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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la realizarea unui test pen-
tru depistarea autotransfuziei la sportivii de perfor-
manta, fiind util in depistarea practicii de dopaj prin
transfuzie autologa. Testul se bazeaza pe determinarea
viabilitatii eritrocitelor prelevate de la sportivii de perfor-
manta, care sunt supuse unui stres exterior care va
amplifica "leziunile de stocare" aparutela hematiile con-
servate Thainte de autotransfuzie, conform principiului
"stress on stress", si au, in consecinta, o viabilitate mult
diminuatd, conducénd la aparitia a doua subpopulatii pe
histograma de viabilitate.
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Test de depistare a autotransfuziei la sportivii de performanta

Inventia se refera la realizarea unui test de depistare a autotransfuziei la sportivii de
performanta, forma de ,,dopaj curat” dificil de depistat. Inventia va putea {1 utilizatd pentru a
depista sportivii ce recurg la transfuzia de sange autologa (folosind propriul sange) pentru a-si
spori performantele.

Este bine cunoscut faptul ca la ora actuala anumiti sportivi de elita recurg la folosirea
transfuziei sanguine pentru imbunététirea performantelor lor sportive in timpul unor mari
competitii (Leigh-Smith S., Blood boosting, Br. J. Med., 38, 99-101, 2004; Ashenden M.,
Contemporary issues in the fight against blood insport, Haematologica, 89, 901-903, 2004).

Numit si " Blood boosting ", aceastd formd de dopaj foloseste transfuzia intravenoasd
de sdnge pentru a produce o crestere a capacildtii organismului de a transporta oxigenul,
prin cresterea masei eritrocitare de pdnd la 10% (Berglund B.., Birgegard G., Wide L.,
Pihlstedt P., Effects of blood transfusions on some haematological variables in endurance
athletes, Med. Sci. Sports Exerc., 21, 637-642, 1989).

Transfuzia poate fi realizatd fie cu sdnge de la un donator potrivit (fransfuzie
omologd) tie prin reinfuzarea propriului sange (transfuzie autologd).

Transfuzia autologd se realizeaza prin reinfuzarea a | pana la 4 unitati (450-1800 ml) de
sdnge propriu, prelevate de la sportiv prin afereza (eliminarea componentelelor plasmatice
care sunt imediat reinfuzate) iar eritrocitele sunt stocate la 4°C (McArdle W., Exercise
physiology: energy, nutrition, and human performance, 4th ed. Baltimore: Lippincott
Williams & Wilkins, 1986). Prelevarea de sange are loc cu 3 pani la 6 sdptaméani inainte de
transfuzie, fiind necesar un timp pentru ca organismul uman sa refacd masa eritrocitard la
nivelurile existente inainte de prelevare (Wilmore J., Costill D., The physiological basis of the
conditioning process, Training for sport and activity, 3rd ed. Dubuque, IA: Human Kinetics,
255-257. 1988). Transfuzia are loc cu una pana la patru zile inainte de competitie (Burke E.,
Performance enhancement: blood boosting, erythropoietin, and steroids. Philadelphia: Hanley
& Belfus, 1994; Cowart V.. Erythropoietin: a dangerous new form of drug doping, Physician
and Sports Medicine, 17, 115-118, 1989) si este practic imposibil de depistat pap

In cazul practicarii transfuziei sanguine omologe, Agentia US Anti

finantat cercetari pentru elaborarea unui test de depistare. In anul 2003,
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validare au fost realizate (Nelson M., Popp H., Sharpe K., Ashenden M., Proof of homologous
blood transfusionthrough quantification of blood group antigens, Haematologica, 88, 1284-
1295, 2003) si a fost deja elaborat un test introdus in cdteva laboratoare acreditate de cétre
World Anti-Doping Agency (WADA), inclusiv laboratorul de control antidoping olimpic de
la Atena si Lausanne unde au fost realizate mai mult de 250 teste individuale, fara rezultate
fals pozitive. Pe baza lui, doi ciclisti au fost eliminati din competitie pe o perioadad de doi ani.
Acest test de determinare a transfuziei sanguine omologe este bazat pe diferentele dintre
grupele minore de singe dar nu este insd capabil sd detecteze o transfuzie recentd in sistem
autolog, transfuzie la care singele transfuzat apartine aceluiasi individ dupd o stocare
prealabila. Prin urmare, aceastd deficienfa in procedurile de testare existente, impune de
urgenid elaborarea unui test suplimentar care sd poatd detecta o transfuzie recentd autologd.

Este important de mentionat faptul cd punerea la punct a unui test pentru determinarea
autotransfuziei (transfuzie autologa) a fost si rimane si in prezent mai dificild decat elaborarea
unui test de detectare a transfuziei omologe. Pentru autotransfuzie nu s-a stabilit incd nici un
marker sau metoda de testare care sd poata fi folosite. Abordari actuale se refera la detectarea
unor schimbdri in parametrii hematologici, o ,,semnaturd™ in expresia ARN-ului, schimbéri de
proteomicd sau schimbadri in masa celulara. Toate aceste metode implicd o abordare indirecta,
putin sensibild si necesita investigatii laborioase si greoaie.

In concluzie, nici un grup de cercetare nu a ajuns inca la elaborarea unui test in stadiu
final.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie este reprezentatd de depistarea
practicii de dopaj prin autotransfuzie (transfuzie autologa) practicata de sportivi.

Prezentul test de depistare a dopajului prin autotransfuzie se bazeazd pe
determinarea prin citometrie in flux cu Calcein-AM a viabilititii eritrocitelor prelevate de
la sportivii de performantd, care supuse unui stres exterior va amplifica ,leziunile de
stocare” apdrute la hematiile conservate inainte de autotransfuzie, conform principiului
»Stress on stress” si vor avea in consecintd o viabilitate mult diminuatd sau poate vor
deveni chiar moarte, conducind la aparitia a doud subpopulatii pe histograma de
viabilitate.

Metoda ., stress on stress” aplicatd in ecotoxicologie de citre Viarengo ef al., in anul

1995 (Viarengo, A., Canesi, L., Pertica, M., Mancinelli, G., Accomando, G., Smaak-A.C.,
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suprapunerea a doua tipuri de stres asupra unor organisme (moluste) prelevate din mare. La
stresul pe care 1l suferd deja animalele in mediul lor natural daca acesta este poluat, se adauga
un al doilea stres perturbant, plasdnd molustele intr-o situatie de anoxie, prin tinerea lor in
laborator direct in aer, de unde denumirea de stres peste stres (,.stress on stress"). Daca
molustele sunt capabile Tn mod normal sé reziste cateva ore, rezistenfa la expunerea directa in
aer este diminuata daca ele au fost inainte contaminate chimic in mare. Acesti indivizi deci,
dublu perturbati, vor muri primii, in timp ce cei sanétosi vor fi in masura s indure tratamentul
pe o perioadd de timp mai lungd. Compararea nivelului de mortalitate, in acelasi timp, pentru
diferite situri de provenienta a animalelor, da in final o indicatie relativa asupra poluérii sau a
,, Starii de sandtate” a zonelor studiate.

In cazul nostru, organismele sunt reprezentate de hematiile din sdngele supus
analizei, stresul poluant fiind constituit de conservarea acestora la 4°C pentru mai multe
saptamani (conform practicii sportivilor), stresul perturbant putand fi incubarea la 37°C, iar
aprecierea viabilitdtii celulare cu Calcein-AM inlocuind compararea nivelului de mortalitate.

Daca sportivul In cauzad a practicat autotranstuzia, sdngele prelevat va confine doua
tipuri de sénge: o cantitate de sange (aprox. 10% conform practicilor) care a fost conservati la
4°C si transfuzata inaintea competitiei, si o cantitate mai mare (aprox. 90%) reprezentata de
sangele circulant al sportivului.

Sangele prelevat este apoi supus stresului de incubare la 37°C timp de 24h sau mai
mult, unde fractia de 10% conservata si reinjectatd in organism va muri inaintea fractiei de 90
% constituitd din sangele circulant care a fost supus doar celui de-al doilea stres perturbant
(conservarea la 37°C timp de 24h sau mai mult) sau altor stresuri de naturi fizicd sau chimica.
Dupa aplicarea acestui stres se determina viabilitatea eritrocitelor prin citometrie in flux cu
Calcein-AM, conform metodei descrise de Bratosin et al., in anul 2005 (Bratosin D., Mitrofan
L., Palii C., Estaquier J., Montreuil J.. A novel fluorescence assay using calcein-AM for the
determination of human erythrocyte viability and ageing, Cytometry A, 66A, 78-84, 2005), si
se constatd aparifia a doua subpopulatii celulare, respectiv o populafie mai numeroasd de
hematii viabile (cele aprox. 90% hematii care au fost supuse doar stresului de incubare la
37°C) si o populagie mai micd de celule cu o viabilitate scazuta sau moarte (cele aprox. 10%
hematii supuse dublului stres (primul stres datorat conservariila 4°C, timp in care apar

“leziuni de stocare”, urmat de stresul de temperaturd ce va amplifica aceste I'S,z/xancr"%\\(a
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conduce la scaderea viabilitatii acestor hematii sau chiar la moartea lor).
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numit calceind. in celulele viabile, cu membrana intacti, calceina este retinuti in interior, in
timp ce din celulele care si-au pierdut integritatea membranara este eliminata. In acest fel,
prin citometria in flux se pot diferentia populatiile viabile (care prezinta fluorescentd datorata
prezentei calceinei) de cele neviabile, care nu au fluorescentd. De asemenea, cu acest test se
poate discrima intre hematiile tinere si bétrdne (sau imbdtranite) pe baza intensitdtii de
fluorescenta a produsului rezultat prin clivarea Calcein-AM, respectiv calceina, intensitatea de
fluorescenta dovedindu-se a fi direct proportional cu cantitatea de ATP intracelular, conform
figurii 1.

Testul de determinare a autotransfuziei presupune parcurgerea a mai multor etape de

lucru:

1. Prelevarea unui mic volum de sange de la sportivi.

2. Supunerea sangelui unui stres prin incubarea hematiilor la 37°C timp de 24 ore sau
mai mult cidnd hematiile transfuzate sunt practic supuse unui al 2-lea stres ce va
amplifica leziunile de stocare §i vor diminua mult mai mult viabilitatea acestora.

3. Analiza viabilitétii celulare cu Calcein-AM prin citometrie in flux coform metodei
descrise de Bratosin et al., 2005(Bratosin D., Mitrofan L., Palii C., Estaquier J.,
Montreuil J., A novel fluorescence assay using calcein-AM for the determination
of human erythrocyte viability and ageing, Cytometry A, 66A, 78-84, 2005).

Inventia prezintd avantajul ca permite depistarea autotransfuziei la sportivi putand fi

utilizatd inaintea competitiilor ca test de verificare, ea fiind o metoda rapida si sensibila.

EXEMPLU
in vederea determinarii unei eventuale autotransfuzii la sportivii de performanta,
inaintea unei competitii se parcurg urmatoarele etape:

- Se preleveazd o mica cantitate de sdnge intr-un tub cu anticoagulant de tip heparina
pentru impiedicarea coagularii sangelui.

- Se centrifugheaza sangele la 1000 g, 4°C, 5 minute pentru eliminarea plasmei,
leucocitelor si plachetelor sanguine prin aspirare impreund cu o mica cantitate de
hematii de la suprafata sedimentului eritrocitar.

- Se prepara o suspensie eritrocitara de aprox.10’ celule/ml in PBS, din 1 microlitru
(1ul) sediment hematii in 1ml PBS (Phosphate Buffer Saline) pH 7.4 (PBS‘ 137 mM
NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na,HPOy, si 1.5 mM KH,POy,).

- Se incubeaza suspensia celulara obtinutd in godeul unei placute pentr

cu 12 godeuri la 37°C pentru 24 ore sau mai mult, intr-o etuva cu CO»\,
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- Se prepard o solutie stock 10 mM de Calcein-AM in DMSO (dimetilsultoxid), adica
Img in 100 ul DMSO, solutie ce se conserva la -20°C.

- Se prepari extemporaneu o solutie de lucru 100 uM (1ul solutie stock in 500ul PBS).

- 100ul din suspensia celulari cu densitatea de 107 celule/ml se dilueaza cu 900ul PBS
si se incubeazd cu 50ul solutie de calcein-AM 100 uM, rezultand o concentratie finala
de 1uM Calcein-AM.

- Se incubeaza pentru 45 minute la 37° C, in etuva cu CO;_ in conditii de obscuritate, cu
tubul neacoperit.

- Se adauga 4 ml dePBS si se analizeaza celulele direct prin citometrie in flux, in sistem
linear FSC/SSC si logaritmic pentru FL1. Numérul minim de celule analizat trebuie sa

fie intre 50 000 si 100 000.

Interpretarea testului

Conform figurii nr.1 se observd o populatie viabild (regiunea M1) si o populatie
neviabild, populatia supusa dublului stres (regiunea M2) corespunzind sangelui transfuzat.
Prin aparitia celui de-al doilea pic reprezentat de populaia neviabila M2 se dovedeste
prezenta in sdngele circulant a unei subpopulatii care in urma unui stres suplimentar (in cazul
nostru temperatura) prezinta o viabilitate scazutd, care poate ajunge chiar in regiunea celulelor

moarte, dovedind practicarea unei autotransfuzii la sportivul testat.

5
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REVENDICARI

1. Test de determinare a autotransfuziei (transfuzie autologd) la sportivi.
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Fig. 1. Principiul determinarii viabilitatii hematiilor prin citometrie in flux cu Calcein-
AM cu cele 2 regiuni de dispunere a celulelor dupa fluorescenta: R1-regiunea celulelor vii si
R2-regiunea celulelor moarte (A); (B)-dispunerea histogramelor de viabilitate a populatiei
tinere de hematii circulante (T) si batrane (B) corelatd cu cantitatea de ATP intracelular (C),
conform cu metoda descrisd de Bratosin ef al, 2005 (Bratosin D., Mitrofan L., Palii C.,
Estaquier J., Montreuil J., A novel fluorescence assay using calcein-AM for the determination
of human erythrocyte viability and ageing, Cytometry A, 66A, 78-84, 2005).
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Fig. 2. Evidentierea viabilitatii celulare pe sangele proaspat (To), conservat timp de 4 sdptimani
(T4s) si asupra amestecului de 10% T4s + 90% To ( simuland un sange prelevat de la un sportiv care a
practicat autotransfuzia) dupa aplicarea stresului de temperaturd pentru amplificarea “leziunilor de
stocare”. MI: regiunea de celule fluorescente cu membrana celulard intacta (celule vii). Abscisa:
intensitatea fluorescentei verzi a calceinei (FL-1) in sistem logaritmic. Ordonata: numarul de celule.

Numir de celule analizate 50.000. Rezultatele prezentate sunt reprezentative pentru
experimente realizate.
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