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Inforande av genetisk analys
kan ge oss sikrare dopningstest

Pavisad stor variation i androgenomsattningen skapar problem vid dagens test
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Ett av de storsta problemen vid likemedelsbehandling dr den
stora genetiska variationen i omséttning och effekter av like-
medel, vilket innebér krav pa en individualiserad dosanpas-
sad behandling. Senare tids forskning har avsléjat lika stora
genetiska variationer i formagan att omséitta androgena ste-
roider, till exempel testosteron och flera av dess forsteg och
metaboliter. Variationen ses bade i den endogena androgen-
omséttningen och nir androgenerna ges terapeutiskt eller i
dopningssyfte.

Urinutséndringen av testosteron varierar 100-1000-faldigt
bade inom och mellan etniska grupper [1]. I en studie av kore-
aner, som ir representativa for asiatiska folk, och svenska
(vasterlindska) forsokspersoner visade vi att utséndringen
var i medeltal 5 ganger (median 16 ganger) hogre hos svensk-
arna. Utsondringsmonstret i bagge grupperna var bimodalt,
det vill sdga en del av befolkningen utséndrar mycket testos-
teron, medan den andra delen bara utsondrar sma eller omat-
bara mingder. Miarkligt nog tillhérde 74 procent av asiaterna
men endast 6,6 procent av visterlinningarna gruppen med li-
ten utsondring av testosteron. Vi kunde knyta det bimodala
monstret till en mutation i UGT2B17-enzymet som konjuge-
rar testosteron och ir en forutsittning for dess utséndring.
Genen ar helt deleterad (del/del-genotyp) hos individer med
14g utsdndring av testosteron. Individer med en allel (ins/del-
genotyp) eller tva alleler (ins/ins-genotyp) har en maéttlig
respektive stor utsondring av testosteron. »Ins« betecknar i
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Figur 1. Basal urinutséndring av testosteron och T/E-kvot hos
individer med olika genotyper av UGT2B17-enzymet, som
konjugerar testosteron.
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Figur 2. Serumkoncentration av totaltestosteron hos friska forsdks-
personer fore och 2 dagar efter en intramuskuldr dos av 500 mg
testosteronenantat (360 mg testosteron). | forséksgruppen kan
man urskilja individer med liten, méattlig eller uttalad stegring av
koncentrationen.

detta sammanhang insertion, det vill sdga allelen finns inklu-
derad i genomet. Resultatet blir att kvoten testosteron/
epitestosteron (T/E-kvoten), som méts for att pavisa testo-
sterondopning, paverkas pa samma sitt (Figur 1) eftersom
utsondringen av epitestosteron ar opaverkad av UGT-geno-
typen. Epitestosteron konjugeras av ett annat enzym,
UGT2B7 [2]. Figur 1 ger ett tydligt exempel pa en sé kallad
gen-doseffekt, det vill siga ingen, en eller tva alleler ger en
stegvis hojning av T/E-kvoten.

Andra gener har ocksa visat sig ha en funktionell genetisk
variation som paverkar utséndringen av testosteron i urinen.
Det giller till exempel cytokrom P450 17 (CYP17) som kataly-
serar vissa forsteg i testosteronsynteskedjan, samt fosfodi-
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Metabolismen och utsénd-
ringen av testosteron skiljer
sig pa grund av genetiska
faktorer 100—1000-faldigt
mellan olika individer.
Populationsstudier har visat
en bimodal férdelning av
dessa egenskaper; en grupp
med langsam och en med
snabb metabolism och ut-
séndring i urin.
Fordelningen av »langsam-
ma» och »snabba« individer
skiljer sig mellan vasterlan-

ningar (9 respektive 91 pro-
cent) och asiater (67 respek-
tive 25 procent).

I dopningstest for testoste-
ron tilldmpas idag ett enda
gransvarde for misstanke om
testosteronintag trots den
stora genetiska och interet-
niska variationen.

Inforande av genetisk analys
(genotypning) skulle 6ka
dopningstestens precision
och undvika onédiga och
dyrbara extraanalyser.
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esteras 7B (PDE7B) som spjilkar testosteronenantat, som an-
vinds i likemedelsberedningarna. Genetiska varianter av
PDE7B paverkar hastigheten och graden av testosteronsteg-
ringen i blod och utséndringen i urin, se nedan [3].

Genetiska fordelar ur effektsynpunkt
Kan genetiken péaverka i vilken utstriackning man tillgodogor
sig testosteronet? Serumkoncentrationen av testosteron férut-
sitts vara relaterad till effekterna av hormonet vid normal
kénslighet for androgener. Om man ger samma dos testosteron-
enantat till ett antal individer stiger koncentrationen av testo-
steron olika mycket (Figur 2), &ven efter korrektion fér kropps-
vikten. Med hjilp aven genomassociationsstudie (genome wide
association study, GWAS) jaimforde vi tva grupper individer; en
medlitenochenmedstorstegringavtestosteronkoncentration-
en. Resultatet visade ett antal traffar som pekade pa att fosfo-
diesteraser kunde forklara en del av skillnaderna. Darfor ar det
sannolikt att effekten av en given dos av testosteron ar storre
hos individer med en genetisk variant som ger hog aktivitet i
PDE7B [3]. Vi har ockséa identifierat en polymorfi i ett trans-
portprotein (SLCO2BI) som ser ut att férklara 20 procent av
variationen i serumkoncentration (opublicerade resultat).
Effekten av testosteron hos olika genotyper av UGT2B17
skiljer sig sannolikt inte at eftersom serumkoncentrationerna
ar lika. Vi studerar for nirvarande androgeneffekten med
hjilp av en androgenreceptor-assay [4]. I metoden méts den
totala androgena effekten av foreningar som har en androgen
effekt, vare sig de ar kiinda eller okinda, métbara eller omit-
bara. Androgenreceptorn ar »inbyggd« i en jistsvamp som ger
luminiscens nér den exponeras for androgena dmnen i till ex-
empel serum eller urin. Luminiscensens intensitet &r relate-
rad till den androgena effekten i provet. I serum 6kar andro-
genreceptoreffekten efter en enkeldos av testosteron i ett par
veckors tid och ir fortfarande férhgjd 14 dagar efter dosen gi-
vits. Serumprofilen av androgeneffekten matt med androgen-
receptormetoden var oberoende av vilken UGT2B17-genotyp
som individen tillhorde (opublicerade resultat).

Den genetiska variationens betydelse for dopningstest
Testosteron dr ett av de vanligaste dopningsmedlen bland an-
drogener enligt WADA (World Anti-Doping Agency) 2010
(Adverse analytical findings and atypical findings reported
by accredited laboratories <http://wada-ama.org»). Dopnings-
test for testosteron forsvaras av att man maste skilja pa det
exogena och endogena hormonet. Den genetiska variationen i
metabolism och utsondring av testosteron ger stora skillna-
deriurinkoncentrationen mellan individer med samma intag
av testosteron.

I det internationellt anvinda dopningstestet for testoste-
ron (T) méts bade testosteron och epitestosteron (E), som &r
enisomer av testosteron vars utséndring sjunker vid testoste-
rondopning. T/E-kvoter som Gverstiger virdet 4 inger miss-
tanke om intag av testosteron. Proven gar da vidare till s&
kallad isotopkvotsmasspektrometri IRMS-analys). Metoden
bygger pa att syntetiskt testosteron har ett annat innehall av
3C-isotopen 4n endogent testosteron, varfér kvoten mellan
3C och "*C paverkas av intag av testosteron.

Tillaimpningen av ett och samma T/E-virde for misstdnkt
dopning innebér, vilket vi visat, att ungefar var 10:e individ

»Framtida kontrollprogram boér vara
individbaserade och ta hdansyn till den
nyupptdckta genetiska variationen

i omsdttningen av androgener.«
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som har en funktionell UGT-gen blir »positiv« utan att ha tagit
testosteron (falskt positiva). P4 motsvarande sitt missar tes-
tet cirka 40 procent av de individer som saknar genen trots att
de tagit testosteron (falskt negativa) [5].

Om man tar hinsyn till den genetiska variationen i testo-
steronutsondring inom och mellan etniska grupper och de oli-
ka allelfrekvenserna i populationerna kommer summan av
falskt negativa och falskt positiva svar att uppga till cirka 11
procent hos visterlinningar och 31 procent hos asiater. Vis-
serligen kommer alla misstinkta prov att ga vidare fér analys
med IRMS, men denna analys 4r mycket dyrbar och férsenar
ocksa det slutliga svaret. Dessutom har nya studier visat att
flera av de testosteronberedningar som finns pa marknaden
inte detekteras med IRMS [6].

T/E-testet bygger saledes pi ett populationsbaserat grins-
virde som géller globalt och ingar i WADA:s rekommendatio-
ner. Med de nya kunskaperna om stora genetiska variationer
skulle information om individens deletionspolymorfi i UGT-
genen gora dopningskontrollen mer effektiv, billigare och
snabbare eftersom ett stort antal IRMS-analyser skulle kun-
na undvikas. Det dr sannolikt att man kommer att ga 6ver till
en individbaserad bedémning av T/E-kvoten som bygger pa
information om individens sanna negativa basvirde och en s&
kallad bayesiansk inferensanalys.

Vi har studerat hur T/E-testets sensitivitet och specificitet
paverkas om man i en bayesiansk modell lagger till genetisk in-
formation om UGT-polymorfin [7]. 55 férs6kspersoner som till-
horde de tre genotyperna for UGT-polymorfin, det vill sdga ing-
en, en eller tva alleler for genen (del/del, del/ins, ins/ins), fick
dosen 500 mg testosteronenantat intramuskulért. I analysen
beridknades det individuella gréansvérdet for misstankt testo-
sterondopning pa basis av dagliga urinanalyser av testosteron-
glukuronid och T/E-kvot under 15 dagar efter att dosen gavs.

Programmet genererade betydligt ligre grinsvirden for
alla del/del-individer. Testets sensitivitet 6kade saledes avse-
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Figur 3. Individuella gransvarden baserat pa bayesiansk analys
med och utan UGT2B17-genotypinformation hos en del/del-individ.
Analysen bygger pa varden i en vasterlandsk population och att
man hartillgang till tva basalvarden for T/E-kvoten. Den Gvre grona
linjen visar grdansvdrdet i den bayesianska analysen utan genetisk
information. Den nedre vinréda linjen visar gransvdrdet ndr gene-
tisk information laggs in i programmet. Turkos linje visar de fak-
tiska analysresultaten tva ganger fore dos (baslinje) och ett antal
ganger efter dos. Individen visar positivt resultat i T/E-testet redan
3 dagar efter dos om genetisk information kan ldggas in i program-
met. Utan den genetiska informationen blirindividen inte avsléjad
forran dag 13 efter dos.
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vart for dessa individer, vilket framgar av Tabell 1. I Figur 3
ses resultaten for en enskild individ som saknar genen (del/
del). Om genetisk information kan liggas in i programmet blir
individen positiv i T/E-testet redan tre dagar efter en tagen
dos. Utan den genetiska informationen blir individen inte av-
slgjad forran dag 13 efter att dosen tagits.

For att optimera nyttan och utfallet av T/E-testet bor
griansviardet anpassas efter individens genetiska UGT-situa-
tion. Detta skulle kunna inforas oberoende av etnicitet, och
ledatill avsevirt forbattrad sensitivitetitestet. I Tabell 1visas
hur mycket sensitiviteten paverkas om man i stéllet fér 4,0 for
alla individer tilldmpar grinsvérdet 0,6 for del/del-individer
och 4,0 for 6vriga.

Exemplet med deletionspolymorfin i UGT-genen visar hur
stor effekten ar pa urinutsondringen av testosteron och dar-
med dven T/E-kvoten. En promotorpolymorfii CYP17-genen,
vars enzym katalyserar 17-hydroxyleringen av pregnenolon
och progesteron, paverkar ocksa T/E-kvoten genom en inver-
kan pa utséndringen av epitestosteron. Aven genetisk varia-
tion i PDE7B-enzymet paverkar T/E-kvoten genom att testo-
steronutsondringen varierar med en av polymorfierna i ge-
nen. Vihar studerat hur olika kombinationer av alleler i gener-
na for UGT2B17, PDE7B och CYP17 maximerar respektive
minimerar stegringen av T/E-kvoten - och risken for att bli
avslojad - efter en testosterondos [8]. Den kvantitativa bety-
delsen ar storst for UGT2B17-polymorfin, f6ljt av mutationer-
naiPDE7B- och CYP17-generna. Genkombinationernas frek-
vens skiljer sig markant mellan den asiatiska och den vister-
ldndska befolkningen (Figur 4). De turkos staplarna i frimre
radenidiagrammen anger frekvensen av de genotypkombina-
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Figur 4. Procentuell forekomst (y-axeln) av olika genotyperien
asiatisk (6verst) och en vasterldndsk (nederst) population. De
turkos staplarna anger frekvensen av de genotypskombinationer
som ger minst paverkan pa T/E kvoten.
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TABELL I. Sensitivitet (procent) av T/E-test hos del/del-individer da
information om UGT2B17-genotyp tagits med.

Dag 2 Dag 6 Dag 11
T/E-grénsvérde 4,0 5,9 58,8 29,4
del/del-baserat gransvarde 0,6 70,6 100 100
Bayesiansk analys 88,2 100 100

tioner som ger minst paverkan pa T/E-kvoten av testosteron.
Sddana kombinationer ir avsevirt vanligare i den asiatiska 4n
iden visterlandska populationen, vilket man borde ta hdnsyn
till i internationella kontrollprogram genom att i tillimpliga
situationer inféra genotypning.

Det finns sannolikt flera mutationer i enzymgener som
direkt eller indirekt styr urinutséndringen av testosteron.
Kunskap om genetiska faktorer som paverkar T/E-kvoten bor
beaktasitolkningen avde resultat som beskrivits. I den bayes-
ianska tolkningsmodellen kan naturligtvis annan genetisk
information ingad nér den har betydelse for testosteronut-
sondringen. Sannolikt skulle sensitiviteten 6ka ytterligare
med sadan information.

Framtida dopningskontroller

T/E-kvoten har anvénts och rekommenderats i internationell
idrott sedan 1980-talet. Det dr fortfarande ett primértest, och
bygger pa ett globalt populationsbaserat griansvirde. Senare
ars forskning har tydligt visat att omséattningen, och mgjligen
dven effekterna, av testosteron och andra androgener ar
starkt paverkad av genetisk variation i ett antal enzymer som
deltaridenna process. Framtida kontrollprogram bér vara in-
dividbaserade och ta hiansyn till den nyupptéckta genetiska
variationen i omsittningen av androgener.

En rationell tolkning av vetenskapliga resultat och konse-
kvensanalys stoter dock pa patrull nér det géller att inféra nya
moment i den internationella globala dopningskontrollen,
sannolikt beroende pa att instdllningen till genetiska test
varierar av politiska, ekonomiska och religiosa skl.

B Potentiella bindningar eller jévsforhallanden: Inga uppgivna.
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