverkas och vilka doser de klarar av. For manga substanser finns det inga
effekt- eller toxikologiska studier pa hastar.

Det Overgripande syftet med projektet har varit att utveckla och implementera ny metodik for att starka
analysformagan inom hastdopningskontroll avseende peptider och proteiner, samt att undersoka
anvandandet av dessa nya dopningspreparat inom den skandinaviska hastsporten.
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Material och metoder

Peptider

Analytiska tekniker

Analysmetoder grundade pa masspektrometrisk detektion ar idag de mest forekommande inom
dopningskontrollen. Tekniken lampar sig aven vél for analys av proteiner och peptider. For
peptidanalyserna (dermorfin, GHRPs m fl) anvéande vi inledningsvis vétskekromatografi kopplat till en
time-of-flight-masspektrometer (TOF). For att 0ka kansligheten i analyserna bytte vi till en
trippelkvadrupolmasspektrometer, men fortfarande kopplad till vatskekromatografi. Den har
uppsattningen benamns ofta som LC-MS/MS. Pa dopningslaboratorier runt om i vérlden ar det just LC-
MS/MS som framst anvénds for peptidanalys. Det som ofta skiljer ar upparbetningen av prover innan
analys.

Vi anvénde tva olika metoder, en for plasmaprover och en for urinprover. Anledningen till detta &r att
plasma och urin har véldigt olika egenskaper och beter sig annorlunda i de upparbetningsprocedurer vi
anvander. Metoderna &r validerade for att simultant soka efter 16 st olika peptider och metaboliter, bl a
dermorfiner, GHRPs och TB-500, men nya substanser kan latt l&ggas till vid behov.

Studiebesok

Pa Racing Analytical Services (RAS) i Melbourne, Australien, har man utvecklat en metod for att 6ka
kéansligheten vid analys av peptider med LC-MS/MS.[6] | denna metod sa kopplas acetylgrupper pa
peptidmolekylen, som ett steg i fastfasextraktionen, vilket gor att peptiden far egenskaper som passar
analys med LC-MS/MS bittre.

Vi fick en inbjudan av dr Rohan Steel pa RAS, att komma till hans laboratorium for att lara oss denna
upparbetningsprocedur. Studiebesdket gjordes av Kristian Bjornstad i november 2014 inom detta SHF-
projekts ram. Att fa komma dit for att se och utfora alla steg som ingar i proceduren var helt avgérande
for en lyckad applicering av metoden hos oss och gav oss den kunskap som behdvdes for att starka var
analysformaga ytterligare.

Validering

Med tanke pa de allvarliga konsekvenser som blir foljden av ett prov bedéms som positivt, har stor
vikt lagts vid val, utveckling och validering av metoderna. Valideringen ér ett viktigt men tidsodande
arbete som sakerstéller att metoderna har tillracklig prestanda for sina &ndamal.

De utvecklade analysmetoderna &r kvalitativa i sin karaktar, d.v.s. de ar konstruerade for att identifiera
otillatna peptider. De validerades i helblod, plasma och urin med avseende pa detektionsgrans
(k&nslighet, limit of detection [LOD]) stabilitet i extrakt, stabilitet i provmaterialet samt precision.
Dessa parametrar ar av stor vikt for att 1) bedoma om vi kan upptécka relevanta nivaer i provet, 2)
sakerstélla att om den masspektrometriska analysen blir forsenad sa ar provet stabilt, 3) bedéma hur
prover ska hanteras och 4) for att sdkerstélla att resultaten ar repeterbara.

For att testa metoderna fick vi prover fran en administrationsstudie med dermorfin. Studien gjordes pa
PennVet Equine Pharmacology Lab (Pennsylvania, USA). | denna studie gavs 5 mg dermorfin
intravendst till en hast och blodprov samlades upp till 12 h efter injektion. Urinprov samlades upp till
72 h efter injektion. Proverna sparades i frys -70 °C och transporterades till oss forpackade i kolsyreis.

Precisionen for bade plasma- och urinmetoden utvarderades genom att prov till tre analysserier
bereddes. Peptiderna spikades i hastplasma eller h&sturin. Plasma- eller urinpoolen delades sedan upp i
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tre stycken serier och fran varije serie togs tre enheter, d.v.s. triplikat. Varije serie upparbetades och
analyserades under separata dagar. Inomdags- och mellandagsprecisionen utvarderades genom att den
relativa standardavvikelsen (RSD) i topparea berdknades for de tre replikaten respektive for samtliga
replikaten for de tre dagarna.

Vi gjorde en noggrann jamforelse med avseende pa peptidernas stabilitet i bade helblod, plasma och
urin vid forvaring i olika temperaturer under 3 dagar. En delad pool av helblod spikad med peptider
forvarades vid rumstemperatur och vid 8 °C. En delad pool av plasma, och en av urin, spikade med
peptider, forvarades vid rumstemperatur, 8 °C, -20 °C och -70 °C. For att vara sakra pa att eventuell
nedbrytning av peptiderna beror pa proteaser och inte &r ett resultat av kemisk instabilitet sa gjorde vi
samma experiment i en fosfatbuffrad saltlosning (PBS, pH 7,4). Denna I6sning liknar den som finns i
plasma fast saknar alla proteiner och proteaser.

Faltstudie: Undersdkning av anvandandet av dopningspeptider i Sverige och Norge

For att utvardera ett eventuellt anvandande av dopningspeptider inom den skandinaviska travsporten
analyserades 15 plasmaprover och 320 urinprover fran svenska travhastar, samt 8 plasmaprover och 60
urinprover fran norska hastar med de utvecklade metoderna. Provtagningen arrangerades av Svensk
Travsport respektive Det Norske Travselskap..

Kobratoxin

Analyser av kobratoxin gjordes med en masspektrometrisk teknik som heter time-of-flight (TOF)
kopplat till vatskekromatografi. Plasmaprover utsattes forst for en fastfasextraktion féljd av klyvning av
kobratoxin med enzymet trypsin. Trypsinet klyver kobratoxin pa forutbestamda platser i
aminosyrasekvensen vilket méjliggor den efterféljande mjukvaruanalysen, dar provets analysresultat
matchas mot det fOr teoretiskt trypsinerat kobratoxin och identifiering gors efter Gverensstimmelse med
detta. Kobratoxin har endast analyserats i plasma eftersom det &r ett protein som ar vésentligt stérre an
dopningspeptiderna, och darfor inte forvantas utsondras i urinen i samma utstrackning.

EPO

Metoden for EPO ar en ELISA-(enzyme linked immuno sorbent assay)-baserad screeningmetod.
ELISA-kitet (Human Erythropoietin Quantikine IVD ELISA Kit, R&D Systems, Storbritannien) som
utvarderats ar en kommersiell produkt med god kanslighet som fangar upp humant EPO och en rad
olika EPO-preparat (Eprex®, Aranesp®, and Mircera®).

Eftersom denna metod &r tankt att anvandas for screening av plasmaprover validerades metoden med
avseende pa kanslighet och linjaritet. For utvardering av dessa parametrar sa bereddes plasmaprov till 2
analysserier genom att humant EPO spikades i 8 koncentrationer (0,02-2,0 ng/ml) i blankplasma.
Plasmapoolen delades sedan upp i 2 stycken serier och fran varje serie togs 2 enheter, d.v.s. duplikat.
Varje serie upparbetades och analyserades under separata dagar.

Resultat

Peptidanalys

Vi har satt upp tva metoder for analys av dopningspeptider i plasma respektive urin. FOr narvarande
ingar 16 peptider i de kontrollprov vi anvander. Metoderna anpassas dock kontinuerligt for att inkludera
fler peptider.
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Fig 1. Extraherade kromatogram for ett positivt plasmakontrollprov med 15 dopningspeptider och
metaboliter.

Validering
Kénslighet och precision

Kénsligheten (LOD) for samtliga analyter ligger i intervallet 0,1-0,5 ng/mL i bade plasma- och
urinprover.

For urinmetoden lag inomdagsvariationen pa mellan 2 och 49 % for samtliga peptider.

Vid utvarderingen av mellandagsprecisionen utvérderades RSD for alla replikat for de tre dagarna.
RSD var mindre n eller lika med 44 % for samtliga peptider. For plasmametoden lag
inomdagsvariationen pa mellan 1 och 41 % for samtliga peptider.

Vid utvérderingen av mellandagsprecisionen utvérderades RSD for alla replikat for de tre dagarna.
RSD var mindre an eller lika med 42 % for samtliga peptider

Eftersom metoderna &r kvalitativa beddms precisionen vara acceptabel.

Stabilitet
Stabiliteten i vial var i paritet med inom- och mellandagsvariationen for bade plasma och urinprover.

Peptidernas stabilitet i helblod, plasma och urin visade sig skilja stort. I helblod och plasma forvarade i
rumstemperatur eller kylskap (8 °C) var det 6 peptider som nastan helt brutits ner efter forvaring (TB-
500, TB-500 metabolit, GHRP-1, R2K4-dermorfin, morficeptin och K7-dermorfin), se tabell 1.
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Tabell 1. Procentuell forlust av signal under 3 dygn vid forvaring i rumstemperatur och kyl (8 °C) for
de 6 mest paverkade peptiderna.

TB500

TB500 metabolit
GHRP1
R2K4-dermorfin
Morficeptin
K7-dermorfin

Rumstemperatur Kylskap
1 dygn 2 dygn 3 dygn 1 dygn 2 dygn 3 dygn
98 99 99 95 97 96
99 100 100 76 83 88
99 99 99 81 90 95
94 99 100 84 90 95
100 100 100 77 84 91
79 87 93 72 74 82

I plasmaprover forvarade i frys -20 °C eller -70 °C observerade vi en mer &n 50 %-ig nedbrytning for
dessa 6 peptider. | urinprover observerades ingen signifikant nedbrytning under de tre dagarna vid
nagon av forvaringstemperaturerna (rumstemperatur, kylskap (8 °C), -20 °C eller -70 °C). Vid forvaring
i PBS syntes inga tecken pa kemisk instabilitet.

Administrationsstudie

Analysen av prover fran administrationsférséket med dermorfin visade pa en snabb elimination i bade
plasma och urin. Fran resultaten gor vi bedémningen att vi, vid denna dos, kan detektera dermorfin i
plasma upp till 3 timmar efter administration och i urin upp till 12 timmar efter administration.
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Fig 2. Area for dermorfin i plasma vid 0-180 min efter intravents administration av 5 mg dermorfin.

Dermorfin i urin

Fig 3. Area for dermorfin i urin vid 0-16 timmar efter intravents administration av 5 mg dermorfin.
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Faltstudie: Analys av prover fran travsporten i Skandinavien
Totalt analyserades 413 prover (26 plasmaprover och 387 urinprover) fran travsporten i Sverige, Norge
och Danmark. Inga otillatna peptider kunde identifieras.

Kobratoxin

| figur 4 ses tre sa kallade tryptiska peptider som &r resultatet av enzymatisk klyvning av
referensmaterial av kobratoxin med proteaset trypsin. Den nedersta peptiden (TWCDAFCSIR) &r helt
unik for kobratoxin. Detta betyder att inga andra kanda proteiner innehaller den hér sekvensen, vilket i
forlangningen innebér att om man sékert kan identifiera den har peptiden &r det ett starkt tecken pa
forekomst av kobratoxin. De 6vriga peptiderna ar till for att ytterligare starka bevisen for att man
verkligen har detekterat kobratoxin. Metoden klarar for narvarande att identifiera kobratoxin i
hastplasma i koncentrationer ner till 100 ng/ml.
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Fig 4. Extraherade jonkromatogram for 3 peptider fran kobratoxin. Aminosyrasekvensen for varje
peptid &r skriven i standardenbokstavskod.

EPO

Eftersom de egentillverkade kontrollerna och standardkurvan i kitet angivits i olika enheter och
konverteringen ej ar exakt s& jamfordes de bada med avseende p& R?-véardet pa den linjara trendlinjen.
Ifall bada har R?-varden dver 0,98 anses det vara en god linjaritet och 6verensstimmelse. Samtliga
utraknade R?-vérden var dver 0,99, se exempel i Fig 5.

Kénsligheten i metoden utvarderades genom jamférelse mellan de spikade plasmakontrollerna och
kontrollerna som foljde med kitet. Baserat pa detta nadde vi en detektionsgrans pa 0,1 ng/mL.

Analys av blankplasmaprov visade inga tecken pa interfererande korsreaktioner.
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A Kitets standardkurva B Standardkurva for egengjorda kontroller
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Fig 5. Standardkurvor for kontrollerna som ingar i EPO-kitet (A) och de egengjorda kontrollerna (B).

Diskussion

| jamforelse med de preparat som man vanligtvis soker efter i dopningskontrollen, sa skiljer sig
proteiner och peptider avsevart, framfor allt vad galler storlek och kemiska egenskaper. Detta resulterar
I att de tidigare inte tackts in av de dopningsanalyser man normalt screenar prover med.

I och med detta projekt har vi nu metoder for analys av flera olika peptider och proteiner. Dessa
metoder ar redan implementerade i rutindriften och bade breddar och starker var formaga att Gvervaka
missbruk av otillatna preparat inom héastsporten.

Var studie av dopningspeptidernas stabilitet i helblod, plasma och urin visar pa stora skillnader for de
olika provmaterialen. Att en stor andel av peptiderna nastan helt bryts ner i plasma och helblod vid
forvaring i rumstemperatur eller kyl, &r ett problem. Med tanke pa hur hantering och férsandelse av
prover sker idag sa ar det inte troligt att vissa substanser skulle kunna detekteras dven om de forekom i
provet vid provtagningen. Vara resultat tyder pa att urin ar ett battre provmaterial an plasma for analys
av peptider. For att 6ka mojligheterna att komma at missbruk bor man fundera pa om blodprovstagning
for analys av peptider ska planeras annorlunda. Det ideala skulle vara att proverna centrifugerades efter
provtagning och skickades till laboratoriet lagda pa kolsyreis. Tre av de 6 peptider med samst stabilitet
vid forvaring i blod (se tabell 1) har det gemensamt att de inte innehaller nagra onaturliga (icke-
kroppsegna) aminosyror eller & modifierade i slutet pa kedjan. De andra 3 innehaller onaturliga
aminosyror, men det verkar som det spelar roll hur manga de &r och var de sitter i kedjan. Om den sista
aminosyran ar lysin ser det ocksa ut att inverka negativt pa stabiliteten.

Dopningspeptider kan inte bedémas som en homogen klass av substanser. Aven om analysen behandlar
peptiderna lika s3 maste man fundera pa vilka peptider man ar intresserad av att undersdka och anpassa
provtagningen déarefter. Sannolikheten att man ska upptécka missbruk av t ex GHRP (en substans som
har tillvaxtreglerande effekt) genom att ta prover vid tavlingar ar ytterst liten. For att komma at dessa
maste oannonserad traningsprovtagning ske.

Aven analyserna av proverna fran administrationsstudien med dermorfin visar pa svarigheterna med att
identifiera anvandning av otillatna peptider. Den snabba eliminationen av dermorfin fran bade plasma
och urin tydliggor det faktum att prover behover tas kort efter administration av substanserna. For t ex
GHRP, som ej forvantas anvandas i samband med tavlan, ar detta givetvis svart medan det for
dermorfiner inte borde utgdra ett problem.

Om anledningen till att vi inte kunnat identifiera nagra otillatna peptider i faltstudieproverna i varken
Sverige eller Norge beror pa att substanserna inte anvands, att de brutits ner i proverna under transport
eller att prov tagits for langt efter administration ar svart att bedoma.
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En majlig framtida utveckling for att komma at anvandningen av dopningspeptider, kan vara att inte
leta efter peptiderna i sig utan istallet identifiera mer langlivade markarer som tillsammans tyder pa
anvandning. Sadana markorer skulle kunna besta av endogena proteiner som far héjda eller sankta
varden vid anvandning av dopningspeptider.

Om analys peptider kan vara problematiskt sa ar det &nnu varre med proteiner. For det forsta sa har man
inget val mellan plasma och urin. De stdrre proteinerna utsondras inte i urinen sa analyserna sker pa
plasma. For det andra sa finns det valdigt mycket interfererande proteiner i plasman som forsvarar
isolering av just det protein man &r intresserad av. Darfor ar det mycket svarare att géra en metod som
passar flera proteiner, dessa metoder maste istallet var valdigt riktade. Idag &r det vanligt att man forst
renar fram sitt protein med antikroppar, darefter trypsineras proteinet och peptiderna analyseras med
LC-MS/MS. Sadana metoder finns beskrivna for t ex EPO. Men mot de flesta proteiner, som &r
intressanta i dopningssammanhang, &r det svart att hitta selektiva antikroppar. I dessa lagen kravs det
ofta komplicerade och langa metoder for att 16sa uppgiften. Att just kobratoxin ska borja anvandas i
nagon storre utstrackning ar inte troligt, inte minst med tanke pa att det borde vara ganska
svaroverkomligt. Daremot ar det anda viktigt att visa att vi har kapaciteten att agera pa alla substanser
som kan ténkas missbrukas.

Publikationer

Vara studier av dopningspeptiderna stabilitet i helblod, plasma och urin kommer att presenteras for
héastdopningvarlden pa nasta International Conference of Racing Analysts and Veterinarians (ICRAV) i
Montevideo, Uruguay.

Vi haller pa att sasmmanstalla detta arbete i ett manuskript for publikation i en vetenskaplig tidskrift
eftersom vara data pekar pa att man generellt behver se dver provhanteringen vid analys av
dopningspeptider.

Slutsatser

Vi har, tack vare detta projekt, nu nya analysmetoder for att upptacka ett flertal dopningspeptider i bade
plasma och urinprover, samt metoder for detektion av kobratoxin och EPO i plasmaprover. Denna
utvecklingsinsats hade aldrig varit mgjlig utan de erhalina medlen fran Stiftelsen hastforskning. For
sportforbundens del &r det viktigt att noga fundera Gver tidpunkt for provtagning, vilket provmaterial
man véljer och hur det hanteras. Var rekommendation ar att i forsta hand ta urinprover vid analys av
dopningspeptider.

Resultatformedling till naringen

Under projektets gang har vi haft [6pande kontakter med olika berorda parter. Vid ett antal tillfallen har
projektets framskridande presenterats for Nordic Equine Medication and Antidoping Committee
(NEMAC). De nationella travsportforbunden i de skandinaviska landerna, har kontinuerligt uppdaterats
pa detta satt. Viss allman information om projektet kan komma att laggas ut pa travsport.se och/eller
hastsverige.se. Dock maste forst en diskussion hallas med de skandinaviska travforbunden om vilken
typ av information som kan offentliggéras eftersom det finns risk for att en alltfér detaljerad
information om dopningskontrollmetodernas beskaffenhet kan komma att missbrukas.
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Kommentar angaende avvikande tidsplan

Pa grund av foraldraledighet har tiden for projektet och den tidsplan som angavs i ansokan forskjutits.
Datum for slutrapport sattes till 2016-10-01. Tillstand till denna forlangning av projektet erholls 2016-
02-06. Detta har betytt att dven publikationer och konferenspresentationer forskjutits i tid jamfort med
den ursprungliga planen.

Referenser

S o

Kind, A.H., W. Proceedings of the 17th International Conference of Racing Analysts and Veterinarians,
Antalya, Turkey. 2008.

Guan, F., et al., Detection, quantification, and identification of dermorphin in equine plasma and urine
by LC-MS/MS for doping control. Anal Bioanal Chem, 2013. 405(14): p. 4707-17.

Broccardo, M., et al., Pharmacological data on dermorphins, a new class of potent opioid peptides from
amphibian skin. Br J Pharmacol, 1981. 73(3): p. 625-31.

Bowers, C.Y., Growth hormone-releasing peptide (GHRP). Cell Mol Life Sci, 1998. 54(12): p. 1316-29.
Scott, J. and G.C. Phillips, Erythropoietin in sports: a new look at an old problem. Curr Sports Med Rep,
2005. 4(4): p. 224-6.

Timms, M., et al., A high-throughput LC-MS/MS screen for GHRP in equine and human urine,
featuring peptide derivatization for improved chromatography. Drug Test Anal, 2014. 6(10): p. 985-95.

Sidag avo



