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Ziele dieser Studie waren die Ermittlung von Referenzwerten fiir Retikulozyten
[%RET] bei jungen Athleten (Alter 16,7+35 Jahre) und der Vergleich von
Messwerten verschiedener Laboranalysegerate: Sysmex R500, Sysmex XT-2000i
(beide Sysmex, Norderstedt) und ADVIA 120 (Bayer HealthCare, Fernwald). Der
Einfluss gerdteabhéngiger Messunterschiede auf Referenzwerte sollte geprift und
vor dem Hintergrund bestehender Grenzwerte unterschiedlicher Sportverbande
diskutiert werden. In einer Querschnittsuntersuchung wurden 428 Kaderathleten
verschiedener Sportarten hinsichtlich % RET mit Hilfe des SysmexR500 untersucht.
Der ermittelte Referenzbereich betrug 0,60 - 1,82 % RET. In drei Vergleichsstudien
wurden Blutproben an jeweils zwei verschiedenen Laborgeraten analysiert. Der
Sysmex R500 diente als Referenzgerit. In den ersten beiden Studien wurden die
Ergebnisse mit denen des ADVIA 120 verglichen. Sie korrelierten mit r = 0,61 fiir
die erste bzw. r = 0,82 fiir die zweite Studie. Die Messergebnisse des ADVIA 120
lagen um 0,33 (1. Studie) bzw. 0,30 (2. Studie) fiir %RET hoher als die des R500.
Die dritte Vergleichsstudie (Referenzgerat vs. Sysmex XT-2000i) ergab fiir %RET
einen Zusammenhang von r = 0,76. Die Ergebnisse des XT-2000i lagen um 0.21%
RET tiefer als die des Referenzgerites. Fazit: Referenzwerte und Grenzwerte fiir
%RET sowie Analysen zur Dopingkontrolle oder Blutprofil-Erstellung miissen
mit Blick auf die verwendete Messtechnik interpretiert werden. Im Sinne von
Dopingkontrollen sollte es Ziel sein, eine hochstmogliche Standardisierung zu
erzielen.

Schliisselworter: Grenzwerte, Blutdopingkontrolle, Sysmex R500, ADVIA 120,
Sysmex XT-20001i.

Im Ausdauersport ist die aerobe Energiegewinnung eine limitieren-
de Grofe und wesentlich von der Sauerstofftransportleistung des
Blutes abhéngig. Hierbei ist das in den Erythrozyten enthaltene
Hémoglobin von besonderer Bedeutung und stellt die Grundlage
fiir die Sauerstoftversorgung der Muskulatur dar. Die Neubildung
der Erythrozyten wird in erster Linie von Erythropoietin (EPO) be-
einflusst. Die adulte Erythropoese findet ausschliefllich im Kno-
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The goals of the study were: Establishment of reference values of reticulocytes
[% RET] in young athletes (age 16.7+3.5 yrs) and the comparison of data from
three different laboratory machines Sysmex R500, Sysmex XT-2000i (both Sysmex,
Norderstedt) and ADVIA 120 (Bayer HealthCare, Fernwald). Further goals were to
analyze the device dependent influence on current reference values especially with
the background of different threshold values of sport federations. For this purpose
%RET from 428 squad athletes of different sport disciplines was measured. The
determined reference range was 0.60-1.82% RET. Within three comparative
studies, blood samples were analyzed in two different laboratory devices. The
R500 (Sysmex) functioned as reference device. In the first two studies the data
were compared to the ADVIA 120 (Bayer) device. Data correlated with r = 0.61
in the first and 0.82 in the second study. The data from the ADVIA 120 were 0.33
%RET (1st study) and 0.3% RET (2nd study) higher compared to R500. The third
comparative study (reference device vs. Sysmex XT-2000i) showed a correlation
of r = 0.76 for %RET. In average, the data from XT-2000i were 0.21% RET lower
compared to the reference value. Conclusion: Reference and threshold values of
%RET for doping and blood-profile analysis are depending on the measurement
technique. For means of doping analysis, the goal should be to achieve the highest
standardization procedures.

Key Words: cut off limits, blood doping, Sysmex R500, ADVIA 120, Sysmex XT-
2000i.

chenmark statt und dauert insgesamt ca. 7 Tage. Peripher zirkulie-
rende Erythrozyten haben eine Lebensdauer von 120 Tagen. Etwa
1% wird téglich abgebaut; jede Sekunde werden ca. zwei Millionen
Zellen neu gebildet. Der Retikulozyt stellt im peripherem Blut die
letzte unreife Vorstufe der Erythrozyten dar (29). Eine erhéhte
Retikulozytenanzahl kann somit als Indikator fiir eine gesteigerte
Erythropoese interpretiert werden. Sowohl auf physiologischem
als auch auf manipulativen Weg lasst sich die Bildung der Ery-
throzyten iiber EPO stimulieren (1,10,17,28). Die Manipulation
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durch Eigenblut hingegen kann die Erythropoese herunter regu-
lieren und damit die Anzahl der Retikulozyten herabsetzen. Die
Internationale Eisschnelllauf Union (ISU) beispielsweise hat fir
den prozentualen Retikulozytenanteil [%RET] einen Grenzwert
festgelegt. Angelehnt an Referenzwerte (tiblicherweise 95 %-Kon-
fidenzintervall einer Stichprobe, bei der davon ausgegangen wird,
dass sie aus Gesunden besteht) liegt die obere Grenze bei 2,4%
RET und die untere bei 0,2% RET. Das Internationale Olympische
Komitee (IOC) hat erstmals 2002 mit einem oberen Grenzwert
von 2,0% RET gearbeitet. Der Sinn der Grenzwerte liegt zum einen
im Schutz der Sportler und zum anderen darin, Manipulationen
durch Doping entgegenzuwirken (28). Bei Uberschreitung der
Grenzwerte sollen weitere Untersuchungen zum direkten Nach-
weis von rekombinantem Erythropoietin (thEPO) aus dem Urin
folgen und es drohen Sanktionen. Internationale Verbdnde spra-
chen in der Vergangenheit Schutzsperren (Startsperren) wéahrend
der Wettkampfteilnahme und auch ldngerfristige Wettkampfsper-
ren aus, die nicht selten berufliche und personliche Konsequenzen
zur Folge hatten.

Vor diesem Hintergrund hat die Kenntnis iiber individuelle
Variabilitdten von Biomarkern in den letzten Jahren grofse Bedeu-
tung erhalten und fithrte zu der Einfithrung eines sogenannten
Blutpasses. Uber langjihrige Blutanalysen eines Sportlers sollen
Schwankungsbereiche erkannt und Aussagen zu Abweichungen
vom individuellen Range eines Biomarkers ermdglicht werden
(6,8,9,23,25,35). Neben biologischen Einfliissen kénnen jedoch
methodisch-abnahmebedingte Faktoren nicht nur zu einer inter-
individuellen sondern auch zu einer intra-individuellen Varianz
der analysierten Blutparameter beitragen. Beide Quellen von Va-
riabilitdten sind also aufgrund der erheblichen Konsequenzen fiir
die Aktiven von groler Bedeutung (6).

Die hier vorgestellten Daten zeigen Ergebnisse aus drei Un-
tersuchungen, bei denen Retikulozytenmessungen mit jeweils
zwei unterschiedlichen Gerdten durchgefithrt wurden. Ziel war
einerseits, zu priifen, wie vergleichbar die Ergebnisse sind und an-
dererseits, mogliche systematische Messabweichungen zu quan-
tifizieren, um sie im Zusammenhang mit Grenzwerten diskutie-
ren zu kdnnen. Zundchst werden Daten vorgestellt, die aus einer
Querschnittsuntersuchung von Kaderathleten stammen, um Aus-
sagen iiber deren Referenzbereich machen zu kénnen. Mittels der
Ergebnisse aus den drei Studien zum Geréatevergleich soll der Fra-
ge nachgegangen werden, wie hoch der Einfluss der angewandten
Messmethode auf Referenzbereiche sein kann.

Studie zur Referenzwertermittiung

In der Querschnittsuntersuchung (QU) wurden hédmatologische
Parameter von 428 Kaderathleten verschiedener Sportarten
(ménnlich: 203, Durchschnittsalter mit Standardabweichung: 17,2
13,6 Jahre, Grof3e: 181,1+10,3 cm, Gewicht: 74,0+ 15,1 kg; weiblich:
225, Alter: 16,2+ 3,3 Jahre, GrofSe: 167,7+9,7 cm, Gewicht: 57,7+ 10,7
kg) erhoben.

Studien zum Vergleich verschiedener Gerite

Die Daten der ersten Studie (sleep-high train low = SHTL) zum
Vergleich unterschiedlicher Analysegerdte wurden wéhrend einer
Untersuchung zur Hohentrainingsmethode sleep-high train-low
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in einer Hohenkammer gesammelt (durch Sauerstoffentzug in der
Kammer wurde eine Schlathéhe von ca. 2500 m i. NN bei norma-
lem Luftdruck simuliert). Es nahmen 9 mannliche Probanden aus
unterschiedlichen Sportarten teil (Alter: 24,0+1,8 Jahre, Grofe:
176,6 cm+3,4 cm, Gewicht: 69,0+6,3 kg), deren Blutproben in den
ersten zwei Wochen der Studie an zwei Gerédten gemessen wurden
(n=34).

Der Datenpool (n = 120) der zweiten Vergleichsstudie (VS)
stammt aus einer einjéhrigen Vergleichsmessung mit Proben eines
von der WADA akkreditierten Institutes. Die Blutproben wurden
durch die Nationale-Anti-Doping-Agentur (NADA) innerhalb ihrer
Tatigkeit entnommen und fiir diese Studie anonymisiert, so dass
keine anthropometrischen Daten vorliegen.

Die Blutproben (n = 55) der dritten Vergleichsstudie wurden
wahrend einer Interventionsstudie (IST) entnommen, bei der
5 ménnliche Probanden definierte intensive Trainingseinheiten
(ca. 80% der maximalen individuellen Herzfrequenz auf NN) in
einer Hohenkammer (simulierte Hohe: ca. 3000 m . NN) ab-
solvierten (Alter: 30,0+7,7 Jahre, GroSe: 179,5+6,7 cm, Gewicht:
72,2+3,1 kg).

Probennahme und Geréte
Die Analysen zur Referenzwerteermittlung wurden mit dem Sys-
mex R500 (Sysmex, Norderstedt, Deutschland) durchgefiihrt.

In den Untersuchungen zum Vergleich verschiedener Gerite
diente der Sysmex R500 als Referenzgerat. Nach Dimopoulou et al.
(15) ist es ein prézises und aufgrund seiner geringen Groe sehr
gut zu transportierendes Analysegerdt und somit fiir Feldstudien
und Trainingslager besonders gut geeignet. In den beiden ersten
Studien wurde dem Referenzgerat der ADVIA 120 (Bayer Health-
Care, Fernwald, Deutschland) gegentibergestellt und in der dritten
Studie der Sysmex XT-2000i (Sysmex, Norderstedt, Deutschland).
Letzteres wird von der WADA in den Blutpassprogrammen ein-
gesetzt und ist ausschliefSlich fiir die beteiligten Laboratorien
zugelassen.

Die Messmethode des Sysmex R500 zur Bestimmung der
Retikulozyten basiert auf der Anfarbung der restlichen RNA der
erythroiden Blutzelle mit einem Polymethin-Fluoreszenzfarbstoff.
Die Blutprobe wird nach Anfarbung durchfluss-zytometrisch auf
Streulichtverhalten und Fluoreszenzintensitat analysiert. Der Her-
steller gibt fiir die Prézision der Messung einen Variationskoeffizi-
enten (VK) von <15% bei 1,0-4,0% RET an. Der ADVIA 120 farbt
die zuvor aufgekugelten Zellen mit dem Chromogen Oxazin 750
und fiihrt eine Lichtabsorbtionsmessung durch. In Abhéngigkeit
von ihrem RNA-Gehalt konnen die Zellen in 3 verschiedene Rei-
fungsgrade unterschieden werden. Die Prizision der Messungen
wird mit einem VK von 12,5% beschrieben. Der Sysmex XT-2000i
zdhlt und differenziert mit moderner Fluoreszenz-Durchflusszy-
tometrie (Farbung der RNA der Retikulozyten mit Polymethin) mit
einer angegebenen Prizision wie die des Vorgangermodells R500.

Die Funktion der Gerdte wurde an jedem Messtag durch Qua-
litatskontrollen gepriift.

Wihrend aller vier Studien wurde vendses Blut bei sitzender
Position der Probanden entnommen und zeitnah analysiert. Die
Retikulozyten werden im Folgenden ausschliefilich bezogen auf
ihren Anteil an Erythrozyten angeben [%RET], obwohl alle Ge-
rite auch die absoluten Retikulozytenzahlen einer Probe messen
[RET 106/pL], diese jedoch weniger in Zusammenhang mit Grenz-
werten stehen.
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% RET von 428 Athleten
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Abildung 1: Verteilung % RET von 428 Kaderathleten (m = 203, w = 225).

Statistik

Fir die Daten werden Mittelwert (X), Median, Minimum (Min), Ma-
ximum (Max) und Standardabweichung (SD) angegeben; aufder-
dem das 95%-Konfidenzintervall (MW +1,96 x SD). Signifikante
Unterschiede der Daten zur Referenzwertermittlung wurden mit
dem t-Test und der zweifaktoriellen Varianzanalyse gepriift; die der
Studie zum Gerétevergleich mit dem t-Test fiir gepaarte Stichpro-
ben. Das Signifikanzniveau wurde fiir eine Irrtumswahrscheinlich-
keit p<0,05 angesetzt. Die Ergebnisse der Vergleichsstudien wer-
den auflerdem in Regressionen mit Korrelationskoeffizienten nach
Pearson (r) und Bland-Altman-Plots (BAP) dargestellt.

Referenzwertermittiung

Die Haufigkeitsverteilung von %RET der QU mit 428 Kaderathleten
verschiedener Sportarten ist in Abb. 1 dargestellt. Fiir X wurde 1,09
%RET (+0,32 SD) ermittelt; der Median liegt bei 1,03% RET. Der
niedrigste Wert betrégt 0,45 und der hochste 2,59% RET.

Die Verteilungskurve zeigt eine fiir medizinische Merkmale
typische Rechtsschiefe und folgt einer Lognormalverteilung. Die
Ermittlung des Referenzbereiches (95%-Konfidenzintervall) wur-
de an den logarithmisch transformierten Daten durchgefiihrt. 95%
der Werte liegen hiernach zwischen 0,60-1,82%RET.

Obwohl Referenzwerte fiir Retikulozyten in medizinischer
Fachliteratur selten nach Geschlecht oder Alter (Ausnahme sind
Werte fiir Sauglinge) differenziert angegeben werden (16,20,21,39),
sind die in dieser Studie ermittelten Werte hinsichtlich dieser Kri-
terien auf signifikante Unterschiede gepriift worden. Die Werte
der ménnlichen (n = 203, X = 1,07 %RET) und weiblichen (n = 225,
X = 1,I0%RET) Athleten unterscheiden sich statistisch nicht (p =
0,41). Die Bildung der Klassen nach Alter und Geschlecht wurde
von der Anzahl der Stichproben abhéngig gemacht (Abb. 2). Es
konnte kein signifikanter Unterschied ermittelt werden (p = 0,74).
Auflerdem erfolgte die Unterscheidung nach Sportarten. Hier liegt
ebenfalls kein statistisch signifikanter Unterschied vor (p = 0,27 fiir
geschlechtsunabhangig, wie in Abb. 2 dargestellt und p = 0,22 fiir
geschlechtsabhéngig).
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Abbildung 2: % RET im Box-Plot. Klassifiziert nach Geschlecht, Alter und nach
Sportart. Dargestellt sind Median, 95 % - Konfidenzintervall und Min-/Max-Werte
(signifikante Unterschiede konnten statistisch nicht ermittelt werden).

Messmethodische Variabilitaten
Die Mafle der Korrelationen und Unterschiede von %RET der drei
Vergleichsstudien mit jeweils zwei verschiedenen Messgerdten
sind in Abb. 3 graphisch dargestellt. Im BAP sind die absoluten
Abweichungen der Ergebnisse abgebildet. Auf der x-Achse sind die
gepaarten Mittelwerte einer Probe, gemessen mit zwei Gerdten
und auf der y-Achse deren absoluten Differenzen aufgetragen.
Fir die Ergebnisse der ersten Studie SHTL zum Vergleich
zweier Gerdte (Sysmex R500 vs. ADVIA 120) wurde ein stati-
stischer Zusammenhang von r = 0,61 ermittelt. Im BAP ist zu
erkennen, dass ein Gerit systematisch hohere Werte erzielte als
das andere. Die Ergebnisse des ADVIA 120 lagen im Mittel um
0,33%RET hoher als die des Sysmex R500. Das 95 %-Konfidenzin-
tervall der Differenzen verlauft von -0,90-0,25%RET. Die héch-
sten Differenzen der Graphik betragen 1,01 und 1,04 %RET. Der
Unterschied (Sysmex R500: X = 1,32%RET und ADVIA 120: X =
1,64%RET) kann als statistisch signifikant nachgewiesen werden
(p =<0,002).
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Die statistische Analyse der zweiten Vergleichsstudie (VS) zeigt ei-
nen Zusammenhang von r = 0,82 (Sysmex R500 vs. ADVIA 120). Im
BAP kann jedoch erneut dargestellt werden, dass der ADVIA 120
systematisch héhere Messergebnisse analysierte als der Sysmex
R500. Die Ergebnisse (SysmexR500:X=1,11 % RET und ADVIA 120: X
=1,42%RET) sind statistisch signifikant unterschiedlich (p <0,001).
Im Mittel liegen die Ergebnisse des ADVIA 120 um 0,30% hdéher
als die des Sysmex R500. Das 95 %-Konfidenzintervall verlauft von
-0,78-0,18 % RET. Die in der Graphik erkennbaren Differenzen au-
Berhalb dieses Bereiches betragen -1,15, - 0,89 und -0,88 % RET. Die
Punktwolke weist in der Mitte die hochste Streuung auf.

Fiir die Daten der IST wurde ein statistischer Zusammenhang
von r = 0,76 ermittelt (Sysmex R500 vs. Sysmex XT-2000i). Auch
hier ist graphisch ein systematischer Messunterschied erkennbar
(signifikant mit p =<0,001). Anders als beim Vergleich mit dem
ADVIA 120 liegen die Ergebnisse des Referenzgerites Sysmex R500
(X = 1,22%RET) jedoch hoher als die des Vergleichsgerates Sysmex
XT-2000i (X = 1,02%RET). Der Mittelwert der Differenzen betragt
0,21%RET. 95% der Differenzen liegen zwischen -0,02-0,42 %RET.
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MW % RET Sysmex RS00 und Sysmex XT-20008

Die drei in der Graphik dargestellten Differenzen von -0,51 -0,52
und -0,6 %RET konnen als AusreifSer betrachtet werden. Der Medi-
an der Differenzen liegt bei 0,25%RET.

Referenzwertermittlung

In der medizinischen Diagnostik und zur Interpretation von Labor-
werten werden Referenzwerte herangezogen. Zur Referenzwerter-
mittlung wird eine entsprechend grofie Stichprobe von humanen
Proben analysiert, von denen ausgegangen wird, dass sie von Ge-
sunden stammen. Der Bereich des 95 % - Konfidenzintervalles wird
als der ermittelte Referenzbereich deklariert (23,36,43). An dieser
Stelle sei darauf hingewiesen, dass der heute fast allgemeingiil-
tige Begriff Referenzwert den Begriff Normwert ersetzt hat. Hier
wird indirekt deutlich, dass Blutwerte erheblichen Schwankungen
durch verschiedene Einflussfaktoren unterliegen kénnen, so dass
eine Einstufung in “normal® kaum méglich ist. In medizinischer
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Tabelle 1: Referenzbereiche, Minimum (Min), Maximum (Max), Anzahl der Proben (n) mit % RET >2,0 %. Ergebnisse der eigenen Studie (QU) mit Sysmex R500 und hypothetische
Werte fiir ADVIA 120 und Sysmex XT-2000i, abgeleitet von den Ergebnissen der drei Vergleichsstudien. AuBerdem Korrelationskoeffizient (Pearson’s), Mittelwert (MW) der
Differenzen (Gerét 1 — Gerat 2) und 95 % - Konfidenzintervall der Ergebnisse von Gerate-Vergleichsstudien (SHTL, VS, IST).

Querschnittuntersuchung (QU) mit 425
Kaderathleten

Sysmex R500

Datenquelle eigene Studie

Referenzbereich % RET 0,60-1,82

Min % RET 0,45

Max % RET 2,59

n>%RET 2,0 7

Vergleich zweier Gerate Sysmex R500 vs. ADVIA 120 (SHTL)

fiir % RET

Korrelation (r) 0,61

MW Differenzen -0,33

95 % - Konfidenzi. der Diff. -0,90-0,25

Verhltnis Sysmex R500
<ADVIA 120

Fachliteratur sind folgende Referenzwerte, ausgehend von einer ge-
sunden, zum Teil geschlechtsunspezifischen, Stichprobe fiir %RET
angegeben (Angaben zu Messmethoden wie vorhanden):

« 08-2,0 bzw. 0,5-1,5 und 0,7-1,5 (mikroskopische Zahlung
(12,21,39))

+ 05-2,0 (automatische Zahlung (39))

0,37-1,96; 0,53-2,18 (automatische Zahlung mit Fluoreszenz-
farbstoff (22,37))

. 06-24(20)

Frauen: 0,8 -4,1, Manner: 0,8-2,5 (automatische Z&hlung mit
Fluoreszenzfarbstoffen (12,16))

Mit der hier vorgestellten Studie wurde der Frage nachgegangen,
ob sich ein von den angegebenen Bereichen abweichender Refe-
renzbereich fiir junge Nachwuchsathleten ermitteln lasst. Ausge-
hend vom 95%-Konfidenzintervall der vorliegenden Daten, kann
ein von uns ermittelter Referenzwertebereich von 0,60-1,82%RET
fir die Grundgesamtheit unserer Stichprobe angegeben werden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterscheiden sich somit
nicht von den oben aufgefithrten Referenzbereichen. Denkbar wére
ein erhohter Referenzbereich, da gerade bei Ausdauersportarten
Erythrozyten zerstort und diese durch junge Erythrozyten ersetzt
werden, wie in einer drei wochigen Studie auf dem Fahrradergome-
ter (5 mal pro Woche fiir 45 Minuten) von Schmidt et al. nachgewie-
sen werden konnte (32). Aber auch Banfi et al. (7) ermittelten fiir
106 Athleten im Alter von 19 bis 35 Jahren einen Referenzbereich
von 0,30 bis 1,54 %RET (X = 0,81). Die Kontrollgruppe aus 73 gesun-
den Probanden wies einen Bereich von 0,26 -1,79 (X = 0,84) %RET
auf, der sich statistisch nicht von dem der Athleten unterschied.
Morkeberg et al. (26) untersuchten in einer einjéhrigen Studie eine
Fahrradmannschaft hinsichtlich ihrer hdmatologischen Parame-
ter. 374 Blutproben von 28 ménnlichen Probanden lagen zwischen
0,28 -2,0%RET. In der Studie von Malcovati et al. (23) wurde fiir 923
Fuflballspieler ein Referenzbereich von 0,53 - 1,47 % RET ermittelt.
Innerhalb unserer untersuchten Stichprobe konnte kein Un-
terschied von %RET hinsichtlich der Sportarten statistisch ausge-
macht werden. Dieser wire moglicherweise z. B. zwischen Ausdau-
er-und Kraftsportarten durch unterschiedliche Trainingsmethoden
und Anforderungen an die aerobe Leistungsfahigkeit zu erwarten.
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ADVIA 120 Sysmex XT-2000i

hypothetisch hypothetisch

0,90-2,10 0,41-1,67

0,77 0,24

2,91 2,38

22 2

Sysmex R500 vs. ADVIA 120 (VS) Sys. R500 vs.
Sys. XT-2000i (IST)

0,82 0,76

-0,3 0,21

-0,78-0,18 -0,02-0,42

Sysmex R500 Sys. R500 >

< ADVIA 120 Sys. XT-2000i

Trainingsreize iiber Hypoxie oder Héhenexpositionen kénnten
gerade bei den Ausdauersportarten durch eine Aktivierung der
Erythropoese zu hoheren %RET fiihren. Banfi et al. (7) konnten in
ihrer Untersuchung ebenfalls keinen statistischen Unterschied von
%RET von Athleten verschiedener Sportarten (Rugby, Fufiball, Ski
Alpin) ermitteln. Ashenden et al. (3) fanden keinen Unterschied von
%RET zwischen den Geschlechtern und den Sportarten Rudern
und Fuf$ball tiber einen mehrjahrigen Untersuchungszeitraum.

Fir den weiblichen Anteil der Stichprobe konnte ein vom
Menstruationszyklus beeinflusster und damit altersabhangiger
Anteil der Retikulozyten erwartet werden. Er deutet sich zwar gra-
phisch an, kann jedoch nicht statistisch nachgewiesen werden, was
mit den oben aufgefiihrten altersunabhédngigen Angaben fiir % RET
in der Literatur und mit den Ergebnissen einer Studie von Tarallo
et al. iibereinstimmt (38).

7 Athleten lagen mit 2,02 -2,59 % RET tiber dem seit den Olym-
pischen Winterspielen 2002 in Salt Lake City herangezogenen
Grenzwert von 2,0%RET. Mogliche Ursachen kénnen sportliche
Aktivitat, die damit verbundene Zerstorung von Erythrozyten und
Aktivierung der Erythropoese sein (31). Auch pathophysiologische
Prozesse konnen Grund einer verdnderten Erythropoese sein. In
der Sportwissenschaft steht die Hypoxie als physiologischer Reiz
zur Steigerung der Erythropoese und damit eine mégliche Ver-
besserung der aeroben Leistungsfihigkeit im Vordergrund. Das
Hoéhentrainingslager ist fiir viele Ausdauersportler fester Bestand-
teil im Trainingsplan (44,45,46). In den letzten Jahren ist jedoch
auch die Blutmanipulation unter Ausdauersportlern zu einer
offentlichen Diskussion geworden. Im Fokus stehen dabei auto-
loge und homologe Bluttransfusionen sowie die Anwendung von
rekombinantem Erythropoetin (thEPO). Rekombinantes Erythro-
poetin kann seit der Entwicklung von menschlichem rhEPO nur
schwer nachgewiesen werden. Um kurzfristig und vor Ort schnell
Aussagen machen zu kénnen, sind hdmatologische Parameter und
ihre Referenzwerte von grofSter Bedeutung. Ein Befund tiber dem
in Anlehnung an Referenzwerte ermittelten Grenzwert von >2,0%
RET kann bei Olympischen Spielen zu einer weiteren Doping-Kon-
trolle fithren, da der Verdacht einer unerlaubten EPO-Manipulation
bestehen wiirde.

DEUTSCHE ZEITSCHRIFT FUR SPORTMEDIZIN Jahrgang 61, Nr. 9 (2010)



Messmethodische Variabilitaten

Vor diesem Hintergrund ist die Kenntnis gerdtetechnisch be-
dingter Variabilitdten von %RET unerlésslich, denn die auf dem
Markt erhéltlichen Messgerédte bedienen sich unterschiedlicher
Messmethoden (z.B. Anfarbung der RNA in den Retikulozyten mit
Vital-, Absorbtions- oder Fluoreszenzfarbstoffen (11)). Auch an-
dere Autoren machen in ihren Publikationen darauf aufmerksam,
dass ihre Ergebnisse im Zusammenhang mit den Analysegeraten
und ihren Messmethoden zu sehen sind (3,6,25,39). Himatolo-
gische Analysegerdte werden hauptsachlich durch die Hersteller-
firma kalibriert. Die fehlerfreie Funktion der Gerdte kann durch
eine laborinterne Qualitdtskontrolle gepriift werden. Eine weitere
Kontrollmaf$nahme stellt die externe Qualitatskontrolle durch
Ringversuche dar. Im Gegensatz zur internen Kontrolle, bei der
Kontrollmaterial mit bekannter Konzentration zur Verfiigung
steht, analysiert der Anwender die externe Kontrolle ohne Kennt-
nis der Messwertkonzentrationen bzw. Sollwerte. Die Ergebnisse
werden anschlieflend in Deutschland nach den Richtlinien der
Bundesérztekammer (RiliB4k) von nach ISO 17 025 akkreditierten
Referenzlaboratorien bewertet (z.B. DGKL und Instant e.V.). Von
Bedeutung ist hier, dass ein- und demselben Ringversuch je nach
Messmethode unterschiedliche Zielwerte und Referenzwerte (Be-
wertungsbereich) zu Grunde liegen. Unterschiedliche, messme-
thodisch bedingte Ergebnisse werden somit bei Ringversuchen
einkalkuliert. Hier wird deutlich, dass methodische Variabilitaten
von geringerer klinischer Bedeutung sind, als sie es fiir einen Ver-
gleich der Daten von Athleten sein konnen. Gemessene Biomarker
werden in der klinischen Diagnostik anhand von ausgewiesenen
Referenzwerten in Abhéngigkeit der Messtechnik in der Postana-
lytik vom Arzt bewertet. Liegt ein Messwert in der sogenannten
Grauzone (Ubergang vom Referenzwert zum eindeutig patholo-
gischen Wert) konnen weitere Untersuchungen zur Diagnostik
herangezogen oder Messungen wiederholt werden. In der Regel
werden eine Reihe von Probennahmen und Analysen durchge-
fithrt, bevor ein eindeutiger Befund zur Therapiegrundlage vor-
liegt. Dagegen hat bei Athleten ein einmal gemessener %RET-
Wert, der oberhalb eines Grenzwertes liegt, welcher unabhangig
von der Messtechnik festgelegt wurde, moglicherweise direkte
Konsequenzen zur Folge.

Der Vergleich zwischen den drei Geréten zeigt unterschied-
lich hohe Korrelationen (Tab. 1). Eine als unbefriedigend einzu-
stufende Korrelation von r = 0,61 fiir die Daten der ersten Ver-
gleichsstudie SHTL hat vermutlich eine Summierung pra- bzw.
postanalytischer Einflussfaktoren als Ursache, die jedoch nicht
dokumentiert wurden (s. hierzu (19)). Systematische Messunter-
schiede wurden im Bland-Altman-Plot deutlich gemacht und be-
stitigen die Hypothese von gerdtebedingten Messvariabilititen.
Folgendes kann demzufolge formuliert werden: Die Ergebnisse des
ADVIA 120 lagen im Durchschnitt um 0,32%RET (X Studie SHTL
und VS) hoher als die des Sysmex R500. Die Ergebnisse des Sysmex
R500 lagen um 0,21 % RET hoher als die des Sysmex XT-2000i. Der
in unserer Studie (QU) ermittelte Referenzbereich lage mit dem
ADVIA 120 héher und mit dem Sysmex XT-2000i niedriger (Tab. 1).
Die Anzahl von 7 Athleten der QU mit dem Sysmex R500, die iiber
dem Grenzwert von %RET lagen, hétte sich bei einer Messung mit
einem ADVIA 120 auf 22 erh6ht und mit einem Sysmex XT-2000i
auf 2 Athleten reduziert (Tab. 1). Als Folge bedeutet dies, dass sich
im Ernstfall die Anzahl der sofort ausgesprochenen Schutzsperren
wihrend eines Wettkampfes erheblich unterscheiden wiirden.
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Auch Ashenden et al. untersuchten in ihrer Studie ,intra-measure-
ment” Variabilitdten und fanden signifikant hohere Ergebnisse mit
dem ADVIA 120 als mit dem Sysmex XE-2100 (3). Publizierte Daten
von Morkeberg et al. stimmen in signifikant hheren Analysewer-
ten des ADVIA 120 gegeniiber dem Sysmex R500 mit unseren Er-
gebnissen tiberein (25). Butarello et al. (13) untersuchten mit fiinf
verschiedenen Geréten die Fraktion junger Retikulozyten (IRF) und
kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass deren Referenzbereich stark
methodenabhéngig ist. In einer weiteren Studie von Ashenden et
al. wurden Messabweichungen elf verschiedener hdmatologischer
Analysegerdte untersucht. Die Autoren fanden tiberwiegend ho-
here Werte mit dem ADVIA 120 als mit auf Fluoreszenzintensitét
basierenden Messmethoden (4). In einer anderen Studie mit 317
Probanden (ménnlich: 142, weiblich: 175) sollten Referenzbereiche
fiir Retikulozyten mit fiinf Messgerdten ermittelt werden. Die Ar-
beitsgruppe Van den Bossche et al. wiesen hier gerdteabhéngige
Referenzbereiche fiir %RET aus, die auch Thomas in einer neu-
eren Fassung seines Standardwerkes iiber Bewertungen von La-
borbefunden fiir die medizinische Diagnostik aufnahm (40,41):
0,61-2,16 (AbX Pentra 120 Retic); 0,61-1,79 (Coulter Gen-S);
0,44-1,55 (Sysmex SE 9500); 0,61-2,24 (Abbott CD 4000) und
0,50-1,40 (ADVIA 120).

Neben den automatischen Bestimmungsmethoden stellt die
manuelle Zédhlmethode der Retikulozyten (Verwendung von Vi-
talfarbstoffen) auch heute noch eine Alternative dar. Diese Metho-
de ist jedoch unpraziser, und weist demzufolge hohere intra- und
interlabor-Variabilitaten auf (intra-VK von 10%, 23,6% und 49%
fir hohe, normale und niedrige %RET und inter-VK von 25-50 %),
als die automatische Zahlmethode (14,30,39,42). Zum einen wer-
den weitaus weniger Erythrozyten hinsichtlich der Retikulozyten
beurteilt und zum anderen spielt der subjektive Aspekt eine grofle
Rolle. Daneben konnen Vitalfarbstoffe auch andere Bestandteile
(Eiseneinschliisse, denaturiertes EiweifS) der Retikulozyten anfér-
ben (5,21). Es werden jedoch nicht grundsétzlich héhere Werte mit
dem Mikroskop ermittelt oder hohere Referenzwerte angegeben
(30,39). Fluorochrome farben auch DNS, jedoch konnten wir ent-
gegen der Theorie, dass Oxazin 750 (ADVIA 120) als nicht-fluores-
zierender Farbstoff nur RNA férbt, keine hoheren Werte mit dem
Fluoreszenzverfahren ermitteln.

Es sei darauf hingewiesen, dass an dieser Stelle nicht geklért
werden kann, welche Messmethode sich dem wahren Wert am ehes-
ten anndhert, da dies nicht Untersuchungsgegenstand war und nur
mit hoch standardisierten und aufwendigen Methoden ermittelt
werden kann. Die Varianz ermittelter Werte mit unterschiedlichen
Messtechniken ist unter Anwendern eine bekannte Tatsache, er-
hélt jedoch bei der Interpretation von Ergebnissen oft zu wenig Be-
achtung. So wire es ratsam, beispielsweise Datenbanken von Blut-
profilen unbedingt durch die Dokumentation von Messgerdt und
-methode zu erweitern. Allem voran steht eine unabdingbare Stan-
dardisierung nicht nur der Blutentnahme in Bezug auf Korperstel-
lung, Tageszeit, vorhergehende Belastung und Hoéhenexposition,
sondern auch in Bezug auf die verwendete Messapparatur (4,36). Es
sind nicht nur Kenntnisse iiber den Einfluss von Training, den Ab-
nahmezeitpunkt (vor, wihrend, nach Wettkampf), die Sportart und
die intraindividuellen Variabilitdten von %RET besonders wichtig,
sondern auch von Praanalytik und Messmethodik (4,6,25). Aus den
Ergebnissen resultiert auch, dass derzeitig definierte Blutparame-
ter und ihre festgelegten Grenzwerte zur Ermittlung von Verdnde-
rungen hdmatologischer Eigenschaften, wie auch schon von ande-
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ren Autoren postuliert, nicht alleine als Indikatoren zur Ermittlung
von Blutmanipulationen ausreichen (33). Neuere direkte (totale
Héamoglobinmenge, eASAT) und indirekte Methoden (ON-, Off-mo-
del, z-score) tragen dazu bei, die bestehende Testbatterie effektiv
zu erweitern (2,18,24,27,33,34,35). Die Ergebnisse unserer Studien
sollen jedoch demonstrieren, dass nicht nur die Erweiterung von
Testparametern und damit die weitere Offenlegung medizinischer
Daten notig ist, sondern gleichermafien eine Durchsichtigkeit bzw.
Dokumentation der Messmethodik erfolgen sollte.

Der in der vorgestellten Studie ermittelte Referenzbereich fiir % RET
fiir Kader-Athleten zeigt keine Abweichung von denen in gangiger
medizinischer Literatur angegeben Referenzbereichen. Es konnte
jedoch erneut in drei Teilstudien nachgewiesen werden, dass von
methodisch bedingten, systematischen Messvarianzen fiir % RET
auszugehen ist. Als Folge ergeben sich drei Konsequenzen:

- Es sollte eine hohe Standardisierung der Durchfithrungen
von Messungen zur Erfassung intraindividueller Referenzbe-
reiche fiir Retikulozyten und zur Dopingkontrolle angestrebt
werden, bei der nur ein Gerétetyp zur Anwendung kommt.
Ist die Anwendung eines Geritetyps nicht durchfiihrbar, ist es
unumgénglich, ermittelte Messwerte nur im Zusammenhang
mit Referenzbereichen, die mit derselben Methode erhoben
wurden zu interpretieren.
- Grenzwerte miissen in Abhédngigkeit der Messmethode defi-
niert werden, woraus folgt, dass Proben von Athleten nur mit
dieser Messmethode kontrolliert werden duirfen.
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