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Abstrakt 
Ghrelin je hormon, který u člověka podporuje chuť k jídlu, a je proto někdy označován jako 
„hormon hladu“. V lidském organismu se váže na receptor GHS-R1a, což vede k uvolňování 
růstového hormonu. Sektretagoga růstového hormonu (growth hormone secretagogues, 
GHSs) jsou skupina látek, které interagují s receptorem GHS-R1a podobně jako ghrelin, a 
podporují tak rychlý nárůst svalové hmoty. Přestože jsou GHSs zakázány Světovou 
antidopingovou organizací, stále dochází k jejich zneužívání jak profesionálními, tak 
rekreačními sportovci a kulturisty. Vzhledem k současné situaci je třeba vyvíjet spolehlivé 
analytické metody, které by umožnily jednoznačnou a pokud možno rychlou identifikaci 
těchto látek. V této práci je představena spektroskopie elektronového cirkulárního 
dichroismu jako inovativní, rychlá a spolehlivá metoda pro analýzu peptidických 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.  

Key words 
Growth hormone, ghrelin, spectroscopy, circular dichroism, growth hormone 
secretagogues, GHRP 
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Úvod 
Zneužívání zakázaných látek za účelem rychlého nárůstu svalové hmoty je již po několik 
desetiletí palčivým problémem ve vrcholovém sportu1-6. Typy a množství těchto látek se rok 
od roku zvyšují, a proto Světová antidopingová agentura pravidelně aktualizuje Seznam 
zakázaných látek7, kde jsou uvedeny všechny chemické entity, jejichž užívání je považováno 
za doping. V posledních desetiletích ale výrazně narostl i počet amatérských sportovců a 
kulturistů, kteří zejména díky snadné dostupnosti na internetu experimentují s různými 
přípravky, které napomáhají růstu hmotnosti a svalů, aniž by si plně uvědomovali zdravotní 
rizika, která jsou spojena s jejich užíváním8. Internetoví prodejci často nové typy účinných 
látek (například selektivní modulátory androgenního receptoru, GHSs a další) prezentují jako 
bezpečnou alternativu k anabolickým steroidům bez nežádoucích vedlejších účinků, to je 
však zavádějící a po jejich zvýšeném užívání již byly popsány případy vážných zdravotních 
komplikací8. 

GHSs jsou relativně novou skupinou látek, které se stejně jako ghrelin váží na receptor GHS-
R1a a stimulují tak tvorbu růstového hormonu. Jedná se obvykle o syntetické peptidické látky 
o délce několika jednotek aminokyselin, v jejichž chemických strukturách jsou podobnosti 
s ghrelinem. Všechny látky tohoto typu jsou uvedeny v Seznamu zakázaných látek Světové 
antidopingové agentury v sekci S2: Peptide hormones, growth factors, related substances and 
mimetics7. 

Tato práce se zaměřuje konkrétně na látky označované jako peptidy uvolňující růstový 
hormon (growth hormone releasing peptides, GHRPs). Celkem bylo analyzováno sedm 
GHRPs o délkách řetězců 5–7 aminokyselin: GHRP 1–6 a ipamorelin (Obr. 1, Tab. 1). U těchto 
oligopeptidů byl buď již prokázán pozitivní vliv na růst svalové hmoty, nebo je u nich 
předpokládaný. Zároveň jsou však tyto látky testovány pro potenciální využití v medicíně, 
například v případě léčby anorexie, nádorové kachexie nebo poruchy růstu u dětí9,10. Z toho 
důvodu je také důležité studovat jejich mechanismus působení na lidský organismus, který je 
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u peptidů poměrně úzce spjat s trojrozměrným uspořádáním jejich struktury neboli jejich 
sekundární strukturou.  

Spektroskopie elektronového cirkulárního dichroismu (ECD) patří mezi chiroptické metody, 
které jsou obecně citlivější na prostorové uspořádání chirálních molekul než konvenční 
spektroskopické metody11. V případě GHRPs ji tak lze výhodně použít pro jejich identifikaci, 
protože ve spektrech ECD se může projevit i drobný rozdíl v jejich sekundární struktuře, 
zatímco běžně používané spektroskopické metody jako infračervená nebo Ramanova 
spektroskopie nemusí být vzhledem k jejich podobnému elementárnímu složení dostatečně 
citlivé. Informace o sekundární struktuře jsou navíc důležité i z pohledu studia biologické 
aktivity těchto látek. V této pilotní práci byla spektroskopie ECD poprvé využita pro 
systematickou analýzu látek ze skupiny GHRPs a slibné výsledky ukazují, že by do budoucna 
mohla být vhodnou volbu pro charakterizaci reálných přípravků obsahujících tyto látky.  

Obr. 1: Příklad chemické struktury peptidu GHRP1 
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Tab. 1: Analyzované peptidy a jejich složení. 

název peptidu sekvence aminokyselin 

GHRP1 Ala-His-(D-β-Nal)-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2 

GHRP2 D-Ala-(D-β-Nal)-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2 

GHRP3 (2-methyl)-Ala-D-Trp-D-Pro-D-Ile-L-Arg-NH2 

GHRP4 D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-NH2 

GHRP5 Tyr-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe 

GHRP6 His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys 

ipamorelin (2-methyl)-Ala-His-(D-β-Nal)-D-Phe-Lys-NH2 

Experimentální část 

Materiál a příprava vzorků 

Všechny analyzované GHRPs byly zakoupeny od firmy Prospecbio, pouze GHRP3 byl 
zakoupen od firmy Toronto Research Chemicals. Pro analýzu pomocí spektroskopie ECD byly 
připraveny vodné roztoky o koncentraci 0,15 mg/mL. Fosfátový pufr o pH = 7,25 byl připraven 
rozpuštěním odpovídajících množství Na2HPO4·12H2O a KH2PO4 (Penta) v 50 ml 
demineralizované vody a výsledná hodnota pH byla ověřena laboratorním pH metrem.    

Spektroskopie ECD 

Všechna spektra ECD byla měřena na spektrometru J-815 (Jasco, Japonsko) v křemenné 
kyvetě s optickou drahou 1 mm. Parametry měření byly následující: spektrální oblast 320–185 
nm, skenovací rychlost 20 nm/min, D.I.T. 8 s. Výsledná spektra byla vypočítána jako průměr 
ze 3 akumulací. Pro ovládání a kontrolu teploty při měření byl využit Peltierův článek.  

Výsledky a diskuze 

Vodné roztoky všech sedmi analyzovaných GHRPs byly podrobeny analýze pomocí 
spektroskopie ECD, která byla navíc doplněna o konvenční UV absorpční spektroskopii (Obr. 
2). V UV absorpčních spektrech (Obr. 2 dole) se všechny látky projevují třemi pásy: široký pás 
o nízké intenzitě v oblasti 240–300 nm a intenzivnější pásy s maximy v oblastech  220–230 nm 
a 190–195 nm. Přestože lze pozorovat určité posuny pozic pásů a rozdíly v jejich intenzitách, 
spektra některých látek (například GHRP5 a GHRP6 nebo ipamorelin a GHRP1) jsou si velmi 
podobná a jejich spolehlivá identifikace by mohla být obtížná. 

Oproti tomu ve spektrech ECD (Obr. 2 nahoře) jsou u jednotlivých látek pozorovatelné 
značné rozdíly. U nejvyšších vlnových délek s maximem 225–230 nm lze u ipamorelinu a 
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GHRP1 pozorovat intenzivní negativní pás, u GHRP2 a GHRP3 negativní pás o výrazně nižší 
intenzitě, u GHRP5 málo intenzivní pozitivní pás a u GHRP6 tento pás chybí (jeho maximum 
je pravděpodobně posunuto k nižším vlnovým délkám). U GHRP1, GHRP3 a ipamorelinu je 
následně přítomen pozitivní pás s různou polohou maxim a u ~195 nm se pak u všech látek 
kromě GHRP3 a ipamorelinu nachází intenzivní negativní pás. Všechny látky tedy ve spektrech 
ECD vykazují dostatek odlišností a ze získaných dat bude vytvořena spektrální databáze, 
pomocí níž bude v budoucnu možné spolehlivě klasifikovat neznámé vzorky.  

Obr. 2: UV spektra (dole) a spektra ECD (nahoře) vodných roztoků GHRPs. 

Sekundární struktura peptidů může být závislá na fyzikálně-chemických podmínkách,  
a pokud při jejich změně dochází také ke změně trojrozměrného uspořádání molekuly, 
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dochází pak k souvisejícím změnám ve spektrech ECD. Tento fenomén je důležitý nejen 
z pohledu studia sekundární struktury analyzovaných látek, ale může se jednat o další 
charakteristickou vlastnost daného peptidu, které lze využít při jeho případné identifikaci.  

Z toho důvodu bylo ověřeno, zda se studované GHRPs chovají stejně v demineralizované 
vodě a ve fosfátovém pufru o pH = 7,25, který lépe simuluje in vivo podmínky. U většiny 
analyzovaných látek nedocházelo při použití pufru jako rozpouštědla ve spektrech ECD 
k žádným významným změnám oproti vodným roztokům, změna prostředí tedy zřejmě 
neměla vliv na jejich sekundární strukturu. Avšak u GHRP1 a GHRP4 (Obr. 3) došlo ve 
spektrech ECD při použití fosfátového pufru k výrazným změnám. Pokles intenzity pásů 
naznačuje, že v pufru dochází k většímu rozvolnění sekundární struktury – tyto peptidy se 
tedy v daném prostředí stávají méně uspořádanými. U GHRP4 došlo navíc i k poklesům 
intenzit dvou pásů v UV spektrech a navíc vzniku nového pásu ECD s maximem u ~300 nm. 
Citlivost těchto dvou GHRPs vůči pH bude předmětem dalších studií, popsané změny ve 
fosfátovém pufru o pH = 7,25 mohou každopádně být využity jako charakteristický projev 
těchto látek při jejich případné identifikaci.  

Obr. 3 UV spektra (dole) a spektra ECD (nahoře) látek GHRP1 (vlevo) a GHRP4 
(vpravo) s použitím demineralizované vody (černá) a fosfátového pufru o pH = 7,25 

(oranžová) jako rozpouštědel.  

Dalším fyzikálně-chemickým parametrem, který může ovlivnit sekundární strukturu peptidů, 
je teplota. Pro analyzované látky tedy byla změřena UV spektra a spektra ECD 
v teplotním rozmezí 15–50 °C. Většina GHRPs se ukázala být s rostoucí teplotou stabilní, 
docházelo pouze k drobnému poklesu intenzity pásů ve spektrech ECD naznačující drobné 
rozvolnění sekundární struktury, což je při vyšších teplotách očekávatelné, po ochlazení se 
však intenzity vrátily do původního stavu, docházelo tedy pouze k vratným procesům. Pouze 
u GHRP4 docházelo s rostoucí teplotou k výraznějším změnám ve spektrech ECD. 
Pozorované změny pak byly ve spektrech patrné i 48 hodin po ochlazení, při vyšších teplotách 
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tedy u GHRP4 došlo k nevratným změnám jeho sekundární struktury (pravděpodobně 
k jejímu rozvolnění).  

Vzhledem k tomu, že u GHRP4 docházelo k ovlivnění struktury jak při různých teplotách, tak 
při různém pH, je tento zástupce GHRPs velmi zajímavou volbou pro další studie za účelem 
zdůvodnit, proč právě sekundární struktura tohoto peptidu vykazuje zvýšenou citlivost na 
fyzikálně-chemické podmínky. I teplotní stabilita může být využita jako charakteristická 
vlastnost studovaných peptidů při jejich případné identifikaci.  

Obr. 4 Teplotní závislost UV spekter (dole) a spekter ECD (nahoře) látky GHRP4.  
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Závěr 
V rámci této práce byla spektroskopie ECD poprvé využita pro systematické studium sedmi 
zástupců ze skupiny GHRPs. Ukázalo se, že sekundární struktura analyzovaných peptidů 
v roztoku je dostatečně odlišná, aby bylo možné provést jejich jednoznačnou identifikaci na 
základě rozdílných spekter ECD.  

Byl zároveň studován vliv pH a teploty na strukturu těchto látek. Ukázalo se, že při použití 
fosfátového pufru o pH = 7,25 jako rozpouštědla došlo k významným změnám spekter ECD 
pouze u GHRP1 a GHRP4. Jako teplotně nestabilní se ukázal být pouze GHRP4, u kterého při 
vyšších teplotách došlo k nevratným změnám sekundární struktury. Tyto poznatky mohou 
být zajímavé jak při případné identifikaci těchto látek v neznámých vzorcích, tak z pohledu 
studia jejich biologické aktivity, která u peptidů často úzce souvisí právě s jejich sekundární 
strukturou.  

Spektroskopie ECD se ukázala jako citlivá, relativně rychlá metoda pro analýzu látek ze 
skupiny GHRPs a v budoucnu by po vytvoření spektrální databáze mohla nalézt uplatnění při 
identifikaci a charakterizaci reálně zachycených vzorků.  
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