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Biomonitoring Blut beim Athleten
als indirekter Manipulationsnachwelis
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Geschichte

Aus historischer Sicht wird berichtet, dass
Eigen- und Fremdblut seit den frilhen 70er
Jahren angewandt wird. 1984 bekannte das
US Radteam den Gebrauch von Blutinfusio-
nen vor den olympischen Spielen ). Ein Nach-
weisverfahren flr Fremdblutmanipulationen,
welches durch das Vorhandensein von bis zu
12 kérperfremden Antigenen auf den Eryth-
rozytenmembranen nachgewiesen wird, be-
steht seit 2002 (2). Es wurde von australi-
schen Wissenschaftlern entwickelt und 2004
in den von der Welt-Anti-Doping-Agentur ak-
kreditierten Laboratorien in Sydney, Athen und
Lausanne angewandt (3). So wurden Tyler
Hamilton, Santi Perez (2004) und A. Wino-
kurov (2007) Uberfihrt. Wahrend fir Blutdo-
ping eine aufwendige Infrastruktur notwendig

schiedener Tour de France Fahrer der ,Fuen-
tes Liste" durch die ,Operation Puerto” in Spa-
nien zeigte, kam es anscheinend zu einer
Rickkehr zum Eigenblutdoping. Durch die
Einfuhrung des EPO-Nachweises (4) erfolgte
im Jahre 2000 die Unterscheidung rekombi-
nanter Isoformen von humanen mittels isoe-
lektrischer Fokussierung und anschliefender
Visualisierung. Die Methode gewann schlag-
artig weltweite Aufmerksamkeit, als damit der
Missbrauch von NESP bei drei Athleten (u.
a. Goldmedalliengewinner Johann Muihlegg)
wahrend der olympischen Spiele 2002 in Salt
Lake City bewiesen werden konnte.
Kombinierte Daten von Videman et al
konnten zeigen, dass bis zur Einflhrung des
Epotests der mittlere Haemoglobinwert im
Skilanglauf deutlich Anstieg (5), (43).
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Verdnderungen der mittleren Hiimoglobinwerte bei Skilangléiufern (FIS) der
Weltspitze. ,, Start* markiert die Einfiihrung des EPO-Urintests w.a.nach Vide-

man et al. (5,44).

ist, anderten sich 1987 diese Vorraussetzun-
gen durch rekombinantes humanes Erythro-
poetin (thEPO). Im Festina Skandal 19398
wurde systematisches Teamdoping genauso
publik wie spatere Gestandnisse von einzel-
nen Fahrem des Team Telekom. In welchem
Alter bereits gedopt wurde raumte die erst
2005 positiv getestete kanadische Stralen-
Meisterin Genevieve Jeanson 2007 ein, als
sie angab mit 16 Jahren das Blutdopingmit-
tel EPO eingenommen zu haben. Wie der
Doping Skandal 2006 mit dem Ausschluf ver-

So zeigten bei der WM 1935 einige Ski-
laufer Hb-Werte von 20 g/dl, wobei alle Me-
dalliengewinner Gber 17.5 g /dl lagen. Seit
1997 gilt der obere Grenzwert fur Manner im
Skilanglauf von 18.5 g/dl (FIS). 1999 lagen
bei 30 mannlichen Skilaufer zwischen die Hb-
Werte zwischen 17.0- 18.7 g/dl. Alle Medal-
liengewinner hatten Werte > 17.0 g/ |. Spéater
wurde der Grenzwert fir Manner auf 17,0 g/
dl und fur Frauen auf 16,0 g/dl festgelegt.

Differenzierung von humanem EPO
und rHEPO

Die Halbwertszeit von Darbepoetin
(NESP) ist ca. 3 mal langer als die von rhE-
PO und liegt bei ca. 21 h nach intravendser
Injektion, wahrend Erythropoietin eine Halb-
wertszeit von 8,5 h aufweist. Nach subkuta-
ner Injektion verlangert sich die Halbwerts-
zeit von NESP auf ca. 49 h (27-8Sh) und 16-
24 h fir thEPOQ. 5)

Wahrend die alteren Arbeiten von Wide
et al. einen sicheren Nachweis innerhalb von
ca 48 h versprachen (7), propagiert eine Ar-
beit aus dem Jahr 2003 von Breidbach et al.
einen moglichen Nachweis mitunter bis zu 7
Tagen nach EPO-Administration zumindest
in ca. 50% der Félle (8). Das grékte Problem
ist allerdings, dass fir einen positiven EPO
Test wenigstens 80% isomere Formen (kér-
perfremd) vorhanden sein missen. DYNEPO,
welches naturliche aus der menschlichen
Haut gewonnene Zellen fur die EPO-Biosyn-
these nutzt,ist zur Zeit nachweisbar und wur-
de mit dem suspendierten fuhrenden der Tour
de France 2007 Michael Rasmussen in Ver-
bindung gebracht.(8) Die Welt-Anti-Doping-
Agentur (WADA) hat die Nachweismethode
fur ,Dynepo” allerdings noch nicht autorisiert.
Daher ist der positive Befund des Danen ju-
ristisch bisher nicht verwertbar.

Erythropoetin und Blutveranderungen

Das folgende Diagramm zeigt den typi-
schen Verlauf des klassischen EPO Doping
mit dem Anstieg der Retikulozyten durch die
Stimulation von rhEPO und anschliessendem
Hb-Anstieg. Da nach Absetzen von thEPO die
gesteigerte Produktion von Erythrozyten ab-
geschlossen ist, kommt es zum rasanten Ab-
fall der Retikuozyten als Zeichen der emied-
rigten Parameter der Erythropoese. Gleich-
zeitig besteht eine langer anhaltende Eryth-
rozytenkonzentration und bleibt die maxima-
le Sauerstofftransportkapazitat noch erhoht
wobei thEPO/NESP mit der direkten Metho-
de nicht mehr nachzuweisen ist, da es auf-
grund der Plasmahalbwertszeit vollstandig
aus dem Korperkreislauf eliminiert wurde.

Daraus wird klar, dass relativ gut auf ei-
nen Wettkampf mit hohen Hb-Werten zuge-
steuert werden kann ohne mit einem positi-
vem Epo -Test zu rechnen.
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Klassisches , altes* Infektionschema von vhEPO.
Beispiel der Verdnderungen von Héimoglobin und Retikulozyten unter ca. 2

wdéchiger EPO-Stimulation

Neuere Techniken von Athleten die an
Rundfahrten und eng gesetzten Wettkamp-
fen teilnehmen haben das sogenannte Low
Dose Verfahren eingesetzt.

Hierbei wird zu Beginn eine hohe Menge
EPO eingesetzt und der erhdhte Hb an der
Schutzsperrengrenze mit niedrigen intravena-
sen EPO Injektionen aufrechterhalten.
Ashenden et.al 2006 konnte zeigen, dass eine
Mikrodosierung das Zeitfenster des positiven
Urinnachweises auf 12-18 h reduziert (34).
Verfeinerte Techniken sorgen sogar bei
abendlicher Injektion zu negativen Tests am
Folgetag. Daher sollten Trainingskontrollen
immer frilh morgens stattfinden.

Aufgrund der geringen Nachweise von
Substanzen im Urin wurde gleichzeitig ver-
sucht dber Blutmonitoring indirekte Hinweise
auf Missbrauch durch oder Bluttransfusionen
zu gewinnen. Diese Modelle dienten bereits
in der Vergangenheit dazu kostspielige Urin-
Epokontrollen gezielter einzusetzen.
Der Vorteil der Verwendung von Blutparame-
tern besteht darin, dass eine groke Anzahl
von Proben in einem kurzen Zeitraum ge-
screent werden kénnen und zusétzliche In-
formationen aus den Blutparametern erhal-
ten werden.
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Sog. Low Dose Schema (Mikrodosierung). Nach einer klassischen Boosterphase
werden mit unterschwelligen ¥hEPQ Injektionen die Hb-Werte hochgehalten.
Ein Nachweis im Urin gelingt aufgrund der geringen rhEPO Menge kaum.

Blutparameter

Um Blutparameter zum indirekten Doping-
nachweis heranzuziehen wurden insbeson-
dere die Retikulozyten und deren Reifestadi-
en, Hamoglobinwerte, Ferritin, der lésliche
Transferrinrezeptor (sTfR ) sowie der Eryth-
ropoetinspiegel im Blut sowie deren Kombi-
nationen untersucht (10).

Hamoglobin

Frauen haben naturgemag niedrigere Hb-
Werte als Manner.

Es ist bekannt, dass bei 2,5 % der Allge-
meinbevélkerung Hb-Werte Uber 16 auftreten.
Ein genetisch bedingter hoher Hb-Wert zeigt
wohl auch erhéhte Retikulozytenwerte (41).

Laslicher Transferrinrezeptor (sTfR )

Um einen Missbrauch von rhEPO zu er-
fassen wurde 1994 der 16sliche Transferrin-
rezeptor (sTfR) als maglicher Parameter vor-
geschlagen (11).

Alle Studien zeigen eindeutig, dass sich
die sTfR-Werte durch die rhEPO-Applikation
signifikant erhéhen und damit die Frage auf-
kam abwelcher Konzentration die Werte nicht
mehr als Normalwerte betrachtet werden kon-
nen. Da der Aspekt einer Eisenmangeler-
scheinung nicht auBer Acht gelassen werden
konnte ergab sich hier auch unter Benicksich-
tigung mit Ferritinwerten kein sicherer Nach-
weis.

Retikulozyten

Die Stimulation der Erythropoese wirkt
sich direkt auf die Zahl und die Reifestadien
der Retikulozyten, den zellkernhaltigen Vor-
stufen der Erythrozyten, aus
112,13,14,15,16,17.18). In der Klinik dienen diese
zur Uberwachung der Effizienz von thEPO-
Therapien (19,2021 22). Die Retikulozyten wer-
den durch das Anfarben mit geeignetem Flu-
oreszenzfarbstoff iber Messung der Fluores-
zenzintensitat durch entsprechende automa-
lisierte Analysegerate (z.B. Sysmex () oder
ADVIA 120) (Absorption der aufgekugelten
Zellen und Messung des Streulichts) erfasst.
Zudem ist eine Alterseinstufung maéglich, die
auf der Messung der Fluoreszenzintensitat
der angeféarbten Zellen basiert und niedrig-
(LFR), der mittel-(MFR) und der hochfluores-
zierenden Retikulozyten (HFR) unterscheidet.
Je jlnger die Retikulozyten desto hoher die
Floureszenz.

Retikulozyten wandeln sich innerhalb ei-
nes Tages in Erythrozyten um wobei die nor-
male Anzahl bei 0,5 - 2% liegt.
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Retikulozyten- und Hdmoglobinverlauf eines Athleten der des EPO (NESP)

Missbrauchs iiberfiihrt wurde.

Multiparametermodell

Der Ansalz eines Multiparametermodells,
d. h. der Kombination aus kleinem Blutbild,
Retikulozytenparametern und relevanten Se-
rumparametern fuhrte zur Entwicklung der
LON“ und ,OFF*-Modelle von Parisotto et al.
(23,24), seit den Olympischen Spielen 2000 in
Sydney als Screeningmethode eingesetztwer-
den.

Zureiner praktischen Umsetzung kam im
Rahmen von Reglements vieler Verbande die
Stimulationsphase durch thEPO ,ON-Phase”
bei der es zum Anstieg der Retikulozyten
kommt. Beim Vorfinden eines Wertes Uber 2%
wird hier sinnvollerweise sofort eine Zielkon-
trolle ( = Urinkontrolle auf EPO ) durchgefuhrt.

Auch die Reifestadien der Retikulozyten
konnen Aussagen uber eine gesteigerte Ery-
thropoese, d. h. eine Funktionsdiagnose des
Knochenmarks, liefem, da sich durch EPO
die Reifezeit der Retikulozyten im Knochen-
mark von ca. vier Tagen auf lediglich zwei
Tage verkdrzt (2526) und der Anteil der unrei-
fen hochfluoreszierenden Retikulozyten
(HFR) im Blut der steigt (22 27 28).

Wird EPO abgesetzt kommt es zum star-
ken Abfall der Retikulozyten, da einerseits die
Stimulation entfallt und andererseits das Sys-
tem die (berhéhte Erythrozytenzahl erkennt.
Die Hamoglobinkonzentration bleibt trotzdem
langer erhéht, da rote Blutkdmperchen eine
Lebenszeit von bis zu 120 Tagen haben. Auch
ein Abfallen des Anteiles der hoch- und mit-
telfluoreszierenden frihen Reifestadien der
Retikulozyten (Retikulozytenreifungsindex)
kann beobachtet werden.

Dies ist beim ungedopten Athleten eher
ungewdhnlich da bei korperlicher Aktivitat ein
erhohter Zellumsatz mit eher hohem Anteil

von jungen hochfluoreszierenden Retikulozy-
ten beobachtet wird (29).

Diese Situation nach dem Absetzen von
EPO mit extrem niedrigen Retikulozyten und
hohem Hamoglobinwert wurde als OF F-score
Wert in die Regularien aufgenommen.

Es ist wichtig festzustellen, dass eine sehr
niedrige Anzahl zirkulierender Retikulozyten
nicht die Konsequenz anderer nicht verbote-
ner Wege zur Erhéhung der Gesamtzahl der
roten Blutkérperchen sein kann, wie Hohen-
training oder der Gebrauch von Mitteln fir si-
mulierte Hohe (30).

Zudem wurde von Gore et al. (31,32) be-
schrieben, dass ein Blutbild mit angestiege-
nem Hamoglobin und abnormal niedrigen
Retikulozyten auch nurirgendeiner krankhaf-
ten Veranderung in der Literatur zugeschrie-
ben werden kann. Die Kombination dieser
Werte ist in der medizinischen Welt nicht
bekannt und aller Wahrscheinlichkeit auf den
vorherigen Gebrauch verbotener Substanzen
die das Knochenmark stimulieren oder Blut-
transfusionen begriindet.

Reinfusionsstudien (33) konnten im Ubri-
gen keine so starken Abfalle von Retikulozy-
ten zeigen wie dies unter EPO Gebrauch be-
obachtet wird

Am 29.6.2007 wurden erstmals bei Tri-
athleten (IRONMAN GERMANY) im
Pre-Competition Verfahren in Deutschland
Blutabnahmen durchgefihrt.

Ein Athlet zeigte Off-Score Werte in bei-
den Durchlaufen von 136,6 und 142.

Daraufhin wurde erstmals ein Dopingver-
fahren wegen des Verdachts der Blutmani-
pulation im Oktober 2007 durch den Verband
(DTU) erdffnet.

Der Off-Score Wert wurde nach Zusam-
menfihrung groBer Athletenkollektive von
Gore et a.l. (35) erstellt, gilt als zweite Gene-
ration des indirekten Epo-Missbrauches und
errechnet sich wie folgt:

OFF-Score = Hb (g/1) - BD'\/Retikulozyten %

Normalwerte liegen bei Mannem bei ca.
90 - 95. So bestehen fur Manner bei Werten
auf Seehdhe von

groRer 125,6 eine Manipulationswahr-

scheinlichkeit von 1000 :1 =99,9 % und
Verband Hb g/dm Hb gl w Off scorem  Off score w
ucl 17,0 16,0 133 123
IAAF 17,0 16,0 133 123
ISU 17,2118,0 157/165  1256/134 11351205
Tab 1.:

Beispiele von Grenzwerten verschiedener Verbcinde die zu Schuizsperren oder
Zielkontrollen fithren. (Bei der ISU wird noch Meereshéhe und Hohen iiber 610

m ii. M. unterschieden) (36)

Einem Anstieg des Hb in der Hohe geht
inder Regel ein leichter Anstieg der Retikulo-
zyten vorraus, jedoch nie ein Abfall.

Zudem sind nur wenige Bedingungen
bekannt die zu einem wesentlichen Abfall der
Retikulozyten (Reticulocytopenie) fuhren. Die-
se Krankheiten (Osteomyelofibrose, myelo-
dysplastisches Syndrom ) sind allerdings nicht
vereinbar mit sportlichen Leistungen auf sehr
hohem Niveau. Niedrige Retikulozytenwerte
sind somit immer mit einer Andmie verbunden.

groRer 133 eine Manipulationswahr-
scheinlichkeit von 10000 :1 = 99,39 %.

In der Praxis wurden z. B. bei 3699 Blut-
abnahmen seit 2001 beim Verband FIS nur
von 6 Athleten die Werte von 133 Uberschrit-
ten. Bisher gab es 7 positive EPO Tests. Ein
Wert von 142 wurde noch nie erreicht. (Stand
8/2007)
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Praktische Beurteilung

Vor einer Bewertung dieser Parameter ist
immer die Validitat genauestens zu prufen.
Damit sind die méglichen messbedingten
Abweichungen der Parameter ( z.B. der Reti-
kulozyten) und die Abnahmebedingungen in
Form eines ,best case Szenario” fur den Ath-
leten zu berechnen, da Abnahmezeit- und
Zustand des Athleten (Training etc.) sowie die
Analysebedingungen (Lagerung der Probe
etc.) nachhaltigen Einfluss auf die untersuch-
ten Parameter haben kénnen. Auch sollte vor
der Messung der Blutparameter die Eichung
der verwendeten Messgerate einem unabhan-
gigen Qualitatskontrollsystem unterworfen
sein und an entsprechenden Ringversuchen
teilnehmen. Nur so kénnen falsch positive
Befunde vermieden werden und ungedopte
Athleten geschiitzt werden

Gesamthamoglobinmasse

Einen weiteren Ansalz geben die Arbei-
ten von Schmidt et al. (37,38) hinsichtlich der
Erfassung der Gesamthamoglobinmasse und
des Blutvolumens. Gut ftrainierte Ausdauer-
sportler haben im Vergleich zu anderen Ath-
leten und ,nomalen” Personen ein wesent-
lich erh6htes Blutvolumen und Gesamthamo-
globin (30-40 %) (39), wobei die Steigerung
durch Training und Hohenaufenthalt nur be-
grenzt méglich ist.

Bei der ersten Blutprobe wird der Kohlen-
monoxidgehalt bestimmt.

Danach muss der Sportler zwei Minuten
lang Kohlenmonoxid (Menge von ca. 3 Ziga-
retten) einatmen. Vier Minuten spater wird
eine zweite Blutprobe entnommen.
Aus der Differenz der Kohlenmonoxidwerte
vor und nach dem Test lasst sich die Gesamt-
menge an H&moglobin unabhéngig vom Plas-
mavolumen im Kérper berechnen. Bisher gibt
es jedoch keine Grenzwerte und die eingeat-
mete CO Menge (iberschreitet die zuléssigen
arbeitsmedizinische Grenzwerte. Als Scree-
ning Methode ist diese allerdings sehr wert-
voll. Es lassen sich individuelle Profile erstel-
len sowie Auffalligkeiten erkennen. Beim T-
Mobile Team war diese Messung in einem
selbst geschaffenen, angeblich harten und
transparenten Anti-Doping- System fester
Bestandteil. So wurde z.B. der Ukrainer und
T- Mobile-Star Sergej Gontschar, welcher bei
der Tour 2006 mit zwei Etappensiegen zwei
Tage im Gelben Trikot fuhr, wegen auffalliger
Blutwerte und kontrollierter Hb-Massenwer-
ten entlassen.

Z-Score
Als neueste und 3. Generation der indi-
rekten Bestimmung des EPO Missbrauchs

wird seit 2006 vorgeschlagen individuelle Pro-
file von Athleten zu erstellen und Schwan-
kungsprofile von Hb und Retikulozyten zu be-
werten (40).

Diese Bewertung setzt entsprechend viele
valide Blutabnahmen vorraus.

Ahnlich den OFF-Score Werten werden
hier Wahrscheinlichkeiten numerisch festge-
halten, die den Schluss eines Startverbotes
oder eines Verdachtsbefund mit Zielkontrolle
vorgeschlagen. Die Berechnung erfolgt Uber
folgende Formel:

Hbz—score:(Hbcurreanrrean)N‘(GQ (1+1/n)).

Perspektiven

Neueste Ansétze zur Bekampfung von
Blutdoping beinhalten statistische Modelle,
die auflernfahigen Mustererkennungsalgorith-
men beruhen, die anhand von Blutprofilen von
gedopten und ungedopten Athleten ,trainiert’
wurden und Wahrscheinlichkeiten far Mani-
pulationen berechnen. Diese Verfahren ha-
ben eine Sensitivitat von bis zu 60% bei 100%
Spezifitat.

Damit sind sie allen bisherigen indirekten
Methoden weit Uberlegen.

Bei der Bewertung von Blutproben ist es
immer wichtig die Validitat zu priifen.

Dazu gehoren insbesondere die Abnah-
mebedingungen, Eichprotokolle, Kihlkette
sowie Schwankungsbreiten der einzelnen
Parameter.
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