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1. Tiivistelma

Kilpaporojen mahdollista doping-kontrollia varten selvitettiin neljén kasvua liséiviin hor-
monin ja hormonin tapaan vaikuttavan yhdisteen, testosteronin, nandrolonin, metandieno-
nin ja klenbuterolin, analytiikkaa vaatimen seerumista. Testatut yhdisteet ovat doping-
sdént6jen perusteella kielletyisté, lihasten kasvua lis#sivisti yhdisteisti, eniten kiytettyji
ihmisurheilijoiden keskuudessa. Tutkimuksessa kiytettiin vaatimia, koska haluttiin vilet
eldimen omien androgeenisten hormonien hiiritsevi vaikutus. Tutkittavat yhdisteet annet-
tiin injektiona lihakseen ja vaatimista otettiin verindytteitd, yhdisteesti riippuen, kolmesta
30 vuorokauteen. Tulokset osoittivat, etti testosteronille Jja nandrolonille kiytéssi olevat
immunologiset menetelmt ovat riittévin herkkid, kun taas klenbuterolin Jjametandienonin
osalta immunologisten menetelmien herkkyys ei riiti. Tamsin tutkimuksen yhteydessi
Klenbuterolille kokeiltiin uutta kaasukromatografiaan ja massaspektrometriaan perustuvaa
ns. MS/MS-menetelmi, jolla analyysiherkkyys saatiin alennettua 50 pg/ml pitoisuuteen,
miké on huomattavasti matalampi kuin perinteinen kaasukromatografia/massaspektro-
metria tai immunologiset menetelmit. Samankaltaista menetelmi voitaneen soveltaa myds
metandienoniin, jolle kiiytetty immunologinen menetelmi osoittautui liian epéspesifiseksi.
Suuret yksiloiden viliset erot anabolisesti vaikuttavien yhdisteiden hiviimisessi on testaa-
jan nikdkulmasta hyvi asia, koska se tekee mahdollisen doping-kaytn ajankohdan valit-
semisen vaikeammaksi. Tutkimuksen yhteydessi testattiin epévirallisesti 6 vuoden 1997
Porokuninkuusajoihin osallistunutta poroa, joihin sovellettiin urheiluhevosille kiytossd
olevia seulontamenetelmii. Nilld menetelmilli senlottuna yhdessiékin tutkituista néyt-
teistd ei ollut viitteiti kiellettyjen aineiden kiiytosti. Tutkimuksessa tehtiin myds perustyoti
mittaamalla testosteronin ja kortisolin vuosittainen vaihtelu vaatimissa.




2. Johdanto

Huippu-urheilussa kilpailu on kovaa ja huipulle padsyi on monesti etsitty fyysisen ja
psyykkisen harjoittelun lisiksi iifikkeists, joiden joko tiedetiiin tai uskotaan parantavan ur-
heilusuoritusta. Urheilusuorituksen farmakologiset parannuskeinot ovat kiellettyjé ja nii-
den kiyttdd kontrolloidaan urheilujirjestdjen ja antidoping-organisaatioiden toimesta. Tes-
tausk#ytintd ja kielletyt aineet on mééritelty dopingsaannostossa. Urheiluhevosille on ole-
massa vastaava kiytintd. Porokilpailuissa ei ole olemassa vastaavaa sainndstod, joka kiel-
téisi dopingin eiki kiiytdssd mybskiiin ole systemaattista niytteenotto- ja analyysikdytdn-
tod. Tiista huolimatta anabolisten hormonien kiyttd on EU-direktiivien mukaisesti kiellet-
tyd myds poroissa, samoin kuin kaikissa lihaeldimissd (Anon. 1988, Kuiper ym. 1998).

Kansainvilisen Olympiakomitean Lézketieteellinen komissio on luokitellut urheilussa kiel-
letyt liiikeaineet seuraavasi: keskushermostoa stimuloivat yhdisteet, huumaavat sirky-
lizikkeet, anabolisesti vaikuttavat yhdisteet, nesteenpoistoliiikkeet, peptidihormonit ja nii-
den analogit, erityisrajoitetut ainect seki manipulointiin Liittyvit aineet ja menetelmit (Lei-
nonen & Seppild 1994). Tissd tutkimuksessa keskityttiin neljaian ihmisurheilijoiden kes-
kuudessa yleisimmin kiiytettyyn anabolisesti eli lihasvoimaa ja lihasmassaa lisddvén yhdis-
teen analysointiin. Testatut aineet olivat testosteroni ja sen kaksi synteeitistd johdannaista,
19-nortestosteroni eli nandroloni ja 17-metyylitestosteroni eli metandienoni. Liséksi tutkit-
tiin yhden adrenaliinin tavoin vaikuttavan 8-agonistin eli klenbuterolin analyysimahdolli-
suuksia. Minkiin edelli mainitun vhdisteen analysoinnista poron veresti ei ole aikaisem-
paa kokemusta. Ihmisurheilijoille luotu analytiikka ei sellaisenaan ollut sovellettavissa,
koska analyysimenetelmit perustuvat ndiden aineiden aineenvaihduntatuotteiden analy-
sointiin virtsandytteisti, joiden ottaminen poroilta kilpailujen yhteydessa olisi kiytinndssd
mahdotonta. Piziosa analyyseisté tehtiin Yhtyneet Laboratoriot Oy:n dopingtestauslabora-
toriossa, joka on yksi Kansainvilisen Olympiakomitean valtuuttamista laboratorioista.

2.1 Anaboliset steroidit

Anabolisiksi steroideiksi kutsutaan synteettisia yhdisteiti, joiden vaikutukset sukurauhasia
lukuun ottamatta ovat samankaltaiset kuin miessukuhormonilla, testosteronilla. Synteetti-
sesti ei kuitenkaan ole onnistuttu valmistamaan anabolista steroidia, jolla ei olisi vaikutusta
mybs sukurauhasiin. T4std syystd synteettisisti yhdisteistd kaytetdan usein nimitysti anabo-
lis-androgeeniset steroidit. Kuvassa 1 on esitetty tdssa tutkimuksessa kiytettyjen steroidien
ja klenbuterolin rakennekaavat.
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Kuva 1. Tutkimuksessa kiytetyt yhdisteet

2.2 Anabolis-androgeenisten steroidien fysiologiset vaikutukset

Anabolis-androgeeniset steroidit, kuten kaikki muutkin steroidihormonit ovat rasvaliukoi-
sia ja ne pystyviit lipdisemiin soluja ympiroiviin solukalvon (Kuva 2). Solun sisilli hor-
moni sitoutuu reseptoriproteiiniin ja muodostunut hormoni-reseptorikompleksi puolestaan
vaikuttaa solujen proteiinisynteesiin geeniaktivaation kautta (Murray ym. 1990). Geeniak-
tivaatio kohdistuu useisiin entsyymiproteiineihin, joiden mazrs lisddntyy ja samalla my&s
solun kokonaisproteiinimiiri kasvaa. Anabolis-androgeenisten steroidien, samoin kuin
testosteroninkin, vaikutukset kohdistuvat moniin kudoksiin. Niisti vaikutuksista on seu-
raavassa esitetty Iyhyt yhteenveto.

Urheilusuorituksen kannalta merkittivii on anabolis-androgeenisten steroidien aiheuttama
punasolusynteesin lisééntyminen, jota on havaittu sek ihmisurheilijoilla etti ravihevosilla
(Kuipers 1995, Hyyppd ym. 1995, Snow 1993). Punasolujen miir saattaa tosin Liséité ve-
risuonitukosten muodostumista, minki arvellaan olevan syyni osaan kuolemantapauksista,
joihin liittyy anabolis-androgeenisten steroidien kayttd (Kuipers 1995). Toinen anabolis-
androgeenisten steroidien kiyttd6n liittyvi kuolinsyy on niiden yhdisteiden atheuttamat
muutokset sydinlihaksessa, jotka saattavat johtaa infarktiin (Huie 1994, Dickerman et al.
1995, Melcher & Welder 1995). Lihaskudoksessa anabolis-androgeeniset steroidit lis&zvit
protetinisynteesis ja siten kasvattavat lihasmassaa. Suuri osa kasvusta johtuu lihassolujen
koon lisiéintymisests, mutta lihassyiden méérin ls#intymismahdollisuuttakaan ei ole sul-
Jettu pois (Kuipers 1995). Muutokset, jotka kohdistuvat pidasiassa nopeasti supistuviin,
tyypin II lihassoluihin, ovat huomattavasti selvempii naaraspuolisissa yksil&issi kuin urok-
sissa (Kuipers 1995). Tosin tutkittaessa nandrolonin vaikutusta hevostammojen ja kastroi-




tujen orien, eli ruunien, lihaksiin havaittiin, ettsi lihassolukokoa lisézivit vaikutukset koh-
distuvat ainoastaan hitaasti supistuviin, tyypin I lihassyihin (Hyyppd ym. 1995). Lisaksi

anabolis-androgeenisten steroidien tiedetdin hidastavan kilpirauhasen toimintaa ja vihen-
tiviin immunoglobuliinien méiris veressd, mutta ndiden vaikutusten fysiologista merkitys-
t4 ei tunneta. Fysiologisten vaikutusten ohella anabolis-androgeeniset steroidit vaikuttavat
merkittzivisti myos kiyttdytymiseen. Selvimpid muutoksia ovat urosmainen kiytos ja li-
sdAntynyt aggressiivisuus. TAmé nikyy myds ruunilla ja tammoilla tehdyissé hevostutki-
muksissa (Hyyppd ym. 1995, Snow 1993).

Diffuusio kohdesoluun

Sitoutuminen reseptoriin

Hormoni-reseptori-kompleksin

kuljetus tumaan

Hormonin aitheuttama

geeniaktivaatio

Valkuaisaineiden muodostuminen

Biologinen vaikutus

Kuva 2. Anabolis-androgeenisten steroidien vaikutusmekanismi

2.3 Anabolis-androgeeniset steroidit ja suorituskyky

Kysymys siiti, vaikuttavatko anabolis-androgeeniset steroidit urheilusuoritusta parantavas-
ti, on edelleen avoin, ja sen tutkiminen on vaikeaa kontrolloiduissa olosuhteissa. Ainakin
urospuolisissa yksildissi veren normaali testosteronipitoisuus on niin korkea, ettd se riittis
kyllistimiiin solujen androgeenireseptorit, ja ehka juuri téstd syystd uroksissa anabolis-
androgeenisten steroidien aiheuttamia fyysisté suorituskykyd parantavia vaikutuksia ei ko-
vinkaan usein ole pystytty osoittamaan (Celotti & Negri Cesi 1992). Myoskiidn kahdessa
hevostutkimuksessa, joissa tutkittiin nandrolonin vaikutuksia tdysverihevosissa ja suomen-
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hevosissa, ei steroidikéisittelylld ollut mitéizin merkittivii muutoksia suorituskykyyn (Snow
1993, Hyyppd ym. 1995). Toisaalta on huomattava, etti doping-tarkoituksessa kiiytettyn:
annokset ovat arvattavasti jopa 100 kertaa suurempia kuin kontrolloiduissa kokeissa. Yh-
teenvedossa, joka on tehty 30 aikaisemmasta tutkimuksesta, péidyttiin toteamaan, ettz har-
joitelleissa yksilissd anabolis-androgeeniset steroidit saattavat hieman lissts lihasvoimaa
(Kuipers 1995). Jotkut tutkimukset viittaavat sithen, et anabolis-androgeenisten steroidi-
en aiheuttama aggressiivisuus mahdollistaisi kovempitehoisen harjoittelun ja sitd kautta li-
sédisi suorituskykyd. Viitteitd 16ytyy myos siitd, ettd anabolis-androgeeniset steroidit
nopeuttaisivat palautumista (Kuipers 1995).

2.4 Klenbuteroli

Klenbuteroli on astmal#ikkeistikin 18ytyvi liikeaine, joka pieniné pitoisuuksina laajentaa
keuhkoputkia, mutta suurempina pitoisuuksina on tehokas kasvunedistiji. Rakenteeltaan
klenbuteroli on adrenaliinin johdannainen (Kuva 1) ja se my&s vaikuttaa sitoutumalla sa-
moihin kohdesolujen pinnalla sijaitseviin B-reseptoreihin kuin adrenaliinikin. Klenbutero-
lin vaikutuksesta lihassolujen poikkileikkauspinta-ala kasvaa, nopeasti supistuvien lihas-
syiden prosentuzaalinen osuus nousee ja lihasten kyky tuottaa energijaa hiilihydraateista li-
sdintyy (Mersmann 1998, Wadler 1994). Tim:in lisiksi klenbuterolin tiedetizin vithentiiviin
rasvan midrdd. Kasvua edistéiviin vaikutuksensa vuoksi klenbuterolia kiiytetiian karjankas-
vatuksessa monissa maissa, joskin EU-direktiivit kieltiviit sen kéytén EU:n alueella (Kui-
pers ym. 1996). Kasvunedistimisvaikutuksensa tihden klenbuterolia on tutkittu jonkin
verran myds mirehtijissd (Smith 1998).

2.5 Analyysimenetelmét

Anabolis-androgeenisten stercidien, kuten muidenkin steroidihormonien, aineenvaihdunta
tapahtuu piéiasiassa maksassa ja ne poistuvat elimiststi munuaisten kautta, Doping-
analytiikka perustun pitkilti anabolis-androgeenisten steroidien, niiden hajoamistuotteiden
tai konjugaattien méirittimiseen virtsaniytteesti. Erittymisreitisti johtuen virtsa on, aina-
kin ihmisille, ruumiin nesteisti paras doping-analyyseji ajatellen. Virtsasta voidaan miis-
rittiifi esimerkiksi testosteronin ja sen isomeerin, epitestosteronin, pitoisuuksien suhde, joka
on virtsan eritysnopeudesta riippumaton suure. Tllin ulkopuolisen testosteronin kiyton
hevosissa havaitsemisaika pitenee 3 - 4 viikkoon, kun seeruminéytteissi vastaava havait-
semisaika on noin 2 viikkoa (Bonnaire et al. 1995.). T4ll4 hetkella kaikki thmisurheilijoi-
den doping-analyysit tehdéifin virtsasta, miki tosin ei mahdollista veridopingin ja peptidi-
hormonien kiytdn analysointia.

Dopinganalytiikka perustuu seulontatutkimuksiin, Jjoiden ensimmiiisessi vaiheessa kiyte-
tdéin yleensi immunologisia, kromatografisia ja massaspektrometrisia menetelmii selvit-
taméin onko néytteissid merkkejé stimulanteista, puudutusaineista tai anabolisesti vaikutta-
vista yhdisteisti, Positiivisen niytteen 18ydyttyi tulos varmistetaan tarkemmilla menetel-
milld, joissa selvidi myos kiiytetyn yhdisteen nimi. Tarkemmat analyysimenetelmiit ovat
yleensé kaasukromatografian ja massaspektrometrian vhdistelmii.




3. Tutkimuksen tarkoitus

On mahdollista, etti kilpaurheilun negatiiviset piirteet 1oytavat tiensd my®s kilpaporojen

valmennukseen. Tilanteen ennakoimiseksi haluttiin selvittds miten hyvin ihmisurheilijoi-
den kolmea eniten kiiyttimii anabolis-androgeenista steroidia ja klenbuterolia voidaan

analysoida poron veresti.




4. Aineisto ja menetelmat

Tutkimuksessa kiytettiin Paliskuntain yhdistyksen Kaamasen koetarhan vaatimia, yhteensi
19 kappaletta. Kokeessa tutkittiin seuraavat yhdisteet: testosteroni, nandroloni, metandi-
enoni ja klenbuteroli. Tutkimukselle on Helsingin yliopiston Eliinlizketieteellisen tiede-
kunnan ja Elintarvike ja eldinl4skintitaitoksen (EELA) eliinkoetoimikunnan myéntimi
lupa.

4.1 Koejéarjestelyt

Testosteronia (Sustanon 250", Organon, 250 mg/ml) annettiin 250 mg/poro kertainjek-
tiona lihakseen 9 vaatimelle, joista otettiin verindytteet kaulalaskimosta ennen injektiota,
sekii 2, 4, 7, 14 ja 30 vuorokauden kuluttua injektiosta. Veriniytteisti erotettiin seerumi,
jota siilytettiin pakastettuna analysointiin saakka.

Nandroloni-annos oli 100 mg/poro (Laurabolin”, Intervet, 25 mg/ml). Tutkimuksessa oli
mukana 10 vaadinta, joista otettiin verindytteet ennen injektiota, seki 1, 2, 3, 4 ja 5 vuoro-
kautta injektion jilkeen. Vaatimien keskipaino oli 80.7 kg. Veriniytteet kasiteltiin samoin
kuin edella.

17-Metyylitestosteronia eli metandienonia (metandienoni, BP-80) annettiin 9 vaatimelle
250 mg/poro. Veriniytteet otettiin ennen injektiota, 2, 3,7, 14 ja 21 vucrokauden kuluttua
mjektiosta. Veringytteet kisiteltiin samoin kuin edelli. Tissi kokeessa kiytettiin samoja
eldimid kuin nandroloni-kokeessa. Kokeiden vili oli 3 viikkoa.

Klenbuterolikoe toistettiin 3 kertaa. Ensimmiisells kerralla kéytetty annos oli 40 ug/poro
(Planipart’, Boehringer Ingelheim, 30ug/ml) toisella 100 pg/poro ja viimeiselld kerralla
250 pg/poro. Kahdessa jilkimmiisessd testissi mukana olivat samat 9 vaadinta kuin
nandroloni- ja metandienonitesteissékin. Niytteet otettiin ennen injektiota, 12, 24, 36, 48,
60 ja 72 tunnin kuluttua injektiosta. Néytteet kiisiteltiin kuten edell4. Kolmannen klenbute-
rolikokeen lopussa vaatimien keskipaino oli 88.7 kg.

Tutkimukseen liittyen niytteiti otettiin koeluontoisesti my&s 1997 Porokuninkuusajojen
kuudesta hiristd. Veriniiytteet otettiin kilpailujen jilkeen kaulalaskimosta ja seerumi ero-
tettiin sentrifugoimalla ndytteenottoa seuraavana péivini.

Tutkimuksessa selvitettiin myds testosteronin Jakortisolin vuosivaihtelua vaatimissa. Tiissé
osiossa hyddynnettiin aikaisemman tutkimuksen yhteydess kerittyé materiaalia, jossa oli
keritty viikoittaiset veriniytteet 12 vaatimesta 49 viikon ajan,

4.2 Anabolisesti vaikuttavien yhdisteiden analysointi

Seerumin testosteroni médritettiin kiyttien kaupallista testipakkausta (ACS:180 TSTO,
Chiron Diagnostics Comp., Norwood, U.S.A.). Menetelmin médritysraja on 0.3 mmol/l.
Méiiritykset tehtiin Yhtyneet laboratoriot Oy:n dopingtestauslaboratoriossa.

Nandroloni médritettiin immunologisesti (ELISA) kiiyttien kaupallista testipakkausta (En-
zyme Immunoassay for the Quantitative Analysis of 19-Nortestosterone, C.E.R., Marloie,
Belgia). Analyysii varten steroidit uutettiin secrumindytteisti seuraavasti: 200 1l seeramia,
200 U1 0.5 M KOH ja 4 ml dietyylieetterii sekoitettiin ravistelijassa 10 minuutin ajan. Faa-
sit erotettiin toisistaan sentrifugoimalla ja eetterifaasi haihdutettiin Kuiviin typpivirrassa
(40-50 °C) ja steroidit liuotettiin testipakkaukseen kuuluvaan puskuriliuokseen, Laadun-
tarkkailuseerumi valmistettiin yhdistimilli kokeeseen osallistuneiden vaatimien ennen in-
Jektiota otetut kontrollindytteet, negatiivinen kontrolli, ja positiivisena kontrollina kiiytet-
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tiin laaduntarkkailuseerumia, johon oli lisatty 0.5 pg/l nandrolonia. Kiytetyn menetelmén
toteamisraja on noin 0.1 pg/l seerurnia. Miiritykset tehtiin Yhtyneet Laboratoriot Oy:n
dopingtestauslaboratoriossa.

Metandienoni misritettiin myds immunologisesti (ELISA) kiyttéen kaupallista testipakka-
usta (Enzyme Immunoassay of the Quantitative Analysis of Methyltestosterone, CER,
Marloie, Belgia). Naytteiden esikisittely oli sama kuin edelli nandrolonin kohdalla on ku-
vattu. Laaduntarkkailuniytteet valmistettiin samoin kuin nandrolonikokeessakin, paitsi, et-
td positiiviseen kontrolliseerumiin liséttiin 0.5 pg/l metandienonia. Menetelméin toteamis-
raja on noin 0.1 pg/l seerumia. Miidiritykset tehtiin Yhtyneet Laboratoriot Oy:n dopingtes-
tauslaboratoriossa.

Klenbuterolin midrittimiseksi kdytettiin kahta eri menetelmés. Kahdessa ensimmaéisessd
kokeessa kiiytettiin entsyymi-immunologista menetelmii (EIA), jossa menetelmiin herk-
kyysraja on 0.4 ng/ml. Médrityksissd kiytettiin kaupallista testipakkausta (B-Agonist EIA,
Euro-Diagnostica B.V., Apeldoom, The Netherlands). Myds klenbuterolin uutto seerumi-
néytteistd suoritettiin testipakkauksen ohjeiden mukaisesti. Immunologiset miritykset teh-
tiin Eliinlaakintd- ja Elintarvikelaitoksen (EELA) laboratoriossa.

Viimeisessid koesarjassa klenbuteroli méiritettiin kaasukromatografis/massaspektro-
metrisesti MS/MS-tekniikalla niytteistd, joista klenbuteroli oli uutettu emiiksisessd pH:ssa.
Menetelmiin tarkempi kuvaus on liitteessd 1. Tamén menetelmin herkkyysraja on 50

pg/ml.

Kortisoli miritettiin RIA-menetelmélld kiyttien kaupallista testipakkausta (Coat-A-Count
Cortisol, Diagnostics Products Co, Los Angeles, Kalifornia, USA). Menetelméin herkkyys-
raja on 20 ng/ml.

Porokilpailussa otetut néytteet kiivivét dpi saman seulonta-analyysipaketin, jota kiytetdan
myds hevoskilpailuissa otetuille néytteille. Nami médritykset tehtiin Yhtyneet Laboratoriot
Oy:n dopingtestauslaboratoriossa .

4.3 Tilastolliset menetelmat

Klenbuterolia lukuun ottamatta tulokset on ilmoitettu keskiarvoina + keskiarvon keskivithe
(SEM). Kienbuterolianalyyseissa on ilmoitettu ainoastaan positiivisten néytteiden luku-
miizrd. Tilastolliset vertailut ennen injektiota mitattuun pitoisuuteen on tehty parillisella t-
testilila.




5. Tulokset

5.1 Testosteroni

Testosteronitestin keskiarvotulokset (+ SEM) on esitetty kuvassa 3. Kaikissa vaatimissa in-
jektio nosti testosteronipitoisuuksia merkittivisti, Kuvan tuloksista voitiin laskea testoste-
ronin puoliintumisaika, joka oli 4.9 vuorokautta. Yhti vaadinta lukuun ottamatta kaikissa
eldimissi oli mitattavia méziris testosteronia néytieissé, jotka otettiin 14 vaorokautta injek-
tion jilkeen ja 6 vaatimessa pitoisuudet olivat lievisti koholla vield 30 vuorokautta injekti-
on jilkeen,

ek

nmol/!

21 28 K -]
Piivid injeltiosta
Kuva 3. Testosteronipitoisuudet (keskiarvo = SEM) poron seerumissa lihakseen

annetun testosteroni injektion jilkeen. Tilastolliset erot ennen injektiota mitat-
tuihin arvoihin on ilmoitettu seuraavasti: *** = P<0.001 ja ** = P<0.01.




5.2 Nandroloni

Lihakseen annettu nandroloni-injektio nosti pitoisuuksia plasmassa merkittdvst 2 vuoro-
kauden kuluttua (Kuva 4). Néytteitd otettiin vain 5 vuorokauden ajan, joten puoliinturnis-

ajan laskeminen ei ole mahdollista néistd tuloksista. My®s tiss tapauksessa yksiloiden vé-
lisis eroja oli havaittavissa.

1.50
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Kuva 4. Seerumin nandrolonipitoisuudet (keskiarvo = SEM) lihakseen annetun
injektion jilkeen. *** = P<0.001 ja **=P<0.01 ennen injektiota otettuun niyttee-
seen verrattuna.
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5.3 Metandienoni

Metandienonipitoisuudet olivat korkeimmiilaan 2 vuorokautta injektion jilkeen otetuissa
néytteissd (Kuva 5).
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Kuva 5. Seerumin metandienonipitoisuudet (keskiarvo + SEM) lihakseen anne-
tun injektion jalkeen.
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5.4 Klenbuteroli

Klenbuterolin osaita immunologiset menetelmit osoittautuivat liian karkeiksi, joten kah-
dessa ensimmiisessi testissd klenbuterolin vaikutusta ei pystytty osoiftamaan. Viimeisessi
koesarjassa analyysit tehtiin kaasukromatografiaa ja massaspektrometriaa hyviksikiyttéen,
ns. MS/MS-tekniikalla, jolloin klenbuteroli-positii viset ndytteet erottuivat selvisti ja klen-
buteroli oli joissakin vaatimissa todettavissa vield 60 tunnin kuluttua injektiosta (Kuva 6).
Yhden vaatimen seerumista 16vtyi ennen injektiota otetusta néytteesta yhdistetts, joka iden-
tifioitiin klenbuteroliksi. Riittimattoméin ndytemiirin vuoksi analyysid ei pystyity uusi-
maan, eikd mydskiidn pystytty selvittimiin sité, onko niytteiden numeroinnissa kentien

tapahtunut virhe.
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Kuva 6. Klenbuterolipositiivisten néytteiden osuus klenbuteroli-injektion jal-
keen.

5.5 Kilpaporonaytteiden seulontatutkimus

Tutkimuksen vhteydessi otettiin kuudesta porokuninkuusajoihin 1997 osallistuneesta
porosta néytteet, joiden seulonta-analyysi tehtiin hevosnaytteille kiytettévilla menetelmilla.
Niytteenoton ja niytteiden laboratorioon lihettimisen osalta ei noudatettu hevosnéytteille
maédriteltyd kiytiantd4, joten niytteitd ei voida pitdd virallisina doping-niiytteind. Niytteistd
seulottiin seuraavat yhdisteryhmit: kipu- ja knumeléékkeet, hengityselinsairauksien 1a&k-
keet, sydin- ja verisuonisairauksien ldikkeet, keskushermostoa stimuloivat yhdisteet, pai-
kallispuudutteet, anaboliset aineet ja psyykenliikkeet. Yksikin testatuista niytteistd ei si-
sdltiinyt tutkittuja yhdisteitd.
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5.6 Testosteronin ja kortisolin vuosivaihtelu vaatimissa

Hirvailla pitiosa testosteronista tulee kiveksistd, mutta testosteronia muodostuu Jaerittyy
verenkiertoon myds lisémunuaisesta, joten vaatimien jahéirkien veressi on mitattavia mas-
ridi testosteronia. Téstd syysti tissd tutkimuksessa midiritettiin testosteronin vuosivaihteiu.
Asiasta ei ollut aikaisempaa tietoa ja mahdollisen doping-kontrollin kannalta on tirke:is
tietd, millaisia testosteronipitoisuuksia poron veressd on keviittalvella. Testosteronipitoi-
suudessa oli selkei vuosivaihtelu, jossa matalimmat pitoisuudet mitattiin kesill5 {Kuva 7).
Vertailun vuoksi kokeessa mitattiin myds toisen lisimunuaisesta peréisin olevan steroidi-
hormonin, kortisolin, vuosivaihtelu. Kortisolipitoisuuksissa oli erittiin suuri yksilévaihtels,
mutta keskiarvoissa on havaittavissa, etti pitoisuudet ovat korkeimmillaan talvella (helmi-
maaliskuu) ja toisaaita lokakuussa (Kuva 8).
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Kuva 7. Seerumin testosteronipitoisuuden vuosivaihtelu (keskiarvo - SEM) vaa-
timissa. Kuvassa ndytteenottokuukaudet on merkitty kuukauden alkukirjaimelia,
esim. T = tammikuu.
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Kuva 8. Seerumin kortisolipitoisuuden (keskiarvo + SEM) vuosivaihtelu vaati-
missa.
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6. Tulosten tarkastelu

Porojen doping-analytiikka poikkeaa urheilijoiden ja my®s urheilubevosten analytiikasta
siind, ettd médritykset on aina tehtivi verestd, koska virtsansiytteiden ottaminen on kiiytdn-
nossd mahdotonta. Tami tutkimus osoittaa kuitenkin, etti ainakin joidenkin anabolisesti
vaikuttavien yhdisteiden analysointi onnistuu myds verindytteistd. Ennen kaikkea klenbu-
terolin kohdalla tehty kehitystys osoittaa, etts metodologisesti on mahdollista parantaa
herkkyyttd ja yhd pienempien jisimien havainnointi on mahdollista. Tutkimukset tehtiin
vaatimilla, koska niiden oma testosteronitaso on matala. TAmi vastaa hyvin kiytinnon ti-
lannetta, sillé suurin osa kilpaporoista on hiirkis, Vuosivaihtelutuloksista kiy ilmi, etti vaa-
timien normaali testosteronitaso keviittalvella on niin matala, ettei se tule aiheuttamaan on-
gelmia mahdollisissa doping-testeissi.

Merkillepantavaa on kaikkien testattujen yhdisteiden osalta suuri yksilévariaatio. Kun esi-
merkiksi testosteronin puoliintumisaika veressi oli 9 Pporon ryhmiissi keskimésirin 4.9 vuo-
rokautta, oli joukossa yksilsits, joissa testosteronia oli mitattavissa vield 4 viikon kuluttua
injektiosta. Téssé on vielid huomioitava se, ettd tissé tutkimuksessa porot saivat vain yhden
injektion, kun taas dopingkiytts on yleensd pitempiaikaista, joten on mahdollista, etii
myds yksildiden viliset erot korostuvat entisti enemmiin, Timii nikyy esimerkiksi kontrol-
loidusta hevostutkimuksesta, jossa suomenhevostarnmoille Jja ruunille annettiin nandrolo-
nia injektiona viikottain 13 viikon ajan Ja seurattiin nandrolonin haviimistd veresti, Keg-
kiméirdinen nandrolonin puoliintumisaika oli 26 vuorokautta, mutta kahdelia hevosella
kuudesta oli veressi mitattavia méirisi nandrolonia vield 3 kuukautta viimeisen injektion
jélkeen (Hyyppi ym. 1997). Lisiksi on huomattava, etti hevostutkimuksessa kiiytetty an-
nos oli terapeuttinen eli noin 10-100 kertaa pienempi kuin mité urheilijoiden tiedetiin
kéiyttivan doping-tarkoituksessa. Kiytinndssa timé suuri yksildvaihtelu helpottaa mahdol-
lista dopingkontrollia, koska kiyttij ei voi olla varma siit#, kuinka pitk aika kuluu ennen
kuin poro on "puhdas”.

Tutkituista yhdisteist4 metandienoni osoittautni hankalimmaksi. Pitoisuudet olivat kor-
keimmillaan ennen injektiota, miki viittaa sithen, etti 17-metyylitestosteronia saattaa
muodostua luonnostaan poron elimistdssd samoin kuin hevosissa (Snow 1993). Toinen
vaihtoehto on, ettd joku muu poron elimistdssi muodostuva steroidi ristireagoi immunolo-
gisessa testissi ja siten tulee nikyviin analyyseissd. Asia on tarvittaessa varmistettava lisi-
tutkimuksilla,

Klenbuterolin biologinen puoliintumisaika on erittiin lyhyt, naudoilla noin 18 tuntia
(Smith 1998), mutta tissi tutkimuksessa herkillg MS/MS-tekniikalla pystyttiin havaitse-
maan kienbuterolin kiytts vieli 60 tuntia injektion jilkeen. Uudella tekniikalla miiritys-
herkkyys parani 50 pg/ml aikaisemmasta GS/MS-tekniikalia saavutetusta 1 ng/ml (Laak-
konen ym. 1995). Klenbuteroli kertyy nandoilla my®s karvoihin, Mikili myds poroilla kiy
néin, tulee olemaan mahdollista todeta klenbuterolin kiyttd kuukausien kuluttua varsinai-
sista injektioista, Mahdollista doping-kontrollia varten my&s timsa ndytieenottovaihtoehto
on tarvittaessa testattava.

Kysymyksid, joihin timi tutkimus ei tuo vastausta, on mm. doping-yhdisteen antotapa.
Tassi tutkimuksessa kéytettiin injektiota lihakseen. Toinen yleinen tapa on nauttia lgikeai-
neet suun kautta tabletteina. Koska poro on miirehtijd, tulisi myos selvittis potsin mikrobi-
en vaikutus kiytettivien yhdisteiden aineenvaihduntaan, Teoriassa mikrobien vaikutus
saattaa olla merkityksettn, mutta toisaalta mikrobit vojvat hajottaa latikeaineen tai mikrobit
voivat muuttaa lifikeaineen yhdisteeksi, Jota elimistdssi ei muodostuisi. Tillaisen yhdis-
teen lisnédolo verenkierrossa olisi sitten varma merkki ladkeaineen kiiytosti.

Urheiluhevosille on kiiytossi seulonta-analyysi, miki tehd#iin verindytteists, jos hevosesta
ei saada virtsaniytetts, Samaa menetelmés soveltaen testattiin 6 vuoden 1997 Porokunin-

kuusajoon osallistuneen poron seerumit, joista yhdessikin ei ollut viitteit: kiellettyjen ai-
neiden kiytdstd. Kyseisen epavirallisen “doping-testauksen” arvoa lisi se, ett: niylteen-
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otosta ilmoitettiin vasta kilpailupaikalla ja myds se, ettd kaikki porojen omistajat suhtau-
tuivat eritidin positiivisesti testaukseen. Ravihevosilla analyysit tehdiiin verindytteistd, mi-
kili virtsaniytetti ei saada. Tdma sama testipaketti on mitd ilmeisemmin sovellettavissa
myds poroihin, joten pelkdstdan timin seulontatestauksen olemassaolo antaa myds poro-
kilpailujen jirjestdjille selvéin mahdollisuuden dopingkontrolliin.

Eldinkilpailujen- ja nivttelyjen doping-valvontaa varten on nyt perustettu puolueeton toi-
mikunta, joka ryhtyy valvomaan kilpailuja jarjestelmiillisesti. My6s Paliskuntain yhdistys
on hyviiksynyt sopimuksen helmikuussa 2000. Toimikunta voi miiiriiti pistokokeita tehtd-
viiksi myds porokilpailuissa ja mahdollisen positiivisen néytteen jilkeen Paliskuntain yh-
distys tulee paattimaiin seuraamuksista.
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Kiitokset

Témén tutkimuksen on toteutettuy Maa- Ja metsétalousministerion mysntémin MAKERA -
apurahan turvin. T#ssd yhteydessi haluamme myds kiittédd Paliskuntain yhdistysts, jonka
omistamilla Kaamasen koetarhan vaatimilla tim tutkimus on tehty, sek porotalousneuvo-
Ja Veijo Tervosta ja muuta koetarhan henkilskuntaa porojen hoidosta.
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