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Lutte contre le dopage et role des parametres associés aux réticulocytes

Performances athlétiques

La forme physique et les performances athlétiques, en particulier
dans les disciplines d’endurance, reposent sur une gestion muscu-
laire appropriée. Les cellules musculaires ont besoin d’oxygéne pour
fonctionner. Un apport insuffisant en oxygeéne peut limiter leurs
performances. L'entrainement ne vise pas seulement a acquérir
une belle technique en limitant la perte d’énergie et a augmenter
la masse musculaire. Son but est aussi de fournir aux muscles un
apport optimal en oxygene.

Il existe plusieurs fagons d’y parvenir :

® Lentrainement cardiovasculaire afin d’augmenter 'assimilation
maximale d’oxygene, en agissant, par exemple, sur le débit
cardiaque qui contribue & mieux alimenter en sang les muscles
en exercice.

m Assurer un apport suffisant en fer a I'organisme pour favoriser
une érythropoiése optimale.

m S’entrainer au-dela de 1800 m d’altitude optimise le nombre
de globules rouges (GR) dans le but de fournir suffisamment
d’oxygene aux cellules musculaires.

Impact de I’entrainement en altitude
sur 'organisme

Lorsque I'altitude est élevée, la pression atmosphérique est plus
basse qu’au niveau de la mer. Cela signifie que I'oxygeéne entre dans
les poumons a une moindre pression, donc qu’une plus faible
quantité d’oxygeéne est disponible pour charger les GR. Vivre et
s’entrainer dans ces conditions implique que I'organisme dispose
d’une moins grande quantité d’oxygene. Cette hypoxie est détectée
par les reins et I'organisme libére de I’érythropoiétine (EPO) en
conséquence afin d’accélérer I'érythropoiese, donc d’augmenter
le nombre de GR et la teneur en hémoglobine [1]. De cette facon, le
manque d’oxygeéne est compensé progressivement par une hausse
de la capacité de transport, ce qui assure a nouveau un apport
suffisant en oxygene dans les muscles. De retour a une altitude
normale, cette érythrocytose aboutit a une disponibilité accrue
en oxygene pour les muscles. Ces derniers produisent ainsi de
meilleures performances, ce qui est un avantage en compétition,
mais peut aussi booster les performances a I'entrainement. Aprés
retour a une altitude normale, I'organisme régule progressivement
son érythropoiése a la baisse, ce qui se traduit par une diminution
des réticulocytes.
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Entrainement artificiel en altitude
et dopage sanguin

L'entrainement en altitude a pour effet global d’augmenter le
nombre de GR, donc la capacité de transport d'oxygene, ce qui
aboutit & de meilleures performances sportives. Elaborer un plan
d’entrainement, en particulier dans le contexte d’'une compétition,
contribue a améliorer les performances. Réduire artificiellement
I'apport en oxygene en modifiant la composition de I'air respiré,
par exemple durant le sommeil ou I'entrainement, peut provoquer
des effets identiques a ceux obtenus en s’entrainant réellement
en altitude [2]. Ce procédé est connu sous le nom « d’entrainement
artificiel en altitude ».

[l existe une autre méthode utilisée depuis les années 1980 pour
améliorer la capacité de transport en oxygéne : le dopage sanguin
[3-6]. Le nombre de GR est augmenté a court terme par une
transfusion de sang autologue (comme une auto-transfusion) [7]
ou par la prise de substances dont les effets sont identiques a ceux
de I'érythropoiétine [7-10]. Cette derniére méthode est également
connue sous le nom de « dopage a 'EPO » ou « dopage avec des
substances de type EPO ».

Le dopage a I'EPO correspond a I'usage abusif d’une substance
recombinante identique a I’érythropoiétine humaine (rhEPO)
ou dont les effets sont équivalents. En prenant cette substance,
les athletes attendent des effets positifs comparables, voire
supérieurs, a ceux produits par un entrainement en altitude [5].
L'érythropoiése est stimulée par la prise de substances de type
EPO, ce qui aboutit a la disponibilité d’un plus grand nombre de
réticulocytes, donc a plus de GR [11].

Historique du dopage par substances de type EPO

L’EPO humaine recombinante est devenue disponible en Europe
dans les années 1980 et son usage a é€té interdit dans le sport au
début des années 1990. Pour faire respecter cette interdiction,
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Fig. 1 Historique du dopage par des substances de type EPO
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il fallait prouver I'usage abusif de substances de type EPO. Dans
les années 1990 pourtant, il n’existait pas vraiment de méthode
de détection directe [12]. Encore aujourd’hui, détecter I’'EPO dans
les urines reste relativement chronophage et coGteux [9, 13] pour
les laboratoires. Ses effets sur 'amélioration des performances se
poursuivent apres excrétion de la substance. C’est pourquoi une
méthode de détection indirecte du dopage par des substances
de type EPO a été mise au point. Elle s’est appuyée sur certains
paramétres sanguins et leur évolution dans le temps (a court et
long terme) depuis le début des années 2000. La fondation de
I’Agence mondiale antidopage (AMA) et I'instauration du passe-
port biologique de I'athlete (PBA) en 2009 ont permis d’améliorer
nettement cette procédure (voir Fig. 1) [14].

Agence mondiale antidopage (AMA)

L'été 1988 a été marqué par un grand nombre de cas de dopage
dans le cyclisme. Le Comité International Olympique a pris
I’initiative de créer une autorité indépendante destinée

a lutter contre le dopage. LAMA a ainsi vu le jour en 1999,
financée a parts égales par les fédérations sportives et les
gouvernements du monde entier. Sa plus grande réalisation
est I'élaboration et le suivi du Code mondial antidopage. Ce
document harmonise et normalise tous les efforts de lutte
contre le dopage consentis dans toutes les disciplines spor-
tives et dans tous les pays. C’est pour assurer efficacement
le respect du Code mondial antidopage que ’AMA a établi
le Passeport biologique de I'athléte en 2009.

Vous trouverez d’autres informations sur ’AMA, I’'historique
de sa fondation et ses missions actuelles sur son site internet
officiel.

Détection indirecte
grace a des parametres
sanguins

-~

Passeport biologique
de I'athlete (PBA)
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https://www.wada-ama.org/fr/qui-nous-sommes
https://www.wada-ama.org/fr/qui-nous-sommes

SEED HEMATOLOGIE | Lutte contre le dopage et role des paramétres associés aux réticulocytes 3

Sysmex Educational Enhancement and Development | Février 2022

Détection du dopage sanguin

Depuis que le dopage sanguin existe, il est tres difficile d’en établir
la preuve, car 'EPO endogéne et I'EPO recombinante ne présentent
que trés peu de différences [12-13, 15]. Il existe par ailleurs des
substances qui potentialisent indirectement le taux ou I'effet de
I’'EPO endogene. C’est le cas par exemple des stabilisateurs du
facteur inductible par hypoxie (HIF) qui provoquent une transcrip-
tion accrue de ’EPO naturelle [16]. Les stabilisateurs de HIF sont
interdits au méme titre que l'utilisation de rhEPO, mais les détecter
demande beaucoup d’efforts par chromatographie en phase liquide
couplée a la spectrométrie de masse [10]. Bien que la détection
de substances de type EPO soit possible aujourd’hui dans les
urines par des méthodes chronophages et colteuses par Western
blot [13], I'effet (c’est-a-dire I'augmentation du nombre de GR)
peut se prolonger méme lorsque la substance est excrétée ou
dégradée. Malgré cela, les athletes sont régulierement reconnus
coupables de dopage sanguin. Comment cela est-il possible ?

Pendant la formation des GR dans la moelle osseuse, les éry-
throblastes se transforment en réticulocytes qui entrent dans la
circulation sanguine périphérique.

En dégradant le réticulum endoplasmique et ’ARN correspondant,
les réticulocytes se transforment en GR matures en 'espace de
quatre jours. lIs demeurent dans la moelle osseuse pendant trois
jours, avant de poursuivre leur maturation dans la circulation
sanguine périphérique [17] le jour suivant et ainsi devenir des GR
matures. L'usage abusif de substances de type EPO entraine la
formation d’un plus grand nombre de réticulocytes qui sont libérés
dans le sang. La proportion de ces cellules augmente par rapport
au nombre total de GR. C’est précisément cette augmentation qui
peut étre mesurée avec un analyseur d’hématologie automatisé
disponible dans le commerce.

Le parameétre RET% indique le taux de réticulocytes par rapport
aux GR. RET# indique la numération absolue de réticulocytes. La
fluorocytométrie en flux permet de classer les réticulocytes en trois
stades de maturation, en plus de leur mesure conventionnelle. Ces
stades sont définis d’aprés la teneur en ARN des réticulocytes, dont
la mesure sur I'analyseur se traduit par I'intensité de la fluorescence.
Il est ainsi possible d’obtenir des parameétres en plus, tels que la
fraction des réticulocytes immatures (IRF) (voir Fig. 2) [17].

Une augmentation inhabituellement importante de RET% fournit
une preuve indirecte de l'utilisation de substances interdites ayant
des effets similaires a ceux de I’'EPO [18].

Tout agent stimulant I’érythropoieése produit des signes classiques
de dopage, dont |a stimulation des réticulocytes. Cela est suivi
d’une augmentation des taux d’hémoglobine et une baisse du RET%
en réponse aux taux d’hémoglobine artificiellement élevés [19].

Tableau 1 Présentation des valeurs soumises pour chaque mesure du module
hématologique du PBA

Variable sanguine Unité

Hémoglobine Hb g/dL
Hématocrite Ht %
Fraction des réticulocytes immatures IRF %
Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine TCMH  pg
Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine CCMH  g/dL
Volume globulaire moyen VGM fL
Score OFF = =
Plaquettes PLT 10°/pL
Indice de répartition des globules rouges IDR-SD  fL
Globules rouges GR 10°/pL
Réticulocytes - en valeur absolue RET 10¢/pL
Pourcentage de réticulocytes RET% %
Globules blancs GB 10°/pL

Le controle des modifications de ces paramétres entre dans le cadre
du PBA (voir encadré). Les organisations antidopage nationales
mettent en place un plan de test spécial destiné a controler 12

parametres sanguins par athléte au sein de leur juridiction locale
[14,18]. Les athlétes doivent se soumettre régulierement a des

prélevements d’échantillons de sang et les valeurs mesurées sont
enregistrées dans le PBA (voir Tableau 1). Ces procédures de routine
aboutissent a des seuils individualisés, notamment pour le nombre
de réticulocytes présents dans le sang. D’autres données sont

collectées et observées en paralléle sur des temps longs. Elles sont
mises en relation avec tout changement qui se produirait dans les
parametres sanguins. Par exemple, tout entrainement en altitude ou
participation des athlétes a une compétition sont enregistrés [20].

Le PBA peut également détecter un prélevement sanguin pour
transfusion ultérieure, indiqué par un taux d’hémoglobine diminué
et des valeurs de RET% et d’IRF stimulées. Cette approche a montré
son efficacité dans la mise en évidence de transfusions sanguines
systématiques [19].

Pour formuler une conclusion définitive sur le dopage, il faut s’as-
surer que les résultats des mesures obtenus pour les parametres
sanguins ne dépendent pas du laboratoire ni de son personnel,
ou encore des conditions de transport telles que la durée ou la
température. Cela nécessite aussi un degré élevé de précision de
I'analyseur d'hématologie.



SEED HEMATOLOGIE | Lutte contre le dopage et role des paramétres associés aux réticulocytes 4

Sysmex Educational Enhancement and Development | Février 2022

Passeport biologique de I’athléte (PBA)

Le PBA surveille en continu certains paramétres biologiques
de l'athléte. Des échantillons de I'athléte sont examinés dans
des laboratoires accrédités, a certains intervalles ou a cer-
taines occasions (par ex. durant une phase de compétition),
puis les résultats sont enregistrés dans son passeport. Il est
ainsi possible de prouver 'usage abusif de substances de type
EPO dans le temps.

Il appartient aux organisations antidopage locales d’intégrer
le PBA dans leurs propres programmes. LAMA a joué un réle
majeur dans I’élaboration du PBA. La premiére version, en
décembre 2009, prévoyait déja I'utilisation de paramétres
hématologiques pour établir le profil spécifique de I'athlete et
ainsi détecter le dopage sanguin. Le PBA comporte désormais
12 parameétres hématologiques ainsi que le calcul d’un score
OFF. Les directives sur le fonctionnement du PBA précisent
aussi ce qu’il faut prendre en compte lors du prélevement des
échantillons et la fagcon de réaliser le transport et I'analyse
elle-méme [21].

Une fois I'analyse terminée, les valeurs correspondant aux
parameétres sanguins sont centralisées et évaluées. Un Sys-
teme d’administration et de gestion antidopage (ADAMS)
est utilisé a cette fin. Le site Internet de ’AMA décrit ses
activités en détail.
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Stabilité des paramétres liés aux réticulocytes

Pour qu’une compétition place tous les athlétes sur un pied
d’égalité, il faut non seulement que les conditions sportives soient
comparables, mais aussi que les controles antidopage et les condi-
tions de mesure de chaque laboratoire le soient. Les paramétres
doivent rester indépendants des circonstances extérieures. Cela
signifie qu’un échantillon analysé dans différents laboratoires,
a différents moments de la journée, a différentes températures
ambiantes ou sur différents appareils de la méme série d’analyseurs
doit aboutir quasiment au méme résultat, avec la méme précision.
Parallelement, les paramétres obtenus en laboratoire doivent rester
stables méme sous I'effet de facteurs externes tels que la durée
de transport ou le stockage.

L’AMA déploie beaucoup d’efforts pour parvenir a une harmoni-
sation entre laboratoires, par exemple en délivrant des accrédita-
tions sur la base de conditions qu’elle définit. LAMA a élaboré le
Code mondial antidopage, document qui harmonise les politiques,
les dispositions et réglementations antidopage entre organisations
sportives et autorités publiques dans le monde, y compris au sujet
des procédures de test, du prélevement d’échantillons aux analyses
en laboratoire en passant par le transport [22]. Des études sont
également menées pour s’assurer qu’il est possible de corriger
une éventuelle différence générale de mesure dans le PBA, par
exemple a I'occasion d’un changement de série d’analyseurs [18, 23].

La stabilité biologique des parameétres liés aux réticulocytes
(RET#, RET%) a été établie d’aprés des mesures sur XE-Series et
XT-Series dans de nombreuses publications [24-26]. Elle est aussi
vérifiée scientifiquement pour XN-Series [25].

Fig. 2 Scattergramme du canal RET présentant les stades de maturation des réticulocytes : LFR, MFR et HFR


https://www.wada-ama.org/fr/nos-activites/adams
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Technologie de mesure du canal RET

valeur ajoutée

RET L'utilisation de la fluorocytométrie en flux

pour le canal RET fournit des informations sur la
maturation des réticulocytes, en plus de leur numération
absolue (RET#).

Le réactif de lyse commence par perforer les membranes
cellulaires, celles-ci restant natives dans une large mesure.
Au cours d’une deuxieme étape, le fluorochrome marque
les acides nucléiques intracellulaires, I'intensité du signal de
fluorescence étant directement proportionnelle a la teneur
en acide nucléique. La teneur en ARN diminuant au fur et a
mesure du processus de maturation des réticulocytes, il est
possible de déterminer trois paramétres reflétant ces différents
stades. Les réticulocytes émettent un signal de fluorescence
plus fort que les érythrocytes matures, qui ne contiennent
plus d’ARN, mais nettement plus faible que les leucocytes.

En fonction de I'intensité de la fluorescence, les réticulocytes
sont fractionnés en trois catégories représentant différents
stades de maturité : LFR (ratio de fluorescence faible), MFR
(ratio de fluorescence moyen), HFR (ratio de fluorescence
élevé). La fraction des réticulocytes immatures (IRF) reflétant
la proportion de réticulocytes immatures se calcule a partir
de la somme des MFR et HFR.
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