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Streszczenie

Jednym z gtéwnych elementéw metabolizmu androgendéw jest przylaczenie do nich reszty glukuronylowej. Proces ten katalizujg trzy
enzymy z grupy transferaz: UGT2B7, UGT2B15, UBT2B17. Uglukuronylowane zwiazki cechuja sie silniejsza polaryzacja, a przez to sa
latwiej rozpuszczalne w wodzie i usuwalne z organizmu.

Jednym z podstawowych androgenéw uzywanych w dopingu jest testosteron. Jego wydalanie w postaci formy uglukuronylowanej
w warunkach fizjologicznych jest state. Wspdlczynnik obecnosci testosteronu do epitestosteronu w moczu powinien wynosi¢ ponizej 4,0.
Wyzsze wartosci Swiadczg o uzywaniu dopingu. Zaobserwowano, ze delecja genu kodujacego enzym UGT2B17 powoduje zmniejszenie
stezenia wydalania testosteronu, a w zwigzku z tym sztuczne zmniejszenie wspoélczynnika E/T. (Endokrynol Pol 2009; 60 (1): 58-62)
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Abstract

Glucuronidation is one of the most important metabolic processes which eliminates androgens from the human organism. Three enzymes
(UDP-glucuronosyltransferases) are responsible for transfering the glucuronic group from glucuronic acid to androgens: UGT2B7, UGT2B15
and UGT2B17. Glucuronide products are more polar, water soluble, less toxic and easily extracted form the body.

Testosterone is a common androgen abused in sport. The norm for urinary testosterone/epitestosterone ratio is below 4.0. Large testoste-

rone excretion is associated with a deletion polymorphism of the UGT2B17 gene. This polymorphism decreases T/E ratio level.

(Pol J Endocrinol 2009; 60 (1): 58—62)
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Wstep

Doping w sporcie to swiadome lub nieswiadome sto-
sowanie $srodkéw lub metod zabronionych przez Mie-
dzynarodowy Komitet Olimpijski (MKOL). Swiatowy
Kodeks Antydopingowy zostal przyjety w 2003 roku przez
wszystkie z 35 olimpijskich miedzynarodowych federacji
sportowych, wszystkie komitety olimpijskie i paraolim-
pijskie oraz wiele innych organizacji sportowych.

Juz pod konieclat 80. XX wieku 21% lekarzy sporto-
wych uznawalo pozytywny wplyw dopingu na sukces
sportowy, a 62% zawodnikéw twierdzito, ze dzialacze
sportowi wywierali na nich presje, aby stosowali do-
ping. Wydaje sie, ze tendencja ta w istocie nasila sie.
W jednym z badan wykazano, ze 3-5% dzieci oraz
5-15% sportowcoéw amatoréw deklarowato stosowanie
srodkéw uznanych za doping [1]. Wedlug Delbeke
stosowanie niedozwolonych srodkéw dotyczy 38-58%
zawodnikéw [2].

Najbardziej rozpowszechnionymi srodkami dopin-
gujacymi wiréd zawodnikéw, a takze wsréd oséb re-
kreacyjnie uprawiajacych sport sg substancje androgen-
no-anaboliczne. Stosuje je okolo 7-10% uczniéw w Sta-
nach Zjednoczonych, w tym znaczna cze$¢ przed
16. rokiem zycia [3]. W Szwecji wsréd 2742 przebada-
nych uczniéw 2,7% i0,4% uczennic mialo kontakt z SAA
[4]. Inni autorzy podajg, Ze w grupie 1667 amatorow
9,1% mezczyzn oraz 2,3% kobiet przyznato sie do przyj-
mowania steroidéw anaboliczno-androgennych.

Analiza wynikéw kontroli antydopingowej uzyska-
nych w 32 laboratoriach akredytowanych przez Swia-
towq Organizacje Antydopingowa (WADA, World Anti-
Doping Agency) w 2004 roku ujawnila, ze 36% pozytyw-
nych wynikéw dotyczylo stosowania substancji andro-
genno-anabolicznych.

Obserwuje sie przewleklte, wielomiesieczne (a na-
wet wieloletnie) przyjmowanie substancji androgenno-
-anabolicznych. W Stanach Zjednoczonych stwierdza
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sie coroczny wzrost sprzedazy substancji androgenno-
-anabolicznych o okolo 20%. Czesto siegaja tez po nie
zawodnicy u schytku kariery sportowe;.

Anaboliki w dopingu

Gléwnymi substancjami stosowanymi w dopingu far-
makologicznym s3 steroidy anaboliczne. Naleza one do
syntetycznych pochodnych testosteronu. Modyfikacja
czgsteczki testosteronu powoduje zwiekszenie jego
wlasciwosci anabolicznych w poréwnaniu z dzialaniem
androgennym (ktére w r6znym stopniu cechuja kazdy
anabolik), zwolnienie tempa metabolizmu i wydtuze-
nie czasu dzialania.

Na licie srodkéw zabronionych do stosowania
przez sportowcéw, opracowanej przez WADA w 2006
roku, wymienia si¢ dwie grupy hormonéw steroido-
wych. Do pierwszej naleza endogenne steroidy (andro-
stendiol, androstendion, dehydroepiandrosteron
[DHEA], dihydrotestosteron, testosteron i podobne sub-
stancje). Do drugiej grupy zalicza sie steroidy egzogen-
ne, sa to estry 17a-alkyl-testosteronu (stanazolol, mety-
lotestosteron, metandienon, oksandrolon, oksymeste-
ron) oraz estry 178-OH-testosteronu (nandrolon, dro-
stanolon, trenbolon, methenolon, boldenon).

Wiekszos¢ steroidow anabolicznych ulega dwustop-
niowym przemianom w organizmie.

W pierwszej fazie dochodzi do redukcji reszt keto-
nowych, oksydacji grup hydroksylowych oraz oksydo-
redukcji wigzan pomiedzy atomami wegla w szkiele-
cie steroidowym.

W drugiej fazie metabolizmu nastepuje sprzeganie
powstalych metabolitéw z kwasem glukuronowym
i siarkowym, co pozwala na ich wydalenie przez nerki.
Stosowane sposoby identyfikacji steroidéw anabolicz-
nych opieraja sie na wykrywaniu ich metabolitéw
w moczu. Produkty II fazy (siarczany i glukuroniany)
sa przeksztalcane do odpowiednich metabolitéw I fazy,
a nastepnie oczyszczane i zageszczane. Niekiedy wy-
twarza sie bardziej lotne pochodne, ktére mogga by¢ na-
stepnie analizowane metodami GC/MS. Zatem wykry-
cie obecnosci w organizmie egzogennych steroidéw
anabolicznych moze by¢ dokonane albo przez bezpo-
$rednig identyfikacje danego zwigzku lub posrednio
przez wykazanie obecnosci jednego z jego metabolitow,
ktory fizjologicznie nie wystepuje w moczu.

Wykrycie dopingu za pomoca substancji produkowa-
nych endogennie (np. testosteronu) jest znacznie trudniej-
sze do udowodnienia. Wyzej wymienione metody GC/
/MS nie sa w tym przypadku wystarczajace. W zwiazku
z tym okre§la sie wskaznik stezen testosteronu do epi-
testosteronu (T/E ratio) oraz wspoélczynnik zawartosci
izotopéw wegla 3C/*2C oznaczanych metoda spektro-
metrii masowej (IRMS, isotope ratio mass spectrometry).

Testosteron

Epitestosteron

Rycina 1. Wzdr testosteronu i epitestosteronu

Figure 1. Chemical formula of the testosterone and the epitestosterone

Epitestosteron

Epitestosteron (ET, epitestosterone) jest 17-a epimerem
testosteronu, a wiec rézni sie od niego jedynie prze-
strzenng budowa czasteczki — konfiguracja grupy OH.
Po raz pierwszy stwierdzono jego obecnos¢ w tkance
watroby krélika w 1947 roku [5] (ryc. 1).

Wiekszos¢ obecnego w ustroju ET wytwarzaja ja-
dra. Stymulacja gruczotu §rédmigzszowego choriongo-
nadotroping powoduje wzrost stezenia glukuronianéw
ET w moczu, natomiast uposledzenie stymulacji komo-
rek Leydiga, ktére obserwuje sie po podaniu testoste-
ronu, powoduje obnizenie ilosci wydalanego ET [6].

Mniejsza cze$¢ wytwarzanego ET jest prawdopo-
dobnie pochodzenia nadnerczowego. Stymulacja hor-
monu adrenokostykotropowego (ACTH, adrenocortico-
tropic hormone) powoduje znaczne podwyzszenie ste-
zenia glukuronianu ET zawartego w moczu [7]. Istnie-
je réwniez doniesienia o wytwarzaniu niewielkich ilo$ci
ET przez tkanki obwodowe, jednak dane te nie sg od-
powiednio udokumentowane.

Dotychczas niewiele wiadomo o biochemicznych
drogach powstawania ET zaréwno w jadrach, jakipoza
nimi. U niektérych ssakéw (np. u krélikéw, swinek
morskich i myszy) wysoka aktywnos$¢ 17-a-oksydore-
duktazy hydroksysteroidowej umozliwia prosta kon-
wersje testosteronu do androstendionu, a nastepnie do
epitestosteronu [8].

U czlowieka wykazano niska aktywnos¢ 17-a-
-oksydoreduktazy hydroksysteroidowej, dlatego kon-
wersja testosteronu do ET jest minimalna [9]. Wykaza-
no prawdopodobny szlak metaboliczny z pregnenolo-
nu prowadzacy do syntezy ET. Pregnenolon w reakcji
katalizowanej przez syntetaze, w obecnosci cytochro-
mu P-450, przeksztalca sie¢ w androsteno-33-ol. Row-
nolegle mozliwe jest utlenianie pregnenolonu do an-
drosteno-174-diolu, ktdry stanowi prekursor ET [10, 11].

Poczatkowo uwazano, ze ET jest pozbawiony jakiego-
kolwiek biologicznego znaczenia. Jednak juz w 1977 roku
stwierdzono, ze ma on zdolno$¢ hamowania aktywnos-
ci obecnej w najadrzu 5-a reduktazy [12]. Epitestoste-
ron ogranicza rozw¢j takich androgenozaleznych
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narzaddw, jak gruczol krokowy, pecherzyki nasienne,
nerki i mieszki wlosowe.

Zmniejszenie masy stercza po podaniu ET moze
wynikaé zaréwno z bezposredniego wspétzawodnic-
twa o receptor androgenowy, jak rowniez hamowania
sterczowej 5-a reduktazy (przede wszystkim II typu).

Epitestosteron dziata réwniez w obrebie jader szczu-
ra i czlowieka jako kompetycyjny inhibitor niektérych
enzymow zaleznych od cytochromu P-450. Ten hamu-
jacy wplyw na biosynteze androgenéw wywierany
przez ET stanowi kolejny element jego antyandrogen-
nej aktywnosci.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze omawiany zwigzek
dziala w r6znych miejscach osi podwzgdrze—przysad-
ka—gonada. Obnizenie stezenia testosteronu (spowodo-
wane inhibicjg biosyntezy w jadrze) moze stymulowac
uwalnianie gonadoliberyny (GnRH, gonadotropin-rele-
asing hormone) rownolegle jednak zaznacza sie bezpo-
$redni wplyw ET na przysadke jako inhibitora postran-
skrypcyjnego procesu syntezy gonadotropin, co skut-
kuje redukcja stezenia gonadotropin. Nie wyklucza sie
réwniez jego hamujacego oddzialywania bezposrednio
na podwzgorze [13].

Wykazano takze, ze bezposrednio blokuje on obwo-
dowe receptory androgenowe, przy czym nie wykazu-
je on wewnetrznej aktywnosci androgennej.

Niezwykle interesujacy jest rowniez fakt, ze ET jako
endogenny antyandrogen jest wytwarzany przez cale
zycie, wlacznie z okresem plodowym. Wobec androge-
nozaleznego charakteru wielu narzadéw ET niewatpli-
wie moduluje ich rozw6j i prawidlowe funkcjonowanie.

Analogicznie do testosteronu, ET jest ligandem dla
enzymoéw z grupy UDP-glukuronosulftransferaz. Jest
wydalany z moczem w postaci glukuronianu. Iloé¢
wydalanego z moczem ET jest nieznacznie mniejsza od
ilosci wydalanego testosteronu (T, testosterone) i wyno-
si u mezczyzn 200-500 nmol/24 h i 80-500 nmol/24 h
u kobiet [11, 14].

Dobowe wytwarzanie ET przez organizm zdrowe-
go mezczyzny wynosi §rednio 0,2 mg. Niskie stezenie
tego zwiazku w surowicy (50-250 pg/ml) jest spowo-
dowane niewielka produkcja i wysokim klirensem me-
tabolicznym. Epitestosteron wykazano w nadnerczach,
jajnikach, jadrach, watrobie i nerkach. Wydalanie ET
osigga maksimum miedzy 20. a 30. rokiem Zycia [11].

W 1983 roku Donike i wsp. przedstawili badania
dotyczace zastosowania ET w kontroli antydopingowej
w kontekscie dopingu testosteronem [15]. Wspélczynnik
stezeft T/ET w moczu jest staty i wynosi okolo 1:1. Zmien-
no$¢ miedzy-iwewnatrzpopulacyjna tego wskaznika jest
mala. W niektérych przypadkach (i grupach etnicznych)
moze by¢ jednak wyzszy. Wysitek fizyczny nie modyfi-
kuje go. Prawdopodobnie moze on by¢ podwyzszony
w wyniku stosowania na przyktad koksybéw iopioidowych
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lekéw przeciwbdélowych, alkoholu. Na wartos¢ tego
wskaznika wplyw moze mie¢ tez niewlasciwe przecho-
wywanie prébek (rozwdj flory bakteryjnej).

Nielegalne stosowanie testosteronu powoduje
wzrost jego metabolitéw w moczu natomiast nie wptywa
na pochodne ET. Aby utrzymac niezmieniong warto$é
wspolczynnika T/ET, zawodnicy stosowali oprocz testo-
steronu takze ET, co jednak jest postepowaniem nie-
skutecznym przy iloéciowym ich oznaczaniu.

Zasadniczym badaniem w procesie kontroli anty-
dopingowej jest okreslanie stezenia hormonéw stero-
idowych w moczu sportowcéw. Jednak oznaczenie sa-
mej pochodnej testosteronu (uglukuronylowany testo-
steron — TG, testosterone glucuronide) nie jest pomiarem
adekwatnym. Caltkowite stezenie tego hormonu
w moczu jest zmienne osobniczo. Dlatego w kontroli
antydopingowej bada sie stosunek uglukuronylowane-
go testosteronu (TG) do uglukuronylowanego epitesto-
steronu (EG, epitestosterone glucuronide) [15]. Warto$¢ pro-
gowa wspdlczynnika TG/ET wynosi 4. Jest to wlasciwe
badanie wstepne. Stwierdzenie wyzszej wartoSci
TG/ET powinno prowadzi¢ do ustalenia przyczyny nie-
prawidlowo wysokiego stezenia testosteronu. Zgodnie
z zaleceniami WADA z 2004 roku, u zawodnikéw, u kto-
rych kilkakrotnie wykazano podwyzszony wskaznik
T/E oraz u tych sportowcéw, u ktérych stezenia testoste-
ronu, epitestosteronu i DHEA przekraczaja ustalone war-
tosci, powinno sie wykonaé badanie wspétczynnika izo-
topowego atomdéw wegla metoda IRMS [16].

Enzymy UDP-glukuronosulftransferazy

Metabolizm testosteronu (i zwigzkéw pochodnych)
odbywa sie gtéwnie w watrobie i ma zwigzek z proce-
sami hydroksylacji, redukcji, oksydacji oraz sprzegania
z grupami tiolowymi (SH, thiol group) lub kwasem glu-
kuronowym. Powstale konjugaty staja sie rozpuszczal-
ne i sg fatwo wydalane z moczem (nie ulegaja wigzaniu
z biatkami no$nikowymi). W niewielkich iloéciach testo-
steron i jego metabolity sa wydalane z moczem w posta-
ci niezmienione;j.

Donorem reszty glukuronowej jest kwas UDP-glu-
kuronowy, natomiast enzymami katalizujgcymi reakcja
glukuronidagji sa transferazy glukuronylowe wystepuja-
ce zaré6wno w siateczce Srédplazmatycznej, jak i w cyto-
plazmie wielu narzadéw (np. w sterczu). UDP-gluku-
ronylotransferazy tworza rodzine enzyméw (u ludzi
18), aich synteza i aktywno$¢ sa uwarunkowane gene-
tycznie [17]. Pod wzgledem homologii struktury pierw-
szorzedowej dzieli sie¢ ona na dwa rodzaje: UGT1
i UGT2. Natomiast ilosciowo rodzaje te skupiaja po 50%
réznych typéw enzymoéw [18].

Enzymy z grupy UGT1 sa kodowane przez gen skia-
dajacy sie z 17 egzonéw zlokalizowanych na chromo-
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somie 2 (2q37). Poszczegodlne izoformy powstaja na dro-
dze alternatywnego splicingu poprzez polaczenie egzo-
nu 1. i kombinacji egzonéw 2.-5. [19]. Szes¢ z izoform
jest syntetyzowanych w trzustce. Enzymy z grupy
UGT1A wchodza takze w skiad laficucha metabolicz-
nego, w wyniku ktérego powstaje miedzy innymi przy-
gotowana do wydalenia uglukuronowana bilirubina.
Wiele polimorfizméw zlokalizowanych zaréwno
w egzonie 1., jak i w sekwencji promotorowej koreluje
z hiperbilirubinemia pierwotna [19].

Enzymy z grupy UGT2 kodowane sg przez oddziel-
ne geny, kazdy zlozony z szesciu egzonéw [20]. Izofor-
my UGT2A zabezpieczaja na przykiad system wecho-
wy przed egzogennymi substancjami zapachowymi,
przyczyniajac sie do ,wyciszenia” stymulowanego ukla-
du wechowego [21].

Izoformy enzyméw z grupy UGT2B wystepuja
w réznych tkankach. Geny, ktdre je koduja sg zlokali-
zowane na chromosomie 4 (4q13-21.1). Wyréznia sie
siedem izoform: UGT2B4, B7, B10, B11, B15, B17, B28.
UGT2B4, B10 i B11 — zwigzane sg z metabolizmem
kwasow zélciowych oraz kwaséw tluszczowych, nato-
miast UGT2B28 — estradiolu [20].

Trzy ostatnie izoformy, czyli: UGT2B7, B15i B17 maja
Scisly zwiazek z przeniesieniem reszty glukuronowej na
androgeny. Sa one syntetyzowane w watrobie, komor-
kach skoéry i prostacie. Badania linii komérkowych raka
prostaty wykazaly, ze ekspresja gendéw kodujacych te
izoformy jest écisle dodatnio skorelowana z lokalnym
stezeniem androgenéw (ktére wykazuja dzialanie auto-
i parakrynne). Ma to okreslone implikacje kliniczne
(w przypadkach opornych na leczenie ablacyjne) [18].

Najszersze spektrum dziatania w stosunku do ste-
roidéw ma izoforma UGT2B7. Wykazuje wysokie po-
winowactwo zaréwno do mineralo-, glukokortyko-
idéw, progesteronu, androgenéw, jak i do ich zredu-
kowanych metabolitéw. Dodatkowo enzym ten jest
specyficzny w stosunku do zredukowanych C21-i C19
steroidow i katecholestrogenéw [18].

Podobnym dzialaniem charakteryzuje si¢ izoforma
UGT2B15, ktéra katalizuje przeniesienie reszty gluku-
ronowej na zredukowane androgeny. Interesujacy jest
fakt, ze izoforma ta jest ekspresjonowana nie tylko
w watrobie, komorkach skory czy prostacie, ale réw-
niez w komérkach tkanki ttuszczowej [18].

Enzym UGT2B17

Jednym z gtéwnych enzymoéw grupy UGT2B
jest enzym UGT2B17, posiadajacy ponad 90-procen-
towa homologie w strukturze I-rzedowej z izoforma
UGT2B15 [22].

Gen kodujacy ten enzym po raz pierwszy otrzyma-
no w 1996 roku z cDNA wyizolowanego z komérek

prostaty. Jednak w p6zniejszym czasie transkrypt tego
genu wykryto w wielu innych tkankach, takich jak skora,
mozg, macica itp. Gléwnymi substratami enzymu kodo-
wanego przez ten gen s testosteron i dihydrotestosteron
(DHT). Dlatego bierze on udzial w regulacji wydalania
z organizmu testosteronu oraz jego pochodnych [22].

Do 2003 roku nie znano zadnych form polimorficz-
nych tego enzymu. Dopiero ostatnio odkryto, Ze istnieja
populacje ludzi nieposiadajace genu UGT2B17 (doty-
czy to gtéwnie rasy azjatyckiej) [23].

Genotyp UGT2B17 a wyniki
kontroli antydopingowej

W 2008 roku szwedzcy naukowcy opublikowali
wyniki badania wplywu polimorficznych form genu
UGT2B17 na metabolizm testosteronu, a konkretnie sto-
sunek T/ET w moczu (zastosowano typowa procedure
realizowang w kontroli antydopingowej) [24].

U 145 ochotnikéw sprawdzono wystepowanie genu
transferazy glukuronowej typu 2B17. Okazalo sie, ze
33% probantéw posiadalo oba allele tego genu (geno-
typ ins/ins), 52% mialo tylko jedna kopie genu (geno-
typ ins/del), a 15% bylo pozbawionych obu kopii tego
genu (genotyp del/del) [24].

Sposrod tych os6b wybrano 55 zdrowych ochotni-
kéw (niemajacych nic wspdlnego ze sportem), z ktérych
17 mialo genotyp del/del, 24 — del/ins, a 14 — ins/ins.
Podano im po 360 mg testosteronu. W wyniku badania
okazalo sie, ze sposréd os6b pozbawionych genu
UGT2B17 40% nie przekroczylo granicy TG/TE
4,0 w pierwszych 15 dniach testu, natomiast wyzsze
dawki testosteronu spowodowaly przekroczenie tej
wartosci dopiero w 9. dniu testu (dla poréwnania del/ins
— 7. dziefj, ins/ins — 6. dziefh). Reasumujac, w wyniku
badan prowadzonych w ostatnich latach wykryto, ze
osoby pozbawione genu UGT2B17 po podaniu testo-
steronu maja znacznie mniejszy stosunek TG/EG niz
osoby z chociaz jedna kopig genu [24].

W innych badaniach stwierdzono, ze podanie
200 mg testosteronu 8 zawodnikom rasy zéltej spowo-
dowalo podwyzszenie wskaznika T/TE tylko u trzech
z nich, u pozostatych wyniki byty falszywie ujemne.

W kolejnym badaniu u 122 zdrowych mezczyzn
48 Szwedow i 74 Koreanczykow) oceniono wydalanie
miedzy innymi glukuronianu testosteronu. U homozy-
got del/del wykazano minimalne lub brak wydalania
testosteronu w moczu. Taka konstelacja genetyczna
(del/del homozygoty) jest 7 razy czestsza wsréd Kore-
anczykow (66,7%) niz wéréd populacji szwedzkiej
(9,3%). Ponadto Szwedzi mieli wyzsze stezenie testo-
steronu niz Koreanczycy [25].

Powyzsze wyniku zmuszaja do bardziej refleksyj-
nego spojrzenia na kontrole antydopingowa. Uzasad-
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nione wydaje sie wprowadzenie genotypowania u spor-
towcow i uzaleznienia od genotypu wartosci nieprze-
kraczalnej TG/TE.
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