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ABSTRACT

Introduction and purpose: Gene therapy can be defined as a modification of gene
expression in a patient's body. There are two main strategies: the abuse of "classical" gene
therapy and strategies of RNA interference with gene transfer. The aim of the study is to
analyze scientific literature on gene doping, with a focus on the advantages and disadvantages
of using genes related to sports.

Materials and methods: The literature available on PubMed was reviewed using the words

99 ¢¢

“gene therapy”, “sport”.
Description of the state of knowledge:

The potential modification of genes such as EPO, IGF1/GH, HIF-1, PPAR have been
identified as having beneficial effects for athletes. Modifying the EPO gene could lead to an
increase in red blood cells and oxygen in the blood, which could increase muscle endurance.
Modification of the IGF1/GH gene can lead to muscle hypertrophy, block muscle atrophy.
The HIF-1 gene codes proteins involved in the hypoxia process and can increase endurance
by facilitating the adaptation of cells to low oxygen conditions. Modifying the PPAR gene can
impact carbohydrate and lipid metabolism, regulating body mass. Gene therapy could provide
a potential cure for diseases such as acute anemia and muscular dystrophy. However, it is
important to consider the ethical and health implications of gene doping.

Summary: "Gene doping" is a practice that can lead to improved athletic performance but
also to serious health problems. The introduction of regulations and doping tests detecting
changes in the genome would exclude this practice among athletes who take risky and
morally incorrect actions. Increasing the expression of genes such as EPO, IGF-1, HIF-1,
PCK1 results in increased muscle endurance and performance. Further research is needed to
understand the exact mechanisms and effects of gene therapy. Genetic modification has the
potential to bring benefits such as treating diseases such as acute anemia resulting from
kidney failure.

Key words: gene doping, sport
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Wprowadzenie

Terapia genowa ma wiele réznych definicji, ale w istocie polega na manipulacji ekspresji
konkretnych genow w organizmie pacjenta. Mozna to osiagnaé poprzez dostarczenie
funkcjonalnej wersji genu, ktory jest wadliwy. Opisuje si¢ dwa glowne scenariusze gene
dopingu, z czego jeden polega na naduzywaniu ,klasycznej” terapii genowej, czyli
wprowadzeniu syntetycznych sekwencji DNA za pomoca wirusowych wektoréw do
organizmu, a drugi opiera si¢ na strategiach interferencji RNA. Transfer genéw moze by¢
wykorzystany do zmniejszenia ekspresji genow, w celu uniknigcia aktywnos$ci szkodliwego
genu lub zmodyfikowania odpowiedzi na okre§lony bodziec. Ich transfer moze odbywac sie
zarbwno ex vivo, jak i in vivo. Najczesciej uzywanymi wektorami sg wirusy takie jak
Adenowirusy, Lentiwirusy, Herpeswirusy zwigzane z adenowirusami (AAV), a takze

retrowirusy. [2,3,4,8]

Najczesciej wykorzystywanymi genami, ktore moga by¢ przeznaczone do dopingu
genetycznego, sa geny kodujace erytropoetyn¢ (EPO), hormon wzrostu (GH), czynnik
wzrostu $roédblonka naczyniowego (VEGF-A i VEGF-D), czynnik wzrostu podobny do
insuliny 1 (IGF-1) oraz antagoni$ci miostatyny, takie jak folistatyna (FST), jednakze genow

potencjalnie mozliwych do modyfikacji jest zdecydowanie wiecej. [1,2,3,4]
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Rycinal. Schemat przedstawiajacy metody terapii genowe;.

(Zrodto: https://www.nature.com/articles/s41392-021-00487-6 )

Cel pracy

Celem ponizszej pracy przegladowej jest analiza dotgpnej literatury naukowej dotyczacej
»gene doping” i przedstawienie mozliwo$ci wykorzystania gendw zwigzanych ze sportem, ze

zwrdceniem uwagi na ich wady i zalety.
Opis stanu wiedzy

Badania wykazuja wykorzystanie minimum 10 potencjalnych gendw, ktorych modyfikacja

umozliwilaby doping genowy w celach osiggnigcia korzysSci sportowych.
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Potencjal modyfikacji genetycznych - zalety
EPO

Gen EPO koduje hormon glikoproteinowy, ktory zwigksza liczbe czerwonych krwinek, a
dzigki temu ilo$¢ tlenu we krwi, co zwigksza zaopatrzenie mig¢sni, dzialanie to zwigksza
przede wszystkim wytrzymalo$¢. Dodatkowe kopie genu EPO moga by¢ podane za pomoca
wirusowego wektora.[4,6] Wykorzystanie modyfikacji tej metody moze nie§¢ rowniez szanse
do leczenia takich chorob jak np. ostra anemia w wyniku niewydolno$ci nerek, co miato juz
miejsce w 2002 roku kiedy brytyjska firma wyprodukowala Repoxygen do celow
medycznych, ktéry uzywany byt de facto przez niemieckie biegaczki, przez co ten w 2009
roku zostat przez WADA zakazany. [4,12]

IGF1/GH

Czynnik wzrostu insulinopodobny typu 1 (IGF-1) jest biatkiem, ktore stymuluje proliferacje
komoérkowsa, wzrost somatyczny i1 roznicowanie komorek, a w tym hipertrofi¢ miegsni
szkieletowych, blokowanie atrofii mig§niowej oraz ochrone¢ dla komoérek chrzastki. [3,5,14]
Ekspresja alternatywnej wersji IGF-1 w mieg$niach szkieletowych transgenicznych myszy
wywotata wyrazng hipertrofi¢ mig$ni oraz uniknela starzenia si¢ mie$ni i zachowata
charakterystyczng dla mtodszych zwierzat proliferacyjna odpowiedz na uszkodzenie mig$ni.
Przenoszenie gendéw do mie$ni za pomocg wektorow wirusowych moze roOwniez
przeciwdziata¢ starzeniu si¢ migsni i dziata¢ addytywnie do efektow treningu na hipertrofie
migéni. Istnieje zatem potencjat, ze zwigkszona ekspresja pewnych wersji alternatywnych
IGF-1 w migéniach szkieletowych moze zwigkszy¢ site u sportowcow, a takze poprawi¢ moc
1 regeneracj¢. [3,6] Wstrzykiwanie izoformy IGF-1 szczurom za pomoca adenowiruséw oraz
pézniejsze uzycie treningu oporowego wykazato, ze efekt byl znacznie wzmocniony w
pofaczeniu z aktywnos$cia fizyczng; u ¢wiczacych szczurOw zanotowano wzrost masy
mig$niowej o 31,8%, podczas gdy u nie¢wiczacych wzrost wyniost 14,8%. [14] Modyfikacja

IGF-1 moze réwniez znalez¢ zastosowanie w leczeniu dystrofii migsniowych. [12]
HIF-1

Gen HIF-1 koduje biatka zaangazowane w proces hipoksji, angiogenezy i aktywacji
erytropoezy, lub regulacji metabolizmu glukozy. HIF-1 reguluje homeostaze tlenu, utatwiajac

adaptacj¢ komorek do warunkéw niskiego tlenu. HIF-1 wptywa na erytropoeze, metabolizm
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zelaza, regulacje pH, apoptoze, proliferacje komoérek i interakcje wewnatrzkomoérkowe. [4]
Doping zwigzany ze stymulacjg ekspresji HIF-1 w normalnych warunkach utlenowania, np.
za pomocg substancji chemicznych lub transferu genéw do komorek, moze poprawic
wytrzymato$¢ sportowa. [4] W zmienionej mutacyjnie postaci HIF-1a jest konstytutywnie
aktywny i1 moze by¢ dostarczony do mig$ni genetycznie, aby zwigkszy¢ ich unaczynienie i
potencjalnie promowac erytropoeze. [5] Na podstawie badan na zwierzetach i wczesnych
probach klinicznych u ludzi, uwaza si¢, ze HIF-1 podany jako terapia genowa skutecznie

indukuje neowaskularyzacje w tkankach niedokrwiennych. [4]
PPAR

Rodzina receptorow PPAR sklada si¢ z nastgpujacych genéw: PPARA (o), PPARD (9) 1
PPARG (y). PPAR-a wptywa na metabolizm weglowodanow i lipidow, regulujac tym samym
homeostazg 1 mas¢ ciata. [4] Ekspresja aktywnej formy receptora PPAR-d (receptory
aktywowane przez proliferatory peroksysomow d) w migsniach szkieletowych zwigkszyto
wytrzymalo$¢ biegnacych myszy transgenicznych o dwa razy w stosunku do ich dzikiego
rodzenstwa. [3,11] Ekspresja PPAR d indukowata wiasciwosci wolnych migéni u dorostych
szczurOw po somatycznym przeniesieniu genow. To sprawia, ze wykorzystanie PPAR-d moze
poprawi¢ zdolnos$ci wytrzymalo$ciowe poprzez zwigkszenie komponenty migéni
wolnokurczliwych u sportowcow. [3] Istnieja roOwniez doniesienia, iZ wpltywanie na rec.
PPARD jego agonista zwigkszato wysitek o 60-70% u myszy poddanych badaniu wzgledem
grupy kontrolnej. [4]

MSTN

Miostatyna jest interesujacym biatkiem, poniewaz jest inhibitorem wzrostu mig$ni.
[3] Ostatnie prace przeprowadzone u koni wyscigowych wykazaty rowniez zwigzek réoznych
polimorfizméw tego genu =z przydatnoscia do wyScigow  sprinterskich  lub
wytrzymalo$ciowych. Poprzez zapobieganie dzialaniu miostatyny moze by¢ mozliwe
zwigkszenie wzrostu migsni, a jednym ze sposobow osiggniecia tego moze by¢ zastosowanie
innego endogennego biatka o nazwie folistatyna. Miostatyna wigze si¢ z receptorami
aktywiny typu II szczeg6lnie Act RIIB, a interakcja ta moze by¢ hamowana. Po dostarczeniu
wektora kodujacego gen odpowiadajacy za ekspresje folistatyny, zaobserwowano wzrost
rozmiaru migs$nia o 15%. zaobserwowano wzrost wielkosci migsnia o 15%, podczas gdy sila,

mierzona sitg skurczu, wzrosta o 26,3%, a zmiany te utrzymywaly si¢ przez 6 miesigcy
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trwania eksperymentu. [3] Wykazano réwniez, ze mutacje MSTN (genu kodujacego
miostatyng¢), ktore prowadza do nieaktywnego produktu genu, powoduja podwodjng masy

migéni szkieletowych u myszy, owiec i bydta. [6]

ACTN2 1 ACTN3

Alfa-aktyny utrzymuja strukture macierzy miofibryli i regulujg skurcz miofibryli sktadajacych
si¢ na migsien. Stwierdzono, ze zawodnicy uprawiajacy sporty sprinterskie w poréwnaniu z
grupami kontrolnymi maja wigcej A-aktyny-3. Z korelacji czestotliwosci A-Aktyny-3 z
szybkimi twitch myofibers, mozna wnioskowac, ze ten allel ten ma pozytywny wptyw na sitg
1 predkos¢ akcji mieg$niowej. Inne doniesienia wskazuja, ze ACTN2 ma wplyw na
wytrzymato$¢ miesniowa. [7] Wykazano zwickszone tempo metabolizmu glukozy w

odpowiedzi na trening, zwickszong wytrzymatos¢ i site migéni, a takze szybkosc¢. [4]
VEGFA

Czynniki angiogenne sa mediatorami procesu angiogenezy w odpowiedzi na hipoksj¢ i stan
kiedy organizm cierpi na niedobory tlenu oraz zmiany metaboliczne po treningu w mig¢$niach
szkieletowych. [7] Stosowanie czynnikoOw angiogenicznych przez sportowcow zwigksza
potencjat uktadu krazenia poprzez zwickszenie naczyn krwiono$nych, tlenu i1 sktadnikéw

odzywczych dla wszystkich narzadow. [7,12]
POMC/PENK

Gen odpowiedzialny za kodowanie proopiomelanokortyny odpowiedzialnej za znoszenie bolu.
[12] Dzigki jego modyfikacji mozliwa bylaby modulacja progu percepcji bolu, a co za tym
idzie zwigkszenie wytrzymalosci w czasie treningu. [4] Geny zwigkszajace ilos¢ tych
peptydow mogtyby by¢ rowniez wykorzystane w lagodzeniu silnego bolu w chorobach i

urazach u sportowcow. [7]
ACE

Stwierdzono, ze ciagle ttumienie enzymu konwertujacego angiotensyn¢ rozwija wydolnosé
aerobowa. [7] Wykazano, ze r6zne odmiany genu determinujg potencjal wytrzymatosciowy u

sportowcow. [6]
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PCK1

Jest to gen kodujacy kluczowy enzym regulujacy glukoneogeneze. Enzym ten bierze udziat w
homeostazie glukozy i w cyklu Krebsa. [4] Przeniesienie genu fosfolipirogronianu
karboksykazy (Pckl) spowodowato zwickszenie aktywnos$ci myszy transgenicznych, wzrost
sily 1 szybko$ci podczas biegu, a dodatkowo myszy te charakteryzowaly si¢ nizsza masg i

zawarto$cig thuszczu w pordwnaniu z myszami kontrolnymi. [4,7]
Wady dopingu genetycznego
EPO

Za ryzyko z jakim wigze si¢ modyfikacja genu odpowiadajacego za erytropoetyne sa
odpowiedzialne dzialania niepozadane w postaci wzrostu lepkosci krwi, a przez to zatorow,
udarow mozgu, zawaltow serca czy tez ostrej reakcji zapalnej wynikajacej z podazy genu.

Modyfikacja ta moze rowniez podnosic¢ ci$nienie t¢tnicze krwi. [7]
IGF1/GH

Hormon wzrostu 1 IGF-1 sg silnymi mitogenami i przeciwzapalnymi czynnikami, co moze
prowadzi¢ do zwigkszonego ryzyka onkogenezy, a wiele przeprowadzonych badan podkresla
to ryzyko. [3] Nadmierna produkcja hormonu wzrostu wigze si¢ réwniez z nadci$nieniem
wewnatrzczaszkowym, bolami glowy, obrzgkiem konczyn, zespotem cie$ni nadgarstka,

bolami stawow 1 migéni oraz kardiomegalig u 0séb trenujacych. [4]
HIF-1

Zmiany molekularne w komoérkach wywotane nadmierng ekspresja HIF-1 moga prowadzi¢ do
zawalu serca, udaru moézgu czy tez raka. [4] Dziej¢ si¢ tak poprzez stymulacje gendow
kodujacych geny angiogenne, takie jak np. czynnik wzrostu $rédblonka naczyniowego

(VEGF), angiotensyna 1, angiotensyna 2. [7]
PPAR

Nie ma zadnych badan dotyczacych ryzyka zdrowotnego i skutkow ubocznych stosowania
genow PPARs. Z fizjologicznego punktu widzenia mozliwa jest nadmierna produkcja

hormonow ptciowych i zaburzenia metaboliczne. [4,7]
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MSTN

Jednym ze skutkéw ubocznych terapii genowej 1 dopingu blokerami miostatyny jest
nadmierna ekspresja tych gendw i zwigkszenie masy mi¢éni ponad ich naturalny rozmiar, co
w efekcie zwicksza przecigzenia na $ciggna i ko$ci. Szybki wzrost mi¢$ni moze roéwniez

prowadzi¢ do kardiomiopatii przerostowej serca. [7]
ACTN2 1 ACTN3

Nie przeprowadzono badania skutkow ubocznych i ryzyka zdrowotnego z uzyciem ACTN.

[4.7]
VEGFA

Mozliwe jest indukowanie nowotwordw oraz tworzenie patologicznych naczyn krwiono$nych.

[4,6,7]
POMC/PENK

Badania wykazaty zwiekszony stres, ryzyko przecigzenia uktadu mig¢sniowo-szkieletowego

oraz uktadu sercowo-naczyniowego. Mozliwa jest rOwniez nagla Smier¢. [7]
ACE

Po zastosowaniu mozliwe jest wystgpienie obrzgku naczynioruchowego, choréb nerek oraz

uktadu krazenia. [6]
PCK1

Nie przeprowadzono badan dotyczacych skutkow ubocznych lub ryzyka stosowania PCK w

sporcie, ani nie odnotowano uzycia genu PCK1 jako doping. [7,4]
Podejscie WADA (World Anti-Doping Agency)

Od 2003 roku gene doping widnieje na liScie zakazanych srodkow dopingowych stworzonej
przez WADA, [2,4] jednak nadal nie ustandaryzowano testow dotyczacych prob stosowania
takiego oszustwa. [5] W innym artykule jednak Pizzatti i wspotpracownicy zwigzani z
olimpijskim laboratorium antydopingowym w Rio de Janeiro stwierdzaja, ze wraz z postgpem

technik w dziedzinie biologii molekularnej, mozliwo$ci wykrywania dopingu genowego
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odpowiednio wzrastajg. [10] Przed 2020 rokiem trwaly pracy na temat nowej technologii,

ktéra miata na celu wykrywanie gene dopingu na Olimpiadzie w Tokio. [13]

Badacze podnosza glos w sprawie gene dopingu. Niezaleznie od tego, czy i w jaki sposob
sportowcy stosuja genowy doping, badania genetyczne i genomowe juz zmienity charakter
sportu. Mozna z populacji ogolnej za pomoca testow genetycznych wybiera¢ osoby
predysponowane do okreslonych dyscyplin sportowych. [9] Pytanie brzmi zatem czy nauka

zabija sport? [9]
Podsumowanie

1. “Gene doping” to kontrowersyjna praktyka, ktéra moze prowadzi¢ do
zwigkszenia wydajnosci sportowej, ale jednoczesnie do powaznych
problemoéw zdrowotnych i nieréwnych szans w sporcie

2. Zwickszenie ekspresji takich gendéw jak np. EPO, IGF-1, HIF-1, PCKl1
skutkuje zwigkszeniem wytrzymatosci i wydajno$ci migsni.

3. Wprowadzenie regulacji i1 ustandaryzowanych testow antydopingowych,
wykrywajacych zmiang w genomie, z pewnosciag wykluczyloby stosowanie tej
praktyki wsrod sportowcoOw podejmujacych ryzykowne oraz niepoprawne
moralnie dziatania.

4. Modyfikacja genetyczna ma potencjat w leczeniu takich choréb jak obwodowe
niedokrwienie konczyn, anemia czy tez dystrofia mig§niowa.

5. Potrzebne sg kolejne badania, aby pozna¢ doktadne mechanizmy 1 skutki

terapii genowej na organizm cztowieka.
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