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Abstrakt

Ghrelin je hormon, ktery u ¢lovéka podporuje chut’ k jidlu, a je proto nékdy oznacovan jako
,,hormon hladu“. V lidském organismu se vaZze na receptor GHS-R1a, coz vede k uvolrfiovani
ristového hormonu. Sektretagoga rdstového hormonu (growth hormone secretagogues,
GHSs) jsou skupina latek, které interaguiji s receptorem GHS-R1a podobné jako ghrelin, a
podporuji tak rychly ndrdst svalové hmoty. PrestoZe jsou GHSs zakazany Svétovou
antidopingovou organizaci, stdle dochdzi kjejich zneuzivani jak profesiondlnimi, tak
rekreacnimi sportovci a kulturisty. Vzhledem k soucasné situaci je trfeba vyvijet spolehlivé
analytické metody, které by umoZznily jednoznacnou a pokud mozno rychlou identifikaci
téchto latek. Vtéto praci je predstavena spektroskopie elektronového cirkuldamiho
dichroismu jako inovativni, rychld a spolehlivd metoda pro analyzu peptidickych GHSs.
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Abstract

Ghrelin is a hormone enhancing the drive to eat and is sometimes called a “hunger
hormone”. In human organism, it binds to the receptor GHS-R1a, which leads to the release
of the growth hormone. Growth hormone secretagogues (GHSs) are a group of compounds
that interact with GHS-R1a receptor in a similar way to ghrelin and thus enhance rapid muscle
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growth. Although GHSs are listed in the World Anti-Doping Agency’s Prohibited List, they
have been abused by professional and amateur sportsmen and bodybuilders. The current
situation demands development of reliable analytical methods for clear and rapid
identification of these substances. In this work, the electronic circular dichroism
spectroscopy is presented as an innovative, fast and reliable method for the analysis of GHSs
group peptides.
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Uvod

Zneuzivani zakdzanych latek za tcelem rychlého nérdstu svalové hmoty je jiz po nékolik
desetileti pal¢ivym problémem ve vrcholovém sportu™®. Typy a mnoZstvi téchto latek se rok
od roku zvy3uji, a proto Svétova antidopingova agentura pravidelné aktualizuje Seznam
zakdzanych latek?, kde jsou uvedeny viechny chemické entity, jejichz uzivani je povazovéno
za doping. V poslednich desetiletich ale vyrazné narostl i pocet amatérskych sportovct a
kulturistd, kteri zejména diky snadné dostupnosti na internetu experimentuiji s rdznymi
pripravky, které napomahaji rlistu hmotnosti a sval(, aniz by si plné uvédomovali zdravotni
rizika, kterd jsou spojena s jejich uZivanimé. Internetovi prodejci ¢asto nové typy dcinnych
latek (napriklad selektivni moduldtory androgenniho receptoru, GHSs a dalsi) prezentuiji jako
bezpednou alternativu k anabolickym steroidiim bez neZadoucich vedlejsich tcinkd, to je
vSak zavadéjici a po jejich zvySeném uzivani jiz byly popsany pripady vaznych zdravotnich
komplikaci®.

GHSs jsou relativné novou skupinou latek, které se stejné jako ghrelin vazi na receptor GHS-
R1a a stimuluji tak tvorbu rdstového hormonu. Jednd se obvykle o syntetické peptidické latky
o délce nékolika jednotek aminokyselin, v jejichz chemickych strukturach jsou podobnosti
s ghrelinem. VSechny latky tohoto typu jsou uvedeny v Seznamu zakdzanych latek Svétové
antidopingové agentury v sekci S2: Peptide hormones, growth factors, related substances and
mimetics’.

Tato prace se zaméruje konkrétné na latky oznacované jako peptidy uvolriujici ristovy
hormon (growth hormone releasing peptides, GHRPs). Celkem bylo analyzovano sedm
GHRPs o délkach retézcli 5-7 aminokyselin: GHRP 1-6 a ipamorelin (Obr. 1, Tab. 1). U téchto
oligopeptid byl bud jiz prokazan pozitivni vliv na rlist svalové hmoty, nebo je u nich
predpokladany. Zarover jsou v3ak tyto latky testovany pro potencidlni vyuZiti v mediciné,
napriklad v pripadé 1é¢by anorexie, nddorové kachexie nebo poruchy ristu u déti**. Z toho
ddvodu je také dilezité studovat jejich mechanismus plisobeni na lidsky organismus, ktery je
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u peptidii pomérné Uzce spjat s trojrozmérnym usporadanim jejich struktury neboli jejich
sekundarni strukturou.

Spektroskopie elektronového cirkuldrniho dichroismu (ECD) patfi mezi chiroptické metody,
které jsou obecné citlivéjSi na prostorové usporddani chiralnich molekul nez konvencni
spektroskopické metody™. V pripadé GHRPs ji tak Ize vyhodné pouZzit pro jejich identifikaci,
protoze ve spektrech ECD se mdZe projevit i drobny rozdil vjejich sekundarni strukture,
zatimco bézné pouzivané spektroskopické metody jako infraervenda nebo Ramanova
spektroskopie nemusi byt vzhledem k jejich podobnému elementarnimu slozeni dostatecné
citlivé. Informace o sekunddmi strukture jsou navic dulezité i z pohledu studia biologické
aktivity téchto latek. Vtéto pilotni praci byla spektroskopie ECD poprvé vyuzita pro
systematickou analyzu latek ze skupiny GHRPs a slibné vysledky ukazuiji, Ze by do budoucna
mobhla byt vhodnou volbu pro charakterizaci realnych pfipravk( obsahuijicich tyto latky.

Obr. 1: Piiklad chemické struktury peptidu GHRP1
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Tab. 1: Analyzované peptidy a jejich slozeni.

nazev peptidu sekvence aminokyselin
GHRP1 Ala-His-(D-3-Nal)}-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH,
GHRP2 D-Ala-(D-B-Nal)-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH,
GHRP3 (2-methyl)-Ala-D-Trp-D-Pro-D-lle-L-Arg-NH,
GHRP4 D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-NH.
GHRPs Tyr-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe
GHRP6 His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys

ipamorelin (2-methyl)-Ala-His-(D-3-Nal)-D-Phe-Lys-NH,

Experimentalni ¢ast
Materidl a priprava vzork(

VSechny analyzované GHRPs byly zakoupeny od firmy Prospecbio, pouze GHRP3 byl
zakoupen od firmy Toronto Research Chemicals. Pro analyzu pomoci spektroskopie ECD byly
pripraveny vodné roztoky o koncentraci 0,15 mg/mL. Fosfatovy pufr o pH = 7,25 byl pfipraven
rozpusténim odpovidajicich mnoZstvi Na;HPO,12H.O a KH.PO,; (Penta) vso ml
demineralizované vody a vysledna hodnota pH byla ovérena laboratornim pH metrem.

Spektroskopie ECD

VSechna spektra ECD byla méfena na spektrometru J-815 (Jasco, Japonsko) v kfemenné
kyveté s optickou drahou 1 mm. Parametry méreni byly ndsledujici: spektralni oblast 320-185
nm, skenovaci rychlost 20 nm/min, D.L.T. 8 s. Vysledna spektra byla vypoditana jako primér
ze 3 akumulaci. Pro ovladani a kontrolu teploty pri méreni byl vyuzit Peltierv ¢lanek.

Vysledky a diskuze

Vodné roztoky vSech sedmi analyzovanych GHRPs byly podrobeny analyze pomoci
spektroskopie ECD, kterd byla navic dopInéna o konvenéni UV absorpéni spektroskopii (Obr.
2). V UV absorp¢nich spektrech (Obr. 2 dole) se viechny latky projevuiji tfemi pésy: Siroky pas
o nizké intenzité v oblasti 240-300 nm a intenzivnéjsi pasy s maximy v oblastech 220-230 nm
a190-195 nm. PrestoZe Ize pozorovat urcité posuny pozic past a rozdily v jejich intenzitach,
spektra nékterych latek (napriklad GHRP5 a GHRP6 nebo ipamorelin a GHRP1) jsou si velmi
podobnd a jejich spolehliva identifikace by mohla byt obtizna.

Oproti tomu ve spektrech ECD (Obr. 2 nahore) jsou u jednotlivych latek pozorovatelné
znacné rozdily. U nejvyssich vinovych délek s maximem 225-230 nm Ize u ipamorelinu a
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GHRP1 pozorovat intenzivni negativni pas, u GHRP2 a GHRP3 negativni pas o vyrazné nizsi
intenzité, u GHRP5 mdlo intenzivni pozitivni pas a u GHRP6 tento pas chybi (jeho maximum
je pravdépodobné posunuto k niz§im vinovym délkdm). U GHRP1, GHRP3 a ipamorelinu je
nasledné piftomen pozitivni pas s rliznou polohou maxim a u ~195 nm se pak u viech latek
kromé GHRP3 aipamorelinu nachdzi intenzivni negativni pas. V3echny latky tedy ve spektrech
ECD vykazuji dostatek odliSnosti a ze ziskanych dat bude vytvorena spektraini databaze,
pomoci niz bude v budoucnu mozné spolehlivé klasifikovat neznamé vzorky.

Obr. 2: UV spektra (dole) a spektra ECD (nahore) vodnych roztokd GHRPs.

Sekundarni struktura peptid mlze byt zavisld na fyzikalné-chemickych podminkach,
a pokud pfi jejich zméné dochdzi také ke zméné trojrozmérného usporadani molekuly,
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dochazi pak k souvisejicim zméndm ve spektrech ECD. Tento fenomén je dllezity nejen
zpohledu studia sekunddrni struktury analyzovanych latek, ale mize se jednat o dalsi
charakteristickou vlastnost daného peptidu, které Ize vyuzit pri jeho pripadné identifikaci.

Z toho ddvodu bylo ovéreno, zda se studované GHRPs chovaji stejné v demineralizované
vodé a ve fosfatovém pufru o pH = 7,25, ktery Iépe simuluje in vivo podminky. U vétsiny
analyzovanych latek nedochazelo pri pouziti pufru jako rozpoustédla ve spektrech ECD
k Zadnym vyznamnym zméndm oproti vodnym roztok{m, zména prostredi tedy ziejmé
neméla vliv na jejich sekundami strukturu. Avsak u GHRP1 a GHRP4 (Obr. 3) doslo ve
spektrech ECD pri pouziti fosfatového pufru k vyraznym zméndm. Pokles intenzity past
naznacuje, ze v pufru dochazi k vétsimu rozvolnéni sekunddrni struktury — tyto peptidy se
tedy v daném prostredi stavaji méné uspordadanymi. U GHRP4 doslo navic i k poklestim
intenzit dvou pastl v UV spektrech a navic vzniku nového pasu ECD s maximem u ~300 nm.
Citlivost téchto dvou GHRPs vici pH bude predmétem dalSich studii, popsané zmény ve
fosfatovém pufru o pH = 7,25 mohou kaZdopddné byt vyuZity jako charakteristicky projev
téchto latek pfi jejich pripadné identifikaci.

Obr. 3 UV spektra (dole) a spektra ECD (nahore) latek GHRP1 (vlevo) a GHRP4
(vpravo) s pouzitim demineralizované vody (¢erna) a fosfatového pufru o pH = 7,25
(oranZova) jako rozpoustédel.

Dalsim fyzikalné-chemickym parametrem, ktery miize ovlivnit sekundarni strukturu peptidd,
je teplota. Pro analyzované latky tedy byla zméfena UV spektra a spektra ECD
v teplotnim rozmezi 15-50 °C. Vétsina GHRPs se ukdzala byt s rostouci teplotou stabilni,
dochazelo pouze k drobnému poklesu intenzity pasti ve spektrech ECD naznacujici drobné
rozvolnéni sekunddrni struktury, cozZ je pfi vyssich teplotdch ocekdvatelné, po ochlazeni se
viak intenzity vrétily do ptvodniho stavu, dochazelo tedy pouze k vratnym procestim. Pouze
u GHRP4 dochdzelo srostouci teplotou kvyraznéjSim zméndm ve spektrech ECD.
Pozorované zmény pak byly ve spektrech patmé i 48 hodin po ochlazeni, pfivyssich teplotach
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tedy u GHRP4 doslo knevratnym zménam jeho sekundarni struktury (pravdépodobné
k jejimu rozvolnéni).

Vzhledem k tomu, Ze u GHRP4 dochdzelo k ovlivnéni struktury jak pfi réiznych teplotach, tak
pfi rdizném pH, je tento zastupce GHRPs velmi zajimavou volbou pro dalsi studie za tcelem
zdGvodnit, pro¢ pravé sekundarni struktura tohoto peptidu vykazuje zvySenou citlivost na
fyzikalné-chemické podminky. | teplotni stabilita mdZe byt vyuZita jako charakteristicka
vlastnost studovanych peptidt pri jejich pripadné identifikaci.

Obr. 4 Teplotni zavislost UV spekter (dole) a spekter ECD (nahote) latky GHRP4.
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Zaveér

V rémci této prace byla spektroskopie ECD poprvé vyuzita pro systematické studium sedmi
zastupcl ze skupiny GHRPs. Ukazalo se, Ze sekundamni struktura analyzovanych peptidd
v roztoku je dostatecné odlisng, aby bylo mozné provést jejich jednoznacnou identifikaci na
zakladé rozdilnych spekter ECD.

Byl zaroveri studovdn vliv pH a teploty na strukturu téchto latek. Ukazalo se, Ze pri pouziti
fosfatového pufru o pH = 7,25 jako rozpoustédla doslo k vyznamnym zménam spekter ECD
pouze u GHRP1a GHRP4. Jako teplotné nestabilni se ukazal byt pouze GHRP4, u kterého pfi
vysSich teplotach doslo k nevratnym zménam sekundarni struktury. Tyto poznatky mohou
byt zajimavé jak pri pripadné identifikaci téchto latek v neznamych vzorcich, tak z pohledu
studia jejich biologické aktivity, kterd u peptidii ¢asto Uzce souvisi pravé s jejich sekundarni
strukturou.

Spektroskopie ECD se ukdazala jako citliva, relativné rychld metoda pro analyzu latek ze
skupiny GHRPs a v budoucnu by po vytvoreni spektraini databdze mohla nalézt uplatnéni pfi
identifikaci a charakterizaci redlné zachycenych vzorka.
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