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ANOTACE

Bakalatska prace se zabyva erytropoetinem, jeho vyuzitim a analyzou. Prvni ¢ast je vénovana
historii objevovani erytropoetinu, jeho struktufe a vlivu na lidsky organismus. Dale je prace
zaméfena na vyuziti klinické a obsahuje i analyzu erytropoetinu se zaméfenim na sportovni

sféru.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Importance of erythropoietin and its analysis

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with erytropoietin, its use and analysis. The first part is devoted to the
history of the Discovery od erythropoietin, its structure and its effect on the human body.
Furthermore, the work focuses on the clinical use and includes analysis of erythropoietin with

a focus on the sporsts sphere.
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SEZNAM ZKRATEK

AIDS acquired immunie deficiency syndrome

ziskany syndrom imunitniho deficitu

BFU-E burst forming unit-erythropoiesis

nezrala krevni bunka v kostni dfeni
BHK buniky ledvinové buitky mladéte kiecka ¢inského

CERA Continuous Erythropoietin Receptor Activator

aktivator receptoru pro erytropoetin

CFU-E colony forming unit-erythroid

unipotentni kmenova buiika, z niz vzniké erytroid

COS bunky buiky ziskané z ledvin opice

Epo erytropoetin
Epo-R erytropoetinovy receptor
ESF erythropoiesis stimulating factor

faktor stimulujici erytropoézu
FDA Food and Drug Administration, Ufad pro kontrolu potravin a 16¢iv

G-CSF/CSF3 granulocyte colony stimulating factor

cytokin stimulujici kolonii granulocytt

GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating factor

cytokin stimulujici kolonii makrofagh
Hb/HGB hemoglobin

HCP hematopoietic cell phosphatase

hematopoetick4 bunécna fosfatdza
HCT hematokrit

HIF hypoxia inducible factor
faktor transkripce indukovany hypoxii



HNF
HRE
CHO

IEF-PAGE

INN

10C
IPG
JAK2
NIBSC

PRCA

rhEpo

SAR-PAGE

SDS-PAGE

SH2

SHP1, SHP2

Src

STATS

TPO

USADA

hepatocyte nuclear factor, jaterni jaderny faktor, transkripéni faktor
hypoxie response factor; sekvence, na kterou reaguje HIF
bunky ovarii kfecka ¢inského

isoelectric focusing-polyacrylamide gel electrophoresis

izoelektricka fokusace na polyakrylamidovém gelu

International nonproprietary name

mezinarodni nechranény nazev

International Olympic Comitee, mezinarodni olympijsky vybor
immobilized pH gradient, imobilizovany akrylamidovy gel s pH gradientem
Janusova kinaza

National Institute for Biological Standard and Control

Pure Red Cells Aplasia

aplazie ¢ervenych krvinek
rekombinantni erytropoetin

sarcosyl polyacrylamide gel electrophoresis

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu se sarkosylem

sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym

Src-homology 2 domain

strukturni doména vazajici se na fosforylovany tyrosin

Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1 (2)

tyrosin fosfataza
nereceptoricka tyrosinkinaza

signal transducer and activator of transcription 5

pfevodnik signélu a aktivator transkripce 5
trombopoetin

United States Anti-doping Agency, Americké antidopingova agentura



WADA World Anti-doping Agency, Svétova antidopingova agentura

WGA MAIIA wheat germ aglutinin membrane-asisted isoform immunoassay
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Uvod

Erytropoetin je glykoproteinovy hormon produkovan primarné ledvinami, ktery ma
hlavni podil na regulaci tvorby cervenych krvinek. Tento hormon neni zasobni, tudiz je potieba
prvotni signal pro jeho tvorbu, ¢imz byva nejcastéji hypoxie, tedy nedostatek kysliku v téle.
Kwvtli jeho tvorbé az pii urcitém signalu se z néj stala doplnkova, dokonce dopingova latka,
vyuzivana pfi sportu, zejména v cyklistice. Cyklisté si tak uméle navodi tvorbu erytrocyta, které
nasledné pojmou vice kysliku, a tak se méné€ zadychaji a podavaji lepsi fyzicky vykon, zejména

v narocném terénu. Uzivani této latky pii sportu bylo roku 1990 zakazano.

Mimo jiné se erytropoetin alfa stal jednim znejvice uzivanych 1ékl, které byly
vytvoreny prostiednictvim technologie rekombinantni DNA, ve které je tém¢t identicka forma
a latka, které se prirozené vyskytuje v téle, v tomto piipadné erytropoetin, vytvofena pomoci
replikace lidské DNA v laboratofi. Pouziva se na 1é€bu anémie ¢ili nedostatku cervenych
krvinek zptisobenou jak hematologickymi poruchami, tak i anémie zplisobené onemocnénim
AIDS, ¢i na 1écbu pacientil s rakovinou, ktefi jsou anemiéti po chemoterapiich, nebo také na

1é¢bu chronického onemocnéni ledvin.
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1. Historie objevovani erytropoetinu

Objev erytropoetinu (Epo) se neda ptipsat jen jednomu védci ¢i védecké skupiné v jeden
rok, nybrz trvalo témeét celé stoleti, nez bylo mozné latku identifikovat, urcit chemické
1 fyziologické vlastnosti a v neposledni fadé¢ ji i extrahovat.

Zpocatku, v prvni poloving 19. stoleti, si lékati a védci zacali v§imat jistych zmén
v télesnych pochodech pifi anemickych stavech ¢i pii dlouhodobém pobytu lidi ve vyssich
nadmoiskych vyskach, tedy v horskych vesnickach. Az roku 1836 byly anglickym
lékafem a nefrologem Richardem Brightem popsany prvni symptomy anémie ve vztahu se

selhanim ledvin.

Dale roku 1863 francouzsky 1ékai a fyziolog Denis Jourdanet, popsal souvislosti mezi
nadprodukci erytrocytl a lidmi Zijicimi ve vy$§ich nadmotskych vyskach. Studiem vyskové
nemoci a hypoxie se zabyval béhem svého pobytu v Mexiku, kde pozoroval pacienty, ktefi
vykazovali znamky ,,horské nemoci®. Jejich symptomy ve vysoké nadmoiské vySce byly
podobné anémii rovné vySce hladiny mote, véetné¢ rychlého pulsu, zdvrati a obcasného
omdlivani. Tyto symptomy byly pfipisovany nizké hladiné kysliku v krvi, a tak prvni
pojmenovani pro tento stav bylo ,,anoxyhémie a ,,anémie barométrique “ ¢imz byl 1 vyjadien
vztah nadmotské vySky a anémie na v niZinach, prakticky by se dalo fici na irovni mote. Mimo
jiné se Journadet zabyval i charakteristikou populace Mexika v riiznych nadmotskych vyskach.
Ve svych studiich doSel 1 kzavéru, Ze pacienti splicnim onemocnénim, zejména
s tuberkul6zou, vykazuji zlepSeni pribehu nemoci ve vyskach nad 2000 m. n. m., a tak zavedl
,aérothérapie”, kdy pacienti byli lé¢eni v komorach s nizkym tlakem, které pomohly
k simulaci stejnych podminek jako na horach. Své poznatky publikoval ve dvou knihach:
Influence de la pression de [’air sur la vie de ’homme: climats d’altitude et climats de
montagnes (volné pielozeno: VIiv tlaku vzduchui nalidsky Zivot: vyskové podnebi a podnebi hor
(1875) a L’air raréfié dans ses rapports avec [’homme sain et avec [’homme malade (volné

prelozeno: Ridky vzduch ve vztahu ke zdravému a nemocnému jedinci). [5]

Mezi dal$i pozorovatele zmén erytropoézy ve vysokych nadmotskych vySkach patii
Francois — Gilbert Viault, ktery v roce 1890 pti dvoutydennim putovani v Peru, z niZiny na
urovni mote, do hor Morococha (4200 m. n. m.), zaznamenal u sebe samotného zvySeni poctu
erytrocyti z5.10° na 7,1.10%mm?®. Hodnoty dalSich péti Gcastnikii putovani se dokonce

pohybovaly od 7,1.10° az do 8.10%/mm?>. Toto jednoduché pozorovani tak bylo dalsi nazornou
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ukazkou masivniho nérustu erytrocytl, tedy zvyseni erytropoézy, u ¢lovéka, ktery se kratkou
dobu pohyboval ve vysokych nadmotskych vyskach a trpél hypoxii. Béhem ptechodu do
dalsSiho tisicileti se mechanismus, ktery je zakladem tohoto jevu, stal pfedmétem vasnivych

debat. [5,6]

Poprvé se tento jev pokusil vysvétlit Svycarsky 1ékar a ptirodovédec Friedrich Miescher,
ktery je znamy hlavné pro objev DNA. Domnival se, Ze pokles napéti kysliku v kostni dfeni
poskytoval pfimy stimul bunkdm tvoficim erytrocyty. O pul stoleti pozd¢ji byla tato teorie
vyvracena peclivé povedenymi méfenimi saturace kyslikem ve vzorcich kostni diené pacientti
s erytrocytozou, jak primarni, tak sekundarni. Tato méfeni provedli nezavisle na sobé Berk

(1948) a Friedrick Stohlman (1954). [6]

Do roku 1906 se pouze debatovalo o neznamé latce, kterd zplisobuje narust ¢ervenych
krvinek v téle, ale nebylo specifikovano, o jakou latku se jedna. To vSe ale zménili francouzsti
lékati Paul Carnot a Clotilde-Camile DeFlandre ktefi ze svych pozorovani indikovali, Ze se
jednd pravé o humoralni faktor, ktery spojuje anemickou hypoxii a naslednou zvySenou
produkci erytrocytl. Erytropoetin tak dostal v jejich praci Sur [’activité hemopoiétique du
serum au cours de la régénation du sang (volné ptrelozeno: O hemopoetické/krvetvorné aktivité
séra béhem regenerace krve) ndzev hemopoetin. Jejich pokus se skladal z pozorovani navyseni
poctu erytrocytll v krvi zdravych kralikdi po podani séra ziskaného z krve kralikd s anemii.
BohuZel v§echny nasledné pokusy o reprodukci experimentu byly neuspésné, a tak jini védci

zacali pochybovat o jejich teorii. [6,7,8]

Roku 1938 publikoval védec Yu-Tin Tei €lanek, ve kterém byly popsany zejména
chemické vlastnosti erytropoetinu. Dle jeho zjiSténi se jednalo a krvetvornou substanci
nachazejici se vséru anemickych zvifat, kterd je rozpustna v alkoholu, etheru,
chloroformu a acetonu a tepelné stabilni ve 100 °C po dobu 30 minut. Tyto vlastnosti byly

zjiStény zkoumanim periferni krve zvirat, kterym bylo anemické sérum podéano. [9,10]

Vyzkum Carnota, DeFlandra a Yu-Tin Teie modifikoval védec Newton Krumdieck ve
své praci Erythropoetic Substance in the Serum of Anemic Animals z roku 1943. Nezabyval se
ale studiem periferni krve, nybrz kostni diené, kde dochézi k tvorb¢é erytrocyti. Kromé
erytrocytl pocital 1 retikulocyty, coZ jsou prvotni vyvojové bunky erytrocytt. Prave jejich pocet
se béhem 5 dnti zvysil az o 7 %. Experiment opét probihal vpichnutim séra anemickych kralikl

zdravym jedincim. [10,11]
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Za dalsi dulezitou praci se da povazovat vyzkum Kurta R. Riesmanna a Gerharda
Ruhenstroth-Bauera, ktera byla publikovana roku 1950. Riesmann se ve svém vyzkumu snazil
potvrdit jiz diive zjisténé poznatky a to, Ze erytropoéza souvisi i s nizkou hladinou kysliku
v krvi. Jeho vyzkum probihal na parabiotickych! parech krys, které mély propojené cévni
kapilary, a byly 5 tydnti umistény ve specidlnich dychacich komorach, kde jeden jedinec
vdechoval smés vzduchu se snizenym objemem kysliku, zatimco druhy mél k dispozici
normalni vzduch. Diky propojeni tak cirkulovala krev z jednoho zvifete do druhého. Obéma
jedincdim byla po terapii  diagnostikovana  retikulocytéoza, zvySena hladina
hemoglobinu a normoblastickd hyperplazie v kostni dfeni, tj. nové nezralé erytrocyty

(normoblasty) byly vétsi nez obvykle. Tento vysledek dovedl Riesmanna k zavéru, ze hypoxie

vvvvvv

Jak jiz bylo vySe zminéno, prace Carnota a DeFlandra nepfisla védecké spolecnosti
divéryhodna, ale pravé védci Krumdieck, Riesmann a Allan Erslev, pfispéli k potvrzeni jejich
teorie. Allan Erslev roku 1953 publikoval praci, ve které jeste vice podpoftil pokus provedeny
jiz zminénymi védci. V replikaci jejich pokusu pouzil vétsi objem plazmy anemickych kraliki
(50 ml), ¢imz byl narast retikulocytli v kostni dieni prokazatelnéjsi. Dosud byly pouzivany
objemy v rozsahu 0,5-10 ml. Dnes se uvadi, ze Erslev piredpoveédél potencidlni 1ékaiskou

hodnotu, pokud by byl faktor, jenz ovliviiuje erytropoézu, extrahovan. [6, 11, 12]

Casto piehlizenou praci je vyzkum finské University of Helsinky z roku 1948 pod
vedenim lékafek Evy Bonsdorff a Eevy Jalavisto. Tyto Zeny pfedb&hly dobu svymi vyzkumy,
pfi nichZ si zkombinovali vystaveni pozorovanych kralikd nizkému tlaku, tudiz vyvolani
hypoxie a naslednou aplikaci plazmy téchto kralikii zdravym jedinctim tohoto druhu. Jak Ize jiz
predpokladat, byl pozorovan narust erytrocyti. Ve své praci A humoral Mechanism in Anoxic
Erythrocytosis (volné pielozeno: Humordlni mechanismus u anoxické erytrocytozy)
diskutovaly o latkach ,, erytropoetinech®, které zpusobuji erytropoézu, pozdéji se jim také

podafilo aktivni substanci poprvé izolovat. [6, 7, 14]

V roce 1957 védecky tym L. O. Jacobsona byl poprvé schopen identifikovat misto
tvorby erytropoetinu. Vyzkum probihal pon¢kud morbidnim, ale bohuzel nutnym zptsobem.
Pokusnym krysam byly vyndavany orgény, aby se zjistilo, ktery organ je schopen produkce

latky, ktera by podpoftila tvorbu novych krvinek, je-li u zvifete vyvolané krvaceni ¢i injekcné

! Parabidza — spojeni dvou Zivych organismu tak, aby tvofili jeden fyziologicky systém.
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vpraven chlorid kobaltity (CoCl3)’. Zavérem vyzkumu bylo, Ze erytropoetin je produkovan

v ledvinéch a jeho produkce je zavisla na hladin¢ kysliku v krvi. [15, 16]

O par let pozdéji roku 1964 byla produkce erytropoetinu zkoumana i na ¢lovéku, a to
tymem pod vedenim Davida G. Nathana. Vyzkum probihal na 6 pacientech, ktefi byli pied nebo
po transplantaci ledvin, nebo byli na dlouhodobé hemodialyze. N¢ktefi pacienti, i pfesto, ze
byli po néjakou dobu bez ledviny, vykazovali znamky erytropoézy. Z toho vyplyva, ze tvorba

erytropoetinu neprobiha pouze v ledvinach. [17]

Po n€kolika mnoholetych pokusech bylo mozné roku 1977 konstatovat, ze byl poprvé
purifikovan erytropoetin. Takaji Miyake a kol. jej extrahovali z moci pacientt (cca 2550 litrh),
ktefi trpéli aplastickou anemii. Cely proces se skladal ze sedmi krokd, a to napftiklad
z iontové-vymeénné chromatografie, precipitace alkoholem, gelové filtrace, adsorp¢ni
chromatografie a elektroforézy pti dvou riznych hodnotach pH. Tento postup vedl k ziskani
produktu s obsahem 70 400 jednotek bilkovin/mg ve 21 % vytézku. Cisty hormon vykazoval
elektroforetickou aktivitu v polyakrylamidovém gelu pii pH 9, v pfitomnosti dodecyl siranu
sodného (NaC12H25SO4) pti pH 7 a v piitomnosti Tritonu X-100° pii pH 6. Co oviem zistalo
nevysvétlené, byl vykaz riizné mobility dvou frakei o stejném potencidlu a velikosti molekuly

pti elektroforéze s pH 9. Rozdil v molekulach taktéz nebyl nalezen. [18, 19]

Vroce 1985 se dvéma védeckym skupindam nezdvisle na sobé povedlo
izolovat a naklonovat lidsky erytropoetin. Oba tymy méli své prace zaloZené na izolaci
aminokyselin erytropoetinu a jejich nasledné reprodukci. Kolektiv Kennetha Jacobse izoloval
a analyzoval erytropoetin z moce pacientt trpicich aplastickou anémii. Po podrobné analyze za
pomoci reakce s trypsinem, chromatografie v systému s obracenymi fazemi a mikrosekvenc¢ni
analyzy, bylo zjisténo pofadi aminokyselin v molekule. Na zakladé¢ aminokyselinovych
sekvenci vytvofil oligonukleotidy, diky nimZ spravné analyzoval mRNA z jater dospélého
¢lovéka. Oligonukleotidy slouzily k zachyceni sekvenci mRNA koédujicich erytropoetin.
Z takto ziskanych sekvenci bylo mozné ziskat celou sekvenci komplementarni DNA
erytropoetinu. Ovéfeni funkénosti takto naklonované DNA bylo prokazano na COS* buiikéch,

kde po inserci sekvence probéhla syntéza erytropoetinu. [19]

2 Kobalt vyvolava erytropoézu.
3 Povrchové aktivni latka, nejéast&ji pouzivany detergent.
4 COS butiky-butiky z tkané ledvin opice.
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Kolektiv Fu-Kuen Lina provedl podobny postup s obménou, Ze izoloval a klonoval
aminokyselinové sekvence riiznych bakteriofag z lidské genomické knihovny. Pro kontrolu
spravnosti klonovani probéhla inserce genomu erytropoetinu do vaje¢nikovych bunck kiecka

¢inského. Spravnost byla potvrzena produkci erytropoetinu. [20]

B¢hem dalSich let se rozvijelo studium erytropoetinu jakozto 1é¢iva na
anemii a chronické selhani ledvin. V roce 1989 byl FDA® schvalen rekombinantni lidsky
erytropoetin jako 1¢ék na renalni anemii. Bohuzel s rozvojem 1éCiv a rozsiieni znalosti o efektech

erytropoetinu se jeho u€inkli zacalo zneuzivat, hlavné mezi sportovci.

5 Food and Drug Administration, Ufad pro kontrolu potravin a 16&iv.
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2. Erytropoetin z biologického a chemického hlediska

2.1.Struktura erytropoetinu

Erytropoetin je esencidlni glykoproteinovy hormon, ktery je jednim z hlavnich faktort
regulace erytropoézy, podporuje pieziti, proliferaci a diferenciaci mladych erythroidt v kostni
dreni. Vyskytuje se ve vice izoformach; sérovy a mocCovy erytropoetin nebo erytropoetiny

odebrané z organismu za riznych fyziologickych podminek. Patii do rodiny cytokind.

Erytropoetin, s atomovou hmotnosti 34 kDa, je slozen ze 166 aminokyselin
posklddanych do 4 helikélnich fetézci (00 nebo A-D) se dvéma disulfidickymi vazbami.
(Obrazek 1 a 2) Prvni ztéchto disulfidickych vazeb se vyskytuje mezi aminokyselinami
cysteinem 7 a 161, ¢imz spojuje N- a karboxylovy konec molekuly, a vytvati tak dlouhou
smycku. Druhd se nachédzi mezi cysteinem 29 a 33 Jeho hmotnost 34 kDa je dana z 40 %
uhlovodiky (sacharidy), které jsou potieba pro erytropoézu in vivo, tedy v zivém organismu,
zatimco véEtsi ¢ast, 60% molekuly, tvoii peptidy, které nahrazuji receptory pro uméle vyvolanou
erytropoézu in vitro. Lidsky erytropoetin ma ve své molekule 4 glykosylované oblasti, tfi jsou
N-vazebné, jedna je O-vazebna. N-vazebné oligosacharidy jsou navdzané na aminokyselinu
asparagin v polohach 24, 38, a 83 a jsou dllezité ve stabilizaci erytropoetinu v obéhu krve.

O-vazebny oligosacharid na Serin-126 je zcela bezvyznamny. [7,13, 21, 22, 30]

Oligosacharidové struktury erytropoetinu obsahuji 3 fruktdzy, 10 manoz, 13 galaktoz,
16 N-acetylglukéz a 13 kyselin sialovych, které jsou navazany bud’ na dusik asparaginu nebo
na kyslik serinu. O-vazebny sacharid je tvoten prevazné disialylovym® fetézcem. N-vazebné
fetézce jsou z vétiny tetraantenarni’ (80%), mensinu tvofi tri- nebo i biantenarni. V§echny tyto
sacharidy maji na konci kyselinu sialovou. Stavba sacharidovych fetézct se 1isi na kazdém
vazebném misté. Na pozici aminokyseliny Asparagin-38 nalezneme velké mnoZstvi kyseliny
sialové. V poloze Asparagin-24 nalezneme spiSe biantendrni strukturu oproti poloze
Asparagin-38, kde je mimo jiné 1 vice kyseliny sialové. Oproti tomu fetézce na pozici

Asparagin-83 jsou tetraantenarni bez polylaktosamylovych repetici. [22]

Sacharidy jsou dulezité pro biologickou aktivitu hormonu in vivo, zajistuji totiz

bezpedny prostup erytropoetinu do cilové struktury. Uplna deglykosylace ale rusi jeho

® Derivat od kyseliny sialové.
7 Popis uhlovodiku, ktery ma na neredukujicim konci 4 (3, 2..) nevétvené oligosacharidové Fetézce, Casto
zakonceny sialovou kyselinou. [44]
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biologickou aktivitu in vivo a odstranénim koncovych sialovych kyselin se hormon inaktivuje,
protoze dochazi ke zkraceni jeho biologické aktivity z 6 hodin na par minut. Odstranénim
sialovych kyselin dojde k odhaleni galaktozovych zbytkli, které se navdzou na
asialo-glykoproteinové receptory a dojde k pieciSténi z krevniho ob&hu. VSechny tyto reakce
probihaji v jatrech. Jak a kde jsou tyto modifikované molekuly a plné deglykosylované

molekuly erytropoetinu odstranény z ob¢hu zatim neni znamo. [22, 23]

Pokud by ale byla fe€ o erytropoéze in vitro, jsou sacharidy zcela postradatelné, nemaji
zadny vztah k vazb¢ erytropoetinu na receptor nebo k nasledné bunééné signalizaci, mohou tyto
dva kroky i inhibovat. Odstranéni koncovych sialovych kyselin dokonce dvojndsobné zvySuje
biologickou aktivitu a afinitu k receptorim, uplnym odstranénim oligosacharidi dojde

1 ke zvyseni termalni stability. [16, 23]
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Obrazek 1: Primarni struktura lidského erytropoetinu. Jsou zde zobrazeny i 2
disulfidické vazby mezi cysteiny Cystein-7 a Cystein-161, dale pak Cystein-29 a Cystein-33.

Ptevzato z [16].
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COOH

Obrazek 2: Terciarni struktura erytropoetinu slozena ze 4 helikalnich fetézcii. Prevzato

z [16].

2.2. Epo z genetického hlediska

Jak jiz bylo zminéno nukleotidova sekvence erytropoetinu byla objevena roku 1985
védcem Jacobsem a jeho tymem, ktery demonstroval produkci erytropoetinu po vlozeni
genomu do opic¢ich ledvinovych bun¢k. Nezavisle na ném i1 védec Lin a jeho kolektiv taktéz
provedli Gspé$nou izolaci a naklonovani sekvence nukleotidii, kterou nasledné ovéfili na

vajecnikovych buiikach krecki ¢inskych.

Kod pro lidsky genom erytropoetinu je lokalizovan na chromozomu 7, uprostied
dlouhého raménka v oblasti q11-q22 > 7q22. Kod nam udava potadi 193 aminokyselin
v fetézci. Je sloZen z péti exond a Ctyf introntl. Prvni intron obsahuje mezidruhové homologie,
je tedy stejny u vice druht, zatimco druhy, tfeti a Ctvrty intron se mezi druhy 1isi. Lisi se nékdy

1 lokalizace genu, naptiklad u mysi je gen lokalizovan na 5. chromozomu.

Gen erytropoetinu obsahuje vice transkripénich zacatkt. Co se tyce vyvolani syntézy
erytropoetinu v lidské tkani, tak bylo zjisténo, Ze je potieba riiznych ¢asti erytropoetinového
genu pro syntézu v jatrech a ledvinach. Zesilovaci oblast genu (enhancer) hraje hlavni roli
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vregulaci tvorby erytropoetinu behem hypoxie. Oblast 3° zajiStuje vazbu HIF
(hypoxia-inducible factor, transkripéni faktor indukovany hypoxii), ktery se usadi blize
5¢ konci, dale vazbu HNF 4 (hepatocyte nuclear factor, jaterni jaderny faktor). Syntéza v jatrech
je vyvolana v oblasti 3¢ a renalni exprese erytropoetinu opét v sekci 5°¢. (Obrazek €. 3) Promotor
erytropoetinu je inhibovan GATA-2 a nuklearnim faktorem, které snizuji expresi erytropoetinu

pfi zanétlivych onemocnénich. [11, 22]

3'- zesilovac

zaCatek I H
transkripce

HNF-4

5"-nepfeklddana oblast F-nepfekladana oblast

%5----*----‘.
!

vazebne  HRE-misto, kam

misto se miZe navazat
HIF hormon

Obrazek. 3: Vzhled genu pro transkripci erytropoetinu. Prevzato a pielozeno z [22].

2.3.Produkce erytropoetinu

Jako hlavni organ produkujici erytropoetin u dospélych lidi byvaji oznaCovany ledviny,
konkrétn¢ peritubuldrni fibroblasty v dfeni ledvin. Mezi dal§i orgény produkujici
erytropoetinovou mRNA, jiz ale v mensi mife, patfi jatra, slezina, kostni dfen, plice, varlata,
enterocyty, prsni zlazy, mozek (astrocyty a neurony). V prenatdlnim véku a u plodu jsou
hlavnim mistem produkce erytropoetinu hepatocyty v jatrech, to pak malé mite (10-20 %)
zustava i v dospélosti. Koncentrace produkce erytropoetinu se exponencialné zvysuje s klesajici
hodnotou hemoglobinu. Dal§im faktorem pro signdl vyvolavajici syntézu erytropoetinu je
parcialni tlak kysliku (pO2) v tkanich, ktery je zavisly na parcidlnim tlaku kysliku v tepnéch,
koncentraci hemoglobinu (Hb) a afinité¢ vazby Hb-O,, tedy schopnosti vazby téchto dvou
molekul. [16, 24, 30]
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Erytropoetin neni zasobnim hormonem, tudiz jeho syntéza musi byt rychla. Dojde-li
v téle k poklesu kysliku v krvi, probéhne rychla syntéza na trovni mRNA. Syntéza probiha ve
velkém mnozstvi, takze v plazmatické koncentraci lze pozorovat ,,piky* rychlého narustu
koncentrace erytropoetinu. Hypoxie zplUsobuje produkci transkripéniho faktoru pro
erytropoetin, tzv. HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1). HIF-1 proniké do jadra ledvinové bunky
a vaze se na specifickou sekvenci oznaCovanou jako HRE (hypoxia-responsive element)
a spustit tak transkripci genii pro erytropoetin. Exprese erytropoetinu muze byt také

stimulovana GATA antagonisty, které zabranuji GATA-2 inhibici erytropoetinového
promotoru. [24, 31, 32]

™ Epo v plazmé

Hypoxie:
™ HIF
T Epo mRNA

ledviny \ kostni diefy
\\

Normoxie: .". 04

J- HIF L] '.. ..

J Epo mRNA o R
o ©

Obrazek. 4: Cyklus produkce erytropoetinu. Znéazoriuje vliv hladiny kysliku na

produkci jednotlivych faktorii. Pfevzato a ptelozeno z [22].

2.4.Erytropoetinovy receptor Epo-R

K plnéni funkci erytropoetinu a aby mohlo dochézet k iniciaci tvorby novych ¢ervenych
krvinek v kostni dfeni, je nutné, aby se molekula navazala na sviij receptor, Epo-R. Ackoliv je
erytropoetin jednim z faktorti, ktery napoméha tvorb¢ erytrocytii, slouzi také i1 k prevenci
apoptozy bunck. Erytropoetinovy receptor je produkovéan buiikami vyvojové linie erytrocyti
mezi stddiem CFU-E (cell forming unit-erythroid) bun€k a proerytroblasty. Retikulocyty
a dospélé erytrocyty jiz Epo-R nemaji. Dal§im mistem, kde se mohou erytropoetinové receptory

nachazet jsou endotel, ledviny, kostni svaly, srdce, mozek a buniky sitnice. [25, 26]

24



2.4.1. Struktura receptoru

Epo-R je membranovy protein o hmotnosti 66 kDa, ktery je tvoifen 507
aminokyselinami. Ve své molekule obsahuje prolaktin, faktor stimulujici kolonie granulocyti
(G-CSF nebo také CSF3), faktor stimulujici kolonie granulocytii a makrofagti (GM-CSF nebo
také CSF2), trombopoetin, leptin a ne¢které interleukiny (IL-2-7, IL-9, 11, 12, 15). Jedna se
o transmembranovy receptor, nachéazejici se na povrchu membrany nezralych erytrocytu.
Intracelularni a extracelularni ¢asti se od sebe 1i$i svymi vlastnostmi. Extracelularni ¢ast ma na

starost vazbu erytropoetinu na receptor, intracelularni zajist'uje rozvod signalu dale do bunky.
(Obrazek 5). [25, 26]

2 pary
cysteinu

extracelularni
doména

bunétna membrana

intracelularni
doména

Obrazek 5: Struktura erytropoetinového receptoru. Prevzato a ptelozeno z [25].
2.5.Epo a Epo-R
2.5.1. Aktivace receptoru
Aktivace receptoru miize probéhnout ctyimi riznymi zplsoby (Obrézek 6). Navazanim
molekuly erytropoetinu na receptor, vazbou bivalentnich protilatek, vznikem disulfidického

mustku nebo vazbou receptoru s Epo-mimetickym peptidem. Ptikladem bivalentni protilatky je

IgG (imunoglobulin typu G, monovalentni protilatka). Disulfidicky mulstek mize vznik diky
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mutaci jedné z aminokyselin Epo-R. Epo-mimeticky peptid obsahuje 20 aminokyselin a nema

zadnou sekvencni korelaci s erytropoetinem, a pfesto je schopen vazby s receptorem. [25, 30]

Aerytropoetin bivalentni C disulfidicky D Epo-mimetické

B protilatka mastek peptidy

Obrazek 6: Druhy aktivace erytropoetinového receptoru. Pfevzato a prelozeno z [25].

2.5.2. Pfenos signalu

Po vazbé serytropoetinem dochdzi ke konformacnim zméndm na receptoru
a intracelularné ulozenych JAK2 molekulach (Janusovy protein kindzy). Receptor je
dimerizovan, kindzy jsou k sob¢ pfiblizeny a je tak umoZnéna transfosforylace nasledovana
aktivaci kindz. Aktivované JAK2 molekuly fosforyluji tyrozinové zbytky a jiné proteiny na
receptoru, vSe ale probiha intraceluldrné. Fosforylované tyroziny pak funguji jako vazebny
partner pro riizné intracelularni proteiny obsahujici SH2® doménu (Src-homology 2;
src = tyrozinkindza). Piikladem jsou SHP1, SHP2°, fosfatidylinozitol-3-kindza a jeden
z pfenaSect signalu a aktivator transkripce — STATS. STATS po fosforylaci méni svou

molekulu do podoby dimeru, ktery putuje do jadra buiky. V jadru se navaze na specifické

8 Strukturni doména, ktera se vaze na fosforylovany tyrozin.
® Tyrozinové fosfatazy.
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regulacni sekvence a aktivuji transkripci urcité sekvence gend, které maji ,,za tkol* zahdjit

diferenciaci erythroidu. [25, 26, 27]

(A) (B) © (D)

Obrazek 7: Schéma interakce erytropoetinu a erytropoetinového receptoru.
A-konformacni zmény, B-transfosforylace JAK2 molekul, C-fosforylace tyrozinovych zbytkd,

D-znazornéni vazby a fosforylace signalnich molekul. Pievzato z [26].

2.5.3. Terminace signalu

Tak jako fosforylace aktivuje pfenos vzruchu v receptoru, tak defosforylace ukoncuje
pfenos signalu v buiice. Fosfataza oznacovand jako hematopoetickd bunécéna fosfataza
(HCP-hematopoietic cell phosphatase) ptusobi jako negativni regulator, inhibitor. HCP je
aktivovana vazbou na fosfotyrozin 429 na Epo-R. Po aktivaci defosforyluje JAK2.
Defosforylace JAK 2 inaktivuje kinazu tim, Ze zpomaluje signaliza¢ni kaskadu. Vse je

znazornéno na Obrazku 8. [26]
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Obrazek 8: Schéma fosforylace, transkripce a nasledné defosforylace. Pievzato a

pielozeno z [25].

2.6.Erytropoéza

Je obecné znamo, Ze erytropoéza neboli vznik cervenych krvinek jsou fizeny
humoraln€¢, hormonem erytropoetinem a faktorem ESF (erythropoiesis stimulating factor).
Dal8imi dilezitymi faktory jsou interleukiny (IL-3) a cytokiny (trombopoetin TPO, cytokin
GM-CSF a stem cell faktor). ZvySena produkce erytropoetinu miize zvysit uvoliovani
nezralych Cervenych krvinek, retikulocytli, do ob&hu, a tak po n¢jakém ¢ase dochazi ke zvySeni

tvorby ¢ervenych krvinek, vlivem dozravani retikulocytt. [28]

Erytropoéza probiha v kostni dieni z kmenovych bunék. Postupuje z nezralych krevnich
bunék BFU-E (burst forming unit-erythropoiesis), pies unipotentni'® kmenové buitky CFU-E
(cell forming unit-erythroid) bunky, az k diferencovatelnym proerytroblastim. Dalsi vyvoj je

nasledujici: bazofilni, polychromatofilni a oxyfilni erytroblasty, bezjaderné retikulocyty.

10 Butiky, které umozfiuji vznik jednoho buné&ného typu.
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Bezjaderné retikulocyty jsou z kostni dené€ uvoliiovany do ob¢hu, kde nésledné dojde k jejich

dozravani. Vyskyt jadernych retikulocytt v krvi je oznacovan jako patologicky. [33]

Vyvoj ¢ervenych krvinek je v tomto potfadi a morfologii (Obrazek 9). BFU-E bunky
jsou nezral¢ blasty s moznym vyskytem pseudopodickych vybézkl, které se postupné
diferencuji v CFU-E blasty. CFU-E buiiky jsou bunky, jejichz proliferace je plné€ zavisla na
erytropoetinu a na jejich povrchu je obsazeno nejvice erytropoetinovych receptorit z celé
vyvojové linie erytrocytl. Nasleduje proerytroblast, coz je buiika, kterd jiz je viditelna ve
svételném mikroskopu. Lze zde pozorovat syntézu hemoglobinu, ribozomy a pocatecni
strukturu Golgiho komplexu. Z proerytroblastu probihd diferenciace na bazofilni erytroblast.
Bazofilni erytroblast je mensi nez proerytroblast a jiz u né& dochézi k pyknotizaci jader
(svrasténi jadra bez poSkozeni ostatnich organel). Barva je bazofilni (syt€¢ modra), pfechazejici
v polychromatofilni (Sedd). Polychromatofilni erytroblast je posledni vyvojové stadium, které
je schopno bunétného déleni. Jadro je kondenzovano a zbarveni cytoplazmy je Sedé.
Ortochromni (oxyfilni) erytroblasty se jiz ned&li a v jejich jadfe neprobiha syntéza DNA.
Extruzi!! jadra se méni v retikulocyty. Tento jev se nazyvé enukleace. Retikulocyty jsou buriky
vEtsi nez erytrocyty a maji nepravidelny tvar (Obrazek 12). Prochézi z kostni dfené do obéhu
diky jejich schopnosti pohybu. Pfechod probiha ptes endotelidrni pory dienovych sinusoid.
V krevnim natéru jsou velmi dobfie rozlisitelné barvenim kresolovou modfi. Posledni stddium
vyvoje jsou normocyty (erytrocyty). Jsou to tvarem bikonkavni, jiz bezjaderné buiky.
Velikostn€ jsou mensi nez ostatni vyvojova stadia. Normocyty jsou schopné piendset kyslik do

tkani, ve vétsi mife nez oxyfilni erytroblasty. [33]

enukleace
® -
/4 rani
- 1
-0 000 00
BFU-E CFU-E proerytroblast  bazofilni  Polychro-  ortochromni retikulocyt erytrocyt
erytroblast matofilni  erytroblast

erytroblast

Obrazek 9: Schéma vyvoje erytrocytu. Pievzato a volné ptelozeno z [22].

11 Vytlageni“ jadra z buiky za pomoci aktinovych filament.
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Obrazek 10: Mechanismus ucinku erytropoetinu na erytropoézu. Pievzato z [43]

30



Obréazek 11: Bazofilni erytroblast rané vyvojové stadium erytrocytl. Lze pozorovat
velké jadro a Dbazicky zabarvenou cytoplazmu. Barveno roztoky May-Griinwald

a Giemsa-Romanowsky, zvétseni 1000x. Autorska tvorba.

Obrazek 12: Retikulocyt, posledni vyvojové stddium erytrocytl. V buiice neni zadné
jadro, cytoplazma zabarvena do modroseda, mirn€ bazicky. Barveno roztoky May-Griinwald a

Giemsa-Romanowsky, zvétseni 1000x. Autorska tvorba.
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3. Erytropoetin jako 1é¢ivo

Uspé&sné klonovani a exprese lidského genomu erytropoetinu v 80. letech postavilo
zakladni stavebni kdmen pro vyuziti erytropoetinu ve farmaceutickém prtimyslu. Dostupnost
rekombinantniho erytropoetinu (thEpo) umoznila nové terapeutické moznosti v 1é€bé mnoha
nemoci. K 1écbé se uzivaji izoformy rekombinantniho erytropoetinu; erytropoetin alfa,

erytropoetin beta, darbepoetin a dalsi. [11, 16]

Erytropoetin se da vyuzit k1écbé riznych druhtt anémie, a to naptiklad
v dtsledku: chronického selhani ledvin, HIV infekce, brzkého porodu — nedonoSeni ditéte
(nedostateény vyvoj krvinek), chronického zanétu, rakoviny a 1écbé chemoterapii,
myelodysplastického syndromu a dalsi. Kromé anémie se da vyuZzit i pii piedoperacni ptipraveé
nebo pfi velké ztraté krve béhem operace. Pacienti, ktefi trpi na vysoky tlak nebo kvili diagnéze

maji zvysené predispozice k polycytémii, zvlasté po uziti 1éku, erytropoetin nesmi uzivat.[16]

3.1.1zoformy erytropoetinu

Jak jiz bylo zminéno, mame fyziologicky endogenni erytropoetin a naklonovany
rekombinantni erytropoetin. Dle WHO (World Health Organisation) se pro odvozené latky ¢i
izoformy, které nejsou patentové chranény, musi uZivat nechranény genericky nazev
(INN-International nonproprietary name). U erytropoetinu je tomu takto: nazev krevnich
faktorii erytropoetinového typu musi mit stejny kotfen -poetin. Erytropoetiny, které maji stejné
poradi aminokyselin jako lidsky erytropoetin, jsou nazyvany epoetiny (pf. Epoetin alfa). Pokud
se potradi aminokyselin li$i, pouziva se jesté jakakoliv pfedpona, nejcastéji urena objevitelem,
¢1 spole€nosti, ktera latku poté vyrabi (pt. Darbepoetin). Dodate¢né fecké pismeno znaci rozdily

v glykosylaci. [2]

3.1.1. Erytropoetin alfa, beta, omega, delta, darbepoetin, CERA

Erytropoetin alfa a beta, nazyvané téz epoetin alfa a beta, jsou izoformy
rekombinantniho erytropoetinu (rhEpo), které jsou syntetizovany ve vajecnicich kiecka

¢inského (CHO bunky). Lisi se od sebe izoelektrickou fokusaci. Epoetin beta je na rozdil od

epoetinu alfa vice bazicky a ma vétsi biologickou aktivitu in vivo.
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Epoetin alfa patfil mezi prvni rekombinantni formy erytropoetinu. Od roku 1989 byl
komeréné vyrdbén a stal se tak dostupny pro cely svét. Nalezneme jej pod nazvy Epogen,

Procrit, Eprex, Erypo, Espo, v zavislosti na izemi. V CR je uZivan Eprex.

Epoetin beta byl vyvinut a nasledné¢ produkovan vroce 1990 Boehringerem
Mannheimem pod nazvem Recormon. Pozd¢ji byl prodan Hoffmanovi La Roche, ktery jej roku

1997 piejmenoval na NeoRecormon. Tento 1€k neni dostupny v USA. [2]

Epoetin omega je syntetizovan z ledvinovych bun¢k mladého kiecka ¢inského (BHK).

Komerc¢né je k dostani pod nazvem Epomax. Bazicita je v porovnani s epoetinem beta vétsi.

Epoetin delta je extrahovan z lidskych bun¢k, konkrétn€ z bunécné linie fibrosarkomti.
Ze vsech 1é¢iv ma nejlepsi farmakokineticky profil, ale na druhou stranu diky své velké

podobnosti s erytropoetinem je t€z8i jej dokazat u sportovcil.

Darbepoetin je hyperglykosylovany rhEpo. Na rozdil od endogenniho erytropoetinu,
ktery ma 3 N-glykosylované oblasti, jich darbepoetin ma 5. Tohoto se pfi vyrobé dosahlo
pomoci site-directed mutagenesis, coZ je metoda molekularni biologie, k provadéni zmén na
DNA genomu v urcitych tsecich. Pti vyrobé dochazi k obméné 5 aminokyselin, které jsou poté
zodpovédné za ptibytek glykosylovanych mist. Diky této odliSnosti ma darbeopoetin delsi
biologicky polocas. Ziskava se stejné jako epoetin alfa a beta, z CHO bun¢k. Komercné je
dostupny pod nazvy Aranesp a Nespo. Koten slova NESP je odvozen od Novel Erythropoiesis
stimulating protein (protein stimulujici erytropoézu). B€Zné& se ale miZeme setkat pouze s nazev

Nesp.

CERA neboli Continuous Erythropoietin Receptor Activator patii mezi molekuly, které
jsou ziskadvany klonovanim tfeti generace, a nese trividlni nazev methoxy polyethylen
glykol-epoetin beta. Vznika ptipojenim polyethylenglykolu (PEG) k epoetinu beta, pomoci
specifické aminokyselinové skupiny. Je tvofen dlouhym polymernim fetézcem. Jeho biologicky
polocas je Sestkrat delsi nez u darbepoetinu, a dokonce dvacetkrat delSi nez u epoetinu alfa

a beta. Komer¢né je dostupny i pod nazvem MIRCERA. [29]

3.2.Déavkovani a zplisob podani
Frekvence podavani Iéku pacientovi zalezi na biologickém poloc€asu, proto je nejcastéjsi
davkovani u erytropoetinu alfa (biologicky polocas 19 hodin), méné Casté u darbepoetinu

(biologicky poloc¢as 73 hodin) a nejmén¢ Casté pak u CERA (biologicky polocas 139 hodin).
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Mnozstvi 1€ku v davcee je uvedeno v Tabulce €. 1. Zplisob podani jsou subkutanni (s.c.), coz je
podkozni, intravendzni (i.v.) neboli Zilni a intraperitonoedlni (i.p.) do dutiny bfi$ni. Lécba
erytropoetinem trva prevazné 12 tydna. Prvni znamky pozitivniho u¢inku 1é¢by lze pozorovat
4 tydny od zacatku lécby, a to, pokud je zaznamendno mirné zvySeni hematokritu. Nedojde-li
k tomuto zlepSeni, je mozné zvySit davku. Je doporucené uzivat i dopliky zeleza, ale
parenteralng, protoze absorpce Zeleza podavaného ordln€¢ neni tak vysokd, aby stacila na

pozadavky kostni dien¢ pod vlivem rhEpo. [16, 29]

3.3.Primarni a sekundarni u¢inky

Jak jiz bylo v této praci mnohokrat zminéno, erytropoetin pomahd k navySeni poc¢tu
cervenych krvinek a vétSimu okysliceni tkdni. To vSak nejsou jeho hlavni ucinky, napomaha
také k lepSimu fyzickém vykonu, a proto byl zpocatku zneuzivan sportovci. U hypotenznich
pacientli napomaha zvysit krevnich tlak a snizuje ndchylnost k omdlévani a inavu. Déle
zlepsuje funkei centralniho nervového a endokrinniho systému, s ¢imz pak souvisi 1 zlepSeni
v sexualnim zivoté. Napomahd k redukci hypertrofie levé komory, i k jejimu zmenSeni,
potyka-li se pacient s problémem se zvétSenim celého srdce. Velkou vyhodou je i to, Ze snizuje

12

riziko aloimunizace '~ nového organu pii transplantacich. [2]

3.4.Vedlejsi ucinky

Vedlejsi Gcinky 1€¢by rekombinantnim erytropoetinem se vyskytuji velmi malo, a to
pfevazné jen u pacientll, kteti trpi na selhani ledvin. Mezi nej€astéjsi vedlejsi ucinky patfi
vysoky tlak a hyperviskozita krve, které mohou vést az k zachvatim a tromboembolii'?
nebo také pfiznaky pfipominajici chiipku, které ale do 24 hodin pravdépodobné odezni. Dale
se muze objevit hyperkalémie (zvySené mnozstvi drasliku), kozni vyrdzka nebo aplazie

Cervenych krvinek (PRCA). [16, 29]

3.4.1. Vliv rhEpo na €ervené krvinky

Farmakologicky stimulovana erytropoéza miiZze zpiisobovat 1 deficit Zeleza, 1 ptesto, ze
jsou v organismu jeho zasoby. Mira vyuziti Zeleza je vyS$i nez schopnost kostni diené
uvolnovat jej z jeho zasobni formy. Tento pfipad se odborné nazyvé funkéni deficit Zeleza. Je

zpusoben produkci erytrocyt snizkym obsahem hemoglobinu a jeho koncentraci

12 Imunizace bufikami jiného jedince.
13 Krevni srazenina se uvolni do krve a zpiisobi ucpani cévy.
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(hypochromni buiiky). Dnesni moderni pfistroje jiz bézné uzivané v laboratofich zalozené na
analyze pomoci prutokové cytometrie, napt. DxH 900 (Beckman Coulter), jsou schopny zméfit
koncentraci hemoglobinu MCHC (g/l) v jedné krvince a piepocitat ji na obsah hemoglobinu
v retikulocytu. Zvazuji-li doktoti vyskyt funkéniho deficitu zeleza, je pro né davéryhodnéjsi
ukazatel zvySeny pocet hypochromnich cervenych krvinek s koncentraci hemoglobinu
<280 g/1'* a retikulocyty s obsahem hemoglobinu <28 pg'®, nez koncentrace ferritinu a saturace
transferrinu. Sportovci, ktefi ilegalné berou rhEpo, obvykle davku 30 IU/kg, a navozuji si tak
erytropoézu, Casto uzivaji i dvakrat tydné doplnék zeleza, aby u nich nedoslo k poznatelné
zmén¢ stavby erytrocytl. V dusledku toho vSak dochazi ke zvySeni poctu nezralych

retikulocytli a doping muze byt i tak odhalen. [24]

3.4.2. PRCA

Béhem let 1998-2002 bylo zaznamenéano bezmala 300 ptipadl pacientt, u kterych doslo
k vyskytu aplazie Cervenych krvinek (Pure Red Cell Aplasia; PRCA). VétSina téchto pacientil
mela v séru protilatky proti erytropoetinu anti-Epo, které blokovaly uc¢inek jak rhEpo, tak
vlastniho endogenniho erytropoetinu. Tato abnormalita se vyskytla pouze u subkutanniho
podani epoetinu alfa. Zajimavosti ale je, ze pravé v téchto letech doslo k uprave
technologického postupu vyroby léku, a tak je tento raritni vyskyt pfisuzovan prave této zmeéne.
Bez ohledu na novou tpravu postupu produkce 1éku i nadéle vyrobcei doporucuji zvazit i tuto
moznost, zvlasté, pokud dojde k poklesu hladiny hemoglobinu a erytrocyti. Dtikaz PRCA je
provadén z nalezu v kostni dfeni a prikazu protilatek. Pii pozitivnim nalezu musi byt 1écba
erytropoetinem ukoncena, v horSich pifipadech je nutné nasadit 1 imunosupresiva

(kortikosteroidy, cyklofosfamid). [16, 35]

3.5.Lécba anémie zptsobené chronickym selhanim ledvin

Chronické selhani ledvin je definovéano jako strukturalni nebo funkéni postizeni ledvin
trvajici déle nez 3 mésice. T¢lo se v tomto stavu nedokaze zbavit odpadnich latek organismu
z dlivodu snizené tvorby moci, ¢imz dochédzi k hromadéni toxinti, tvorbé otokli a poruse
homeostdzy. = Anémie pii tomto onemocnéni byvd  zpisobena nedostatkem

erytropoetinu a Zeleza s poruchou jeho metabolismu. Nedostatek erytropoetinu je relativni,

14 Referenéni hodnota: MCHC: 320-360 g/1.
15 Referenéni hodnota HGB v retikulocytech: 28,5-34,5 pg.
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protoze jeho hodnoty v plazmé jsou v normé, ale k tomu, aby organismus udrzel pocet
erytrocytl je potieba vyssi hladina. K 16¢b¢ se uzivaji dopliiky Zeleza a erytropoézu stimulujici

pripravky, jako konkrétné rhEpo. [34, 35]

Diive nez byl objeven rhEpo, byla rendlni anémie léCena krevnimi transfuzemi
v kombinaci spolu s androgenni terapii. Tato 1é¢ba byla ispés$né a stale ma v dnesni dob¢ najde
vyuziti, ovSem za specialnich podminek. Neni doporuc¢ena pro Zeny, protoze dochazi k mnoha
vedlejsim uc¢inkim. Bohuzel, nez bylo rhEpo dostupné jako 1é¢ivo, bylo znamo jen velmi malo
o tom, zda by jakdkoliv forma erytropoetinu mohla pomoct v [é€bé této nemoci, vSechny
dosavadni studie byly provadény na zvifatech. Prvni klinické studie na pacientech byly
publikovany jiz pét let po naklonovani lidského genu erytropoetinu. Z pocatku byly uZzivany
jak nizké, tak velmi vysoké davky, a to v rozsahu 10-150 IU/kg nebo az 1500 IU/kg tiikrat
tydné, i presto ale byl u obou druhii davek pozorovan narust hemoglobinu a redukce nutnosti

krevni transfuze. [16]

3.5.1. Rezistence 1écby

Jak jiz bylo zminéno vySe, neni-li pozorovano zvysSeni hematokritu do 4 tydnt, je mozné
davku navysit. Neni-li ale klinickd odezva ani na davku 300 IU/kg/tyden, jedna se o rezistenci
na erytropoetin. Castou pii¢inou byva deficit Zeleza, proto by mélo byt doplnéno jestd pied
zacatkem zahajeni 1écby. Jako dalSi ptiklad rezistence byva zanét, infekce ¢i malnutrice
dialyzovanych pacientl. Infekce ¢i zanét miize vzniknout z biofilmu na dialyza¢ni kanyle. Dalsi
zdroje infekce mohou byt periodontitida, chronickd obstrukéni uropatie nebo kalcifylaxe.

Malnutrice mize byt zndmkou 1 nedostatecné dialyzy. [35]

3.6.Lécba anémie vyvolané nemoci AIDS

AIDS, Acquired Immune Deficiency Syndrome, volné preloZzeno ziskany syndrom
imunitniho deficitu, je zpsoben virem HIV, ktery postihuje pouze lidsky organismus a napada
imunitni systém, konkrétn¢ CD4 buniky. CD4 butiky hraji v lidském téle velmi diilezitou roli,
jsou to pomocné T lymfocyty, které uvoliuji cytokiny, jez aktivuji ostatni imunitni bunky
a reguluji tak imunitni odpovéd’. Buriky jsou postupné ochromeny a organismus se jiz nemuze
nijak branit. Déle jsou napadeny makrofagy, které se podili na fagocytoze a také jsou jedny
z prvnich bunék, jeZ pfichazi do styku s virem ¢i jinymi patologickymi €initeli. Je pienadSen
pohlavnim stykem, krvi nebo z t¢hotné matky na dité. Existuji 2 typy HIV viru, kterymi se

muze ¢lovek nakazit. Oba maji pravdépodobné ptivod jako mutace virt opic ¢i lidoopt. [45]
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Anémie je nemoc, ktera ¢asto AIDS doprovazi. Je zplsobena jak negativnim vlivem
napadenych bilych krvinek, tak samotnou lécbou. Potlaceni funkce kostni dfené¢ muize byt
Zidovudinem, u kterého bylo prokdzéano, Ze velmi piispiva k anemickému stavu. V brzkém
stadiu infekce byva davka 400-800 mg, pricemz 2-20 % pacientii zaéne prokazovat lehce
anemicky stav. Anémii lze i u onemocnéni AIDS IéCit transflizemi, ale bohuzel zde mulze
potencialné dochazet k imunosupresi. Lymfocyty a alternace metabolismu prostaglandinu E

mohou hrat roli jak v imunosupresi, tak ve zhorSeni samotné nemoci.

Dalsi moznost 1é¢by anémie je pomoci thEpo. Zatim se 1é¢ba prokazala jako efektivni,
ale aby ji pacient mohl podstoupit musi hodnota endogenniho erytropoetinu byt mensi nez 500
mU/ml. Pokud pacient soucasné nebere 1¢k Zidovudin, je 1é€ba rhEpo téméf neucinna.

Doporucena davka rhEpo je 100-200 [U/kg tydné po dobu 12 tydnt. [16]

3.7.Ptedoperacni péce

U nékterych operaci je tieba, aby byla pacientovi odebrana jeho vlastni krev, ktera mu
poté bude zpétné po operaci darovana, jakozto soucédst pooperacni lé€by. Mulze se ale
stat, Ze pacient z divodu nedostate¢ného ¢asu nebo jinych zdravotnich divodi nemuze vlastni
krev darovat, ani pfijmout, a tak se terapie rhEpo nabizi jako idealni feSeni, aby nedoSlo
k nedostatku krve. UZiva se ptevazné pii ortopedickych operacich. Postup terapie, naptiklad pti
transplantaci kycle, je nasledujici; 10 dnti pfed a 4 dny po operaci je subkutanné aplikovano
300 IU/kg rhEpo, po operaci je pozorovano sniZzeni narokii na krevni transfuzi. Spolu s rhEpo
je doporuceno dopliiovat i Zelezo, protoze endogenni zdsoby Zeleza nedokdzou byt tak rychle

vyuZzity a nestaci k zajisténi nahlé velké potfeby kostni dfen€.

Bylo 1 zvazovano uziti této terapie 1 pii operacich srdce a cév, ale je to stale pfedméetem
klinickych studii. Je zde risk vyskytu trombdz, na druhou stranu existuji ale i studie, které tvrdi,
ze terapie thEpo miiZze byt i v téchto pfipadech bezpecna. Teorie vychézejici z téchto studii
tvrdi, Ze rhEpo je schopno zvysit extrahovatelnost kysliku z tkédni a snizovat tak moZznost
laktatové acidozy. Plsobi na 2,3-disfosfoglycerat obsazeny v cervenych krvinkach, ktery
napomaha uvoliovani kysliku z krvinek. Tim, Ze je podavan rhEpo, je v organismu mnoho
mladych Cervenych krvinek, neocytil, a pokud by z nich nebyl uvoliiovan kyslik v dostatecné

mife, mohlo by dojit k tvorbé kyseliny mlé¢né ve svalech, véetné srdecniho. [16]
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Tabulka €. 1: Druhy rekombinantniho erytropoetinu a jejich farmakologicky profil.

Erytropoetin alfa Erytropoetin beta Darbepoetin alfa CERA
droj CHO CHO CHO
molekularni hmotnost [Da] 36 000 >34 000 44 000 69 000
konjugace s glykolem ne ne ne ano
glykosylovana mista 3 3 5 -
zpusob podani s. C., .v., 1. p. s. C., .v., 1. p. S. C., 1. V. S. C., 1. V.
biologicky polocas; s. c., [hod] 19 20 73 139
biologické dostupnost; s. c., [%] 20 23-42 37 62
davka 50-150 IU/kg 20-80 IU/kg 0,45 ng/kg 0,6-1,2 pg/kg
davkovani jednou tydné, jednou za | jednou za 2 tydny,

1-3krat/tydné 1-3krat/tydné
2 tydny jednou mésicné

1ék uzivany v CR Eprex NeoRecormon Aranesp Mircera
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4. Erytropoetin ve sportu

Zakladni princip a divody proc€ se viibec erytropoetin ve sportu zacal objevovat a uzivat
je velmi jasny a struc¢ny: zvyseni fyzického vykonu a vydrze, navySenim poctu Cervenych
krvinek, které budou schopny pojmout vice kysliku. Skvélym ukazatelem vSech téchto zmén,
které v téle probéhnou, je VO2 max, coz je veliCina, ktera nam udava hodnotu maximalniho
objemu kysliku, ktery je clovék schopen vyuzit béhem jedné minuty. Méfi se v ml O;

spotiebovaného za minutu na kilogram télesné vahy [ml-kg™!-min']. [2, 37]

Myslenka, ze lidské télo reaguje na nedostatek okysliceni tkani ve vysokych
nadmoftskych vyskach tvorbou erytropoetinu, byla vyslovena jiz v 19. stoleti. Aplikace této
teorie byla neumysIné provedena i v roce 1968 na olympijskych hrach v Mexico City. Mexico
City lezi 2240 m. n. m., coZ predstavuje mirny hypoxicky stimul na organismus jedinct, kteti
jsou zvykli na zivot v nizinach. Dle mého nézoru, podminky pro pofadani olympijskych her
nadmoftské vysce jsou jiz adaptovani na zménu tlaku kysliku ve vzduchu a jejich organismus
jiz mé dostatek ¢ervenych krvinek a nedochazi u nich k hypoxii, maji zna¢nou vyhodu oproti
ostatnim. Nadmotska vyska 2240 m. n. m. neni obvykld, a tak na téchto hrach excelovali
sportovci, ktefi trénovali v obdobnych podminkéch. TaktéZ nepadly svétové rekordy ve
vykonnostnich disciplinach, ale pouze v ,kratkych® zdvodech, jako je béh do 400 m nebo
cokoliv, co nevyzadovalo vykon delsi jak 1 minutu. Rozdily ve vykonech a méné& uspéchi

jednotlivych zemi ale daly podnét k novému zptisobu trénovani. [37]

Béhem dalSich let prob&hlo mnoho studii, jak zefektivnit trénink, aby doslo ke zvySeni
vykonu a spravnému okysliceni téla, tedy aby mél sportovec dostatek ¢ervenych krvinek jiz pfi
startu, v jakychkoliv podminkich. Jedna ze studii v&dcii Levina a Stray-Gundersena se
zabyvala tréninkem jedincil ve tfech skupinach, rozlisenych dle nadmoiské vysky jejich pobytu
a tréninku. Skupina ,, high-high* pobyvala 1 trénovala v nadmotiské vySce 2500 m. n. m.,
skupina ,, low-low“ byla v nadmotské vySce 1250 m. n. m., skupina ,, high-low * pobyvala ve
vy$$i nadmoiské vysSce a trénovala v niz§i. Skupina, kterd nadmoiské vysky kombinovala,
vykazovala vyrazné zlepseni vykonu a zvyseni hladiny erytropoetinu a hemoglobinu. V dalsi
studii Stray — Gundersen uz aplikoval systém ,, high-low “ pobytu a tréninku. Na zacatku a na
konci studie, po 27 dnech si sportovci zabéhli trat’ o délce 3 km a jejich Casy byly porovnany.

VO2 max se zvysila z hodnoty 72,1+1,5 na hodnotu 74,4+1,5 ml-kg!'min! a hladina

39



erytropoetinu byla jiz po 20 hodinach pobytu ve 2500 m. n. m. dvakrat vyssi, nez byva normalné
v nizinach. U vétSiny atletd doslo k takovému zlepSenti, ze se jejich pocatecni a kone¢né vykony

velmi liSily, a tak uz nebylo pochyb o uc¢innosti takového typu tréninku. [37]

Nez bylo rhEpo klinicky dostupné, jako stimulant erytropoézy ¢i piimo doplnék
k erytrocytiim, pouzivaly se jako doping autologni nebo homologni transfuze krve. Typicky
postup pro autologni transfuzi je pomoci flebotomie, nasledné se krev zmrazi pod glycerolem
a sportovec ma 12 tydnti na to, aby se mu z odbéru vratil hemoglobin do normalu. Dva dny pted
zavodem se sportovci zavede infuze a je tak pfipraven na vykon. Transfuze homologni krve
s sebou piinasi vetsi risk, z divodu mozné imunitni reakce. Prvni spekulace o krevnim dopingu
se zacaly objevovat v roce 1976, udajné totiz letadlo, které¢ ptepravovalo zavazadla a sportovce,
obsahovalo 1 lednici s krvi. Prvni potvrzeny ptipad krevniho dopingu byl v roce 1980 na
olympijskych hrach v Moskvé, kdy se finsky zavodnik dobrovolné ptiznal, po tom, co zvitézil
v zavodu na 5 a 10 km. V roce 1984 byl krevni doping potvrzen u 7 cyklisti z USA. Jeden
z nich si nechal dat vlastni krev a 3 mésice pted letnimi olympijskymi hrami v Los Angeles
ana zavod¢ piekonal svlij vlastni osobni rekord. Ostatni z tymu se tuto informaci dozvédéli
pozd¢, nestihla by probéhnout 12tydenni obnova krve, a tak jim byla podéana krev ciziho darce,
piimo na motelovém pokoji. Cty¥i ze sedmi cyklistd se umistili na stupnich vitézd. Pii
vySetfovani se cyklisté hajili tim, Ze IOC seznam zakézanych latek (Interanational Olympic
Committee, mezinarodni olympijsky vybor) krev neobsahuje. Nasledné byla krev na tento

seznam piidana. Dalsi ptipad krevniho dopingu se objevil pouze u lyZate z USA roku 1987.

Krevni doping byl zakazan, a tak bylo nadmiru jasné, Ze jakmile bude dostupna latka,
ktera bude mit podobné vlastnosti, ihned bude zneuZita. Pfesné datum zacatku uZivani rhEpo
neni zndmo, ale je jisté, ze co byl dostupny za lé€ebnymi ucely roku 1987, hned zapocalo jeho
zneuzivani. Jiz v roce 1988 na zimnich olympijskych hrach v Calgary padlo prvni podezieni.
Ke konci 80. let doSlo k zahadnym tmrtim 20 elitnich cyklistl z Belgie. Prob&hlo fadné
vySetfovani s podezfenim na roli erytropoetinu v této tragické udalosti, ale vetfejné nejsou
znamy zadné informace. Kromé cyklistiky se zacal uzivat 1 pii béZeckém lyzovani, atletice,
triatlonu, dokonce 1 ve fotbale. V roce 1990 jiz byly rekombinantni erytropoetin a jeho analogy
pfipsany na IOC seznam zakdzanych latek a také na WADA Prohibited List (World
Anti-Doping Agency, Svétova antidopingova agentura). [37]

I pfes zakaz se jeho spotieba stale vice rozristala, sportovci byli malokdy odhaleni,

protoze v 90.letech nebyl dostupny test, ktery by prokéazal uZziti rhEpo. Jednak bylo tézké rhEpo
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rozpoznat od endogenniho erytropoetinu, ale také je-li thEpo podavan intravendzné, ale
1 subkutdnné, ma pomérné kratky biologicky polocas (i. v. 8,5+2,4 hodin, s. ¢. 19,4+10,7
hodin), takze nez by podeziely sportovec dosel na testy, mohlo byt rhEpo uz odbourano. Prvni
test byl objeven v roce 2000, védci F. Lasne a J. de Ceaurriz, ktefi si jeho ucinnost potvrdili
analyzou vzorkd moci ucastnikti cyklistické Tour de France. Poprvé byl test oficidln€ pouzit na
olympijskych hrach v Sydney. Do té doby bylo pouze zakdzéno startovat s hematokritem
vyssim nez 50 %. [2, 36, 37]

4.1.Skandal Festina tymu

Ackoliv se béhem let pfislo na nespocet zadvaznych piipadl uzivani dopingovych latek
nejen v cyklistice, tak aféra z roku 1998 je podle v§eho asi jednou z nejvétsich, hned po pfiznani
Lance Armstronga. V ¢Cervenci 1998 pfi cesté, na Tour de France bylo auto tymu Festina, v té
dobé jednoho =z nejlepSich francouzskych -cyklistickych tymil, podrobeno kontrole na
francouzsko — belgickych hranicich. Bohuzel se v kufru auta naslo pies stovky dopingovych
latek, vCetné erytropoetinu. V té dob¢ to vzbudilo velky rozruch v celé soutézi Tour de France
a tym Festina byl ze soutéze vyrazen. Tato udalost ale nabrala az celosvétového méfitka, kdyz
se ptipadu ujaly 1 zahrani¢ni média a postupné se zacalo ptichazet na to, Ze doping v cyklistice
je vice nez bézny. Doktofi profesionalnich tymu si byli velmi dobie védomi faktu, Ze chce-li
sportovec rychle zvysit svlij vykon, jen fyzické tréninky nestaci a sami jim ordinovali druhy

a mnozstvi latek. Ve zpovedi nékterych cyklistti dokonce stélo:

,, Miij doktor mi iekl: Na konci mésice je tu zavod Paris — Nice. Udélame to jako obvykle,
s tou vyjimkou, ze snizime davky EPO a mozna GH (riistovy hormon), pokud to chces zajet

opravdu dobre. Skoncis priblizné tri nebo ctyri dny pred, abys toho v sobé nemél tolik.

TaktéZ pry sportovci zazivali tzasné pocity Stésti, pod vlivem se citili vice sebevédomi

v

a silnéjsi 1 po duchovni strance.

., S erytropoetinem.. kdyz prestanete slapat na 10 sekund pri tepu 185, behem 15 sekund
se vas puls sniZi z niceho nic na 177-178 a ziskate najednou spoustu kysliku. Neni potreba
abych Vam to tu doslova kreslil. Evytropoetin... umozZni Vam proZit uZasny pocit vnitini plnosti

a moznosti dychat, protoze nikdy nezazijete bolest. “ (volné ptelozeno)

Nicolas, cyklista v 90. letech 20. stoleti
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Tento skandal mohl byt klasickym titulkem na pfednich strankach n¢kolika novin, a do
par mésici mohlo byt po vSem, tak jako tomu bylo doposud v té dobé. Tato udalost zménila
vsak mnoho véci jak v cyklistice, tak ve statnich zdravotnich opatienich, ale 1 v politice. Byla
zavedena odd¢€leni sportovni mediciny na univerzitdch, ale i v nemocnicich, taktéz se vice
investovalo do dopingového vyzkumu. V roce 1999 byl stanoven i novy antidopingovy zakon.
Jediny opravdu negativni dopad to mélo na kolektivnost tymt. Kdo dopingové latky mél,
ackoliv to vyzni zvlastné, ned¢lil se, trénoval sam, zavodnici si od sebe obecné drzeli odstup.

[39]

4.2.Lance Armstrong

Lance Armstrong je znamy americky, nyni jiz byvaly, profesionalni cyklista. Svou
kariéru nastartoval jiz v 16 letech jako profesiondlni triatlonista, ale poté piesel k cyklistice
avroce 1991 zvitézil v amatérském mistrovstvi Spojenych statlh. Na Olympijskych hrach
v roce 1992 se mu podafilo v silni¢ni cyklistice umistit na skvélém 14. misté. V roce 1995 se
mu taktéz poprvé podafilo dokoncit zadvod Tour de France. Bohuzel, v roce 1996 mu byla
diagnostikovana pokrocila rakovina varlat. Armstrong se vSak vylécil a nastoupil na start
zavodil o dva roky pozdé&ji. Nemoc jej na pohled znicila, ale dle vypovédi se on sam citil silnéjsi
nez kdy dfive, a ackoliv byla fyzicka bolest po pauze opravdu velkd, psychické potéSeni

z navalu endorfinti po tréninku ¢i zadvodu bylo vzdy silngjsi. [40]

Po nemoci a uspéSném navratu se b&hem let stal sedmindsobnym vitézem
Tour de France v fadé, v letech 1999-2005. Uz v té dobé se ale objevily spekulace o mozném
dopingu, ale on je vzdy popiral, dokonce uspé$né Zaloval Zurnalisty, pojiStovny, jen aby jeho
pravda zvitézila. V roce 2012 byl americkou antidopingovou spole¢nosti USADA!S obvinén
z ¢etnych dopingovych piestupki, které nezapiral, ale ani se k nim nevyjadfoval. Thned mu byla
odebrana vSechna od roku 1998 ziskana vitézstvi a bylo mu doZivotn& zakdzano ucastnit se
profesionalni cyklistiky a dalSich olympijskych disciplin, v€etné triatlonu, ¢1 behu. V roce 2013
se vetejn¢ v show Oprah Winfrey ptiznal k uZivani dopingovych latek, i erytropoetinu. VSechna

vitézstvi na Tour de France mu byla odebrana. [40]

Ackoliv byl Tyler Hamilton Lancuv pfitel, taktéz obvinény z dopingu erytropoetinu, ve
své knize The Secret Race, ale 1 ve filmovych dokumentech, popisoval, Ze Lance byl pfimo

fanatik. Urcoval pravidla, mél v§e podchycené, byl milacek vSech, a 1 kdyZ hodné lidi védélo

16 United Sates Anti-Doping Association.
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krutou pravdu, nikdo nem¢l odvahu ji fict nahlas. Dokonce byl schopen pér dni pied zavodem
obvinit prostfednictvim dopisu WADA sv¢ protivniky z uzivani dopingovych latek, jen aby mél

mén¢ konkurence. [41]

Existuje nespocet dalSich sportovceti, kteti erytropoetin uzivali, a to nejen cyklist. Ze
vSech bych, bohuzel ne s hrdosti, chtéla zminit Ondieje Rybina, ¢eského nadéjného cyklistu,
ktery svou kariéru ukoncil v roce 2015, po pozitivnim testu na erytropoetin. Ackoliv dostal

pouze Ctytlety zakaz UiCastnéni se zavodu, ke zavodeéni se nikdy nevratil. [46]
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Tabulka ¢. 2:

Krevni doping ve sportu; chronologicky. Pfevzato a volné ptelozeno z [37].

rok udalost typ zavodu misto
1968 spekulace o dopovani krvi olympijské hry Mexico City
1976 spekulace o dopovani transfuzemi olympijské hry Montreal
1980 vitéz zavodu v béhu na 5 km pfiznava doping olympijské hry Moskva
1980 autologni transfuze zvySuji vykon klicovy objev

1984 homologni a autologni transfuze olympijské hry Los Angeles
1987 epoetin schvalen US FDA

1988 spekulace o zneuzivani rhEpo olympijské hry Calgary
1989 nevysvétlend amrti cyklistil Nizozemi
1998 zabaveni thEpo Tour de France Francie
2000 objeven test na pfitomnost rhEpo klicovy objev

2000 test na thEpo oficidlné olympijské hry Sydney
2002 IEF!7 testy na rhEpo, pozitivni vysledky cyklisticky zavod

2002 darbepoetin v moci olympijské hry Salt Lake City

17 Analytické testy zaloZené na izoelektrické fokusaci.
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5. Analyza télnich tekutin na ptitomnost thEpo

U sportovcei, ale 1 u pacienti v klinické praxi, probihd analyza na pfitomnost rhEpo
z t€lnich tekutin, a to z krve a moci. Analyza mize byt rozliSena na pfimé a nepiimé metody.
Ptimé testy identifikuji substanci metodami, které ndm prokazou ptitomnost latky v téle, jedna
se napiiklad o plynovou chromatografii s hmotnostni spektroskopii. Nepfimé metody meéfi
naptiklad koncentraci urCitych markera v séru, ktera pak koreluje s koncentraci substance
v téle, nepfimo tak stanovuje jeji hodnotu. Nepfimé testy se v dopingu pfili§ neuzivaly, ale
s prichodem endogennich steroidii a glykoproteint, které byly zneuzivany, bylo nutné vytvofit

nové metody analyzy.

5.1.Nepiimé metody
5.1.1. Hematokritovy a hemoglobinovy test

Mezinarodni cyklisticka unie se obavala, Ze by rhEpo narusilo vysokou troven elitnich
zavodi a stupné vitézi by se staly lehce dosaZitelné, a tak zavedla pravidlo, Ze sportovci
s hematokritem vy$$im nez 50 % u muzli a 47 % u Zen do zdvodu nesmi odstartovat.
Mezindrodni lyZatska federace aplikovala podobné pravidlo, a to s hemoglobinem. Hrani¢ni
hodnoty pro start byly 185 g/l pro muze a 165 g/l u Zen. Témto testiim se fikalo ,, health test*,
protoze zavodnik nebyl obvinén z dopingu, ale pouze pro néj bylo nebezpetné startovat
s vys8imi hodnotami. Zdkaz zavodéni byl pouze na 15 dni, pokud tedy hodnota hematokritu

klesla. [37]

Hematokrit (HCT) se stanovuje z plné Zilni krve odebrané do zkumavky, ktera obsahuje
K3EDTA, coz je antikoagulacni ¢inidlo. Zkumavka je 5 minut pii 10 000 otackach/min
odstied’ovana. Pisobenim odstfedivé sily dochazi k oddéleni plazmy, leukocytl, Cervenych
krvinek a krevnich desti¢ek dle hustoty. Poté se hodnoti podil jednotlivych elementi. Dnes je
Jiz mozné zmé&fit hematokrit i metodou priitokové cytometrie, na zdkladé poc¢tu a objemu bunék

v jednotce krve.
Referen¢ni hodnoty HCT: & 4445 %; Q@ 39+4 % (0,44+0,05 ; 0,39+0,04) [33]

Hemoglobin se taktéz stanovuje z plné Zilni krve. Existuje fada pfistroji, ktera jeho

hodnotu vyhodnocuje spolu s krevnim obrazem, analyza samotné¢ho hemoglobinu se neprovadi.
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Me¢teni je spektrofotometrické. Hemoglobin je lyzujicim cinidlem pfeménén na stabilni
oxyhemoglobin. Absorbance roztoku je pfimo umérna koncentraci hemoglobinu ve vzorku.

Analyza probiha pomoci LED diody pfi 545 nm.'® [37]

Referenéni hodnoty HGB: & 135-170 g/1; @ 120-160 g/1 [33]

5.1.2. Hypochromni makrocyty

Védecky tym pod vedenim Casoniho navrhl testovani podle své studie z roku 1993, ve
které se zabyval zménami Cervenych krvinek pod vlivem erytropoetinu. Ukazalo se, Ze rhEpo
uzivatelim se nejvice zménil stfedni objem erytrocyti (MCH) a objem hemoglobinu
v erytrocytu (MCV). Autor oznacil erytrocyty s MCV >128 fl a MCH <28 pg jako hypochromni
makrocyty a stanovil hranice + 0,6 %, jako hrani¢ni. Bohuzel v praxi toto testovani neprobiha

a zadné dalsi studie nebyly dale provedeny. [37]
5.1.3. Pocet retikulocytt

Vzhledem ke zvySené produkci erytrocyt dochazi ke zvySeni poctu retikulocytl
v periferni krvi. Retikulocyty jsou lehce rozpoznatelné pod mikroskopem, ale v dnesni
pokrocilé dob¢ je umoznéno pocet krevnich elementl zjistit pies jeden laboratorni pfistroj pfi
analyze celého krevniho obrazu a diferencialniho rozpoctu. Narust poctu retikulocyti je mozné
pozorovat po 2-3 davkach podanych subkutanné, ptiblizné po 4 dnech. BohuZel tato metoda se

vyuziva spise v klinické praxi, jak pfi podezieni na doping. [23]

5.2.Pfimé metody

5.2.1. Elektroforetické metody

Analyzy zaloZené¢ na elektroforetické separaci erytropoetinu a néaslednd imunologicka
detekce (Western blot) jsou jedny z nejvice vyuzivanych metod k analyze této latky. Patii mezi
pfimé detekéni metody podobné imunoanalytickym (RIA, ELISA), ale s tou obdobou, Ze navic
umoznuji vizualizaci molekuly véazané na protilatky, zajima-li nds heterogenita naboje

(metoda IEF-PAGE) nebo podavaji informaci o molekularni hmotnosti (SDS-PAGE,

18 Tento postup plati pro zafizeni DhX 500 Beckmann Coulter, ale vétSina analyzator funguje na stejném
principu.
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SAR-PAGE). Na zakladé téchto moznosti je rozliSeni endogenniho erytropoetinu a sportovci

uzivaného rekombinantniho erytropoetinu snadno proveditelné. [42]

5.2.1.1.  IEF-PAGE (isoelectric focusing-polyacrylamide gel electrophoresis)

Izoelektricka fokusace erytropoetinu v polyakrylamidovém gelu byla prvni metodou,
kterou povolila WADA k béznému pouzivani, a také prvni metodou, ktera umoznila detekci
uzivani rhEpo v dopingové sféfe. Erytropoetin miize byt diky svoji ndbojové heterogenité
rozde€len na izoformy, které dohromady tvofti tzv. Epo isoform profile. Jednotlivé ,,profily* se
od sebe lisi, 1ze najit zna¢né rozdily mezi rekombinantnim erytropoetinem rhEpo, lidskym

urindlnim erytropoetinem uhEpo a erytropoetinem z lidského séra shEpo.

Na princip testu pfisel vyzkumny tym Lasneho (2000), ktery se inspiroval pracemi
védct Wide a Bengtsoon (1990), Tam a kol. (1991) a Wide a kol. (1995), ktefi zénovou
elektroforézou a IEF pfisli na fakt, ze uhEpo obsahuje vétsi mnozstvi kyselych isoform nez
rhEpo a shEpo, a Ze tento rozdil 1ze pouzit k detekci pfitomnosti thEpo v moc¢i i v séru.

Na zakladé odlisné stavby molekul 1ze tedy rozeznat endogenni erytropoetin od urinalniho.

Izoelektricka fokusace je metoda, ktera je schopna rozdé¢lit amfoterni molekuly jako
jsou proteiny a peptidy v zavislosti na jejich naboji, ktery je definovan pKa. U erytropoetinu
hovotime o N- a O- glykosyla¢nich mistech, na kterych jsou navazany oligosacharidy, které
obsahuji kyselinu sialovou, na jejichz pfitomnosti je nasledné zalozen pocet isoelektrickych
bodi. Izoelektricky bod je specificky fyzikdlné — chemicky parametr amfoterni molekuly,
definovany jako pH, ve kterém ma molekula neutralni naboj. Princip metody spocivéa v migraci
proteint za proménlivého pH. V kyselém prostiedi maji proteiny celkovy naboj kladny, putuji
tedy ke katod¢, v zdsaditém prostiedi tomu je naopak, proteiny migruji k anodé&. Je-1i pH rovné
izoelektrickému bodu, je molekula neutrdlni a nehne se. Izoelektricka fokusace probiha na
polyakrylamidovém gelu, kde diky napéti migruji molekuly na misto svého isoelektrického

bodu, kde se nasledn¢ zastavi (fokusuji), nebot’ jejich celkovy naboj je roven nule.

Analyza vzorkli mize probihat z moci i séra, v praxi se ale provadi pouze z moci.
Nasledujici postup je pro analyzu moci. Mo¢ je nejprve stocena, poté probéhne ultrafiltrace pies
molekularni sito, které propusti latky s molekuldrni hmotnosti do 30 kDa. Aby se zabranilo
ucpani sita, probiha filtrace vakuove. Pomoci pufru 3,75 Tris — HCI je zajisténo pH 7,4. Dale
je pfidana smés proteazovych inhibitord, které zabranuji degeneraci rhEpo mocovymi

protedzami. Pfiblizné¢ 20 ml moc¢i je zkoncentrovdno na objem 20-50 pl. Vzorky jsou
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aplikovany na polyakrylamidovy gel a ponofeny do roztoku katolytl a anolytti. Fokusace

probiha za stdlého vykonu 1 Watt na 1 cm délky gelu.

Po izoelektrické fokusaci je provedena imunochemickd metoda Western blotting.
Plastova podlozka, na které byl gel pro ochranu umistén, se oddél4 a proteiny jsou transferovany
na membranu polosuchym blottingem. Pfid4 se 5% odtu¢néné mléko a probchne inkubace
v roztoku s monoklonalnimi protilatkami anti-Epo. Poté je proveden druhy blotting a komplexy
rhEpo + anti-Epo jsou pievedeny na membranu. Membrana je opét =zafixovana
v 5% odtuc¢néném mléku, inkubovana se sekundarnimi protildtkami a po promyti je ptfidan
roztok se streptavididem, ktery je znacen kenovou peroxiddzou a konjuguje se se sekundarnimi
protilaitkami. Samotna analyza ptitomnosti thEpo je provedena cheminiluminiscencné, diky
kienové peroxidaze. Kvantitativni vyhodnoceni imunochemické 1 IEF probihé ptes specidlni

software. Rozpoznani jednotlivych erytropoetini je podminéno shodou v pruzich, jak lze vidét
na Obrazku 13. [2]

Test je pomérné Casoveé narocny, mize trvat 1 3 dny. I pfesto je ale hojné vyuzivan,

protoze je presny a na vysledky se da spoléhat.
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Obrazek 13: Rozdéleni jednotlivych erytropoetini pii pH 2-6. Pfevzato a volné

prelozeno z [47].
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Obrazek 14: Ukdzka pozitivniho néalezu pomoci IEF metody zakoncené
imunoblottingem. Rada 1: Referenéni marker odpovidajici mixu epoetinu beta a darbepoetinu;
fada 2: Lidska moc€ pozitivni na epoetin beta; fada 3: endogenni urinarni erytropoetin; fada 4:
vzorek pozitivni na epoetin alfa/beta; fada 5: urinarni erytropoetin — standard (urceno NIBSC).
Ptevzato a volné prelozeno z [38].

5.2.1.2. SDS-PAGE/ SAR-PAGE (sodium dodecyl sulphate/
sarcosyl-polyacrylamide gel electrophoresis)

Jednd se o elektroforetické metody separujici molekuly na gelu podle
velikosti/hmotnosti, za pfitomnosti dodecylsiranu sodného (NaCi2H25SO4) nebo sarkosylu.
Opét tak lze velmi dobfe rozliSit uhEpo shEpo od rhEpo, protoZze uhEpo a shEpo ma
molekuldrni hmotnost 34 kDa, kdezto rhEpo ma vétsi, zalezi na druhu, viz Tabulka ¢. 3.
Dodecyl siran sodny zde slouzi jako aniontovy detergent, ktery reaguje s proteiny a predava
jim negativni naboj. Spolu s gelem tak napomaha roztfidit molekuly jako kdyby prochéazely
sitem, malé proteiny migruji gelem rychleji smérem k anod¢, velké az takovy pohyb nevykazuji
a zustavaji u anody. SAR-PAGE se uziva zejména pro identifikaci CERA rhEPo, SDS-PAGE
nejlépe identifikuje Dynepo.
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Tabulka €. 3: Pfehled rekombinantnich erytropoetinti a jejich molekularnich hmotnosti.

druh rhEpo komerc¢ni nazev molekularni hmotnost
epoetin alfa Eprex, Erypo 36-38 kDa
epoetin beta Neo Recormon 36-38 kDa
epoetin omega Repotin 34 kDa
darbepoetin alfa NESP, Aranesp 4445 kDa
epoetin delta Dynepo 36 kDa
CERA Mircera 69-78 kDa

Analyza muiZze probihat jak z moci, tak séra. Pfed samotnou analyzou je nutné, aby
probéhla imunoafinitni purifikace vzorku pomoci metody ELISA nebo na monolitickém disku.

Tak je zabranéno tomu, aby vysly nehodnotitelné vysledky, kviili velkému mnozstvi proteind.
[2, 42]

Obé& metody jsou schvaleny WADA a jejich postup a kritéria jsou popsany v technickém

dokumentu z kvétna 2021, dostupného na webu www.wada-ama.org pod nazvem TD2021EPO.

_-_-

Obrazek 15: Zobrazeni (a) negativni kontroly, (b) pozitivni kontroly (Epoetin delta,

Dynepo), (c) odebrany vzorek, ktery se jevi jako pozitivni na Dynepo. Pfevzato z [2].
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Obrazek 16: Porovnani pracovnich postupti metod IEF-PAGE a SDS/SAR-PAGE.
Analyza u IEF-PAGE muze probihat 1 ze séra. Imunoafinitni purifikace neni nezbytné nutna,

ale doporucuje se. Pfevzato a volné pteloZzeno z [42].

5.2.1.3. 2D — elektroforéza

Dvoudimenziondlni elektroforéza kombinuje izoelektrickou fokusaci a SDS-PAGE.
Proteiny jsou nejprve separovany podle naboje pomoci IEF a poté pfeneseny na SDS-PAGE
gel a rozdéleny dle molekuldrni hmotnosti. IEF neprobiha v roztoku amfolytl, ale na
imobilizovanych pH gradientnich gelech (IPG), které zjednoduSuji dalSi piesun do
,»druhé dimenze*. Vyhoda této metody spociva v tom, Ze se zvysi pfesnost a moznost rozliSeni
molekul, pravé diky dvojité separaci. Spolu s ndstupem této metody byl doporucen i jiny postup
upravy moci. Misto zakoncentrovani a ultrafiltrace probihd precipitace s acetonitrilovym

proteinem.

Vzorek moci je tedy precipitovan acetonitrilovym proteinem, redukovan a alkylovan.
Diafiltraci je vzorek zbaven soli a nasledné fokusovan na IPG strip, pfi pH 3-5. Poté prob&hne

pfenos na SDS-PAGE gely a rozdéleni do druhé dimenze.
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Tato metoda byla predstavena v roce 2005, ale vzbudila ve védecké sféfe mnoho diskusi
a prislo se na nevyhody jako jsou naptiklad moznost testovani pouze jednoho vzorku v jednom

testu. [2, 42]

5.2.2. Imunochemické metody
5.2.2.1.  EPO WGA MAIIA (Membrane-asisted isoform immunoassay)

Tento test byl objeven ve Svédsku v roce 2008. Test je kombinaci chromatografické
separace glykosylovanych izoforem erytropoetinu pomoci aglutininu z pSeni¢nych klickia
(WGA-wheat germ agglutinin) a citlivé lateral flow analyzy pomoci Cernych anti-Epo
nanovladken. Analyza probihd na mérné ty€ince. RozliSeni rhEpo a endogenniho erytropoetinu
je na zékladé rozdilné afinity izoforem k lektinu WGA. Afinita je odlisnd kvili rozdilim
v poctu termindlnich zbytkli sialovych kyselin a poly-N-acetyl laktosaminu (LacNAc).

Rekombinantni erytropoetin reaguje s WGA vice neZ endogenni. Nejvétsi afinitu k WGA ma

cwwvr

Vazebné komplexy izoforem erytropoetinu s WGA jsou promyty sacharidem
N-acetylglukosaminem (GlcNAc). GIcNAc je pouzit ve dvou riznych koncentracich
(vysoka/nizkd). Pti nizké koncentraci GIcNAc se vylouc¢i izoformy erytropoetinu s nizkou
afinitou k WGA, zatimco pii vysoké koncentraci se vymyji vSechny izoformy. Eluované
izoformy reaguji s imobilizovanymi anti-Epo protildtkami znacenymi ¢ernymi nanovlakny.
Obraz, ktery je vyhodnocen skenerem ndm udava kvantifikacni hodnotu, intenzita signalu ndm

udava koncentraci navdzaného erytropoetinu.

K analyze je mozné pouzit sérum, plazmu nebo moc, ale je nutnd imunoafinitni
purifikace pomoci anti-Epo monolotickych kolon. V porovnani s metodami, které jsou
akreditované WADA (SAR/SDS — PAGE a IEF) je mozné pomoci MAIIA analyzovat az 15
vzorkll za 1 hodinu. BohuZel se ale zda byt t&€z51 vysledky MAIIA testu interpretovat, gely jsou

jiz na pohled priikazné&jsi a vice divéryhodné. [38]
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Obrazek 17: Kit pro MAIIA analyzu. Pfevzato a voln¢ pfeloZeno z [48].
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Zaver

Prace byla zamétena na popis 1éCivé, ale bohuzel i Casto zneuZzivané latky erytropoetin.
V uvodu prace je kladen diraz na historii objevovani piiciny zvySeného poctu erytrocyti ve
vysokych nadmoiskych vyskach, ktery byl doprovazen nespoctem studii, za ucelem extrakce
neznamé latky. Samotnd purifikace erytropoetinu a jeho syntéza znamenalo pro lidstvo velky

prilom, nejen ve zdravotnictvi.

Pravé protoze nasel erytropoetin své vyuziti i ve zdravotnictvi, je dalSi Cast prace
vénovana struktuie erytropoetinu a jeho na lidsky organismus. Erytropoetin obecné navysuje
pocet Cervenych krvinek a samotna erytropoéza od navazani erytropoetinu na receptor, az po

vyvojovou linii erytrocyti, je slozity proces.

K 1écebnym ucelim se uziva uméle vytvoreny rekombinantni erytropoetin, kterého je
vice druhtl, zalezi na metod¢ ziskavani, molekuldrni hmotnosti nebo i jeho farmakokinetickém
profilu. Pouzivd se nejcastéji k 1écbé anémii, které jsou zplisobené rliznymi imunitnimi

onemocnénimi.

Mimo jiné naSel erytropoetin své vyuziti i ve sportu, jako dopingova latka. Diky
navySovani poctu Cervenych krvinek mohli sportovci Iépe dychat a podavat lepsi vykony. Tato

latka byla uZivana zejména v cyklistice.

V neposledni fadé¢ je diilezita analyza erytropoetinu. Zaveér prace je zaméten na analyzu
erytropoetinu z télnich tekutin, zejména ve sportovni sféfe. Analyza probiha nejcastéji z krve
amoc¢i a vyuzivd se elektroforetickych metod k pfimému prikazu rekombinantniho

erytropoetinu.
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