Peptidové hormony, rastové faktory, pribuzné latky a mimetika

Trvalo zakazané latky tejto skupiny maja variabilnti chemicka Struktaru a Siroké
spektrum ucinkov. Vo vSeobecnosti ide najméd 0 kratke peptidy a proteiny, ktoré sa
v Tudskom organizme prirodzene produkuju. Plnia tGlohu chemickych poslov, ktoré
moduluju syntézu d’alSich latok s potencidlne stimulaénym ucéinkom. Podl'a Statistky
WADA boli latky tejto skupiny v priebehu roka 2017 zistené v 130 pripadoch dopingu,
¢o tvori priblizne 3 % vSetkych pozitivnych dopingovych nalezov.

Zakladnt charakteristiku erytropoetinu (EPO) a rastového hormonu, ktoré su
najznamejsimi zastupcami tejto skupiny si mozete precitat’ tu:
https://www.antidoping.sk/data/files/379_s2-erytropoetin.pdf
https://www.antidoping.sk/data/files/433_s2-rastovy-hormon.pdf

Blizsie sa budeme venovat’:

e EPO a vyvoju jeho rekombinantnych foriem

¢ modifikovanému erytropoetinu (CERA)

e EPO mimetikam

e rastovému hormoénu (GH) a jeho fragmentom

e hormoénu uvolniujiacemu rastovy horméon (GHRH) a jeho analogom

e peptidom uvolnujacim rastovy hormon (GHRPS)

e sekretagogom rastového hormonu (GHS), ghrelinu a jeho mimetikam

% within
S.2 Peptide Hormones, Growth Factors and Related Substances Occurrences grue class
erythropoietin (EPO) 62 48%
methoxy polyethylene glycol-epoetin beta (CERA) 21 16%
human Chorionic Gonadotrophin (hCG) 15 12%
ibutamoren 11 8%
luteinizing hormone (LH) 8 6%
GHRP-2 (Pralmorelin) 5 4%
molidustat 2 2%
GHRP-6 2 2%
darbepoetin (dEPQO) 2 2%
ipamorelin 2 2%

TOTAL* 130

Nepriaznivé analytické nalezy skupiny S.2 (peptidové hormony, rastové faktory,
pribuzné latky a mimetika) za rok 2017


https://www.antidoping.sk/data/files/379_s2-erytropoetin.pdf
https://www.antidoping.sk/data/files/433_s2-rastovy-hormon.pdf

Erytropoetin

Erytropoetin je glykoproteinovy hormén zodpovedny za regulaciu erytropoézy. Vézbou
na svoj receptor lokalizovany na membrane prekurzorovych buniek spusti kaskadu
reakcii, ktorych vysledkom je stimulacia proliferacie a diferenciacie erytroidnych
prekurzorov v kostnej dreni. Primarnym stimulom pre syntézu EPO je znizenie
parcidlneho tlaku kyslika v krvi. Pofas embryondlneho vyvoja je EPO syntetizovany
prevazne v peceni, & po narodeni v peritubuldrnych bunkach kortexu obli¢iek. Pre
zachovanie fyziologického poctu erytrocytov je erytropoetin v malych mnoZstvach
vylu¢ovany neustale. Denne sa tak vyprodukuje zhruba 200 miliard ¢ervenych krviniek.

Nedostatok erytropoetinu je primarnou pri¢inou anémie spojenej s chronickym
zlyhavanim oblic¢iek. V takom pripade je nutna substitu¢na terapia rekombinantnym
erytropoetinom alebo inou latkou stimulujucou erytropoézu.

V roku 1984 sa podarilo izolovany EPO gén exprimovat v ovarialnych bunkach ¢inskeho
Skrecka, ¢o umoznilo vyvoj prvého rekombinantného erytropoetinu ako lie¢iva. Prvy
rekombinantny EPO (rHUEPO), epoetin alfa bol vyrobeny spolo¢nostou Amgen a
predavany ako Epogen od roku 1989 (prva generacia rHUEPQO). Vzhl'adom na biologicky
polcas (cca 8 hodin) bolo na udrzanie primeranych hladin hemoglobinu nevyhnutné jeho
casté davkovanie. Novodobé rekombinantné EPO su vyvinuté so zmenenymi Struktirami,
predlZzujacimi eliminacny polcas, o umoznuje znizit’ davkovanie na 1x tyzdenne az 1x
mesacne.

Ciel'om farmakoterapie je dosiahnutie hladiny hemoglobinu 110 az 120 g/ (hematokrit
0,33-0,36). Okrem zlyhania obli¢iek sa dnes erytropoetin klinicky pouziva i v d’al$ich
indikéciach, ako napr. prevencia anémie u pacientov s nadorovym ochorenim, ktori
podstupuja chemoterapiu, u pacientov s AIDS lieGenych zidovudinom, u pacientov S
hepatitidou C alebo pred zavaznymi chirurgickymi zakrokmi.
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Mechanizmus tvorby a t¢inku erytropoetinu

Humanny rekombinantny erytropoetin i d’alSie latky stimulujuce erytropoézu st obvykle
dobre znasané, s minimom neziaducich U¢inkov. Zavaznym, ale vzacnym vedl'ajSim
ucinkom je produkcia protilatok erytropoetinu spdsobujucich uplna aplaziu cervenych
krviniek.



Ciel'om zneuzivania EPO Sportovcami je zlepSenie vytrvalosti a znizenie ¢asu potrebného
na regeneraciu. Narast po¢tu ¢ervenych krviniek zvysi transport kyslika z plac
do tkaniv (svalov), a taktieZ zvysi export oxidu uhli¢itého. Stadia na zdravych
dobrovol'nikoch potvrdila zvysenie VO2max (maximalna rychlost’ spotreby kyslika) o 6-
12%. Vysoké mnozstvo erytrocytov (vysoké hodnoty hematokritu) spdsobi zvysenie

viskozity krvi, ¢im sa znizi prietok krvi v cievach, a v dosledku toho moze dojst’ k
tromboze, ¢i mozgovej prihode.

S prichodom rekombinantného erytropoetinu v 90. rokoch 20. storoCia sa doping
autolognou a homolognou transfiziou krvi Ciasto€ne nahradil injekénym podavanim
rHUEPO. V tom ¢ase neexistoval ziadny sposob ako ho vo vzorkach priamo detegovat’.
Az v roku 2000 bol vedcami vo franctizskom narodnom antidopingovom laboratoriu
vypracovany test na detekciu rHUEPO, ktory nasledne schvalila aj WADA.

0.55 -
®— SP
O— SE 2
v— TP )
—o— TE - E\ E é
0.50 - P ‘**«@nf\,\ N\
e\o ?'/;;, 0\
= A
S T
w 0.45 - f// ’f“*
E T \‘\.
= g ? \% T Q \§
0.40
25
A
0.00 T T ‘ T T
0 2 4 6 8 10
Week

Hodnoty hematokritu pocas 10 tyzdiiov za danych okolnosti: (SP = bez tréningu +
placebo, SE = bez tréningu + EPO, TP = tréning + placebo, TE = tréning + EPO)

Rekombinantny EPO je dnes mozné detegovat’ v krvi aj v moci, a jeho zneuzivanie mozno
odhalit’ aj na zéklade odchylok krvného modulu v biologickom pase Sportovca.

O mechanizme U¢inku erytropoetinu, jeho chemickej Struktire, vedl'ajSich uc¢inkoch a
Sportoch v ktorych sa najviac  zneuziva si  modzete  precitat  tu:
https://www.antidoping.sk/data/files/379_s2-erytropoetin.pdf



https://www.antidoping.sk/data/files/379_s2-erytropoetin.pdf

CERA - 3. generacia rHUEPO

CERA (Continuous erythropoietin receptor activator), kontinualny aktivator EPO
receptorov je 3. generaciou ludského rekombinantného erytropetinu. Z hladiska
chemickej Struktiry je CERA rekombinantny EPO viazany na polyetylénglykol
(metoxyetylénglykol-epoetin beta), ktory priniesla na trh $vajéiarska firma Roche pod
nazvom licku MICERA s indikaciou na liecbu symptomatickej anémie spojencj
s chronickym ochorenim obli¢iek. Tento liek sa podava vo forme injekcie subkutanne
alebo intravendzne, a na Slovensku je dostupny od roku 2008.

Struktara metoxypolyetylénglykol-epoetin beta (CERA)

V porovnani s predoslymi generdciami ma CERA predlzeny biologicky polcas (cca 6 dni)
1 samotny mechanizmus ucinku, ¢im sa zabezpeci nepretrzita stimulécia receptorov pre
EPO. Pre pacientov to znamena znizenie poc¢tu aplikovanych injekcii (cca raz mesaéne)
a nizsie naklady na zdravotnu starostlivost’.

vve

na odhalenie dopingu touto latkou, opak je viak pravdou. Predizeny biologicky poléas
predizil aj detekéné okno, a navyse prostrednictvom spoluprace WADA s firmou Roche
bola uz pocas vyvoja lieku Gspesne vyvinuta metoda detekcie CERA v moci aj krvi. V
stcasnosti mozno na odhalenie dopingu touto latok vyuzit metody izoelektrickej
fokusacie, imunochemickli metédou ELISA, kvapalinovi  chromatografiu
s hmotnostnou spektrometriou alebo elektroforetické techniky. Podla Statistky WADA
bolo v priebehu roka 2017 zistenych 62 pripadov dopingu EPO, 21 pripadov dopingu
CERA a 2 pripady dopingu darbepoetinom (2. generacia rHuEPO).

Neziaduce G¢inky CERA a inych rekombinantnych erytropoetinov su: priznaky podobné
chripke, alergické a anafylaktické reakcie, hyperviskozita krvi, zvySené riziko trombozy,
hypertenzia, ¢i aplazia Cervenych krviniek po vytvoreni autoprotilatok.

Pozitivny test na CERA mali v minulosti najmi atléti a cyklisti (napr. Rashid Ramazi,
Riccardo Ricco, Bernhard Kohl, Erik Tysse, Davide Rebellin).



EPO mimetika

EPO mimetické peptidy (EPO mimetikd) st syntetické cyklické peptidy, ktoré
nevykazuju ziadnu sekvenénti homologiu s EPO, ale dokézu sa viazat' na EPO receptor,
aktivovat’ ho a stimulovat’ tak syntézu EPO. Spolu s hypoxiu indukovatel'nymi faktormi
(HIFs) patria k latkam stimulujucim erytropoézu.

Najznamejsou a klinicky najvyspelejSou latkou tejto skupiny je peginesatid, znamy aj pod
nazvami Omontys alebo Hematide. Struktarne ide o synteticky homodimér dvoch EPO
mimetickych peptidov viazanych s polyetylénglykolom, ktoré sa podobaju lI'udskému
EPO. Peginesatid bol vyvinuty na lieCbu anémie spojenej s chronickym ochorenim
obliciek pre dospelych pacientov podstupujicich dialyzu. Dve randomizované
kontrolované S§tadie uverejnené v roku 2013 zistili, ze 0G¢innost’ peginesatidu je
porovnatel'na s darbepoetinom (2. generacia rHUEPQ), avSak oproti darbepoetinu prinasa
liecba peginesatidom zvysSené riziko kardiovaskularnych prihod 1 mrtia.
Vzhl'adom na predizeny biologicky poléas sa peginesatid podava intravendzne alebo
subkutanne v davke 0,03 - 0,1 mg/kg telesnej hmotnosti cca raz mesacne.

Nakol’ko peginesatid nema homologicku sekvenciu aminokyselin s EPO, bolo nutné
vyvinit’ nové analytické postupy a metoddy na jeho detekciu vo vzorkach. Za posledné
roky boli uspesne validované a aplikované metody na jeho detekciu v krvi, moci i sére
(napr. ELISA, LC-MS/MS).
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Metody pouzivané na zvySenie transportu kyslika.

Rastovy hormén a jeho fragmety

Ludsky rastovy hormén (hGH) je peptidovy hormon, ktory sa v organizme prirodzene
syntetizuje v prednej casti hypofyzy. Kolisajiice hladiny hGH v krvi st spésobené jeho
nepravidelnou sekréciou do krvného obehu, ktora zavisi od veku, pohlavia, spanku,
fyzickej aktivity, stravy, stresu ¢i zivotného prostredia.



hGH je komplexnou kombinaciou réznych molekularnych foriem (izoforiem), vratane
hlavnej 22-kDa formy, minoritnych izoforiem (napr. 20-kDa forma) alebo moze
existovat’ aj v podobe agregatov izoforiem (napr. diméry a oligoméry). Po sekrécii do
krvného obehu ma 22-kDa hGH biologicky pol¢as 10-20 minat a ovplyviiuje
metabolizmus bielkovin, tukov, uhlohydratov a mineralov. Hlavnou ulohou hGH je
stimulacia pecene k vyluCovaniu inzulinu podobnému rastovému faktoru-I (IGF-I), ktory
sa viaze na IGF-1 receptory, pritomné takmer vo vSetkych tkanivach, ¢im stimuluje rast
a delenie buniek.

Utinky hGH na tkaniva sa daju vieobecne opisat’ ako anabolické. Okrem stimulcie
syntézy proteinov a rastu svalovej hmoty zaroven zvySuje mineralizaciu kosti,
glukoneogenézu v peceni, d’alej podporuje lipolyzu a stimuluje imunitny systém.
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Schéma uéinku rastového horménu na kostné a tukové tkanivo.

Pre vyssie uvedené ucinky sa rekombinantny rastovy hormonom (GH) pouziva v $porte
ako latka zvySujuca vykon. Detekcia dopingu GH je naro¢na z niekol’kych dovodov:
podobnost’ exogénneho GH s endogénnym hGH, kratky biologicky polcas, vel'mi nizka
miera vylucovania mo¢om.

Na odhalenie dopingu GH je v sucasnosti k dispozicii izoformovy a biomarkerovy test.
Izoformovy test vyuziva rozdiel medzi rekombinantnym GH (Cisty 22K-GH)
a heterogénnou povahou endogénneho hGH (niekolko izoforiem). Jeho hlavnym
obmedzenim je kratka doba detekcie (~ 12-24 hodin po poslednej davke GH).
Biomarkerovy test je zalozeny na detekcii IGF-I a kolagénu III, ktorych hladiny sa po
externom podani GH zvysia. GH je mozné tymto testom detegovat’ cca 1 - 2 tyzdne od
podania.



Zneuzivanie GH vedie k ndlezitym a Castokrat k zivot ohrozujiicim neziaducim u¢inkom.
O najznamejsich pripadoch dopingu GH, o najviac ovplyvnenych Sportoch kde sa GH
zneuziva, 1 o jeho neziaducich ucinkoch si modZzete precitat tu:
https://www.antidoping.sk/data/files/433_s2-rastovy-hormon.pdf

Vedci zistili, ze t¢inky hGH zodpovedné za metabolizmus tukov s kontrolované malou
oblast'ou blizko jedného konca molekuly hGH. Tato oblast’ pozostavajiica z aminokyselin
176-191 tvori menej ako 10% celkovej vel’kosti molekuly hGH. Peptidovy fragment hGH
176-191 (znamy aj ako AOD-9604) C-konca l'udského rastového hormonu, do ktorého
sa na N-terminalnom konci prida tyrozin funguje tak, Ze napodobiiuje spésob, akym
prirodny hGH reguluje metabolizmus tukov, ale bez vedl’ajsich uc¢inkov na hladinu cukru
v krvi alebo rast, ktory sa prejavuje pri nemodifikovanom hGH. In vivo u¢inky
syntetického peptidu GH 176-191 (AOD-9604) potvrdili stimuléciu lipolyzy, inhibiciu
lipogenézy, a taktiez boli pozorované priaznivé regenera¢né vlastnosti chrupaviek.

AOD-9604 bol pdvodne vyrobeny v Melbourne
profesorom Frankom Ng ako potencialny liek proti
obezite. Zakazana latka AOD-9604 je stale
klinickom vyvoji, a =zatial nebola schvdlend na
terapeutické pouzitie. Na Ciernom trhu je vSak volne
dostupna spolu inymi zakazanymi latkami tejto skupiny.
AOD-9604 sa podava intramuskularnou alebo
subkutannou injekciou 2 az 6 IU (500 az 1 000 pg)
rozdelenej na 2 az 3 davky - jedna rano pred ranajkami,
druha davka po tréningu a tretia pred spanim.
K vedlajsim ulinkom patri napr. nadmerna potreba
spanku alebo nespavost’.

Vo vyskume existuje nespocetné mnozstvo tychto peptidov. S pokrokom technologii,
biochémie a priemyselnej vyroby peptidov sa vyhladavaju S$pecifické faktory na
ovplyvnenie metabolizmu a funkcie najma svalovych a nervovych buniek.


https://www.antidoping.sk/data/files/433_s2-rastovy-hormon.pdf

Hormoén uvoliiujuci rastovy hormon (GHRH) a jeho analégy

V doslovnom preklade z anglického growth hormone-releasing hormone je to rastovy
hormon uvoliujuci horméon (GHRH), tiez znamy pod INN nazvom ako somatorelin.
GHRH pozostavajuci zo sekvencie 29 aminokyselin je produkovany hypotalamom
a viazbou na svoje receptory v hypofyze stimuluje uvolfiovanie endogénneho rastového
horménu hGH. GHRH ma mnozstvo $trukturalnych a funkénych analégov, ako napr. Pro-
Pro-hGHRH (1-44) -Gly-Gly-Cys, CJC-1293, a CJC-1295.

Pre dosiahnutie ucinkov dopingu sa rekombinantny GHRH a jeho analogy casto
pouzivaji namiesto rekombinantného rastového horménu (rGH). Podavanie GHRH
a dalsich faktorov uvolnujucich l'udsky rastovy hormon, zaroven maskuje detekciu
zneuzivania rekombinantného rastového hormoénu pri analyze izoformovym testom.
Okrem odhalenia dopingu ¢i uz GHRH alebo inych faktorov uvolnujucicj I'udsky rastovy
hormon pomocou nepriameho testu biomarkerov hGH, vyvinuli antidopingové
laboratoria aj metoédu detekcie na zaklade hmotnostnej spektrometrie. Prave pomocou
tejto metddy bolo odhalenych a hlasenych niekol’ko nepriaznivych analytickych nalezov.
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Schéma pdsobenia hormonu uvoliujiceho rastovy hormon (GHRH).

Mnohé anal6gy GHRH su stale predmetom vyskumu, aj ked’ niektoré uz majt Specifické
terapeutické alebo diagnostické pouZitie, napr. sermorelin - funkény peptidovy fragment
GHRH sa pouziva pri diagnostike sekrécie rastového hormoénu. Tesamorelin bol pod
obchodnym nazvom Egrifta v roku 2010 schvaleny na liecbu lipodystrofie spojenej s
HIV. NeZiaduce G¢inky uzivania GHRH a jeho analdogov su podobné ako pri podavani
samotného rGH.

Peptidy uvoliiujuce rastovy hormén (GHRPS)



Peptidy uvolnujuce rastovy hormon (GHRPS) su kratke syntetické peptidy (pod 1 kDa),
ktoré maju schopnost’ stimulovat’ sekréciu 'udského rastového horménu (hGH) viazbou
na receptor ghrelinu. V doésledku toho je mozné pozorovat rézne uGcinky, vratane
zvySovania vykonnosti, €o je pri zneuzivani tychto latok Sportovcami najziadanejsie.

S umyslom terapeutického pouzitia bolo vyvinutych niekol’ko GHRPS. Prvy hexapeptid
objaveny vd’aka empirickym a teoretickym $tididm s in vitro a in vivo aktivitou bol
GHRP-6. Charakteristickym znakom GHRPS je pritomnost’ skupin D-aminokyselin,
ktoré stabilizuju Struktaru peptidov pred degradaciou v plazme. Od zaciatku 80. rokov
20. storocia sa zaznamenavali dokazy ktoré naznaCovali neocakavané farmakologické
kardioprotektivne a cytoprotektivne vlastnosti GHRPS. Najznamejsie peptidy uvolfiujace
rastovy hormoéon (GHRPs) su: GHRP-1, -2, -4, -5, -6, hexarelin, alexamorelin a
ipamorelin.

Na terapeutické pouzitie je schvaleny jediny GHRPS - pralmorelin (GHRP-2), ktory sa v
Japonsku pouziva pri diagnostike nedostatku hGH. Napriek tomu sa GHRPs predavaju
prostrednictvom internetu, ¢o vyuzivaju najma Sportovci silovych a rychlostnych Sportov.
Po intraven6znom, subkutannom, intranazalnom aj peroralnom podani si GHRPs
biologicky dobre dostupné. Na ¢iernom trhu sa m6zu objavit aj nové analogy uz
znamych GHRPs. Aj mala modifikacia Struktar GHRPS ich robi v podstate
nezistitelnymi, pretoze sucasné analytické stratégie antidopingovych laboratorii st
zalozené hlavne na cielenej analyze. Analytick¢é metddy na detekciu a jednoznacnu
identifikaciu peptidov uvolnujicich rastovy hormén vyuzivaji najmid kvapalinova
chromatografiu v spojeni s hmotnostnou spektrometriou. Na rozdiel od detekcie rGH sa
GHRP deteguju vo vzorkach mocu.

V roku 2019 mal pozitivny test na anastrozol, GHRP-2 a GHRP-6 americky bojovnik
zmieSanych umeni Clarence Byron Dollaway, za ¢o dostal 2 roky zakazu ¢innosti.

Clarence Byron Dollaway



Sekretagogy rastového horménu (GHS), ghrelin a jeho mimetika

Sekretagogy rastového hormonu (GHS) st skupinou Struktirne rozmanitych chemickych
zlt¢enin, ktoré sa viazu na Specifické GHS receptory v hypotalame a
hypofyze so stimulacnym ucinkom na sekréciu rastového horménu (GH). Endogénnym
ligandom (prirodzene produkovany organizmom) GHS receptorov je 28-
aminokyselinovy peptid ghrelin, ktory bol v roku 1999 izolovany z gastrointestindlneho
traktu. Jeho pomenovanie tiez predstavuje skratku growth hormone-releasing peptid, pre
schopnost’ uvolnovat rastovy hormon (GH) z adenohypofyzy. Okrem toho stimuluje aj
sekréciu adrenokortikotropného hormonu (ACTH) a prolaktinu (PRL). Terapeuticky sa
pouziva pri diagnostike deficitu GH alebo aj ako anabolicka liecba kachexie.

Ghrelin vykazuje aj niekolko neendokrinnych ucinkov, napr. modulacia metabolizmu
glukozy a lipidov, regulacia gastrointestinalnej motility, chuti do jedla, imunitnej funkcie,
ochrana neurondlnych a kardiovaskularnych buniek.
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Schéma tcinkov ghrelinu.

Postupne boli vyvinuté mimetika ghrelinu (napr. anamorelin, ipamorelin, tabimorelin),
posobiace ako agonisty ghrelinovych receptorov so schopnost'ou vyvolat’ sekréciu GH.
Podobne ako u GHRPs aj detekcia GHS sa vykonava zo vzoriek mocu separa¢nymi
metddami v spojeni s hmotnostnou spektrometriou.

Sekretagogy GH, hormon uvolniujtci rastovy hormoén a jeho analogy spolu s peptidmi
uvolfiujucimi GH patria k faktorom uvolfiujucim T'udsky rastovy hormoén (GHRF).



Vsetky tieto latky indukuju sekréciu endogénneho hGH adenohypofyzou a podobne ako
rastovy hormén 8 GHRF moézu znizovat' mnozstvo telesného tuku a zvySovat’ svalovu
hmotu a silu. Pri ich zneuZzivani $portovcami ide o tzv. nepriamu formu dopingu rastovym
horménom. GHRF je mozné podavat’ intravendzne, subkutanne, intranazalne, bukalne
alebo peroralne, v zavislosti od lickovej formy jednotlivych latok. Vyrobky S
obsahom GHRF st I'ahko dostupné na ¢iernom trhu aj napriek tomu, ze vacsina z nich
nie je schvalena na humanne pouZzitie.

Podl'a statistky WADA bolo v roku 2017 zistenych 19 pripadov dopingu faktormi
uvolnujicimi hGH.

Growth Hormone Releasing Factors (GHRFs)

Samples # of Sports # of TAs AAFs
2017 57,869 119 218 19
2016 49,358 111 207 15
2015 21,727 88 154 14
2014 1,804 41 18 6

Statistika mnoZstva testovanych vzoriek a pozitivnych pripadov dopingu faktormi

uvolnujicimi Pudsky rastovy hormén v rokoch 2014 — 2017.




