Эритропоэтин — концепция «неуловимого» допинга

Карнаух Элла Владимировна
кандидат медицинских наук, доцент кафедры фармакологии 

Харьковского национального медицинского университета, г. Харьков, Украина

Попенко Сергей Анатольевич

студент 3 курса II медицинского факультета 18 группы 

Харьковского национального медицинского университета, г. Харьков, Украина

Допинги – это лекарственные препараты и методы, которые применяются спортсменами для искусственного, принудительного повышения работоспособности во время учебно-тренировочного и соревновательного процессов. В зависимости от вида спорта они могут обладать совершенно различными и даже противоположными фармакологическими действиями: от психостимулирующего до транквилизирующего, от мочегонного до кардиотропного влияния. Одним из самых трудноопределимых допингов можно назвать эритропоэтиновый допинг [1]. Эритропоэтин (ЭПО) представляет собой гликопротеиновый гормон цитокин, основной регулятор эритропоэза, который стимулирует образование эритроцитов из поздних клеток-предшественников (он связывается с эритропоэтинчувствительными рецепторами, которые находятся преимущественно на эритробластах, и способствует активной пролиферации бластных форм) и повышает выход ретикулоцитов из костного мозга [6]. Выработка эритропоэтина регулируется на уровне транскрипции его гена, а поскольку единственным физиологическим стимулом, увеличивающим количество синтезирующих эритропоэтин клеток, является гипоксия, то выработка и метаболизм эритропоэтина от его концентрации в плазме не зависят. Приблизительно 90% эритропоэтина синтезируется в клетках капилляров почечных клубочков и до 10% продуцируют клетки печени. В последние годы установлено, что в небольших количествах эритропоэтин синтезируется астроцитами нервной ткани, где выполняет нейропротективную роль при гипоксических и ишемических поражениях головного мозга [6]. Эритропоэтин – чрезвычайно активный гормон, оказывающий свое действие в организме в пикомолярных концентрациях. Небольшие колебания его концентрации в крови приводят к существенным изменениям скорости эритропоэза, а нормальный диапазон его концентраций колеблется от 4 до 26 МЕ/л. Поэтому пока концентрация гемоглобина не станет ниже 105 г/л, концентрация эритропоэтина не выходит за указанный диапазон и выявить ее повышение практически невозможно. Эритроцитоз приводит к подавлению выработки эритропоэтина по механизму отрицательной обратной связи. Период полувыведения эритропоэтина составляет 69 часов. Таким образом, зная механизм действия эритропоэтина можно рассмотреть его применение в качестве допинга [2, 5]. Эритропоэтин относится к группе S2 – пептидные гормоны (списка запрещенных веществ и методов). Целесообразность его использования заключается в том, что он способен вызвать увеличение количества эритроцитов в крови и увеличивать кислородную емкость крови. Соответственно больше кислорода может доставляться тканям (особенно мышечной!), что и увеличивает работоспособность организма [5]. 
Активное использование эритропоэтинового допинга берет свое начало с того момента, когда стало возможным его искусственное получение. К середине 1980-х годов, путем внедрения человеческого гена ЭПО (локализованного у человека на седьмой хромосоме в области 11q-12q) в овариальные клетки хомячков, был получен первый рекомбинантный эритропоэтин. Рекомбинантный р-ЭПО человека (полученный методом генной инженерии) Рекормон идентичен по аминокислотному составу естественному ЭПО человека. Вместе с тем имеются незначительные отличия по составу гликозидных остатков, которые влияют на физико-химические свойства всей молекулы гормона [4] С 1988 г. используются альфа-ЭПО и бета-ЭПО. При подкожном введении их биодоступность составляет около 25%, максимальная концентрация в крови — через 12—18 ч, период полувыведения — до 24 ч (при внутривенном введении — 5-6 ч). Эритропоэтин-ретард (NESP) используется в течение последних нескольких лет, действует дольше, чем другие препараты ЭПО. Тета-ЭПО на сегодня считается наиболее эффективным и наименее аллергенным, имеет наивысшую степень чистоты. Это связано с тем, что его получают методами генной инженерии в клетках человека. На самом деле, тета-ЭПО только на 99% идентичен человеческому. Омега-ЭПО, который получают из почек хомяков, больше всех других препаратов ЭПО отличается от человеческого, поэтому он наиболее прост для выявления. По видимому, биологическая активность и различие всех этих препаратов зависит от углеводного компонента гормона [3]. В 2008 г. компания Roche Pharmaceuticals заявила о появлении третьего поколения эритропоэтинов. Препарат данной группы был назван Mircera (метоксиполиэтиленгликоль-эпоэтин бета). В основном данное вещество ничем не отличается от предшествующих эритропоэтинов за исключением присоединенного к структуре препарата полиэтиленгликоля, который способствует большему периоду полувыведения:  Mircera находится в организме в 6 раз дольше чем дарбпоэтин-альфа и в 20 раз дольше чем эпоэтин, что создает возможность больших перерывов между инъекциями препарата.

Все препараты ЭПО применяют по однотипной схеме, дозировки составляют 50-300 ЕД на кг веса. Результат становится заметным через две недели применения. Большинство специалистов склоняются к мнению, что препарат не стоит использовать в течение более чем шести недель.

Эритропоэтиновый допинг активно используют в циклических видах спорта с преимущественным проявлением выносливости (бег, плавание, лыжные гонки, конькобеж»ный спорт, все виды гребли, велосипедный спорт и другие), когда одно и то же движение повторяется многократно, расходуется большое количество энергии, а сама работа выполняется с очень высокой интенсивностью. Однако существует очень серьезная опасность при использовании ЭПО (с 1987-1990 гг. несколько смертельных случаев среди голландских и бельгийских велосипедистов связывают с использованием ЭПО). ЭПО опасно повышает процентное содержание эритроцитов в крови. У обычного человека примерно 40 % объема крови составляют эритроциты и это вполне нормально. Атлеты имеют этот показатель намного выше нормы. Опасность состоит в том, что при очень высокой концентрации эритроцитов возможно сладжирование крови, увеличение ее вязкости, тромбообразование – все эти факторы усиливают нагрузку на сердце, а в худшем случае происходит тромбоэмболии с летальным исходом. Потенциал для проблем с закупоркой артерий становится ещё более высоким, когда атлет ограничивает себя в потреблении жидкости. Очевидно, что марафонцы и велосипедисты теряют большие количества жидкости в течение соревнования. Эта потеря жидкости может поднимать концентрацию гематокрита до запредельных уровней. Таким образом, спортсмены осознанно идут на смертельный риск, когда используют ЭПО в качестве допинга. [1,2]

Все методы обнаружения эритропоэтинового допинга либо очень трудоемкие, либо не дают однозначного ответа. Современный арсенал методов, предназначенных для определения эритропоэтина, включает прямые и косвенные подходы. Прямой метод основывается на идентификации тех незначительных отличий, которые обнаружены при изучении естественного эндогенного эритропоэтина и ЭПО, полученного методом генной инженерии. В частности, некоторые исследователи пытались использовать различия в распределении электрического заряда, которые установлены для двух указанных разновидностей молекул ЭПО. На основании этих различий предпринимались попытки разделить два типа молекул с помощью метода капиллярного электрофореза. И хотя принципиально такое разделение возможно, для этого требуются большие объемы мочи (до 1 л, что по понятным причинам неприемлемо для практики). Также за несколько месяцев до летних Олимпийских игр в Сиднее французская антидопинговая лаборатория разработала новый метод обнаружения рекомбинантного эритропоэтина; данный метод довольно сложный и основывается на изоэлектрическом фокусировании образцов с последующим применением двойного блоттинга (метод определения содержания макромолекул в образцах путем гибридизации содержимого образцов с зондами, напр. антителами) [6]. Предпочтение отдается косвенным методам, которые требуют лишь небольших объемов образцов крови или мочи - по отклонения от нормального уровня содержания в биосреде образца; по уровню в сыворотке растворимого трансферринового рецептора (sTfR), уровень которого возрастает после введения рекомбинантного ЭПО; определению в моче продуктов распада фибрина и фибриногена после введения ЭПО. В настоящее время практически невозможна достоверная идентификация случаев экзогенного введения эритропоэтина в организм. Поэтому для контроля используются изменения физиологических параметров крови, которые обнаруживаются после введения ЭПО. Так, Международный союз велосипедистов использует критерий максимального значения гематокрита (50% для мужчин). Международная федерация лыжного спорта в качестве такого критерия установила максимально допустимые значения гемоглобина (165 г/л для женщин и 185 г/л для мужчин), а также уровня ретикулоцитов не более 0,2%. В случае превышения указанных предельных величин, установленные при проведении контрольной процедуры до соревнований, соответствующий спортсмен отстраняется от участия в соревнованиях в целях защиты здоровья. Однако и гемоглобин, и гематокрит – это показатели, на которые оказывают воздействие многие факторы. В частности, оба этих показателя могут существенно изменяться даже после одного занятия на выносливость среднего объема. Кроме того, эти показатели характеризуются значительной индивидуальной вариабельностью. Поэтому одно только превышение величины гематокрита более 50% не может служить доказательством факта злоупотребления эритропоэтином в спорте [3].
Для улучшения контроля за использованием препаратов эритропоэтина в качестве допинга WADA (World Anti-Doping Agency – Мировое антидопинговое агентство) ввело модус ведения паспорта крови спортсмена. Паспорт крови – одна из разработок WADA, направленная, прежде всего, на выявление эритропоэтина и его аналогов. С ее помощью по 30 различным показателям формируется единый компьютерный гематологический профиль каждого спортсмена, для начала – в тех видах спорта, где необходима выносливость. К внедрению и доработке программы паспортизации крови присоединились уже 10 стран, в том числе Швеция, Норвегия, Канада и Германия. Для проведения анализов, вносимых в паспорт крови спортсмена, WADA рекомендует использование аппаратуры компании Sysmex (Япония) или дочерней компании ERMA. Эта марка полностью автоматических гематологических анализаторов последнего поколения завоевала максимальный индекс доверия в точности оценки показателей крови [1].
Кроме того, некоторые фирмы, которые занимаются производством рекомбинантного эритропоэтина, предлагают в структуру препарата вводить определенный маркер, который бы не влиял на свойства препарата и легко обнаруживался при определенных тестах. Таким образом можно было бы легко отслеживать спортсменов использовавших данный препарат. В общем случае можно сказать, что достаточно проблематично с 100% уверенностью заявлять об употреблении спортсменами эритропоэтинового допинга, так как способы его обнаружения на данный момент еще не достаточно хорошо разработаны.

Рекомбинантный эритропоэтин отличается от своего природного аналога лишь гликозидными остатками, поэтому фармацевты, которые работают над совершенствованием различных допингов, ведут свои разработки в направлении максимального сходства гликозидных остатков рекомбинантного эритропоэтина и природного эритропоэтина человека. Помимо того могут использоваться спортсменами и различные диуретики, для быстрейшего вывода препарата из организма до сдачи допинговых проб. Однако сами диуретики являются препаратами, которые относятся к списку S5 – диуретики и другие маскирующие агенты [1]. Существует еще несколько весьма специфичных методов укрытия допинга, однако они меньше касаются фармакологии: так, например, спортсмены часто используют методику катетеризации мочевого пузыря и введения мочи другого человека, которая не содержит метаболитов данного запрещенного вещества (однако сделать это весьма проблематично ввиду сложности манипуляции и необходимости ее проведения незадолго до сдачи допинг проб) [3]. В 2001 году на домашнем чемпионате мира по лыжным гонкам на применении ЭПО была поймана практически вся звёздная финская сборная – Мика Мюллюла, Яри Исометса, Вирпи Куйтунен. Через год на Олимпийских играх в Солт-Лейк-Сити настал российский черед – жертвами проверок стали Лариса Лазутина и Ольга Данилова. В 2008 году на "Тур де Франс" были пойманы сразу четыре человека, в их крови был найден новый вид ЭПО – CERA. Дисквалификациями были "награждены" призёр общего зачёта Бернхард Коль, а также победители отдельных этапов Штефан Шумахер, Риккардо Рикко и Леонардо Пьеполи. Результаты гонки были пересмотрены. Также на применении CERA был пойман двукратный чемпион мира, бегун на 1500 и 5000 метров Рашид Рамзи. Олимпийским чемпионом он был всего несколько дней, одна из проб, взятая у него на Играх в Пекине, показала наличие кровяного допинга. Кроме того, был лишен всех заслуг велогонщик Лэнс Армстронг за использование ЭПО. Что касается украинских спортсменов, то на данном виде допинга на соревнованиях высокого уровня никто не попадался [3].
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