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Walka z dopingiem i rola parametréw zwigzanych z retikulocytami

Wyniki sportowe

Sprawnosc fizyczna i wyniki sportowe, zwtaszcza w sportach
wytrzymatosciowych, wymagaja odpowiedniego przygotowania
réwniez na poziome komdrek miesniowych, ktére do prawidtowego
funkcjonowania potrzebuja tlenu, a ich wydajno$¢ moze by¢
ograniczona przez jego niedobdr. W zwigzku z tym celem treningu
jest nie tylko nauka samej techniki przy niewielkiej utracie energii
oraz zbudowanie masy miesniowej, ale takze zapewnienie miesniom
optymalnego zaopatrzenia w tlen.

Cel ten moze byc¢ osiggniety poprzez:

m Trening wytrzymatosciowy, nazywany réwniez treningiem
tlenowym, majacy na celu zwiekszenie maksymalnego poboru
tlenu (VO2max - putap tlenowy) poprzez wptyw m.in. na rzut
serca, ktéry warunkuje transport natlenowanej krwi do miesni.

m Dostarczenie organizmowi wystarczajacej ilosci zelaza,
wspomagajacego optymalny proces erytropoezy.

® Trening wysokosciowy (powyzej 1800 m n.p.m.) majacy na
celu zwiekszenie liczby krwinek czerwonych (RBC), ktére
uczestnicza w transporcie tlenu do komérek miesni.

Wptyw treningu wysokosciowego na organizm

Na duzych wysokosciach ci$nienie powietrza jest nizsze niz na
poziomie morza. Oznacza to, ze powietrze jest wttaczane do ptuc
pod mniejszym cisnieniem, a zatem mniej tlenu dostepne jest
w procesie wymiany gazowej. Zycie i trening w takich warunkach
oznacza, ze organizm ma mniejsza dostepnosc¢ tlenu. To niedotle-
nienie jest wykrywane przez nerki, ktérych komérki syntezuja

i uwalniajg erytropoetyne (EPO). Odpowied? ta ma na celu nasilenie
procesu erytropozezy, a tym samym zwiekszenie liczby krwinek
czerwonych i zawartej w nich hemoglobiny [1]. W ten sposéb brak
dostatecznej ilosci tlenu jest cze$ciowo rekompensowany przez
zwiekszenie zdolnosci transportowej, aby miesnie otrzymywaty
odpowiednia ilo$¢ tlenu. Po powrocie na normalng wysokosc,
obecna erytrocytoza powoduje, ze komdérki miesniowe nadal
otrzymuja dodatkowa ilo$¢ tlenu — w zwigzku z czym miesnie
pracuja lepiej, co jest nie tylko zaleta podczas zawodéw, ale
moze takze zwiekszy¢ wydajnos¢ treningu. W takich warunkach
organizm powoli reguluje proces erytropoezy, co mozna zaob-
serwowac poprzez zmniejszenie liczby retikulocytéw.
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Trening w sztucznej hipoks;ji i doping krwi

Ogolnym efektem treningu wysokosciowego jest zwiekszenie liczby
czerwonych krwinek, a tym samym poprawy zdolnosci transportu
tlenu, prowadzacej do poprawy wynikéw sportowych. Ustalenie
odpowiedniego planu treningowego przed zawodami, pomaga
w uzyskaniu zwiekszonej wydolnosci. Alternatywnie, podobne
efekty mozna uzyskac poprzez zmniejszenie zawartosci tlenu
we wdychanym powietrzu, np. podczas snu lub treningu [2]. Taki
trening nazywany jest ,sztucznym treningiem wysokosciowym”
[ang. artificial altitude training].

Inng metoda zwiekszania zdolnosci transportu tlenu, stosowana
juz od lat 80. ubiegtego wieku, jest doping krwi [3-6]. Krétkotrwate
zwiekszenie liczby czerwonych krwinek uzyskuje sie poprzez
autologiczne przetoczenie krwi (autotransfuzje) [7] lub poprzez
przyjmowanie substancji o dziataniu podobnym do erytropoetyny
[7-10]. Ta ostatnia forma dopingu jest takze okreslana jako ,doping
EPO” lub , doping z uzyciem substancji podobnych do EPO”.

Doping EPO okresla sie jako naduzywanie substancji, ktéra jest
identyczna do ludzkiej erytropoetyny, jest jej rekombinatem (ang.
Recombinant Human Erythropoietin - rhEPO) lub wykazuje takie
same dziatanie. Sportowiec przyjmujac taka substancje, spodziewa
sie pozytywnych efektéw, ktdre sg poréwnywalne lub przewyzszaja
te uzyskane podczas treningu w hipoksji wysokosciowej [5].

W takich warunkach nastepuje sztuczna stymulacja erytropoezy
i wytworzenie dodatkowych retikulocytéw, a w konsekwencji
zwiekszenie liczby krwinek czerwonych we krwi obwodowej [11].

Historia stosowania dopingu EPO

Rekombinowana ludzka erytropoetyna (rhEPO) stata sie dostepna
na terenie Europy w latach 80. ubiegtego wieku, a jej stosowanie
w sporcie zostato zakazane juz na poczatku lat 90. Aby wprowadzic¢
ten zakaz nalezato jednak udowodnic, ze substancje podobne do
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Ryc. 1 Historia stosowania dopingu EPO
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EPO byty naduzywane. Bezposrednie metody oznaczania oraz
wykrywania nie zostaty jednak w petni opracowane, zwtaszcza
w latach 90 [12]. Nawet obecnie wykrywanie EPO w moczu jest
czasochtonne i kosztowne dla laboratoriéw [9,13], a jej stymulujace
dziatanie na erytropoeze jest nadal obecne, nawet po wydaleniu
jej z moczem. Dlatego opracowano metody posrednie. Od poczatku
XXI wieku w ramach tych metod bada sie okreslone parametry krwi
i ich zmiany w czasie (krétko- i dtugoterminowe). Procedura ta
zostata znacznie udoskonalona dzieki utworzeniu Swiatowej Agencji
Antydopingowej (ang. World Anti-Doping Agency — WADA) i wpro-
wadzeniu przez nig w 2009 roku Paszportu Biologicznego (ang.
Athletic Biological Passport — ABP) (patrz Ryc.1) [14].

Swiatowa Agencja Antydopingowa (WADA)

Latem 1998 roku w kolarstwie doszto do licznych przypad-
kéw dopingu. Miedzynarodowy Komitet Olimpijski podjat
inicjatywe i promowat utworzenie niezaleznego organu
zajmujacego sie walka z dopingiem. W 1999 roku powsta-
ta WADA, finansowana w réwnych cze$ciach przez ruch
sportowy i rzady na catym $wiecie. Najbardziej znaczagcym
osiagnieciem jest opracowanie i nadzorowanie Swiatowego
Kodeksu Antydopingowego (ang. World Anti-Doping Code).
Jest to dokument, ktéry ujednolica i standaryzuje kazde
dziatania antydopingowe we wszystkich krajach i wszelkich
dyscyplinach sportu. Aby zapewni¢ skuteczne przestrzega-
nie Swiatowego Kodeksu Antydopingowego, WADA opraco-
wata w 2009 roku dla sportowcéw Paszport Biologiczny.

Wiecej informacji na temat WADA, historii jej powstania
i aktualnych zadaniach, mozna znalez¢ na oficjalnej stronie
internetowej.

Metody posrednie

; o
wykorzystujace o Paszport
parametry krwi 8 biologiczny

\ \


https://www.wada-ama.org/en/who-we-are
https://www.wada-ama.org/en/who-we-are
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Wykrywanie dopingu krwi

Od poczatku stosowania dopingu krwi, znalezienie odpowiedniego
dowodu stanowito wyzwanie, poniewaz rekombinowana i endo-
genna erytropoetyna wykazuja nieznaczne réznice [12-13, 15].
Ponadto istniejg substancje, ktére posrednio zwiekszaja poziom
lub dziatanie endogennej EPO, np. stabilizatory czynnika induku-
jacego hipoksje (ang. Hypoxia-inducible Factor — HIF) prowadzac
do zwiekszenia transkrypcji fizjologicznej EPO [16]. Stabilizatory
HIF s3 zabronione, podobnie jak stosowanie rhEPO, ale mozna
je wykry¢ duzym naktadem pracy, wykorzystujac chromatografie
cieczowa ze spektometriag mas [10]. Chociaz obecnie mozliwe
jest bezposrednie wykrywanie substancji podobnych do EPO
w moczu za pomocg kosztownych i czasochtonnych metod
Wester bolt [13], to efekt - tj. zwiekszona liczba krwinek czerwo-
nych — moze by¢ nadal obecny, nawet jesli substancja zostata
juz wydalona lub roztozona. Mimo to sportowcy sa wielokrotnie
przytapywani i skazywani za stosowanie dopingu we krwi. Jak
to mozliwe?

Podczas dojrzewania prekursoréw krwinek czerwonych w szpiku
kostnym, jadrzaste krwinki czerwone (NRBC) przeksztatcaja
sie w retikulocyty, ktére przedostaja sie do krwi obwodowe;j.
Poprzez degradacje retikulum endoplazmatycznego i odpowiada-
jacemu mu RNA, retikulocyty przeksztatcaja sie w ciggu czterech
dni w dojrzate erytrocyty. Pozostaja one w szpiku kostnym przez
3 dni, nastepnie przedostaja sie do krwi obwodowej, gdzie w ciggu
jednego dnia dojrzewaja [17], stajac sie krwinkami czerwonymi.
W wyniku uzywania substancji podobnych do EPO powstaje
wiecej retikulocytéw, ktére sa uwalniane do krwi. Odsetek tych
komorek wzrasta w stosunku do catkowitej liczby RBC. Wzrost
ten mozna doktadnie zmierzy¢ za pomocg automatycznego
analizatora hematologicznego.

Tab. 1 Wykorzystywane parametry w module hematologicznym APB

Parametr Jednostka

Hemoglobina HGB g/dl
Hematokryt HCT %
Niedojrzata frakcja retikulocytow IRF %
Srednia masa hemoglobiny w krwince czerwonej MCH pg
Srednia stezenie hemoglobiny w krwince czerwonej ~ MCHC g/dl
Srednia objeto$¢ krwinek czerwonych MCV fl
OFF-Score = =
Phytki krwi PLT 10%/ul
Szerokos¢ rozktadu objetosci krwinek czerwonych RDW-SD  fl
(odchylenie standardowe)

Krwinki czerwone RBC 108/pl
Retikulocyty - wartosc bezwzgledna RET 10%/pl
Odsetek retikulocytow RET% %
Krwinki biate WBC 10°%/ul

Parametr RET% wskazuje procentowa proporcje retikulocytow
do RBC, za$ RET# oznacza ich bezwzgledna liczbe na jednostke
objetosci. Wykorzystanie fluorescencyjnej cytometrii przeptywo-
wej umozliwia dodatkowo podziat retikulocytéw na trzy frakcje,
odpowiadajace etapom ich dojrzewania. Etapy te sg okreslane
na podstawie intensywnosci Swiatta fluorescencyjnego, wprost
proporcjonalnie odzwierciedlajgcego zawartos¢ RNA. W ten
sposob uzyskuje sie dodatkowe parametry, takie jak frakcja nie-
dojrzatych retikulocytéw (IRF) (patrz ryc. 2) [17].

Niezwykle wysoki wzrost wskaznika RET% moze stanowi¢ po-
$redni dowdd na stosowanie substancji zabronionych o dziataniu
podobnym do EPO [18].

Kazdy $rodek stymulujacy erytropoeze wywotuje typowy wzorzec
dopingu, obejmujacy stymulacje powstawania retikulocytéw.
Nastepstwem tego jest zwiekszenie stezenia hemoglobiny

i zahamowanie RET% w odpowiedzi na sztuczne podwyzszenie
stezenia hemoglobiny [19].

Aby mozna byto wyciggna¢ ostateczne wnioski w sprawie ewen-
tualnego dopingu, nalezy zadbac o to, by wyniki pomiaréw krwi
byty niezalezne od danego laboratorium, jego personelu oraz
warunkdéw transportu, takich jak czas i temperatura. Wymaga to
réwniez wysokiej doktadnosci odanalizatora hematologicznego.

Paszport Biologiczny (ABP)

Program ABP stale monitoruje pewne parametry biologiczne
sportowcéw. W okreslonych odstepach czasu lub przy
okreslonych okolicznosciach (np. podczas zawoddéw) prébki
pobrane od sportowcéw s3 badane w akredytowanych
laboratoriach i rejestrowane w systemie ABP. W ten sposéb
mozna udowodnic skutki naduzywania substancji podobnych
do EPO w dtuzszym okresie czasu.

Wtaczenie ABP do swoich programéw antydopingowych lezy
w gestii poszczegdlnych lokalnych organizacji antydopingo-
wych. WADA odegrata wiodgca role w opracowaniu ABP. Juz
pierwsza wersja z grudnia 2009 roku zawierata i wykorzy-
stywata parametry hematologiczne w celu ustalenia sperso-
nalizowanego profilu dla kazdego sportowca, a tym samym
w celu wykrycia ewentualnego dopingu. Obecnie ABP zawiera
12 markeréw hematologicznych oraz obliczony wskaznik
OFF-score. Wytyczne ABP okreslaja takze, na co nalezy
zwrdéci¢ uwage podczas pobierania probek materiatu oraz
w jakich warunkach nalezy go transportowac i badac [21].

Po przeprowadzeniu analizy, wartosci parametréw krwi sa
gromadzone w centralnie i przetwarzane w celu ich analizy.
Do tego celu wykorzystuje sie system ADAMS (ang. Anti-
Doping Administration & Management System). Jego obstuga

jest szczegétowo opisana na stronie internetowej WADA.


https://www.wada-ama.org/en/what-we-do/adams
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Stabilnos¢ parametréw retikulocytowych

Aby zapewnic¢ wszystkim sportowcom uczciwe zawody, poréwny-
walne muszg by¢ nie tylko warunki sportowe, ale takze kontrole
antydopingowe i warunki pomiarowe w laboratorium. Zas oceniane
parametry muszg byc¢ niezalezne od czynnikéw zewnetrznych.
Oznacza to z jednej strony, ze jesli probka mierzona jest w réznych
laboratoriach, o réznych porach dnia, temperaturach pomiesz-
czenia lub na réznych urzadzeniach z tej samej serii analizatoréw,
to wyniki pomiaru muszg miec prawie takg sama wartosci. Z drugiej
strony, parametry oceniane w laboratorium muszg pozosta¢
stabilne, nawet w obliczu czynnikéw zewnetrznych, takich jak
rézny czas transportu lub warunki przechowywania.

WADA podejmuje wiele wysitkédw w celu osiagniecia harmonizacji
miedzy laboratoriami, takich jak zapewnienie akredytacji zgodnie
z warunkami okreslonymi przez WADA. Warunki te opisane sa
przez Swiatowy Kodeks Antydopingowy, ktéry jest dokumentem
harmonizujacym polityke antydopingowa, zasady i przepisy obo-
wigzujace w organizacjach sportowych i wéréd wtadz publicznych
na catym $wiecie, w tym procedury badawcze, poczawszy od
pobierania prébek krwi, poprzez transport, az po analize w labo-
ratorium [22]. Ponadto prowadzone s3 obserwacje majace na celu
zapewnienie, ze mozliwa réznica w pomiarach jest korygowana
w Paszporcie Biologicznym, np. przy zmianie serii analizatoréw
[18, 23].

Stabilno$¢ biologiczna parametréw retikulocytarnych (RET#, RET%)
mierzonych przy uzyciu analizatoréw serii XE i XT zostata udo-
wodniona w wielu publikacjach [24-26], a takze naukowo zwery-
fikowana w przypadku serii XN [25].

Rec @ > @ > @

RET (LFR) &« > > G

RET(MFR) (. : _ |
RET (HFR) | & &9

S Technologie pomiaru w kanale RET

RET

Oprocz bezwzglednej liczby retikulocytéw
(RET#), zastosowanie fluorescencyjnej
cytometrii przeptywowej w kanale RET, dostarcza informacji
na temat etapéw dojrzewania retykulocytow.

W pierwszym etapie, btony komdrkowe sg perforowane przez
odczynnik CELLPACK DFL, a komérki pozostajg w gtéwnej
mierze niezmienione. W drugim kroku, zawarte w komérkach
kwasy nukleinowe sg wybarwiana fluorescencyjnym barwni-
kiem zawartym w odczynniku Fluorocell RET, przy czym
intensywnosc tego sygnatu jest proporcjonalna do zawartosci
kwaséw nukleinowych. Poniewaz zawartos¢ RNA zmniejsza
sie wraz z dojrzewaniem retikulocytéw, okreslane sg trzy
parametry, ktére odpowiadaja etapom dojrzewania. Retikulo-
cyty emituja wyzszy sygnat fluorescencji niz dojrzate krwinki
czerwone, ktore nie zawierajg juz RNA. Z kolei sygnat fluore-
scengji retikulocytow jest znacznie nizszy niz krwinek biatych.

W zaleznosci od intensywnosci fluorescencji retikulocyty
dzieli sie na trzy kategorie, reprezentujace rézne stadia doj-
rzatosci: LFR (niski wspétczynnik fluorescencji), MFR (Sredni
wspétczynnik fluorescencji), HFR (wysoki wspdtczynnik
fluorescencji). IFR (frakcja niedojrzatych retikulocytéw)
odzwierciedla sume parametréw MFR i HFR.

Ryc. 2 Skatergram RET obrazujqcy etapy dojrzewania retikulocytow: LFR, MFR i HFR
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Whioski

Walka z dopingiem zawsze bedzie polegata na wyscigu miedzy
nowymi substancjami a odpowiednimi metodami ich wykrywa-
nia. Za pomoca parametréw retikulocytéw, IRF i hemoglobiny
mozna jednak okresli¢ stan erytropoezy niezaleznie od sub-
stancji. W tym kontekscie krétkoterminowe i dtugoterminowe
monitorowanie tych parametréw stanowi naukowo uzasadniona
metode wykrywania dopingu we krwi.

Typowe wzorce stosowania dopingu obejmujg w pierwszym
etapie zwiekszenie wartosci parametru RET% jako odpowiedzi
na stosowanie srodkéw stymulujacych erytropoeze. Za$

w drugim etapie nastepuje zwiekszenie stezenia HGB i towa-
rzyszace temu zmniejszenie RET%. Paszport Biologiczny moze
réwniez wykry¢ pobranie krwi w celu pdzniejszej autotransfuzji,
charakteryzujacej sie zmniejszeniem stezenia HGB i zwiek-
szeniem RET% oraz IRF.

Aby zapewnic rzetelnos¢ procedur antydopingowych, prébki
krwi sportowcéw moga by¢ analizowane wytacznie w labo-
ratoriach akredytowanym przez WADA. Na catym Swiecie jest
ich 30 i wszystkie z nich korzystaja z tej samej technologii
analizatoréw. Wybdr analizatora byt w duzej mierze oparty
na fakcie, ze zmniejszenie wariacji analitycznej ma pozytywny
wptyw na czutos¢ ABP, gdzie analizatory Sysmex wykazywaty
najnizsza wariacje analityczng dla RET% [19].
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