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2 POVZETEK

Eritropoetin (EPO) je ¢loveski hormon, glikoprotein, ki se primarno sintetizira v ledvicah.
Njegova naloga je stimulacija nastanka rde¢ih krvnih celic in posledi¢no izboljsanje
prenosa kisika v krvi. Eden izmed sprozilnih dejavnikov za povecano sintezo EPO je
hipoksija, ki se pojavi med treningom ali bivanjem na visoki nadmorski visini. Medtem ko
se profil izoform EPO v urinu lahko spremeni med ekstremnimi napori, vpliv viSinskega

treninga ni znan.

Sedem alpinistov je pred in po 18- do 22-dnevni alpinisti¢ni odpravi oddalo vzorce plazme
in urina. Preiskovanci so po aklimatizacijski turi pri 3300 m in vzponu na ve¢ gorskih
vrhov med 4000 in 5642 m zbrali vzorce urina. Z namenom dolo¢itve izoelektri¢nega
profila EPO smo s pomocjo izoelektricnega fokusiranja analizirali vzorce urina. V Kkrvi
smo doloc¢ili hematoloske parametre. Koncentracijo EPO smo analizirali s pomocjo

radioimunolo$ke metode.

Stiri dni po vzponu na vi§jo nadmorsko vi§ino smo opazili premik EPO-izoforme proti bolj
bazi¢ni pl, kar potrjuje vpliv napora in visoke nadmorske visine na EPO-profil. V ¢asu 12-
do 16-dnevnega bivanja na visini med 2200 in 4355 m so se izoforme EPO zacele vracati
na zacetno stanje, najverjetneje zaradi prilagoditve hipoksi¢énim razmeram. Pri primerjavi
hematoloskih parametrov pred in po ekspediciji smo opazili znizano koncentracijo EPO za
17,5 £ 14,8 % in povisane vrednosti eritrocitov, hematokrita in majhno, nesignifikantno
povecanje koncentracije hemoglobina. Bolj presenetljivi so rezultati Stevila trombocitov in

levkocitov, ki so se povecali za 12,8 + 8,5 % oziroma 17,2 + 8,8 %.

Ceprav je izoelektriéno fokusiranje, specifiéno za EPO, primerno orodje za raziskavo
vpliva viSinskega treninga na vzorce endogenega EPO, bodo potrebne nadaljnje Studije za

razjasnitev tega vpliva.

KLJUCNE BESEDE: eritropoetin, visina, alpinisti, izoelektricno fokusiranje.



3 ABSTRACT

Erythropoietin (EPO) is a human glycoprotein hormone primarily synthesized by the
kidney. It stimulates the production of red blood cells and consequently improves the
blood’s oxygen carrying capacity. One of the triggering factors resulting in increased EPO
production is hypoxia, which arises while training or living at high altitude. EPO profile in
urine may be modified during extreme exercises, while the impact of altitude training is

not known.

Plasma and urine samples of 7 alpinists were obtained before and after 18 — 22 day-long
climbing expedition. During acclimatization step at 3300 m and rise to several mountain
peaks between 4000 to 5642 m several urine samples were collected. Urine samples were
analyzed using isoelectric focusing in the aim to determine the EPO isoelectric patterns.
Haematological parameters in the blood were determined. EPO concentration was assessed
by RIA.

4 days after ascent to the high altitude shift of EPO isoforms toward a more basic pl was
observed, confirming the effect of extreme exercise in high altitude on EPO profile. 12 —
16 days living between 2200 — 4355 m a return of the EPO pattern to the initial state was
detected due to possible acclimatization. Comparing the hematological parameters before
and after expedition the EPO was decreased by 17,5 + 14,8 %. We also observed
improvement in levels of erythrocytes, hematocrit and small, but not significant
enlargement of haemoglobin. More surprisingly, platelets and leucocytes were increased
by 12,8 + 8,5 % and 17,2 + 8,8 %.

Even though EPO specific IEF provides a tool to investigate effect of altitude trainig on

endogenous EPO patterns further studies are required in order to clarify this influence.

KEYWORDS: erythropoietin, altitude, alpinists, isoelectric focusing.



4 SEZNAM OKRAJSAV
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bound protein 2)
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5 UuUvOoD

5.1 ERITROPOETIN

Eritropoetin (EPO) je endogeni hormon, pomemben pri uravnavanju nastajanja eritrocitov
v rdeCem kostnem mozgu. Glavni vir sinteze EPO med embriogenezo predstavljajo jetra,
pri odraslih pa se ga vecina (do 90 %) tvori v peritubularnih fibroblastih skorje ledvic.
Manjsi del EPO nastaja $e v jetrih, mozganih, vranici, pljucih in testisih. V' primeru bolezni
ledvic koli¢ina hormona sintetizirana izven ledvic ne zado$ca za ustrezno uravnavanje
eritropoeze (1, 2).

Kljub majhni sekven¢ni homologiji je EPO ¢lan vecje citokinske druzine, v katero
uvrs¢amo $e rastni hormon, prolaktin, interlevkine 2—7, faktor stimulirajo¢e granulocitne
kolonije (G-CSF) in druge. Clanom druzine je skupna podobnost v $tevilu eksonov in
strukturni obliki proteina (1).

Cloveski gen za EPO so klonirali in izrazili leta 1985. Omenjeni gen se nahaja na polozaju
7922 kromosoma 7 v velikosti 3 kb in vsebuje 5 za prohormon kodirajo¢ih eksonov. Do
sedaj ni poznana $e nobena mutacija gena EPO, ki bi izzvala bolezen pri ljudeh (3).
Pomanjkanje kisika v tkivih, hipoksija, je primarni regulator izrazanja EPO-gena. Poleg
hipoksije prepisovanje gena urejajo tudi inhibitorna transkripcijska faktorja GATA-2 in
NF-«B ter stimulatorna transkripcijska faktorja HNF-4a in HIF-2 (3).

Fukcionalno obliko hormona sestavlja glikoprotein, sestavljen iz 165 aminokislin z
molekulsko maso 30-34 kDa, dveh intramolekularnih disulfidnih vezi (C7-C161 in C29-
C33) in stirih neodvisnih sladkornih verig, ki predstavljajo 35-40 % molekulske mase
proteina. Pri hipoksiji se EPO sprva sintetizira v obliki prohormona s 193-dolgim
aminokislinskim zaporedjem. V procesu posttranslacijske modifikacije se iz prohormona
odstranita 27 aminokislin dolgi peptid z N-terminalnega konca ter R166 na C-terminalnem
koncu (1, 3).

Sladkorne verige so pripete na asparaginske in serinske aminokislinske ostanke. Na
asparaginske ostanke so z N-glikozilacijo vezane tri sladkorne verige (N24, N38 in N83).
Slednje igrajo klju¢no vlogo pri biosintezi, sekreciji, afiniteti do receptorja, razpolovnem

¢asu v plazmi in o€istku hormona in vivo, ne vplivajo pa na vezavo EPO na receptor ali na



funkcijo in vitro. Na serinske aminokislinske ostanke je z O-glikozilacijo vezana ena

sladkorna veriga (S126), katere vloga za enkrat $e ni znana (Slika 1) (1, 3, 4).

S-Svez

N - acetilglukozamin

manoza N - acetilgalaktozamin

galaktoza siali¢na kislina

e & O
> B EE

aminokislina fukoza

Slika 1: Eritropoetin. Struktura EPO je sestavljena iz 165 aminokislin, dveh intramolekularnih disulfidnih

vezi in §tirih sladkornih verig, pripetih na serinske in asparaginske aminokislinske ostanke (prirejeno po: (5)).

Kon¢na oblika EPO se sprosti v krvni obtok, po katerem dospe do rdecega kostnega mozga
in z vezavo na eritropoetinski receptor mieloi¢nih izvornih celic eritrocitne vrste (BFU-E
in CFU-E) izzove bioloski ucinek (1, 3). Zavre se programirana celicna smrt (apoptoza)
CFU-E celic, spodbudi se njihova proliferacija in diferenciacija z nastankom
proeritroblastov, eritroblastov, normoblastov in retikulocitov (Slika 2). Eritropoeza je
pocasen proces, saj 0d zaznane naras¢ajoce koncentracije EPO pretece 3—4 dni, preden
zasledimo prisotnost retikulocitov tudi v plazmi (2, 6).

Poleg EPO pri eritropoezi sodelujejo se rastni faktorji, kot so faktor stimulacije
granulocitne kolonije (G-CSF), interlevkini (IL-1, IL-3, IL-4, IL-6, IL-9, IL-11), faktor
izvornih celic (SCF), faktor stimulacije granulocitno-makrofagne kolonije (GM-SCF) in
inzulinu podoben rastni faktor 1 (IGF-1) (7).



Med eritropoezo naraste tudi $tevilo makrocitov in koncentracija topnega transferinskega
receptorja, ki je posledica naras¢ajocega izrazanja transferinskih receptorjev na membrani

celic (6). Le-ti omogocajo prenos zadostne koli¢ine Zeleza vezanega na transferin v celice

(8). @@

s —, 2 4
- ) @
Eritropoetin ’—F—_—-\ ?@’ @
e

/. (EPO) —

%! ekspresija EPO v @ @
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Slika 2: Potek eritropoeze po principu negativne povratne zanke. Zmanj$ana raven kisika v krvi pospesi
nastajanje EPO v ledvicah. EPO z vezavo na eritropoetinski receptor BFU-E in CFU-E celic zavre apoptozo,
pospesi proliferacijo in diferenciacijo celic eritrocitne vrste. Po nastanku retikulocitov se izboljsa O,

kapaciteta v krvi (prirejeno po (6)).

Odrasel ¢&lovek ima povpreéno pet litrov krvi, v kateri je 2,5 x 10" eritrocitov z
zivljenjsko dobo okoli 120 dni. S spremembo 20-30 % izvornih celic v celice eritrocitne
vrste vsakodnevno nastane okoli 2 x 10*! novih eritrocitov, ki pripomorejo k ohranjanju
eritrocitnega ravnotezja (8). Pri zdravih ljudeh je za vzdrzevanje dinami¢nega ravnovesja
eritrocitov v krvnem obtoku potrebna nizka koncentracija EPO. Bazalna koncentracija
hormona v plazmi se med posamezniki moc¢no razlikuje in se giblje od 6 do 32 IU/I (okoli
10 M) neodvisno od starosti in spola. Prav tako je bazalna koncentracija podvriena

oo

porastom ¢ez dan za 60 %, neodvisno od fizi¢ne aktivnosti preiskovancev. Opisana dnevna



nihanja lahko vplivajo na rezultate raziskav, kot je npr. vpliv treninga na koncentracijo
EPO v krvi; v tem primeru vzorce krvi odvzamemo zjutraj v izogib lazno povisanim

koncentracijam (9).

5.1.1 IZRAZANJE ERITROPOETINA

Pri odraslih sta izrazanje in sinteza EPO v ledvicah in deloma tudi v jetrih pogojena s
tkivno hipoksijo. Vendar se nivo ekspresije glede na mesto nastanka razlikuje; tako v jetrih
nastaja stopenjsko, medtem ko je v ledvicah sinteza regulirana po principu »vse ali ni¢« s
tvorbo hormona v odvisnosti od kapacitete, koncentracije in afinitete O, v krvi (1).

V regulaciji ekspresije EPO-gena je eden izmed najpomembnejsih transkripcijskih
faktorjev hipoksija inducibilni faktor (HIF). HIF je heterodimer sestavljen iz o- in -
podenote (10). V citoplazmi celice najdemo tri a-podenote: HIF-10, HIF-2a in HIF-3a,
medtem ko je B-podenota, ki je stalno prisotna v jedru, le ena: HIF-1p (1). I1zoforme HIF-a
so z molekulsko maso 120 kDa tezje od podenote HIF-B s tezo 90-95 kDa (2). Najsirse
izrazeno a-podenoto HIF-1o najdemo v tubulnih in glomerulnih epitelnih celicah
ishemi¢nih ledvic. 1zomera HIF-2a se nahaja v glomerulnih in endotelijskih celicah ter
fibroblastih (11). HIF-2a je primarni transkripcijski faktor za povecanje stopnje ekspresije
EPO (2). Podenote HIF-a vsebujejo na C-terminalnem koncu od O, odvisne degradacijske
domene (ODD), ki so hidroksilirane na prolinskem (Pro** in Pro®** pri HIF-10, Pro*® in
Pro®® pri HIF-20) (1, 2) in asparaginskem ostanku (Asn®*) (12). ODD so udelezene v
ubikvitinaciji in proteasomalni degradaciji (1, 2).

V stanju optimalne oksigenacije krvi je razpolovni ¢as podenot HIF-a zelo kratek, saj so
podvrzene neprestani uravnotezeni dinamiki njihove sinteze in hitre razgradnje. V
hipoksi¢nih razmerah se proces razgradnje a-podenot zaustavi, slednje prehajajo v jedro in
se povezejo s podenoto HIF-1p v aktiven HIF-kompleks. Le-ta z vezavo na hipoksijo
odzivne elemente (HRE) aktivira prepis tarénih genov (11). HRE so transkripcijski faktorji
vkljuceni v regulacijo procesov angiogeneze, vazomotori¢ne kontrole, energijskega
metabolizma, apoptoze in eritropoeze (1). Proces slednje je pospeSen zaradi povecanega
Stevila celic, ki proizvajajo EPO, ne zaradi povecane sinteze EPO na celico. V primeru
hude anemije z izrazito nizko koncentracijo O, se raven hormona v serumu lahko zaradi

hiperplazije celic povisa tudi do 1000-krat (10).



Po ponovni vzpostavitvi glede na tkivo ustrezne koncentracije kisika se v regulacijo
podenot HIF-a vklju¢ijo encimi HIF-prolil hidroksilaze (HIF-PH-1, -2, -3) in faktor
inhibicije HIF (FIH-1). Ti encimi hidroksilirajo oa-podenote, kar vodi v ubikvitinacijo s
strani proteina Von Hippel-Lindau (VHL) in posledi¢no proteasomalno degradacijo
podenot. Za svoje delovanje hidroksilirajo¢i proteini potrebujejo kofaktorje: Oy, zelezo in
2-oksoglutarat (10, 12).

5.1.2 ERITROPOETINSKI RECEPTOR (EPOR)

EPOR je ¢lan druzine receptorjev za rastne faktorje in citokine (3). Najvecje stevilo EPOR
je med procesom eritropoeze izrazeno na CFU-E in pronormoblastih, manjse Stevilo pa Se
na celicah BFU-E. Z vsako naslednjo stopnjo diferenciacije eritroidnih celic Stevilo
receptorjev na povrSini postopoma upada do stanja popolne odsotnosti na ravni
retikulocitov in zrelih eritrocitov (7).

EPOR-gen so klonirali leta 1990. Zapis ima velikost 6 kb, lezi na polozaju 19p13,3—p13,2
in vsebuje 8 eksonov, ki kodirajo 508 aminokislin dolgo zaporedje prekurzorja EPOR.
Obstaja ve¢ razli¢ic genskega zapisa: gen za funkcionalni transmembranski protein, gen za
nekodirajoco RNA in gen za topni EPOR. Mutacija genskega materiala v podrocjih
zapisanih variant povzroc¢i znizanje ali zvi$anje ravni tvorbe eritrocitov, kar se klini¢no
izraza Kot razli¢ne oblike hematoloskih obolen;j (3, 13).

Po nastanku prekurzorja receptorja potece ve¢ posttranslacijskih modifikacij, kot so
cepitev 24 aminokislin dolgega signalnega peptida, glikozilacija, fosforilacija in
ubikvitinacija (1). Tako ima funkcionalna oblika EPOR molekulsko maso 6678 kDa (7)
ter vsebuje 483 aminokislin, ki sestavljajo ekstracelularno, transmembransko in
citoplazemsko podrocje. Ekstracelularno podrocje sestavljajo $tirje cisteini (domeni D1 in
D2) in WSXWS (triptofan-serin-x-triptofan-serin). Odgovorni so za pravilno zlaganje
proteina, transport, internalizacijo receptorja ter za vezavo EPO. Po vezavi EPO na EPOR
sta domeni D1 in D2 odgovorni za konformacijsko spremembo receptorja. Za pretvorbo
signala v transmembranskem podrocju sta nadaljnje odgovorna dva levcina, ki hkrati
sodelujeta pri tvorbi dimera. Citoplazemsko podroc¢je EPOR je razdeljeno na box1 in box2,
regiji pomembni za interakcijo in aktivacijo Jak2, ter iz osmih fosforiliranih tirozinskih
ostankov sestavljen distalni del, ki je mesto vezave za proteine s SH-domeno (Grb2,
STAT5) (1, 13).



EPO se na dve identicni podenoti EPOR homodimera veze z dvema neidenti¢nima
vezavnima mestoma. Za vezavo EPO na EPOR sta odgovorni dve domeni: visoko
afinitentna, ki vsebuje Arg*®®, Gly***, Lys™? (kDa = 1 nM), in nizko afinitetna, ki vsebuje
Arg™ Arg'®, Ser'® (kDa=~2 uM) (1, 7, 13).

Vezavo EPO na EPOR pojasnjujeta dve znani teoriji, ki se bistveno razlikujeta glede na
strukturno pretvorbo receptorja v dimer v odvisnosti od vezave hormona na ustrezno
podenoto. Prva zagovarja tvorbo EPOR-dimera po vezavi, nasprotno druga utemeljuje
obstoj dimera ze pred zasedenostjo receptorja s hormonom (1, 13).

Vezava EPO na EPOR povzro¢i konformacijsko spremembo citoplazemskega podrocja.
Pri tem se v procesu transfosforilacije aktivira kinaza Janus 2 (Jak2), ki fosforilira osem
tirozinskih ostankov distalnega dela podroé¢ja receptorja v citoplazmi (7). Posledica je
aktivacija ve¢ signalnih poti: STAT, MAPK ali PI3K (Slika 3) (1, 13).

D1
Po vezavi eritropoetina (EPO) na EPOR se

dva para cisteinov

spremeni konformacija  dimera v

WSXWS citoplazmeskem podro¢ju, kar vodi v

EKSTRACELULARNO PODROCJE
XL
™
CITOPLAZEMSKO PODROCJE

aktivacijo Janus kinaze 2 (JAK2) in v

fosforilacijo  tirozinskih  ostankov, ki
aktivirajo ve¢ signalnih poti (STAT,
MAPK ali PI3K) (prirejeno po: (14)).

AKTIVACIJA SIGNALNIH POTI

Slika 3: Eritropoetinski receptor (EPOR) in aktivacija signalnih poti

5.1.3 SIGNALNE POTI ERITROPOETINA

Po vezavi EPO na EPOR se sprozi kaskada dogodkov. Po fosforilaciji tirozinskih ostankov
encima Jak2 se na vezavna mesta za proteine s SH-domeno vezejo citosolne signalne
molekule, kot so STATS5, PI3K, ter proteina Shc in Grb2, ki aktivirata MAPK-pot.
Fosforilirani tirozinski ostanki in sam encim Jak2 prav tako aktivirajo ve¢ signalnih
supresorjev, vkljucno s fosfatazami (SHP), kot so proteini tirozin fosfataze SHP-1, vec
zavornih in inhibitornih proteinov citokinskega signaliziranja (SOCS) in novo odkrite

¢lane druzine LNK-adaptor proteinov (13, 15).
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Vloga signalnih poti EPO pri inhibiciji apoptoze, proliferaciji in diferenciaciji eritroidnih
celic je le delno pojasnjena. Toda raziskave kazejo klju¢no vlogo funkcionalnega EPOR in
njegovih signalnih molekul pri zagotavljanju ustreznega efektornega delovanja EPO (16).
Slednje utemeljujejo z ugotovitvami, da celi¢na proliferacija in inhibicija apoptoze nista
zadostni v primeru le izolirane aktivacije posamezne EPOR-signalne poti.

Tudi z vidika citoloSkega delovanja imajo signalne poti razlicne vloge; v primeru
delovanja Jak/STAT- in MAPK-poti naj bi bila spodbujena proliferacija eritrocitov,
aktivacija vseh treh signalnih poti pa naj bi zagotavljala celi¢no prezZivetje (17). Aktivacija
EPOR se zakljuc¢i z Jak2-defosforilacijo in internalizacijo kompleksa EPO/EPOR (16).

5.1.4 VLOGA ERITROPOETINA V OSTALIH TKIVIH

Ceprav je glavno mesto sinteze EPO v ledvicah, ga predvsem kot odgovor na presnovni
stres lokalno sintetizirajo tudi Stevilna tkiva Vv centralnem Zivénem Sistemu,
gastrointestinalnem traktu, srcu, zilah, rodilih, pljucih in ostalih organih (Slika 4). V njih s
svojo parakrino in avtokrino vlogo zavira apoptozo in aktivira Stevilne za$Citne tkivne
mehanizme, ki so pod vplivom presnovnega stresa (npr. zmanjsuje vnetje in lokalni edem).
Pomembno vlogo ima tudi v razvoju in v odraslem organizmu s posredovanjem vec
troficnih uéinkov, ki vodijo v pospeseno celjenje in regeneracijo tkiva. Prav tako povecuje
kognitivne sposobnosti pri zdravih in bolnih ljudeh (4, 18).

K S\
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Slika 4: Vloga eritropoetina v tkivih. Poleg sinteze eritropoetina v ledvicah in jetrih nastaja eritropoetin
tudi v $tevilnih drugih tkivih (v srcu, Zilah, centralnem zivénem sistemu, gastrointestinalnem traktu, rodilih,

pljucih), kjer deluje antiapoptoti¢no in/ali mitogeno (prirejeno po (16)).
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5.1.5 REKOMBINANTNI ERITROPOETIN

Po uspesnem kloniranju gena EPO leta 1985 so zaceli sintetizirati rekombinantni
eritropoetin (rHUEPO). Zaradi njegovega stimulativnega delovanja na koncentracijo
eritrocitov v krvi so ga vkljucili v terapijo pri bolnikih z anemijami, kroni¢nimi ledvi¢nimi
boleznimi, rakavimi obolenji, okuzbami s HIV, bolnikih pred operacijo in pri prezgodaj
rojenih otrocih (19-21). Pred tem je bilo zdravljenje nastetih bolnikov omejeno le na
androgeno terapijo in ponavljajoce se transfuzije z nevarnostjo infekcij ter hemokromatoze
(19).

Uporaba rHUEPO ni omejena le na bolnike, temve¢ jo zasledimo tudi pri Sportnikih.
rHUEPO z indukcijo eritropoeze poveca dotok O, v tkiva, posledi¢no se poveca
vzdrzZljivost Sportnika, zato je Mednarodni olimpijski komite (IOC) njegovo uporabo v
Sportne namene leta 1990 prepovedal (doping) (4, 22, 23).

rHuEPO pridobivajo z vklju¢itvijo cDNA v genom celi¢nih linij. Ponavadi so to CHO- ali
BHK-celice. S CHO-celi¢nimi linijami pridobivajo epoetin o, B, { ter darbepoetin o —
NESP, z BHK-celi¢nimi linijami pa se pridobiva epoetin ®. S CHO- in z BHK-celi¢nimi
linijami se v strukturi EPO pravilno tvorijo disulfidne vezi in veZejo sladkorne verige, s
¢imer zagotovimo biolosko aktivnost EPO. rHUEPO se od endogenega EPO razlikuje le na
nivoju glikozilacije, saj je aminokislinsko zaporedje pri obeh enako. Ravno spremembe na
nivoju glikozilacije so vodile v razvoj dolgodelujo¢ih rHuEPO, med katere spadata
darbepoetin o in CERA (1, 4, 24).

Darbepoetin a oziroma NESP je oblika epoetina o z daljso razpolovno dobo glede na
preostale epoetine (z izjemo CERA). Daljsi serumski razpolovni ¢as, poveéano biolosko
aktivnost in zmanjSano afiniteto do EPOR so dosegli z zamenjavo petih aminokislin, ki
omogocajo vezavo dveh dodatnih N-glikoziliranih verig na mestih N30 in N88. Za razliko
od preostalih rHUEPO ima darbepoetin a vecjo molsko maso (37,1 kDa namesto 30,4
kDa), vecjo vsebnost siali¢nih kislin (22 namesto 14 siali¢nih kislin) in ve¢ji negativni
naboj. DaljSa prisotnost darbepoetina o v krvi je pomembna zaradi frekvence aplikacije
zdravila; medtem ko se preostale epoetine (razen CERA) aplicira 3-krat tedensko, se
darbepoetin aplicira le 1-krat/1-2 tedna (4, 19, 24).

CERA je nova oblika epoetina B, ki prav tako spada med dolgodelujoce rHuEPO.

Podaljsan razpolovni ¢as so dosegli z vezavo polidisperznih polimerov s t. i. metoksi



polietilnim glikolnim polimerom (PEG). Ta se s pomoc¢jo sukcinimidil butanojske kisline
veze na N-terminalno aminokislino in aminoskupino lizina 52 in lizina 45 (19, 24, 25).
Zaradi vezave PEG znasa molekulska masa CERA-e okoli 60 kDa. Poleg podaljSane
razpolovne dobe v telesu (okoli 130 ur po subkutani ali intravenozni aplikaciji) se poveca
tudi eritropoezna aktivnost. Vzrok naj bi bil v pocasnejsi vezavi CERA-e na EPOR in
hitrej$i sprostitvi iz njega, kar naj bi vodilo v vec¢je Stevilo ponovitev (vezava CERA-e,

stimulacija, sprostitev CERA-e) (19, 24).

55.1.5.1 OSTALA SREDSTVA ZA STIMULACIJO ERITROPOEZE

Poleg endogenega EPO in razli¢nih oblik rHUEPO spadajo med sredstva za stimulacijo
eritropoeze tudi hiperglikozilirani analog EPO, darbepoetin alfa (AMG 114), sinteti¢ni
eritropoezni protein (SEP), fuzijski proteini rHUEPO (Epo-Epo, Epo-Fc, Epo-BHCG),
peptidni mimetiki EPO (Hematide), aktivatorji in prenasalci gena EPO. Med aktivatorje
gena EPO uvrS¢amo GATA-inhibitorje (povecajo acetilacijo GATA-2 in izboljSajo DNA-
vezavo HIF-enot) in HIF-stabilizatorje. V skupino HIF-stabilizatorjev uvrs¢amo kelator
deferoksamin, kobaltov klorid, inhibitorje prolil hidroksilaz (FG-2216, FG-4592). Ve€ina
izmed njih je Se v fazi predklini¢nih raziskav (4, 6, 25, 26).



5.2 VPLIV NADMORSKE VISINE IN TELESNE AKTIVNOSTI NA ERITROPOETIN
IN KRVNE PARAMETRE

Pri nizki stopnji telesne aktivnosti (npr. sedenje brez govorjenja, poCasna hoja) opazimo
zelo majhen prilagoditveni odziv telesa. Z zvisanjem stopnje telesne aktivnosti in s
povecanjem frekvence, trajanja in intenzitete vadbe prilagoditveni odziv sorazmerno
naras¢a, kar se klini¢no kaze v vecji zmogljivosti Sportnika ter povisanju fizioloskih
parametrov (zvisana maksimalna aerobna moc, izboljSana vzdrzljivost, razSirjena
anaerobna kapaciteta). V' doloceni tocki nadaljnjo stopnjevanje telesnih aktivnosti ne vodi
nujno k ve¢jemu prilagoditvenemu odzivu organizma, lahko pa pripomore k pojavu
nezelenih uc¢inkov izZetosti, preobremenitve in pretreniranosti (27).

Pri enkratni naporni fizi¢ni aktivnosti, kot so tek na smuceh, biatlon in kolesarjenje, na
nizini niso opazili vpliva $porta na koncentracije EPO v plazmi. Izjemo predstavlja le tek
na dolge proge, kjer je bila koncentracija hormona v plazmi nekaj ur po naporni vadbi
rahlo poviSana (6, 28). Med normoksi¢no vadbo je mozno pomanjkanje ve¢jih uéinkov
proizvodnje EPO, saj se kisikovi senzorji nahajajo v ledvicah in ne v obremenjenih
organih, kot so skeletne misice in srce. Na izrazanje EPO pa verjetno pomembno vpliva
zmanjSan pretok krvi skozi ledvice (6). Ta trditev je podprta z ugotovitvijo, da zaradi
hipoksije v ledvicah med fizi¢no aktivnostjo narastejo vrednosti encimov y-GT, N-acetil-
fl-glukozaminidaze v urinu, ki kaZejo na poskodbe celicnih membran in lizocimov
proksimalnih in tubularnih celic v ledvicah (28).

Navkljub nespremenjeni koncentraciji EPO v plazmi med fizicno aktivnostjo v
normoksi¢nih pogojih pa lahko po 1-2 dneh naraste Stevilo retikulocitov. Sprememba
retikulocitne koncentracije je najverjetneje posledica sproscanja stresnih hormonov
kateholaminov (adrenalin, noradrenalin) in kortizola, ki spodbujajo sproséanje novih
rdecih krvnick iz kostnega mozga (6).

Trening v normoksi¢nih pogojih vpliva tudi na celokupno maso hemoglobina (Hb) in
hematokrit (Hct). Sprememba celokupne mase Hb za 1 g povzro¢i zviSanje ali zniZanje
VO, max za priblizno 4 ml/min (29). Normalne vrednosti Hct med pocitkom so pri zdravih
moskih 40-45 % in pri zdravih zenskah 37-42 %. Optimalni Hct se pojavi, ko sta vsebnost
O, v arterijski krvi (Ca0,) in minutni volumen srca skupno najvecja. Med vadbo lahko
vrednost Hct naraste, kar je primarno povzroceno predvsem s prehodnim premikom

tekoCine iz intravaskularnega v ekstravaskularni prostor sofasno s pove€anim pretokom
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prepletov. K hemokoncentraciji nekoliko prispevajo tudi eritrociti zaradi adrenergi¢no
stimulirane vranice ter izguba tekoCine z znojem med dolgotrajnejSo telovadbo.
Hemokoncentracija povzro¢ena s telovadbo je sicer majhna, vendar signifikantna z
zvisanjem Hct za priblizno 4-6 % (vrednost Hct pri moskih 45— 50 % in Zenskah 42-47 %)
In izboljsanima Hb in nosilno zmogljivostjo kisika za priblizno 10 % (30). Lahko se tudi
zgodi, da je koncentracija Hb in Hct pri Sportnikih niZja od pri¢akovane (psevdoanemija),

kar je praviloma posledica pove¢anega volumna plazme (6).

5.2.1 AKUTNA PRILAGODITEV N4 VISJO NADMORSKO VISINO

Z vzponom na visjo nadmorsko visino zra¢ni tlak pada. Pri tem se parcialni O, v vdihanem
zraku zniza, posledi¢no se znizata tudi pO, in nasi¢enost Krvi. Nastalo stanje zaznajo
periferni receptorji, ki spodbudijo hiperventilacijo (hitrejse in/ali globlje dihanje) in
aktivacijo simpati¢nega zivénega sistema. Pri zviSani frekvenci dihanja se do neke mere
zviSa alveolarni pOy, Kar povzroci zvisanje arterijskega pO; in nasic¢enosti krvi, z aktivacijo
simpatika pa se zvi$a sréni utrip, ki nadomesti manj$o vsebnost O, v preérpani krvi glede
na utrip. Vendar ti dve prilagoditvi ne moreta popolnoma prepreciti z nadmorsko visino
omejenega transporta kisika in posledi¢no zmanjsanja VO, max (31).

Pri telesnih aktivnostih s porabo kisika blizu maksimalnih vrednosti se na viSini poveca
frekvenca ventilacije in bitja srca v primerjavi z aktivnostmi na nizini. Arterijski krvni tlak
ostane bolj ali manj konstanten, navkljub aktivaciji simpatika, ki bi ga lahko zvisal.
Nespremenjena vrednost tlaka je posledica s hipoksijo povzrocene periferne vazodilatacije

(31).

‘5.2.2 AKLIMATIZACIJA NA VISJO NADMORSKO VISINO

Kroni¢na izpostavljenost nizjim vrednostim parcialnega tlaka kisika na visjih nadmorskih
visinah spodbudi proces aklimatizacije s Stevilnimi fizioloskimi prilagoditvami. V nekaj
dneh se izboljsa transport kisika do tkiv. Razlog za izboljSanje sta nadaljnja rast ventilacije,
t. i. ventilacijska aklimatizacija, ter zmanjSan volumen plazme zaradi diureze. Ventilacijska
aklimatizacija se v prvih 1-2 tednih bivanja na visini nenehno izboljsuje in vzdrzuje (glede

na potrebe tkiv) (31). Kot posledica respiratornih prilagoditev se v telesu razvije
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respiratorna alkaloza, ki jo ledvice kompenzirajo z izlo¢anjem presezka HCO3-ionov in
posledi¢no vec¢jo diurezo. Nastali zmanjsani volumen plazme vpliva na prehodno povisanje
koncentracije Hb v zaCetnih dneh in na ucinkovitost treninga. V primeru dolgotrajne
aklimatizacije (2-3 tedne) se zaradi pospeSene eritropoeze S porastom na novo nastalih
rdec¢ih krvni¢k ponovno povecata koncentracija Hb in volumen krvi (31, 32). Ti mehanizmi
aklimatizacije zviSajo transport O, na enoto prostornine krvi in posledi¢no izboljSajo
delovanje posameznika v obmoc¢ju njegovih maksimalnih vrednosti. Tako c¢loveku
omogoc¢ijo izvajanje enakih vsakodnevnih in Sportnih aktivnosti z niZjimi srénimi
frekvencami, manjSo stopnjo zadihanosti in obCutkom napora v primerjavi z dejavnostmi
izvajajoc¢imi v akutni fazi bivanja na visokih nadmorskih visinah (31).

Pri bivanju okoli dva meseca na visini okoli 5000 m se pri posameznikih pojavijo Se
spremembe v sami strukturi skeletnih miSic z zmanj$anim volumnom mi$ic in manj$o
oksidativno kapaciteto misi¢nih vlaken. Opazna sta tudi izguba mitohondrijev in ohranjen
kapilarni preplet, zaradi katerega se stanje oskrbe za preostale mitohondrije izboljsa (33).
Pri nadmorskih viSinah preko 4000 m adaptacijski procesi zaradi spremembe Vv
prerazporeditvi krvi ne morejo izboljsati VO, max, saj se ob odsotnosti povecevanja
minutnega volumna srca kri iz misic porazdeli po vitalnih organih in kompenzira
metabolne potrebe tkiv pri nizjih koncentracijah kisika. Pri daljSem bivanju na visjih
nadmorskih viSinah poraste tudi krvni tlak zaradi naraSc¢ajoce simpati¢ne aktivacije (pri

visini 4500 m arterijski tlak naraste za 10 mmHg) (31).

55.2.2.1 NEGATIVNI VPLIVI VZPONA BREZ AKLIMATIZACIJE

Vse ve¢ smucarjev, pohodnikov in alpinistov za rekreacijo dosega viSine od 2500 m do
8000 m, zato so nenadni vzponi brez koristne aklimatizacije vse bolj pogosti (Tabela I).
Hitra sprememba visine lahko vodi v razvoj viSinskih bolezni. ViSinske bolezni so niz
sindromov, obicajno razdeljenih v $tiri kategorije: akutna gorska bolezen, viSinski
cerebralni edem, viSinski plju¢ni edem in kroni¢na gorska bolezen.

Akutna gorska bolezen in viSinski cerebralni edem navadno prizadene ljudi, ki se hitro
povzpnejo na visino nad 2500 m. Glavni simptomi akutne gorske bolezni so: glavobol,
prebavne motnje, omotica, utrujenost in nespecnost (34). Ponavadi se pojavijo 4-8 ur po

izpostavljenosti hipoksiji in izginejo po 3—4 dneh (35). V vecini primerov so simptomi
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blagi, pri nekaterih ljudeh pa se tekoc¢ina nabere v mozganih, kar povzro¢i nevaren viSinski
cerebralni edem z znacilnima simptomoma ataksijo in zmanjS$ano stopnjo zavesti.

Visinski pljucni edem se navadno pojavi drugo no¢ na visji nadmorski viSini. Prepoznamo
ga po zacetni utrujenosti, dispneji, kasSlju in cianozi. Nezdravljena bolezen lahko privede
do zivljenjsko ogrozajocega stanja. Najboljsa preventiva za visinski cerebralni in pljucni
edem sta postopni vzpon (manj kot 400 m viSinskega vzpona dve zaporedni noci) in
omejitev treninga v prvih treh dneh (35).

Kroni¢na gorska bolezen je pogost zdravstveni problem prebivalcev viSinskega sveta. Za
bolezen je znacilna huda kroni¢na hipoksemija, ki vodi v prekomerno eritrocitozo (Zenske,
Hb 19 g/dI™; moski, Hb 21 g/dI™), cianozo in pljuéno hipertenzijo (34). Bolezen sre¢amo
tudi pri Sportnikih z dolgotrajnim treningom na visjih nadmorskih visinah, pri katerih se

zaradi zviSanja oksiformne kapacitete krvi s poviSanim Hct poveca tudi viskoznost krvi

(6).

Tabela I: Opredelitev razli¢nih ravni nadmorske visine (povzeto po (35))

VISINSKI RAZPON | DEFINICIA UCINEK
0-500 m blizina morja ni uc¢inka na pocutje in zmogljivost
500-2000 m nizka ni uc¢inka na pocutje, mozen ucinek na
nadmorska | zmogljivost, predvsem pri zelo treniranih atletih
viSina
2000-3000 m zmerna mozen pojav akutne gorske bolezni pri
nadmorska neaklimatiziranih ljudeh, znac¢ilno zmanjSanje
viSina aerobne zmogljivosti
3000-5500 m visoka pogosta akutna gorska bolezen, mozna plju¢ni
nadmorska ali cerebralni edem, aerobna zmogljivost je
viSina resno zmanjsana, tudi po aklimatizaciji
nad 5500 m ekstremna resno tveganje za zdravje, nezmoznost stalnega
nadmorska bivanja, resne spremembe fizi¢ne in dusevne
viSina zmogljivosti
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5.2.3 ZIVLJENJE NA VISJI NADMORSKI VISINI

Za ustrezno delovanje mitohondrijev v celicah je potrebna nemotena oskrba s kisikom, ki
je ogrozena pri dolgotrajnem bivanju na visji nadmorski viSini. Za ohranitev primerne
ravni kisika v tkivih je klju¢na prilagoditev transporta kisika. Primer uspesne prilagoditve
so avtohtoni prebivalci Andov, Tibeta in Etiopije, ki so razvili genetske prilagoditve skozi
tisoCletja bivanja v hipoksi¢énem okolju (36). Dolgo sta se med znake prilagoditve kroni¢ni
hipoksiji (> 3 mesece) Stela povecana Hct in koncentracija Hb, vendar je primerjava
avtohtonega prebivalstva Andov, Tibeta in Etiopije, ziveCega na viSinah okoli 3500 m—
4000 m ovrgla te trditve (37, 38). Medtem ko je bila koncentracija Hb pri domacinih iz
Andov znatno zvi$ana ob nizki saturaciji kisika, je koncentracija Hb pri Etiopijcih in
Tibetancih kazala malo ali ni¢ zviSanja glede na vrednosti blizu morja. Pri nadmorski visini
nad 4000 m se je povecala koncentracija Hb tudi Tibetancem in dosegla najvisjo vrednost
pri bivanju okoli 5000 m. Pri primerjavi so opazili tudi razlike v nasic¢enosti krvi s kisikom.
Vrednost vzorca prebivalca Andov je bila za 2,6 % visja od vrednosti vzorca Tibetanca
glede na isto nadmorsko visino (3900 m), medtem ko je vzorec Etiopijca, zivecega na 3530
m, kazal karakteristike podobne vrednostim blizu morja (36). Razlog za razlike med
prebivalci Andov in Tibeta naj bi bil v mnogo daljsi adaptaciji Tibetancev (50000 let)
glede na prebivalce Andov (9000-12000 let). V obdobju 50000 let so Tibetanci doziveli
naravno selekcijo, ki je preprecila prezivetje in razmnozevanje o0seb z visokimi
koncentracijami Hb, medtem ko Andska skupnost Se ni uspela dose¢i enake ravni
prilagoditve, zato zaradi vecje viskoznosti krvi pogosteje oboleva za sréno-Zilnimi
boleznimi in tromboemboli¢nimi zapleti. Glede na nasic¢enost krvi s kisikom pri Etiopijcih
pa je najverjetneje, da je naravna selekcija privedla do boljse dostave O, v obtok in

afinitete Hb do O, (39).

5.2.4 VPLIV VISINSKE AKTIVNOSTI NA ERITROPOETIN IN KRVNE PARAMETRE

Ze veé kot Stiri desetletja tekmovalci v vzdrZljivostnih $portih (npr. kolesarjenje, biatlon)

trenirajo na visjih nadmorskih vi$inah z namenom doseganja boljsih rezultatov (40, 41). Pri

treningu na visje lezec¢ih podrocjih se zaradi nastanka hipoksije stimulira eritropoeza, Ki

ugodno vpliva na sportnikovo pripravljenost (40). Najvisje vrednosti koncentracije EPO v

plazmi so dosezene 1-2 dni po vzponu na visjo nadmorsko visino (6). Koncentracija EPO
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poraste za 30 % na visini 1900 m oziroma za 300 % na viSini 4500 m, glede na vrednosti
blizu morja (39). V primeru nadaljnje aklimatizacije ostane eritropoeza stimulirana,
navkljub le rahlemu naras¢anju ali celo upadu koncentracije EPO (6, 42).

V nasprotju s poviSano koncentracijo EPO se v Studiji, kjer so spremljali Sportnike
plavalce, masa Hb v prvem tednu na visini 2320 m ni povecala, kar je najverjetneje
posledica 5- do 7-dnevnega zorenja prekurzorjev rdecih krvnih celic v kostnem mozgu. Po
13 dneh bivanja na viSini se je masa Hb povecala za priblizno 5 %, po 3-4 tednih pa za
priblizno 7,2 %. Po vrnitvi iz viSine je koncentracija Hb v nekaj dneh nekoliko upadla, kar
je vsaj deloma posledica Siritve volumna plazme, deloma pa bi zniZzanje mase Hb
pri¢akovali tudi zaradi znizane koncentracije serumskega EPO, ki lahko privede do
neocitolitskih procesov. Nadaljnjih 10 dni se je zvisan plato mase Hb vzdrzeval, po treh
tednih pa je pridobljena masa Hb znasala le Se okoli 50 % ter se po petih tednih vrnila na
izhodi$¢no vrednost (29).

V raziskavi, kjer so Sportniki S$tiri tedne trenirali na vi$ini 2270 m, so dva dni po vrnitvi
opazili povecanje Hct za 7,2 %. V drugi raziskavi, kjer so Sportniki samo 14 dni preziveli
na nadmorski visini 2340 m, pa se je Hct povecal celo za 10,4 %. Pri obeh raziskavah so
opazili tudi izboljsano zmogljivost Sportnikov (30). Velik porast koncentracije Hb in
hematokrita so opazili tudi v raziskavi, kjer so spremljali alpiniste, namenjene na Cho Oyu
(8201 m), med 15-dnevnim vzpenjanjem od Katmanduja (1530 m) do baznega tabora
(okoli 5700 m) (39).

55.2.4.1 VPLIV DEJAVNIKOV N4 ZMOGLJIVOST SPORTNIKA

Navkljub narascanju eritropoeze z izpostavljanjem vse ostrejSim hipoksi¢énim pogojem pa

so ugotovili, da so za dosego optimalne zmogljivosti $portnika kljuéni naslednji faktorji:

e  Optimalna nadmorska visina

Na plazemske koncentracije EPO vpliva izbira prave nadmorske visine za zivljenje
Sportnikov. Kljub ugotovitvi da je izlo¢anje EPO sorazmerno s stopnjo hipoksi¢nega
stresa, bivanje na zelo visokih nadmorskih visinah ni nujno boljse z vidika optimalne
pripravljenosti sportnika (41). Uspesnost vadbe se linearno zmanjsuje od priblizno 300 m
do 3000 m nadmorske viSine s povprecnim zmanjsanjem VO, max za 6,4 % na vsakih 750

m. Izguba telesne zmogljivosti se $e stopnjuje pri nadmorskih viSinah visjih od 3000 m
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(30). V raziskavi vpliva visine na uspesnost Sportnika S0 se udelezeni tekac¢i na dolge proge
po stirih tednih prezivelih na razli¢nih nadmorskih visinah pomerili v teku na 3000 m na
nadmorskih visini z vrednostjo blizu morske gladine. Sportniki, ki so prebivali na 2805 m
(s treningi na nizji nadmorski visini), so kljub rahlo visji stopnji eritropoeze pri tekmovanju
pokazali manjsa izboljSanja (1,4-% izboljSanje) v primerjavi s tekaci, ki so ziveli na visini
2454 m (2,7-% izboljsanje) ali 2085 m (2,8-% izboljsanje) (27, 41). Minimalna meja za
optimalno nadmorsko visino pri vecini ljudi predstavlja 2000 m, ¢eprav se na dolo¢eni
visini odgovori na eritropoezo med posamezniki zelo razlikujejo. Predlagana optimalna
nadmorska visina za bivanje je med 2000 m in 2500 m; pri nadmorskih viSinah nizjih od
2000 m pride do neustreznega odziva eritropoeze, medtem ko se pri visinah nad 2500 m
lahko pojavijo tveganja za $portnikov organizem vezana na procese aklimatizacije (npr.

prekomerna ventilacijska aklimatizacija ali miSi¢na atrofija) (27, 41).

e DolzZina bivanja na visji nadmorski visini

Priporo¢eno minimalno bivanje Sportnika na ustrezni visji nadmorski visini je 3—4 tedne.
Ze pri izpostavitvah visini krajsi od treh tednov so opazili precej$nje povisanje Stevila
rde¢ih krvnih teles. Dodatni teden bivanja pa je povzrocil skorajSnjo podvojitev Stevila

rde¢ih krvnih teles (27, 40, 41).

e (Cas dnevne izpostavljenosti hipoksicnim razmeram

Na podlagi do sedaj zbranih podatkov optimalni ¢as izpostavljenosti hipoksi¢nim
razmeram za dosego ugodnih u¢inkov eritropoeze na Sportnikovo uspesnost predstavlja

minimalno 12 ur dnevno (27).

Poleg primerne nadmorske visine, dolzine bivanja in Casa dnevne izpostavljenosti
hipoksi¢nim pogojem vplivajo na telesno pripravljenost pri bivanju na visini tudi naslednji
dejavniki:

e razlicne nadmorske viSine treniranja in spanja: na kvaliteto treninga na visini

vplivata zmanjSan transport in privzem O; v delujo¢ih miSicah ter manjsa hitrost
treninga (41). Z uveljavitvijo modela spanja na viSini — treniranja na nizini, ki

nadomesca klasi¢ni model spanja in treniranja na visini, se izboljSuje ravnovesje

16



med pozitivnimi u¢inki aklimatizacije in negativnimi uc¢inki hipoksi¢nega treninga
(41, 43),

pomanjkanje zeleza: preprecuje povecanje Stevila rdecih krvnih teles,

socasna infekcija: lahko uravnava odziv telesa na hipoksijo zaradi nastanka
citokinov, ki usmerjajo kostni mozeg v tvorbo belih krvnic¢k s sofasno inhibicijo

sinteze EPO,

akutne travmatske poskodbe: zmanjSujejo stimulus za trening in povzrocijo
nastanek inhibitornih vnetnih citokinov — pri tem je potrebno pozornost nameniti

primerni intenzivnosti treninga, ustrezni treniranju na visini,

neustrezen vnos tekocine: povecCuje dehidracijo, ki se zaradi vecjih izgub vode

preko ledvic, dihalnega trakta in koZe pri bivanju na visini Se poglablja,

neustrezen vnos prehranskih ogljikovih hidratov in proteinov: vnos prehranskih

ogljikovih hidratov in proteinov je pomemben za obnovitev zalog glikogena in
regeneracijo tkiv (44).
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5.3 DETEKCIJA ERITROPOETINA IN IZOELEKTRICNO FOKUSIRANJE

Zaradi pomembne vloge pri stimulaciji eritropoeze je EPO potencialni ojacevalec
Sportnikove pripravljenosti v vzdrzljivostnih Sportih. Po pojavu rHuEPO na trziscu se je
zaradi njegove potencialne dopinske zlorabe pojavila potreba po ustrezni detekciji. Ceprav
je rHUEPO mednarodni olimpijski komite (IOC) prepovedal ze leta 1990, v tistem ¢asu
detekcijska metoda S$e ni bila poznana (45). Analiza hematoloSkih in biokemi¢nih
parametrov je sicer pokazala stimulacijo eritropoeze, vendar ni mogla potrditi, da je za
stimulacijo kriva uporaba rHUEPO (22). Zaznava rHUEPO je postala mozna $ele leta 2000,
ko je dr. Francoise Lasne razvila izoelektricno fokusiranje (IEF) v kombinaciji z dvojnim
prenosom.

IEF z dvojnim prenosom temelji na diferenciaciji izoelektri¢nih izoform endogenega in
rekombinantnega EPO v urinu in krvi. Zaradi razlik v glikozilaciji se izoforme v pH-
gradientu razli¢no gibljejo, njihov polozaj na gelu pa doloca pl (46). pl je pH, pri katerem
je vrednost neto naboja molekule enaka 0. Na gelu so izoforme razporejene v obliki pasu.
Profil izoform sestavlja ve¢ parametrov: pas, $tevilo izoform, pozicija v pH-gradientu in
jakost signala. Razlike v profilu izoform nakazujejo na razli¢ne vrste izoform z raznolikimi
strukturnimi lastnostmi. Vecja kot je koncentracija doloCene izoforme v vzorcu, vecja je
jakost signala. Locevanje EPO-izoform poteka pri gradientu pH 8-2, kjer se izoforme
razporedijo glede na pl: manj glikozilirane imajo pl v bazi€nem obmocju (epoetini), bolj
glikozilirane pa v kislem obmocju (NESP). V primerjavi z ostalimi rHUEPO ima endogeni
EPO vecjo gostoto in vecje Stevilo izoform (24). Vecinoma ga sestavljajo kisle izoforme,
ki so ob prisotnosti rHUEPO pri analizi z IEF odsotne (45, 47).

Metoda IEF se ne uporablja le kot del antidopinSke kontrole, temve€ je primerna tudi pri
odkrivanju pomembnih razlik v izoelektri¢nih izoformah endogenega EPO v medsebojni
primerjavi razli¢nih vzorcev urina in seruma. Veéina vzorcev urina ima znacilne kisle
izoforme, pri nekaterih pa je opazen premik izoform v smeri bazi¢ne pl. Premik izoform
opazimo pri urinskih vzorcih Sportnikov zaradi proteinurije, ki je posledica intenzivnega
treninga. Proteinurija se najverjetneje pojavi zaradi povecane glomerulne permeabilnosti in
zmanjSane reabsorpcije v proksimalnih tubulih. Medtem ko intenzivni trening vpliva na
izoforme v urinu, se izoforme v serumu ne spremenijo. Razlika med izoformami urina in

seruma, opazna v mirovanju, se po intenzivnem treningu zmanjsa zaradi premika urinskih
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izoform proti bazi¢nem podro¢ju kot posledica spremenjene absorpcije glomerulno
filtriranega EPO v proksimalnih tubulnih celicah. Na prepoznavo in vezavo
nizkomolekularnih proteinov (kot je hormon EPO) na membrano tubulnih celic mo¢no
vpliva elektriéni naboj proteinov. Stopnja vezave na opisano membrano naraséa s pl. Tako
se izoforme bazicnega podrocja serumskega EPO po glomerulni filtraciji prednostno
odstranijo iz urina preko membrane tubulnih celic, medtem ko kisle izoforme ostanejo v
urinu. V primeru zasi¢enosti tubulne reabsorpcije, kar se dogodi po napornem treningu, se
bazi¢ne izofome ne morejo ve¢ ustrezno odstranjevati in z vidika sestave izoform urin
postane enak serumu (45, 46).

Poleg IEF v povezavi z dvojnim prenosom se za karakterizacijo EPO uporabljajo tudi
metode: kapilarna elektroforeza, dvodimenzionalna elektroforeza (2D), MAIIA
(Membrane Assisted Isoform Immuno Assay) in druge. Za razliko od 1D IEF v
kombinaciji z dvojnim prenosom se pri uporabi 2D-metode pojavijo interference drugih
proteinov, ki se prekrivajo s pl rHUEPO. Pri MAIIA-metodi, ki spada med ultra obcutljive

metode, pa analiza posameznih izoform EPO ni mozna (46).
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6 NAMEN DELA

Eritropoetin (EPO) je endogeni hormon, pomemben pri uravnavanju poznejsih faz tvorbe
rde¢ih krvni¢k v procesu eritropoeze. Pri pomanjkanju kisika v tkivih (tkivna hipoksija) se
v ledvicah sintetizira EPO, ki se po posttranslacijskih modifikacijah sprosti v krvni obtok.

V krvi in urinu se hormon nahaja v obliki izoform z razli¢nim nivojem glikozilacije.

Pri bivanju in intenzivnem treningu na visokih nadmorskih viSinah pride zaradi
izpostavljenosti hipoksiji do stimulacije eritropoeze, kar se odraza v povisani koli¢ini EPO,
Stevilu eritrocitov, koncentraciji Hb in Hct. Prav tako intenziven trening v visokogorju vodi
Vv zacasno proteinurijo, ki vpliva na izlocanje EPO v ledvicah in njegov profil izoform v

urinu. Vpliv intenzivnosti treninga in visine na nivo EPO-izoform Se ni natan¢no raziskan.

Namen diplomske naloge je analiza vpliva viSinske odprave na koli¢ine endogenega EPO
med odpravo, izoformnega profila endogenega hormona v urinu ter krvnih parametrov.
Analizirali bomo urin in kri alpinistov, ki so 18-22 dni bivali in trenirali na nadmorski
visini nad 2130 m. Po predhodnem koncentriranju vzorcev urina bomo z radioimunoloskim
testom (RIA) dolocili celokupno koli¢ino EPO v krvi in urinu. Z metodo izoelektri¢nega
fokusiranja (IEF) v povezavi z dvojnim prenosom bomo med seboj loc¢ili EPO-izoforme v
urinu. S pomocjo statisticne obdelave bomo ovrednotili vpliv viSinskega treninga na
koncentracije EPO, krvne parametre ter analizirali spremembe v zastopanosti razli¢nih

EPO-izoform v elektroferogramih z uporabo programske opreme GasEpo.
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7  MATERIALI IN METODE

7.1 PREISKOVANCI

Za analizo vpliva viSinskega treninga na EPO in krvne parametre smo uporabili kri in urin
7 alpinistov, starih od 23 do 37 let (29 + 4,8 let), od tega 3 zenske (32,3 + 5,03 let) in 4
moski (26,5 + 3,11 let), ki so 18-22 dni bivali in plezali na nadmorski visini od 2130 m do
5642 m.

Odvzete vzorce je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (Stevilka
dokumenta 39/8/07). Vsi preiskovanci so podpisali privolitev v sodelovanje v molekularno
bioloski raziskavi o vplivu nadmorske visine na sintezo EPO. Z vzorci preiskovancev smo
rokovali kot s potencialno kuznimi. Pri laboratorijskem delu smo se drzali nacel dobre

laboratorijske prakse.

7.2 ZBIRANJE VZORCEV

Alpinistom so bili pred odhodom in tri dni po vrnitvi odvzeti vzorci urina (50 ml) in krvi,
ki so sluzili kot kontrolna vrednost. Med bivanjem na visini so alpinisti pisali dnevnik

visinskega treninga (Graf 1) ter zbirali vzorec urina (50 ml) (Tabela II).
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Graf 1: DoseZzene nadmorske visine. Na grafu so predstavljeni profili gibanja 7 alpinistov od zacetnega do
konénega kontrolnega odvzema vzorcev krvi in urina.
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Tabela I1: Datumi in nadmorske visine odvzemov vzorca urina (50 ml)

UO-pred Ul U2 U3 U4 U5-po
odvzem | odvzem 1/ | odvzem 2/ odvzem 3/ odvzem 4/ odvzem 5/ odvzem 6/
oseba 2.7.2007 13.7.2007 16.7.2007 23.7.2007 30.7.2007 2.8.2007
1 9.7./295m / 16.7./2200m | 24.7./2130m | 30.7./2130m | 2.8./295m
2 295 m / 15.7./2200m | 23.7./2200m | 30.7./2130m | 2.8./295m
3 9.7/295 m / 16.7./2200m | 23.7./2200m | 28.,30.7./2130m | 2.8./295m
4 295 m 13.7./2200m | 17.7./3252m | 24.7./2130m | 30.7./2130m | 2.8./295m
5 295 m 13.7./2200m | 17.7./3252m | 24.7./2130m | 30.7./2130m | 2.8./295m
6 295 m / 16.7./2200m | 23.7./2200m | 28.7./2130m | 2.8./295m
7 295 m 13.7./2200m | 18.7./3252m / 30.7./2130m | 2.8./295m
LEGENDA: /ni zbranega vzorca urina

Plazma, v obliki 250 ul alikvotov, in urin sta bila zamrznjena na -70 °C do analize. Z

odvzeto krvjo smo naredili krvno preiskavo (hemogram).

7.3 MATERIALI IN APARATURE

Materiali, uporabljeni v raziskavi, niso smeli priti v stik z detergentom, saj bi le-ta

denaturiral EPO. V primeru Ze uporabljenih materialov, ki so bili oprani z detergentom,

smo le-te ocistili z 0,1-M raztopino NaOH in $tirikrat spirali z bidestilirano vodo. S pH-

metrom smo preverili pH vode v steklenicah zaradi mozne kontaminacije z NaOH (pH =

7).

UPORABLJENI MATERIALLI:

centrifugirke (50 ml, 15 ml)
epice (1,5 ml)

Skatle za shrambo epic

stojala za centrifugirke in epice
steklene pipete 25 mli
mehanske pipete

nastavki za mehanske pipete

magnetno mesalo
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spatula

centrifugalni filter z ultracel-30k
membrano (Amicon® Ultra,
Millipore): 50 ml in 0,5 ml
0,22pum sterilni vakuumsko
filtracijski sistem (Steriflip®™
Filter, Millipore)

vrecka za shranitev gela



- erlenmajerica in zamasek

- stekleni plos¢i (25 x 12,4 x 0,5 cm - reagencni koriti
in24x12,4x0,5cm) - caSa
- steklene pipete (10 ml, 25 ml) - plovci za epice
- plasti¢na podpora (Gel-Fix® for - termometer
PAG, Serva) - filter papircki (Biorad)
- distan¢niki - pinceta
- valjeek - membrana (Immobilon™.-pP,
- zatiCi za drzanje kalupa Millipore)
- rokavice - membrana (Durapore®, Millipore)
- Skarje - filter papir (1F Grade, Munktell)
- vpojni papir - kadicke za membrane
- elektrodni trakovi - parafilm
(Electrofocusing strips, GE - prozorna folija

Healthcare)

UPORABLJENE APARATURE:

- pH-meter

- meSalo vorteks

- vakuumska crpalka

- magnetno mesalo z moznostjo segrevanja

- avtomatski pipetnik za pipetiranje ve¢jih volumnov

- centrifuga (Centrifuge 5810R, Eppendorf)

- centrifuga (Centrifuge 5471C, Eppendorf)

- sistem za elektroforezo (Multiphor™ II, Amersham Biosciences)

- termostatska ¢rpalka (MultiTemp™ 111, Amersham Biosciences)

- napajalnik (Electrophoresis Power Supply EPS 3501 XL, Amersham Biosciences)
- odstranjevalec gela

- rezalnik papirja

- naprava za polsuh prenos (Trans-Blot® SD; Semi-Dry Transfer Cell, Biorad)

- napajalnik (PowerPac Basic™, Biorad)
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stresalnik
kamera (ImageQuant™ LAS 4000, GE Healthcare)

7.4 PRIPRAVA VZORCEV — KONCENTRIRANJE URINA

Zaradi majhne koli¢ine EPO v urinu smo morali vzorce urina pred nanosom na gel

skoncentrirati.

7.4.1

REAGENTI

raztopina proteaznega inhibitorja (Complete™, Roche)
TRIS (Tris (hidroksimetil) aminometan, Acros Organics)
37-% raztopina HCI

fizioloSka raztopina

7.4.1.1 PRIPRAVA REAGENTOV

raztopina_proteaznega inhibitorja Complete™: 1 tableto smo raztopili v 2 ml

bidestilirane vode neposredno pred analizo. Pri raztapljanju smo si pomagali z
mesalom vorteks.

3,75-M TRIS/HCI, pH 7,4: v steklenico z meSalom smo natehtali 218 g TRIS,
dodali 220 ml bidestilirane vode in postopoma dodajali HCI do pH 7,4. Ob

ustreznem pH smo raztopino razred¢ili z bidestilirano vodo do 500 ml.
50-mM TRIS/HCI, pH 7.4: pripravili smo dve raztopini (A in B). Za raztopino A
(0,2-M TRIS) smo v steklenico zatehtali 24,2 g TRIS in dopolnili do 1 | s H,O. Pri

raztopini B smo v steklenico odmerili 16,66 ml 37-% raztopine HCI in dopolnili do

11 s HO (najprej smo dodali nekaj vode, Sele nato HCI). Za pripravo 50-mM
TRIS/HCI smo uporabili 500 ml A raztopine, 414 ml B raztopine in 1086 ml H,O.

7.4.2

POSTOPEK KONCENTRIRANJA URINA

Urinske vzorce Sportnikov, hranjene na temperaturi -70 °C, smo ¢ez no¢ odmrznili.

Za analizo RIA smo v epice odpipetirali 500 pl urina in jih zamrznili na -20 °C.
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10.

V centrifugirke smo prenesli 18 ml urina in dodali 200 pl (1/100 urina) raztopine
proteaznega inhibitorja ter 1,8 ml (1/10 urina) 3,75-M TRIS/HCI, pH 7,4.
Centrifugirko smo zamasili in vsebino premesali z meSalom vorteks.

Centrifugirali smo v centrifugi (Centrifuge 5810R, Eppendorf) pri 2700 RCF, 10
min, pri 20 °C, da smo odstranili kristale, celice in ostale usedline, ki bi lahko
zamasile filter. Supernatant smo prenesli v Cisto centrifugirko.

Urin smo filtrirali skozi 0,22-um filter (Steriflip® Filter, Millipore) s pomocjo
vakuumske ¢rpalke.

Prva ultrafiltracija: uporabili smo centrifugalni filter z ultracel-30k membrano — 50
mL (Amicon® Ultra, Millipore) in ultrafiltrirali pri 3220 RCF, 10 min, pri 20 °C v
centrifugi (Centrifuge 5810R, Eppendorf). Zaradi prevelike koli¢ine vzorca smo po
dodatku preostalega vzorca ultrafiltracijo Se enkrat ponovili pod enakimi pogoji.
Koncentrat smo spirali z 20 ml 50-mM TRIS/HCI, pH 7,4 in dodatkom 200-ul
proteaznega inhibitorja. Zaradi prevelike koli¢ine smo spirali v dveh delih v
centrifugi (Centrifuge 5810R, Eppendorf) pri 3220 RCF, 15 min, pri 20 °C.

Druga ultrafiltracija: prvi koncentrat smo prenesli v centrifugalni filter z ultracel-
30k membrano — 0,5ml (Amicon® Ultra, Millipore) in ultrafiltrirali pri 14000 RCF,
15 min v centrifugi (Centrifuge 5471C, Eppendorf).

Volumen dobljenega koncentrata je moral biti manjsi ali enak 25 ul. V primeru
manjSega volumna smo do 25 pl dopolnili s pufrom 50-mM TRIS/HCI, pH 7,4.
Koncentrat (20 ul za IEF in 3 ul za RIA-0 + 2 pl mrtvega prostora) smo prenesli v
epice (1,5 ml, Eppendorf) in do nadaljnje analize zamrznili na -20 °C.

Dan pred analizo z metodo RIA smo 3 pl koncentrata razredc¢ili do 500 ul s

fizioloSko raztopino.

7.5 RADIOIMUNOLOSKA METODA (RIA)

RadioimunoloSke meritve vzorcev urina in plazme so opravili ustrezno usposobljeni
zaposleni Klini¢nega inStituta za klini¢no kemijo in biokemijo (KIKKB) Klini¢nega centra
v Ljubljani. Za kvantitativno dolocCitev koncentracij EPO v urinu in plazmi so uporabili

radioimunoloski set (EPO-Trac **1 RIA KIT, DiaSorin).
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7.6 IZOELEKTRICNO FOKUSIRANJE Z DVOJNIM PRENOSOM

7.6.1

REAGENTI

metanol

etanol

glacialna ocetna kislina

saharoza (Sukrose, Kemika)

amfoliti (Servalit® 2—4, 4-6, 6-8, Serva)

urea (Urea — Molecular Biology Grade, Calbiochem®)

akrilamid (Acrylamide-Bis Solution (29:1), 30-% w/w, Serva)
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (PlusOne TEMED, Amersham Bioscienses)
amonijev persulfat (APS, Merck)

barvilo metil rdece (Methyl red, ACS, Reag. Ph. Eur, Merck)

0,5 M H3PO, (0-Phosphorsaure, > 85 %, p.a., ACS, 1SO, Rotipuran®)

10-% v/v raztopina neionskega detergenta (Tween® 20, Calbiochem®)
albumin iz govejega seruma (BSA, Sigma)

TRIS (Tris (hidroksimetil) aminometan, Acros Organics)

epoetin B ( NeoRecormon® 20000 NE/i.e., Roche)

darbepoetin (Aranesp 150 mg, AMGEN)

glicin (Glycine, Acros Organics)

DTT (UltraPure™ Dithiothreitol — Cleland's Reagent, Invitrogen™)

PBS (Phosphate buffered Saline, Sigma)

LFM (posneto mleko v prahu, Pomurske mlekarne)

primarna protitelesa (mi$ja monoklonska protitelesa proti c¢loveskemu EPO,
AE7A5, R & D)

sekundarna protitelesa (kozja biotinilirana IgG proti misjim protitelesom, Thermo
Scintific)

terciarna protitelesa (kompleks streptavidin-peroksidaza, Invitrogen)

kemiluminiscentna raztopina (SuperSignal West Femto, Thermo Scintific)
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7.6.1.1 PRIPRAVA REAGENTOV

e 438-mM raztopina amonijevega persulfata: potrebno ga je pripravljati sveze vsak
teden. VV 2 ml bidestilirane vode smo dodali 0,2 g APS. Centrifugirko smo ovili z
aluminijasto folijo in jo shranili pri 4 °C.

e 1-% BSA/50-mM TRIS: 50-mM TRIS smo pripravili tako, da smo zatehtali 0,657 ¢

TRIS in dopolnili z bidestilirano vodo do oznake v 100-ml bucki. Nato smo v

drugo 100-ml bucko zatehtali 1 g BSA in dopolnili do 100 ml s predhodno
narejenim 50-mM TRIS.

o Katodni elektrolit: za pripravo 0,5-% w/v raztopine metil rdeCe v metanolu
(MR/MeOH) smo zatehtali 20 mg barvila MR in ga raztopili v 4 ml MeOH. Za
pripravo 20 ml katodnega elektrolita smo uporabili 75 ul (MR/MeOH), 1 ml

amfolita 6-8 in dopolnili do 20 ml z bidestilirano vodo.

e Anodni elektrolit: za pripravo 20 ml anodnega elektrolita smo potrebovali 700 pl
H3PO, (85-%) in dopolnili do 20 ml z bidestilirano vodo.

e Referencni standard: 600 1U/l epoetina B (Neorecormon 20000 IE) in 400 1U/I
darbepoetina (Aranesp — 150 ul v 0,3 ml):

600 1U/1 epoetina  (Neorecormon):
o raztapljanje 1/100 (raztopina A): 5 ul epoetina § + 495 ul 1-% BSA/TRIS
o raztapljanje 1/250 (raztopina B): 5 ul raztopine A + 1245 ul 1-% BSA/TRIS
400 1U/1 darbepoetina (Aranesp)
o raztapljanje 1/100 (raztopina C): 5 ul darbepoetina + 495 ul 1-% BSA/TRIS
o raztapljanje 1/10 (raztopina D): 5 ul raztopine C + 45 ul 1-% BSA/TRIS
o raztapljanje 1/127 (raztopina E): 5 pl raztopine D + 630 ul 1-% BSA/TRIS

Za nanos (raztopina F): 200 pl raztopine B (epoetin ) + 200 pl raztopine E
(darbepoetin) + 44 ul 10-% v/v raztopine neionskega detergenta (Tween® 20).

e 0,7-% CH3;COOH: v steklenico smo nalili nekaj bidestilirane vode, ji dodali 14 mi

CH3COOH in dopolnili z bidestilirano vodo do oznake.
e 25-mM TRIS/192-mM Glicin pufer: v steklenico z meSalom smo dodali 3,29 g

TRISA in 14,41 g glicina ter dopolnili z bidestilirano vodo do 1 I. Pufer smo
premesali na magnetnem mesalu in ga shranili v hladilniku.
e 5-mM DTT v PBS: natehtali smo 116,25 mg DTT in dopolnili do 150 ml s PBS.
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PBS: za pripravo 1 1 PBS smo v steklenico z mesalom dali 5 tablet PBS in dopolnili
do 1 1 z bidestilirano vodo. Na magnetnem mesSalu smo mesali, dokler se tablete
niso raztopile. Pufer smo shranili v hladilniku.

0,5-% LFM/PBS: zatehtali smo 5 g LFM in ga dopolnilido 1 | s PBS.

1-% LEM/PBS: 5-% LFM/PBS smo red¢ili v razmerju 1 : 5 s PBS.

5-% mleko v prahu z nizko vsebnostjo mascob (5-% LFM): zatehtali smo 10 g LFM
in ga dopolnili do 200 ml s PBS.

Primarna protitelesa (1/1000; 1 xg/ml) v 1-% LFEM/PBS: tik pred uporabo smo v
centrifugirko dali 10 ml 1-% LFM/PBS in s pipeto dodali 10 ul primarnih

protiteles. Nerazredcena protitelesa smo hranili v zamrzovalniku na -70 °C.
Sekundarna protitelesa (1/1600) v 1-% LFM/PBS: tik pred uporabo smo v
centrifugirko dali 10 ml 1-% LFM/PBS in s pipeto dodali 6,25 ul sekundarnih

protiteles. Nepripravljena protitelesa smo hranili v zamrzovalniku na -70 °C.
Terciarna protitelesa (1/1330) v 1-% LFM/PBS: tik pred uporabo smo v
centrifugirko dali 10 ml 1-% LFM/PBS in s pipeto dodali 7,5 ul terciarnih

protiteles. Nepripravljena protitelesa smo hranili v zamrzovalniku na -70 °C.

7.6.2

PRIPRAVA GELA

Gel smo vlili 24 ur pred analizo in ga shranili prek no¢i v hladilniku v vlaznih
pogojih zaradi preprecitve izsuSevanja gela.

V erlenmajerico z meSalom smo dali: 16,8 g uree, 1,95 g saharoze, 15 ml
bidestilirane vode, 2 ml amfolita 2—4 in 4-6 ter 6,7 ml akrilamida.

Mesanico smo istoasno razplinjali s pomo¢jo vakuumske Crpalke in mesSali na
magnetnem mesalu najmanj 15 minut.

Medtem smo pripravili kalup za vlivanje gela. Stekleno plos¢o z merami 25 x 12,4
x 0,5 cm smo uporabili kot podporo za Gel-Fix®, stekleno plosto z merami 24 x
12,4 x 0,5 cm pa kot pokrov. Na podporo smo nakapali bidestilirano vodo ter
namestili Gel-Fix®, pri tem je del Gel-Fix® gledal 0,4 cm preko zunanjega krajsega
roba. Poskrbeli smo, da pod Gel-Fix® ni bilo mehurékov. Za odstranitev presezka
vode smo Gel-Fix® pokrili z vpojnim papirjem ter povaljali z valjékom. Ponovno
smo preverili prisotnost mehurckov pod Gel-Fix®.
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5.

VzdolZz vsakega dolgega roba smo

nastavili distan¢nika debeline 1 mm. ad

Pokrov smo odistili z etanolom in ga
zbrisali do suhega. Postavili smo ga
na podporo tako, da se je krajsi rob
pokrova uskladil s krajSim robom
podpore. Z izpostavitvijo okoli 1,4

cm Gel-Fix® smo omogo¢ili nanos

gela. Na koncu smo pritrdili zati¢e ob Slika 5: Kalup za gel
straneh kalupa.

Gelsko mesanico smo vzeli iz meSala in vakuumske érpalke, dodali 165 pul APS in
16,5 ul TEMED ter nezno premesali. Gel smo takoj nanesli v kalup s pomoc¢jo 25-
ml pipete. Delali smo s konstantnim pretokom z nanosom na sredino zgornjega
roba in pustili, da se je kalup zapolnil po principu kapilarnega vleka.

Kalup smo pustili stati najmanj eno uro, da je gel polimeriziral, nato pa smo ga

shranili ¢ez no¢ na vlaznem na 5-8 °C.

7.6.3

IZOELEKTRICNO FOKUSIRANJE

Vklopili smo termostatsko ¢rpalko in jo nastavili na 10 °C.

Locitev gela od kalupa. Odstranili smo spodnjo plos¢o s pomocjo tanke spatule, ki
smo jo vstavili med podporno ploddo in Gel-Fix® pod koncem enega od
distanénikov. Nezno smo dvignili koticek Gel-Fix® in gel odstranili s steklenega
pokrova. Krajsa dela gela smo s Skarjami obrezali naravnost.

Z vodo smo omodéili povrino hladilne ploste. Gel z Gel-Fix® navzdol smo
postavili na hladilno plosco, ga poravnali ter popivnali odve¢no vodo. Preverili smo
prisotnost mehurckov pod Gel-Fix® z namenom preprecitve vnetja gela na
visokonapetostni elektrodi.

Elektrodna trakova, popolnoma enake dolzine, Smo narezali na okoli 2 mm kraj$o
velikost od gela. Katodni elektrolit smo vlili v reagen¢no korito. Elektrodni trak
smo omocili in mu nezno popivnali rob, da smo odstranili presezek elektrolita.

Namestili smo ga na gel na oznaCeno pozicijo. Po tem koraku smo zamenjali
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rokavice. Nato smo po istem principu pripravili in namestili anodni elektrodni trak
2 0,5-M H3PO,.

5. Prefokusiranje: 250 V, 30 minut, 10 °C, 150 mA, 70 W.

6. Med ¢akanjem smo pripravili 20-ul vzorce s segrevanjem 3 minute pri temperaturi
to¢no 80 °C in jih ohladili v hladni vodi. Dodali smo 2,2 pl 10-% v/v Tween 20, da
smo dobili kon¢no koncentracijo 1-% v/v. Referenéni standard smo z 1-%
BSA/TRIS red¢ili do 600 U/l za epoetin 3 in do 400 1U/I za darbepoetin.

7. Omocene (z 20 ul 1-% BSA/TRIS) filter papir¢ke (1,0 x 0,5 cm, Biorad) smo
nanesli na povrsino gela, 0,5 cm stran od katodnega traku tako, da je bil krajsi rob
filter papir¢kov vzporeden elektrodnemu traku, papircki pa so imeli razmik 1 cm.

Na filter papircke smo nanesli posamezne vzorce in referen¢ne Standarde.

Slika 6: Nanos vzorcev in referenénih standardov

8. IEF nastavitve: mo¢ — 1 W/cm dolzine gela, Vmax = 2000V, 3600 Vh, 10 °C, 150
mA.

Slika 7: Potek elektroforeze
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7.6.4

1.

DVOJNI PRENOS

Med ¢akanjem na zakljuéek elektroforeze smo pripravili membrane in filter papir
za vse naslednje korake. Odrezali smo dve »Immobilon"™-P« in dve »Durapore®«
membrani, enakih dolzin in S$irin (okoli 7,5 cm) kot gel. Membranama
Immobilon™-P smo s Stevilkama 1 in 2 oznaéili desni zgornji kot ob daljem
navpiénem robu membrane. Stiri nize devetih listov filter papirja smo narezali na
dolzino 1 c¢cm in $irino 0,5 cm krajSo, kot so mere membran (papir ne sme viseti ¢ez
robove membran zaradi moznega kratkega stika pri prenosu).

Po koncu IEF smo odstranili gel iz aparatur. S pomocjo ostrih $karij smo odrezali
cono vzorca (gel + »Gel-Fix®«) in odstranili anodni trak s povrsine gela. Gel
obrnjen navzgor smo 2 minuti namakali v 25-mM TRI1S/192-mM glicin pufru.
Presezni pufer smo odcedili in namestili gel na odstranjevalec gela, kjer smo s

pomogjo ostre Zice gel z enim korakom odstranili z Gel-Fix"®-podlage.

Slika 8: Odstranjevalec gela

7.6.4.1

1.

PRVI PRENOS

Immobilon™-P membrano §tevilka 1 smo namoéili v metanolu (10 ) in trikrat
sprali z bidestilirano vodo. Nato smo jo prenesli v 25-mM TRIS/192-mM glicin
pufer, kjer je bila najmanj 10 minut v celoti potopljena v pufer. V isto kadi¢ko smo
potopili tudi Durapore® membrano za najmanj 10 minut (brez omoéitve v

metanolu). Nazadnje smo omo¢ili Se dva niza devetih listov filter papirja
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10.
11.

12.

Napravo za polsuh prenos smo obrisali z bidestilirano vodo. Niz devetih listov filter
papirja smo postavili na sredino anode. S pomocjo parafilma in valjcka smo
iztisnili presezen pufer ter ga popivnali s papirjem.

Gel smo s hrbtnim delom Gel-Fix®
postavili na mizo. Na gel smo
namestili  Durapore®  membrano,
katere daljsi del smo uskladili z
anodnim robom. Nato smo na
Durapore® membrano  namestili
Immobilon™-P membrano, s 3tevilko

1, obrnjeno navzgor (proteini so na

nasprotni strani), nasproti obrezanemu

Slika 9: Gel z name$¢enima membranama

robu. Preverili smo  prisotnost

mehurékov med membranama. Na del gela, ki ni prekrit z membranami, smo dali
trak suhega papirja za pomo¢ pri rokovanju.

Sklop smo obrnili in ga namestili na niz papirja na anodi tako, da je membrana
visela ez na vseh straneh. Previdno smo odstranili Gel-Fix®. Odvegen gel smo
obrezali s suhim papirjem. Nato smo namestili drugi niz filter papirja, pravilno
centriran na gel. Prekrili smo ga s parafilmom, z valjckom iztisnili preseZzen pufer
ter ga popivnali.

Katodo smo namestili na mesto.

Nastavitve prenosa: konstanten tok: 1 mA/cm? 30 minut (PowerPac Basic™,
Biorad).

Po kon¢anem prenosu smo Immobilon™-P membrano takoj inkubirali v 5-mM
DTT v PBS, 45 minut, pri 37 °C.

Nato smo trikrat kratko spirali s PBS s stresanjem z roko.

Membrano smo blokirali v 5-% LFM/PBS: 45 minut, sobna T, nezno stresanje.
Sledilo je kratko spiranje s PBS s stresanjem z roko.

Membrano smo inkubirali s primarnimi protitelesi (mis$ja monoklonska protitelesa
proti ¢loveskemu EPO, AE7AS) v 1-% LFM/PBS, 1 ura, sobna T, nezno meSanje.
Sestkrat smo spirali v 0,5-% LFM/PBS: 3 x 1 minuta, 3 x 8 minut, sobna T, mo&no
stresanje.
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13.

Nato smo dvakrat kratko spirali s PBS s stresanjem z roko.

7.6.4.2

1.

DRUGI PRENOS

Immobilon™-P membrano $tevilka 2 smo namo¢ili v metanolu in trikrat spirali z
vodo. Prenesli smo jo v 0,7-% raztopino ocetne kisline (v/v), kjer je bila najmanj 10
minut v celoti potopljena v raztopino. V isto kadicko smo za najmanj 10 minut
potopili tudi Durapore® membrano (brez omogitve v metanolu) in nize filter
papirja, po principu opisanem pri prvem prenosu.

Napravo za polsuh prenos smo obrisali z bidestilirano vodo. Niz devetih listov filter
papirja smo postavili na sredino anode. S pomoc¢jo parafilma in valjcka smo
iztisnili presezen pufer ter ga popivnali s papirjem.

Immobilon™-P membrano 1 smo namestili s §tevilko 1 obrnjeno navzdol k filter
papirju (oznaka na levem zgornjem kotu), nanjo smo namestili Durapore®
membrano, za njo pa $¢ Immobilon™-P membrano 2 s §tevilko 2 obrnjeno navzdol
tako, da sta se Stevilki na Immobilon"™-P membranah prekrivali. Ponovno smo
preverili prisotnost mehurckov. Izogibali smo se premikanju membran po njihovi
namestitvi (namestitev membran v enem koraku in brez prilagoditev). Na koncu
smo na vrh namestili drugi niz papirja, pravilno centriran na membrano. Prekrili
smo ga s parafilmom, z valj¢kom iztisnili odve¢no raztopino ter ga popivnali. Na
sklop smo namestili katodno plo$¢o. Nastavitev prenosa: 0,8 mA/cm?, 10 minut
(PowerPac Basic™, Biorad).

Odstranili smo Immobilon™-P membrano $tevilka 2, jo spirali s PBS in jo postavili
v blokirno raztopino: 5-% LFM/PBS, 45 minut, sobna T. Immobilon™-P
membrano Stevilka 2 smo shranili v PBS pri 4 °C za primer ponovnega
preizkusanja. Naslednje korake smo opravili z uporabo membrane Stevilka 2.
Najprej smo membrano spirali s PBS.

Membrano smo inkubirali s sekundarnimi protitelesi (kozja biotinilirana 1gG proti
mi§jim protitelesom) v 1-% LFM/PBS prek noc¢i, +4 °C, neZzno mesanje.

Membrano smo Sestkrat spirali z 0,5-% LFM/PBS: 3 x 1 minuta, 3 x 10 minut,

mocno stresanje.
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Inkubirali smo jo s terciarnimi protitelesi (kompleks streptavidin-peroksidaza) v 1-
% LFM/PBS, 1 ura, sobna T, nezno meSanje, +4 °C.

Membrano smo Sestkrat spirali s PBS: 3 x 1 minuta, 3 x 8 minut, mo¢no stresanje.

7.6.5

KEMILUMINISCENCNA VIZUALIZACIJA

Membrano smo pustili v PBS do poprsitve s kemiluminiscentno raztopino. Glede
na velikost membrane (30 pl/cm?) smo pripravili raztopini peroksidni pufer in
luminol v razmerju 1 : 1.

Membrano smo vzeli iz PBS, popivnali odvecen pufer in jo polozili na prozorno
folijo (ponovno smo se izogibali mehur¢kom). Folijo z membrano smo postavili na
polico v temnem polju v kameri. Za pravilno namestitev membrane v vidno polje
smo izbrali tipko »focusing«. Nato smo se vrnili v program kamere.

Peroksidni pufer in luminol smo zmesali in razporedili po membrani (¢e je bilo
potrebno, smo uporabili pipeto za enakomeren nanos). Po 5 minutah smo
membrano vzeli iz kamere, popivnali odve¢no raztopino in jo prenesli na drugo
prozorno folijo. Ponovno smo jo postavili na polico v kameri ter zagnali program.

Cas slikanja smo nastavili na 30 sekund in shranili slike na raéunalnik.

7.6.6

STATISTICNE METODE IN ORODJA

Za statisti¢no obdelavo podatkov smo uporabili programe GASepo, IMB SPSS Statistics

Version 21 in Microsoft Office Excel 2007. S pomocjo programa GASepo smo ovrednotili

EPO-izoforme, s preostalima programoma smo izra¢unali povpre¢no vrednost, standardni

odklon in odstotek spremembe za vrednosti hematoloskih parametrov pred in po odpravi

ter izvedli Shapiro-Willkov in parni t-test.
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8 REZULTATI

V raziskavo so zajeti podatki 7 alpinistov, ki so med odpravo na obmocju Kavkaza pisali
dnevnike visinskega gibanja (Graf 1). Po prihodu na visino (2200 m) so se odpravili na
aklimatizacijsko turo (okoli 3300 m), v nadaljevanju so se povzpeli na razli¢ne vrhove
Kavkaza (4000-5200 m), ob koncu odprave pa so vsi alpinisti osvojili zahodni vrh Elbrusa
(5642 m).

8.1 ANALIZA IZOFORM EPO

Koncentracijo EPO v vzorcih krvi in urina 7 alpinistov smo analizirali z metodo RIA.
Rezultati kvantitativnih meritev vzorcev so predstavljeni v prilogi (Tabela VII). Z metodo
izoelektriénega fokusiranja z dvojnim prenosom smo uspeli pridobiti profile izoform EPO
v vzorcih urina. Zaradi nizkih koncentracij EPO v vzorcih je bila primerjalna analiza med
vzorci izvedena za osebe 1, 2 in 6. 1zoforme endogenega EPO smo analizirali s programom
GASepo, ki ga uporabljajo antidopinski laboratoriji za odkrivanje prisotnosti rHUEPO v

vzorcih Sportnikov.

epoetinf/
Uo-6 U2-6 U3-6 U4-6 Us-6 darbepoetin

—ﬂ

| ENDOGENO
PODROCJE

-

—_—

-
|

KISLO.
PODROCJE

Slika 10: Analiza izoform EPO-vzorcev urina osebe 6. S programom GASepo smo oznadili izoforme
glede na pojav le-teh v bazi¢nem, endogenem in kislem podro&ju. Pri razvr§€anju so nam v pomo¢
izoforme epoetina B (1-6) in darbepoetina (A-D).
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S pomogjo analize v programu GASepo smo pridobili odstotek izoform EPO v bazi¢nem,
endogenem in kislem podro¢ju, na podlagi katerega smo lahko ocenili premik profila

izoform proti bazi¢nem podroc¢ju oziroma vrnitev izoform EPO na zacetno stanje.

LEGENDA VZORCEV:
UO0-x: urinski vzorec pred odpravo
U2-x: urinski vzorec 4. dan bivanja na visini
U3-x: urinski vzorec 12. dan bivanja na visini
U4-x: urinski vzorec 16. dan bivanja na visini
U5-x: urinski vzorec po odpravi

X —osebal, 2,6

100%

90%

80%

70%

60%

1 bazi¢no podrocje

50%

B endogeno podrocje

40% M kislo podrocje

30%

20%

10%

O% T T T T 1
uUo-1 uz-1 us-1 u4-1 us5-1

Graf 2: Oseba 1. Odstotek izoform EPO v bazi¢nem, endogenem in kislem podroc¢ju pl. Vzorci U3-1, U4-2
in U5-2 vsebujejo prenizko koncentracijo EPO, zato jih ne moremo analizirati z GASepo.
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Graf 3: Oseba 2. Odstotek izoform EPO v baziénem, endogenem in kislem podro&ju pl. Vzorca U4-2 in U5-
2 vsebujeta prenizko koncentracijo EPO, zato ju ne moremo analizirati z GASepo.

100%

90%

80%

70%

60%
 bazi¢no podrodje

50% ..
B endogeno podrocje

40% H kislo podrocje

30%

20%

10%

O% T T T T
uo-6 u2-6 U3-6 U4-6 U5-6

Graf 4: Oseba 6. Odstotek izoform EPO v bazi¢nem, endogenem in kislem podrocju pl. Vzorec U5-6
vsebuje prenizko koncentracijo EPO, zato ga ne moremo analizirati z GASepo.
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Pri vecini urinskih vzorcev urina oseb 1, 2, 6 smo opazili spremembo oblike izoform EPO
iz ravnih v obliko loka, kar je posledica visoke vsebnosti skupnih proteinov v urinu

oziroma proteinurije.

V06 U26 U36  U46 US6 epoetinf/

Slika 11: Vpliv proteinurije na izoforme EPO. Zaradi visoke vsebnosti proteinov v urinu izoforme EPO
spremenijo obliko iz ravnih v obliko loka.
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8.2 KONCENTRACIJA EPO IN HEMATOLOSKI PARAMETRI

Analiza vzorcev krvi je bila opravljena na Klini¢nem institutu za klinicno kemijo in

biokemijo (KIKKB) Klini¢nega centra v Ljubljani. Pridobljene rezultate vzorcev krvi vseh

7 alpinistov pred in po odpravi smo statisticno opredelili s Shapiro-Wilkovim testom

normalnosti in jih ovrednotili s parnim t-testom. Za posamezne hematoloske parametre

smo izracunali tudi povprecno vrednost in standardno deviacijo odstotka spremembe.

S Shapiro-Wilkovim testom normalnosti smo preverili normalno porazdelitev rezultatov

analize (Tabela I11). Postavili smo hipotezi:

Ho: 11 = pp; koncentracije hematoloskih parametrov so normalno porazdeljene

Hi: 11 # 11,; koncentracije hematoloskih parametrov niso normalno porazdeljene

a=0,05

Tabela I11: Shapiro-Wilkov test normalnosti

Cas o Prostostne
Hematoloski parametri Statistika . Statisti¢na znacilnost
odvzema stopnje
pred 0,958 7 0,803
Eritropoetin (U/l)
po 0,952 7 0,745
pred 0,899 7 0,323
Eritrociti (10"/1)
po 0,918 7 0,457
pred 0,943 7 0,668
Hemoglobin (g/l)
po 0,890 7 0,275
pred 0,894 7 0,299
Hematokrit (1)
po 0,856 7 0,140
pred 0,875 7 0,206
Trombociti (10%/1)
po 0,925 7 0,509
pred 0,933 7 0,575
Levkociti (10%1)
po 0,885 7 0,251
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Na podlagi dobljenih p-vrednosti (p > 0,05) smo ugotovili, da se vse vrednosti
hematoloskih parametrov porazdeljujejo normalno, zaradi ¢esar smo jih lahko ovrednotili s
parnim t-testom. Vsaki spremenljivki smo dolocili povpre¢no vrednost in standardni
odklon (Tabela IV) in primerjali razliko povprecnih vrednosti hematoloskih parametrov
pred in po odpravi (Tabela V).

Tabela 1V: Povpreéne vrednosti in standardni odkloni izmerjenih koncentracij hematoloskih parametrov

pred in po odpravi

Hematolo$ki Cas Stevilo Povpreéna Standardni

parametri odvzema vzorcev vrednost odklon
pred 7 15,863 4,851

Eritropoetin (U/1)
po 7 13,159 4,720
pred 7 4,576 0,303

Eritrociti (10'4/1)
po 7 4,793 0,302
pred 7 142,714 11,600

Hemoglobin (g/l)
po 7 147,143 10,254
pred 7 0,412 0,028

Hematokrit (1)

po 7 0,432 0,027
pred 7 279,286 50,721

Trombociti (10°/1)
po 7 314,143 55,541
pred 7 5,771 0,918

Levkociti (10%1)
po 7 6,757 1,190

Za parni t-test smo postavili ni¢elno in alternativno hipotezo:
Ho: Bpred = Bpo; vrednosti hematoloskih parametrov se ne spremenijo

H1: Bpred # Bpo; Vrednosti hematoloskih parametrov se spremenijo
a=0,05
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Tabela V: Parni t-test. Razlika v koncentracijah hematoloskih parametrov pred in po odpravi.

Hematoloski | Stevilo Povpretna Standardni Prostostne Stati§tiéna
parametri paroy | Yrednost odklon t stopnje znacilnost
(pred-po) (dvostranska)
Erit ti
rEropogtin 7 2704 2498 | 2,864 6 0,029
)
Eritrociti
7 0,217 0,205 | -2.801 6 0,031
(10%/1)
Hemoglobi
emogiobin 7 4,429 6,049 | -1,686 6 0,143
(/)
Hematokrit (1) | 7 0,020 0018 | -2.985 6 0,024
Trombocit
romboctt 7 34857 | 24982 | -3.691 6 0,010
(10%1)
Levkociti (10%1) | 7 10,986 0546 | -4777 6 0,003

Primerjava meritev v krvi pred in po odpravi je pokazala, da je prislo do statisti¢no

znacilne razlike (p < 0,05) pri vrednostih EPO, eritrocitov, hematokrita (Hct), trombocitov

in levkocitov, medtem ko razlika za koncentracijo hemoglobina (Hb) ni bila statisti¢éno

znacilna (p > 0,05). Za lazjo interpretacijo Smo razlike vrednosti hematoloskih parametrov

zapisali v obliki povpre¢nega odstotka in standardnega odklona (Tabela VI).

Tabela VI: Povpreéni odstotek (%) spremembe in standardni odklon hematoloskih parametrov

Hematoloski parametri | Stevilo | Povpre¢na vrednost spremembe (%) | Standardni odklon
Eritropoetin (U/l) 7 -17,5 14,8
Eritrociti (10'/1) 7 4.9 45
Hemaoglobin (g/1) 7 3,3 49

Hematokrit (1) 7 5,0 4.3
Trombociti (10%/1) 7 12,8 8,5
Levkociti (10%1) 7 17,2 8,8
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9 RAZPRAVA

Izoelektricno fokusiranje z dvojnim prenosom uporabljajo laboratoriji z namenom
odkrivanja zlorabe rHUEPO pri $portnikih. Detekcija temelji na razlikovanju profila
izoform endogenega EPO od rHUEPO v urinu. Medtem ko imata epoetin B in darbepoetin
znacilne izoforme v bazicnem (epoetin B) in kislem (darbepoetin) obmocju, so izoforme
endogenega EPO obicajno razporejene skozi celotno podroéje, z izrazitejSimi izoformami
v kislem obmocju (45).

Pri analizi urinskih vzorcev kolesarjev in atletov, zbranih po kratkotrajnem naporu, so
zasledili t. i. atipi¢ne izoforme z zaznanim premikom izoform naravnega EPO iz kislega
proti bazi¢nem podrocju pl (45). Zaenkrat Se ni popolnoma jasno, ali se podoben premik
izoform pojavi tudi pri drugih oblikah napora, kot je na primer rekreativno plezanje, prav
tako ni znano, kako se profil endogenega EPO spreminja glede na razliéno nadmorsko
visino.

Kvantitativna dolocitev koncentracije EPO v koncentriranih urinskih vzorcih z metodo
RIA ni bila optimalno izvedena, saj se koncentracije EPO in profili izoform EPO niso
ujemali. Mozni razlog je neustrezno red¢enje v predpripravi vzorca ali v socasni analizi
prevelikega $tevila urinskih vzorcev. Kljub temu nam neustrezni rezultati niso delali tezav
pri analizi z IEF in kasnejsi interpretaciji rezultatov, saj se zaradi nizkih koncentracij
endogenega EPO v vzorcih izoforme EPO niso prekrivale pri nobenem od preiskovancev.
Pri vzorcu UO osebe 1, pridobljenem pred odpravo na viSini 295 m, najdemo vecino
izoform EPO v bazi¢nem podro¢ju pl, kar ni znaéilno za obi¢ajno razporeditev izoform
endogenega EPO. Glede na nizko koncentracijo EPO v krvi pred odpravo lahko izlo¢imo
sum o aplikaciji rHUEPO, vendar pa zaradi pomanjkanja podatkov o fizi¢nih aktivnostih
pred odpravo in moznega vpliva proteinurije ne moremo trditi, da so za dobljeni profil
endogenega EPO krive individualne razlike med posamezniki. Po 4 dneh bivanja na visini
nad 2200 m (vzorec U2) pri vseh osebah opazimo premik izoform proti bazi¢énem
podro¢ju, navkljub razlikam v koncentraciji EPO. Vse tri osebe so 2 dni pred tem za
namene aklimatizacije opravile vzpon na 3400 m in 4250 m visoka vrha, nato pa v bazi
cakale na izboljSanje vremena. Raziskava Lamon in ostalih je dokazala korelacijo med
intenziteto vadbe, premikom izoform EPO proti bazi¢nem podrocju pl in proteinurijo,

vendar sta se profil izoform EPO in koncentracija proteinov zacela vracati na bazalno
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stanje ze po komaj treh urah (45). Glede na podatke te raziskave bi lahko trdili, da napor v
nasem primeru ne igra zelo pomembne vloge, saj so bili urinski vzorci alpinistov zbrani
Sele 2 dni po vzponu. Vseeno pa je mozno, da se vpliv napora in zacasne proteinurije na
premik izoform spreminja s prihodom na visjo nadmorsko visino. V raziskavi, kjer so se
preiskovanci 12 dni vzpenjali na 5800-m vrhove, so odkrili povezavo med viSino in
stopnjo proteinurije s ¢asovnim zamikom le-te za 1-3 dni, kar sovpada tudi z zbiranjem
nasih urinskih vzorcev (48). Vpliv proteinurije na izoforme EPO vidimo pri veéini
vzorcev, zbranih na visini, najbolj nazorno pa se vidi pri kasnejsih vzorcih osebe 6 (Slika
11). Zaradi visoke vsebnosti skupnih proteinov (ve¢ kot 5 g/100 ml) kot posledica
preobremenitve gela izoforme spremenijo obliko iz ravnih v obliko loka (47).

Mehanizma za pojav proteinurije na visini in ob naporu sta lahko bodisi zmanjsana tubulna
reabsorpcija bodisi povecana glomerulna filtracija ali obe hkrati (45, 48). S premikom
urinskih izoform EPO proti bazi¢énem podro¢ju pl dobimo podoben izoelektri¢ni profil
izoform, kot ga lahko najdemo pri serumskem EPO. Glede na ugotovitve o pomembnosti
elektriénega naboja na prepoznavo in vezavo nizkomolekularnih proteinov na membranah
celic je mozno, da se najbolj bazi¢ne izoforme serumskega EPO v primeru bivanja na
nizini ali pri po¢itku po glomerulni filtraciji prednostno odstranijo iz urina preko tubulnih
celic, v urinu pa ostanejo bolj kisle izoforme. Pri spremembi visine ali ob naporu pa je
zaradi zaCasne proteinurije tubulna reabsorpcija zasicena, bazi¢ne izoforme Se ne morejo
odstranjevati, zato opazimo v urinu podoben profil izoform kot pri EPO v serumu (45).

Po 12 dneh bivanja na visini nad 2200 m in sestopu iz 5-dnevnega bivanja na visini okoli
4000 m pri osebi 1 (vzorec U3-1, Graf 2) izoforme EPO v urinu niso ve¢ opazne, pri osebi
2 (vzorec U3-2, Graf 3) se pomaknejo proti kislem obmocju, pri osebi 6 (vzorec U3-6,
Graf 4) pa opazimo izrazit pomik proti bazi¢nem podroc¢ju. Po 16 dneh bivanja na viSini in
sestopu iz 5642-m gore vidimo le $e profil EPO osebe 6 (vzorec U4-6, Graf 4), s premikom
izoform proti kislem obmog¢ju pl. Oba vzorca sta bila zbrana naslednje jutro po sestopu iz
gore. V raziskavi Khana in sodelavcev se je proteinurija po zacetni nara$cajoci
koncentraciji zacela zmanjSevati Ze v Casu 5-dnevne odprave na viSino okoli 4500 m in
dosegla izhodis¢no raven po vrnitvi na 500 m (49). Do podobne ugotovitve so prisli pri
raziskavi, kjer je bila povprecna koncentracija proteinov v urinu ¢ez 100 g/100 ml po
ponavljajo¢ih vzponih na visine do 5890 m v prvih 12 dneh, nato pa se je med kasnejSimi

vzponi le-ta znizala na 15 mg/100 ml. Po njihovem mnenju je mozni vzrok za zmanj$ano
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stopnjo proteinurije adaptacija ledvic na novo okolje (50, 51). Mozno je torej, da se po
dolo¢enem cCasu bivanja na visini zaradi zmanjSane stopnje proteinurije ponovno vzpostavi
normalna tubulna reabsorpcija, potrebna za odstranitev bazi¢nih izoform iz urina, profil
izoform EPO pa se pomakne proti kislem obmocju.

Po vrnitvi na nadmorsko vi§ino 295 m v urinskih vzorcih U5 izoforme EPO niso veé
opazne, najverjetneje zaradi nizke koncentracije EPO, kar potrjuje tudi signifikantno
znizana koncentracija EPO v serumu. Koncentracija serumskega EPO se po koncu 18- do
22-dnevne odprave zniza za 17,5 + 14,8 % v primerjavi s koncentracijo EPO pred odpravo,
kar deloma potrjuje trditev, da se pri izpostavitvi hipoksiji koncentracija EPO v zacetnih
24-72 urah povisuje, teden kasneje pa sledi znizanje (52, 53). Do podobnih ugotovitev so
prisli tudi pri analizi serumskih vzorcev alpinistov, kjer so opazili povisane vrednosti EPO
1. in 2. dne po prihodu na 3500 m in pri vzponu na 4500 m s kasnejSim upadom in
vrnitvijo na kontrolne vrednosti EPO po 22 dneh (54). Za celostno potrditev njihovih
dognanj bi tako potrebovali dodatno meritev serumskega EPO v roku enega tedna po
prihodu na viSino. Znizane vrednosti EPO so najverjetneje posledica prilagoditve
hipoksi¢nim razmeram z nastankom novih rdecih krvnih celic. Dodatno lahko pomik k
znizanim vrednostim pripiSemo tudi normoksiénim pogojem, nastalim zaradi odvzema
vzorcev 3 dni po koncu odprave. Glede na razpolovni ¢as EPO, ki je okoli 5,5 ure, se je V
tem Casu nastali presezek EPO ze izlocil (42). NaSo hipotezo o aklimatizaciji na vis§jo
nadmorsko visino lahko potrdimo s signifikantno zvisanima vrednostma eritrocitov (4,9 +
4,5 % ) in Hct (5,0 + 4,3 %), ne pa tudi Hb. Koncentracija Hb je bila sicer zviSana (3,3 +
4,9 %), vendar razlika ni bila statisti¢no znacilna (p > 0,05). Nizje vrednosti Hb lahko vsaj
deloma pripiSemo hitremu Sirjenju volumna plazme. V raziskavi, kjer so 3 tedne preucevali
vpliv visine (3800 m) na spremembe volumna krvi, so 4. dan po sestopu ugotovili
povecanje volumna plazme v razponu 4-23 % in zniZanje koncentracije Hb za ve¢ kot 2 %
(55). Mozen razlog za nizke vrednosti Hb bi lahko bila tudi znizana koncentracija
serumskega EPO, ki lahko privede do neocitolitskih procesov po hitrem spustu iz 4500 m
(29), kar pa bi seveda vplivalo tudi na koncentracijo eritrocitov. Dobljene vrednosti
hematoloskih parametrov so podobne rezultatom studije, kjer so alpinisti 3 tedne preziveli
na visini med 5250 m in 7161 m po predhodni enotedenski aklimatizaciji med 2800 m in
5250 m. lzpostavljenost ekstremnim nadmorskim viSinam je povzrocila policitemijo s

povecanimi vrednostmi eritrocitov (5,26 %), Hb (4,83 %) in Hct (6,26 %), merjenimi
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naslednjega dne po sestopu z viSine (56). Glede na le nekoliko viSje vrednosti
hematoloskih parametrov in mozen vpliv Siritve volumna plazme v naSem primeru bi tako
domnevali, da vi§ja nadmorska viSina ni nujno zagotovilo za mnogo vi§jo stopnjo
eritropoeze ob hkratnima povecanem tveganju za razvoj viSinskih bolezni in znizani
optimalni Sportnikovi pripravljenosti.

Po 22 dneh bivanja na visini smo opazili tudi signifikantno povisane vrednosti trombocitov
(12,8 £ 8,5 %) in levkocitov (17,2 + 8,8 %). Zaradi tromboze, znanega zapleta
izpostavljenosti visjim nadmorskim viSinam, se je zanimanje za trombocite in koagulacijo
povecalo, vendar pa so si rezultati raziskav nasprotujo¢i. V raziskavi, kjer so preverjali
vpliv viSine na vrednosti trombocitov, SO pri vzponu na 2990 m ugotovili 7-% znizanje
vrednosti trombocitov. Dodatno znizanje za 25 % glede na izhodis¢no vrednost je sledilo
2. dne po vzponu na 5370 m, po dodatnih 8 dneh na viSini pa so ugotovili le Se 7-%
znizanje glede na izhodis¢no vrednost. Do podobne ugotovitve so priSli pri Studiji
preiskovancev, izpostavljenih 3200 m in 3771 m, Kjer je po 48-72 urah sledil padec
vrednosti trombocitov za 12-26 % (57). Tudi v raziskavi, kjer so preiskovanci 13 mesecev
prebivali na visini 4100-4500 m, so po 3 in 13 mesecih opazili padec Stevila trombocitov
za 12 % in 31 % (58). Nasprotno so v Studiji, kjer so preiskovanci 2 leti zZiveli na viSini
med 3600 in 5200 m, ugotovili signifikantni porast $tevila trombocitov. V drugi $tudiji,
kjer so preiskovali vzorce 50 vojakov po vzponu na 3650 m in bivanju 8 dni, niso uspeli
dokazati signifikantne razlike v stevilu trombocitov (57, 59, 60). Glede na nasprotujoce si
podatke je mozno, da EPO izzove tako trombocitopenijo kot tudi trombocitozo. Zmerna
stimulacija EPO, ki se pojavi pri kratkotrajni hipoksiji ali ob zmernem pomanjkanju Zeleza,
lahko povzro¢i zmerno zviSanje trombocitov, intenzivna stimulacija EPO, npr. pri
dolgotrajni hipoksiji ali hudem pomanjkanju zeleza, pa lahko izzove doloceno stopnjo
trombocitopenije. Vzrok za pojav razli¢nih odzivov bi lahko bilo tekmovanje izvornih celic
med eritroidnimi in trombocitnimi prekurzorji (61). V nasem primeru je torej mozno, da se
je zaradi zmerne ravni stimulacije EPO in tekmovanja izvornih celic Stevilo trombocitov
povecalo, vendar bi za potrditev domneve potrebovali vmesna visinska merjenja EPO.
Fizi¢na aktivnost na viSini v primerjavi s fizicno aktivnost ob morju je povezana s
Stevilnimi odgovori, ki lahko dodatno znizajo delovanje imunskega sistema. Na imunski
sistem lahko kot posledica aktivnosti na visini vplivajo povisane koncentracije stresnih

hormonov, povecana poraba glikogena in aminokislin za namene telovadbe ter tkivna
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hipoksija, ki okrepi lokalne vnetne odzive in olajsa prodiranje endotoksinov skozi stene
Crevesja. Na zalost obstaja le nekaj dobro kontroliranih Studij, ki so preiskovale vpliv
fizicne aktivnosti v hipoksi¢nih in normoksi¢nih pogojih, zato je tezko razbrati jasne
zakljucke (62). Glede na povisane vrednosti Stevila levkocitov v nasi raziskavi bi lahko
trdili, da je vpliv EPO na celice imunske odpornosti primerljiv z moznim vplivom na
Stevilo trombocitov. Ceprav je glavna vloga EPO stimulacija eritropoeze, so nasli EPO-
receptor tudi na ostalih tkivih in celicah, med katere spadajo tudi polimorfonuklearni
levkociti, monociti in limfociti. Tako je verjetno, da ima EPO poleg eritropoetske funkcije

tudi imunomodulatorne lastnosti (63).

9.1 PREDLOGI ZA IZBOLJSANJE METODE IN RAZISKAVE

Izoelektri¢no fokusiranje z dvojnim prenosom je primerna metoda za ugotavljanje vpliva
visinske proteinurije na premik izoform EPO v urinu. Kljub temu da smo z njo uspeli
pridobiti ustrezne rezultate, bi bilo potrebno metodo zaradi kompleksne izvedbe dodatno
optimizirati s preverjanjem ustreznosti aparatur, materialov in reagentov. Zaradi nizke
koncentracije endogenega EPO v urinu bi k boljsi detekciji pripomogla tudi ve¢ja koli¢ina
koncentriranega vzorca urina. Prav tako bi za optimalno kvantitativno dolocitev
koncentracije EPO v urinu z metodo RIA potrebovali ve¢ manjsih serij vzorcev z
ustreznejSim red¢enjem koncentrata. Visoko vsebnost proteinov v urinu bi lahko potrdili z
uporabo tako imenovane ocene glomerulne filtracije, ki je pokazatelj proteinurije.
ZmanjsSanje ucinkov proteinurije na izoforme EPO bi lahko popravili z dodatkom WGA
Sepharose, ki znizuje koncentracijo proteinov v koncentriranem vzorcu (47).

Za samo interpretacijo podatkov in potrditev nasih domnev o vplivu viSine in napora na
profil izoform EPO, koncentracijo EPO in vrednosti hematoloSkih parametrov bi bilo
potrebno odvzeti vmesne vzorce krvi in vse vzorce Krvi in urina zbrati takoj po sestopu z
viSine oziroma ob prenehanju napora. Potreben bi bil tudi nadzor preostalin dejavnikov

(prehrana, pomanjkanje Zeleza, bolezni, fizi¢na aktivnost pred odpravo).
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10 SKLEP

V okviru nase raziskave smo prisli do naslednjih ugotovitev:

- izoforme EPO v urinu se po 4 dneh bivanja na visini nad 2200 m pomaknejo proti

bazi¢nem podrocju, kar je najverjetneje posledica napora in visinske proteinurije,

- po 12-16 dneh bivanja na visini je opazen ponoven premik proti kislem podrocju,

najverjetneje zaradi adaptacije ledvic na novo okolje,

- po 22 dneh bivanja in plezanja na visini opazimo znizano serumsko koncentracijo
EPO (17,5 + 14,8 %) zaradi prilagoditve hipoksiénim razmeram z nastankom novih

rde¢ih krvnih celic in 3-dnevnim normoksi¢nim okoljem pred odvzemom vzorca,

- vpliv bivanja v hipoksi¢nih razmerah se odraza v signifikantnem porastu stevila
eritrocitov (4,9 = 4,5 %) in hematokrita (5,0 £ 4,3 %), ne pa tudi hemoglobina;
koncentracija hemoglobina je bila sicer zvisana (3,3 + 4,9 %), vendar razlika ni bila
statisticno znacilna (p > 0,05), kar lahko vsaj deloma pripiSemo hitremu Sirjenju

volumna plazme,

- po 22 dneh bivanja na visini opazimo signifikantno povi$ane vrednosti trombocitov
(12,8 £ 8,5 %), ki so mozna posledica zmerne stimulacije EPO in tekmovanja

izvornih celic,

- 3-tedensko bivanje in treniranje v hipoksi¢nih razmerah signifikantno povisa
Stevilo levkocitov (17,2 + 8,8 %), kar je lahko posledica imunomodulatornih
lastnosti EPO,

- izoelektri¢no fokusiranje z dvojnim prenosom je primerna metoda za ugotavljanje
vpliva viSinske proteinurije na premik izoform EPO v urinu.
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12 PRILOGE

Tabela VII: Radioimunoloska metoda. Rezultati analize EPO v vzorcih urina in seruma, pridobljeni z

metodo RIA.
datum | oznaka vzorcev serum koncentr?cija' EPO pred koncentr:‘:\cija. EPO po
pred/po koncentriranjem (UI/I). koncentriranju (Ul/I).
9.7. uo-1 20,84 / NK NK NK
16.7 uz2-1 / / NK NK NK
23.7. u3-1 / / NK NK NK
30.7. u4-1 / / 34,657 0,614 1,283
2.8. U5-1 19,945 / NK 1,594 4,195
2.7. uo0-2 15,96 NK NK 6,96 9,175
15.7. u2-2 / 0,867 0,922 NK NK
23.7. u3-2 / 0,907 3,944 NK NK
30.7. u4-2 / 3,367 3,462 NK 1,626
2.8. U5s-2 11,279 NK 2,051 1,072 3,01
9.7. uo-3 11,15 28,007 34,637 NK 4,976
16.7. u1l-3 / 6,263 7,303 NK NK
23.7. u2-3 / 6,089 6,12 NK NK
30.7. uU3-3 / 8,405 10,759 NK NK
30.7. u4-3 / NK NK NK NK
2.8. U5-3 10,83 NK NK NK NK
2.7. uo-4 13,227 NK NK NK 3,271
13.7. ul-4 / NK NK NK NK
17.7. uz2-4 / 16,643 18,913 NK NK
24.7. us-4 / NK NK NK NK
30.7. U4-4 / NK 0,708 NK 2,795
2.8. us-4 11,006 NK NK NK NK
2.7. uo0-5 22,495 11,381 18,21 NK 2,852
13.7. uUl-5 / 10,26 10,84 NK NK
17.7. u2-5 / 0,021 2,155 NK 1,829
24.7. U3-5 / 9,444 13,422 NK 0,34
30.7. u4-5 / 2,552 3,997 1,61 2,054
2.8. US-5 15,526 NK NK NK 1,156
2.7. uo0-6 17,797 NK NK 0,506 0,671
16.7. U2-6 / NK NK NK 1,61
23.7. U3-6 / NK NK NK NK
28.7. U4-6 / NK NK 3,984 5,073
2.8. U5-6 17,446 3,505 4,337 1,907 3,426
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koncentracija EPO pred

koncentracija EPO po

datum | oznaka vzorcev | serum koncentriranjem (UlI/I). koncentriranju (Ul/I1).
2.7. uo-7 9,574 7,265 7,978 3,556 4,257
13.7. ul-7 / 0,827 3,543 1,304 1,948
18.7. uz2-7 / 11,072 11,223 NK NK
30.7. u4-7 / 1,382 7,767 NK NK
2.8. U5-7 6,084 14,622 19,016 3,339 4,722

OPOMBA: NK — neopredeljena koncentracija vzorca zaradi prenizke koli¢ine EPO

/ - ni meritve
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