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POVZETEK

Konec osemdesetih let prejSnjega stoletja se je na trziS¢u pojavil rekombinantni humani
eritropoetin. Ta glikoprotein poveca aerobno kapaciteto organizma in na ta nacin izboljSa
zmogljivost, zato se je zaCel uporabljati v Sportu za namene dopinga. Dolgo ¢asa zanj ni
bilo razvite analizne metode, ki bi razlikovala med endogenim in eksogeno vneSenim
eritropoetinom. Sportne organizacije so sku3ale omejiti krvni doping tako, da so postavile
dolo¢ene mejne vrednosti za hematokrit in hemoglobin. Vendar so Sportniki prilagodili
rezim jemanja eritropoetina na tak nacin, da niso presegli omenjenih mej. Leta 2000 so
iznaSli direktno metodo doloCanja rekombinantnega humanega eritropoetina v urinu z
izoelektri¢nim fokusiranjem. Socasno so raziskovalci razvijali tudi indirektne metode, ki so
obCutljive na znacilne spremembe hematoloskih markerjev po zlorabi rekombinantnega
humanega eritropoetina. Razvili so indirektno metodo, ki lahko zazna Sportnika, ki je pred
kratkim nehal jemati eritropoetin. Poimenovali so jo indeks stimulacije kostnega mozga —
OFF-hr indeks. Ta indirektna metoda je vkljuena tudi v bioloski potni list in iz nje so
izpeljali trenutno najbolj obcutljivo indirektno metodo dolo¢evanja rekombinantnega
humanega eritropoetina — OFF-hr, indeks.

V diplomi smo preucevali dve skupini §portnikov in ugotavljali ali je $lo pri katerem od
Sportnikov za primer poviSanega OFF-hr indeksa ali nadmorska visina 1517 metrov vpliva
na OFF-hr in ali se OFF-hr znacilno razlikuje med spoloma. Preverili smo tudi ali
vrednosti hemoglobina in procenta retikulocitov, ki ju Sportne zveze kontrolirajo na
tekmovanjih, ustrezajo kriterijem antidopinSkega pravilnika mednarodne smucarske zveze.
Pri dveh preiskovancih, ki sta kazala najvecja odstopanja v krvnem profilu, smo ugotavljali
ali gre pri njiju za presezen prag OFF-hr; indeksa, dolocen s strani mednarodne smucarske
zveze.

Ugotovili smo, da nih¢e izmed Sportnikov ni presegel praga za OFF-hr in OFF-hr,, nekaj
posameznikov pa je preseglo prag za procent retikulocitov. Nadmorska visina 1517 metrov
ni imela bistvenega vpliva na vrednosti indeksa stimulacije kostnega mozga. Rezultati so

pokazali, da imajo moski statisti¢no znacilno vi§je vrednosti OFF-hr indeksa kot zenske.



ABSTRACT

At the end of the 1980s, recombinant human erythropoietin appeared on the market. This
glycoprotein increases the aerobic capacity of the organism and improves the performance,
therefore it began to be used in sport for doping purposes. For a long time there were no
analytical methods to differentiate between endogenous and exogenous erythropoietin.
Sports organizations tried to restrict blood doping by introducing limits for hematocrit and
hemoglobin. However, athletes adapted their regime of taking erythropoietin in such way
that did not exceed those limits. In 2000, a direct method of determining recombinant
human erythropoietin in urine with isoelectric focusing was invented. At the same time,
researchers were developing indirect methods sensitive to significant changes of
hematologic markers following recombinant human erythropoietin treatment. An indirect
model was developed that can detect athletes that had recently stopped taking
erythropoietin. It was named stimulation index — OFF-hr index. It is included in the
biological passport and from it an indirect method of determining recombinant human
erythropoietin — OFF-hr, index was developed that is the most sensitive at the present.

In our final thesis we were studying two groups of athletes. We observed if there was
increased OFF-hr index in any of the athletes; if altitude 1517 m affects OFF-hr, and if
there is a statistical difference in levels of OFF-hr index between sexes. We also checked
whether hemoglobin and percent of reticulocytes, which are measured in competitions,
meet the criteria for doping of the International Ski Federation. In two subjects who
showed the greatest deviations in the blood profile, we checked if any of them exceeded
the threshold for OFF-hr,, determined by International Ski Federation. We found out that
none of the athletes exceeded the threshold for OFF-hr and OFF-hr,, but a few subjects
exceeded the threshold for percentage of reticulocytes. Furthermore, we found that altitude
1517 m had no significant effect on the stimulation index, and results showed that men
have significantly higher levels of OFF-hr index than women.



SEZNAM OKRAJSAV

AAS - Anaboli¢ni androgeni steroidi

CERA - Rekombinantni eritropoetin tretje generacije
EPO - Eritropoetin

EPOr - Eritropoetinski receptor

FIS - Mednarodna smucarska zveza

Hb - Hemoglobin

Hct - Hematokrit

IEF - [zoelektri¢no fokusiranje

MOK - Mednarodni olimpijski komite

NESP - Novi eritropoezo stimulirajoci protein

OFF-hr - Indeks stimulacije kostnega mozga

OFF-hr, - z-vrednost indeksa stimulacije kostnega mozga
Ol - Olimpijske igre

RetHct - Retikulocitni hematokrit

rHUEPO - Rekombinantni humani eritropoetin

sTIR - serumski topni transferinski receptor

UCl - Mednarodna kolesarska zveza (Union Cycliste Internationale)

WADA - Svetovna protidopinska agencija (World Anti-Doping Agency)



1. UVOD

1.1. DEFINICIJA DOPINGA

Obstaja ve¢ definicij dopinga. Prvo uradno definicijo je leta 1963 sprejel Svet Evrope, Ki
definira doping, kot uporabo telesu tujih snovi z edinim namenom, da se umetno in na
neposten nacin izbolj$a sposobnost $portnika na tekmovanju. Poleg tega pomeni doping
tudi razli¢ne fizioloske ukrepe, ki izboljsajo dosezke $portnika (1).

Uradna slovenska definicija pravi, da je doping uporaba snovi ali postopkov, ki so
prepovedani s strani Mednarodnega olimpijskega komiteja (MOK) in Nacionalne
antidopinske komisije. MOK opredeljuje doping kot uporabo, jemanje, vnaSanje ali
vbrizgavanje katerekoli prepovedane snovi ali prepovedanega postopka s strani medicinske
komisije MOK (2; 3). Najnovejso definicijo dopinga je postavila Svetovna antidopinska
agencija WADA (World Anti-Doping Agency), ki doping definira kot uporabo zvijace,
bodisi snovi ali postopka, ki je potencialno nevarna za Sportnikovo zdravje, oziroma je
zmozna izboljSati njegove sposobnosti; ali prisotnost prepovedane snovi v Sportnikovem

telesu ali dokaz o uporabi le-te ali dokaz o uporabi prepovedanega postopka (2).

1.2. ZGODOVINA DOPINGA

Termin doping se je prvic pojavil leta 1889 v angleSkem slovarju in je opisoval sredstvo, ki
je vsebovalo opij in se je uporabljalo za nedovoljeno drogiranje konj na konjskih dirkah
(1). Vendar pa so se poskusi dopinga oziroma umetnega izboljSanja sposobnosti pojavljali
Ze mnogo prej. lzvor besede doping naj bi izhajal iz nizozemske besede »dop«, s katero so
poimenovali alkoholno pijaco iz grozdja, ki so jo zulujski bojevniki uporabljali za
povecanje hrabrosti v bitkah (4). Ljudje so razliéne snovi za pozivljanje ali izboljSanje
sposobnosti sprva uporabljali pri obredih, kasneje pa tudi za premagovanje ve¢jih naporov.
Tako so juznoameriSki Indijanci Zvecili liste koke za vecjo vzdrzZljivost, medtem ko so
Arabci izkori$¢ali korenine rastline »kata edulis«, iz katere so delali ¢aj za preprecevanje
utrujenosti in proti nespeénosti. Cez ¢as pa so se te snovi zadele uporabljati za poveéanje
sposobnosti Sportnikov. 400-300 let pr. n. §t. so grski olimpijci uporabljali pozivljajoce

napoje iz izvleckov gob in rastlinskih zrn, gladiator;ji pa so pili razlicne zeliS¢ne napoje, da



bi njihovi boji trajali ¢im dlje. V moderni dobi se je doping znova pojavil v 19. stoletju, ko
se je ponovno zacel razvijati Sport. Na konjskih dirkah se je uporabljal heroin, v boksu pa
morfij. Pri vzdrzljivostnih Sportih, zlasti pri kolesarstvu, so se pogosto uporabljali strihnin,
kofein, kokain in alkohol. V 20. stoletju se je uporaba dopinga mo¢no povecéala. Predvsem
se je doping uporabljal na konjskih dirkah, kjer so s tem Ze vnaprej dolocali rezultate in
tako mastno sluZzili na stavah. Zato ne ¢udi, da je bila prva dopinska kontrola izvedena na
konjskih dirkah, in sicer leta 1910 v Avstriji. Vendar pa to Se zdale¢ ni resilo problema in
postalo je jasno, da bo potrebno sprejeti omejitve glede dopinga v Sportu. Leta 1928 je prva
reagirala Mednarodna atletska zveza (IAAF), ki je prepovedala uporabo stimulansov. Nato
so ji sledile Se mnoge druge zveze, vendar so bile te omejitve brez uspeha, saj se takrat
niso izvajale Se nobene dopinske kontrole. Tako so se na Ol v Berlinu leta 1936 na veliko
uporabljali amfetamini, v 50. letih pa so se pojavili Se anaboli¢ni steroidi, ki so jih prvi
zaceli uporabljati bodybuilderji, nato pa se je njihova uporaba razsirila na ostale Sporte.
Prvo antidopinsko komisijo so ustanovili leta 1959 v Franciji. Leto kasneje je na Ol v
Rimu umrl danski kolesar zaradi prevelikega odmerka amfetaminov, ki jih je dobil od
svojega trenerja. Ta dogodek je spodbudil Svet Evrope, da je izdal Resolucijo proti uporabi
dopinskih snovi v Sportu. Leta 1963 so ustanovili Komisijo izvedencev za boj proti
dopingu v Sportu. Tega leta so boksarja Edmunda Esperaa ujeli pri uporabi dopinga in ga
obsodili na tri mesece zapora, kar je bil prvi primer zaporne kazni zaradi dopinga. Leta
1967 je Medicinska komisija pri MOK izdala svoj prvi seznam prepovedanih snovi in leto
kasneje uvedla prvo formalno dopinsko testiranje na zimskih olimpijskih igrah v Grenoblu
in poletnih OI v Mexico Cityju. Do leta 1970 je vefina mednarodnih Sportnih zvez Ze
uvedla dopinska testiranja, vendar so se anaboli¢ni steroidi Se vedno na veliko uporabljali,
saj do takrat Se niso poznali ustreznega analiznega postopka, ki bi jih odkril. Leta 1974 so
le uvedli zanesljivo metodo za odkrivanje anaboli¢nih steroidov, zaradi Cesar se je
povecalo Stevilo pozitivnih primerov pri bodybuilderjih in tezkoatletih. Leta 1975 so
dopinske kontrole zaceli izvajati tudi v Jugoslaviji.

Velik uspeh v boju proti dopingu so dosegli z uvedbo metod plinske kromatografije in
masne spektrometrije, saj so tako povecali natan¢nost in zanesljivost rezultatov. Na Ol v
Seulu leta 1988 so znanemu atletu Benu Johnsonu odvzeli zlato medaljo in razveljavili
svetovni rekord, saj se je izkazalo, da je jemal anaboli¢ne steroide. Ta dogodek je moc¢no
odmeval v svetu in javnost je zahtevala, da je nujno potrebno nekaj storiti v boju proti
dopingu. Svet Evrope je leta 1989 sprejel Antidopinsko konvencijo, leto kasneje pa so



uvedli nenapovedano testiranje. To je sprva sprozilo buren odziv Sportnikov in Sportnih
delavcev, saj so trdili, da je nenapovedano testiranje neeti¢no in da pomeni vdor v njihovo
zasebnost.

Socasno so se razvijale tudi analizne metode in v 90-ih je bila opazna korelacija med
u¢inkovitej$imi analiznimi testi in oéitnim padcem vrhunskih rezultatov v Sportih,
preplavljenih s stimulansi in steroidi. Vendar pa s tem vojna proti dopingu $e zdale¢ ni bila
dobljena. V tistem ¢asu se je namre¢ razsiril pojav krvnega dopinga. S to metodo so si
Sportniki na nedovoljen nacin povecali aerobno kapaciteto krvi in s tem izboljsali svoje
sposobnosti. Zato je MOK leta 1986 krvni doping uvrstil med prepovedane metode.

Eden od nacinov krvnega dopinga je zloraba eritropoetina (EPO). Ta se je pojavil proti
koncu osemdesetih let in MOK ga je leta 1990 vkljuéil med prepovedane snovi, Ceprav
zanj do leta 2000 ni bilo uspeSne metode odkrivanja.

Leta 1996 smo tudi Slovenci ustanovili antidopinsko komisijo. Nato pa se je leta 1998
zgodil dogodek, ki je Sokiral ves svet. Na ugledni kolesarki dirki po Franciji (Tour de
France) je priSlo do velikega dopinskega Skandala. Na carini so ujeli fizioterapevta ene od
ekip, ki je tovoril velikansko zalogo prepovedanih snovi (med drugim tudi EPO).
Francoska policija je nato izvedla racijo v hotelskih sobah kolesarjev in pri eni ekipi nasla
nedovoljena sredstva. Krivdo so takoj priznali nekateri znani kolesarji. Ti dogodki so
osvetlili potrebo po skupnem, harmoniziranem boju proti dopingu. MOK je prevzel
iniciativo in februarja 1999 v Svicarskem mestu Lausane sklical prvo svetovno konferenco
0 dopingu Vv Sportu. Na tej konferenci so sprejeli Lausansko deklaracijo, na podlagi katere
so 10. novembra 1999 ustanovili Svetovno protidopinsko agencijo (WADA). WADA je
mednarodna neodvisna antidopinska agencija, ki promovira in koordinira globalni boj proti
dopingu (1; 2; 4).

1.3. DOPING SNOVI IN NEKATERE ANALIZNE METODE DOKAZOVANJA

Doping snovi so vse snovi, ki so na seznamu prepovedanih snovi in postopkov. Ker pa se
znanost hitro razvija prihajajo venomer nove substance, zato WADA vsako leto objavi
obnovljeno in dopolnjeno listo prepovedanih snovi in postopkov. Za doping snovi pa se
Stejejo tudi sredstva, ki niso na tem seznamu (ker so jih razvili Sele pred kratkim), a jih
Sportniki uporabljajo kot doping. Doping snovi so pogosto sestavine razli¢nih zdravil,

lahko pa so tudi telesu lastne snovi (endogene), vendar je na slednje Sportnik pozitiven le,



Ce presegajo doloceno mejo (2). WADA vkljuci snov ali postopek na listo, ¢e zadostuje

vsaj dvema od treh kriterijev (5):

e snov ali postopek izboljSa rezultate
e snov ali postopek Skoduje Sportnikovem zdravju

e snov ali postopek je v nasprotju s Sportnim kodeksom.

Nekoliko z zamikom pa je razvoju prepovedanih snovi sledil razvoj analiznih metod za
detekcijo doping snovi. Leta 1972 na Ol v Minchnu so priporocila za detekcijo
prepovedanih snovi vkljuCevala uporabo metod tankoplastne kromatografije (TLC) in
plinske kromatografije (GC) (1). Danes se vecina prepovedanih snovi (razen peptidnih
hormonov, npr. EPO in hGH) analizira s sklopljeno metodo plinske ali tekocinske
kromatografije z masnim spektrometrom kot detektorjem (GC-MS ali LC-MS) (5).

V zacetku sedemdesetih let se androgeni anaboli¢ni steroidi (AAS) Se niso dali analizirati z
metodo GC-MS. To je vodilo v razvoj imunoencimskih presejalnih testov. Kljub nekaterim
pomanjkljivostim te metode, so leta 1976 na Olimpijskih igrah v Montrealu uporabili ta
test kot presejalni test za AAS. Vendar pa so Sele nekaj tednov po Ol potrdili rezultate
imunoencimskih testov s tehnologijo GC-MS in odkrili 8 pozitivnih primerov jemanja
AAS. Problem se je pojavil, ko so Sportniki posegli po steroidih, ki so po sestavi enaki
telesnim. Na Zalost analizne metode niso zmoZzne razlikovati med ¢loveskim testosteronom
in farmacevtskim (umetnim) testosteronom, zato so za dokaz uporabe nedovoljenih
steroidov uvedli razmerje T/E (testosteron/epitestosteron), ki ne sme biti vecje kot Stiri.

Pri vseh zgoraj nastetih metodah lahko hitro pride do napak in nejasnih rezultatov. Bodisi
zaradi analiznih napak bodisi zaradi inter-individualnih fizioloskih razlik med Sportniki.
Velikokrat se zgodi, da Sportniki izpodbijajo svojo krivdo prav s sklicevanjem na te
napake. Ljudje smo si razli¢ni tako po zunanjosti, kot tudi po fizioloSkih vrednostih. Tako
imajo nekateri naravno povisane vrednosti hematokrita ali naravno povisano razmerje T/E,
spet drugi pa zaradi genetskih dejavnikov ne presezejo dovoljenega razmerja T/E, kljub
uporabi nedovoljenih steroidov. Temu se lahko izognemo tako, da od vsakega Sportnika
skozi dalj$i ¢as hranimo rezultate krvnih in urinskih testov. Te rezultate nato najprej
primerjamo s povpre¢nimi vrednostmi prebivalstva in prej$njimi vrednostmi $portnika. Ce
pride do velikih odstopanj glede na prejsSnje vrednosti, je to lahko indirektni dokaz zlorabe

dopinga. Na primer, v Sportnikovem urinu opazimo nenaden mocan upad endogenih



fizioloskih steroidov, kar nakazuje na zmanjSano telesno sintezo endogenih steroidov
zaradi zlorabe moc¢nih AAS. Ne glede na to, da s tem postopkom ne identificiramo
dejanske prepovedane snovi, pa je ocCitna sprememba v krvnem ali urinskem profilu
Sportnika, pri nekaterih Sportnih zvezah zadosten dokaz, da se lahko proti njemu za¢ne
disciplinski postopek. Pionirsko delo na tem podro¢ju so naredili pri mednarodni
kolesarski zvezi (UCI), kjer so prvi uvedli bioloski potni list za kolesarje. V tem

dokumentu so zapisani vsi rezultati krvnih in urinskih testov posameznega kolesarja (5).

1.4. PREPOVEDANE SNOVI

1.4.1. Pozivila ali stimulansi

Delujejo stimulirajode na centralni Zivéni sistem (CZS). Sportniki jih uporabljajo za
zmanjSevanje utrujenosti, za povecanje zbranosti, tekmovalnosti in agresivnosti. PoZivila
imajo mnogo nezelenih u¢inkov in lahko celo povzroc¢ijo smrt. So pogosta sestavina
zdravil za zdravljenje kaslja in prehlada (efedrin), zato morajo biti Sportniki pozorni, kaj
jemljejo v primeru bolezni. NajpogostejSi stimulansi v Sportu so: amfetamin, kokain in

efedrin.

1.4.2. Narkotiki

Delujejo na CZS in tako zmanjujejo oblutek za bole¢ino. Sportniki jih uporabljajo za
prikrivanje bole¢in po poSkodbi. Narkotiki imajo tudi kratkotrajen, a mocan pozivilni
ucinek, lahko povzroéijo evforijo in obcutek nepremagljivosti. Uporaba narkotikov lahko
povzroc¢i hude zdravstvene probleme in pri dolgotrajni uporabi se lahko razvije telesna

odvisnost.

1.4.3. Anabolic¢ni agensi

Androgeni anaboli¢ni steroidi (AAS): so derivati testosterona, ki pospeSijo sintezo
proteinov (anabolno delovanje) v spolnih organih, kozi, okostju in skeletnih misSicah. Imajo
pa tudi androgeno delovanje (razvoj sekundarnih moskih spolnih znakov), ki pa je pri
uporabnikih nezazeleno. Sportniki, najveckrat dvigovalci utezi in bodybuilderji, jih
uporabljajo za hitrejSo rast misic in posledicno ve¢jo mo¢. V Sportih, kjer je potrebna

vzdrzljivost, hitrost in gibljivost, je AAS manj. Nezeleni uc¢inki androgenih anaboli¢nih



steroidov so zelo resni, saj lahko prizadenejo kardiovaskularni sistem, jetra, ledvica,
reprodukcijski sistem in pa imunski sistem. Lahko pa povzrocijo tudi smrt.

Ostali anabolicni agensi: sem spadajo ucinkovine, ki niso androgeni anaboliki, vendar
imajo podobno delovanje, ¢e se jih jemlje v velikih koli¢inah. Tak primer je uéinkovina
klenbuterol, ki je -2 agonist in se v medicini uporablja za zdravljenje astme. Klenbuterol v
velikih koli¢inah povzro¢a znizanje maScob in pove€anje miSi¢nega tkiva. Stranski ucinki

so vznemirjenost, drhtenje, razbijanje srca, glavoboli in vrtoglavica.

1.4.4. Diuretiki

So uginkovine, ki povedujejo tvorbo seda in poslediéno izlodanje le tega. Sportniki jih
uporabljajo, kadar hocejo hitro izgubiti odve¢no tezo (pogosti pri Sportih, ki so
kategorizirani po tezi, npr. borilni Sporti). Drug razlog uporabe diuretikov pa je, da z njimi
poskuSajo znizati koncentracijo prepovedane snovi Vv telesu, da bi bila manjSa moznost
pozitivne doping kontrole. Uporaba diuretikov je lahko zelo nevarna v primeru zdravega
organizma, saj lahko pride do dehidracije.

1.4.5. Kanabinoidi

Predstavljajo psihoaktivne kemikalije v rastlini kanabis, katere najaktivnejSa je 11-nor-
delta-9-tetrahidrokanabinol-9-karboksilna kislina (THC). Sportniki te snovi uporabljajo
zaradi spros$¢ujocih ucinkov, predvsem hasi§ in marihuana pa povzrocata tudi evforijo.

Kanabinoide je dokaj enostavno odkrivati, saj se THC zelo pocasi izlocCa iz telesa.

1.4.6. Peptidni hormoni, mimetiki in analogi

So endogene spojine, ki prenasajo sporocila po organizmu in imajo podobne uéinke kot
anaboli¢ni steroidi. Peptidni hormoni delujejo kot prenaSalci med posameznimi organi in
spodbujajo razlicne funkcije, mimetiki posnemajo delovanje ostalih prepovedanih snovi,
analogi pa so umetno narejene snovi, ki imajo podobno zgradbo, kot ostale prepovedane

snovi. Peptidne hormone, mimetike in analoge je zelo tezko odkrivati.



1.4.7. Agensi z anti-estrogeno aktivnostjo

So snovi, ki nimajo bioloskih lastnosti zenskih spolnih hormonov, ampak spodbujajo

nastajanje testosterona. Prepovedani so le pri moskih.

1.4.8. MasKkirni agensi

So produkti s pomocjo katerih $portniki skusajo prikriti prisotnost prepovedanih snovi v
svojem telesu. Poznamo razSirjevalce plazme, ki znizajo raven hematokrita in
hemoglobina. Te snovi torej red¢ijo kri in se zaradi tega uporabljajo za preprecevanje
odkrivanja eritropoetina (EPO). Pri uporabi lahko pride do alergi¢nih reakcij in

anafilakti¢nega Soka.

1.5. SNOVI, KI SO PREPOVEDANE SAMO V NEKATERIH SPORTIH

1.5.1. Alkohol

Je po uginku depresor centralnega Zivénega sistema. Sportniki ga zauzijejo, da se znebijo
treme in da se sprostijo. V Sportu alkohol prej poslab3a rezultat kot pa izboljSa. Zlasti se
mu je potrebno izogibati v vzdrzljivostnih Sportih, saj pospesuje dehidracijo. Prepovedan je

recimo v bencinskih Sportih, biljardu, karateju...

1.5.2. Lokalni anestetiki

So u¢inkovine, ki prepredujejo porajanje in prevajanje Zivénih impulzov. Sportniki jih
uporabljajo za prikrivanje bole¢ine brez vpliva na centralni zivéni sistem. Lokalni
anestetiki niso prepovedani. Sportnik, ki jih uporablja, mora poslati medicinski komisiji

MOK potrebne dokumente: diagnozo, dozo in nac¢in aplikacije.

1.5.3. Glukokortikosteroidi

So snovi, ki se uporabljajo za zdravljenje vnetnih procesov in zmanjSanje bole¢in. Imajo
Stevilne stranske u¢inke. Sportniki jih zlorabljajo z namenom zmanjianja boleine in

omejitve vnetnih procesov in pa tudi zaradi evfori¢nih u€inkov.



1.5.4. Betazaviralci

So ucinkovine, ki povzro¢ijo padec krvnega tlaka in upocCasnijo sréni utrip. To zmanjSuje
tresenje rok oziroma celega telesa, s tem pa se povefa natancnost, zaradi Cesar jih

uporabljajo predvsem v streljanju, lokostrelstvu, kegljanju, smucarskih skokih (2).

1.6. PREPOVEDANE METODE

Med prepovedane metode Stejemo genski doping, kemijsko in fiziéno manipulacijo ter

krvni doping.

1.6.1. Genski doping

Po definiciji WADA-e je genski doping neterapevtska uporaba celic, genov, genskih
elementov ali manipulacija izrazanja genov, s ciljem izboljSati Sportnikovo zmogljivost (4).
Genska terapija se v medicini uporablja pri odpravljanju nekaterih genetskih
nepravilnostih. Pri tem lahko vstavijo nov gen, ki bo nadomestil okvarjenega ali pa
vplivajo na izrazanje dolocenega gena. Genska terapija ima potencial, da bi se lahko
uporabljala v Sportu za namene izboljSanja posameznikove zmogljivosti. Z vpletanjem v
gene, ki igrajo vlogo pri rasti misic, dostavi Kisika do tkiv, nevro-misi¢ni koordinaciji in
celo pri kontroli boleCine, bi si lahko Sportnik pridobil neupraviceno prednost pred
konkurenco. Tarée za genski doping so geni, ki vplivajo na sintezo eritropoetina (EPO),
inzulinu podobnega rastnega dejavnika-1 (IGF-1), rastnega hormona (hGh), miostatina in
mnogih drugih. Tako bi pri vstavitvi gena za EPO opazili pove€ano dostavo kisika do
misic, medtem ko bi se supresija gena za miostatin kazala v pove¢anem misi¢nem razvoju.
Oboje bi Sportniku prineslo korist.

Odkrivanje genskega dopinga zaenkrat Se ni mogoce, saj Se ne obstaja analizna metoda, ki
bi lahko zaznala transgene proteine, Kateri so prakticno identi¢ni endogenim. Zato tudi Se
ne vemo ali se genski doping dejansko Ze uporablja. Je pa vsekakor velika groznja za
prihodnost. Genski doping ima potencial, da ustvari »super Sportnika« na racun njegovega

zdravja in Sportne etike (6).

1.6.2. Kemijska in fizicna manipulacija

Sem spadajo tiste substance in tehnike, ki vplivajo na vzorec za doping kontrolo. Te snovi

in metode zakrijejo oziroma zmanjSajo prisotnost prepovedanih substanc v urinu Sportnika.
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Kemijska manipulacija vkljucuje diuretike, probenecid, epitestosteron, inhibitorje Sa-
reduktaze in razSirjevalce plazme. Tako Sportniki uporabljajo u¢inkovino probenecid, ki je
kompetitivni inhibitor aktivnega transporta organskih kislin v ledviéni tubul. Posledica
tega je, da se kisle spojine v zmanjSanem obsegu izlo¢ajo v urin, hkrati pa se poveca
njihova koncentracija v plazmi. Endogeni kot tudi sintezni androgeni steroidi se
metabolizirajo in izlo€ajo v urin v obliki konjugatov z glukuronsko kislino. Ker probenecid
inhibira aktivni transport organskih kislin v tubul, se manj steroidov izlo¢a v urin in
rezultat urinskega testa na steroide je zato negativen. Poleg tega pa probenecid tudi inhibira
tubulno reabsorbcijo secne kisline, zato pospesuje izloCanje seca.

Diuretike Sportniki uporabljajo za hitro izgubo teze pri Sportih, ki so povezani s tehtanjem
(borilni Sporti) ali pa da zamaskirajo jemanje prepovedanih snovi. Diuretiki namrec
pove€ajo volumen urina in s tem zmanjSajo koncentracijo prepovedane snovi v urinu.
Nekateri izmed njih (inhibitorji karbonske anhidraze) pa zviSajo pH urina in na ta nacin
zmanjsajo izlo¢anje bazi¢nih doping snovi (npr. etilamfetamin, amfetamin) v urin.
Dolocanje testosterona v urinu temelji na razmerju testosteron/epitestosteron (T/E), ki ne
sme biti ve¢ji kot Stiri. Sekrecija epitestosterona v urin ostane nespremenjena ne glede na
to ali Sportnik jemlje testosteron ali ne. Iz tega sledi, da se bo razmerje T/E zviSalo nad
dovoljeno mejo v primeru zlorabe testosterona. Da se to ne zgodi, so Sportniki zaceli
uporabljati epitestosteron, ki zniza razmerje T/E in s tem prikrije zlorabo testosterona.
Inhibitorji Sa-reduktaze (finasterid, dutasterid) se v klinicne namene uporabljajo za
zdravljenje raka prostate in benigne hiperplazije prostate ter zdravljenje androgene
alopecije (7). Encim 5a-reduktaza reducira testosteron v dihidrotestosteron. V Sportu se ti
inhibitorji uporabljajo kot maskirni agensi, ker zmanjSajo pretvorbo So steroidov v
reducirane 50 metabolite (androsteron, dihidrotestosteron) in zato je njihova koncentracija
v urinu nizja. Nobenega vpliva pa nimajo na izlo¢anje 5f steroidov v urin, zato se zmanjsa
razmerje 50/5p steroidov. To razmerje je eno izmed pomembnejSih kvocientov, ki se
uporablja pri preucevanju steroidnega profila Sportnikov. Inhibitor 5a-reduktaze zavre
sintezo 19-norandrosteron presnovka, ki je marker pri dokazovanju zlorabe nandrolona in
norandrostendiona. Posledica tega je, da je urinski test na omenjena steroida lazno
negativen.

Razsirjevalce plazme (plazma ekspanderji) v medicini uporabljamo v nujnih primerih
hipovolemije ali Soka, ki se razvije zaradi velike izgube tekoc€ine ali krvi. Kot Ze samo ime

pove, razSirjevalci plazme povecCajo volumen plazme. Ti razSirjevalci so koloidne



raztopine, ki lahko vsebujejo protein albumin, polipeptid zelatino, polisaharid dekstran ali
hidroksietilni skrob. Te snovi so prevelike, da bi se lahko prefiltrirale skozi zilno steno,
zato ostanejo znotraj Zile. Na ta naCin se poveCa onkotski tlak, ki povzro¢i, da se
ekstracelularna tekoCina resorbira in povefa volumen plazme. V Sportu se te snovi
zlorabljajo za namen prikriti sledi uporabe EPO ali krvne transfuzije. Ti dve metodi
spadata med krvni doping in posledica njune uporabe je povisan hematokrit in hemoglobin.
Nekatere Sportne organizacije Sportnikom prepovejo nastop na tekmovanju, ¢e so njihove
vrednosti Hct in Hb nad dovoljeno mejo. Zato si Sportniki pomagajo z razsirjevalci plazme,
ki zacasno povecéajo volumen plazme in s tem zmanjSajo Hct ter koncentracijo Hb. Pri tem
tvegajo ne samo morebitno kazen antidopinSkih organizacij, ampak tudi alergicne reakcije
in celo anafilakti¢ni Sok, ki se lahko razvije pri uporabi teh produktov.

Ker prihaja na trg vedno vec novih snovi, ki jih Sportniki zlorabljajo, je tudi vedno vec

moznih snovi ali metod, s katerimi lahko zakrijejo sledi uporabe le-teh (8).

1.7. KRVNI DOPING

Krvni doping je metoda s katero si Sportniki na nedovoljen nacin poviSajo Stevilo rdecih
krvnih celic. Vec eritrocitov lahko prenese ve¢ kisika iz plju¢ do miSic, kar pomeni, da si
Sportnik s to metodo poveca aerobno kapaciteto (9). To se odraza v vecji vzdrZljivosti in
boljSi zmogljivosti organizma, zato lahko Sportniki dosegajo boljSe rezultate kot sicer.
Krvni doping vkljuCuje vse prepovedane nacine izboljSanja aerobne kapacitete, kot so:
transfuzija krvi, uporaba eritropoezo-stimulirajo¢ih snovi, uporaba krvnih nadomestkov in
genska terapija (10).

V sedemdesetih letih prejSnjega stoletja so ugotovili, da transfuzija krvi vpliva na
izboljSanje fizicne sposobnosti preko povecanja mase eritrocitov. Kmalu po tej ugotovitvi
so $portniki zadeli uporabljati transfuzijo krvi kot doping. Se posebej aktualna je bila v
vzdrzljivostnih Sportih na Ol 1980 in 1984. MOK je uvrstil transfuzijo krvi na listo
prepovedanih snovi in metod leta 1988, kar sovpada s pojavom rekombinantnega
humanega eritropoetina (rHuEPO) na trziS¢u. Ker v tistem €asu Se ni bilo analizne metode
za detekcijo rHUEPO, je ta rekombinantni protein postal metoda izbora za krvni doping.
Prednost rHUEPO pred transfuzijo krvi je tudi v enostavni uporabi. Pri transfuziji krvi si
moral najprej vzeti kri, jo zamrzniti in shraniti, nato spet odmrzniti ter infuzirati v telo

Sportnika. Pri tem so se soocali z logisticnimi tezavami, hkrati pa je obstajala velika
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nevarnost infekcij, zaradi nepravilno shranjene krvi (11). Iznajdba rHUEPO pa je krvni
doping naredila preprost in relativno bolj varen. Sportnik je intravensko ali subkutano
nekaj tednov prejemal injekcije rHUEPO in ucinek na dvig Hb je bil primerljiv uporabi
transfuzije krvi. Po letu 2000, ko je bila uvedena zanesljiva metoda za direktno detekcijo
rHUEPO, se je transfuzija krvi spet pojavila v Sportnih krogih. Antidopinske organizacije
so ukrepale in razvile metodo za direktno detekcijo homologne transfuzije, medtem ko za
avtologno transfuzijo do danes Se ni zanesljive direktne metode. Pri odkrivanju slednje se
Sportne organizacije opirajo na indirektno doloCevanje preko krvnih markerjev, ki

nakazujejo nepravilnosti v krvnem profilu Sportnika (10).

1.7.1. Transfuzija krvi

Transfuzija krvi je prenos krvi ali produkta na osnovi krvi v krvni obtok osebe. Poznamo
dva nacina transfuzije. Pri homologni transfuziji sta darovalec krvi in prejemnik krvi dve
razlicni osebi, ki imata med seboj homologno kri. Pri avtologni transfuziji pa je darovalec
in prejemnik ista oseba (9).

Na povrsini eritrocitov so antigeni, preko katerih v seroloSkih testih dolocajo krvno
skupino osebe. Dve osebi imata homologno kri, kadar se ujemata v krvni skupini (ABO
sistem) in resus faktorju (Rh). Vseeno pa se njuna kri razlikuje v manjSem delu antigenov.
Eritrociti posamezne osebe imajo unikaten in specifi¢en nabor antigenov (10; 12). Na tem
tudi temelji metoda detekcije. Ker obifajni hemoaglutinacijski testi niso ucinkoviti pri
detekciji homologne krvi, so leta 2004 uvedli direktno metodo (11). Dve razli¢ni generaciji
krvi zaznamo s tehniko imenovano pretocna citometrija. Prisotnost specificnih antigenov
na povrSini eritrocitov dolo¢imo tako, da za zeleni antigen uporabimo specifi¢na
protitelesa, ki so oznacena z barvilom (fluorokrom). Fluorescenc¢ni detektor izmeri signal,
ki ga oddaja doloceno barvilo, in ga pretvori v elektricni signal. Izmerjene vrednosti
signalov po racunalniski obdelavi prikazemo matemati¢no in graficno v obliki histogramov
(13). Histogram s samo enim vrhom kaze na to, da je prisotna samo ena generacija krvi in
torej ni sledu o homologni transfuziji krvi. Test zajema 12 protiteles, ki se vezejo na
ustrezne antigene in prisotnost dveh pikov v samo enem od moznih dvanajstih histogramov

ze kaze na to, da so v vzorcu razli¢ne generacije eritrocitov (slika 1).
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Slika 1: Primer vzorca z dvema generacijama eritrocitov

Vendar pa po dolo¢ilih WADA-e za pozitiven dokaz homologne transfuzije krvi Steje
ustrezen signal protiteles v ve¢ kot enem histogramu (11). Moznost, da naletimo na dva
krvna vzorca, ki se ujemata v setu 12 antigenov, je 1:500 (14). Za razliko od direktnega
testa za detekcijo rHUEPO, kjer je okno detekcije ena glavnih pomanjkljivosti, lahko s
pretoc¢no citometrijo zaznamo razlicne populacije krvi Se kar nekaj Casa po (zadnji)
transfuziji. Ta Cas je omejen z Zivljenjsko dobo transfuziranih eritrocitov, ki je pri
Sportnikih od 60 do 90 dni. Kljub temu pa ta tehnika ni brez pomanjkljivosti. Tako lahko
dobimo lazno pozitivne rezultate pri ljudeh, ki imajo dva genetska zapisa in jih imenujemo
himera. Pri teh ljudeh dobimo podobne rezultate, kot pri Sportnikih, ki zlorabljajo
homologno transfuzijo krvi. Vendar pa lahko z dolgoro¢nim testiranjem to dilemo reSimo.
Sportniki, ki so se posluzili transfuzije krvi bodo imeli namre¢ samo za¢asno prisotne
razli¢ne generacije eritrocitov, medtem ko je to stanje pri ljudeh s himero dozivljenjsko.
Torej bo na histogramih pik, ki pripada darovaléevi krvi s¢asoma izginil, pri himerah pa bo
antigenski vzorec krvi ostal enak (10). V teoriji je mozno, da Sportnik poise darovalca s
katerim se ujemata v setu 12 antigenov, zato bi v tem primeru lahko pretental dopinsko
kontrolo. Vendar z razSiritvijo nabora testiranih antigenov, lahko tudi tem krSiteljem

dokazemo zlorabo homologne krvne transfuzije (10; 12).

-12 -



S pretocno citometrijo pa ne moremo odkriti avtologne transfuzije krvi. Do danes Se
nimamo direktne metode za odkrivanje te vrste krvnega dopinga. Ker pri avtologni
transfuziji nastopa le ena generacija krvi, so se raziskovalci usmerili v dolocanje
morebitnih eksogenih substanc v krvi. Te substance lahko pridejo v kri med odvzemom,
shrambo ali reinfuzijo krvi. Tako lahko zaznamo metabolite plasticne vrecke v kateri je
bila shranjena kri ali pa prisotnost ostankov topil, ki so bila uporabljena pri postopku
shranjevanja krvi. Vendar pa se je ta metoda izkazala za neucinkovito, saj so lahko
Sportniki na primer uporabili vrecko, ki ne odpusca delcev in se tako izognili pozitivnemu
rezultatu (11). Zato so se raziskovalci osredotocili na razvoj indirektne metode dolo¢anja
avtologne transfuzije krvi. Ideja je v tem, da se odkrije in validira doloene hematoloske
markerje, ki se znailno spremenijo v primeru zlorabe avtologne transfuzije krvi. Ko
Sportniku vzamemo kri za namene avtologne transfuzije, se v njegovem telesu zgodijo
nekatere hematoloske spremembe. Po odvzemu 20% krvi se serumski EPO v enem dnevu
poveda za 4-krat, nato eksponentno pada. Stevilo retikulocitov se po sedmih dneh hitro
zviSa za 2.4-krat in ostane zviSano Se nadaljnjih sedem dni. Vrednosti Hb se v povprecju
znizajo za 15% in ostanejo znizane dva tedna. Topni transferinski receptor (sTfR) se v
dveh tednih zviSa za 60% in ostane zviSan Se tri dni po reinfuziji.

Po reinfuziji 0,8 L koncentriranih eritrocitov opazimo obraten pojav. Koncentracija Hb se
akutno poveca za 8% in se po dveh dneh vrne na zaletno vrednost. EPO ostane
nespremenjen, medtem ko se Stevilo retikulocitov zmanjSa. Opazimo tudi postopen padec
STIR po reinfuziji (15). Iz teh rezultatov je razvidno, da avtologna transfuzija krvi pospesi
eritropoezo v anemiéni fazi (tj. po odvzemu krvi). HematoloSki markerji se znacilno
spremenijo, vendar zaradi velikih individualnih razlik med Sportniki, ne moremo postaviti
nekih absolutnih referen¢nih vrednosti. Veliko je znanega o varianci hematoloSkih
parametrov pri navadnih ljudeh, manj pa pri Sportnikih. Med tema dvema skupinama pa je
velika razlika, saj so dolo¢eni hematoloski markerji pod velikim vplivom Zivljenjskega
stila. Raziskovalci so za detekcijo avtologne transfuzije krvi poskuSali vpeljati indirektno
metodo, ki je v uporabi za dolo¢evanje rHuEPO, vendar so bili neuspesni (10).

Kot je Ze iz same definicije razvidno, je homologna transfuzija krvi nevarnejsa. Pri tej
obliki transfuzije Sportniki tvegajo infekcijske bolezni, ki se prenasajo s krvjo. Tako se
lahko okuzijo s hepatitisom, aidsem, malarijo, Creutzfeldt-Jakob-ovo boleznijo in z
raznimi bakterijami. Tveganje je Se toliko vecje, ker veCinoma te prakse ne izvajajo v

bolnicah oziroma primernem medicinskem okolju. Pri avtologni transfuziji krvi je
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zdravstveno tveganje manjSe, vendar pa se pri tem procesu Sportniki soocajo z logisticnimi
tezavami in veliko visjo ceno (10). Zivljenjska doba shranjenih eritrocitov pri 4°C je od 35
do 42 dni. To pomeni, da mora Sportnik najve¢ 42 dni pred tekmovanjem oddati kri. Po
oddaji krvi je Sportnik anemicen, dokler kostni mozeg ne nadoknadi izgubljenih
eritrocitov. V obdobju anemije je njegova aerobna kapaciteta zmanj$ana in posledi¢no tudi
njegova zmogljivost. 1z vidika Sportne fiziologije, takSna priprava na tekmovanje ni ravno
idealna (16).

Dokazano je, da zvisanje Hb za ve¢ kot 5% ze izboljsa zmogljivost. Vecja kot je koli¢ina
transfuzirane krvi (avtologne ali homologne), vecji je pri¢akovan ucinek na izboljSanje
zmogljivosti. Pri veliki koli¢ini nove krvi pa lahko pride do hiperviskoznega sindroma, ki
se kaze v poviSani viskoznosti krvi, zmanjSanem minutnem volumnu srca in zmanjSanem
pretoku Krvi.

Zaradi uvedbe direktnega testa za rHUEPO, so se Sportniki spet zatekli k starim praksam
krvnega dopinga, in sicer transfuziji krvi. Kmalu po testu za rHUEPO so strokovnjaki
razvili metodo za detekcijo homologne transfuzije krvi. V izogib pozitivnemu dopinskemu
testu, so zaceli Sportniki uporabljati kombinacijo avtologne transfuzije krvi (za katero do
danes Se nimamo direktnega testa) in rHUEPO. V mrtvi sezoni, ko ni tekmovanj (za
kolesarje je to zima, za smucarske Sporte je to poletje), jemljejo eritropoetin v majhnih
»subterapevtskih« dozah, ki poleg fizioloSkega odziva, pomaga stimulirati kostni mozeg
pri dopolnitvi eritrocitov po odvzemu krvi za namene avtologne transfuzije. To omogoca
odvzem 3-5 enot krvi na mesec z minimalnimi spremembami v koncentraciji Hb. Po
reinfuziji krvi v tekmovalnem delu sezone, se Sportniki pojavijo z zvisano koncentracijo
Hb in prakti¢no nedetektljivim rHUEPO v urinu (10; 11).

1.7.2. Eritropoetin

Eritropoetin (EPO) nastaja v glavnem v ledvicah, v manjSi meri pa nastaja tudi v jetrih (2).
Je najpomembnejSi hematopoetski rastni dejavnik in ga hkrati uvrS¢amo med citokine in
hormone. Po svoji sestavi je glikoprotein. EPO je relativno kisel (izoelektri¢na tocka okrog
4.4), saj je na sladkorne skupine vezanih najmanj 10 molekul sialne kisline. Sladkorne
komponente sluzijo za podaljSano delovanje eritropoetina in zmanjSujejo njegovo
eliminacijo (17). V analitiki so te komponente pomembne pri detekciji. Razpolovni ¢as
endogenega eritropoetina je 1,5 do 2,9 ur (18), razpolovni cas rekombinantnega

eritropoetina in njegovih analogov pa je odvisen od vrste in naéina aplikacije. Tako je
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razpolovni Cas epoetina alfa po intravenski aplikaciji nekje od 4 do 11 ur, po subkutani
injekciji pa je razpolovni €as bistveno podaljSan (19-25 h). Podobne razpolovne case
opazimo tudi pri epoetinu beta, medtem ko ima darbepoetin alfa ob¢utno daljSo razpolovno
dobo (2 dni pri subkutani aplikaciji) (19). EPO stimulira delitev (proliferacijo) in
dozorevanje (diferenciacijo) izvornih eritroidnih celic z vezavo na eritropoetinski receptor
(EPOr), ki se nahaja na povrsju eritroidnih celic (20). Po vezavi EPO na receptor se
sprozijo Stevilne signalne poti v jedru. Posledica je indukcija fosforilacije proteinov. EPO
po vezavi na EPOr poveca moznost prezivetja celice in s tem omogoci njeno nadaljnjo
diferenciacijo v zrel eritrocit. Zorenje rdece krvne vrste poteka po naslednjih stopnjah:
zarodna celica, proeritroblast, bazofilni eritroblast, polikromatski eritroblast, ortokromatski
eritroblast, retikulocit in eritrocit (17). EPO povzroci, da je dozorevanje eritroblastov v
kostnem mozgu skrajSano in na ta nacin se poveca sinteza eritrocitov, hkrati pa se poveca
izplavljanje retikulocitov (nezreli eritrociti) v kri (2).

V ledviénih celicah je »kisikov senzor«, ki zazna koli¢ino kisika v krvi in v stanjih
pomanjkanja kisika (hipoksija), se hipoksija inducibilni faktor-1 (HIF-1) veze na EPO gen
in ga aktivira. Posledica je povecana EPO sinteza in vecje izplavljanje EPO iz ledvic v kri
(19). V taksnih razmerah se vrednosti EPO v plazmi povecajo za 100-1000-krat (17).

V klini¢ni uporabi je ve¢ vrst rHUEPO, ki se med seboj razlikujejo po zgradbi sladkornih
verig in farmakokineti¢nih lastnostih. Na trzis¢u imamo epoetine alfa, beta, omega in delta
ter hematopoetski rastni dejavnik druge generacije, darbepoetin alfa (NESP-novi
eritropoezo stimulirajoCi protein), ki ima zaradi dodatnih dveh sladkornih verig trikrat
daljSo biolosko uporabnost kot EPO prve generacije. Zato se NESP injicira samo 1-krat
tedensko, medtem ko se morajo ostali epoetini injicirati 3-krat tedensko (17). Na trzis¢u pa
je tudi Ze EPO tretje generacije imenovan CERA (angl. Continuos Erythropoietin Receptor
Activator), ki je po kemizmu metoksipolietilenglikol epoetin beta. CERA ima spremenjeno
afiniteto do EPOr in podaljSan razpolovni c¢as, kar omogoCa nenchno stimulacijo
eritropoeze in je zato doziranje le enkrat mesecno (19; 21). EPO se v kliniéne namene
uporablja za zdravljenje anemije, ki je posledica nizkega nivoja endogenega EPO (npr.
anemija pri ledvi¢ni okvari), ima pa tudi imunostimulatorne in protivnetne uéinke (17).
EPO spodbudi nastajanje eritrocitov in hkrati zniza volumen plazme (22), zato se zvisa
vrednost Hct in koncentracija Hb. Na ta nacin se poveca oksiformna kapaciteta krvi. To
pomeni, da lahko vec kisika prispe do miSic, kar pripomore k vecji zmogljivosti, predvsem

vzdrzljivosti. Ta uc¢inek je viden priblizno 2-3 tedne po terapiji z rHUEPO (19). Zaradi tega
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se je rHUEPO zacel zlorabljati v $portu, saj pripomore k bolj$im rezultatom. Zloraba EPO
je bolj pogosta pri vzdrzljivostnih Sportih (tek, smucarski tek, kolesarstvo). Tako je na
svetovnem prvenstvu Vv nordijskih disciplinah v Lahtiju leta 2001 imela polovica
dobitnikov medalj nenormalno visoko koncetracijo Hb, kar je bila najbrz posledica
krvnega dopinga. Finsko Stafeto, ki je osvojila zlato kolajno pa so kasneje diskvalificirali,
saj so jih ujeli na dopinski kontroli (23).

Po nekaterih podatkih naj bi si $portniki z EPO pridobili neupravi¢eno prednost v $portnih
disciplinah, ki trajajo vsaj 45 sekund. Poleg tega pa je zaradi povecane aerobne kapacitete
tudi hitrejSa regeneracija Sportnika (16). Zaradi zvisanega Hct in obenem manjSega
volumna plazme postane kri bolj viskozna in tako bolj podvrzena kardiovaskularnim
zapletom. Znani so smrtni primeri Sportnikov zaradi srénega napada, ki naj bi bili povezani
z nedovoljenim jemanjem EPO (24).

Problem detekcije rHUEPO je njegova kompleksnost in velika strukturna podobnost
naravnemu endogenemu EPO. Poleg tega je njegova koncentracija v krvi in urinu zelo
nizka. Sekrecija rHUEPO v urin je manjSa od 1% danega odmerka (25). Raziskovalci so
razvili direktno metodo dolo¢anja rHUEPO v urinu z izoelektri¢nim fokusiranjem (IEF) in

indirektno metodo, ki se osredotoca na hematoloske spremembe po administraciji rtHuEPO.

1.8. DIREKTNA METODA DOLOCANJA rHuEPO

Leta 2000 so na OI v Sydneyu prvi¢ uporabili test za detekcijo rHUEPO. Testiranje je bilo
sestavljeno iz kombinacije direktnega dolo¢anja rHUEPO v urinu z IEF in indirektno
metodo dolo¢anja markerjev spremenjene eritropoeze.

Razlike med endogenim EPO in rHUEPO so v sami strukturi molekule, kjer lahko opazimo
razliCne vzorce glikozilacije, ki pripomorejo k razlicnim nabojem rekombinantnih
eritropoetinov (26; 27). To lastnost izkoris¢a IEF, ki loCuje izoforme EPO molekul s
pomocjo elektricnega toka na gelu s pH gradientom. Izoforme epoetina so podrazred
molekule epoetina, ki imajo razli¢en nivo glikolizacije (Stevilo sialnih kislin) in s tem
razli¢en naboj ter razli¢no izoelektri¢no tocko (pl je tisti pH, pri katerem je vrednost neto

naboja molekule enak ni¢). 1zoforme so vidne na gelu kot signal v obliki pasu (slika 2).
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Slika 2: Gel po izoelektri¢nem fokusiranju, dvojnem prenosu in kemiluminiscenci.
a) vzorec Sportnika, b) stabilnostni test, ¢) Epoetin delta, d) pozitivna kontrola,
e) negativna kontrola, f) BRP/NESP standard, g) uHUEPO (endogeni EPO v urinu)

Profil izoform je sestavljen iz pasov, njihovega Stevila, pozicije v pH gradientu in jakosti
signala. Vse te karakteristike se razlikujejo med razli¢nimi vrstami molekul z razlicnimi
strukturnimi lastnostmi. Bolj kot je signal gost oziroma moc¢an za dolo¢eno izoformo, ved
te izoforme je prisotne v naSem vzorcu. Lo¢evanje EPO molekul poteka pri gradientu pH
med 2 in 8. Man;j glikozilirane molekule imajo pl v bolj bazi¢nem obmocju (rHUEPO), bolj
glikozilirane pa v kislem obmoc¢ju (NESP). Endogeni EPO ima bolj heterogeno
porazdelitev izoform in je bolj kisel v primerjavi z ostalimi rHUEPO. Izoforme endogenega
EPO se nahajajo v endogenem in bazicnem obmocju (28). Metoda izoelektricnega
fokusiranja temelji na 4 glavnih korakih: koncentriranje urina, locevanje na gelu s pH
gradientom, dvojni prenos in analiza s kemiluminiscenco (26). Urin pred nanosom na gel
skoncentriramo in dodamo inhibitorje proteaz, da prepre¢imo razgradnjo EPO.
Koncentriranje dosezemo z uporabo dveh razli¢nih kolon z zamrezenostjo 30 kDa. S tem
urin skoncentriramo iz 20 mililitrov na nekaj mikrolitrov ter odstranimo vecino proteinov z
molekulsko maso pod 30 kDa. Predhodno lahko uporabimo tudi ultrafiltracijo, da se

znebimo potencialno prisotnih celic in bakterij. Ko imamo urin skoncentriran, izmerimo
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celokupno koncentracijo EPO s testom ELISA. S tem preprecimo prekomeren nanos na gel
za |IEF. Vzorce po potrebi razredéimo in nanesemo na gel za IEF, ki je bil predhodno
izpostavljen elektricnemu toku v namen vzpostavitve pH gradienta. Na gel poleg vzorcev
nanesemo pozitivno in negativno kontrolo ter referenco (meSanico NESP in Epo standarda
BRP - erythropoeitin biological reference preparation), ki nam kasneje sluzijo za
doloc¢evanje kislega, endogenega in bazi¢nega obmocja elektroferograma. Po kon¢anem
fokusiranju sledi prenos proteinov na primarno PVDF (polivinilidin fluorid) membrano.
Proteini potujejo proti anodi, saj SO negativno nabiti. Po kon¢anem primarnem prenosu,
membrani dodamo primarna EPO protitelesa (monoklonska misSja protitelesa). Da bi
dosegli ve¢jo specificnost detekcije in boljSo loc¢ljivost, sledi drugi prenos pri katerem
prenesemo primarna protitelesa na sekundarno PVDF membrano. Protitelesa so pozitivno
nabita in potujejo proti katodi. Sekundarni membrani dodamo sekundarna protitelesa, ki so
encimsko oznacena (biotinsko oznacena anti-miSja 1gG) in nam sluzijo za streptavidin-
peroksidazno detekcijo (29). Ko razvijemo elektroferogram, sledi analiza le tega s pomocjo
denzitometrije. S tem dolo¢imo relativno moc¢ signala posameznih EPO izoform.
Denzitometrija je eden izmed pomembnih korakov pri doloc¢evanju pozitivnih in
negativnih vzorcev pri dopinskih testih. Sprva se je za pozitiven dokaz $telo, ¢e je vzorec
vseboval vsaj 80% bazi¢nih izoform, vendar pa so kasneje ta kriterij opustili zaradi
prenizke obcutljivosti in robustnosti (26). Danes je potrebno za pozitiven dokaz dopinga
upostevati WADA-in tehni¢ni dokument, ki opisuje kako je potrebno ovrednotiti IEF
profil in opraviti test stabilnosti, ki dokazuje, da v urinu ne potekajo encimske aktivnosti.
Se vedno pa ima ta metoda nekaj pomanjkljivosti, saj lahko pokaZze lazno pozitivne in
lazno negativne rezultate. Lahko namre¢ pride do premikov bazi¢nih izoform v IEF
profilu. Poleg tega ima kratko okno detekcije in je zelo draga analizna metoda (30).
Trenutno je IEF edina direktna metoda za dolo¢anje rHUEPO odobrena s strani WADA-e
(31).
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1.9. INDIREKTNE METODE

Razvoj medicine in farmacije je pripeljal do tega, da imamo danes na voljo spojine, ki so
strukturno zelo podobne oziroma skoraj identicne spojinam, ki jih proizvaja clovesko telo
(endogene). 1z medicinskega vidika je to seveda dobrodo$lo, saj te snovi pozdravijo
bolezen ali izboljSajo kvaliteto Zivljenja mnogim pacientom. Po drugi strani pa je ta proces
zelo otezil delo antidopinSkim organizacijam, saj so se te snovi zacele uporabljati tudi v
neklinicne namene, in sicer kot doping. Prav zaradi izredne podobnosti, z danaSnjimi
analiznimi metodami tezko lo¢imo med endogenimi in eksogenimi substancami, v¢asih pa
je to celo nemogoce (16). Kot alternativo direktnim testom so raziskovalci razvili
indirektne metode. Te se ne osredotocajo na identifikacijo same prepovedane snovi, ampak
sledijo spremembam biokemic¢nih markerjev v telesu, ki jih povzrocijo te snovi. Markerji,
obcutljivi na abnormalnosti v eritropoezi, se spremenijo v primeru patoloskih stanj (npr.
anemija), transfuzije krvi ali uporabe rekombinantnega eritropoetina. Klasicna markerja za
krvni doping sta hematokrit in hemoglobin (32). Kljub zafetnim pomanjkljivostim zaradi
premajhne specifi¢nosti in obcutljivosti markerjev, pa so kasneje to popravili z vkljucitvijo
faktorjev, ki vplivajo na variabilnost rezultatov. Danes se indirektne metode uporabljajo pri
nacrtnem testiranju (angl. target testing) sumljivih Sportnikov, nekatere Sportne zveze pa na
podlagi rezultatov indirektnih metod lahko Sportnika izkljucijo iz tekmovanja. Te metode
so tudi vklju¢ene v koncept bioloskega potnega lista (31).

Leta 1989 je medicinska komisija MOK-a uvedla nov razred dopinskih snovi. Na listo so
bili uvrs€eni peptidni hormoni in analogi, kot so rHuEPO, humani horionski gonadotropin,
adrenokortikotropni hormon, rastni hormon in podobni (33). V tistem ¢asu Se ni bilo
zanesljive metode, ki bi razlikovala med endogenim in eksogenim EPO, zato so pri
mednarodni kolesarski (UCI) in smucarski zvezi (FIS) leta 1997 uvedli ti. zdravstvene
kontrole. Te kontrole so bile namenjene varovanju zdravja Sportnikov, a v resnici so bile
obupan poskus antidopinskih organizacij, da bi preprecile zlorabo rHuEPO (34). UCI je
omejila zgornjo mejo na 170 g/L za Hb in 50% za Hct (vse vrednosti veljajo za moske)
(33), FIS pa je limite za Hb postavila na 185 g/L za moske in 165 g/L za Zenske (35). Ta
metoda ima veliko pomanjkljivosti, saj je med ljudmi velika inter-individualna razlika v
vrednostih omenjenih markerjev, kar lahko privede do lazno pozitivnega rezultata. Po
drugi strani pa lahko Sportniki, ki imajo naravno nizko vrednost Hb in/ali Hct, manipulirajo
z tHuEPO, da dosezejo zgornjo dovoljeno mejo in si s tem posledi¢no izboljsajo

zmogljivost. TakSen Sportnik bo uspesno prestal zdravstveno kontrolo, kljub zlorabi
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prepovedanih snovi. Dodatna tezava te metode je v tem, da si Sportnik lahko prevelike
vrednosti markerjev enostavno prikrije s hemodilucijo. Tezko je tudi razumeti tako visoko
mejo za Hb pri FIS (185 g/L), ¢e v obzir vzamemo dejstvo, da v $tudiji, ki so jo opravili na
profesionalnih italijanskih nogometasih, nobeden ni presegel vrednosti niti 170 g/L, kaj
Sele 185 g¢/L (33). Prav zaradi vseh omenjenih pomanjkljivosti te metode pa se
prekoraditev teh mej ni smatrala za krsitev protidopinskega kodeksa. Sportnik, ki je imel
vrednosti Hb in/ali Hct nad dovoljeno mejo, je imel prepoved tekmovanja, dokler se
njegove vrednosti niso normalizirale (34). TakSen pristop je v veljavi Se danes, s tem, da so
se mejne vrednosti skozi ¢as spreminjale (pri FIS so Hb znizali na 160 g/L za Zenske in
170 g/L za moske (36)), uvedli pa so tudi dodatne parametre. V preglednici | so prikazani

testirani parametri, njihove mejne vrednosti za oba spola in leto njihove uvedbe pri UCI.

Preglednica I: Merjeni parametri, njihove mejne vrednosti in leto uvedbe pri UCI

Krvni parametri Leto Mejne vrednosti za Mejne vrednosti
uvedbe mosSke za zenske
Hematokrit 1997 0,50 0,47
Hemoglobin (g/L) 2000 170 160
Prosti plazemski hemoglobin 2003 300 300
(mg/dL)
Indeks stimulacije kostnega 2004 133 123
mozga (OFF-hr)
Retikulociti (%) 2005 <0.2in>24 <0.2in>24

Sportnike testirajo na prizori§éu tekmovanja na dan tekme. Vzorce ponavadi analizirajo v
bliznjem hotelu, kjer postavijo hematolo3ki analizator. Sportniki so o rezultatin analize
obvesceni v eni uri od odvzema krvi. V primeru, da katerikoli parameter presega vrednosti,
opisane v preglednici I, je tak Sportnik po pravilih UCI izkljuéen iz tekmovanja za 15 dni
(37).

Kot smo Ze zgoraj omenili, je bil eden izmed ciljev uvedbe zdravniskih kontrol obvarovati
zdravje Sportnikov, ki so jih ogrozale ekstremno visoke koncentracije Hb. V doloceni meri
moskimi 15 g/L med Zenskami pa celo 42 g/L (35). Mnogo raziskav se je osredotoc¢alo na

spremljanje krvnih profilov S$portnikov skozi ¢as in rezultati so pokazali, da so se
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povprecne vrednosti Hb in Het po uvedbi prvih krvnih testov leta 1997 zacele postopno
znizevati. Tak trend je bil opazen vse do leta 2003, ko so vrednosti omenjenih parametrov
spet zacele narascati (37). Tudi retrospektivna raziskava na tekacih na smuceh od leta 2001
do 2007 je pokazala podobne rezultate. Povprecje Hb v teh sezonah je bilo znacilno niZje,
kot v letih 1997-99 (38).

Analiza rezultatov od leta 2001 do 2004 je pokazala, da se je tudi povpre¢na vrednost
procenta retikulocitov znizevala. Ugotovili so, da se je Stevilo vzorcev z zelo visokim
procentom retikulocitov (retikulocitoza) znacdilno zmanjsalo od sezone 2001/2002 do
sezone 2003/2004. Nasprotno pa se je v istem obdobju znacilno povecalo Stevilo vzorcev z
zelo nizkim procentom retikulocitov (retikulocitopenija). Preglednica Il prikazuje rezultate
za vrednost retikulocitov med leti 2001-2004.

Preglednica Il: Stevilo analiziranih vzorcev in absolutne ter relativne vrednosti

vzorcev z visokim in nizkim procentom retikulocitov med leti 2001 in 2004

2001 2002 2003 2004
Vzorci 1541 2351 2073 2029
Ret > 2.5% 52 (3.4%) 59 (2.5%) 14 (0.7%) 9 (0.4 %)
Ret < 0.4% 33 (2.1%) 58 (2.5%) | 192 (9.3%) 193 (9.5%)
Ret < 0.2% 1 (0.06%) 1 (0.04%) 41 (2%) 38 (1.9%)

Te spremembe v krvnem profilu Sportnikov nakazujejo na zlorabo krvnega dopinga.
Retikulocitoza je namre¢ posledica stimulacije kostnega mozga, ki sledi po administraciji
rHUEPO in njemu podobnih snovi. Po drugi strani pa, ko je v organizmu veliko Stevilo
eritrocitov, kot posledica transfuzije ali zlorabe rHUEPO, pride do fizioloSkega odziva v
smislu negativne povratne zanke. Posledica tega je zavrta eritropoeza in izjemno nizek
procent retikulocitov, koncentracija Hb pa je Se vedno visoka. 1z primerjave krvnih
profilov v sezoni 2001/2002 in sezoni 2003/2004 ugotovimo, da so Sportniki spremenili
prakso krvnega dopinga. V sezoni 2001/2002 so najbrz zlorabljali NESP, ki je bolj
potenten kot EPO in bolj zviSa procent retikulocitov (v nekaterih primerih tudi do 4%).
NESP ima daljSo razpolovno dobo in se dalj ¢asa zadrzuje v telesu, kar pomeni, da ga je
laZje detektirati, po drugi strani pa je tezje optimizirati rezim jemanja. Zaradi vseh teh
razlogov so Sportniki opustili jemanje NESP in se vrnili k rHUEPO, le da so zaradi bojazni

pred pozitivnim testom prilagodili nacin jemanja. Zaceli so jemati manj$e doze rHUEPO
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vec tednov pred tekmovanjem, da je bilo okno detekcije eritropoetina v urinu ¢im krajse.
Na tekmovanju so pri teh Sportnikih opazili visoko koncentracijo Hb in nizek procent
retikulocitov (37).

1.9.1. Razvoj on in off modela

Ceprav indirektne metode doloanja rHuEPO na zadetku niso obetale veliko, pa so se
raziskovalci Se naprej ukvarjali z vlogo markerjev pri spremenjeni eritropoezi. Poleg
klasi¢nih so vkljuéili e dodatne markerje, ki opisujejo Stevilo ali fizikalne lastnosti
eritrocitov in retikulocitov ter koncentracijo topnega transferinskega receptorja. PrejsSnje
Studije so se osredotocale le na en parameter, kar je imelo za posledico nizko specificnost
in obcutljivost. Z analizo kombinacije parametrov pa dosezemo ve¢jo moc razlikovanja
med endogenim in eksogenim eritropoetinom. Avstralski raziskovalci so razvili dva
modela za detekcijo rHUEPOQ, in sicer ON ter OFF model. Prvi model zazna Sportnika, ki je
v fazi jemanja eritropoetina, drugi model pa zazna Sportnika, ki je pred kratkim koncal
terapijo z rHUEPO.

Izvedli so dvojno slepo Studijo na amaterskih Sportnikih, razdelili so jih na dve skupini.
Prvi skupini so subkutano injicirali rHUEPO (50 1U/kg telesne teze) in dodali Zelezo
(oralno ali intramuskularno), druga skupina pa je bila kontrolna placebo skupina. Studija je
potekala tako, da so preiskovanci najprej pet tednov trenirali, nato je sledila 25-dnevna
terapija z rHUEPO (ali placebom) in na koncu Se 4-tedenska faza izpiranja (angl. wash
out). Raziskovalci so merili naslednje parametre: Stevilo eritrocitov (RBC), povprecni
volumen eritrocita (MCV), povpre¢no koncentracijo hemoglobina v eritrocitu (CHCM),
koncentracijo hemoglobina, procent makrocitov (eritrociti z MCV ve¢jim od 120 fL),
procent hipokromnih eritrocitov (CHCM manjsa od 28 gdl), procent retikulocitov,
povprecni volumen retikulocita (MCVr) in povpre¢no koncentracijo hemoglobina v
retikulocitu (CHCMr). Iz teh podatkov so nato izracunali Se dodatne markerje: hematokrit
(RBC x MCV), stevilo retikulocitov (#ret = RBC x % ret), vsebnost hemoglobina na
retikulocit (CHr = MCVr x CHCM), MCV razmerje (MCVr/MCV), celokupno vsebnost
hemoglobina v retikulocitih (RetHb = CHr x #ret) in retikulocitni hematokrit (RetHct =
#ret x MCVr). V serumu so spremljali Se koncentracijo EPO, sTfr, feritina in celokupnih
proteinov.

Rezultati so pokazali, da je bil pri rHUEPO skupini Hct poviSan v primerjavi s placebo

skupino in je ostal povisan Se tri tedne po zadnji injekciji rHUEPO. Podobne rezultate so
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dobili tudi za Hb. Stevilo retikulocitov se je v fazi terapije z eritropoetinom skoraj
podvojilo glede na zaCetno vrednost, med fazo izpiranja pa je padlo pod zacetno mejo.
Prav tako se je med terapijo obcutno povecal MCVr in se nato v fazi izpiranja vrnil na
zacetno vrednost. Zaradi zviSanja teh dveh parametrov, se je obCutno zvisal njun produkt
RetHct, ki se je nato med fazo izpiranja spustil pod zacetni nivo. Ugotovitve pri RetHb so
bile podobne, vendar manj izrazite. Med terapijo so opazili tudi povisan procent
makrocitov, ki se je prav tako vrnil na zafetno vrednost proti koncu faze izpiranja.
Koncentracija eritropoetina v serumu se je med terapijo obcutno povecala, med fazo
izpiranja pa je padla pod mejo koncentracije EPO v placebo skupini. Z zamikom se je
povecala tudi koncentracija sTfr, ki je ostala poviSana Se dva tedna po prenehanju jemanja
EPO. Nasprotno pa se je serumska koncentracija feritina zmanjSala med terapijo nato pa
vrnila na zacetno vrednost po dveh tednih po zadnji injekciji. Markerje, ki oznacujejo
eritropoezo ob pomanjkanju zeleza (CHCMr, CHr in procent hipokromnih eritrocitov) niso
upostevali, saj so predpostavili, da Sportniki poskrbijo, da imajo dovolj Zeleza. V
nasprotnem primeru jemanje rHUEPO ne bi imelo smisla, saj je pri pomanjkanju zeleza
eritropoeza motena in posledi¢no je manj ucinkovita dostava Kkisika do miSic. Ostali
merjeni parametri niso pokazali signifikantne razlike med skupino, ki je jemala EPO in
placebo skupino.

S statisticno analizo so pri§li do ugotovitve, da s kombinacijo petih parametrov, ki so
najbolj odstopali, lahko loc¢ijo Sportnike, ki trenutno jemljejo rHUEPO od Sportnikov, ki ne
jemljejo tega glikoproteina. Ta model so poimenovali ON model in je obcutljiv na
pospeseno eritropoezo. Vkljucuje RetHct, EPO, sTfr, Hct in procent makrocitov. Uporaben
je samo med fazo apliciranja rHuUEPO, medtem ko hitro izgubi obcutljivost po prenehanju

terapije. Formula ON modela je:

e ON-score = 3.721 Hct + 30.45 RetHct + 0.1871 loge(EPO) + 0.1267 loge(sTTr) +
0.115 loge(% makro + 0.1) Enacba 1

Model, ki je obcutljiv na Sportnike, ki so pred kratkim prenehali s terapijo, so poimenovali
OFF model. Obcutljiv je na upocasnjeno eritropoezo (nenormalno nizka vrednost RetHct
in EPO), ki jo spremlja visoka vrednost Hct. Ta model vkljucuje tri parametre, in sicer Hct,
RetHct ter EPO. Uporaben je v primeru, ko je Sportnik v ti. pozni fazi izpiranja (12-21 dni
po zadnji injekciji).
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Formula OFF modela je:

e OFF-score = 6.149 Hct — 92.87 RetHct — 0.1463 loge(EPO)  Enacba 2

V tej Studiji so tudi opazili, da se po terapiji z rHUEPO poviSa celokupna masa Hb in
VOymax, kar potrjuje trditev, da eritropoetin poveca dostavo kisika. Ti dve vrednosti se
vrneta na prejsnji nivo v enem mesecu (39), po nekaterih podatkih pa naj bi se VOzmax
normaliziral celo v dveh tednih (40). To pomeni, da mora Sportnik jemati eritropoetin
skoraj do tekmovanja, ¢e hoCe izkoristit u¢inek te snovi. Zato bi ON model 2-6 tednov
pred tekmovanjem uspeSno zaznal Sportnike, ki zlorabljajo rHUEPO. V primeru, da bi
Sportnik prenehal z EPO 2-3 tedne pred tekmovanjem, pa bi na tekmovanju z OFF
modelom zaznali priblizno dve tretjini krSiteljev.

Z uporabo kombinacije ve¢ parametrov dosezemo man;jsi vpliv posamezne komponente na
rezultat. To pomeni, da modela nista obcutljiva na dvig posameznega parametra, ampak se
mora obcutno povisati ve¢ parametrov. Se pravi, da v primeru dolo¢enega patoloskega ali
fizioloSkega stanja, ki bi vplival na eno spremenljivko, modela ne bi bila obcutljiva. S tem
zmanjSamo moznost lazno pozitivnega rezultata in hkrati zmanjSamo moznost maskiranja
EPO. Tako je imela na primer oseba s hemoglobinopatijo (heterozigot za hemoglobin C) v
placebo skupini poviSano #ret, sTfr in EPO, kar bi lahko ON model zaznal kot uporabo
rHUEPO. Vendar pa je ta oseba imela majhne retikulocite (nizek MCVr), kar je imelo za
posledico normalen RetHct, poleg tega pa so bile njene vrednosti Hct in procenta
makrocitov nizke oziroma normalne. Tako so se visoke vrednosti prej omenjenih treh
markerjev zakrile (kompenzirale) z nizkimi oziroma normalnimi vrednostmi RetHct, Hct
ter EPO in mejna vrednost ON modela ni bila presezena. Drug primer je bil Sportnik, ki je
trpel za kroni¢nim pomanjkanjem Zeleza. Ta preiskovanec je imel povisan sTfr, vendar sta
ga pred pozitivnim ON modelom obvarovala nizek Hct in majhen procent makrocitov.
Nizek Hct v povezavi z normalnim EPO pa je preprecil lazno pozitiven rezultat pri OFF
modelu (39). Tudi nekatera patoloSka stanja (npr. anemije) zavirajo eritropoezo, vendar pa
je v tem primeru mo¢no zniZan tudi Hct. Pri nedavno koncani terapiji z rHuEPO pa je ob
upocasnjeni eritropoezi (nizek procent retikulocitov) neznacilno povisan Hct. Zato lahko
OFF model razlikuje med tema dvema stanjema. V medicinski literaturi ne obstaja takSno
stanje, kjer bi ob zavrti eritropoezi opazili povisan Hct. Zato je v tem primeru edina mozna

razlaga nedavna zloraba rHUEPO (41).
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Kljub temu pa imata ta dva modela nekaj pomanjkljivosti. Tekom Studije so z ON
modelom zaznali en lazno pozitiven rezultat pri preiskovancu, ki je utrpel poskodbo. Prav
tako so dobili pozitiven rezultat za ON model pri preiskovancu, ki je bil v hipoksi¢nem
okolju. Nadalje sta modela obcutljiva na spremembo volumna Kkrvi (dehidracija) in nista
primerna za testiranje takoj po vadbi. Sibka totka teh dveh modelov je tudi nizka
obcutljivost v zacetnem obdobju faze izpiranja, saj ON modelu drasticno pade obcutljivost
po zadnji injekciji rHUEPO, medtem ko OFF modelu v tej fazi pocasi raste obcutljivost (na
7. dan faze izpiranja je obcutljivost ON modela 11%, obcutljivost OFF modela pa 6 %)
(39).

1.9.2. Prva generacija indirektnih testov za detekcijo rHuEPO

V zgoraj opisani pilotni Studiji so raziskovalci utemeljili pet parametrov, ki se spremenijo
pri terapiji z rHUEPO in tri parametre, ki se spremenijo v obdobju po prenehanju terapije.
Da bi lahko to indirektno metodo uporabljali v antidopinske namene, so isti raziskovalci
izvedli Se eno Studijo z vec¢jim Stevilom preiskovancev, da so potrdili, da rHUEPO povzro¢i
predvidljiv in ponovljiv hematoloski odziv. V tej Studiji so tudi preucevali vpliv rase in
spola na ta dva modela. Sam potek Studije je bil podoben zgoraj omenjeni, s to razliko, da
so bili preiskovanci pripadniki razli¢nih etni¢nih skupin in da so parametre merili z
analiznimi metodami, ki so v skladu s smernicami MOK. V eni skupini so vzorce jemali 48
ur po injekciji rHUEPO (v drugih skupinah in prejSnji Studiji so vzorce jemali 24 ur po
injekciji), da so ugotovili, ¢e interval med injekcijo rHUEPO in odvzemom vzorca vpliva
na rezultate modelov. Pri tej skupini so bile koncentracije EPO v serumu nizje, kot pri
ostalih skupinah, vendar razlika ni bila tako velika, da bi vplivala na rezultat ON modela.
Vsi ostali rezultati so bili primerljivi s pilotno Studijo in tako so dokazali ponovljivost te
metode (41). Ta indirektni test je bil prvi¢c uporabljen leta 2000 na Ol v Sydneyu in je
sluzil kot podpora direktnemu urinskemu testu (42).

Eden izmed ciljev te Studije je bil tudi preveriti, kako tHUEPO vpliva na ljudi razli¢nih ras.
Izkazalo se je, da je odziv na rHUEPO pri razli¢nih etni¢nih skupinah prakti¢no enak. To je
tudi pri¢akovano, saj je molekula EPO zelo specificna za mati¢ne celice v kostnem mozgu,
kar ima za posledico proliferacijo in diferenciacijo ter izboljSanje prezivetja izvornih celic.
EPO tudi skrajsa ¢as dozorevanja celic, poviSa stopnjo sinteze Hb in spodbuja sproscanje

nezrelih retikulocitov v krvni obtok. Vendar pa na te procese ne vplivajo morebitne
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spremembe v genomu, kar je potrdila tudi ta Studija, saj so bili rezultati med razlicnimi
etnicnimi skupinami podobni. To ne pomeni, da bo pri vseh ljudeh rHuEPO v enaki meri
vplival na te parametre, ampak pomeni, da bo pri vseh ljudeh na enak nacin vplival na
parametre. Se pravi, da bo pri vseh rasah povisal vrednosti Hct, RetHct, % makrocitov,
serumskega EPO in sTfr. Je pa potrebno poudariti, da imajo razlicne rase razlicne
vrednosti dolo¢enih markerjev. Tako so ugotovili, da imajo ¢rnci nizjo vrednost Hb kot
belci (43), medtem ko imajo, skupaj z Azijci, visjo koncentracijo sTfr (42). Vendar pa so te
razlike majhne in ne vplivajo na ON in OFF model v taksni meri, da bi ju morali prilagajati
glede na raso (41). Ima pa velik vpliv na rezultate modelov bivanje ali treniranje na visini.
Na vi$ji nadmorski viSini so namre¢ hipoksi¢ni pogoji, ki povzrocijo, da se povisajo
vrednosti Hct, RetHct, EPO in sTfr. Ti parametri pa nastopajo v ON modelu, zato imajo
Sportniki, ki zivijo ali trenirajo na viSini, visjo vrednost tega modela. To je potrebno
upoSstevati pri testiranju, v izogib napac¢nim interpretacijam rezultatov. Majhen vpliv na
vrednost parametrov ima tudi tip Sporta, s katerim se Sportnik ukvarja. Tako imajo
vzdrzljivostni Sportniki rahlo visje vrednosti ON in OFF modela. Nadalje opazimo razliko
med spoloma, saj imajo Zenske nizje vrednosti Hct kot moski. Zato imamo za zenske
doloCene nizje mejne vrednosti modelov. Referencne meje so dolocili glede na rezultate, ki
so jih dobili pri testiranju vec kot 1000 Sportnikov iz razli¢nih drzav. Za moske so dolo¢ili
zgornjo mejo za ON model 2.62, za OFF model pa 2.24. Pri Zenskah so te meje nizZje, in
sicer za ON model 2.47 ter OFF model 2.08. Vse vrednosti veljajo za Sportnike, Ki Zivijo
ali trenirajo pod 610 m nadmorske visSine. Izkazalo se je, da je nekaj Sportnikov, ki niso
zlorabljali rHUEPO preseglo dovoljeno vrednost ON modela, medtem ko nihée ni presegel
zgornje meje za OFF model. Zaradi tega ne smemo takoj sklepati na zlorabo rHUEPO na
podlagi ene presezene vrednosti ON modela, saj lahko gre za lazno pozitiven rezultat.
Potrebno je pozitiven rezultat potrditi Se z direktno metodo dolo¢anja rHUEPO v urinu. Po
drugi strani pa pri OFF modelu niso zaznali lazno pozitivnih vrednosti, zato je ta model
zelo uporaben pri detekciji Sportnikov, ki so pred kratkim jemali rHUEPO.

Pomembno je, da se zavedamo, da se hematoloski markerji lahko spremenijo v odvisnosti
od fizioloSkih dejavnikov (treniranje), bioloskih dejavnikov (bolezen) in predvsem
dejavnikov okolja (bivanje ali treniranje na visini). Poleg tega pa njihova vrednost ni
konstantna, ampak naravno niha skozi ¢as. Zato je potrebno razlikovati med Sportniki, ki
imajo abnormalen krvni profil zaradi teh dejavnikov in med Sportniki, ki imajo abnormalen
krvni profil zaradi zlorabe rHUEPO (42).
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1.9.3. Druga generacija indirektnih testov za detekcijo rHuUEPO

Ker so se skozi ¢as spreminjale prakse krvnega dopinga, so se morale na te spremembe
prilagoditi tudi antidopinske agencije. Z drugo generacijo krvnih testov so dosegli boljSo
obcutljivost, Se posebej pri nizkih dozah rHuEPO in po prenchanju terapije z
eritropoetinom, vecjo robustnost in lazjo ter hitrejSo analizo rezultatov (26;44).
Predpostavili so, da Sportniki dolgoro¢no jemljejo nizke doze rHuEPO, da bi se izognili
pozitivnim rezultatom na dopinskih kontrolah. Hkrati pa manjSe doze pomenijo tudi
manjSe tveganje za razvoj tromboemboli¢nih zapletov. Potreba po novih testih je bila
oCitna, saj prejs$nji niso bili tako obcutljivi na nizke doze rHuEPO.

Razvili so stiri nove modele:

e ON-he = Hb + In(EPO); enacba 3
e ON-hes = Hb + 6.62In(EPO) + 19.4In(STfr); enacba 4
= OFF-hr = Hb - 60V(Ret); enacba 5
= OFF-hre = Hb - 50(Ret) — 7In(EPO). enacba 6

Novi modeli omogoc¢ajo presejanje (angl. screening) vzorcev. S temi modeli lahko
zaznamo sumljive Sportnike, katerih urinske vzorce potem analiziramo z direktno metodo.
Nekatere Sportne organizacije so testirale urinske vzorce Sportnikom, ki so imeli poviSane
vrednosti Hb v kombinaciji s poviSanimi retikulociti, saj je to znac¢ilno pri zlorabi rHuEPO.
Te vrednosti so preverjali pri zdravstvenih kontrolah na dan tekmovanja in so sluzile za
nadaljnje nacrtno testiranje. Preglednica 111 prikazuje protokol testiranja, po katerem bi se

naj ravnali v primeru abnormalnih vrednosti dolo¢enih krvnih parametrov.
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Preglednica Il1: Protokol testiranja pri abnormalnih vrednostih krvnih parametrov
@37)

Abnormalni krvni rHUEPO/NESP Homologna krvna Sinteti¢ni
parameter transfuzija Hb
Visok % retikulocitov X
Nizek % retikulocitov X" X
PoviSan Hb/Hct X X
Povisan OFF-hr X" X
Visok prosti plazemski Hb X

" sumljiv Sportnik: izvedi direktno testiranje v prihodnosti (na tekmovanju ali izven

tekmovanja), saj je trenutno v fazi izpiranja in urinski test ne bi zaznal rHUEPO.

Vendar pa je ta strategija prepreCevanja uspeSna le takrat, ko Sportnik jemlje rHUEPO v
taksnih dozah, da si zvisa nivo eritrocitov. Ko pa enkrat doseze zac¢rtano vrednost Hb in
Hct (vrednosti ne smeta presegati arbitrarno doloCene meje), zacne svoj odmerek
zmanjSevati do te mere, da vzdrzuje konstanten nivo teh dveh parametrov (44). Torej mora
samo nadomescati odmrle eritrocite z novimi, za kar pa so potrebne mikrodoze rHuEPO. V
tej tako imenovani vzdrzevalni fazi (angl. maintenance phase) se nivo retikulocitov vrne na
zacetno vrednost, koncentracija rHUEPO v urinu 24 ur po mikrodozni injekciji pa je
prenizka za to¢no detekcijo z izoelektricnim fokusiranjem (45). Zato v tem primeru zgoraj
omenjeni ukrepi za preprecevanje THuEPO niso dovolj uéinkoviti. Prav tako na taksen
rezim jemanja rHUEPO ni obc¢utljiv ON model prve generacije. Nova modela (ON-he in
ON-hes) pa imata boljSo obcutljivost pri nizkih dozah rHuUEPO in zaznata priblizno 40%
Sportnikov, ki so v vzdrzevalni fazi. Zato lahko ta dva modela uporabimo kot presejalna
testa za kasnejSo urinsko analizo. Na ta naCin lahko zmanjSamo stroske, saj so stroski
krvne analize nizji, kot strodki urinske analize. Ceprav je raziskava pokazala, da imata ON-
hes in OFF-hre malenkost ve¢jo obcutljivost, kot ON-he in OFF-hr (44), pa sta slednja
ustreznejSa za vpeljavo v boj proti dopingu. Razlog je v tem, da je potrebno pri ON-hes in
OFF-hre v serumu doloc¢iti koncentracijo sTfr oziroma EPO, kar naredi analizo drazjo,
daljSo in zahtevnejso. Poleg tega imunoloske metode za dolo¢anje omenjenih markerjev
niso tako dobro standardizirane (npr. spremembe med razli¢nimi serijami protiteles), kar je
bistvenega pomena v svetu dopinga, kjer se pricakuje, da imajo akreditirani laboratoriji
med seboj primerljive rezultate (26).
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Z drugo generacijo indirektnih krvnih testov so skuSali tudi zmanjSati vpliv volumna krvi
na rezultate modelov. Prejs$nji modeli so vklju¢evali Het, RetHct in procent makrocitov. Ti
parametri se spremenijo v odvisnosti od volumna krvi. V nove modele so vkljucili
parametre, na katere ima sprememba volumna plazme man;jsi vpliv. Hct so nadomestili s
Hb, ki je bolj precizen, natanCen, direkten in bolj standardiziran krvni parameter. Pri
dolo¢itvi Hct lahko pride do napak, medtem ko je metoda za dolocanje Hb dobro
standardizirana. Oba parametra sta sicer obcutljiva na spremembe volumna plazme, vendar
pa je Hct obcutljiv tudi na spremembe na MCV. Eritrociti lahko namre¢ nabreknejo med
shranjevanjem vzorca. Novi hematoloSki parametri, ki so vkljuCeni v te modele, so bolj
stabilni in omogocajo daljSe shranjevanje vzorcev ter manjSe tezave pri transportu (44).
Vpliv vadbe na te indirektne krvne teste je majhen, saj ne vpliva bistveno na rezultate
modelov. Vadba povzro¢i povefanje volumna plazme, zato se vrednosti Hb in Hct malo
znizata. Po drugi strani pa vadba spodbudi eritropoeti¢ni sistem in zato opazimo rahlo
poviSanje EPO. Vendar pa modeli na tako majhne spremembe krvnih parametrov niso
obcutljivi v takSni meri, da bi lahko delali probleme pri dolocevanju Sportnikov, ki
zlorabljajo rHUEPO (46; 47).

Se vedno pa ima velik vpliv na te modele treniranje ali bivanje na visini. Mnogo
Sportnikov se pred tekmovanjem pripravlja na visji nadmorski visini ali v hisah, Ki
simulirajo viSjo nadmorsko viSino. S tem dosezejo viSje vrednosti Hb, saj so v teh
razmerah hipoksi¢ni pogoji, ki izzovejo hemokoncentracijo. Raziskave so pokazale, da se
takoj po prihodu na viSjo nadmorsko visino (nad 2000 m) povisajo vrednosti vseh
modelov. Po zadetnem hitrem dvigu pa vrednosti ON modela postopno padejo, medtem ko
se vrednosti OFF modela Se kar zviSujejo. Te ugotovitve so v skladu s fizioloSko
adaptacijo organizma na viSini, saj po za¢etnem hitrem dvigu EPO pride do padca le-tega.
Prav tako se na zacetku zviSa procent retikulocitov, nato pa obcutno pade. V nasprotju s
prejSnjima parametroma pa Hb ostane zvisan $e nekaj Casa po prihodu nazaj na normalno
nadmorsko vi§ino. Ceprav EPO po vrnitvi na normalno nadmorsko visino pade pod
zacetno vrednost, je ON model Se kar zvisan, kar pomeni, da je vrednost Hb tako visoka,
da ta parameter sam vzdrzuje viSje vrednosti modela. Vrednosti OFF-hr modela po
zaCetnem hitrem dvigu Se naprej rastejo in ostanejo poviSane Se nekaj Casa po vrnitvi na
normalno nadmorsko visino, zaradi poviSanega Hb in nizkega procenta retikulocitov.
Raziskava je tudi pokazala, da simulirana viSja nadmorska viSina ni imela bistvenega

vpliva na modele (48).
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1.9.4. VKljucitev indirektnih modelov/parametrov v bioloski potni list

Kot smo ze omenili, so nekatere Sportne zveze izkljuCile Sportnike iz tekmovanj, ¢e so ti
presegali dolo¢ene limite za Hb in/ali Hct. Ena od slabosti tega pravila je, da priblizno 1-
5% mosSke populacije presega te meje brez, da bi zlorabljali kakrsnekoli prepovedane
snovi ali metode. Ideja o hematoloskem potnem listu, Kkjer se vrednosti Sportnika
primerjajo s povprec¢jem njegovih prejSnjih vrednosti in ne s povpre¢nimi vrednostmi
populacije, se zato zdi na mestu. Mednarodna kolesarska zveza (UCI) je z vpeljavo
bioloSkega potnega lista orala ledino na tem podro¢ju in naredila velik korak naprej v boju
proti dopingu. V tem elektronskem dokumentu so zbrani hematoloski parametri
posameznega kolesarja skozi dalj$i ¢as. Na ta nafin dobimo specifi¢en individualni
hematoloski profil, ki nam omogoca postavitev referencnih mej za posameznega kolesarja.
V primeru, da pri posameznem kolesarju pride do nenormalnih krvnih vrednosti, le-te
pregleda posebna komisija strokovnjakov, doloCena s strani UCI. Ti potem rezultate
ovrednotijo in se odlo¢ijo ali so odstopanja v profilu posledica fizioloskih (trening, bivanje
na visini itd.) oziroma patoloskih vzrokov (prisotnost dolo¢ene bolezni) ali posledica
uporabe prepovedanih snovi 0z. metod. Le v primeru suma uporabe dopinga sledi nadaljnji
postopek. Dokler postopek ni zakljucen se kolesar smatra za nedolznega, vendar kljub
temu do konca postopka ne sme tekmovati. Zato je potrebno poudariti, da vsako
odstopanje v bioloskem potnem listu Se ne pomeni dopinga. Po drugi strani pa je
nemogode, da ima $portnik, ki uporablja krvni doping, konstanten hematoloski profil. Ze
rezultati Sestih testiranj pokazejo morebitno manipulacijo s krvjo (49). Na ta nain se
znebimo problema inter-individualnih razlik med posamezniki, ki se kazejo v najvecji meri
pri koncentraciji Hb in posledi¢no pri OFF-hr modelu. Ostale variance, ki se ticejo
posameznika, so ze vkljuCene v bioloSki potni list v obliki univerzalne vrednosti, ki
vkljuCuje intra-individualno varianco, varianco testiranj ob razli¢nih dnevih in varianco
aparatur. S tem je omogoceno, da lahko na podlagi odstopanja vrednosti pri zadnji meritvi
od njegovih povpre¢nih vrednosti, Sportnika ozna¢imo za sumljivega ali pa ga, Ce je
odstopanje dovolj veliko, izklju¢imo iz tekmovanja. Za te namene so raziskovalci razvili
OFF-hr; in Hb,. Ta nov indirektni pristop za detekcijo rHUEPO je vkljucen v bioloski potni
list (50). Uvedba bioloSkega potnega lista pomeni napredek v boju proti dopingu, saj je
OFF-hr; bolj u¢inkovit pokazatelj zlorabe rHuEPO, kot katerikoli prejsnji predlagan model
ali parameter. S kombinacijo modelov in parametrov pa doseZzemo $e vi§jo obcutljivost in

ucinkovitost, saj so ti modeli/parametri razli¢no obcutljivi pri razlicnih fazah jemanja
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rHUEPO. Tako je procent retikulocitov zelo uporaben v fazi poviSevanja Hct (angl.
boosting), medtem ko v vzdrzevalni fazi in fazi izpiranja izgubi svojo sposobnost
detekcije, saj se v tem Casu nivo retikulocitov vrne na zacetno vrednost oziroma pod njo.
OFF-hr; in Hb; sta najbolj u¢inkovita med vzdrzevalno fazo, v fazi izpiranja pa se najbolje
odrezeta koncentracija Hb in spet OFF-hr,. Uspeh indirektnih metod in s tem bioloskega
potnega lista je odvisen od rezima jemanja rHuEPO. Najve¢jo ucinkovitost teh metod
opazimo pri takSnem rezimu, ki vkljucuje dolgo fazo poviSevanja Hct in dolgo vzdrzevalno
fazo (30).

Najverjetnejsi scenarij za goljufive Sportnike na tekmovanju je, da je Sportnik pred kratkim
nehal jemati rHUEPO zaradi bojazni, da bi bil pozitiven na urinskem testu. Takega
Sportnika lahko zaznamo s pomocjo bioloskega potnega lista, saj bosta OFF-hr in Hb viSja
v primerjavi z njegovimi povpreénimi vrednostmi in bo OFF-hr, vrednost zagotovo
presegala sumljivo mejo, mogoce pa tudi mejo, ki doloc¢a izkljuéitev iz tekmovanja. Drug
primer je $portnik, ki jemlje rHuEPO v ¢asu testiranj izven tekmovanj. Ta Sportnik bo imel
v tem Casu povisane vrednosti Hb in zelo visok procent retikulocitov, kar bo pomenilo
nizjo vrednost OFF-hr modela glede na njegove povpreéne vrednosti. V primeru, da je
Sportnik jemal rHUEPO v obdobju zbiranja vzorcev za doloCitev povprecne vrednosti,
vendar ni jemal rHUEPO v obdobju zadnjega vzetega vzorca, se bo njegova vrednost Hb
znizala v primerjavi z njegovo povpreéno vrednostjo. Torej se razlike gledajo tako v
pozitivnem, kot tudi v negativnem smislu. Zato so postavljene meje za OFF-hr, vrednost
tudi na negativni strani. Vsak Sportnik, ki presega prag OFF-hr, vrednosti je potencialen
kandidat za nadaljnjo nacrtno testiranje in/ali za direktno urinsko testiranje (50).

FIS in UCI sta do zdaj edini Sportni zvezi, ki sta v svoja antidopinska pravila vkljucili
sistem bioloSkega potnega lista. V FIS antidopinSkemu pravilniku piSe, da je Sportnik, ki
ima z-vrednost (Hb; ali OFF-hr;) > 3.09 izklju¢en iz tekmovanja za 14 dni, ¢e pa presega
dovoljeno mejo za OFF-hr model (pri moskih > 125.6 in pri zenskah > 113.5) pa je
izkljuCen za 5 dni (36).

Potrebno je poudariti, da je dejanska ucinkovitost indirektnih metod v realni situaciji
manjsa, kot je bila v raziskavah. V realnem svetu namre¢ ni toliko zaporednih testiranj v
tako kratkem ¢asovnem intervalu, saj je to logisti¢no in finan¢no neizvedljivo. Poleg tega
je mozno, da si Sportniki injicirajo zelo majhne koli¢ine rHUEPO, kar Se dodatno zniza
obcutljivost teh metod. Zaradi tega se poraja vpraSanje, koliko vzorcev je potrebno vzeti

pri posamezniku med sezono, da je takSen nacin testiranja sploh smiseln (30).
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2. NAMEN DELA

V diplomskem delu bomo analizirali krvne profile dvema skupinama slovenskih
profesionalnih Sportnikov. Preverili bomo, ¢e gre pri katerem od $portnikov za primer
povisanega indeksa stimulacije kostnega mozga in torej za sum na zlorabo rHUEPO. Pri
prvi skupini Sportnikov bomo najprej primerjali njihove vrednosti hemoglobina,
retikulocitov in indeksa stimulacije kostnega mozga s populacijskimi referenénimi
vrednostmi ter s FIS limitnimi vrednostmi, ki so dolo¢ene v najnovejSem FIS
antidopinskem pravilniku. Nato bomo ugotavljali ali se vrednosti Hb in OFF-hr statisti¢no
znacilno razlikujejo med spoloma. Pri drugi skupini Sportnikov pa bomo preverili lo¢eno
za oba spola, ¢e visinske priprave na nadmorski vi$ini 1517 metrov vplivajo na vrednosti
parametrov. Preverili bomo, ¢e se vrednosti krvnih markerjev na Rogli in po prihodu iz
Rogle statisticno znacilno razlikujejo od parametrov izmerjenih pred odhodom na Roglo.
Na koncu bomo enemu Sportniku in eni Sportnici analizirali krvni profil tekom celotne
Studije in ovrednotili nihanja v OFF-hr vrednosti ter rezultate podali kot OFF-hr, vrednost.

To vrednost bomo primerjali z vrednostmi zapisanimi v FIS antidopinSkem pravilniku.
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3. EKSPERIMENTALNI DEL

3.1. PREISKOVANCI

Nasi podatki so zajemali vzorce krvi dveh skupin slovenskih profesionalnih Sportnikov.
Vzorci krvi v prvi skupini Sportnikov so bili odvzeti kot del rednega zdravniSkega
pregleda, vzorci krvi v drugi skupini Sportnikov pa so bili odvzeti z namenom spremljanja
visinskih priprav. Vsi vzorci pri prvi skupini Sportnikov so bili odvzeti na Institutu za Sport

na Fakulteti za Sport v Ljubljani, pri drugi skupini pa so vzorce krvi jemali tudi na Rogli.

Prva skupina Sportnikov

Pri prvi skupini Sportnikov, kjer smo preverjali kako se vrednosti Hb in OFF-hr modela
razlikujejo glede na spol, so Sportnikom vzeli samo en vzorec krvi. Skupina je bila
sestavljena iz 34 preiskovancev, od tega jih je bilo 17 moskega spola in 17 Zenskega spola.
Pri analizi podatkov smo ugotovili, da so pri enem osebku moskega spola manjkale
vrednosti za procent retikulocitov, zato smo tega preiskovanca izlocili iz naSe raziskave.
Vzorci krvi za prvo skupino so bili odvzeti v prvih treh mesecih leta 2009. Skupina je bila

sestavljena iz Sportnikov razli¢nih disciplin.

Druga skupina Sportnikov

Druga skupina Sportnikov je zajemala 15 oseb, in sicer 5 Zensk ter 10 moskih. 1z naSe
raziskave smo izklju€ili eno osebo Zzenskega spola, ki je imela diagnosticirano
retikulocitopatijo in so bili njene vrednosti retikulocitov nenormalno visoke, kar bi imelo
za posledico tudi neobicajne vrednosti za OFF-hr. Poleg nje smo izpustili Se eno osebo
moskega spola in eno osebo Zenskega spola. Razlog za izkljucitev pri teh dveh je bil v
premajhnem Stevilu meritev za natan¢no analizo. Tako smo analizirali vzorce krvi 12
Sportnikom. Vsem Sportnikom v tej skupini so vzeli sedem vzorcev krvi, razen trem
Sportnikom moskega spola, ki so manjkali pri enem oziroma dveh odvzemih. Prvi vzorec
je bil odvzet na Institutu za Sport na ljubljanski Fakulteti za Sport (v nadaljevanju Institut),
naslednji Stirje vzorci so bili odvzeti na Rogli, zadnja dva vzorca pa sta bila odvzeta po
prihodu iz Rogle spet na Institutu. Preglednica IV prikazuje ¢asovni protokol zbiranja

VZOrcev.
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Preglednica IV: Casovni protokol odvzema vzorcev pri drugi skupini $portnikov

pred e e
Vigino na visini po visini
Preiskovanec 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
odvzem odvzem odvzem | odvzem | odvzem | odvzem | odvzem
172 9.6.2010 | 21.6.2010 | 28.6.2010 | 5.7.2010 | 13.7.2010 | 26.7.2010 | 6.8.2010
27 8.6.2010 | 21.6.2010 | 28.6.2010 | 5.7.2010 | 12.7.2010 | 26.7.2010 | 6.8.2010
37 15.6.2010 | 21.6.2010 | 28.6.2010 | 5.7.2010 | 12.7.2010 | 26.7.2010 | 6.8.2010
4 M 8.6.2010 | 22.6.2010 | 28.6.2010 | 5.7.2010 | 13.7.2010 | 27.7.2010 | 6.8.2010
5M 8.6.2010 | 22.6.2010 | 28.6.2010 | 5.7.2010 | 13.7.2010 / 6.8.2010
6M 9.6.2010 | 22.6.2010 | 28.6.2010 | 5.7.2010 | 14.7.2010 | 27.7.2010 | 6.8.2010
™M 8.6.2010 | 22.6.2010 | 28.6.2010 | 5.7.2010 | 13.7.2010 | 27.7.2010 | 6.8.2010
8M 9.6.2010 / 28.6.2010 | 5.7.2010 | 12.7.2010 | 27.7.2010 | 6.8.2010
OM 9.6.2010 | 22.6.2010 | 28.6.2010 | 5.7.2010 | 14.7.2010 | 26.7.2010 | 6.8.2010
10M 8.6.2010 | 22.6.2010 | 28.6.2010 | 5.7.2010 | 14.7.2010 | 27.7.2010 | 6.8.2010
11 M 10.6.2010 | 21.6.2010 | 28.6.2010 | 5.7.2010 | 14.7.2010 | 26.7.2010 | 6.8.2010
12M / 21.6.2010 | 28.6.2010 | 5.7.2010 | 12.7.2010 | 26.7.2010 /

* ¢rka Z oznacuje preiskovanko Zenskega spola, crka M oznacuje preiskovanca moskega

spola. Polja z oznako / pomenijo, da preiskovanec ni oddal krvi

Vsi Sportniki v tej skupini so bili profesionalni teka¢i na smuceh in so preziveli Stiri tedne

visinskih priprav na Rogli.

3.2. METODE

Iz vseh podatkov v krvnem profilu smo uporabili koncentracijo hemoglobina in procent
retikulocitov. 1z teh dveh vrednosti smo izracunali indeks stimulacije kostnega mozga —
OFF-hr indeks. Vrednosti hemoglobina in procenta retikulocitov ter OFF-hr indeksa smo
primerjali z limitnimi vrednostmi zapisanimi v FIS antidopinskem pravilniku. Vsi vzorci

so bili analizirani s hematolosSkim analizatorjem Siemens ADVIA 120.
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3.2.1. Hemoglobin in retikulociti

Nekatere Sportne zveze so ze leta 1997 sprejele mejne vrednosti za hemoglobin in
retikulocite, da bi tako preprecili zlorabo rHuEPO v S$portu, saj takrat Se niso poznali
ustrezne analizne metode za detekcijo. Te teste so izvajali na tekmovanjih kot zdravstvene
kontrole in vsak Sportnik, ki je presegal te meje, je bil kaznovan z izkljuéitvijo iz
tekmovanja, dokler njegove vrednosti niso bile spet normalne.

Tekom Casa so se te meje spreminjale in mi smo naSe rezultate primerjali z mejnimi
vrednostmi najnovejSega FIS antidopinskega pravilnika (36). V tem pravilniku pise, da
mora Sportnik, ki presega vrednosti navedene v Preglednici V, zagotoviti Se urinski vzorec

za nadaljnje preiskave.

Preglednica V: Mejne vrednosti za hemoglobin in retikulocite po FIS antidopinskem
pravilniku (36)

Parameter Moski Zenske
Hb (g/L) 170 ali vije 160 ali visje
Procent retikulocitov <0.2% in>2.0% <0.2% in>2.0%

Sportniki, ki presegajo vrednosti za hemoglobin pri dveh zaporednih meritvah, so
izklju€eni iz tekmovanja pet zaporednih dni. Nato ponovno oddajo krvni vzorec in e se
krvni parametri normalizirajo, lahko spet tekmujejo.

Vrednosti Hb in procenta retikulocitov smo primerjali tudi s populacijskimi referenénimi

vrednostmi.

3.2.2. Indeks stimulacije kostnega mozga - OFF-hr

Indeks stimulacije kostnega mozga je bil prvi¢ uporabljen v antidopinske namene leta
2000. Takrat so na OI v Sidneyu prvi¢ Sportnike testirali na rHUEPO. Uporabili so direktni
test v urinu z izoelektri¢nim fokusiranjem v kombinaciji z indirektnim testom.

Mi smo v naSi raziskavi uporabili indirektni model druge generacije OFF-hr, ki so ga
utemeljili avstralski raziskovalci. Ta model, imenovan tudi indeks stimulacije kostnega
mozga, v boju proti dopingu zaenkrat uporabljata mednarodna kolesarska zveza (UCI) in

mednarodna smucarska zveza (FIS). Indeks stimulacije kostnega mozga je zmozen zaznati
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Sportnike, kateri so pred kratkim prenehali s terapijo z rHUEPO. Formulo sestavljata dva

parametra, in sicer koncentracija hemoglobina ter procent retikulocitov.

Kljub temu, da se je v raziskavah OFF-hre, ki vkljucuje Se dodaten parameter — serumsko
koncentracijo eritropoetina, izkazal za bolj ucinkovitega, kot OFF-hr, se v antidopinske
namene uporablja slednji. Za dopinska testiranja, kjer je potrebno hitro analizirati vzorce in
predloziti rezultate, je namre¢ OFF-hr bolj primeren, saj ni potrebno meriti serumske
koncentracije eritropoetina. Rezultati za OFF-hr model so tako lahko analizirani ze na
samem kraju tekmovanja z uporabo »premic¢nih laboratorijev«, ki imajo analizatorje za
dolo¢itev Hb in procenta retikulocitov. Poleg tega pa za OFF-hr govori tudi cena analize,
Ki je cenejSa od analize OFF-hre.

Iz formule indeksa je razvidno, da bo Sportnik dosegel najvisjo vrednost OFF-hr modela
takrat, ko bo imel visoko koncentracijo Hb in hkrati nizek procent retikulocitov. Prav te
hematoloske spremembe pa so znacCilne za Sportnike, ki so nedavno zlorabljali rHuEPO.
Podobne hematoloske spremembe pa se dogajajo v telesu tudi v hipoksi¢nih pogojih, zato
moramo biti pazljivi, kadar se vzorci krvi analizirajo osebam, ki so bile na visoki
nadmorski viSini. FIS je na podlagi prej$njih raziskav in priporodil postavila meje za OFF-
hr. Za moske so postavili prag OFF-hr 125.6 tocke, za zenske pa 113.5 tocke. Tisti, ki
preseze te meje, je izkljuCen iz tekmovanja za 5 dni. Po preteku petih dni se mu znova
odvzame kri in, ¢e se OFF-hr vrednost spusti pod predpisano mejo lahko Sportnik spet
tekmuje.

3.2.3. OFF-hr; vrednost

Pri drugi skupini Sportnikov smo izbrali pri obeh spolih posameznika, pri katerem je bila
amplituda nihanja OFF-hr modela tekom teh sedmih meritev najveéja. Nato smo pri
vsakem odvzemu izraCunali OFF-hr in ga primerjali s prejSnjo vrednostjo ter tako dolo¢ili
OFF-hr, vrednost. Tak pristop se poleg ostalih indirektnih metod uporablja v bioloSkem
potnem listu, ki ga uporabljata UCI in FIS. Dobljene z-vrednosti smo primerjali z limitnimi
vrednostmi, ki so dolo¢ene v FIS antidopinSkem pravilniku. Preglednica VI prikazuje

ukrepe pri posameznih mejah z-vrednosti.
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Preglednica VI: Pragi z-vrednosti in ukrepi, ki sledijo po FIS antidopinskem

pravilniku
z-vrednost >3.09 >2.33 (vendar < 3.09) ali <-2.33
ukrepi 14-dnevna prepoved tekmovanja »sumljiv, nacrtno testiranje

Ti pragi z-vrednosti izvirajo iz statistike in nam povejo stopnjo tveganja, ki jo sprejmemo
za morebiten lazno pozitiven rezultat. Tako prag za z-vrednost > 3.09 ustreza tveganju, da
bomo v populaciji 1000 »nedopingiranih« Sportnikov zaznali en lazno pozitivni rezultat.
Prag z-vrednosti, ki dolo¢a sumljive Sportnike je nizji, kar pomeni, da je stopnja tveganja

viSja. Ta prag bo presegel en Sportnik v populaciji 100 »nedopingiranih« Sportnikov.

Za dolocitev OFF-hr, smo uporabili naslednjo enacbo:
o OFF-hr, = (OFF-hryenumi — OFF-Nrpovpreeni) / V(o (1 + 1/n)),  enacba 7

kjer je ¢ univerzalna varianca (za OFF-hr, je 75.90) in n $tevilo prejsnjih analiziranih
vzorcev za pridobitev povpre¢ne vrednosti. Univerzalna varianca v bistvu predstavlja
variabilnost med razli¢nimi odcitki vzorcev pri posamezniku. Dolo¢ili so jo tako, da so
primerjali variance med razliénimi skupinami Sportnikov in tisto najvi§jo uporabili kot
univerzalno. Zaradi tega so meje visje in je obCutljivost manjsa. Zato se lahko zgodi, da
nekaj Sportnikov, ki zlorabljajo rHUEPO ne bo preseglo dovoljene meje. Po drugi strani pa
je zelo majhna verjetnost (1 na 1000), da bi »c¢ist« Sportnik zaradi naravnega nihanja
krvnih parametrov presegel dovoljeno mejo in bil tako neupravi¢eno izkljuéen iz
tekmovanja. Se vedno je namre¢ bolje kak3nega krivega spustiti, kot nedolznega okriviti.
Marsikateri »¢ist« Sportnik pa bo presegal meje, ki so dolo¢ene kot prag za sumljive
Sportnike. Vendar pa to Se ne pomeni uporabe dopinga, ampak Sportne organizacije te meje
uporabljajo za nacrtno testiranje in medicinsko spremljanje sumljivih Sportnikov. Vsak
Sportnik, ki bo presegel te sumljive meje bo na seznamu za testiranje izven tekmovanja
(angl. out-of-competition testing) in na ta nacin bodo Sportne organizacije zmanjSale
stroSke za testiranja, saj ne bodo po nepotrebnem izvajale testov na Sportnikih, za katere
obstaja minimalna oziroma skoraj nicna moznost, da uporabljajo rHuEPO (Sportniki, ki ne
presegajo sumljive meje). Bojazen, da bi s tem pristopom spregledali veliko Sportnikov, ki
dejansko zlorabljajo tHUEPO pa je odvec, saj prakticno vsi jemalci (tudi tisti, ki jemljejo

mikrodoze ) presegajo te meje.
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Ta enatba nam omogoca spremljanje individualnega gibanja OFF-hr vrednosti pri
posameznem Sportniku in je trenutno najbolj obcutljiva indirektna metoda, ki kaze na

zlorabo rHUEPO in njemu podobnih snovi.

3.2.4. Statisti¢na obdelava - prva skupina

Pri prvi skupini Sportnikov smo primerjali vrednosti hemoglobina in OFF-hr modela med
spoloma. Nato smo s primerjalno statistiko analizirali naSe rezultate. S statisti¢nim
programom SPSS 19 smo izvedli t-test za dva neodvisna vzorca, da smo ugotovili, ¢e se

vrednosti omenjenih parametrov statisticno znacilno razlikujeta glede na spol.

3.2.5. Statisti¢na obdelava - druga skupina

Pri drugi skupini Sportnikov smo najprej razdelili vse vrednosti Hb na vrednosti izmerjene
pred odhodom na Roglo, vrednosti izmerjene na Rogli ter vrednosti, ki so bile izmerjene
po prihodu iz Rogle. To smo storili tako, da smo z raunalniskim programom Microsoft
Excel 2007 izracunali povpre¢ne vrednosti hemoglobina pri prvi meritvi, da smo dobili
povpre¢no koncentracijo hemoglobina na nadmorski viSini < 610 m (v nadaljevanju
normalna nadmorska visina). Povpre¢ne vrednosti naslednjih Stirih meritev so nam sluzile
za povprecno koncentracijo hemoglobina na viSji nadmorski visini (Rogla), povpre¢ne
vrednosti Sestega in sedmega vzorca pa smo uporabili za izraun povpre¢ne koncentracije
hemoglobina po prihodu iz viSje nadmorske visine nazaj na normalno nadmorsko visino.
Na enak na¢in smo dolo¢ili tudi povprecne vrednosti za OFF-hr model. Nato smo te
povprecne vrednosti primerjali med seboj. Spet smo uporabili statisticni program SPSS
19, vendar smo tokrat rezultate analizirali s parnim t-testom, pri ¢emer smo ugotavljali
morebitne signifikantne razlike med vrednostmi hemoglobina ter OFF-hr modela pred
odhodom na Roglo z vrednostmi na Rogli ter z vrednostmi po prihodu iz Rogle. To analizo

smo naredili lo¢eno za moski in Zenski spol.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. PRIMERJAVA VREDNOSTI KRVNIH PARAMETROV IN OFF-hr
MODELA S FIS LIMITNIMI VREDNOSTMI IN POPULACIJSKIMI
REFERENCNIMI VREDNOSTMI PRI PRVI SKUPINI SPORTNIKOV

4.1.1. Moski

V Preglednici VII

moski spol.

Preglednica VII:

so navedene vrednosti za hemoglobin, retikulocite in OFF-hr model za

Vrednosti hemoglobina, procenta retikulocitov in OFF-hr indeksa

za moski spol
Preiskovanec Datum sprejema konc. Hb (g/l) ret (%) OFF-hr (to¢ke)
1. 09.01.2009 145.0 0.5 102.6
2. 12.01.2009 156.0 11 93.1
3. 19.01.2009 141.0 1.2 75.3
4, 19.01.2009 164.0 0.9 107.1
5. 19.01.2009 144.0 0.7 93.8
6. 18.02.2009 156.0 11 93.1
1. 25.02.2009 147.0 1.0 87.0
8. 25.02.2009 166.0 0.8 112.3
9. 26.02.2009 164.0 0.9 107.1
10. 26.02.2009 150.0 11 87.1
11. 26.02.2009 155.0 1.0 95.0
12. 16.03.2009 155.0 14 84.0
13. 16.03.2009 169.0 1.0 109.0
14, 16.03.2009 159.0 0.9 102.1
15. 16.03.2009 161.0 1.0 101.0
16. 18.03.2009 149.0 0.9 92.1

1z teh rezultatov je razvidno, da noben osebek moskega spola ni presegel mejnih vrednosti

za hemoglobin, dolocenih s strani FIS. Osebek z zaporedno Stevilko 13 je imel najvisjo

-39-



vrednost hemoglobina med vsemi, in sicer 169 g/l, kar je Se na zgornji dovoljeni meji po
pravilniku FIS. Po drugi strani so najnizjo vrednost izmerili osebku z zaporedno Stevilko 3,
ki je imel koncentracijo hemoglobina 141 g/1. Povprecna koncentracija hemoglobina v prvi
skupini Sportnikov za moski spol je bila 155.1 g/l, kar spada v referen¢ni interval, ki je za
mosSke 140-175 g/l.

Vrednosti za procent retikulocitov so se prav tako gibale znotraj dovoljenega intervala, Ki
Stevilko Stevilko 12, in sicer 1.4%, najnizji procent retikulocitov pa smo opazili pri osebku
z zaporedno Stevilko 1 z 0.5%.

Tudi vrednosti indeksa stimulacije kostnega mozga niso pri nobenem osebku moskega
spola presegale limitnih vrednosti FIS. Najvisjo vrednost OFF-hr modela smo izracunali za
osebek z zaporedno Stevilko 8, ki je dosegel 112.3 tocke, najnizjo pa smo izraCunali za

osebek z zaporedno Stevilko 3, ki je dosegel 75.3 tocke.

Ce bolj podrobno pogledamo rezultate v Preglednici VII opazimo, da preiskovanec z
najvecjo koncentracijo Hb ni imel tudi najvecje vrednosti OFF-hr modela. Na drugi strani
pa opazimo, da je preiskovanec, ki je imel tretjo najmanjSo koncentracijo Hb v skupini,
dosegel zelo visoko vrednost OFF-hr modela (peto najveéjo). To pomeni, da ima na
rezultat OFF-hr modela zelo pomemben vpliv tudi procent retikulocitov. Zaradi tega je v
antidopinskem smislu izjemnega pomena, da se te krvne analize izvajajo po ustaljenem
protokolu, s standardiziranimi postopki in aparaturami, saj ze najmanjSa analizna napaka
vpliva na kon¢ni rezultat. V prvem primeru je preiskovanca, katerega koncentracija Hb je
Ze skoraj presegla dovoljeno mejo, pred previsokim indeksom stimulacije kostnega mozga
obvaroval prav procent retikulocitov, ki je »nasprotoval« uc¢inku Hb na OFF-hr model. V
drugem primeru pa je prav nizek procent retikulocitov pripomogel k dokaj visokemu OFF-
hr modelu, upostevajo¢ relativno nizko koncentracijo Hb. Da bi osebek z zaporedno
Stevilko 13 presegel FIS dovoljeni prag za OFF-hr model, bi moral imeti najve¢ 0.5%
retikulocitov, s ¢imer bi dosegel 126.6 tocke. Iz tega vidika je OFF-hr model mnogo bolj
varna metoda dokazovanja suma zlorabe rHUEPO v smislu lazno pozitivnih rezultatov, kot
pa zgolj omejitve vrednosti Hb oziroma Ret%, ki lahko pri nekaterih posameznikih ze
naravno presegajo omenjene limite. Pri vseh treh metodah pa je Se vedno problem
detektirati tiste Sportnike, ki jemljejo rHUEPO po takem rezimu, da vzdrzujejo vrednosti

omenjenih parametrov in modelov tik pod zgornjo dovoljeno mejo.
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Na podlagi rezultatov iz Preglednice VII lahko sklepamo, da nih¢e v tej skupini ni v
bliznji preteklosti zlorabljal rHUEPO, saj nobeden preiskovanec ni presegel zgornjega
dovoljenega praga za koncentracijo Hb, praga za procent retikulocitov in praga za vrednost
OFF-hr modela. Vendar pa ta indirektni pristop ni stoodstotna metoda, saj je recimo
obcutljivost OFF-hr modela v fazi izpiranja po nekaterih prejSnjih raziskavah 20-80%
(odvisno od casa od zadnje injekcije rHUEPO) (44), po lanski raziskavi pa zgolj 5.6%.
Avtorji slednje so celo predlagali, da se indeks stimulacije kostnega mozga umakne iz
dopinskih testiranj, saj naj bi bil prav zaradi nizke obcutljivosti neucinkovit pri zaznavanju
Sportnikov, ki so pred kratkim nehali jemati rHUEPO (30). Je pa OFF-hr uporaben pri
spremljanju sumljivih Sportnikov za ti. nacrtno testiranje, saj se na ta nacin racionalizirajo
stroSki testiranj in se hkrati pove€a ucinkovitost boja proti krvnemu dopingu. V nasi
skupini Sportnikov bi bilo smiselno Se naprej spremljati tiste Sportnike, ki so imeli najvisje
indekse in jih obcasno testirati tudi z direktno metodo izoelektri¢nega fokusiranja. FIS je
za nacrtno testiranje dolocila prag OFF-hr modela 104.6 tocke za moske in 92.2 tocke za
zenske. Te vrednosti ustrezajo enemu lazno pozitivnemu vzorcu na deset vzorcev.
Statisticno gledano to pomeni, da bi v skupini desetih Sportnikov, ki se ne posluZzujejo
dopinga, eden presegel omenjene vrednosti. V preglednici VII vidimo, da prag za nac¢rtno
testiranje presegajo Stirje moski Sportniki (Sportniki z zaporednimi Stevilkami 4, 8, 9 in 13).
Iz dopinskega vidika lahko re¢emo, da je v na$i skupini najbolj »sumljiv« preiskovanec z
zaporedno Stevilko 8, katerega krvni profil kaZe znacilnosti pred kratkim koncCane terapije
z rHUEPO, saj ima ob visoki koncentraciji Hb tudi relativno nizek procent retikulocitov v
primerjavi z ostalimi preiskovanci, kar ima za posledico tudi najvisjo vrednost OFF-hr
modela v skupini. Znacilnost Sportnikov, ki so pred kratkim koncali s terapijo z rHuEPO
pa je ravno ta, da imajo Se vedno poviSane vrednosti Hb, hkrati pa se njihov procent
retikulocitov spusti pod vrednost, ki so jo imeli pred zaetkom jemanja rHuEPO. Vendar
pa so vse vrednosti omenjenega Sportnika znotraj dovoljenih mej. Zaradi tega bi bilo
potrebno narediti Se ve€ testov, da bi videli kako se gibljejo njegove vrednosti krvnih
parametrov tekom ¢asa. Na podlagi dobljenih rezultatov lahko zaklju¢imo, da preiskovanec
ni presegel nobene meje zapisane v FIS antidopinskem pravilniku, kar pomeni, da lahko
tekmuje na vseh tekmovanjih, ki so pod okriljem te organizacije.
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4.1.2. Zenske

Enako analizo, kot je opisana zgoraj, smo naredili za zenski del prve skupine Sportnikov.
Pri¢akovano so vrednosti za hemoglobin in OFF-hr model dosti nizje, kot pri moskem

spolu. V Preglednici V111 so zbrani rezultati za zenski spol.

Preglednica VIII: Vrednosti hemoglobina, procenta retikulocitov in OFF-hr indeksa
za zenski spol

Preiskovanka Datum konc. Hb (g/l) ret (%) OFF-hr (tocke)
sprejema
1. 19.01.2009 133.0 1.7 54.8
2. 19.01.2009 134.0 1.2 68.3
3. 19.01.2009 141.0 1.7 62.8
4, 19.01.2009 144.0 14 73.0
5. 09.02.2009 140.0 1.0 80.0
6. 25.02.2009 130.0 0.7 79.8
7. 25.02.2009 125.0 1.9 42.3
8. 25.02.2009 135.0 0.8 81.3
9. 25.02.2009 142.0 0.9 85.1
10. 26.02.2009 142.0 0.8 88.3
11. 26.02.2009 149.0 1.2 83.3
12. 26.02.2009 159.0 1.3 90.6
13. 16.03.2009 149.0 0.6 102.5
14, 16.03.2009 139.0 0.8 85.3
15. 18.03.2009 139.0 0.7 88.8
16. 18.03.2009 137.0 0.8 83.3
17. 18.03.2009 147.0 0.9 90.1

Tudi pri Zenskah nobena preiskovanka ni presegla zgornje dovoljene meje za hemoglobin
in OFF-hr model, dolo¢ene v FIS antidopinskem pravilniku. Se najblizje tej meji je bila
preiskovanka z zaporedno Stevilko Stevilka 12, ki so ji izmerili koncentracijo Hb 159.0 g/l,
kar je nekoliko visje, kot so populacijske referenéne vrednosti Hb za Zenske. Najnizjo
koncentracijo Hb pa so izmerili preiskovanki z zaporedno Stevilko 7, in sicer 125.0 g/l.
Povpre¢na koncentracija Hb pri zenskem spolu je bila 140.3 g/l, kar je v skladu z

referen¢nimi vrednostmi Hb za Zenske, ki so 123-153 g/I.
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Rezultati za procent retikulocitov so bili znotraj referen¢nih mej, ki so enake, kot v FIS
zaporedno Stevilko 7, katere krvna analiza je pokazala 1.9% retikulocitov v krvi. Najnizji
procent pa so doloc¢ili preiskovanki z zaporedno Stevilko 13 z 0.6% retikulocitov v krvi.
Vrednosti OFF-hr modela niso pri nobeni preiskovanki presegale limitnih vrednosti FIS.
Najvisji indeks smo izraCunali za preiskovanko z zaporedno Stevilko 13, ki je dosegla
102.5 tocke, najnizji indeks pa smo izracunali za preiskovanko z zaporedno Stevilko 7, ki
je dosegla 42.3 tocke.

modela, zaradi nasprotnega vpliva retikulocitov na indeks. Po drugi strani pa ima
preiskovanka z najmanjSo koncentracijo Hb tudi najnizjo vrednost OFF-hr modela, saj ima
retikulocitov pri tej osebi bi nas lahko napeljal na idejo, da ta oseba trenutno uporablja
rHUEPO, vendar pa bi v tem primeru poleg visokega procenta retikulocitov opazili tudi
visoko koncentracijo Hb. Pri tej osebi pa opazimo nizko koncentracijo Hb, ki nakazuje na
krvavitev ali odvzem vecje koli¢ine krvi za kasnejSo avtologno transfuzijo. Seveda pa je
tudi mozno, da gre pri tej osebi za kakSno patologijo (anemija) ali pa, kar se zdi
najverjetneje, da ima ta oseba ze naravno nizke vrednosti Hb in visok procent
retikulocitov.

Preiskovanka z zaporedno $tevilko 13 je kandidatka za nadaljnje naértno testiranje, saj je
njena vrednost Hb dokaj visoka, hkrati pa je njen delez retikulocitov najnizji v skupini. To
dvoje skupaj pa vodi v najvecjo vrednost OFF-hr modela v skupini. Njen indeks presega
92.2 tocke, ki je v FIS antidopinSkem pravilniku mejna vrednost za nacrtno testiranje. TO
pomeni, da bodo v prihodnosti na njej izvajali vec testiranj krvi, vimes pa bo podvrzena
tudi kakSnemu urinskemu direktnemu testu.

Pri preiskovanki z najvisjo vrednostjo Hb, ki je tudi nekoliko nad populacijskim
referenénim intervalom, bi iz dopinSkega vidika pomislili na transfuzijo krvi ali zlorabo
rHUEPO, vendar pa je ta scenarij malo verjeten, saj je njen procent retikulocitov relativno
normalen. Iz rezultatov prejsSnjih raziskav pa vemo, da ima oseba po transfuziji krvi ali
nekaj tednov po zadnji injekciji rHUEPO, visok Hb in hkrati zelo nizek procent
retikulocitov zaradi fizioloSkega odziva telesa, ki zavre izplavljanje nezrelih eritrocitov v
krvni obtok (38; 51). Vsekakor pa na podlagi ene same meritve ne moremo interpretirati
teh rezultatov, kot kakrsenkoli dokaz uporabe prepovedanih snovi ali metod.
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4.2. PRIMERJAVA VREDNOSTI HEMOGLOBINA MED SPOLOMA PRI
PRVI SKUPINI SPORTNIKOV

Povpre¢na vrednost Hb pri moskih je bila za 14.8 g/l ve¢ja, kot pri Zenskah. Najvecja
razlika je bila med moskim preiskovancem z zaporedno Stevilko 13 in Zensko
preiskovanko z zaporedno Stevilko 7 in je znaSala 44 g/l. T-test za dva neodvisna vzorca v
programu SPSS 19 je pokazal, da obstaja statisticno znacilna razlika (p < 0.05) v
koncentraciji hemoglobina med spoloma. Moski del prve skupine Sportnikov je imel
statisticno znacilno vi§jo koncentracijo Hb kot Zenski del. Do enakih ugotovitev so prisli
tudi raziskovalci, ki so Stiri zaporedne sezone spremljali vrednosti Hb in retikulocitov pri
vrhunskih smucarjih (52).

Preglednica IX prikazuje rezultate t-testne statistike za dva neodvisna vzorca.

Preglednica IX: Izpisek programa SPSS 19 za t-test za vrednost hemoglobina pri

obeh spolih
Levene's Test for
Equality of Variances | t-test for Equality of Means
Sig.  (2-[Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) Difference | Difference
Hb Equal variances | ,242 ,626 5,131 31 ,00001 14,7684 2,8780
assumed
Equal variances 5,124 30,626 | ,00002 14,7684 2,8824
not assumed

4.3. PRIMERJAVA VREDNOSTI OFF-hr MODELA MED SPOLOMA PRI
PRVI SKUPINI SPORTNIKOV

Povpreéna vrednost OFF-hr modela je bila za 17.5 toc¢ke veéja pri moskih kot pri zenskah.
Najvecja razlika je bila 70 tock med preiskovancem z zaporedno Stevilko 8 in
preiskovanko z zaporedno Stevilko 7. Ponovno smo izvedli t-test za dva neodvisna vzorca,
ki je pokazal, da imajo moski statisticno znacilno (p < 0.05) viSje vrednosti indeksa

stimulacije kostnega mozga. Rezultati t-testa so podani v Preglednici X.
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Preglednica X: lIzpisek programa SPSS 19 za t-test za vrednost OFF-hr modela pri

obeh spolih
Levene's Test for
Equality of Variances | t-test for Equality of Means
Sig.  (2-|Mean Std. Error
F Sig. t df tailed) Difference [ Difference
OFF Equal variances |,907 ,348 3,963]31 ,0004 17,5563 4,4296
assumed
Equal variances 4,007 | 28,555 | ,0004 17,5563 4,3812
not assumed

Visja vrednost OFF-hr modela pri moskih je izklju¢no posledica visjih vrednosti Hb pri
moskih, saj je procent retikulocitov ponavadi pri obeh spolih priblizno enako razporejen.
Banfi in sodelavci so sicer odkrili statisticno znacilno razliko v vrednostih retikulocitov
med spoloma, vendar je bilo Stevilo testiranih Sportnikov tako majhno (n=18), da vzorec ni
bil reprezentativen (52). V naSem primeru je bil povprecen procent retikulocitov pri
moskih 1.0%, pri zenskah pa 1.1%. Pri naSi raziskavi torej nismo nasli signifikantnih
sprememb v vrednostih retikulocitov med spoloma. Tudi populacijske referenéne meje so
za procent retikulocitov enake za oba spola, medtem ko so za Hb in OFF-hr pri moskih
vi§je. Zato je logicno, da, Ce obstaja statisticno znacilna razlika med spoloma v Hb, da
posledi¢no obstaja tudi statisticno znacilna razlika v vrednosti OFF-hr modela med

spoloma in to smo z zgornjim testom tudi dokazali.
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4.4. PRIMERJAVA VREDNOSTI KRVNIH PARAMETROV PRED VISINO,
NA VISINI IN PO VISINI S FIS LIMITNIMI VREDNOSTMI IN
POPULACIJSKIMI REFERENCNIMI VREDNOSTMI PRI DRUGI
SKUPINI SPORTNIKOV

Koncentracijo hemoglobina in procent retikulocitov smo opazovali preden so Sportniki
odsli na priprave na Roglo, med pripravami na Rogli in potem, ko so prisli iz Rogle. Prvi
vzorec je Stel za meritev pred pripravami, povpre€je naslednjih Stirth vzorcev je
predstavljalo vrednost parametrov na Rogli, povpre¢je zadnjih dveh meritev pa je

predstavljalo vrednost parametrov po prihodu iz Rogle.

4.4.1. Moski

Rezultati so pokazali, da ni bistvene razlike v vrednostih omenjenih parametrov glede na to
ali so Sportniki na normalni nadmorski viSini ali pa na visSini 1517 metrov nadmorske
viSine. Program SPSS 19 med meritvami na razlicnih nadmorskih vi$inah ni zaznal

statisticno znacilnih razlik. Preglednica XI prikazuje rezultate parnega t-testa.

Preglednica XI : Parni t-test za ra¢unanje statisti¢no znacilnih razlik v vrednostih Hb

pred Roglo in na Rogli ter vrednostih pred Roglo in po Rogli za moski spol

Paired Differences
95% Confidence Interval of
Std. Std. Error [ the Difference Sig. (2-

Mean | Deviation Mean Lower Upper t df | tailed)
Pair Pred Roglo -]-,5500 | 6,7918 2,4013 -6,2281 5,1281 -,229 |7 |,825
1 Na Rogli
Pair Pred Roglo -] 3,3125 | 4,4556 1,5753 -,4125 7,0375 2,103(7 |,074
2 Po Rogli

Pri prvi meritvi na Rogli se je sicer Hb malenkost zvisal, vendar je pri drugi meritvi tudi za
priblizno enak delez padel ter se nato pri tretji meritvi gibal okoli zacetne vrednosti.
Zadnji, Cetrti teden viSinskih priprav na Rogli pa je Hb padel pod zacetno vrednost. Vendar

pa je bila povprecna koncentracija Hb na viSini prakticno enaka tisti pred odhodom na
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Roglo, in sicer je bila 154.8 g/l. Po prihodu iz Rogle je povprec¢na koncentracija Hb padla
na 151.6 g/l, kar je v nasprotju z nasimi pricakovanji. Glede na rezultate preteklih Studij,
smo sklepali, da se bo na viSini pod vplivom hipoksi¢nih pogojev zvisala koncentracija Hb
in bo ostala poviSana Se vsaj dva tedna po prihodu iz priprav. V naSem primeru pa se na
visini koncentracija Hb ni zvisala, po prihodu iz Rogle pa je celo padla nizje od zacetnih
vrednosti.

Preglednica XII prikazuje zbrane rezultate iz teh testiranj za moski spol.

Preglednica XII: Povpre¢ne vrednosti Hb in Ret pred odhodom na Roglo, na Rogli in

po prihodu iz Rogle za moski spol

Predvis. | Navis.1 | Navis.2 | Navis.3 | Navis. 4 Povis. 1 Po vis. 2
Moski (n=9)
Hb (g/l) | 155,0 157,3 154,8 155,7 151,3 152,6 150,5
Ret (%) | 1,2 1,4 13 1,4 11 1,2 11

Najvisjo koncentracijo Hb pri moskih Sportnikih so zabelezili pri enem preiskovancu pri
drugem odvzemu krvi, torej naslednje jutro po prihodu na Roglo in je znaSala 167.0 g/l. Pri
njemu se je koncentracija Hb v primerjavi s prvo meritvijo poviSala kar za 17.0 g/l. TakSen
drasti¢en skok koncentracije Hb bi teZko pripisali izkljuno vplivu visine. V literaturi je
sicer mo¢ zaznati, da ponavljajoce tri- do Stiritedenske viSinske priprave na nadmorski
viS§ini 2000 metrov in ve¢, lahko privedejo do zviSanja koncentracije Hb pri vrhunskih
Sportnikih za 10-15 g/L (35). Vendar pa so v naSem primeru priprave potekale na nizji
nadmorski viSini, poleg tega pa je bil preiskovanec v Casu odvzema krvi Sele en dan na
Rogli in v tako kratkem casu tudi teoreticno $e ne more priti do taksSnih velikih
hematoloskih sprememb. Temu sklepu govori v prid tudi dejstvo, da se pri ostalih
preiskovancih koncentracija Hb pri prvi meritvi na Rogli ni poviSala v taksni meri, kot pri
njemu (enemu preiskovancu se pri prvi meritvi na Rogli celo zmanjSa koncentracija Hb),
zato lahko vpliv viSine, kot edini vzrok tako velikega porasta koncentracije Hb izklju¢imo.
Na visini sicer pride do stimulacije kostnega mozga zaradi hipoksi¢nih pogojev, kar povisa
vrednosti Hct in Hb, poleg tega pa tudi vzdrzljivostni trening povzroCi porast mase
eritrocitov. Vendar ima vzdrZljivostna vadba Se vecji vpliv na volumen plazme, in sicer
poveca njen volumen (35;47;53). Posledica vsega tega je, da imajo Sportniki normalno ali
rahlo nizjo koncentracijo Hb, kot normalna populacija. Njihova masa totalnega Hb pa je

seveda viSja. Poleg treninga ima na vrednosti krvnih parametrov vpliv tudi prehrana,
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prehranska dopolnila in vnos tekocine, a ti vplivi so minimalni. Glede na to, da smo pri
nadaljnjih meritvah pri tem preiskovancu opazili tudi velika nihanja v procentu
retikulocitov, je mozno, da se je preiskovanec posluzil kaksne oblike krvnega dopinga. Ali
gre za transfuzijo, rHUEPO ali kaksno drugo podobno snov, pa je iz teh rezultatov
nemogoce predvideti. Potrebni bi bili Se nadaljnji testi, saj v primeru, da Sportnik trenutno
zlorablja rHuUEPO, nam vrednosti indeksa stimulacije kostnega mozga ni¢ ne povedo, saj
ima ta indeks obcutljivost samo v fazi izpiranja tj. po konc¢ani terapiji z rtHuEPO. Vsekakor
pa je potrebno na tem mestu poudariti, da so kljub neobicajnemu krvnemu profilu,
preiskovanceve vrednosti Se vedno znotraj dovoljenih mej, ki jih je postavila FIS in dokler
se takemu Sportniku z direktnimi ali indirektnimi metodami ne dokaze krivda, velja za

nedolznega in ima povsem legitimno pravico nastopati na tekmovanjih.

Najnizjo vrednost Hb so enemu moSkemu preiskovancu izmerili po prihodu iz Rogle pri
Sestem odvzemu Kkrvi in je znaSala 136.0 g/l. Ta vrednost je nizja od populacijskega
referenCnega intervala. Ta preiskovanec je imel tekom celotne Studije med vsemi najnizjo
koncentracijo Hb in najmanjsi procent retikulocitov. Razlog za takSen krvni profil bi lahko
bil patoloski, npr. blaga anemija. Moznost, da bi v tem primeru Slo za manipulacijo s krvjo,
na primer za oddajo krvi za kasnejSo avtologno transfuzijo, lahko izlo¢imo zaradi
vztrajanja nizkega procenta retikulocitov tekom celotne Studije. Po oddaji vecje koliCine
krvi, je namre¢ poleg nizke koncentracije Hg znacilen tudi velik porast retikulocitov, ki se
po sedmih dneh povisajo skoraj za 2.5-krat ter ostanejo povisani Se nadaljnjih sedem dni
(15).

Povprecne vrednosti procenta retikulocitov se le malo spreminjajo, vendar v grobem
sledijo prejSnjim ugotovitvam, Ki pravijo, da se procent retikulocitov na viSini najprej
zvisa, nato pa po prihodu iz visine pade pod zacetno mejo (48). Pri analizi podatkov smo
ugotovili, da trije osebki presegajo FIS limitno vrednost za retikulocite. VVsem trem so
izmerili 2.0% retikulocitov tekom priprav na Rogli, enemu pri drugem odvzemu Kkrvi,
ostalima dvema pa pri Cetrtem odvzemu. Vsi trije bi po pravilih FIS morali dati Se urinski
vzorec, poleg tega pa bi bili Se izklju€eni 1z tekmovanja za pet dni. Glede na to, da so vsi
preiskovanci imeli najvec¢ji procent retikulocitov na Rogli, bi lahko sklepali, da je za ta
dvig odgovorna visja nadmorska viSina. Poleg tega pa je dejstvo, da se po akutni vadbi
Stevilo retikulocitov zviSa, med dolgotrajnim treningom pa se njihova vrednost lahko tudi
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zniza. V primeru, da so tem Sportnikom vzeli kri takoj po treningu, se je ta vpliv lahko

poznal pri rezultatih.

4.4.2. Zenske

Pri Zenskah se je povprecna vrednost Hb na viSini postopoma zviSevala, po drugem tednu
bivanja na Rogli pa je zacela padati. Po prihodu iz Rogle je bila povpre¢na vrednost Hb Se
vedno vi§ja od prve meritve pred odhodom na Roglo. Razlika med povprecnimi
vrednostmi izmerjenimi na Rogli in vrednostmi izmerjenimi pred odhodom na Roglo je
bila 6 g/l. Razlika v povpreénih vrednostih po prihodu iz Rogle in vrednostih pred
odhodom na Roglo je bila minimalna, okrog 1.5 g/l.

Preglednica XIII prikazuje zbrane rezultate testiranj za zenski spol.

Preglednica XIII: Povpreéne vrednosti Hb in Ret pred odhodom na Roglo, na Rogli

in po prihodu iz Rogle za Zenski spol

Pred vis. Na vis. 1 Na vis. 2 Na vis. 3 Na vis. 4 Povis. 1 Po vis. 2

Zenske (n=3)
Hb (g/l) 134,0 137,3 142,3 140,7 139,7 134,7 136,7
Ret (%) 1,7 1,8 1,5 1,1 1,4 1,2 1,2

Kljub temu, da pri rezultatih opazimo trend vecanja koncentracije Hb na viSini, pa nam
statisticni program SPSS ne pokaze signifikantne razlike v vrednostih pred Roglo in
vrednostih na Rogli ter po Rogli. To pomeni, da se vrednosti Hb na Rogli niso povisale v
taki meri, da bi bile statisticno znacilno drugac¢ne od vrednosti izmerjenih na InStitutu.
Vendar pa je tu potrebno dodati, da je na$ statisticni vzorec tako majhen (n=3), da rezultati

statistike niso najbolj zanesljivi. Rezultate parnega t-testa prikazuje Preglednica XIV.
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Preglednica XIV: Parni t-test za racunanje statisti¢cno znacilnih razlik v vrednostih
Hb pred Roglo in na Rogli ter vrednostih pred Roglo in po Rogli za Zenski spol

Paired Differences
95% Confidence
Interval of the
Std. Std. Error | Difference Sig. (2
Mean Deviation Mean Lower Upper t df | tailed)
Pair Pred Roglo - | -6,0333 | 4,4061 2,5438 -16,9786 | 4,9119 2,372 |2 | 141
1 Na Rogli
Pair Pred Roglo -] -1,6667 | 7,2858 4,2065 -19,7657 16,4323 -39% |2 |,730
2 Po Rogli

Najvisjo koncentracijo Hb smo pri zenskah izmerili eni preiskovanki po dveh tednih
viSinskih priprav na Rogli in je znaSala 151.0 g/l, kar je dale¢ od zgornje dovoljene meje,
ki jo doloc¢a FIS. Njene vrednosti Hb so se tekom priprav le malo razlikovale.

Najnizjo koncentracijo Hb pa smo zabelezili pri dveh preiskovankah pri prvem odvzemu
krvi. Obema so izmerili 128.0 g/l. To pomeni, da so imele vse tri preiskovanke tekom

Studije koncentracijo Hb znotraj populacijskega referencnega intervala.

Iz preglednice XIII je razvidno, da je pri Zenskah povpreen procent retikulocitov pri
zaCetnih meritvah zelo visok. Tak rezultat je predvsem posledica ene Zenske preiskovanke,
katere vrednosti retikulocitov so kar pri dveh meritvah presegle FIS limitne vrednosti. Pri
prvem odvzemu Kkrvi so ji namerili 2.1%, pri drugem pa celo 2.3%. To pomeni, da bi bila ta
preiskovanka izklju€ena iz tekmovanja in bi morala zagotoviti urinski vzorec za nadaljnja
testiranja. Vzroka za njen neobicajen krvni profil najbrz ne gre iskati v zlorabi rHUEPO, saj
je njena koncentracija Hg dokaj nizka, oziroma v pretekli zlorabi rHUEPO, saj je njen
OFF-hr indeks zelo nizek. Pri njej bi lahko sklepali podobno, kot pri eni preiskovanki v
prvi skupini, namre¢, da je mozno, da je shranila vec¢jo koli¢ino Krvi za kasnejSo avtologno
transfuzijo. Vsekakor bi bilo potrebno njene vrednosti spremljati Se naprej, Se posebej tik
pred tekmovanjem, ko si $portniki navadno infuzirajo avtologno kri. Ce bi takrat zaznali v
njenem krvnem profilu visoko koncentracijo Hb in nizko vrednost retikulocitov, bi se nas
sum o zlorabi avtologne transfuzije potrdil. Po vsej verjetnosti pa pri tej preiskovanki ne
gre za doping, ampak prej za kaksno patolosko stanje. Tudi preiskovanka z najvisjo

koncentracijo Hb je imela pri prvem odvzemu visok procent retikulocitov v Krvi, in sicer
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odvzem). Potem se je koncentracija Hb zacela zmanjSevat, procent retikulocitov pa se je
nekoliko ustalil. Zaradi takSnega nihanja v krvnem profilu, ki kaZe znacilnosti pretekle
zlorabe rHUEPO, smo za to preiskovanko dolo¢ili tudi OFF-z vrednosti, ki so prikazane
kasneje v diplomi.

4.5. PRIMERJAVA VREDNOSTI OFF-hr MODELA PRED VISINO, NA
VISINI IN PO VISINI PRI DRUGI SKUPINI SPORTNIKOV

Za vsakega Sportnika smo iz podatkov o koncentraciji Hb in procentu retikulocitov
izraCunali indeks stimulacije kostnega mozga — OFF-hr indeks. Za vsak spol posebej smo
izracunali povprecne vrednosti OFF-hr modela iz meritev, ki so bile izvedene pred

odhodom na visino, iz meritev na viSini in meritev po prihodu iz viSine.

4.5.1. Moski

Pri moskih je bila povprec¢na vrednost OFF-hr modela pred odhodom na Roglo 90.7 tocke,
povprecna vrednost na Rogli 86.5 tock in povprecna vrednost po prihodu iz Rogle 89 tock.
Najvecjo vrednost OFF-hr modela smo izracunali pri enem osebku takoj po prihodu iz
Rogle in je znasala 103.3 tocke (Hb=157 g/l; Ret=0.8%). Najnizjo vrednost OFF-hr
modela pa smo dobili pri enem osebku pri petem odvzemu (na Rogli) in je znasala 59.3
tocke (Hb=142 g/1; Ret=1.9%). Torej nihée od Sportnikov ni presegel niti meje za OFF-hr
model, ki oznaCuje sumljive Sportnike. Slika 2 prikazuje povpre¢ne vrednosti OFF-hr

modela pri posameznem odvzemu krvi za moski spol.

-51-



OFF-hr

92

90 -

88 -

86 -

84

80 - . . : : : :

Pred Roglo Na Rogli 1 NaRogli2 NaRogli3 NaRogli4 PoRoglil PoRogli2

Slika 3: Vrednosti OFF-hr indeksa pri posameznem odvzemu krvi za moski spol

Na sliki 3 opazimo, da je OFF-hr po prihodu na visino zacel padati in dosegel najnizjo
vrednost tretji teden viSinskih priprav na Rogli. Potem se je ponovno zacel zviSevat, vendar
tudi pri zadnji meritvi po prihodu iz Rogle ni presegel vrednosti pri prvem odvzemu. Ti
rezultati niso skladni z rezultati raziskave Ashendena in sodelavcev (48), ki je preucevala
vpliv viSine na indirektne metode dolo¢evanja rHuEPO. Tam so raziskovalci pokazali, da
se OFF-hr na visini takoj zviSa nad zacetno vrednost in nato raste do najvecje vrednosti, ki
Jo doseze po prihodu iz viSine. V naSem primeru pa se indeks na visini zniza. 1z
preglednice XII je razvidno, da se indeks zniza predvsem zaradi dviga retikulocitov, saj se
vrednosti Hb na viSini gibljejo okoli vrednosti pri prvi meritvi. Verjeten razlog zakaj se
nasi rezultati razhajajo z rezultati omenjene raziskave bi lahko bil v tem, da naSa Studija ni
bila izvedena na dovolj visoki nadmorski viSini. Ashenden in sodelavci so namrec
analizirali rezultate Sportnikov, Ki so trenirali na nadmorski visini 2690 m. Na tej viSini je
hipoksi¢ni drazljaj na stimulacijo kostnega mozga bistveno vecji. Poleg tega je vpraSanje
tudi, ¢e so bili odvzemi krvi pravilno naértovani in izvedeni. Krvni parametri so namre¢
zelo obcutljivi na spremembe in pri antidopinSkih odvzemih krvi je protokol natan¢no
definiran. Kljub temu, da je Ze na prvi pogled vidno, da se vrednosti niso konkretno
razlikovale glede na viSino, smo vseeno morebitne signifikantne razlike preverili s
statistiécnim programom SPSS 19. Preglednica XV prikazuje rezultate parnega t-testa za
moski spol.
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Preglednica XV: Parni t-test za vrednosti OFF-hr modela (pred Roglo, na Rogli, po
Rogli) za moski spol

Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence Interval of
Std. Std. Error | the Difference Sig. (2-

Mean | Deviation Mean Lower Upper t df | tailed)
Pair Pred Roglo -]4,1889|7,2185 2,4062 -1,3597 9,7375 1,74118 |,120
1 Na Rogli
Pair Pred Roglo -] 1,7556 | 7,8271 2,6090 -4,2609 7,7720 ,673 |8 [,520
2 Po Rogli

Po pri¢akovanjih je parni t-test potrdil nasa predvidevanja in pokazal, da med vrednostmi

pred Roglo in vrednostmi na Rogli ter po Rogli ni statisti¢no znacilnih razlik.

4.5.2. Zenske

Pri zenskah smo najve¢jo povprecno vrednost OFF-hr modela izracunali iz meritev po
prihodu iz Rogle (71 tock). Meritve na Rogli so dale povpre¢no vrednost 68.7 tocke,
najmanjSe vrednosti OFF-hr modela pa so imele Sportnice pred odhodom na Roglo (56.5
toCke). Najvecjo posamezno vrednost OFF-hr modela smo dolocili eni preiskovanki pri
Cetrtem odvzemu in je znaSala 91 tock (Hb=151 g/l; Ret=1.0%), najmanjSo posamezno
vrednost pa smo dolocili eni preiskovanki pri prvem odvzemu in je znaSala 41.1 tocke
(Hb=128 g/I; Ret=2.1%). Torej tudi tu ni nobena Sportnica presegla praga, ki doloca
sumljive Sportnike.

Slika 3 prikazuje povpreéne vrednosti OFF-hr modela pri posameznem odvzemu krvi za
zenski spol.
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Slika 4: Vrednosti OFF-hr indeksa pri posameznem odvzemu Kkrvi za zenski spol

Iz slike 4 vidimo, da je pri Zenskah gibanje vrednosti OFF-hr modela tekom viSinskih
priprav drugacno, kot pri moskih. Takoj po prihodu na Roglo je njihov OFF-hr malenkost
Vvisji v primerjavi s prvo meritvijo, nato pa po prvem tednu viSinskih priprav strmo naraste
in doseze najviSjo vrednost v tretjem tednu priprav. Potem nekoliko upade, vendar je po
prihodu iz Rogle Se vedno nad nivojem prvega odvzema krvi pred prihodom na Roglo. Pri
zenskah so razlike v OFF-hr med odvzemi vecje, kot pri moskih. Tudi tukaj smo razlike

preverili s parnim t-testom. Rezultati so prikazani v Preglednici XV1I.

Preglednica XVI: Parni t-test za vrednosti OFF-hr modela (pred Roglo, na Rogli, po
Rogli) za zenski spol

Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence Interval of
Std. Std. Error [ the Difference Sig.  (2-

Mean Deviation | Mean Lower Upper t df | tailed)
Pair Pred Roglo - | - 6,9974 4,0399 -29,6158 5,1491 - 21,094
1 Na Rogli 12,2333 3,028
Pair Pred Roglo - | - 6,6199 3,8220 -30,9115 1,9781 - 21,063
2 Po Rogli 14,4667 3,785

Ceprav je povpret¢na vrednost OFF-hr modela po Rogli za kar 14.5 tocke visja, kot

vrednost pred odhodom na Roglo, pa rezultati statistike pravijo, da med njima ni statisticno

-54 -



znacilne razlike. Vendar pa, kot smo Ze prej omenili, je vzorec pri zenskah tako majhen

(n=3), da je statisti¢na analiza nezanesljiva in ji ne moremo zaupati.

Zanimivo je, da se rezultati med spoloma tako zelo razlikujejo, glede na to, da so bili oboji
podvrzeni enakim pogojem. Pri vseh treh Zenskih preiskovankah so se vrednosti OFF-hr
modela na viini povecale, medtem ko pri moskih temu ni bilo tako. Pri slednjih se je v
nekaterih primerih indeks stimulacije kostnega mozga na visini celo znizal. Kot Ze receno,
je zaradi majhnega vzorca pri zenskah tezko komentirati rezultate, saj Ze sprememba
parametra pri eni osebi mo¢no vpliva na povprecno vrednost parametra cele skupine.
Ampak vseeno so vse tri preiskovanke kazale podoben trend gibanja OFF-hr modela.

Razlike v rezultatih med spoloma bi lahko iskali v druga¢nem rezimu treninga, saj je vse
ostalo bilo identi¢no (okolje, prehrana). Rezultati statistike so nam povedali, da viSinske
priprave na Rogli niso bistveno zviSale posameznikovih vrednosti Hb in OFF-hr modela.
Ob tem je potrebno dodati, da bi bilo potrebno za natan¢no analizo razlik izvesti vec
meritev pred odhodom na Roglo, da bi dobili zanesljive povpre¢ne vrednosti parametrov
na normalni nadmorski viSini. V na$i raziskavi smo doloc¢ili zaetne vrednosti parametrov

samo na podlagi ene meritve.

4.6. SPREMLJANJE INDIVIDUALNEGA KRVNEGA PROFILA

Krvni profil smo spremljali pri enemu moSkemu preiskovancu in eni zenski preiskovanki,
pri katerima smo opazili najvec¢ja odstopanja med posameznimi OFF-hr vrednostmi tekom
naSe raziskave. Na koncu smo omenjena osebka testirali tudi s trenutno najbolj obcutljivo

indirektno metodo - OFF-hr,. Uporabili smo enak pristop, kot je v bioloSkem potnem listu.

4.6.1. Evalvacija Hb, Ret% in OFF-hr modela

V preglednici XVI1I so navedeni rezultati meritev Hb in procenta retikulocitov za moSkega
preiskovanca, slika 5 pa prikazuje gibanje OFF-hr modela in procenta retikulocitov pri tem

preiskovancu.
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Preglednica XVII: Izmerjene vrednosti Hb in Ret pri posameznem odvzemu krvi pri
moskem Sportniku

Moski | 8.6.10 22.6.10 |28.6.10 |5.7.10 14.7.10 | 27.7.10 |6.8.10
Hb (g/1) | 156 160 152 157 156 152 156
Ret (%) | 1.2 1.4 1.2 1.9 0.9 0.9 1.1

Na sliki 5 opazimo, da so vrednosti OFF-hr modela pri prvih treh meritvah dokaj
konstantne, nato pa pride do velikega nihanja. Najprej se pri Cetrti meritvi indeks zniza, ze
pri naslednji meritvi pa sko¢i na najviSjo vrednost, ki smo jo izraCunali pri tem

preiskovancu.
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Slika 5: Vrednosti OFF-hr modela in procenta retikulocitov pri posameznem

odvzemu pri moSkem Sportniku

Glede na to, da se tekom teh dveh meritev njegova koncentracija Hb praktiéno ne
spreminja, je za taka odstopanja indeksa odgovoren procent retikulocitov. V preglednici
XVII vidimo, da ima preiskovanec pri Cetrtem odvzemu zelo visok procent retikulocitov,
kar povzro€i znizanje indeksa glede na prej$njo meritev. Pri naslednjem odvzemu pa
nastopi obratna situacija, in sicer pride do velikega znizanja retikulocitov, kar privede do
najvisjega indeksa. Na sliki 5 se lepo vidi, da procent retikulocitov sledi OFF-hr modelu,

vendar v nasprotnem smislu. Ko se OFF-hr zviSa se procent retikulocitov zniza in obratno.
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Rezultati prejsnjih raziskav na visini kazejo, da se na visini OFF-hr zviSa zaradi poviSanja
Hb in hkrati zniZzanja procenta retikulocitov, ki sledi po nekaj dneh bivanja/treniranja na
viSini. V naSem primeru se krvni profil preiskovanca ne ujema s temi ugotovitvami.
Njegova koncentracija Hb se na viSini ne povisa (izjema je prvi vzorec na Rogli, vendar tu
ne moremo zaslug zapisati vplivu viSine, saj je bil prvi vzorec vzet Ze naslednji dan po
prihodu na visino in v tako kratkem ¢asu se Hb najbrz ne more povisati v taki meri). PO
enem tednu viSinskih priprav (vzorec 3) se OFF-hr celo zniza v primerjavi z vrednostjo, ki

je bila izracunana iz meritev pred odhodom Sportnikov na Roglo.

Pri zenski preiskovanki prav tako ne opazimo znacilnega vpliva vi§je nadmorske visine na
nato pa ji je postopoma padal. Koncentracijo Hb je v povprecju resda imela visjo tekom
priprav na Rogli, kot pri prvem merjenju na Institutu, vendar so njene vrednosti Hb po
prihodu iz Rogle padle pod zacetni nivo. To pa ni v skladu z rezultati prej$njih Studij, ki so
pokazale, da povisan Hb vztraja Se nekaj Casa (priblizno dva tedna) po prihodu iz visje

nadmorske viSine. V preglednici XVI11I so zbrani podatki testiranj iz Rogle.

Preglednica XVII1: Izmerjene vrednosti Hb in Ret pri posameznem odvzemu Krvi pri

zenski Sportnici

Zenska |9.6.10 [21.6.10 [286.10 [57.10 [13.7.10 |26.7.10 |6.8.10
Hb (g/) | 146 144 148 151 147 140 140
Ret (%) | 1.9 17 15 1.0 11 12 12

Na sliki 6 vidimo, da se njen OFF-hr model postopoma zviSuje in doseze maksimum pri

Cetrtem odvzemu, nato pa za¢ne padati in je pri zadnji meritvi Se¢ vedno nad vrednostjo

doloceno pri prvem odvzemu.
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Slika 6: Vrednosti OFF-hr modela in procenta retikulocitov pri posameznem

odvzemu pri zenski Sportnici

4.6.2. Izracun OFF-hr; vrednosti

Ceprav so bili vsi parametri moskega preiskovanca znotraj dovoljenih mej, smo ga vseeno
testirali Se z OFF-hr; vrednostjo, saj se nam je zdel skok OFF-hr vrednosti iz Cetrte na peto
meritev nekoliko neobi¢ajen. Tudi pri zenski preiskovanki so bili vsi parametri znotraj
dovoljenih mej, vendar pa je imela ta oseba ob¢utno visjo koncentracijo Hb od ostalih dveh
preiskovank v skupini. Poleg tega je imela pri zacetnih meritvah sumljivo visok procent
retikulocitov, zato smo tudi pri njej izra¢unali vrednosti OFF-hr,.

Zanimalo nas je ali so nihanja v vrednostih OFF-hr pri katerem od omenjenih dveh
Sportnikov dovolj velika, da bo vrednost OFF-hr, presegla FIS limitno vrednost, ki je 3.09.

Da smo lahko ovrednotili ta nihanja med posameznimi meritvami, smo po vsakem
odvzemu krvi (razen po prvem) izraéunali OFF-hr, vrednost. To vrednost smo izra¢unali
po enacbi 7. Za lazje razumevanje smo spodaj navedli primer ra¢unanja za moskega
preiskovanca po drugem ter po tretjem odvzemu Krvi:
e Primer izra¢una OFF-hr, za moSkega preiskovanca po drugem odvzemu Krvi:
OFF-hr, = (89.0 - 90.3) / V(75.9 (1 + 1/1)) =- 0.11
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e Primer izracuna OFF-hr, za moSkega preiskovanca po tretjem odvzemu krvi:
OFF-hr, = (86.3 = 89.7) / \(75.9 (1 + 1/2)) = - 0.32

Po tej formuli smo izrac¢unali Se OFF-hr, vrednosti pri preostalih odvzemih krvi. Na enak
naéin smo izraCunali rezultate tudi pri zenski preiskovanki. Rezultati za moskega so

prikazani v preglednici X1X in za Zzensko v preglednici XX.

Preglednica XIX: Izra¢unane vrednosti OFF-hr in OFF-hr; pri posameznem

odvzemu krvi pri moskem preiskovancu

Odvzem 1. 2. 3. 4, 5. 6. 1.
krvi

OFF-hr 90.3 89.0 86.3 74.3 99.1 95.1 93.1

OFF-hr, / -0.11 -0.31 -141 1.45 0.76 0.43

Preglednica XX: Izra¢unane vrednosti OFF-hr in OFF-hr,pri posameznem odvzemu

krvi pri Zenski preiskovanki

Odvzem 1. 2. 3. 4, 5. 6. 1.
krvi

OFF-hr 63.3 65.8 74.5 91.0 84.1 74.3 74.3

OFF-hr, / 0.20 0.93 2.30 1.07 -0.15 -0.13

Rezultati tega testa so moskega Sportnika oprali vsakrsnega suma o jemanju prepovedanih
snovi. Omenjenemu Sportniku smo namre¢ izraCunali najvecjo z-vrednost po petem
odvzemu, in sicer 1.45. Ta vrednost ne dosega niti praga, ki dolo¢a sumljive Sportnike (z >
2.33).

Prav tako se je za nedolzno izkazala tudi Zzenska preiskovanka. Pri njej smo najvecjo z-
vrednost dobili po ¢etrtem odvzemu, in sicer 2.30. To pomeni, da so bila nihanja OFF-hr
modela pri tej preiskovanki malenkost premajhna, da bi presegla sumljivo mejo z-
vrednosti.

Na podlagi teh rezultatov lahko zaklju¢imo, da nobeden od testiranih preiskovancev ni

zlorabljal rHUEPO ali njemu podobnih substanc.
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5. SKLEP

- Nihée od preiskovancev iz prve skupine ni presegel praga za hemoglobin,
retikulocite in OFF-hr indeks, ki ga doloca FIS antidopinski pravilnik. To pomeni,
da najbrz nih¢e ni nedavno zlorabljal rHUEPO. Da bi lahko to z gotovostjo trdili, bi
morali izvesti ve¢ meritev.

- Stirje mo3ki preiskovanci in ena Zenska preiskovanka v prvi skupini so presegli
prag OFF-hr indeksa za nacrtno testiranje. Te Sportnike je potrebno spremljati in jih
testirati z indirektnimi ter direktnimi metodami.

- Med spoloma obstaja statisticno znacilna razlika v koncentraciji hemoglobina in
vrednosti OFF-hr modela. Pri moskih so te vrednosti visje.

- Nihée od Sportnikov druge skupine ni presegel praga za Hb in OFF-hr. Trije moski
in ena zenska so presegli prag za Ret%. Ti bi bili po FIS pravilih izkljuceni iz
tekmovanja.

- Stiritedenske visinske priprave na Rogli niso bistveno vplivale na vrednosti
hemoglobina, retikulocitov in OFF-hr modela. Hipoksi¢en draZljaj na tej viSini je
najbrz premajhen, da bi izzval ve€je hematoloske spremembe. Za natancnejSo
analizo bi potrebovali ve¢ vzorcev od Sportnikov preden so odSli na Roglo,
podroben opis treningov, prehrane, prehranskih dopolnil in vnosa tekocine.

- Moski in Zenska z najve¢jim nihanjem v krvnem profilu nista presegla praga za

OFF-hr; vrednost, ki dolo¢a izklju¢itev iz tekmovanja, niti praga, ki narekuje
nadaljnje nacrtno testiranje.
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