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Neue Aspekte zum Nachweis von Erythropoietin-Doping'

Dieter Boning (Projektleiter), Edgar Cristancho, Yohan Robinson

Freie Universitit Berlin
Institut fiir Sportmedizin

1 Problem

Die Bestimmung von Erythropoetin ist aufwendig. Wenn man einfache Suchgréfien findet,
die die Notwendigkeit von Erythropoetinmessungen auf wenige Verdachtsfille einengen,
hat dies fiir die Dopingkontrolle groe Bedeutung. Die Aspartat-Aminotransferase-Akti-
vitdt in Erythrocyten (eASAT) bietet sich hierfiir an; sie ist in den jungen roten Zellen, die
man nach Stimulation des Knochenmarks im Blut vermehrt findet, etwa viermal so hoch
wie in alten Zellen (z.B. Schmidt et al., 1987). Wenn der Anteil junger Zellen bei ver-
mehrter Neubildung iiberproportional zunimmit, ist auch die durchschnittliche eASAT ohne
Auftrennung der Erythrocyten nach dem Alter erhoht. Boning et al. (1997) fanden bei
Bergsteigern nach einem Aufenthalt im Himalaya eine massive Zunahme (+ 140 % 7-8
Tage, + 80 % 11-12 Tage nach dem Abstieg) bei einer Zunahme der Himoglobin-(Hb)-
Masse von 13-14 %. Wir haben eASAT unter dem Einfluss von Training, Hohe und thera-
peutischer EPO-Gabe gemessen und gleichzeitig die Messmethodik systematisch verein-
facht.

2 Methoden

Versuchspersonen: Wihrend der dreijahrigen Laufzeit des Projekts wurden Untersuchun-
gen an 468 Probanden durchgefiihrt (Tab. 1): untrainierte Ménner und Frauen, Breiten-
sportler sowie Leistungssportler aus Berlin, dazu dhnliche Gruppen, die in Bogota/Kolum-
bien in 2600 m Hohe leben. Zusitzlich wurden Blutproben von 50 Nierenkranken wéhrend
EPO-Behandlung analysiert (2000-18000 I.E. wochentlich). Bei allen wurde die eASAT in
den Erythrocyten gemessen, bei einem grofen Teil die Erythropoietinkonzentration im
Serum sowie Reticulocytenzahl, Himoglobinmasse und maximale Sauerstoffaufnahme.

Messmethodik: Venoses Blut wurde in Vacutainer mit K, EDTA entnommen und 10 min
bei 3500 U/min zentrifugiert. Das Zellsediment wurde bis zur Messung bei -70°C ein-
gefroren; es kann aber ohne signifikanten Aktivitdtsabfall zwei Tage lang bei 20°C
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aufgehoben werden. Methodische Untersuchungen zeigten, dass Waschen mit
Kochsalzlosung ebenso wie das Abheben der Leukocytenschicht (ca 3 % der eASAT)
unnotig war. Das gut gemischte Sediment wurde mit Wasser 1:20 verdiinnt und
hdmolysiert. Zur Bestimmung der eASAT (EC 2.6.1.1) wurde anfénglich ein optimierter
UV Test (Sigma Diagnostics Procedure No. DG158-UV, 30 ul Hamolysat +750 pl
Reagenzienmischung, 25°C Messtemperatur) eingesetzt. Da die Messung in einem
Laborautomaten (Hitachi 747-400, Reagenzien der Fa. Roche, 37°C) mit der Methodik der
Plasmaroutinebestimmung identische Ergebnisse mit sehr geringer Streuung (Differenzen
bei Doppelbestimmungen 1,1 %) brachte, haben wir die Methode im Laufe des Projekts
umgestellt. Aulerdem wurde im Hamolysat die Hb-Konzentration gemessen (Radiometer
OSM 3), so dass die Enzymaktivitit direkt auf g Hb bezogen werden konnte. Die
Messungen lassen sich auch mit Blut aus dem hyperdmisierten Ohrldppchen durchfiihren
(Entnahme in Microvetten-CB 300, Fa. Sarstedt). Alle Aktivititen sind fiir 25°C
angegeben. Fiir die Umrechnung auf neue Referenztemperatur 37°C gilt der Faktor 1,664.
Fiir statistische Analysen wurde die Varianzanalyse benutzt.

3 Ergebnisse

Mittelwerte. Die Mittelwerte der eASAT sind zusammen mit der Erythropoetinaktivitét in
Tabelle 1 dargestellt. Die Daten der Sportler wurden nicht nach Disziplinen aufgeschliis-
selt, da sich keine signifikanten Unterschiede fanden. In Berlin liegen die Werte bei den
Frauen hoher als bei den Ménnern (p <0,01). Bei Frauen, die Antikonzeptiva nahmen,
fand sich eine leicht erhdhte eASAT (3,1+0,6 U-gHb' gegen 2,8+0,6 U-gHb';
p <0,01). Langdauerndes Training im Tiefland hat bei beiden Geschlechtern keinen deut-
lichen Einfluss. Die Erythropoetinwerte sind in allen Gruppen &hnlich und im fiir Tief-
landbewohner erwarteten Bereich. Die Reticulocytenzahlen, die aus logistischen Griinden
nicht regelméfig gemessen wurden, sind bei einem Teil der Sportler erhoht, wodurch die
Streuung stark zunimmt.

Untrainierte ménnliche und weibliche Hochlandbewohner haben keine Verdnderung bei
eASAT und EPO, dagegen findet man bei trainierten Ménnern Zunahmen der eASAT mit
vergroferter Streuung. Eine leichte EPO-Erhdhung zeigt sich nur beim weiblichen
Geschlecht (signifikant bei Breitensportlerinnen). Die Reticulocytenzahl ist nur bei einzel-
nen Gruppen vergrofert. Die Werte der mit EPO behandelten Patienten sind im Mittel nur
wenig erhoht, haben aber eine verhéltnisméBig grole Standardabweichung. Da EPO je
nach Injektionszeitpunkt schwankt, wurden die Werte bei dieser Gruppe nicht bestimmt.
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Tab. 1:  Erythrocytire ASAT-Aktivitdit und Erythropoetinaktivitit (Mittelwerte und

Standardabweichung).
Sportart n Alter eASAT EPO Retic.
U-gHb™! Ul %o
- Trainiert 90 23+£5 25+04 7,127
. % Breitensport 25 267 24+04 7,2+3,6
:E i Untrainiert 54 24+ 6 25+04 8,032 8+ 4 (14)
> £ Traimiet 26 24%6 31+LIM 7,1+£19(13) 24+11(13)
rs
E Untrainiert 15 23+5  2,4+04 a 15+ 4"
- Trainiert 32 22+4 29+0,7 82+3,524) 13 +9(12)
% Breitensport 108 22+3 2,8+0,6 9,1+5,3 10 + 3 (46)
§ i Untrainiert 61 24+6 3,0+0,5 9,2+7,0 9+3(12)
E < Trainiert 16 23+6 2,8+0,8 10,5+ 5,2 14+5
=
E; Breitensport 22 23+3  25+04 11,8+43" 14+ 9"
- Untrainiert 19 20+ 7 2,5+0,5 9,1+3,7 9+4
EPO-Pat. Frauen 22 3,1£0,8
Mainner 28 2,7+1,0

signifikante Unterschiede gegeniiber untrainierten auf gleicher Hohe,
Unterschiede durch Hohe bei vergleichbarem Trainingszustand.

Die Messungen wurden im Jahr 2000 mit einer Methode durchgefiihrt, die systematisch
hohere Werte ergibt. Nach Schmidt et al. (2002) sind die Werte in Bogotd bei Ménnern
nicht hoher als in Deutschland.

Es lassen sich weder eindeutige Zuordnungen der eASAT zur EPO-Aktivitit noch zur

Reticulocytenzahl nachweisen. Trotz gesteigerter Erythropoese ist weder im Training noch
bei lingerem Gebirgsaufenthalt EPO deutlich erhoht. Andererseits schwankt die Reticulo-
cytenzahl bei Trainierten erheblich, da sie ein bis drei Tage nach intensiver Belastung

voriibergehend zunimmt, wéhrend die eASAT vom gesamten Anteil junger Erythrocyten

abhingt. Es lief sich auch kein signifikanter Zusammenhang mit der Himoglobinmasse

finden, die aber mit der maximalen Sauerstoffauthahme korreliert war (Boning et al.,
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2001, 2004). Der Trainingseffekt auf die Hb-Masse war ausgepragter als der Hoheneffekt.
Die Zunahme in Bogota betrug bei gleicher VO,,,.« fiir Ménner 13 %, fiir Frauen 7 %.

Hiufigkeitsverteilungen: Die Haufigkeitsverteilungen der eASAT fiir untrainierte und
trainierte Ménner im Tiefland sind fast gleich und unterscheiden sich nicht von einer
Normalverteilung (nicht dargestellt). Es gibt nur einen Wert iiber 3,5 U-gHb'. Bei
Breitensportlern, die nicht so intensiv Sport treiben, fanden wir eine Verteilung ohne
Gipfel; es kommt aber keine eASAT iiber 3 U-gHb™' vor. Bei den Frauen gibt es ebenfalls
keinen Unterschied zwischen untrainierten und trainierten, deshalb wurden alle in
Abbildung 1 zusammengefasst. Die Verteilung ist im Vergleich zu den Méinnern etwas
nach rechts verschoben, oberhalb von 4,0 U-gHb™" gibt es acht Werte (max. 4,65 U-gHb™).
Personen mit hoher eASAT betreiben teilweise Sportarten mit hdaufigen Spriingen (Tanz,
Volleyball), so dass man an Hamolyse in den Gefdllen der Fulsohle denken kann; andere
haben eine leichte Anémie. Einen Extremwert von 6,7 U-gHb™' (nicht dargestellt) fanden
wir bei einer Frau mit Thalassdmie und extremer Reticulocytose (300%o).

In der Hohe liegt bei Méannern (Abb. 2) der Gipfel der Verteilung wie im Tiefland bei
2,5 U-gHb™, doch haben einige eine hohe eASAT ab 3,5 U-gHb™'. Alle gehdren zu den Aus-
dauertrainierten und haben z.T. auch erhohte Reticulocytenzahlen. Auch bei den Frauen
unterscheidet sich die Verteilung kaum von der im Flachland; ein hoher Wert (5,5 U-gHb™)
findet sich bei einer Mittelstrecklerin mit relativ groBer Retikulocytenzahl (2,6 %).

Bei den Dialysepatienten (2000-18000 I.E wochentlich) findet man eine Zunahme der
eASAT mit der EPO-Dosierung und einen erhohten Anteil von eASAT-Werten tiber
3,5 U-gHb™, aber auch niedrige Aktivititen. Der hochste Wert betrug 5,5 U-gHb ™.

4 Diskussion

Nach unseren Ergebnissen gibt es eine Obergrenze fiir die physiologische eASAT bei normaler
Erythropoese, die durch langdauerndes Training nicht wesentlich verschoben wird. Offensicht-
lich befinden sich Bildung und Abbau der roten Blutkorperchen bei Leistungssportlern im
Gleichgewicht. Nur bei bisher untrainierten Ménnern 16st Training wegen der akut gesteigerten
Erythropoese einen voriibergehenden Anstieg aus, ohne dass 3,5 U-gHb™" iiberschritten wird (s.
auch Schmidt et al., 1988). Daueraufenthalt in méBiger Hohe ohne Training hat keine
Wirkung; Ausdauertraining fiihrt bei einigen Athleten aus dem Hochland zu Werten zwischen
4 und 6,5 U-gHb"'. Derartige Zunahmen fanden wir auch nach mehrwéchigem Aufenthalt in
grofler Hohe (5000 m und hoher), wobei die Zunahme der Hb-Masse 14 % betrug (Boning et
al., 1997). Ein vierzehntigiges Hypoxietraining nach der Methode sleeping high (2000 m) —
training low (800 m) fiihrte dagegen weder zu gesicherten Anderungen der eASAT noch der
Hb-Masse (Schick, 2001).
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Abb. 1:  Verteilung der eASAT bei Frauen aus dem Tiefland (n =201, untrainiert, halb-
trainiert und trainiert)
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Abb. 2:  Verteilung der eASAT bei Médnnern im Hochland (n = 42)

Reticulocyten enthalten besonders viel eASAT, tragen aber wegen ihrer geringen Zahl von
ca. 1 % nur wenig zum Messwert im Zellsediment bei. Erst wenn ihre Anzahl stirker an-
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steigt, ist auch eine Zunahme der eASAT zu erwarten. Eine gute Korrelation zwischen
beiden GroBen findet man aber nicht, da Retikulocyten nach 24 bis 36 Stunden nicht mehr
nachweisbar sind, die aus ihnen entstehenden jungen Erythrocyten aber immer noch eine
hohe eASAT haben. Der Vorteil der eASAT beim Dopingnachweis ist, dass sie nach dem
Absetzen von EPO léngere Zeit als die Reticulocytenzahl erhdht bleibt. Nach dem oben
erwihnten Aufenthalt in 5000 bis 7000 m Héhe lieBen sich deutliche eASAT-Anderungen
mindestens zwei Wochen lang messen (Boning et al., 1997), wéhrend die Reticulo-
cytenzahl bereits wieder im Normalbereich lag.

Bei Annahme einer Normalverteilung ist nur mit etwa 2 % Messwerten oberhalb des Mit-
tels + 2 x Standardabweichung zu rechnen, so dass man von dieser Grenze an einen
Dopingverdacht in Betracht ziehen kann. Bei Mitteln von 2,5 U-gHb"' fiir Manner und
2,9 U-gHb fiir Frauen in Berlin liegt die Grenze bei 3,3 bzw. 4,1 U-gHb™'. Oberhalb der
dreifachen Standardabweichung (3,7 bzw. 4,8 U-gHb™") erwartet man < 0,3 % der physio-
logischen Werte. Bei Sportlern aus dem Tiefland haben wir solche Werte iiberhaupt nicht
beobachtet. Ein entsprechendes Messergebnis wiirde den Verdacht auf Doping mit EPO
sehr nahelegen.
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