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Zusammenfassung

Diese Arbeit beschreibt die Methodik der Erythropoietin (EPO)-Dopingkon-
trollanalytik am Beispiel der Olympischen Winterspiele Salt Lake City 2002
(SLC2002) und wertet die dort gesammelten Daten aus. Es wurde bei einem
Athleten und zwei Athletinnen ein Missbrauch von Darbepoetin alfa (Arane-
sp™) nachgewiesen, ein zu der Zeit erst seit kurzem erhéltliches Nachfolge-
produkt von rekombinanten, humanem EPO (rhEPO).

Humanes EPO, ein Glykoprotein mit 165 Aminoséduren, einem Sauerstoff-
und drei Stickstoff-gebundenen Kohlenhydratresten, ist ein Hormon, dass die
Bildung der roten Blutkoérperchen (Erythrozyten) im menschlichen Koérper
steuert. Sein Molekulargewicht betrdgt ca. 30 kDa mit einem Kohlenhydra-
tanteil von 30—40 %. Die Existenz dieses Hormons ist bereits 1906 postuliert
worden. Seit 1948 wird es Erythropoietin genannt. 1957 wurde als Hauptbil-
dungsort im erwachsenen Menschen die Niere ausgemacht. 1977 ist dann mit
der Isolierung von wenigen Milligramm EPO aus dem Urin von Patienten mit
aplastischer Anémie ein Meilenstein in der EPO-Forschung erreicht worden.
Acht Jahre spéter, 1985, wurde das EPO-Gen erfolgreich kloniert.

Seit 1988 ist rhEPO fiir die Behandlung von Anamie als Folge von Nie-
renversagen erhéltlich. Die Verfiigbarkeit von rhEPO hat seitdem wesentlich
zur Verbesserung der Lebensqualitéit von Menschen mit Nierenversagen bei-
getragen. Inzwischen wird rhEPO auch in vielen anderen Gebieten als Be-
handlungsmittel eingesetzt.

Auch im gesunden Menschen kann rhEPO die Anzahl der Erythrozyten
erhohen. Dies macht es zu einem potenten Dopingmittel, da die Ausdauer-
leistungsfihigkeit durch diese Erh6hung verbessert wird. Aus diesem Grund
hat 1990 das Internationale Olympische Komitee rhEPO in die ,Liste der ver-
botenen Substanzen“ aufgenommen. Aber bis zum Jahre 2000, als zwei un-
terschiedliche Nachweisverfahren veroffentlicht wurden, war ein Missbrauch
von rhEPO nicht nachweisbar.

Das eine dieser zwei Verfahren beruhte auf den Verdnderungen im roten
Blutbild, die durch die Anwendung von rhEPO verursacht werden. Damit ist
es ein indirektes Verfahren, da nur Wirkungen gemessen werden. Das andere
Verfahren beruht auf dem Erkennen von rhEPO im Urin durch isoelektri-
sche Fokussierung eines Urinkonzentrates mit nachfolgendem Immunoblot-
ting, was ein direktes Verfahren darstellt und einem indirekten vorzuziehen
ist. Beide Verfahren sind bei SLC2002 eingesetzt worden und werden hier
beschrieben.

Es wird gezeigt, dass ein erster, schneller und einfacher Bluttest 133 ver-
dédchtige Proben identifizierte. 72 Blut- und Urinproben wurden daraufhin
eingehender untersucht. Danach bestand nur noch bei 25 Blutproben ein Ver-
dacht auf aktuellen Missbrauch, der aber durch den Urintest bei allen auller
fiinf Proben von drei Athleten/innen entkriftet wurde.
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Abstract

This work describes the methodology of the erythropoietin (EPO) doping con-
trol analyses at the Winter Olympics Salt Lake City 2002 (SLC2002) and eva-
luates the data obtained there. For three athletes a misuse of darbepoetin alfa
(Aranesp™) was detected. At the time Aranesp™, which is an analog of recom-
binant human erythropoietin (rhEPO), had only been commercially available
for a short period of time.

Human EPO, a glycoprotein of 165 amino acids, one oxygen- and two
nitrogen-linked carbohydrate moieties, is a hormone, that regulates the pro-
duction of red blood cells (erythrocytes) in the human body. Its molecular
weight is ca. 30 kDa with a carbohydrate fraction of 30—40%. The existence
of this hormone had been postulated as early as 1906 and it was named ery-
thropoietin in 1948. In 1957 its main production site in the adult human was
recognized as the kidney. A milestone in EPO research occured 1977 with the
isolation of a few milligrams of EPO from urine of patients with aplastic ane-
mia. Eight years later, 1985, the EPO gene was successfully cloned.

Since 1988 rhEPO has been availble for the treatment of anemia due to
renal failure. The availability of rhEPO has improved the quality of life of
patients with kidney failure significantly since then. Meanwhile rhEPO is
being used as a treatment in many other areas.

Recombinant hEPO also increases the number of erythrocytes in healthy
humans. This makes it a potent means of doping, since an increase in ery-
throcytes improves endurance performance. Because of this, the Internatio-
nal Olympic Committee added rhEPO to its “list of prohibited substances”
in 1990. However, misuse was not detectable until 2000 when two different
detection methods were published.

One of the two methods is based on changes in red blood cell parameters
caused by rhEPO administration. This makes it an indirect method, because
secondary effects are measured. The other method is based on the recognition
of rhEPO in urine by isoelectric focusing of urine concentrates followed by
immuno blotting, which is a direct and more preferable method. Both methods
were used during SLC2002 and are described herein.

It will be shown that an initial, quick, and simple blood test produced
133 suspicious samples. 72 blood and urine samples then underwent more
sophisticated testing. Afterwards, 25 blood samples were still suspicious for
current misuse, but the urine test was negative for all but five samples from
three athletes.
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