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BIOTEHNOLOGIJA REKOMBINANTNIH HORMONA U DOPINGU

UvoD

Sve do ranih 70-godina proslog veka, od svih ¢elijskih molekula najteZe se prou-
¢avala DNK. O nukleotidnoj sekvenci DNK moglo se zakljucivati samo na osnovu in-
direktnih ispitivanja sekvencioniranjem proteina ili RNK, kao i genetickim analizama.
Medutim, danas je DNK molekul koji se lako analizira. Razli¢itim tehnikama moguca
je izolacija odredenog gena, njegova modifikacija i vracanje u ¢elije, gde modifikovani
gen postaje permanentni funkcionalni deo genoma. Dejstvom restrikcionih enzima sece
se DNK, dobijaju se fragmenti sa komplementarnim krajevima koji su lepljivi ili kohe-
zivni koji se dodaju vektoru pri ¢emu se spajanjem dva DNK fragmenata razli¢itog
porekla dobija rekombinovani DNK molekul (1). Kada se ¢elija domacin deli ona repli-
cira svoju DNK, ali i vektorsku DNK koja sadrZi stranu DNK.

Vektor ili replikon je molekul nosa¢ koji je sposoban da sopstvenom replikaci-
jom u organizmu domacina proizvede svoje kopije. Kao vektori se koriste plazmidi,
bakteriofagi, kozmidi (plazmidi kojima je uklonjen maksimum DNK da bi mogli da
prime najveéi moguci fragment strane DNK, ali ima i minimum vektorske DNK, koja
mu omogucava replikaciju) i bakterijski i kvaS¢evi veStacki hromozomi. Kolekcija re-
kombinovanih DNK molekula dobijenih iz specifi¢nog izvora nazvana je DNK biblio-
teka (genomska ili cDNK biblioteka).

Polimerazna lancana reakcija (PCR-engl. polymerase chain reaction) je in vitro
metoda za brzu produkciju velikih koli¢ina ciljnih DNK fragmenata. Njena prednost je
brzina, jer koriS¢enjem na toplotu otporne TagDNK polimeraze, izolovane iz bakterije
Thermophylus aquaticus, koja se prirodno razvija na povisenim temperaturama, proiz-
vesce se PCR produkti za nekoliko sati. Nedostatak ove tehnike je potreba preciznog
poznavanja nukleotidnih sekvenci koje se koriste kao matrice DNK fragmenata.

Tehnologija rekombinovane DNK omogucila je brzi napredak u stvaranju bio-
sintetskih genskih produkata za le¢enje nekih urodenih bolesti. Gen humanog hormona
se zajedno sa odgovaraju¢im segmentima koji ¢e omoguciti transkripciju i translaciju
unosi u plazmid i klonira u mikroorganizmu kao $to je Escherichia coli. Tako se moZe
proizvesti velika koli¢ina hormona, ali je potrebno konstruisati vestacki gen koji nije
identican prirodnom. Naime, sinteti¢ki proizveden gen za tu svrhu ne sme da sadrzi
umetnute nekodirajuce regione ili introne, koji se nalaze u ve¢ini strukturalnih gena eu-
kariotskih organizama, poSto mikroorganizmi kao $to je E.coli nemaju nac¢ina da izvrse
obradu pre-iRNK posle transkripcije (2). Prednost ovako dobijenih biosinteti¢kih pro-
izvoda je krajnje ¢ist proizvod koji nece izavati reakciju preosetljivosti i ne postoji rizik
od hemijske i bioloSke kontaminacije.

Eksperimenti na animalnim modelima (tzv.transgene Zivotinje) potvrdili su po-
tencijalne efekte nekih od ovih hormona u poveéanju fizi¢ckih sposobnosti, Sto je
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privuklo paznju sportista, koji ovakvim manipulacijama pomeraju granice svojih
takmicarskih moguénosti.

ANIMALNI MODELI

Veliki broj hormona i gena koji ih kodiraju, a koji se dovode u vezu sa uticajem
na fizicke sposobnosti sportista, prosli su prethodno demonstraciju na transgenim
Zivotinjama. Tako je Sweeny (4) upotrebljavaju¢i uobicajenu tehniku u kojoj je
normalna kopija gena splajsovana na nosac, kao Sto je virus, uneo u misi¢ misa gen za
IGF-1(insulinu-sli¢an faktor rasta 1), protein koji unapreduje rast i reparaciju ¢elija.
MisS je imao 15-40% vecéu masu miSi¢a i i snaga mu je bila dva puta vec¢a u odnosu na
kontrolu. Barton-Davis i sar. (5) su napravili “super misa”, unoSenjem istog gena u
prednji miSi¢ udova, pri ¢emu je konstatovano povecanje miSi¢cne mase od 15% i 14%
povecanje snage kod mladih adultnih Zivotinja. Takode je zabeleZzeno smanjenje
gubitka miSi¢ne mase kod starijih Zivotinja i za 27% je bila ve¢a snaga ovih Zivotinja u
odnosu na kontrolu. Za sportiste bi ovo znacilo ne samo povecanje fizi¢ke sposobnosti,
ve¢ i duza sportska karijera (6). UnoSenje i ekspresija gena PPAR-delta, transkripcio-
nog faktora koji je ukljucen u energetski metabolizam i konverziju tipa Il miSi¢nog vla-
kna (brza vlakna) u tip | (spora miSi¢na vlakna), kod misa, u studiji Wanga i sar.(7) po-
kazalo je rezistenciju na gojaznost i povecanje od 67-92% u prolaznom vremenu kod
tré¢anja na duze staze.

Sva ova istraZivanja i fascinantni rezultati u radu sa animalnim modelima, pri-
vukli su paznju sportista, koji su tu videli moguénost za povecanje svojih fizi¢kih spo-
sobnosti.

Hormoni koji se najceS¢e dobijaju rekombinantnom tehnologijom su insulin,
hormon rasta i eritropoetin. lako im je namena pre svega terapeutska, pocela je njihova
zloupotreba od strane sportista. Svetska Anti-Doping Agencija (WADA) zabranjuje
upotrebu rekombinantnih proteina, i oni se klasifikuju kao doping sredstva (3).

INSULIN

Humani insulin je jedan od prvih proteina proizvedenih tehnikom rekombinacije
DNK. Rekombinovana DNK koja odgovara A-lancu humanog insulin pripremljena je i
uneta u plazmide koji su upotrebljeni za transformaciju ¢elija E. coli. Ova bakterija je
sintetisala lanac insulina koji je zatim preciSéen. Slican proces je upotrebljen za
dobijanje B lanca. A i B lanci su zatim pomeSani i omogué¢eno im je da se saviju i for-
miraju disulfidne veze, proizvode¢i molekule aktivhog insulina.

Insulin je, zajedno sa hormonom rasta i IGF-1 (insulinu-sli¢an hormon rasta 1)
najznacajniji faktor u anaboli¢kim procesima. Ovi proteini deluju na sinergisti¢an na-
¢in. Insulin se smatra sredstvom koji povecava efekte treninga kod sportista, i to kroz:

- stimulaciju transporta glukoze u ¢elijama za vreme povecanih fizioloSkih
zahteva i sintezu i skladiStenje velikih koli¢ina glikogena, koji mogu da povecaju
miSi¢ni rad za vreme takmicéenja;

- unos aminokiselina i sintezu proteina u misi¢nim ¢elijama;

- povecanje opste izdrzljivosti;
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- ubrzanje regenerativnih procesa;

- povecanje anabolic¢ke aktivnosti hormona rasta;

- povecanje miSi¢éne mase i sposobnosti kroz skladistenje glikogena i inhibiciju
degradacije miSi¢nih proteina (8,9).

Statisticki rezultati pokazuju da oko 25% sportista upotrebljavaju anabolicke
androgene steroide u kombinaciji sa insulinom, jer smatraju da popravljaju i unapredu-
ju njihove efekte. Za sprecavanje hipoglikemije pri uzimanju insulina, sportisti koriste
produkte sa visokim sadrzajem karbonata (10). Subkutana aplikacija insulina u kombi-
naciji sa ishranom sa visokim unosom ugljenih hidrata dovodi do povec¢anja veli¢ine
miSica i fizicke sposobnosti kod bodi bildera i dizaca tegova, na primer, ne samo kroz
povecanje skladiStenja miSi¢nog glikogena, ve¢ i kroz inhibiciju razlaganja miSi¢nih
proteina. Takode je poznato da insulinom tretirani pacijenti sa dijabetesom imaju pove-
¢anje nemasne komponente tela u poredenju sa kontrolom (11). NeZeljeni efekti uzima-
nja insulina od strane sportista ukljuéuju hipoglikemiju i nadalje, ukoliko se ne tretira
pravovremeno i komu.

HORMON RASTA

Zbog svojih anabolickih i lipolitickih efekata, a sa po¢ecima proizvodnje rekom-
binantnog hormona rasta, pocela je i zloupotreba hormona rasta u sportu. Njegova atra-
ktivnost za sportiste poti¢e od saznanja da je efikasan pri poveé¢anju miSi¢ne mase i
snage, da ga je teSko detektovati standardnim doping testovima i da ukoliko se dobro
dozira, nema znacajnijih nezeljenih efekata.

Njegov doprinos poveéanju fizickih sposobnosti je jos diskutabilan. lako se u li-
teraturi navode njegovi pozitivni efekti na miSi¢nu masu, s obzirom da se ¢esto kombi-
nuje sa anaboli¢kim steroidima, nije jasno da li su postignuti rezultati samo njegova za-
sluga (12). U sportovima snage hormon rasta se kombinuje sa metodama za povecéanje
transportne sposobnosti Kiseonika, pa je njegova uloga i u poveéanju snage nejasna. U
genskom dopingu ¢éesto se koristi insulinu-sli¢an faktor rasta-1(IGF-1), koji je medija-
tor hormona rasta, odnosno gen koji ga kodira. Poznato je nekoliko mutacija na ovom
genu koje mogu da utic¢u na povecanje miSi¢ne mase, a utvrdena je i znacajna poveza-
nost izmedu IGF-1 genotipa i povecanja dinamicke snage (13,14). Veoma je znac¢ajna i
uloga IGF-1 u oStecenju miSic¢a i procesima reparacije, gde uti¢e na aktivaciju satelit-
skih celija i proliferaciju koje zatim spajaju miSi¢na vlakna i dovode do njihove regene-
racije.

U nezeljene efekte koriS¢enja hormona rasta kao doping sredstva, spada akrome-
galija, koja prati preteranu upotrebu ovog hormona, uz rizik kardiomiopatije, dijabete-
sa, osteoporoze, poremecaja lipidnog profila.

ERITROPOETIN

Eritropoetin je glikoproteidni hormon koji se lu¢i u jetri i bubrezima. On
indukuje eritropoezu kroz stimulaciju receptora na mati¢nim ¢elijama koStane srzi, koji
usmeravaju njihovu diferencijaciju u eritrocite.
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Sposobnost eritropoetina da poveca kapacitet krvi za prenoSenje kiseonika kod
sportista, demonstrirana je prvi put 1991 godine, kada su proucavani efekti subkutanog
unodenja niskih doza humanog eritropoetina na na VO2max. Rezultati su pokazali
povecanje koncentracije hemoglobina i hematokrita za 10%, kao i poveé¢anje VO2max
za 8% (15). Od tada se eritropoetin ¢esto zloupotrebljava od strane sportista, jer
povecéanje kapaciteta krvi za prenoSenje kiseonika povecava izdrzljivost sportista.

Posledice uzimanja eritropoetina su veoma ozbiljne. Sinteticka forma ovog
hormona namenjena je lecenju anemija, ali je masovno bila koris¢ena od strane
sportista (posebno od strane biciklista, 1998 godine na Tour de France).

Povecanjem broja eritrocita, poveéava se i viskoznost krvi, $to zajedno sa
dehidratacijom nastalom usled znojenja, poveéava sklonost nastanka tromboza. Poznati
rizici ukljuéuju i infarkt miokarda, hipertenziju, plu¢nu emboliju itd.

METODE DETEKCIJE REKOMBINANTNIH PROTEINA U DOPINGU

Imuno-metode koje su trenutno Siroko u upotrebi, dale su slabe rezultate u
detekciji rekombinantnih proteina, pa se stalno istrazuju nove metode.

Smatra se da je doping rekombinantnim eritropoetinom prisutan kod 3-7% spor-
tista iz sportova izdrzljivosti (16). S obzirom da je eritropoetin glikoprotein koji se sa-
stoji od 40% ugljenih hidrata, njegova glikolizacija je tkivno-specifi¢na i kriticna za
biolosku aktivnost, Sto je iskoriS¢eno za detekciju. Rekombinantne i endogene izofor-
me eritropoetina imaju razlic¢it stepen glikolizacije (17). Zbog stalne fluktuacije nivoa
eritropoetina, merenje koncentracije eritropoetina nije pouzdan parameter za detekciju
dopinga. Potencijalna zloupotreba rekombinantnog EPO se najbolje detektuje mere-
njem pet hematopoetskih parametara: koncentracija EPO u serumu, nivo hematokrita,
procenat retikulocita, procenat makrocita i koncentracija serum-rastvorljivih transfe-
rinskih receptora (18). Na osnovu ponaSanja ovih parametara za vreme i posle tretmana
sa rekombinantnim EPO, postoje dva modela: “ON” model koji se primenjuje za vreme
i neposredno posle primene rEPO, dok se “OFF” model koristi posle izvesnog vremena
nakon koris¢enja rEPO (19,20). Ukoliko su ovi parametri neuobic¢ajeni, koristi se izo-
elektri¢no fokusiranje uzoraka urina. U upotrebi su i tehnike kapilarne zonske elektro-
foreze, kao i upotreba monoklonalnih antitela. Naime, tehnike genetickog inZinjeringa
su dovele do mogucénosti preoblikovanja ili dizajniranja antitela ¢oveka za specificne
terapijske ili dijagnosticke svrhe, pa tako mogu da se konstruiSu i rekombinantna anti-
tela odredenog proteina (21).

Direktna metoda detekcije rekombinantnog hormona rasta zasniva se na merenju
razlicitih izoformi hormona. Posle uzimanja hormona rasta dolazi do promene u
relativnim koli¢inama ili proporciji dve izoforme u cirkulaciji: 20 i 22kDa. Povecanje u
proporciji 22kDa:20kDa je baza za detekciju dopinga (22,23). Indirektni test se zasniva
na upotrebi biomarkera (IGF-1 i prokolagen-111-P) i koris¢enje selektivnih imunoeseja
za njihovu analizu (senzitivni hemiluminiscentni eseji) (24,25). Druge potencijalne
metode (drugi kolageni peptidi, piridinium i deoksipiridinolin, upotreba izotopa uglje-
nika) su u fazi istraZivanja.
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ZAKLJUCAK

Sa sve ve¢im razvojem rekombinantne tehnologije DNK, povecavaju se i
mogucnosti potencijalnog dopinga. Sama priroda i danasnje mesto kompetativnog sporta
otvaraju mogu¢nost primene doping sredstava, a to posledi¢no dovodi do pronalazenja
efikasnih metoda detekcije. Upotreba “sportskog paso$a” koji ¢e pratiti bioloSke
parametre je u sluzbi monitoringa zdravlja sportiste i predstavlja pomoé¢ u detekciji
zabranjenih supstanci, uz edukaciju sportista o njihovim nezeljenim dejstvima.
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BIOTECHNOLOGY OF RECOMBINANT HORMONES IN DOPING

Recombinant DNA technology has allowed rapid progress in creating
biosynthetic gene products for the treatment of many diseases. In this way it can
produce large amounts of hormone, which is intended for the treatment of many
pathological conditions. Recombinant hormones that are commonly used are insulin,
growth hormone and erythropoietin. Precisely because of the availability of these
recombinant hormones, it started their abuse by athletes. Experiments in animal
models confirmed the potential effects of some of these hormones in increasing
physical abilities, which attracted the attention of athletes who push the limits of their
competitive capability by such manipulation. The risks of the use of recombinant
hormones in doping include serious consequences for the health of athletes. Methods of
detection of endogenous hormones from recombined based on the use of a monoclonal
antibodies, capillary zone electrophoresis and protein biomarkers.

Key words: recombinant hormones, sport, doping, detection
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