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Ipamorelin — struktura i funkcija

SAZETAK

Ipamorelin je sintetski pentapeptid, 2-metilalanil-L-histidil-3-(2-nattil)-D-alanil-D-fenilalanil-L-
lizinamid koji pripada skupini peptida-poticatelja izlu€ivanja hormona rasta, tzv. sekretagoga.
Zbog toga bi se mogao koristiti u regeneraciji razli€itih tkiva nakon ozljeda, ili opéenitih
pojava neuravnoteZenosti organizma. Medutim, bitno je za naglasiti da se ipamorelin za sada
nalazi na listi zabranjenih supstanci Svjetske antidopinSke organizacije. U ovom zavrSnom
radu prikazat ¢e se dosada$nja saznanja o ucincima ipamorelina, te najnovije spoznaje o
detekciji ove nedozvoljene supstance u urinu sportasa.

Kljuéne rije€i: ipamorelin, fizioloSki u€inak, sekretagog hormona rasta, detekcija u urinu



Ipamorelin — Structure and Function

SUMMARY

Ipamorelin is a synthetic penta-peptide, 2-methylalanyl-L-histidyl-3-(2-naphthyl)-D-alanyl-D-
phenylalanyl-L-lysinamide which belongs to the group of growth hormone releasing peptides
(secretagogues). Therefore it could be used for regeneration of couple of body tissues after
any injury, or the general imbalance of the body. However, it should be mentioned, that
ipamorelin is still included in the Prohibited List of doping substances of World Anti-Doping
Agency. The aim of this undergraduate thesis is to give an overview of ipamorelin effects on
various tissues of model animals. In addition, novel method of detection of this doping
substances in the urine of athletes will be ascribed.

Keywords: ipamorelin, physiological effect, growth hormone secretagogue, detection in
urine



SADRZAJ

1. UvOD 1
2. TEORISKI DIO 2
B R o - 1 o T T <1 11 o TSP PRPR 2
2.2. Molekularni mehanizam djelovanja GHRP ........ccooiiiiiiiiiiece e 2
2.3. FizioloSki UCINCI iPAMOTEIING ...uveiiiiiiiieciiie ettt et e e e e e s e e e s aree e s ssbeeessanes 4
2.3.1. Ipamorelin potice izlu€ivanje i biosintezu hormona rasta 4
2.3.2. Ipamorelin potice longitudinalni rast kostiju 7

2.3.3. Ipamorelin suprimira negativne ucinke dugotrajnog izlaganja glukokortikoidima 8

2.3.4. Ipamorelin potice peristaltiku Zeludca i tankog crijeva 9
2.4. Detekcija ipamoreling U UrinU SPOrtaSa ......cccveeiieciieeeiiiiee e eseee s e esvee e e sbee e s s sveee s eeanes 11
3. ZAKLJUCAK 14

4. LITERATURA 15




1. UVOD

Unazad dvadesetak godina, osim ve¢ poznatih hormona koji poti¢u izlu€ivanje
hormona rasta (GHRH, eng. Growth Hormone Releasing Hormones), otkriveno je da i drugi
spojevi mogu uzrokovati poviSenje hormona rasta u krvi te djelovati kao tzv. sekretagogi.
Radi se o porodici sinttskih peptida predestavljenih kao GHRP (eng. Growth Hormone
Releasing Peptides). Uz ove dvije skupine spojeva, na razinu hormona rasta u krvi utjeCe i
hormon somatostatin, inhibiraju¢i njegovo lu¢enje (Anderson i sur., 2005.; Raun i sur.,
1998.).

Buduc¢i da hormon rasta nema neki ciljni organ, vec¢ svoje djelovanje proteze na
sva tkiva u tijelu regulirajuéi procese rasta, njegova je vaznost neopisiva. Time ujedno jaca i
odgovornost uporabe sintetskih GHRP buduéi da reguliraju razinu hormona rasta. Naime,
sintetski GHRP poput GHRP-1, GHRP-2 (pralmorelina), GHRP-4, GHRP-5, GHRP-6,
hexarelina, alexamorelina te ipamorelina su skupina sekretagoga hormona rasta koji djeluju
slicno hormonu koiji poti¢e izlu€ivanje hormona rasta (GHRH), podizuéi razinu hormona rasta

svojim pozitivnim svojstvima isti¢e ipamorelin (Raun i sur., 1998.).

DosadasSnje spoznaje o fizioloSkim ucincima potkozne (supkutane) ili
intravenozne administracije ipamorelina na pokusne zivotinje ili izlozenosti kultura stanica
tkiva ipamorelinu, upucuju da ipamorelin potiCe somatotropne stanice adenohipofize na
izluCivanje hormona rasta i njegovu biosintezu (Jiménez-Reina i sur., 2002.; Raun i sur.,
1998.; Johansen i sur., 1999.), da ima blagotvorno djelovanje po kostano i miSi¢no tkivo
sprjeCavajuci negativne ucinke dugotrajnog izlaganja organizma glukokortikoidima (Andersen
i sur.,, 2001.), da poti€e longitudinalni rast kostiju (Johansen i sur., 1999.), te pojaCava

peristaltiku Zeludca i tankog crijeva (Greenwood-Van Meerveld i sur., 2012.).

Medutim, kljuéno je za naglasiti da se ipamorelin nalazi na listi zabranjenih
supstanci od strane Svjetske antidopinSke organizacije (WADA; eng. World Anti-Doping
Agency) te kao takav svoju primjenu trenutno ne pronalazi u svijetu sporta, osim u slu€aju

dopinga (Semenistaya i sur., 2015.).

Cili ovoga rada je prikazati dosadaSnja saznanja o fizioloSkim ucincima
ipamorelina koje su u zadnjih dvadesetak godina ugledale svjetlo u svijetu Zivotinjskih
modela. Nadalje, u zadnjem dijelu rada prikazat ¢e se trenutalne spoznaje o testiranju

prisustva ove nedozvoljene supstance u urinu sportasa.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Ipamorelin

Molekulske formule CssH49NgOs, ipamorelin je sintetski pentapeptid 2-metilalanil-
L-histidil-3-(2-naftil)-D-alanil-D-fenilalanil-L-lizinamid (Slika 1).
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Slika 1. Strukturna formula ipamorelina (Raun i sur., 1998.)

Spada u skupinu sintetskih peptida koji poti¢u luéenje hormona rasta iz
somatotropnih stanica prednjeg reznja hipofize (Jiménez-Reina i sur., 2002.).

Uz ipamorelin, najznacajniji sintetski peptidi-sekretagogi hormona rasta su:
GHRP-1, GHRP-2 (pralmorelin), GHRP-4, GHRP-5, GHRP-6, hexarelin i alexamorelin
(Semenistaya i sur., 2015.; Ferro i sur., 2016.). Svi sekretagogi hormona rasta vezZzu se na
specifiCni receptor u stani¢noj membrani (GHSR, eng. Growth Hormone Secretagouge
Receptor) stanica prednjeg reznja hipofize (adenohipofize) i potiCu izlu€ivanje hormona rasta
(Anderson i sur., 2005.).

2.2. Molekularni mehanizam djelovanja GHRP

Molekularni mehanizam koji vezanjem sintetskih GHRP za specifi¢ni receptor u
stani¢noj membrani stanica adenohipofize dovodi do otpu$tanja hormona rasta, nesto se
razlikuje od mehanizma uzrokovanog vezanjem GHRH. Glavni razlog tomu lezi u €injenici da
se GHRH veze na svoj specificni receptor, dok se sintetski GHRP vezZu na posebnu podvrstu

receptora zvanih grelinskim receptorima (GHS-R1a; eng. Growth Hormone Secreatgouge
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Receptor 1a). U oba slu€aja radi se o receptorima koji unutarstani¢nu signalizaciju zapocinju
posredstvom G-veznih proteina (Anderson i sur., 2005.; Semenistaya i sur., 2015.; Yin i sur.,
2014.).

Naime, vezanjem signalne molekule (GHRH ili GHRP) na receptor, receptor
blago mijenja konformaciju, Sto slijedno dovodi i do promjene konformacije trimernog G-
proteina vezanog uz receptor. To uzrokuje da Gq-podjedinica G-proteina otpusti gvanozin-
difosfat i veze gvanozin-trifosfat. Uslijed toga, Gq-podjedinica disocira s trimernog G-proteina

i veze se za specifiCni enzim kojeg aktivira (Strelec, 2016.; Yin i sur., 2014.).

U slu¢aju GHRH aktivira se enzim adenilat-ciklaza koja prevodi adenozin-trifosfat
u ciklicki adenozin-monofosfat (CAMP) koji djeluje kao drugi (sekundarni) glasnik u stanici, a
u slucaju GHRP aktivira se enzim fosfolipaza C (PLC) koja cijepa membranske fosfolipide
koji sadrze inozitol-4,5-difosfatnu skupinu u inozitol-1,4,5-trifosfat (IPs) i diacil-glicerol (DAG)
pri Cemu oba djeluju kao drugi glasnici (Yin i sur., 2014.; Strelec, 2016).

Nastali drugi glasnici, cAMP, IP3 i DAG, provode daljnju unutarstani¢nu
signalizaciju. Ciklicki AMP se veze za inhibitorne podjedinice enzima protein-kinaze A (PKA),
koje zbog vezanja cAMP disociraju sa inaktivnog enzima, te PKA prelazi u aktivan oblik
fosforilirajui razliCite proteine u stanici. Inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3) osloboden djelovanjem
PLC se veZe za kalcijeve kanale u endoplazmatskom retikulumu §to utjeCe na poviSenje
citoplazmatske koncentracije kalcijevih iona (Ca?*). PoviSena koncentracija Ca?* iona u
citoplazmi potom djeluje i na protein-kinazu C (PKC), koja blago mijenja konformaciju, veze
se za staniénu membranu, gdje se potom aktivira vezanjem DAG. Aktivirana PKC fosforilira
kanale za kalij te ih na takav nacin inhibira. Inhibicija kanala za kalij dovodi do depolarizacije
membrane i slijednog otvaranja kalcijevih kanala u staniénoj membrani, Sto dovodi do
dodatno povecane koncentracije kalcijevih iona u citoplazmi stanica (Yin i sur., 2014.;
Strelec, 2016).

U oba slu€aja, kaskadni slijed unutarstani¢ne signalizacije dovodi do stapanja
vezikula koje sadrze hormon rasta sa stanichom membranom i otpustanja hormona rasta u
krvotok. Medutim, istovremeno s otpuStanjem hormona rasta unutarstanina signalizacija
dovodi i do pojaCane ekspresije gena za hormon rasta, slijedne biosinteze i pohranjivanja u
sekretorne vezikule do sljedece kaskade signala koja ¢e potaknuti otpustanje hormona rasta

iz stanica adenohipofize u krvotok (Anderson i sur., 2005.).



2.3. Fizioloski ucinci ipamorelina

DosadasSnje spoznaje o fizioloSkim wucincima potkozne (supkutane) ili
intravenozne administracije ipamorelina na pokusne Zivotinje ili izlozenosti kultura stanica
tkiva ipamorelinu pokazuju da ipamorelin potiCe somatotropne stanice adenohipofize na
izluCivanje hormona rasta i njegovu biosintezu (Jiménez-Reina i sur., 2002.; Raun i sur.,
1998.; Johansen i sur., 1999.), da ima blagotvorno djelovanje po ko&tano i misi¢no tkivo
sprjeCavajuci negativne u€inke dugotrajnog izlaganja organizma glukokortikoidima (Andersen
i sur.,, 2001.), da poti€e longitudinalni rast kostiju (Johansen i sur., 1999.), te pojatava

peristaltiku Zeludca i tankog crijeva (Greenwood-Van Meerveld i sur., 2012.).

Gotovo se svi gore navedeni fizioloski ucinci ipamorelina prije svega mogu
pripisati u¢incima hormona rasta, buduci ipamorelin poti¢e njegovo izlu€ivanje. Naime, opce
je poznato da je hormon rasta izuzetno bitan za rast kostiju, oporavak i sras¢ivanje oSte¢enih
miSi¢a, energetsku homeostazu, te metabolizam proteina, Secera, masti i minerala u
sisavaca (Anderson i sur., 2005.). Stoga ne zacuduje cinjenica da ipamorelin pokazuje
blagotvorno djelovanje po kostano i miSi¢no tkivo (Andersen i sur., 2001.), te da potice
longitudinalni rast kostiju (Johansen i sur., 1999.). Medutim, u slu¢aju pojaCavanja
peristaltike zeludca i tankog crijeva, fizioloski u€inak ipamorelina se dijelom moze pripisati
njegovu djelovanju kao mimetiku hormona grelina. Naime, poznato je da se ipamorelin veze
za grelinske receptore (GHS-R1a), te na neki nacin moze imitirati djelovanje hormona grelina

(Anderson i sur., 2005.; Greenwood-Van Meerveld i sur., 2012.; Ferro i sur., 2016.).

Upravo iz gore navedenog, ispitivanja fizioloSkih u€inaka ipamorelina gotovo su
uvijek provodena u usporedbi ili sa hormonom rasta, i/ili u usporedbi sa GHRH, a u slucaju
ispitivanja peristaltike Zeludca i tankog crijeva u usporedbi sa hormonom grelinom. Stovise,
kako ipamorelin spada u skupinu sintetskih GHRP vrlo ¢esto je njegov udinak usporeden i sa

odabranim sintetskim GHRP.

2.3.1. Ipamorelin poti€e izluéivanje i biosintezu hormona rasta

Potvrdu da ipamorelin djeluje kao sekretagog hormona rasta, odnosno da potice
izluivanje hormona rasta iz somatotropnih stanica adenohipofize prvo su pokazala
istraZivanja Raun i sur. (1998). Naime, autori su ispitujuéi in vitro utjecaj ipamorelina i drugih
GHRP na kulturu stanica hipofize Stakora pronasli da ipamorelin poti¢e izlu€ivanje hormona
rasta (Tablica 1). UCinak ipamorelina na 50%-tnu stimulaciju izlu€ivanja hormona rasta
(ECso) iz stanica hipofize u in vitro uvjetima bio je l0Siji od u€inka GHRH (oko 5 puta nizi),
podjednak u€inku GHRP-1 i GHRP-2, a bolji od u¢inka GHRP-6.



Tablica 1. Utjecaj GHRP na otpustanje hormona rasta (Raun i sur., 1998.)

Sekretagog Struktura ECso (nmol/L)* Emax (%0)**
GHRP-1 Ala-His-D2-Nal-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH; 1,1+0,3 805
NNC 26-0039*** Ala-His-D2-Nal------------ D-Phe-Lys-NH; 6,5+1,7 105+ 13
NNC 26-0133*** D-Ala-His-D2-Nal------------ D-Phe-Lys-NH» 15+8 60+8
Ipamorelin Aib-His-D2-Nal------------ D-Phe-Lys-NH- 1,3+04 85+5
GHRP-2 Ala-------- D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH- 1,8+0,5 85+5
GHRP-6 His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH> 2,2+0,3 100
GHRH 0,26 + 0,07 126 £ 7

* ECso - koncentracija sekretagoga koja izaziva 50%-tnu stimulaciju otpustanja hormona rasta
** Emax - maksimalna koncentracija otpuStenog hormona rasta izrazena u %-tku u odnosu na koncentraciju
izazvanu djelovanjem GHRP-6 (Emax za GHRP-6 =231 + 51 ng/ml)
*** NNC 26-0039 i NNC 26-0133 su oznake zasti¢enih novosintetiziranih peptida

Dodatnu potvrdu da ipamorelin djeluje kao sekretagog hormona rasta Raun i
suradnici su u istom istrazivanju pokazali in vivo ispitivanjima na svinjama i Stakorima nakon
intravenozne administracije odabranih GHRP (Tablica 2). Ucinak ipamorelina na 50%-tnu
stimulaciju izlu€ivanja hormona rasta (EDso) pronadenog u plazmi Stakora i svinja bio je loSiji
od ucinka GHRP-2, a bolji od u¢inka GHRP-6. Medutim, autori nisu ispitali in vivo utjecaj

GHRH, tako da se nije mogao usporediti in vivo u€inak ipamorelina i GHRH.

Tablica 2. Utjecaj sekretagoga na razinu hormona rasta u plazmi Stakora i svinja (Raun i
sur., 1998.)

Stakor Svinja
Sekretagog EDso (nmol/kg)*  Emax (ng/ml)**  EDso (nmol/kg) Emax (ng/ml)
Ipamorelin 80 + 42 1545 + 250 2,3+0,03 65+ 0,2
NNC 26-0039*** > 4300 0 - -
NNC 26-0133*** 186 + 126 587 + 93 -
GHRP-2 30+4 1153+ 31 0,6 +0,2 56 + 6
GHRP-6 115 + 36 1167 + 120 39+14 747

* EDso - koncentracija sekretagoga koja izaziva 50%-tnu stimulaciju otpustanja hormona rasta
** Emax - maksimalna koncentracija otpustenog hormona rasta
*** NNC 26-0039 i NNC 26-0133 su oznake zasti¢enih novosintetiziranih peptida

In vivo ucinak ipamorelina i GHRH pokazali su Johansen i suradnici (1999.) koji
su pratili utjecaj ipamorelina i GHRH na razinu hormona rasta u plazmi Stakora nakon
intravenozne administracije razli€itih koncentracija oba sekretagoga (Slika 2). Uoceno je da
ipamorelin pokazuje 35% nizi udio hormona rasta u plazmi Stakora u odnosu na GHRH.
Medutim, kada se uzme u obzir da je GHRH u 15-tom danu dodan u desetorostruko nizoj
koncentraciji od ipamorelina, tada se moze reci da ipamorelin pokazuje znatno nizi u¢inak na

izlu€ivanje hormona rasta od GHRH pri istoj primijenjenoj masenoj koncentraciji.
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Slika 2. Koncentracija hormona rasta u plazmi Stakora nakon intravenozne administracije a)
ipamorelina (100 pg/kg) ili b) GHRH (10 pg/kg). Stakori su prvo uzgajani uz dnevnu potkoznu
administraciju ipamorelina ili GHRH od 0-tog do 14-tog dana kako slijedi: 450 ug/dan (), 90
pg/dan (w), 18 pg/dan (A), fizioloSka otopina sa 0,1% serumskim albuminom Stakora — O
pg/dan (O), a potom su u 15-tom danu izloZeni intravenoznoj administraciji (Johansen i sur.,
1999.)

Osim $to poti¢e izlu€ivanje hormona rasta, ipamorelin istovremeno potice
somatotropne stanice adenohipofize na biosintezu hormona rasta, $to indirektno pokazuju
istrazivanja Jiménez-Reina i suradnika (2002.). Autori su ultrastrukturnom analizom
imunokemijski obojanih stanica hipofize Stakora nakon 21 dana izlaganja Zivih Zivotinja
fizioloSkoj otopini, ipamorelinu ili GHRH, ustanovili da je volumna gustoca sekretornih
vezikula (koje sadrze hormon rasta) u somatotropnim stanicama adenohipofize (VvGr;
izrazena kao %-tak volumena citoplazme) veéa u stanicama Zivotinja tretiranih sa
ipamorelinom (20,89 + 1,57) i GHRH (23,03 + 2,16), nego tretiranih fizioloSkom otopinom
(16,45) (Slika 3). Time su indirektno dokazali da ipamorelin pokazuje slican u€inak GHRH u

poticanju biosinteze hormona rasta.
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Slika 3. Volumna gusto¢a sekretornih vezikula (VvGr) u somatotropnim stanicama
adenohipofize Stakora nakon 21 dan izlaganja zivih Zivotinja fizioloSkoj otopini, ipamorelinu i
GHRH (Jiménez-Reina i sur., 2002.)

2.3.2. Ipamorelin poti¢e longitudinalni rast kostiju

Jedan od kljuénih ucinaka hormona rasta jest formiranje, rast kostiju i poviSenje
koStane mase (Andersen i sur., 2001.; Anderson i sur., 2005.). Stoga je kako je vec prije
navedeno, logi¢no za o€ekivati da bi ipamorelin mogao imati sli¢an ucinak na rast kostiju kao
i hormon rasta, buduéi da potice izlu€ivanje hormona rasta. Da ipamorelin potiCe

longitudinalni rast kostiju dokazano je u istrazivanju Johansen-a i suradnika (1999.).

Navedeni autori su ispitivali longitudinalni rast kostiju Stakora tijekom 15 dana
rasta uz dnevnu primjenu potkoznih injekcija ipamorelina razli€itih koncentracija (450, 90, 18
i 0 pg/dan) u rasponu od nultog do pethaestog dana rasta te ustanovili da je longitudinalni
rast kostiju ovisan o primijenjenoj koncentraciji ipamorelina (Tablica 3). Primjena ipamorelina
pri maksimalnoj koncentraciji od 450 ug/danu dovela je do 24% veceg longitudinalnog rasta
kostiju u odnosu na kontrolu, $to upuéuje na mogucu primjenu ipamorelina u lijecenju bolesti

poremecaja rasta.

Tablica 3. Longitudinalni rast kostiju (LRK, pm/dan) u Stakora dnevno tretiranih potkoznim

injekcijama ipamorelina razli€itih koncentracija tijekom 15 dana rasta (Johansen i sur., 1999.)

Ipamorelin pg/dan

Dani 450 90 18 0

0-6 50 48 41 38

6-13 54 52 46 45

0-13 52 50 44 42
(24%)* (19%)* (5%)*

* Postotni porast longitudinalnog rasta kostiju tijekom trinaest dana rasta (0-13 dana) izraCunat na odnosu
promjenu rasta zabiljezenu kod kontrolne skupine (0 pg/danu ipamorelina)



2.3.3. Ipamorelin suprimira negativne uc¢inke dugotrajnog izlaganja glukokortikoidima

Dugotrajno koriStenje glukokortikoida u slu€aju odredenih bolesti i neravnoteza
imunoloskog sustava moZe dovesti do slabljenja miSiéne muskulature i skeletnih tkiva,
prvenstveno zbog kataboli¢kog efekta glukokortikoida i njihove supresije izlu€ivanja hormona
rasta. Stoga su Andersen i suradnici (2001.) ispitali potencijal ipamorelina kao poticatelja
izluCivanja hormona rasta na supresiju negativnih ucinaka dugotrajne izlozenosti

glukokortikoidima.

Navedeni autori ispitali su utjecaj dnevne izlozenosti 8 mjeseci starih Stakora
tijekom tri mjeseca pokusa fizioloSkoj otopini, glukokortikoidnom hormonu (9 mg/kg),
ipamorelinu (100 pg/kg), te kombinaciji glukokortikoidnog hormona i ipamorelina u gore
navedenim koncentracijama. Administracija gore navedenih supstanci provodena je svaki

dan tijekom 3 mjeseca davanjem potkoZznih injekcija.

Negativni ucinak tromjese¢nog djelovanja glukokortikoida uoCen je po sniZenju
tielesne mase Stakora, sniZzenju suhe bezmasne tvari miica (Tablica 4), te gotovo potpunom
prestanku formiranja kostiju (Slika 4) u odnosu na skupinu tretiranu fizioloSkom otopinom,
dok je primjena ipamorelina u kombinaciji sa glukokortikoidnim hormonom pokazala

djelomiénu supresiju negativnih uc¢inaka glukokortikoidnog hormona.

Tablica 4. Utjecaj glukokortikoidnog hormona, ipamorelina i njihove kombinacije na

promjenu tjelesne mase te suhe bezmasne tvari misica Stakora (Andresen i sur., 2001.)

. Suha bezmasna tvar
Tjelesna masa (g)

Skupina misiéa (mg)
Pocetna kontrola (0-tli dan ispitivanja) 264 +4 364 £ 10
FizioloSka otopina 294 + 4 3638
Glukokortikoidni hormon 254 +8 295+ 8
Ipamorelin 313+6 3738
Glukokortikoidni hormon + ipamorelin 270+ 6 3189
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Slika 4. Utjecaj glukokortikoidnog hormona, ipamorelina i njihove kombinacije na promjenu
stope formiranja kostiju u Stakora. Legenda: PK — pocetna kontrolna tocka (O-Iti dan
ispitivanja); FO — fizioloSka otopina; GC — glukokortikoidni hormon; IP — ipamorelin; GC+IP —
kombinacija glukokortikoidnog hormona i ipamorelina, (Andersen i sur., 2001.)

Navedeno upucuje na moguénost primjene ipamorelina u sprje¢avanju
negativnih ucinaka izazvanim dugotrajnim koristenjem glukokortikoida tijekom lijeCenja
odredenih bolesti. Stovie, obzirom da razine hormona rasta opadaju kod starijih osoba
(osobe starije od 60 godina), Sto dovodi do snizenja mase miSi¢nih tkiva, slabljenja kostiju i
dugorocno osteoporeze (Andersen i sur., 2001.), ¢ini se da bi primjena ipamorelina mogla

dovesti do pobolj$anja njihova zdravstvenog stanja.

2.3.4. Ipamorelin potice peristaltiku zeludca i tankog crijeva

Pozitivno djelovanje ipamorelina kao mimetika hormona grelina na pobolj$anje
peristaltike probavnog sustava pokazuju istrazivanja Greenwood-Van Meerveld i suradnika
(2012.). Navedeni autori su ispitali utjecaj ipamorelina na poboljSanje peristaltike Zeludca i
crijeva Stakora podvrgnutih manipulaciji tankog crijeva ¢ime im je izazvan postoperativni ileus
(POI). Naime, postoperativni ileus je privremeni prekid crijevne peristaltike najCeSce
uzrokovan nakon abdominalnog zahvata, osobito kod manipulacije crijevom (Merck Sharp &
Dohme, 2016.). Uz in vivo ispitivanja kojima je praéeno praznjenje Zeludca (Slika 5a), te
duljina puta koju je probavljeni obrok presao u tankom crijevu ispitanih Zivotinja (Slika 5b),

provedena su i in vitro istrazivanja utjecaja ipamorelina i grelina na kontrakciju glatkog
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Slika 5a i 5b. Utjecaj ipamorelina na a) praznjenje zeludca i b) duljinu puta koji je probavljeni
obrok proSao u tankom crijevu ispitivanih Stakora. Legenda: K- kontrolna skupina bez
izazvanog postoperativnhog ileusa; POl + FO — skupina sa izazvanim postoperativnim
ileusom izloZzena administraciji fizioloSke otopine; POI + ipamorelin - skupina sa izazvanim
postoperativnim ileusom izlozena administraciji dvije razliite kontentracije ipamorelina,

(Slika preuzeta i prilagodena iz rada Greenwood-Van Meerveld i sur., 2012.)

In vivo istraZivanja na Stakorima su pokazala da ipamorelin poti€e praznjenje
Zeludca u skupini sa izazvanim postoperativnim ileusom (POI) u odnosu na POI skupinu
tretiranu fizioloSkom otopinom. PoviSenjem koncentracije intravenozno administriranog
ipamorelina pobolj$ano je i praznjenje Zeludca (Slika 5a). Stovise, u usporedbi sa kontrolnom
skupinom u kojoj nije izazvan POI, mozZe se uociti da vec niza primijenjena koncentracija
ipamorelina (0,014 uM) potpuno suzbija ucinak postoperativnhog ileusa. Shodno tome,
ustanovljeno je i da ipamorelin ovisno o koncentraciji poboljSava i peristaltiku tankog crijeva,
pri ¢emu je pri viSoj primijenjenoj koncentraciji ipamorelina (0,14 puM) postignut dulji put
probavljene hrane koje je gotovo identiCan putu kontrolne skupine bez izazvanog

postoperativnog ileusa (Slika 5b).

Potvrdu da je praznjenje Zeludca zapravo izazvano poboljSanim radom glatkog

.....

.....

miSi¢ja fundusa Zeluca Stakora izloZzenog kratkotrajnom djelovanju neurotransmitera
acetilkolina (Greenwood-Van Meerveld i sur., 2012.). Ustanovljeno je da acetilkolin nema
sposobnost podrazaja glatkog miSi¢ja fundusa Zeludca u Stakora sa izazvanim
postoperativnim ileusom (POl + FO), ali se primjenom 1 pM grelina ili ipamorelina u POI

skupini, podrazaj acetilkolinom vraéa u prvobitno stanje (Slika 6).
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izazvanom djelovanjem acetilkolina (100 uM). Legenda: K - kontrolna skupina bez izazvanog
postoperativnog ileusa; POl + FO — skupina sa izazvanim postoperativnim ileusom izlozena
administraciji fizioloSke otopine; POI - skupina sa izazvanim postoperativnim ileusom. (Slika

preuzeta i prilagodena iz rada Greenwood-Van Meerveld i sur., 2012.)

Navedeno upucuje na potencijal koristenja ipamorelina u rjeSavanju
postoperativnog ileusa, kao i drugih bolesti koje dovode do usporenog ili odgodenog
praznjenja crijeva. Ovo posebice dolazi do izrazaja kada se zna da je usporeno ili odgodeno
praznjenje crijeva poznat poremecaj rada probavnog sustava koji s danasnjim prehrambenim
navikama izaziva sve CeSce te iznimno ozbiljne probleme. Slab unos prehrambenih viakana,
izlozenost procesiranoj hrani, manjak aktivnosti, nekvalitetna prehrana i sli¢no, naj¢es¢i su
uzroci takvih neravnotezZa koje se najprije manifestiraju kao blagi simptomi, a zatim vode i do

kroni¢nih bolesti.

2.4. Detekcija ipamorelina u urinu sportasa

Zbog svojih sposobnosti da pojaavaju snagu i izdrzljivost organizma, sintetski
peptidi koji potiCu luCenje hormona rasta (GHRP) vrlo su brzo pronasli moguc¢nost
Zlouporabe u domeni profesionalnog sporta. Naime, osim $to GHRP poti€u izluCivanje
hormona rasta i time poboljSavaju snagu i izdrzljivost organizma za sportske napore,
istovremeno maskiraju znakove koriStenja rekombinantnog hormona rasta (Ferro i sur.,
2016.).

Upravo zbog gore navedenog, GHRP poput GHRP-1, GHRP-2 (pralmorelina),

GHRP-4, GHRP-5, GHRP-6, hexarelina, alexamorelina te ipamorelina svrstani su na listu
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zabranjenih supstanci od strane Svjetske antidopinske organizacije (WADA; eng. World Anti-

Doping Agency).

lako GHRP pokazuju potencijal za koriStenje u lije€enju, za sada je samo
sintetski peptid pralmorelin (GHRP-2) u Japanu Kklinicki testiran na ljudima te dozvoljen za
uporabu u medicinske svrhe u toj zemlji, ali se i dalje nalazi na listi svjetske antidopinsSke
organizacije, te je zabranjen za uporabu kod profesionalnih sportasa (Ferro i sur., 2016.,

Semenistaya i sur., 2015.).

Jedan od klju¢nih problema u detekciji nedozvoljene uporabe GHRP zbog
poboljSanja sportskih performansi je kratak poluzivot u krvi te se za njihovu nedozvoljenu
uporabu i antidopinska testiranja prije svega koristi analiza urina. Antidopinska testiranja ovih
supstanci zapocela su tek na zimskim olimpijskim igrama u Sociju 2014. godine, prilikom
¢ega je otkrivena nedozvolijena uporaba GHRP-2, GHRP-6 i hexamorelina (Ferro i sur.,
2016.; Semenistaya i sur., 2015.) .

lako u testiranjima sportasa prema dostupnim literaturnim izvorima do sada nije
otkrivena nedozvoljena uporaba ipamorelina kao sekretagoga hormona rasta, velika je
mogucénost da ¢e se ova supstanca zbog svoje visoke djelotvornosti sliche djelotvornosti
GHRP-2 (Raun i sur., 1998.) uskoro pronaci u urinu sportasa. Razlog tomu leZi u &injenici da
se ipamorelin vrlo lako moze pribaviti putem crnog trziSta na internetu, za Sto se autor ovog

djela vrlo brzo uvjerio pretraZivanjem interneta.

Nacin na koji se nedozvoljena primjena ipamorelina moze otkriti u urinu
pojedinaca pokazalo je istrazivanje Semenistaya-e i suradnika (2015.). Autori su nakon
nazalne aplikacije ipamorelina (injekcija u epitel nosne sluznice; 5 pg/kg) tijekom 48 sati
pratili koncentraciju ipamorelina i njegovih metabolita u urinu dobrovoljaca primjenom nano-

tekucéinske kromatografije u sprezi s masenom spektrometrijom (Tablica 5).

Tablica 5. Maksimalno vrijeme detekcije ipamorelina i njegovih metabolita u urinu
dobrovoljaca nakon nazalne administracije. Ipamorelin i njegovi metaboliti odredeni su
primjenom nano-tekucCinske kromatografiie u sprezi sa masenom spektrometrijom

(Semenistaya i sur., 2015.)

Spoj Aminokiselinski slijed tmax (h)*
Ipamorelin Aib-His-(D-B-Nal)-(D-Phe)-Lys-NH- 29
Ipamorelin bez lizina (M16) Aib-His-(D-B-Nal)-(D-Phe)-OH 37
Ipamorelin sa uklonjenom amidnom

skupinom sa C-terminalne skupine Aib-His-(D-B-Nal)-(D-Phe)-Lys-OH 24
lizina (M17)

* tmax — maksimalno vrijeme detekcije u urinu nakon nazalne administracije ipamorelina
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Pronadeno je da se ipamorelin relativno brzo razgraduje na dva osnovna
metabolita: spoj M17 kod kojeg je uklonjena amidna skupina sa a-karboksilne skupine C-
terminalnog lizina u ipamorelinu, te spoj M16 kod kojeg je uklonjen amidirani lizin iz
ipamorelina (Tablica 5). Pri tome se ipamorelin u urinu mogao detektirati do 29-tog sata
pocevsi od nazalne administracije, spoj M17 do 24-tog sata, a spoj M16 do 37-og sata od
nazalne administracije.

Slijedom navedenog Semenistaya i suradnici (2015.) su kao potencijalne
markere nedozvoljene uporabe ipamorelina odabrali ipamorelin i spoj M-16 (ipamorelin sa
uklonjenim amidiranim lizinom), te su izlu€ivanje ipamorelina i spoja M16 u urinu tijekom 48
sati od nazalne administracije pratili primjenom validirane metode tekuéinske kromatografije
ultra visoke djelotvornosti u sprezi sa masenom spektrometrijiom (UHPLC-MS/MS).
Pronadeno je da ipamorelin postize maksimum izluCivanja 8 sati nakon nazalne
administracije, potom njegova koncentracija u urinu blago opada do 20-tog sata, nakon ¢ega
dolazi do naglog pada koncentracije, a 32 sata nakon nazalne administracije vise ga nije
moguce detektirati u urinu (Slika 7). Medutim, njegov metabolit (spoj M16, ipamorelin bez
amidiranog lizina) pokazao je porast koncentracije nakon 8-og sata od nazalne
administracije, pri ¢emu je postigao maksimalnu koncentraciju u 21-om satu, nakon ¢ega je
njegova koncentracija u urinu blago opala, ali ga je bilo moguce detektirati u urinu u

znacajnim koli¢inama do 40-og sata.

—4— [pamorelin

-u- M16

20

10

Koncentracija (ng/mL)

00

Vrijeme (h)

Slika 7. Koncentracija ipamorelina i njegova metabolita spoja M16 (ipamorelin bez lizina) u

urinu nakon nazalne administracije ipamorelina (5 pg/kg) (Semenistaya i sur., 2015.)

Iz navedenog moze se zakljuliti da se nedozvoljena uporaba ipamorelina, sa
sigurno8¢u u urinu sportada mozZe odrediti do 40 sati od nazalne administracije primjenom
UHPLC-MS/MS metode.
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3. ZAKLJUCAK

Ipamorelin je sintetski pentapeptid koji pripada skupini peptida-poticatelja
izlu€ivanja hormona rasta, tzv. sekretagoga. Na osnovi istrazivanja provedenim na pokusnim
zivotinjama moze se zaklju€iti da bi ipamorelin mogao pronaci znacajnu ulogu u lije¢enju
odredenih bolesti u Covjeka, poput bolesti poremeéaja rasta, u sprjeCavanju negativnih
uCinaka izazvanih dugotrajnim koristenjem glukokortikoida, poboljSanju zdravstvenog stanja
starijih osoba kod kojih je snizeno izlu€ivanje hormona rasta, te suprimiranju negativnih
uCinaka postoperativnog ileusa, kao i drugih bolesti koje dovode do usporenog ili odgodenog
praznjenja crijeva. Naravno, sve gore navedeno je prije svega potrebno potvrditi u kliniCkim

ispitivanjima, prije potencijalne uporabe ipamorelina u medicinskoj terapiji.

Medutim, primjena ovog sekretagoga hormona rasta u sportskoj medicini i
rehabilitaciji ostaje upitna, prvenstveno zbog ¢&injenice da ipamorelin kao i ostali sintetski
peptidi koji poti€u izluCivanje hormona rasta poboljSava snagu i izdrZljivost organizma za
sportske napore te istovremeno maskira znakove koriStenja rekombinantnog hormona rasta,
zbog €ega se i s razlogom nalazi na listi zabranjenih supstanci od strane Svjetske

antidopinSke organizacije.
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