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Povzetek

Bole¢ina je prvi odgovor na nevarnost in opozorilo za neobicajno dogajanje znotraj
organizma. Neopioidni analgetiki, ki jih lahko dobimo tudi v lekarni brez recepta, so
pogosto prva izbira pri zdravljenju boleéin. So varni, u¢inkoviti in pogosto uporabljeni, a
vendar pri jemanju zdravil vedno obstaja doloceno tveganje, ki ga ne predstavljajo samo
znani nezeleni ucinki, ampak tudi njihovo SirSe delovanje. V zadnjih letih je vse veé
podatkov in raziskav, kako snovi vplivajo na endokrini sistem ter kakSna je njihova

reproduktivna in razvojna toksi¢nost.

Paracetamol, indometacin, ibuprofen, naproksen in acetilsalicilno kislino smo izbrali kot
predmet proucevanja magistrske naloge, saj lahko kljub temu, da veljajo za varno izbiro,
povzrocijo tezave. S pomod¢jo ra¢unalniskih programov, ki danes predstavljajo predstopnjo
nadaljnjih in vitro in in vivo Studij, smo pridobili rezultate o delovanju izbranih analgetikov
na endokrini sistem, reproduktivne organe in sam razvoj zarodka ter jih primerjali z
literaturnimi podatki. Rezultati kaZzejo, da se izbrani neopioidni analgetiki z majhno
verjetnostjo vezejo na estrogenske receptorje, na androgenske receptorje pa imajo vecji
vpliv. Vplivajo lahko na pojav fizi¢nih nepravilnosti zarodkov, vec¢jo pojavnost splavov,
plodnost in spremenjeno hormonsko ravnovesje. Vezava na ostale jedrne receptorje je
manj raziskana, zato je na voljo manj podatkov. Najmanj nevarna za reprodukcijo in razvoj
sta najpogosteje uZzivana paracetamol in acetilsalicilna kislina, pri katerih je moZen
predvsem vpliv na testise, kvaliteto sperme in mosko plodnost. Vecjo nevarnost pa po
zbranih podatkih predstavljata ibuprofen in naproksen. Ibuprofen vpliva reprodukcijo pri
Zenskah in moskih, vpliva pa tudi na rast in razvoj zarodka. Naproksen, za katerega so
napovedi programov najslabSe, naj bi vplival na ovulacijo, spermatogenezo in fizi¢ne
nepravilnosti zarodka.

Podatki in pridobljeni rezultati torej kazejo na potencialne nevarnosti, povezane z uporabo
proucevanih analgetikov. V ozir je potrebno vzeti predvsem povezavo med uporabljenimi
koncentracijami/odmerki in vplivi, opazenimi v in vitro ter in vivo Studijah na zivalih in te
rezultate nato skusati ekstrapolirati in uporabiti pri interpretaciji potencialnih u¢inkov na
ljudeh. Neopioidne analgetike moramo jemati pametno in ko je to zares potrebno, saj

obstajajo odprta vpraSanja, na katera trenutno $e nimamo zanesljivih odgovorov.

Kljuéne besede: neopioidni analgetiki, endokrini sistem, reprodukcija, razvoj, toksi¢nost



Abstract

Pain is the body’s first response to danger and constitutes a warning that something
unusual is happening in the human organism. Non-opioid analgesics, which can be bought
in a community pharmacy without prescription and belong to the group of OTC drugs
(OTC - over the counter) are often our first choice in pain treatment. They are safe,
efficient and frequently used but some risk is always present, not only due to the known
side effects but also due to their pleiotropic actions. In the past few years a lot of data has
been generated and studies conducted focusing on endocrine disruptive potential,

reproductive and developmental toxicity of analgesics.

In the scope of the Master’s thesis, a selection of analgesics including paracetamol,
indomethacin, ibuprofen, naproxen and acetylsalicylic acid was investigated. Namely, they
are known to cause adverse effects despite being known as safe. Using different computer
programs, we predicted safety profiles of selected analgesics, which revealed their
influence on the endocrine system, reproductive organs and embryonic development. The
obtained results were then compared with the available literature data. Results snow that
selected non-opioid analgesics bind to estrogen receptors with low probability but seem to
have a greater impact on androgen receptors. They can increase the incidence of physical
abnormalities of the embryos and the incidence of abortions, while they also have an
impact on fertility and altered hormonal balance. Binding to other nuclear receptors has not
been studied, therefore less data is available. Paracetamol and acetylsalicylic acid are
classified as the least dangerous for reproduction and development, however they also
showed certain potential to affect testicles, the quality of sperm and male fertility.
According to data the greatest risk is posed by ingesting ibuprofen and naproxen.
Ibuprofen affects reproduction in women and men and also the growth and development of
the fetus. Naproxen, which exhibits the worst safety profile as predicted by the programs,
is suggested to affect ovulation, spermatogenesis and physical abnormalities of the fetus.

Data and results indicate that certain risks associated with the use of analgesics do exist. It
IS necessary to take into account the link between the employed dose/concentration and the
effects observed in studies. These results can later be used for better interpretation of
potential effects in humans. Non-opioid analgesics should be used wisely and only when

necessary, as open questions still remain, to which we do not have reliable answers yet.

Key words: non-opioid analgesics, endocrine system, reproduction, development, toxicity
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1 Uvod

Vsak posameznik se je v svojem Zzivljenju verjetno vsaj enkrat srecal z bole¢inami in
posegel po sredstvih za lajSanje le-teh, analgetikih. Bolecina je najpogostejSi vzrok za
obisk zdravnika. Zdravila za omenjene teZzave nam najpogosteje predpiSe zdravnik,
nekatera pa lahko dobimo v lekarni tudi brez recepta. Neopioidni analgetiki veljajo za
varna in u¢inkovita ter ene najpogosteje uporabljenih skupin zdravilnih u¢inkovin, a prav
velika razsirjenost in pogostost jemanja sta razloga, zaradi katerih premalokrat pomislimo

na njihove stranske ucinke.

Poleg najpogostejSih stranskih ucinkov, ki so navedeni v navodilih za uporabo, moramo
pomisliti tudi na njihovo SirSe, nespecificno delovanje. Posredno lahko namre¢ vplivajo na
delovanje razli¢nih organov in sistemov ¢loveskega telesa, posledice pa se lahko pokazejo
Sele Cez Cas. Zavedati se moramo dejstva, da je vsaka snov, ko preseZze doloceno

koncentracijo, potencialno toksi¢na.

V zadnjih letih ve¢ pozornosti namenjamo vplivu razliénih snovi na ¢lovesko telo in
zdravilne u¢inkovine pri tem niso nobena izjema. Ker zdravilne u¢inkovine na razli¢ne
nacine vnesemo Vv telo in tako neposredno vplivajo na nas organizem, smo do njih vse bolj
kriti¢ni. Ve€ primerov je pri novejsih uc¢inkovinah, a tudi Ze uveljavljene u€inkovine lahko
vzbujajo dvom. Zaradi tega se pojavlja vse ve¢ novih raziskav o vplivu zdravilnih

uc¢inkovin na ¢lovesko telo, med katerimi so tudi analgetiki.
1.1 Boledina in analgetiki

Bolecina je prvi odgovor telesa na nevarnost in opozorilo za neobi¢ajno dogajanje znotraj
organizma. Gre za ¢utno ali ¢ustveno zaznavo telesa, ki je posamezniku neprijetna. Je del
obrambnega mehanizma in nastane zaradi aktivacije bole¢inskih receptorjev ali
nociceptorjev, prostih zivénih koncicev, ki se nahajajo izven hrbtenice (v koZi, miSicah,
drobovju), medtem ko imajo telesa v ganglijih. Receptorji po aksonih prenesejo mehanske,
kemicne ali termi¢ne signale v centralni Ziv¢ni sistem preko senzoriénih nevronov, Ki se

nahajajo v hrbtenjaci (1, 2, 3, 4, 5).

Analgezija pomeni odsotnost bole¢ine, ne da bi pri tem ¢lovek izgubil zavest. Za lajSanje
in zdravljenje bole¢in uporabljamo zdravila proti bole¢inam ali t.i. analgetike, ki jih

izberemo glede na jakost in vrsto bole¢ine. Na izbiro vplivajo tudi njihove



farmakokineti¢ne lastnosti in farmacevtska oblika. Loc¢imo opioidne in neopioidne

analgetike, v nasi nalogi se bomo osredotocili na izbrane predstavnike slednjih (1, 2, 3).
1.2 Neopioidni analgetiki

Med neopioidne analgetike spadajo paracetamol, nesteroidne protivnetne ucinkovine ter
metamizol. Njihova prednost je ta, da za razliko od opioidnih ne povzroéijo odvisnosti in
tolerance. Dejstvo, ki ga je potrebno upostevati pri jemanju teh zdravilnih u¢inkovin je, da
povecanje odmerka poveca protibolecinski u¢inek le do dolocene mere, dokler ne doseze
platoja. Visji odmerek lahko privede le do vecjega Stevila nezelenih uc¢inkov, Cesar pa si ne

zelimo (1, 2).
1.2.1 Paracetamol

Paracetamol (acetaminofen, N-acetil-p-aminofenol) je najveckrat uporabljen predstavnik
analgetikov in velja za zdravilo izbora pri lajSanju blagih in zmernih bolecin. Hkrati je tudi
antipiretik, vendar nima protivnetnega ucinka. V priporo¢enih odmerkih in ob¢asnem
jemanju se smatra za varno zdravilno ucinkovino z malo nezelenimi ucinki. Preko
zaviranja COX-3 v mozganih zmanjSuje bolecino in vro¢ino, do COX-1 in COX-2 pa ima
pri terapevtskih koncentracijah le Sibko afiniteto in skorajda ne zavira sinteze
prostaglandinov na periferiji. Slednji so pomembne spojine pri procesu vnetja in prav to je
razlog, da paracetamol ne deluje protivnetno (2, 6, 7). V zadnjih letih so predpostavili Se
alternativen mehanizem delovanja, saj so ugotovili, da konjugat paracetamola z
arahidonsko  kislino,  N-arahidonoilfenolamin  (AM404),  prepreCuje  privzem
nevrotransmiterja anandamida v postsinapticnih nevronih in tako oja¢a delovanje
endogenega kanabioidnega sistema ter dodatno laj$a bolecino (8). Hkrati pa ta konjugat
aktivira tudi receptorje TRPV1, kar posledi¢no otezuje prenos bolecinskih signalov v
mozganih. Na sluznico prebavil in aktivnost trombocitov nima negativnega vpliva. Ce
presezemo njegov priporoen VNOS, je hepatotoksic¢en zaradi Kopicenja toksi¢nega

metabolita in neprimeren za bolnike, ki imajo hujSe teZzave z ledvicami (2, 6, 7).

Je udinkovina, ki se po zauZitju popolnoma in hitro absorbira iz prebavil. Najvisjo
plazemsko koncentracijo tako doseze v 30 do 120 minutah. Po telesu se prav tako hitro ter
enakomerno porazdeli, delno se veze tudi na plazemske proteine (20-50 %). Prehaja

placento in krvno-mozgansko pregrado. V jetrih se veéina ucinkovine presnovi in veze z



glukuronsko in sulfonsko kislino. Manjse koli¢ine presnavlja encim citokrom P450, pri
¢emer nastaja toksi¢en metabolit, ki je problematic¢en pri vec¢jih odmerkih, ko se presnovek
N-acetil-p-benzokinonimin veze na sulfhidrilno skupino bioloskih makromolekul v jetrih
in povzroca okvare. Negativni ucinki se pojavijo ze pri odmerkih 6 g/dan. Jemanje je
neodvisno od hrane, izogibati pa se je potrebno alkoholu, saj poveca nevarnost
hepatotoksi¢nosti. Paracetamol kot tudi vsi ostali neopioidni analgetiki ne povzroc¢ajo
odvisnosti. Vecina se ga v obliki metabolitov izlo¢a skozi ledvice, majhen delez pa se
izlo¢i nespremenjen. Priporoceni dnevni odmerek paracetamola je 500-1000 mg, 3 — 4-
krat/dan, kar skupno predstavlja maksimalni dnevni odmerek 4000 mg. Nekaj
farmakokineti¢nih parametrov, fizikalno-kemijskih lastnosti in struktura so prikazani na
sliki 1 (9, 10, 11).

e trdna bela kristalini¢na snov, brez vonja,

grenkega okusa H
e topnost v vodi: 14.000 mg/L pri 25 °C N
e T vrelis¢a > 500 °C, T talis¢a okoli 170 °C \”/
e logP 0,46 O
e pH nasi¢ene vodne raztopine 5,5-6,5 HO
e pKa9,38

- povp. terapevtska plazemska konc.: 2,1 pg/ml

- Cas, potreben za dosego najvisje plazemske
koncentracije: 0,33 £ 1,44 h

- bioloSka uporabnost: 68 %

- razpolovna doba: 1-4 h

Slika 1: Farmakokineti¢ne, fizikalno-kemijske lastnosti in struktura paracetamola (povzeto
po 11, 12)

1.2.2 Nesteroidne protivnetne zdravilne u¢inkovine ali NSAID

Nesteroidne protivnetne zdravilne ucinkovine SO pogosto predpisane in uporabljene
zdravilne u€inkovine, saj lajSajo boleCine, delujejo antipireti¢no in hkrati Se protivnetno.
Med predstavnike NSAID med drugim Stejemo indometacin, ibuprofen, naproksen in
acetilsalicilno kislino. Zavirajo encim ciklooksigenazo, ki ima pomembno vlogo pri
nastanku prostaglandinov. Ciklooksigenaza obstaja v obliki ve¢ izoencimov — COX-1,
COX-2 in COX-3. Inducirajo jo protivnetni drazljaji in strokovnjaki predvidevajo, da je
odgovorna za bole¢ino, vnetje in poviSano telesno temperaturo. Uporaba NSAID je

posledi¢no smiselna pri bolecinah, ki so povezane z vnetji, pri enkratnem odmerku pa je



protibolecinski ucinek primerljiv s paracetamolom. Med posameznimi predstavniki te
skupine analgetikov obstajajo manjSe razlike, vendar so te veliko vecje med bolniki,
njihovim odzivom na zdravljenje ter pri samem pojavu nezelenih ucinkov. Pri
dolgotrajnejSi uporabi NSAID lahko pride do neZelenega draZenja sluznice prebavnega

trakta, negativnega vpliva na ledvi¢no funkcijo in strjevanje krvi (2).

Vsem predstavnikom NSAID je skupna znalilnost, da so Sibke organske kisline in se
vefinoma dobro absorbirajo iz prebavnega trakta. Prisotna hrana pa znatno ne vpliva na
njihovo bioloSko uporabnost v organizmu. Obsezno se metabolizirajo in kasneje izloc¢ajo
predvsem skozi ledvice, delno pa tudi z zol¢em. Vecina predstavnikov te skupine
analgetikov se v veliki meri veZze na plazemske beljakovine (95-99 %, predvsem na
albumin) (12).

1.2.2.1 Indometacin

Indometacin spada med NSAID in je derivat indolocetne Kkisline. Preko zaviranja
ciklooksigenaze zavira sintezo prostaglandinov (je neselektivni zaviralec COX) in hkrati

zmanjSuje gibljivost levkocitov, ki sodelujejo pri procesu vnetja.

e Dbledo rumena do rumenorjava

kristalini¢na snov, brez vonja, rahlo

grenkega okusa ') Cl
topnost v vodi: 0,937 mg/L pri 25 °C
T taliS¢a pri 158 °C

logP 3,4

pKa 4,5 /

Pz

- terapevtska plazemska konc.: 0,8-2,5 O OH

pg/mi
- Cas, potreben za dosego najvisje

plazemske koncentracije: 1,3 h O
- biolodka uporabnost: 100 %
- razpolovna doba: 2,5 h

Slika 2: Farmakokineti¢ne, fizikalno-kemijske lastnosti in struktura indometacina (povzeto
po 12, 13)

Ucinkovina se po peroralni uporabi hitro in skoraj popolnoma absorbira ter veze na
plazemske proteine (v 99 %). Po absorpciji pa se v jetrih presnovi do glukuronidnih
konjugatov in drugih metabolitov, ki so ve¢inoma neaktivni. Izlo¢a se preko ledvic, pa tudi

s fecesom in Zol¢em. Del se izlo¢i tudi preko enterohepati¢nega obtoka, nekaj pa se ga



izlo¢i nespremenjenega. Pri prevelikih odmerkih se pojavijo slabost, bruhanje, glavobol,
omoti¢nost in druge teZave, najvecji problem pa so gastrointestinalne tezave. Priporocen
skupen dnevni odmerek indometacina je 50-150 mg, skupen maksimalni dnevni odmerek
pa je 200 mg. Nekaj farmakokineti¢nih parametrov, fizikalno-kemijskih lastnosti in

struktura so prikazani na sliki 2 (10, 13).
1.2.2.2 lbuprofen

Ibuprofen je derivat propanojske kisline, ki prav tako zavira sintezo prostaglandinov in
tromboksana, saj je zaviralec encimov COX. Deluje protibole¢insko in antipireti¢no, hkrati
pa je tudi antikoagulant. Za zdravljenje blagih do zmernih bolecin se uporablja v odmerkih
do 2400 mg/dan, pri ¢emer imajo ViSji odmerki znotraj tega intervala tudi protivnetni
ucinek. Velja za eno izmed najvarnejSih zdravilnih uc¢inkovin iz skupine NSAID.
Absorpcija ibuprofena je hitra, u¢inkovina se nato v visokem odstotku (99 %) veZe na
plazemske beljakovine. Presnova do karboksiliranih in hidroksiliranih metabolitov poteka
v jetrih. lIzlo¢a pa se hitro, in sicer skozi ledvice. Mozno je tudi prehajanje placente.
Nezeleni ucinki pri visokih odmerkih so podobni kot pri jemanju indometacina.
Priporo¢eni dnevni odmerek ibuprofena je 200-400 mg, 3 - 4-krat/dan. Nekaj
farmakokineti¢nih parametrov, fizikalno-kemijskih lastnosti in struktura so prikazani na
sliki 3 (10, 12, 14).

e trdna brezbarvna snov karakteristicnega vonja

topnost v vodi: 21 mg/L pri 25 °C

T talis¢a pri 76 °C OH
logP 3,97

pKa 4,91

- terapevtska plazemska konc.: 39,4-63,7 pg/ml

- Cas, potreben za dosego najvisje plazemske
koncentracije: 1,6 £0,9 h

- biolodka uporabnost: 87-100 %

- razpolovna doba: 2-4 h

Slika 3: Farmakokineti¢ne, fizikalno-kemijske lastnosti in struktura ibuprofena (povzeto po
12, 14, 15)

1.2.2.3 Naproksen

Naproksen ali natrijev naproksenat spada med derivate propanojske Kisline in je Se eden

izmed predstavnikov NSAID, ki zavira ciklooksigenazo (neselektivni zaviralec) ter



zmanjSuje koncentracijo prostaglandinov in tromboksana v telesu. Prav tako zniZuje
telesno temperaturo, deluje protibole¢insko ter zavira agregacijo trombocitov.

Problematicen je zato, ker lahko povzroc¢i nezelene ucinke na prebavilih (10).

Po peroralni aplikaciji se popolnoma absorbira. Se hitrejSo absorpcijo pa doseZe njegova
natrijeva sol. Ima dolgo razpolovno dobo in se v visokem odstotku (ve¢ kot 99 %) veze na
plazemske proteine, pri ¢emer lahko tekmuje za vezavna mesta z drugimi uc¢inkovinami.
Metabolizem poteka v jetrih. Izloca se ve¢inoma skozi ledvice, nekaj malega pa se ga
izlo¢i tudi z blatom. Nezeleni uéinki so enaki kot pri ostalih ze opisanih NSAID.
Priporocen skupen dnevni odmerek naproksena je 550-1100 mg, maksimalni dnevni
odmerek pa znaSa 1650 mg. Nekaj farmakokineti¢nih parametrov, fizikalno-kemijskih

lastnosti in struktura so prikazani na sliki 4 (10, 16).

e trdna bela oz belkasta kristalini¢na snov, ki
je prakti¢no brez vonja
topnost v vodi: 15,9 mg/L pri 25 °C

logP 3,18
pKa 4,15

- terapevtska plazemska konc.: 62-96 pg/ml

- Cas, potreben za dosego najvisje plazemske
koncentracije: 2-4 h

- bioloska uporabnost: 95 %

- razpolovna doba: 12-15 h

Slika 4: Farmakokineti¢ne, fizikalno-kemijske lastnosti in struktura naproksena (povzeto
po 12, 16)

1.2.2.4 Acetilsalicilna kislina

Acetilsalicilna kislina (ASA) je najbolj znana predstavnica NSAID in se pogosto uporablja
za lajSanje blagih bolecin (glavobol, bolecine v sklepih in miSicah, menstrualne bolecine),
bole¢in pri kroni¢nih boleznih (revmatoidni artritis), zniZevanje poviSane telesne
temperature, pri prehladu in gripi. V osnovi zavira sintezo prostaglandinov preko zaviranja
encimov COX, v manjSi meri pa tudi sintezo tromboksanov in agregacijo trombocitov. V
ta namen se v manjSih odmerkih preventivno uporablja za preprecevanje nastanka krvnih

strdkov, miokardnih infarktov in ishemi¢nih napadov (10).

T talid¢a pri 153 °C OH



Gre za Sibko organsko kislino, ki je netopna v vodi. Po peroralni aplikaciji se hitro
absorbira, najvisje plazemske koncentracije pa doseze 1-2 uri po aplikaciji. Takoj se
hidrolizira z esterazami v zelodcu in pretvori v salicilno kislino. Salicilna kislina se nato v
glavnem metabolizira do konjugatov z glicinom ali z glukuronsko kislino ali pa se prosta
izlo¢i skozi ledvice. Na plazemske proteine se tako acetilsalicilna kislina kot tudi njen
presnovek salicilna kislina vezeta v visokem odstotku, kar lahko predstavlja tezavo pri
jemanju ve¢ zdravil hkrati. Salicilati prehajajo s pasivno difuzijo v vsa tkiva, tudi v
materino mleko, tkiva zarodka in v centralni Ziv¢ni sistem. Pri nizjih odmerkih (t.j. 600-
1000 mg/dan) je razpolovni ¢as odvisen od zasedenosti metabolnih poti in znaSa med 2-3
ure, pri prevelikih odmerkih (tj. veéji od 2-4 g/dan) pa se podaljSa tudi do 15 ur.
Priporoceni dnevni odmerek acetilsalicilne kisline je 500-1000 mg, 3 — 4-krat/dan, pri
Cemer pazimo, da ne prekora¢imo skupnega maksimalnega dnevnega odmerka, ki znaSa
4000 mg. Nekaj farmakokinetiénih parametrov, fizikalno-kemijskih lastnosti in struktura

so prikazani na sliki 5 (10).

e trdna brezbarvna do bela kristalini¢na snov, brez
vonja, rahlo grenkega okusa

e topnost v vodi: 4600 mg/L pri 25 °C @) OH

e T taliS¢a pri 135 °C

° IogP 1,19

e pKa3.49 O\(
- terapevtska plazemska konc.: 4,9-8,9 pg/ml

- Cas, potreben za dosego najvisje plazemske O

koncentracije: 0,39 £ 0,21 h
- biolodka uporabnost: 80-100 %
razpolovna doba: 2-3 h

Slika 5: Farmakokineti¢ne, fizikalno-kemijske lastnosti in struktura acetilsalicilne kisline
(povzeto po 12, 17)

1.3 Endokrini sistem

V telesu obstajajo Stevilni kemiéni komunikacijski sistemi, s katerimi organizem nadzoruje
vzdrzevanje fizioloSkih procesov in homeostazo. Eden izmed teh je tudi endokrini sistem,
Ki ga preucuje endokrinologija. Endokrini sistem je zelo kompleksen, saj je povezan z
zivéevjem in imunskim sistemom ter regulira rast, razvoj, presnovo, reprodukcijo, krvni

tlak, koncentracijo ionov in ostalih snovi v krvi. Sestavljajo ga enote, ki proizvajajo



prenaSalce signalov, t.i. endokrine celice in nevroni, prenaSalci signalov t.i. hormoni ter

prejemniki signalov t.i. celice tkiv z receptorji (18, 19).
1.3.1 Hormoni

Hormoni ali kemijski prenaSalci signalov se tvorijo v endokrinih celicah, ki se nahajajo v
zlezah ali pa so razprSene po tkivih. Med zleze, v katerih pride do tvorbe hormonov v
mozganih, uvrs¢amo hipotalamus, adenohipofizo, nevrohipofizo in epifizo. Med periferne
Zleze sodijo $¢itnica, obscCitnica, nadledviéna zleza, jajénik, moda in endokrini del trebusne
slinavke. PrenaSalce signalov lahko izlo¢ajo tudi organi, ki primarno niso endokrini. Med
slednje pristevamo ledvice, mas¢obno tkivo, srce, zelodec, ¢revo. Po kemizmu so hormoni

lahko proteini, steroidi in amini (18, 19).

Poznamo ve¢ vrst delovanja hormonov, najpogosteje pa se v obtok izlocajo v manjSih
koli¢inah in potujejo po krvi, limfi ali medceliéni teko€ini do tar¢nih tkiv, Kkjer pride do
fizioloSkega odgovora (t.i. endokrino delovanje). Spros¢anje veéine je periodi¢no,
poznamo pa tudi ritmi¢no spro$canje. Lo¢imo proste hormone in takSne, vezane na
beljakovine, ki praviloma ne vstopajo v celico in predstavljajo zalogo ter po sprostitvi z
beljakovin opravijo svoje delo. Spros¢anje hormonov mora biti pravilno, saj v nasprotnem
primeru govorimo o hormonskem neravnovesju, ki lahko privede do bolezenskih stanj.
Prav tako je pomembno, da je v ciljanih tkivih dovolj funkcionalnih receptorjev, ki se
ustrezno odzovejo na signale. Posebnost hormonov je, da so sposobni uravnavati lastne

mehanizme regulacije s povratnimi zvezami — negativnimi in pozitivnimi (18, 19, 20).
1.3.2 Receptorji

Receptorji so specifiéne proteinske makromolekule, ki po selektivni vezavi signalne
molekule in konformacijskih spremembah povzro¢ijo fizioloski odgovor v celici. Do
dolo¢enih hormonov izkazujejo majhno kapaciteto in visoko afiniteto, s tem pa je
omogocen natanc¢en odgovor na manj$e koli¢ine hormona. Lo¢imo membranske receptorje,
ki so vpeti v celicno membrano ali prosto plavajo v citoplazmi in jedrne, ki se nahajajo v

jedru celice (18, 19).

Membranske receptorje, za katere je znacCilen hiter odgovor, delimo na receptorje s
sedmimi transmembranskimi podenotami, takSne z eno transmembransko podenoto, takSne

iz ve¢ podenot in ionske kanale. Z vezavo na te se aktivirajo G-proteini, ki z aktivacijo



encimov sproZijo znotrajceli¢ne reakcije. Stevilo receptorjev je regulirano z uginkom
hormona na celico. Navadno je proporcionalno, vendar se ob prebitku hormona v celici
razgradi tudi receptor in posledi¢no se njihovo Stevilo zmanjsa. Obratno pa se ob nizkih

koli¢inah prenaSalcev signala obnovi receptorski del in poveca Stevilo receptorjev (18).

Jedrni receptorji so, kot pove Ze ime, locirani v jedru celice in sestavljeni iz treh podenot,
odgovornih za: vezavo hormona, vezavo na DNA in vezavo znotrajceli¢nih proteinov.
Hormoni, ki so steroidi ali derivati aminokislin, prehajajo membrano in se specifi¢no
vezejo na jedrni receptor. Posledi¢no se aktivira kompleks, ki se veze na DNA. Nato se
dodatno vezejo $e proteini, ki ob nadzoru genskega prepisa zacnejo prepisovanje DNA in
sledi sinteza specifi¢nih beljakovin. Jedrni receptorji regulirajo rast in razvoj zarodka,
izrazanje fenotipa, regulirajo metabolne procese holesterola, zol¢ne kisline in mascobnih
kislin, sodelujejo pri kontroliranju in izrazanju encimov ter prenaSalcev. Nepravilnosti
lahko vodijo do neplodnosti, debelosti, sladkorne bolezni, rakavih obolenj (18, 21). V

nalogi se bomo osredotocili predvsem na spodaj naStete jedrne receptorje:

- Androgenski receptor (AR), ki je primarni receptor za endogena hormona
testosteron in dihidrotestosteron. Sodeluje pri razvoju in vzdrzevanju moskih

spolnih hormonov (21, 22).

- Estrogenska receptorja alfa (ERa) in beta (ERP) sta receptorja za estradiol. ERa se
nahaja v materni¢ni sluznici, celicah raka dojk, jajénikih in hipotalamusu. ERf
najdemo v ledvicah, mozganih, kosteh, srcu, plju¢ih, prostati, sluznici Crevesja,
endotelijskih celicah (21, 22).

- Glukokortikoidni receptor (GR) regulira razvoj, metabolizem in imunski odgovor.

Njegova endogena liganda sta med drugim kortizol in aldosteron (21, 22).

- Jetrna X receptorja a in B (LXRa in LXRP) regulirata raven holesterola, masc¢obnih
Kislin in glukoze. V razli¢nih tkivih je izrazanje teh dveh izoform razli¢no, ligandi

so oksidirani derivati holesterola (21, 22).

- S peroksisomskim proliferatorjem aktivirani receptorji a, p in y (PPARa, B in y) so
skupina receptorjev prostih mascobnih kislin in dolo¢enih oblik prostaglandinov.
Regulirajo metabolizem, razvoj, celi¢no diferenciacijo in kancerogenezo. PPARa

uravnava presnovo lipidov v jetrih, PPAR [ pa je povezan z rakavimi obolenji,



debelostjo, sladkorno boleznijo in aterosklerozo. Najbolj raziskan je PPARy (ta
deluje podobno kot PPARP), ki ureja presnovo glukoze in sodeluje pri skladisc¢enju

prostih masc¢obnih kislin ter je tarCa zdravil za sladkorno bolezen (21, 22).

- Retinoidni X receptor a (RXRa) je eden izmed treh oblik RXR in lahko z receptorji
PPAR, receptorjem za vitamin D in ostalimi tvori heterodimere, ki regulirajo

transkripcijo tarénih genov. Je receptor za retinojsko kislino (21, 22).

- Tiroidna hormonska receptorja a in B (TRa in PB) sodelujeta pri reguliranju

presnove, srénega ritma in v samem razvoju organizma ter sta receptorja za tiroidne

hormone (21, 22).

V skupino jedrnih receptorjev pa poleg zgoraj naStetih spadajo tudi ostali receptorji za
tiroidne hormone, retinoide in vitamin D. Vkljuceni so tudi receptorji za druge hidrofobne
signalne molekule, ki so v telesu naravno (mascobne kisline, eikozanoidi, zol¢na kislina,
holesterol) ali so =zunanjega izvora (zdravilne ucinkovine, karcinogeni, okoljski

onesnazevalci ali ksenobiotiki) (18, 21).
1.4 Endokrina toksi¢nost

V preteklosti endokrina toksi¢nost ni bila pogosto raziskana, a danes se vse ve¢ poudarja
pomembnost endokrinega sistema v povezavi z drugimi funkcijami ¢loveskega organizma.
O endokrini toksi¢nosti govorimo, ko dolo¢ena snov vpliva na sintezo, izlo¢anje, transport,
metabolizem, vezavo ali eliminacijo hormonov, ki so potrebni za homeostazo. Rezultat je
nenormalno delovanje, razvoj, rast, vedenje ali reprodukcija. Snovi, ki znatno vplivajo na

naravno delovanje endokrinega sistema, imenujemo endokrini motilci (23, 24).
1.4.1 Endokrini motilci

Veliko Stevilo snovi, s katerimi smo v stiku ali jih zauzijemo, so v zadnjih letih oznacili za
endokrine motilce (EM). Gre za heterogene snovi, ki jih lahko razdelimo v ve¢ kategorij.
Najdemo jih povsod — v vodi, zraku, zemlji, sedimentih. Nekateri so zelo obstojni in imajo
dolgo razpolovno dobo ter predstavljajo nevarnost Ze v majhnih odmerkih. Mednje Stejemo
naravno prisotne snovi, pesticide, plasticno in drugo embalazo, industrijske in
gospodinjske kemikalije, gradbeni in izolacijski material, barvila, tudi nekatere zdravilne

uc¢inkovine ter Snovi, prisotne v kozmetiki, oblacilih (24, 25).
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Endokrini motilci imajo razli¢no strukturo in posledi¢no tudi razli¢en nacin delovanja, zato
je med njimi tezko najti neko povezavo. Njihov odziv je nelinearen, kompleksen in tkivno
specificen. Obdajajo nas na vsakem koraku in lahko delujejo bodisi direktno na sintezo
hormonov ali pa na metabolizem, transport in delovanje membranskih in jedrnih
receptorjev (delujejo kot antagonisti). Lahko vplivajo na izrazanje genov, veliko EM pa
vpliva tudi na reproduktivne organe in posledi¢no na razvoj in rast zarodka v nose¢nosti.
Kljub poznavanju mehanizmov endokrinih motilcev pa ne moremo z gotovostjo trditi, da
so odgovorni za doloCene bolezni, saj so v ta proces vkljuceni tudi drugi dejavniki
(odmerek, doba izpostavljenosti, nacin izpostavljenosti, metabolizem, sestava telesa,

genetski polimorfizmi, izpostavljenost ve¢ EM, itd.) (24, 25, 26).
1.5 Reproduktivna in razvojna toksi¢nost

Pojem reproduktivna toksi¢nost se nanasa na nezelene ucinke na spolne organe, vedenje,
delovanje in plodnost odraslih ter tudi na toksi¢nost pri potomcih, ki je posledica
izpostavljenosti doloc¢eni substanci ali kombinaciji le-teh v nose¢nosti. Le-to pogosto
imenujemo tudi razvojna toksicnost. Nezeleni u¢inki na spolno delovanje in plodnost se
lahko kazejo kot zgodnja ali pozna puberteta, nenormalno stanje reproduktivnega ciklusa,
nenavadno spolno vedenje, neplodnost, tezave pri nose¢nosti in porodu itd. Snovi pa lahko
vplivajo tudi na potomce med nosecnostjo in po porodu ter se odrazajo kot splav,
strukturne nepravilnosti zarodka, nepravilnosti v delovanju organov in spremenjena rast
(27).

Reproduktivna in razvojna toksi¢nost zajema ve¢ razli¢nih vidikov, podatke pa lahko
pridobivamo z razli¢énimi eksperimentalnimi metodami, in sicer z in silico, in vitro ter in
vivo Studijami. Slednje so po navadi precej kompleksne, dolge in zahtevajo velik finanéni
vloZek. Ravno to so razlogi, da je strokovnjakom v velikem interesu iskanje novih na¢inov
pridobivanja podatkov o vplivu snovi na reproduktivni sistem. Snovi, ki lahko negativno
vplivajo na reprodukcijo, v Evropi delimo v ve¢ kategorij: kategorija 1A (angl. Known
human reproductive toxicant) so znani toksikanti in to potrjujejo Cloveske Studije,
kategorija 1B (angl. Presumed human reproductive toxicant) so domnevni toksikanti, kar
je potrjeno z izidi Studij na Zivalih; kategorija 2 (angl. Suspected human reproductive
toxicant) so toksikanti, pri katerih obstaja sum za tovrstno delovanje, a z manj dokazi iz
&loveskih in zivalskih studij (27, 28, 29).
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Po zbranih podatkih so analgetiki najpogosteje uporabljane zdravilne uéinkovine Vv
nose¢nosti. V tem obdobju, ko lahko pride do razvojne toksi¢nosti, moramo upostevati
tveganja in izbirati zdravilne ucinkovine z ustreznimi parametri (vezava na plazemske
proteine, topnost v mas¢obah, hitrost presnove, molekulska masa, prehod skozi placento).
Vse uéinkovine, prisotne v krvnem obtoku matere, lahko v dolo¢enem obsegu prehajajo
placento. Kot najbolj kriticno obdobje velja tisto od 4. do 10. tedna nosecnosti. S
prirojenimi napakami se rodi priblizno 3 % novorojenckov. Zdravilne u¢inkovine lahko na
plod vplivajo direktno, lahko pa vplivajo na samo fiziologijo nose¢nosti. V Sloveniji za
razvrstitev zdravil glede na embriotoksi¢ne in teratogene ucinke na plod uporabljamo
kategorije ameriSke agencije FDA, ki opredeljuje 5 kategorij zdravilnih ucinkovin.
Kategorija A zajema varne zdravilne u¢inkovine (obstajajo kontrolirane raziskave, ki niso
dokazale skodljivih ucinkov), kategorija B vkljucuje zdravilne ucinkovine, pri Katerih
obstaja le malo verjetno tveganje (ni kontroliranih raziskav na ljudeh, raziskave na Zivalih

niso dokazale Skodljivosti), v kategorijo C spadajo zdravilne uéinkovine, Ki jih je kljub

morebitnem tveganju dovoljeno uporabljati (ni kontroliranih raziskav na ljudeh, raziskave
na zivalih so pokazale Skodljivost), kategorija D zajema zdravilne ucinkovine, Ki SO
Skodljive, a se kljub tveganju za plod v dolo¢enih primerih uporabljajo v dobrobit matere.
Zadnja kategorija X pa zajema skodljive zdravilne u¢inkovine, pri Katerih so raziskave na
ljudeh in zivalih dokazale Skodljivost, zato njihovo jemanje med nose¢nostjo ni dovoljeno
(30).

1.6 Insilico metode

Izraz in silico vrednotenje se nanaSa na uporabo racunalniskih programov za analizo Ze
obstojecih podatkov, modeliranje in napovedovanje aktivnosti izbranih snovi. V bistvu gre
za uporabo racunalniskih orodij za analizo podatkov z razlicnimi algoritmi, ki so izdelani
tako, da napovejo dolocene lastnosti. Prav toksi¢nost spojin in mozni nezeleni uéinki so
najvecji problem pri odkrivanju novih zdravil. Z namenom selekcioniranja spojin se in
silico metode v farmacevtski industriji uporabljajo ze desetletja pri zaetnih procesih
optimizacije novo odkritih u¢inkovin. Gre za hitre in poceni metode, Se sploh v primerjavi
z in vitro ter in vivo testiranji, kar je velikega pomena predvsem pri analizi vecjega Stevila
spojin, saj se zmanjsa Stevilo poskusov na Zivalih in poraba kemikalij za analize. Nekatere
metode se osredotocajo na celoten organizem, nekatere le na posamezne organe ali

bioloske procese. Lo¢imo tudi metode, ki se osredotocajo na celostno toksicnost ali pa le
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na posamezne dejavnike, ki sodelujejo pri procesih toksi¢nosti. Uporabnost modela za
izbrano spojino je odvisna od razpolozljivih podatkov strukturno podobnih spojin, ki so na
voljo in je omejena. Prav bazo razpolozljivih podatkov bi se v prihodnosti dalo izbolj3ati,
saj so ti pogosto pomanjkljivi. Med racunalniSke in silico metode sodijo npr. razli¢ne
podatkovne baze, QSAR modeli, ekspertni sistemi, 3D-QSAR, modeli sidranja in druge
javno dostopne podatkovne baze (31, 32, 33).

1.6.1 RacdunalniSki modeli

QSAR ali model kvantitativnega odnosa med strukturo in delovanjem v kombinaciji s SAR
(model odnosa med strukturo in delovanjem) skupaj imenujemo (Q)SAR modeli. Ti
modeli iS¢ejo matematicno povezavo med molekulskimi deskriptorji, s katerimi opiSemo
molekulo, ter lastnostmi in aktivnostjo spojine. Na podlagi kemijske strukture lahko
napovemo nekatere fizikalno-kemijske lastnosti spojine. S statistiénimi metodami je
potrebno preveriti napovedno mo¢ modela in opraviti validacijo, kar je najbolje storiti s

spojinami, Ki se niso uporabljaje pri razvoju modela (31, 34).

Ekspertni sistemi so programi, ki kodirajo vrsto pravil, dolocenih s strani strokovnjakov z
razli¢nih podrocij. Gre za kombinacijo racunalniskih programov in podatkovnih baz, ki jih
je potrebno posodabljati in nadgrajevati, saj v nasprotnem primeru postane sistem
neuporaben in zastarel. Program prepozna prisotnost Ze znanih fragmentov, ki so
odgovorni za toksi¢ne ucinke v spojini, ki jo Zelimo ovrednotiti. Problemati¢na je lahko
nepopolna knjiznica toksi¢nih fragmentov, kar privede do nepopolnih ter lazno negativnih

rezultatov, ki toksi¢ne spojine oznacijo kot varne (31, 35).
1.6.2 Napoved endokrine in reproduktivne toksi¢nosti

Napoved endokrinih ucinkov je v najveéji meri zaradi omejenih podatkov dostopna
predvsem za androgenske in estrogenske receptorje. Za napoved informacij in podatkov je
na voljo ve¢ razliénih pristopov, ki smo jih omenili in opisali zgoraj. Ker gre za
kompleksne sisteme CloveSkega telesa, je nacin pridobivanja podatkov o toksi¢nosti z
napovedovanjem z rac¢unalniskimi programi izjemno zazelen. lzrednega pomena so tudi
Siroko dostopne, posodobljene podatkovne baze z relevantnimi podatki. Mednje sodijo The
Comparative Toxicogenomics Database, Endocrine Disruptor Knowledge Base (EDKB),
EDCs DataBank, Endocrine Active Substances Information System (EASIS), Toxicity
ForeCaster (ToxCast™) Data (36, 37, 38, 39, 40).

13



Na drugi strani je napoved reproduktivne in razvojne toksicnosti Se kompleksnejSa in Se
manj raziskana. Za to vrsto toksi¢nosti obstaja manjSe Stevilo podatkovnih baz in modelov,
saj zaradi skupka mnogih procesov, ki sodelujejo pri tem, ni stoodstotno zanesljivih virov.
Podatkovne baze s podatki o reproduktivni/razvojni toksi¢nosti so npr. Leadscope, Inc.,
The Registry of Toxic Effects of Chemical Substances (RTECS®), Developmental and
Reproductive Toxicology Database (DART), The OECD QSAR Toolbox (41, 42, 43, 44).
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2 Namen dela

Zaradi njihove razsirjene uporabe se pogosto sre¢ujemo z zdravilnimi uéinkovinami za
lajSanje bole¢in. Te v svoji strukturi vsebujejo dolo¢ene strukturne elemente, ki lahko
oponaSajo endogene ligande, zaradi ¢esar obstaja doloCena verjetnost vezave na nekatere
steroidne receptorje. Mnenja strokovnjakov se pri ocenah varnosti analgetikov razlikujejo,
saj so njihovi eksperimentalni podatki glede toksi¢nosti pogosto dvoumni ali pomanjkljivi.

V magistrski nalogi bomo s pomocjo in silico metod napovedali endokrino in

reproduktivno toksi¢nosti izbranih analgetikov.

S programom Endocrine Disruptome ter Vega QSAR (Relative Binding Affinity
model) bomo napovedali vezavno afiniteto izbranih analgetikov na 12 razli¢nih
jedrnih receptorjev.

- S programi Derek Nexus, Vega QSAR (Developmental Toxicity in Developmental/
Reproductive Toxicity library) in TEST bomo napovedali razlicne vidike
reproduktivne toksi¢nosti izbranih analgetikov.

- Dobljene rezultate bomo primerjali z Ze znanimi podatki iz literature (in vitro, in
Vvivo) in ocenili tudi napovedno mo¢ programov.

- Na osnovi podatkov iz literature ter tistih, pridobljenih in silico, bomo podali oceno

tveganja in izpostavili najbolj in najmanj varnega izmed proucevanih analgetikov.
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3 Materiali in metode

3.1 lzbrani analgetiki

V magistrski nalogi se bomo osredotocili na predstavnike skupine analgeti¢nih zdravilnih
u¢inkovin: paracetamol, indometacin, ibuprofen, naproksen in acetilsalicilno kislino. V
preglednici | so prikazane strukturne formule, SMILES kode, CAS Stevilke, INN

poimenovanje ter sistemati¢no (IUPAC) ime izbranih u¢inkovin.

Preglednica I: Izbrani analgetiki ter njihova struktura, IUPAC imena, CAS Stevilke in

SMILES kode
PARACETAMOL
H
NY
@)
HO
IUPAC ime: N-(4-hidroksifenil)acetamid
CAS: 103-90-2
SMILES: CC(=0)NC1=CC=C(C=C1)O
INDOMETACIN
O Cl
N
- Y
O OH
O

IUPAC ime: 2-[1-(4-klorobenzoil)-5-metoksi-2-metil-1H-indol-3-il]Jocetna
CAS: 53-86-1
SMILES: CC1=C(C2=C(N1C(=0)C3=CC=C(C=C3)Cl)C=CC(=C2)0C)CC(=0)0O
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IBUPROFEN

OH
O
IUPAC ime: 2-[4-(2-metilpropil)fenil]propanojska kislina
CAS: 15687-27-1
SMILES: CC(C)CC1=CC=C(C=C1)C(C)C(=0)0O
NAPROKSEN
~ @)

O

IUPAC ime: (2S)-2-(6-metoksinaftalen-2-il)propanojska kislina
CAS: 22204-53-1
SMILES: CC(C1=CC2=C(C=C1)C=C(C=C2)0C)C(=0)0

ACETILSALICILNA KISLINA

O OH

RS

IUPAC ime: 2-acetoksibenzojska kislina
CAS: 50-78-2
SMILES: CC(=0)OC1=CC=CC=C1C(=0)0O
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3.2 Negativna in pozitivna kontrola

V preglednici Il sta prikazani strukturi, SMILES kodi in CAS Stevilki pozitivne in

negativne kontrole v magistrski nalogi. Le-ti sta bili enotni v vseh testih.

Preglednica I1: Pozitivna in negativna kontrola ter njuni strukturi, IUPAC imeni, CAS
Stevilki in SMILES kodi

TIMOL

CHs

OH

HsC CHs

IUPAC ime: 5-metill-2-(propan-2-il)fenol
CAS: 89-83-8
SMILES: CC1=CC(=C(C=C1)C(C)C)O

BISFENOL A

HO OH
IUPAC ime: 4-[2-(4-hidroksifenil)propan-2-il]fenol
CAS: 80-05-7
SMILES: CC(C)(C1=CC=C(C=C1)0O)C2=CC=C(C=C2)0

Kot negativno kontrolo smo v na$i nalogi izbrali timol, ki v strukturi vsebuje aromatski
obro¢ in hidroksilno skupino na aromatskem obroc¢u. Zanj predvidevamo, da je ustrezna
negativna kontrola, saj se do sedaj v Studijah ni izkazal kot endokrino toksicen ali kot

spojina, ki bi motila hormonsko ravnovesje. V naravi se nahaja v rastlinah (npr. timijan,
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origano, indijska kopriva). AmeriSka Agencija za varstvo okolja (EPA — Enviromental
Protection Agency) je glede na dostopno strokovno literaturo podala mnenje, da timol ne
predstavlja nevarnosti za zdravje in je spojina z minimalnim toksi¢nim potencialom. Kot
pozitivno kontrolo pa smo izbrali bisfenol A (BPA). Gre za organsko spojino z dvema
fenolnima obrocema, ki se v vec€ini uporablja pri izdelavi polikarbonatne plastike in epoksi
smole. Ljudje prihajamo v stik z BPA predvsem preko embalaze za shranjevanje hrane in
pijace, nahaja pa se tudi v razni za$Citni opremi, odporni na udarce, in medicinskih
pripomockih ter v naS organizem prehaja z zauzitjem. Velja za znanega in dobro

preucevanega endokrinega motilca (45, 46, 47, 48).
3.3 Uporabljeni rac¢unalniski programi in specifikacija nastavitev

Izbrane neopioidne analgetike in njihov vpliv na endokrini in reproduktivni sistem smo
vrednotili s programi Endrocrine Disruptome, Vega QSAR, Derek Nexus in TEST. V
nadaljevanju so opisani principi vrednotenja in pridobivanja podatkov s temi programi,

dostopna tocka, razli¢ica in nastavitve posameznega programa.
3.3.1 Endocrine Disruptome

Dostop: http://endocrinedisruptome.ki.si/
Razli¢ica: 21. 01. 2015

Nastavitve: ni nastavitev

Endocrine Disruptome sta razvila Katra KolSek in Samo Turk v sodelovanju s Fakulteto za
farmacijo, Univerze v Ljubljani in Kemijskim institutom. Je prosto dostopen spletni
program, Ki je preprost za uporabo in s pomocjo katerega lahko preko sidranja molekul v
vezavno mesto napovemo vezavo izbranih kemijskih spojin na dvanajst ¢loveskih jedrnih
receptorjev. Ti receptorji so: estrogenska receptorja a in B (ERa, ERP), androgenski
receptor (AR), glukokortikoidni receptor (GR), jetrna X receptorja o in f (LXRa, LXRp), s
peroksisomskim proliferatorjem aktivirani receptorji a, B in y (PPARa, PPARJ, PPARY),
retinoidni X receptor oo (RXRa) ter tiroidna receptorja a in  (TRa, TRP). Za dolo¢ene
receptorje (AR, ERa, ERB, GR) je program sposoben napovedi vezave tako na agonisti¢no

kot tudi antagonisticno konformacijo (22).

Deluje na platformi imenovani Docking interface for Target Systems (DoTS), ki uporablja

program AutoDock Vina, s katerim so dolo€ili konformacijo jedrnih receptorjev za
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optimalno vezavo, in napove sidranje izbranih molekul v Sestnajst potrjenih struktur
receptorjev. Da pridobimo rezultate, v program nariSemo strukturo molekule (preko
vgrajenega vmesnika ChemDoodle Sketcher) ali vnesemo njeno SMILES kodo. Program
nam poda/izracuna osnovne informacije o Zeleni spojini (molekulska masa, logP,
akceptorji in donorji vodikovih vezi, opozorila o potencialno nevarnih strukturnih
fragmentih), po nekaj minutah pa Se napoved vezave v obliki barvne tabele. Strukture in
protokoli v omenjenem programu so validirani z mo¢nimi ligandi, kar je potrebno
upoStevati pri interpretaciji dobljenih rezultatov, saj lahko Sibki ligandi prav tako
predstavljajo problem pri kroni¢ni izpostavljenosti. V tabeli z rezultati [BG# oznaduje
najvecjo verjetnost vezave (obcutljivost oz t.i. SE < 0,25), oranzna veliko verjetnost (0,25
< SE < 0,50), rumena srednjo verjetnost (0,50 < SE < 0,75), zelena pa majhno verjetnost
vezave (SE > 0,75). Dobljena vrednost za vsak receptor je prosta energija vezave v
kcal/mol. Bolj kot je steviléna vrednost negativna, vecja je moznost vezave. Za vsak
posamezni receptor imamo podane mejne vrednosti, ki so prikazane v preglednici Il (v

primeru agonistov; za receptorje AR, ER, GR tudi za antagoniste) (22).

Preglednica I11: Mejne vrednosti proste energije vezave (v kcal/mol) (povzeto po 22)

VELIKA SREDNJA MAJHNA
RECEPTOR VERJETNOST VERJETNOST VERJETNOST

AR <-8,6 <-8,1 <-7.4 >-74
AR an <-84 <-7,6 <-31 >-3,1
ERa <-9.3 <-8,8 <-8,2 > -8,2
ERo an <-10,7 <-95 <-8,6 > -8,6
ERp <-9,2 <-8,7 <-8,0 >-8,0
ERp an <-9,0 <-8,6 <-8,3 >-8,3
GR <-10,7 <-9,7 <-7,3 >-7,3
GR an <-9,8 <-9,2 <-8,5 >-8,5
LXRao <-11,9 <-10,7 <-9,8 >-98
LXRS <-12,1 <-11,3 <-10,3 >-10,3
PPARao. <-10,0 <-94 <-8,9 >-8,9
PPARp <-10,5 <-10,1 <-9,6 >-9,6
PPARy <-10,3 <-9,6 <-8,9 >-8,9
RXRo <-12,1 <-10,8 <-10,0 >-10,0
TRa <-10,2 <-9,2 <-7,2 >-7,2
TRp <-10,5 <-94 <-7,8 >-7,8

* an = antagonist
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3.3.2 Vega QSAR

Dostop: registracija in prenos na spletni strani https://www.vegahub.eu/download/vega-

gsar-download/
Razli¢ica: 1.1.4

Nastavitve:
- Estrogen Receptor Relative Binding Affinity model (IRFMN) —v. 1.0.1
- Developmental Toxicity model (CAESAR) —v. 2.1.7
- Developmental/Reproductive Toxicity library (PG) —v. 1.0.0

Vega QSAR je in silico model, ki ga je razvil italijanski institut Istituto di Ricerche
Farmacologiche Mario Negri Milano v sodelovanju s Stevilnimi drugimi evropskimi in
ameriskimi instituti in institucijami (Politecnico di Milano, UK FERA, US EPA, Kemijski
institut). Hkrati je produkt Stevilnih projektov (ANTARES, CAESAR, Tox bank itd.).
Primarno so platformo razvili kot podporo uredbi REACH za regulatorne namene. Z njim
dobimo jasne napovedi toksi¢nosti izbrane spojine s pomoc¢jo QSAR modelov (vecina iz
projekta CAESAR). Deluje s pomoc¢jo programa Java in za pridobivanje rezultatov ne
potrebuje povezave s svetovnim spletom. V program ro¢no vnesemo SMILES kodo
spojine, jo izberemo iz seznama ali pa naloZimo SDF datoteko spojine, ki jo Zelimo
vrednotiti. V naslednjem koraku moramo glede na to, kaj zelimo vrednotiti, izbrati
ustrezen QSAR model. Na voljo so modeli za analizo spojin, ki so razdeljeni v Stiri
skupine: toksi¢nost, ekotoksi¢nost, okoljski wvplivi ter fizikalno-kemijske lastnosti.
Rezultate dobimo v obliki PDF dokumenta ali kot CSV format. Porodilo je sestavljeno
pregledno. Stevilo obarvanih zvezdic pomeni zanesljivost napovedi: a) tri obarvane
zvezdice (***) pomenijo, da je napoved visoko zanesljiva in se spojina nahaja znotraj
obmocja uporabnosti izbranega modela; b) dve zvezdici (**) pomenita moznost nahajanja
spojine izven obmocja uporabnosti in srednjo zanesljivost napovedi; ¢) ena zvezdica (*)
pomeni nizko zanesljivost in nahajanje spojine izven obmoc¢ja zanesljivosti. Poleg zvezdic
je prikazan tudi krogec: zelen pomeni, da je spojina netoksi¢na/neaktivna, rde¢ pa
predstavlja toksi¢no/aktivno spojino. V porocilo so vkljuéeni tudi rezultati podobnih
spojin, ki so vneseni v program in opombe, ¢e je pri napovedi prislo do kaksnih tezav. Za

nekatere spojine so na voljo tudi eksperimentalni podatki (49).
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Model »Estrogen Receptor Relative Binding Affinity model«, ki temelji na QSAR
klasifikacijskem modelu in algoritmu Klasifikacijskega in regresijskega drevesa, smo
uporabili za napoved endokrine toksi¢nost preko vezavne afinitete na ER. Model
»Developmental Toxicity model« je vgrajen v program Vega in poda rezultate na podlagi
binarne klasifikacije FDA v obliki kvalitativne napovedi razvojne toksi¢nosti. Omenjeni
model predstavlja razSiritev modela CAESAR, ki je prosto dostopen in ga je podprla
Evropska  komisija ~ za  specificne  potrebe = uredbe = REACH. Model
»Developmental/Reproductive Toxicity library« kvalitativno napove razvojno in
reproduktivno toksi¢nost ter temelji na binarni klasifikaciji verjetnosti znotraj platforme
Vega. Model obsega virtualno knjiznico toksi¢nih spojin, ki so jih opisali v raziskavi
podjetja Procter & Gamble. Potencialno toksi¢ne spojine so identificirali, razdelili v
kategorije in model sku3a najti ujemanje med analizirano spojino in spojino v knjiznici. Ce
povezava obstaja, je spojina oznacena kot toksi¢na, drugaCe pa se jo razvrsti kot ne-
toksikant (49, 50).

3.3.3 Derek Nexus

Dostop: placljiv program, dostopen na Fakulteti za farmacijo

Razlic¢ica: Derek Nexus: 6.0.1, Nexus: 2.2.1

Nastavitve: Selected Species: bacterium, mammal; Reasoning Level: At least
EQUIVOCAL,; Perceive tautomers: Yes; Perceive mixtures: Yes; Match alerts without rules:
No; Show Open likelihood: No; Show Negative Predictions: Yes; Show Rapid Prototypes:

Yes; Filter nearest neighbours on misclassified features: Yes.

Program Derek Nexus je produkt neprofitne organizacije Lhasa Limited, ki je
specializirana za razvoj strokovnih racunalniskih programov, s pomocjo katerih lahko
napovemo toksi¢nost in metabolizem izbranih u¢inkovin. Organizacija ves ¢as posodablja,
dopolnjuje, razvija nove programe in s tem pomaga pri razvoju ter novih znanstvenih
odkritjth. Sam program omogoc¢a ocen0 potencialne toksi¢nosti in silico, s ¢imer
prihranimo ¢as, denar, lahko izboljsSamo lastnosti u¢inkovin tekom razvoja in ovrednotimo

profile toksi¢nosti (51).

V program vnesemo strukturo (jo nariSemo, uvozimo kot obliko .mol, .skc, .sdf), ta pa jo
nato standardizira in primerja z bazo podatkov ter napove toksi¢nost. Rezultat je podan kot

povzetek verjetnosti, da je izbrana snov toksi¢na, dodatno pa so na voljo Se podrobnejse
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informacije ter razlogi za potencialno toksi¢nost. Derek Nexus nam lahko napove in
predvidi kancerogenost, mutagenost, genotoksi¢nost, preobcutljivost koze ali dihal,
teratogenost, reproduktivno toksi¢nost. V nasi nalogi se bomo osredotocili predvsem na
vidik reproduktivne toksi¢nosti in teratogenosti. Napoved toksi¢nosti je lahko gotova
(certain), skoraj gotova (probable), verjetna (plausible), dvoumna (equivocal), dvomljiva
(doubted), malo verjetna (improbable), nemogoca (impossible), odprta (open) ali
kontradiktorna (contradicted). Program nam rezultate poda v obliki referenc, komentarjev,

primerov in poda strukturni fragment molekule, ki je odgovoren za toksi¢nost (51).
3.34 TEST

Dostop: brezplacen prenos s spletne strani https://www.epa.gov/chemical-

research/toxicity-estimation-software-tool-test
Razlid¢ica: 4.2.1

Nastavitve: Endpoint: Developmental toxicity, Method: Consensus

Toxicity Estimation Software Tool (TEST) je program ameriSke agencije EPA, s katerim
enostavno in hitro napovemo potencialno reproduktivno toksi¢nost izbranih spojin S QSAR
modelom. Gre za modele, ki se uporabljajo za napoved toksi¢nosti snovi na podlagi
njihove strukture in pri napovedi uporabljajo preprosto linearno funkcijo. V program
enostavno vnesemo CAS Stevilko spojine, SMILES kodo, lahko jo nariSemo ali izberemo
iz baze podatkov. Izberemo nastavitve (npr. LC50, LD50, mutagenost, bioakumulacijski
faktor, reproduktivna toksi¢nost) in razlicne metode (hierarhicna metoda, FDA metoda,
metoda enotnega modela, metoda prispevka skupine, metoda najblizjega soseda, metoda
odlocanja s konsenzom, metoda odlocitvenega drevesa). V nalogi bomo uporabili metodo
odlo¢anja s konsenzom, kjer je toksi¢nost rezultat povprecnih napovedi toksicnosti ostalih
metod, ki jih program omogoc¢a. Odpre se nam nova spletna stran, kjer so prikazani podatki

o kvantitativni in kvalitativni napovedi reproduktivni toksi¢nosti naSe spojine (52).
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4 Rezultati in razprava

4.1 Napoved endokrine toksi¢nosti

4.1.1 Program Vega QSAR, model Estrogen Receptor Relative Binding Affinity

model

Program Vega QSAR, natan¢neje model Estrogen Relative Binding Affinity Model,

napove verjetnost, da je spojina endokrino toksi¢na kot posledica vezave na receptor ER.

Program za izbrane spojine napove njihovo aktivnost (oznaci jih kot aktivne ali neaktivne)

in hkrati tudi zanesljivost napovedi (oznaceno z zvezdicami; nizka *, srednja ** ali visoka

*** zanesljivost). Za nekatere spojine so v podatkovni bazi modela na voljo tudi

eksperimentalni podatki. Pri teh spojinah zanesljivost ni oznacena z zvezdicami.

Za izbrane analgetike in kontroli so podatki na voljo v preglednici IV.

Za negativno kontrolo timol je program napovedal neaktivnost. Napoved je zelo
zanesljiva in podprta z eksperimentalnimi podatki v podatkovni bazi. Napoved se

prav tako nahaja znotraj obmog¢ja uporabnosti modela.

Napoved za pozitivno kontrolo BPA je pozitivna (spojina je aktivna) in dobro
zanesljiva, kar lahko preverimo in kar potrjujejo tudi eksperimentalni podatki, ki so

na voljo v podatkovni bazi izbranega modela. Napoved je znotraj obmocja

uporabnosti modela.
Paracetamol je oznacen kot aktivna spojina, a je zanesljivost napovedi nizka.

Eksperimentalni podatki niso na voljo, napoved je zunaj obmod¢ja uporabnosti.

Indometacin je predvideno aktivna spojina, a je zanesljivost napovedi nizka.

Eksperimentalni podatki niso na voljo, napoved se nahaja zunaj obmocja

uporabnosti modela.

Program je za ibuprofen napovedal, da je ta neaktiven, in da je zanesljivost
napovedi visoka. Tudi tu eksperimentalni podatki niso na voljo, napoved se nahaja
vV obmo¢ju uporabnosti modela.

Naproksen prav tako naj ne bi bil aktiven, kar program napove z Visoko

zanesljivostjo. Eksperimentalni podatki za ta analgetik v podatkovni bazi sicer niso

na voljo, a je napoved znotraj obmo¢ja uporabnosti.
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- Za acetilsalicilno kislino program napove in z zanesljivostjo predvidi neaktivnost,
za kar sicer v podatkovni bazi modela ni na voljo eksperimentalnih podatkov.

Spojina se nahaja znotraj obmod¢ja uporabnosti modela.

Preglednica IV: Rezultati programa Vega QSAR za napoved endokrine toksi¢nosti kot
posledica vezave na receptor ER za izbrane analgetike in kontroli

SPOJINA AKTIVNOST ZANESLJIVOST EKSP. PODATKI
timol (-) neaktivna dobra na voljo

BPA (+) aktivna dobra na voljo
paracetamol aktivna */nizka niso na voljo
indometacin aktivna */nizka niso na voljo
ibuprofen neaktivna ***[visoka niso na voljo
naproksen neaktivna ***[visoka niso na voljo
acetilsalicilna kislina neaktivna ***[visoka niso na voljo

4.1.2 Program Endocrine disruptome

Program Endocrine dsiruptome nam omogoc¢a, da napovemo vezavo na razli¢ne jedrne
receptorje, in sicer omogoca napoved verjetnosti vezave za dvanajst jedrnih receptorjev,
Stirje receptorji pa poleg vezave na agonisticno omogocajo tudi vezavo na antagonisti¢no
konformacijo. Skupaj lahko torej napovemo verjetnost vezave ucdinkovin na Sestnajst

konformacij jedrnih receptorjev.

V program smo vnesli SMILES kode molekul in rezultati, ki jih je napovedal program, so
izraZeni s Stevilénimi vrednostmi in v ustrezno obarvani tabeli. V tej tabeli [lBG8 barva
oznacuje najvecjo verjetnost vezave, 0ranzna pomeni visoko verjetnost, pri rumeni barvi je
vezava srednje verjetna, zelena barva pa oznacuje majhno verjetnost vezave spojine na

jedrni receptor. Za izbrane analgetike in nasi kontroli so rezultati podani v preglednici V.

- Za negativno kontrolo timol je program napovedal srednjo verjetnost vezave na
antagonisticno konformacijo receptorja AR, verjetnost vezave na ostale je majhna.

- Za pozitivno kontrolo BPA je [INCGIMMNEHICIOS Vezave na receptor AR an, velika
verjetnost vezave za vezavo BPA obstaja tudi na AR. S srednjo verjetnostjo se
pozitivna kontrola predvidoma veze na receptorje ERa, ERS, GR, TRo in TRp.

Vezava na ostale jedrne receptorje je malo verjetna.
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- Za paracetamol je verjetnost vezave na receptor AR an srednja, za vse ostale pa
majhna.

- Indometacin se s srednjo verjetnostjo veze na jedrna receptorja AR an in GR.
Verjetnost vezave na ostale receptorje je majhna.

- Ibuprofen se na receptorja AR an in TR« veZe s srednjo verjetnostjo, medtem ko se
na ostale veZe malo verjetno.

- Naproksen se z veliko verjetnostjo veze na obe konformaciji receptorja AR (AR in
AR an). S srednjo verjetnostjo se bo vezal na GR ter receptorja TRa in TRf, na
ostale receptorje pa se naproksen veze z majhno verjetnostjo.

- Acetilsalicilna kislina se, podobno kot paracetamol, s srednjo verjetnostjo veze na

AR an, vezava na ostale receptorje pa je malo verjetna.

Preglednica V: Prosta energija vezave (v kcal/mol) izbranih analgetikov, pozitivne in
negativne kontrole na jedrne receptorje

s £ £

S & 5 g 2 —~

g g ©® % 8s = %
JEDRNI £ § g 5 5 g £
RECEPTORI & £ 2 & &% 5 a
AR 63 43 -73 82 61 66 -84
AR an 63 57 -72 -18 -64 66 [RCIM
ERa 59 76 69 75 57 61 -83
ERaan 59 67 69 -75 57 59 -85
ERp 61 52 -71 76 60 61 -83
ERp an 59 59 68 -73 60 60 -81
GR 62 -88 72 -18 57 63 -16
GR an 55 80 62 67 57 59 -5
LXRa 59 77 76 -85 61 68 -82
LXRS 63 83 -78 -89 67 68 -80
PPARa 57 66 71 69 57 62 17
PPARp 59 79 73 718 63 63 17
PPARy 56 81 7,1 76 56 59 -1
RXRa 64 87 74 -84 60 62 -79
TRa. 63 -70 -76 87 63 68 -85
TRS 60 -73 77 82 62 66 -86
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4.1.3 Razprava
4.1.3.1 VezavanaERin AR

Najve¢ podatkov o vplivu analgetikov na jedrne receptorje je na voljo za estrogenske in
androgenske receptorje. Poleg in vitro Studij so tu Se in vivo Studije na Zivalih kot tudi
epidemioloske Studije. Pri moskih je v ospredju Studij vpliv NSAID na androgenske
receptorje, pri zenskah pa so nekatere Studije pokazale, da redna uporaba NSAID povzroci
zniZano raven estrogena, in sicer zaradi zaviranja dolo¢enih encimov (npr. aromataza, 17p-
hidroksisteroid-dehidrogenaza), vklju¢enih v biosintezo in presnovo estrogenskih

hormonov (53).

Z racunalniskimi programi smo za izbrane neopioidne analgetike pridobili podatke, na
osnovi katerih smo iskali literaturne vire, s katerimi bi rezultate ovrgli, oziroma potrdili.
Model Estrogen Receptor Relative Binding Affinity programa Vega QSAR je z visoko
zanesljivostjo in znotraj obmoc¢ja uporabnosti modela napovedal, da se ibuprofen,
naproksen in acetilsalicilna kislina ne vezejo na estrogenski receptor. To potrjujejo tudi
podatki, pridobljeni s programom Endocrine disruptome, saj je za te spojine moznost
vezave na ER (obe konformaciji ERa in ERP) malo verjetna. Drugaée je v primeru
paracetamola in indometacina. Paracetamol naj bi po podatkih programa Vega QSAR
deloval kot aktivna spojina, ki se veZe na estrogenski receptor, prav tako to velja tudi za
indometacin. Podatki in napovedi za ti dve spojini se nahajajo izven obmocja uporabnosti
modela in so zato manj zanesljivi. Program Endocrine disruptome daje drugaéne rezultate,
saj je napovedal majhno verjetnost vezave paracetamola in indometacina na ER. Rezultati
obeh modelov so dvoumni, glede na to, da so pri programu Vega QSAR podatki izven
obmocja uporabnosti modela in je napoved malo zanesljiva, pa lahko sklepamo, da so
rezultati modela Endocrine disruptome zanesljivejSi. Podatke za vezavo na androgenski
receptor smo pridobili le s programom Endocrine disruptome. Paracetamol, indometacin,
ibuprofen in acetilsalicilna kislina se s srednjo verjetnostjo vezejo na antagonisti¢no
konformacijo AR, medtem ko se naproksen z veliko verjetnostjo veze na agonisti¢no in

antagonisticno konformacijo androgenskega receptorja.

Moska reprodukcija temelji na androgenih hormonih in drugih, ki jih proizvajajo celice
testisov. Nekatere epidemioloSke Studije kazejo na povezavo med dolgotrajno uporabo

paracetomola in ibuprofena med noseCnostjo ter povecano moznostjo pojavljanja
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kriptorhizma (nespusceni testisi) pri izpostavljenih moskih potomcih (54). Vzrok
kriptorhizma pa je prav zmanjSana izpostavljenost zarodka androgenom v ¢asu razvoja.
Prav tako naj bi zmanjSana koli¢ina testosterona pri zarodku vplivala na povecano
produkcijo tega hormona v odrasli dobi, kar lahko posledi¢no negativno vpliva na splosno
zdravje moskih (55). Podobno naj bi delovala tudi acetilsalicilna kislina (54). Prav
acetilsalicilna kislina in ibuprofen naj bi vplivala tudi na pojav hipospadije (prirojena
napaka, pri kateri se na konici penisa ne razvije izvodilo se¢nice) (56). Pri Zenskah, ki so
imele spontani splav, so nasli morebitno povezavo med jemanjem naproksena in
ibuprofena, ki sta bila pogosto uporabljena analgetika pri teh nose¢nicah (56). V Studiji iz
leta 2015 so ugotovili, da modulacija vnetja izboljSa zasnovo in preZivetje moskih
potomcev, saj so zenske, ki so imele prej tezave z neuspeSnimi nosecnostmi, po prejemanju
nizkih odmerkov acetilsalicilne kisline pred spocetjem z vecjo verjetnostjo rodile moske
potomce (56). Rezultati vseh prej omenjenih epidemioloskih Studij kazejo na potencialno

neugodne izide, ¢e noseénica med noseénostjo jemlje neopioidne analgetike.

V Studiji, v kateri so sodelovali moski s prekomerno telesno teZzo in neaktivni predstavniki,
je Stiritedensko jemanje NSAID vplivalo na spremenjeno hormonsko ravnovesje. Pri
sodelujocih se je znizala tako raven prostega testosterona kot tudi prostega estradiola in
estrona, vendar je mehanizem delovanja neznan in so potrebne nadaljnje obseznejSe Studije
(53). Eden izmed zadnjih ¢lankov, ki zdruzuje tri loCene epidemioloske Studije (od leta
1996 do 2004), zajema vpliv paracetamola, NSAID in kombinacij na reproduktivne
hormone in semensko tekocino pri moskih. Rezultati kazejo, da je pri uporabnikih NSAID
prislo do rahlo viSjega serumskega nivoja testosterona, kar je v nasprotju s podatki iz
ostalth Studij, ki v vecini kaZzejo na vpliv analgetikov na zmanjSano produkcijo
testosterona. Mehanizem ni znan, verjetno pa po mnenju strokovnjakov pri tem sodelujejo
prostaglandini. Vpliva na ostale hormone in kvaliteto sperme ni bilo opaziti. Problem te
Studije je, da niso znani odmerki, reZim jemanja, pogostost jemanja itd, ampak imamo le
potrditev, da je udeleZzenec Studije jemal analgetike oz. jih ni. Za potrditev rezultatov

Studije bi bilo potrebnih ve¢ konkretnejsih podatkov in natan¢nejsa analiza (57).

Obstaja tudi obseZna raziskava o vplivu ibuprofena na androgene, ki je bila izvedena s
kombinacijo treh metod — kontrolirano klinicno $tudijo, ex vivo organskim modelom
¢loveskih testisov in standardizirano in vitro steroidogeno celi¢no linijo ¢loveskega izvora.

S Studijo so pokazali, da ibuprofen izzove kompenziran hipogonadizem, in sicer s
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selektivnim zaviranjem izraZzanja genov, ki sodelujejo pri steroidogenezi, sintezi peptidnih
hormonov in prostaglandinov. Zdravim odraslim moskim so aplicirali 600 mg ibuprofena,
plazemske koncentracije pa so v povpredju znasale 25-35 pg/ml. Stiriinatirideset dni
(kratkoro¢na izpostavljenost) so preucevali nivo testosterona in 17p-estradiola, a niso
zaznali sprememb v ravni teh dveh hormonov. Ugotovili pa so, da uporaba ibuprofena pri
odraslih moskih privede do poviSanja LH (luteinizirajo¢i hormon), zmanjSanega razmerja
prostega testosterona in LH in zmanjSanja ravni hormona AMH (anti-Mullerjev hormon)
(60). LH stimulira nastajanje testosterona v modih, medtem ko je AMH pomemben
predvsem pri razvoju zarodka, Kjer sodeluje pri diferenciaciji moskega spola. S starostjo
nivo tega hormona pri moskih pade, po sedaj znanih podatkih pa njegova prisotnost v krvi
kasneje v starosti ne vpliva na nobeno od funkcij telesa (58, 59). ZmanjSanje razmerja
prostega testosteron in LH (za 18 % po 14 dneh in 23 % po 44 dneh) je bilo predvsem
posledica povecane ravni LH (po 14 dneh se je povecala za 23 %, po 44 dneh pa za 33 %).
Odzivnost testisov na gonadotropine se je verjetno zmanjSala med izpostavljenostjo
ibuprofenu. Podatki iz poskusov ex vivo to tezo podpirajo, kar kaze na to, da je bila
posledica aplikacije ibuprofena predvsem antiandrogeno delovanje. Pri moskih, Ki
ibuprofen jemljejo pri kroni¢nih bole€inah in artritisu, lahko kompenzirani hipogonadizem
preide v primarnega, za katerega je znacilna nizka koncentracija testosterona in posledi¢no
imajo ti moski probleme z libidom, zmanj$ano misi¢éno maso, depresijo in utrujenostjo.
Antiandrogeno delovanje na Leydigove celice so ugotovili na podlagi ex vivo Studij (model

so bili odrasli testisi) tudi v primeru indometacina in acetilsalicilne kisline (60).

V Studijah na Zivalih so strokovnjaki ugotovili Se dodatne vplive analgetikov na
estrogenski in androgenski sistem. Paracetamol lahko po zbranih podatkih pri moskih
predstavnikih povzro¢i zmanjSanje anogenitalne razdalje (t.. razdalja med anusom in
korenom penisa; glede na tezo lahko izraCunamo anogenitalni indeks = AGDi =
AGD/koren telesne teze) in pomanjkanje androgenov. Posledice se lahko kazejo kot Ze prej
omenjeni kriptorhizem, hipospadija, nerazvita prostata, nenormalna dolZina penisa. Vse to
se je pokazalo Ze pri najnizjem odmerku 150 mg/kg/dan, ki je bil uporabljen v Studiji na
podganah in ustreza priblizno trikratnemu priporo¢enemu dnevnemu odmerku pri ljudeh.
ZmanjSanje androgenov je bilo prisotno tudi po jemanju acetilsalicilne kisline pri
podganah in se je pokazalo kot zaostala rast plodu (56). ZniZanje koncentracije

testosterona v plazmi in spremembe pri izlocanju LH so zabelezili pri Studiji na podganah,
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Ki so jim aplicirali indometacin (1-2,5 mg/dan) ali acetilsalicilno kislino (5 mg/100 ¢
telesne mase) dlje ¢asa (ve¢ kot 15 dni) (61). V drugi Studiji je odmerek paracetamola 50
mg/kg/dan pri miSih povzro€il zmanjsano $tevilo foliklov in plodnost samic, ki so bile kot

zarodki izpostavljene paracetamolu, kar je lahko povezano s hormonskim delovanjem (56).

Z in vitro Studijami lahko dobro nakazemo vplive snovi na sisteme in so osnova za in vivo
Studije na Zivalih in epidemiolodke Studije. V in vitro Studiji, kjer so kot model uporabili
testise odraslih moskih ter steroidogeno celi¢no linijo, so preucevali vpliv paracetamola,
acetilsalicilne kisline in indometacina na androgeno delovanje s koncentracijami, ki jih
dosezemo z odmerki pri obiCajnih analgeti¢nih terapijah (1 g paracetamola, 600 mg
ibuprofena in 100 mg indometacina). Vse tri u¢inkovine so izkazale antiandrogene ucinke
in vplive na hormonsko ravnovesje, ki so se razlikovali glede na u¢inkovino, odmerek in
dobo izpostavljenosti. V vseh primerin se je zmanjSala sinteza testosterona in
prostaglandinov. Najvecji upad sinteze testosterona je bil pri acetilsalicilni kislini,
najmanjSi pri indometacinu. Glede na podatke je najslabSi zaviralec sinteze
prostaglandinov paracetamol, najvecje razlike pri sintezi pa so bile opazne pri
indometacinu (61). Mo¢ne antiestrogene ucinke je na ¢loveski celi¢ni liniji T47D, ki so jo
uporabili za in vitro preucevanje aktivnosti vezave ucinkovin na receptorje, pokazal
ibuprofen. V isti Studiji so poskuse delali tudi na in vitro testu s kvasovkami in tudi tam je
ibuprofen pokazal antiestrogeni odziv. Naproksen pa je v tem testu izkazal antagonistic¢en

odziv na androgenski receptor (62).

Raziskave o endokrinem delovanju neopioidnih analgetikov na estrogenske in androgenske
receptorje in hormone skrivajo v ozadju zapletene mehanizme, ki bodo potrebovali ve¢
Casa in Studij za razjasnitev. Znano je, da lahko doloc¢ene ucinkovine zavirajo izrazanje
genov za steroidogene encime ter encime, ki sodelujejo pri sintezi hormonov in s tem
posredno zavirajo sintezo androgenov in estrogenov. To se kasneje izraza predvsem kot
spremembe v razvoju spolnih organov in same reprodukcije. Jasnih poti zaviranja in vpliva
ni, obstajajo pa teze in ugibanja, da lahko doloceni odmerki analgetikov vplivajo na

delovanje hormonov (56).
4.1.3.2 Vezava na ostale receptorje

Studije o vezavi analgetikov na ostale receptorje so zelo redke in zato o teh receptorjih

lahko povzamemo ugotovitve le na podlagi nasih rezultatov. Racunalnis$ki programi
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temeljijo na podatkovnih bazah, ki so lahko zastarele in pomanjkljive, zato rezultati niso
stoodstotno zanesljivi. Na GR se po podatkih programa Endocrine disruptome s srednjo
verjetnostjo vezeta indometacin in naproksen, ostali neopioidni analgetiki pa z manjso
verjetnostjo. Na TRa se s srednjo verjetnostjo veze ibuprofen in naproksen, slednji pa se s
srednjo verjetnostjo veze tudi na TRP. Glede na rezultate programa Endocrine disruptome
je vezava izbranih neopioidnih analgetikov na LRX (a in ), PPAR (a, B in y) in RXRa
malo verjetna. Po podatkih ene izmed Studij, kjer so raziskovali vpliv analgetikov na
Cloveske testise zarodkov in produkcijo testosterona, se indometacin lahko veze na PPARy
in ga aktivira, kar je lahko molekularna osnova za doloc¢ene bioloske ucinke na testisih

zarodka (rast in razvoj testisov, vpliv na plodnost in kakovost sperme) (63, 64).
4.2 Napoved razli¢nih vidikov reproduktivne toksi¢nosti

4.2.1 Program Derek Nexus

Program Derek Nexus s svojimi nastavitvami omogoca napoved razli¢nih vrst toksi¢nosti.
V nasi nalogi smo za izbrane analgetike preverili razvojno toksi¢nost, testikularno
toksi¢nost in teratogenost. Verjetnost, da je spojina toksicna, je razdeljena glede na stopnje
verjetnosti, mi pa smo izbrali naslednje: gotova (certain), skoraj gotova (probable),

verjetna (plausible), dvoumna (equivocal).

S programom smo napovedali naslednje rezultate:
- Timol, ki je naSa negativna kontrola, ni nevaren za reproduktivne organe, saj je

program ni opredelil kot toksic¢ne.

- Pozitivna kontrola BPA izkazuje dvoumno verjetnost testikularne toksi¢nosti, a ni

reproduktivno toksi¢na in teratogena.

- Paracetamol, indometacin, ibuprofen, naproksen in acetilsalicilna kislina glede
na napoved programa Derek Nexus niso toksi¢ne spojine in ne predstavljajo

tveganja za reproduktivno toksi¢nost, teratogenost in testikularno toksi¢nost.

4.2.2 Program Vega QSAR, model Developmental Toxicity model

S pomoc¢jo modela Developemetal Toxicity programa Vega QSAR smo napovedali
razvojno toksi¢nost. Podobno kot model za endokrino toksi¢nost tudi ta napove aktivnost

spojine (aktivna ali neaktivna) in zanesljivost napovedi (nizka *, srednja ** ali visoka ***
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zanesljivost). Tudi tu so za nekatere spojine na voljo eksperimentalni podatki v podatkovni

bazi modela, vendar pri teh zanesljivost ni oznacena z zvezdicami.

Za izbrane analgetike in kontroli so podatki za razvojno toksi¢nost zbrani v preglednici VI

Za negativno kontrolo timol je program z visoko zanesljivostjo napovedal, da je

spojina razvojno toksi¢na. Napoved se nahaja znotraj uporabnosti modela.

Pozitivna kontrola BPA je prav tako razvojno toksi¢na, napoved pa je visoko
zanesljiva, ¢eprav nimamo moznosti preverjanja in potrditve z eksperimentalni

podatki, saj ti niso na voljo v podatkovni bazi modela. Napoved je znotraj obmocdja

uporabnosti modela.
Paracetamol je razvojno netoksi¢éna spojina, kar je podprto tudi z

eksperimentalnimi podatki, ki so na voljo. Napoved je znotraj obmod¢ja uporabnosti

modela.
Program predvideva, da je indometacin netoksi¢na spojina. Eksperimentalni

podatki so na voljo. Napoved je znotraj obmocja uporabnosti modela.

Ibuprofen je razvojno toksicen, za kar obstajajo tudi eksperimentalni podatki v

podatkovni bazi. Napoved je znotraj obmocja uporabnosti modela.

Naproksen je prav tako razvojno toksi¢en, na voljo imamo tudi eksperimentalne

podatke. Napoved je znotraj obmoc¢ja uporabnosti modela.

Za acetilsalicilno kislino napovedi kazejo na neaktivnost, za kar ni na voljo
eksperimentalnih podatkov, a je hkrati zanesljivost nizka. Napoved ni znotraj

obmoc¢ja uporabnosti modela.

Preglednica VI: Rezultati programa Vega QSAR za napoved razvojne toksi¢nosti za

izbrane analgetike in kontroli

SPOJINA AKTIVNOST ZANESLJIVOST EKSP. PODATKI
timol (-) aktivna ****[visoka niso na voljo

BPA (+) aktivna ***/visoka niso na voljo
paracetamol neaktivna dobra na voljo
indometacin neaktivna dobra na voljo
ibuprofen aktivna dobra na voljo
naproksen aktivna dobra na voljo
acetilsalicilna kislina | neaktivna *Inizka niso na voljo
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4.2.3 Program Vega QSAR, model Developmental/Reproductive Toxicity library

S pomoc¢jo modela Developmental/Reproductive Toxicity library, ki je prav tako del
programa Vega QSAR, smo napovedali razvojno/reproduktivno toksi¢nost. Princip
napovedi je enak kot pri prejSnjih dveh modelih, saj le-ta napove aktivnost spojine (aktivna
ali neaktivna) in zanesljivost napovedi (nizka *, srednja ** ali visoka *** zanesljivost).
Dodatno so za nekatere spojine na voljo eksperimentalni podatki v podatkovni bazi

modela, vendar pri teh zanesljivost ni oznacena z zvezdicami.

Za izbrane analgetike in kontroli so podatki za razvojno/reproduktivno toksi¢nost zbrani v

preglednici VII.

Preglednica VII: Rezultati programa Vega QSAR za napoved razvojne/reproduktivne
toksicnosti za izbrane analgetike in kontroli

SPOJINA AKTIVNOST ZANESLJIVOST EKSP. PODATKI
timol (-) neaktivna */nizka niso na voljo

BPA (+) aktivna ***/visoka niso na voljo
paracetamol neaktivna *Inizka niso na voljo
indometacin aktivna zmerna na voljo

ibuprofen aktivna dobra na voljo
naproksen aktivna dobra na voljo
acetilsalicilna kislina | neaktivna */nizka niso na voljo

- Za negativno kontrolo timol je program napovedal neaktivnost, a z nizko
zanesljivostjo. Prav tako je podal informacijo, da se spojina nahaja izven obmocja
uporabnosti modela.

- Napoved za pozitivno kontrolo BPA je aktivha in visoko zanesljiva, vendar
eksperimentalni podatki niso na voljo v podatkovni bazi. Spojina se nahaja znotraj
uporabnosti modela.

- Paracetamol je razvojno/reproduktivno netoksicen, eksperimentalnimi podatki
niso na voljo, sama zanesljivost pa je nizka. Nahaja se izven uporabnosti modela.

- Indometacin je po eksperimentalnih podatkih toksi¢na spojina, a je zanesljivost
zmerna. Obstaja mozZnost, da se nahaja izven uporabnosti modela.

- lbuprofen je razvojno/reproduktivno toksi¢na spojina, kar potrjujejo tudi

eksperimentalni podatki v podatkovni bazi. Zanesljivost napovedi je dobra, nahaja

se znotraj uporabnosti modela.
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- Naproksen je prav tako razvojno/reproduktivno toksi¢en, na voljo imamo tudi
eksperimentalne podatke, napoved je dobra in se nahaja znotraj uporabnosti
modela.

- Acetilsalicilna kislina je po napovedih neaktivna, za kar ni eksperimentalnih
podatkov, hkrati pa je zanesljivost napovedi nizka ter izven obmod¢ja uporabnosti

modela.

424 Program TEST

Program TEST poda Steviléno napoved verjetnosti, da je spojina razvojno toksi¢na na
podlagi strukture izbrane spojine z modelom QSAR. Steviléni razpon je med 0 in 1, kjer O
pomeni najnizjo, 1 pa predstavlja najvisjo vrednost. V praksi pomeni, da so spojine z
vrednostmi med 0,50 in 1,00 (50-100 %) razvojno toksi¢ne, spojine z vrednostmi med 0 in
0,49 (0-49 %) pa niso razvojni toksikanti. Vrednost hkrati predstavlja tudi stopnjo/odstotek
verjetnosti, da je snov razvojno toksicna, in sicer visja vrednost pomeni vecjo verjetnost za

toksi¢nost. Dodatno je za vsako spojino opisano, ali je ta razvojno toksi¢na ali ne.

Za izbrane analgetike in kontroli so podatki za razvojno toksi¢nost v programu TEST

prikazani v preglednici VIII.

Preglednica VIII: Napoved programa TEST za reproduktivno toksi¢nost izbranih
analgetikov in kontroli

SPOJINA VREDNOST RAZVOJNA TOKSICNOST: DA ALI NE
timol (-) 0,99 DA (99 %)
BPA (+) 0,68 DA (68 %)
paracetamol 0,52 DA (52 %)
indometacin 0,79 DA (79 %)
ibuprofen 0,68 DA (68 %)
naproksen 0,89 DA (89 %)
acetilsalicilna kislina | 0,57 DA (57 %)

- Zanegativno kontrolo timol je program napovedal 99 % (vrednost 0,99) verjetnost
za reproduktivno toksi¢nost.

- Pozitivna kontrola BPA je razvojno toksic¢na, verjetnost je 0,68.

- Za paracetamol in acetilsalicilno kislino je rezultat malo nad mejo za

reproduktivno toksi¢nost (0,52 za paracetamol in 0,57 za ASA).
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- Program je za vse ostale spojine napovedal vecjo verjetnost reproduktivne

toksi¢nosti: 0,79 za indometacin, za ibuprofen 0,68 in 0,89 za naproksen.
42,5 Razprava

Kot smo omenili Ze v uvodu, sta pojma reproduktivna in razvojna toksi¢nost precej Siroka
in zajemata tako sposobnosti organizmov za razmnozevanje, kot tudi vplive na razvoj
zarodka med nose¢nostjo in spremembe izrazene po rojstvu. Obstajajo raziskave, ki
zajemajo vplive analgetikov na vse omenjene spremembe. NaSe izbrane preiskovane
ucinkovine so neopioidni analgetiki, ki so ve¢inoma dostopni vsem in jih je mozno dobiti v
lekarni tudi brez recepta. Ravno manjSa kontrola nad jemanjem le-teh je razlog za veéjo
skrb glede reproduktivne in razvojne toksi¢nosti. Glede na razvrstitev ucinkovin za
uporabo v nosecnosti po FDA (poglavje 1.5) v Sloveniji nobeden izmed nasih analgetikov
ne spada v kategorijo A (varne zdravilne ucinkovine). V kategorijo B spadajo paracetamol
in NSAID, ¢e jih nose¢nica jemlje v 1. in 2. trimese¢ju. Acetilsalicilna kislina pa spada v
kategorijo C, ¢e se uporablja v 1. in 2. trimesecju, v kategoriji D pa so NSAID in ASA, ¢e

z njimi nosecnica lajsa bole¢ine v zadnjem trimesecju svoje nose¢nosti (30).
4.2.5.1 Paracetamol

Paracetamol velja za prvo izbiro v ¢asu nose¢nosti. Z njim nosecnice lajsajo blage in
zmerne boleéine, zato je smiselno razmisljati o vplivu ucinkovine na razvoj zarodka.
Rezultati raziskav pri ljudeh ne izkazujejo poveCanega Stevila prirojenih nepravilnosti
zaradi njegove uporabe, ni znan teratogen, ne vpliva na trombocite, pri ve¢jih odmerkih pa
je hepatotoksi¢en (30). Program Derek Nexus paracetamola ni prepoznal kot teratogenega
ali testikularno oziroma reproduktivno toksi¢nega, kar smo potrdili tudi s programom Vega
QSAR, a je bila pri rezultatih tega modela zanesljivost nizka in rezultati izven obmod¢ja
uporabnosti modela. Bolj zanesljivi rezultati so na voljo za razvojno toksi¢nost, kjer isti
program paracetamola ni oznacil kot razvojno toksi¢nega. Malenkost nad mejo razvojne
toksi¢nosti so bili rezultati, napovedani s programom TEST. Kljub temu so po podatkih
razli¢nih $tudij (in vivo Studije na Zivalih in in vitro $tudije na razli¢nih modelih) mozne
nekatere reproduktivne in razvojne anomalije, ki so posledica jemanja te ucinkovine za

lajSanje bolecin.

V in vivo Studijah na zivalih so pri aplikaciji visokih odmerkov (vsaj 400 mg/kg,
intraperitonalno, 5 dni) pri misjih samcih zaznali zaviranje sinteze DNA v testisih, kar se je
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kasneje pokazalo kot zmanjSana masa testisov, spremembe in zakasnitev spermiogeneze in
spremembe kromatina v spermi (65). V drugi Studiji so na misih preucevali reproduktivno
in razvojno toksi¢nost paracetamola v odmerkih 375, 715 in 1430 mg/kg. Paracetamol
dokazano prehaja placento in koncentracija u¢inkovine v krvi matere je najverjetneje enaka
tudi pri zarodku. Pri najvisjem odmerku je bilo opazno zmanjSanje plodnosti in preZivetja
novorojenih misi pri generaciji FO, pri generaciji F1 pa zmanjSanje telesne teze mladicev.
NOAEL vrednost za te ucinke je znaSala 715 mg/kg. Pri tem odmerku so opazili tudi
nenormalne spermije (66). Studija na brejih podganah, ki so jim aplicirali odmerke 150,
500 ali 1500 mg/kg celoten Cas brejosti, ni pokazala histoloskih sprememb jeter in ledvic
mikroskopom pokazala nekroticne povrsine jeter in ledvic, znake nekroze hepatocitov in
ledvi¢nega tkiva, kar kaze na Skodljiv vpliv paracetamola na mater in zarodek (67).
Izpostavljenost paracetamolu naj bi vplivala tudi na koli¢ino testosterona pri moskih
potomcih. Raziskave te predpostavke so se lotili s pomocjo ksenografskega modela razvoja
testisov zarodka pri ljudeh, pri ¢emer so fragmente tkiva testisov zarodka transplantirali v
kastrirane misi, tretirane s hCG. Izpostavljenost visokim odmerkom (350 mg/kg, 1-krat
dnevno, 7 dni) je pri misih povzro¢ila zmanjSanje produkcije testosterona ez Cas
izpostavljenosti. ZmanjSanje testosterona so opazili tudi pri izpostavitvi normalnim
odmerkom, ekvivalentnim tistim, ki jih jemljemo ljudje (20 mg/kg, 3-krat dnevno, 7 dni).
V obeh primerih pa po enem dnevu ni bilo opaznih sprememb. Kot potrditev potencialne
toksi¢nosti so v Studiji izmerili tudi plazemske koncentracije paracetamola (uporabili so
enak peroralni odmerek, enako analizno metodo) pri miSih s transplantiranim
ksenografskim modelom, ki so eno uro po aplikaciji znaSale med 0,74 in 0,94 pg/ml, kar je

precej pod koncentracijo, ki jo dosezemo pri normalnem odmerjanju pri odraslih ljudeh (6
pg/ml) (55).

Ce povzamemo na$e rezultate in jih primerjamo z literaturnimi, je mogoce zakljuditi, da
lahko paracetamol pri obicajnih odmerkih vpliva predvsem na mosko reproduktivno
zmoznost, visji odmerki pa lahko negativno vplivajo na plod. Rezultati uporabljenih
programov so pokazali majhno verjetnost pojava anomalij in toksi¢nih u¢inkov. Pri analizi
moramo upostevati, da podatki iz zivalskih Studij verjetno ne veljajo tudi za ljudi, vendar je
zaradi pojava dolo¢enih ucinkov potrebna previdnost. Med ljudmi in Zivalmi obstajajo

razlike, a Se vedno paracetamol v predpisanih odmerkih in pri kratkotrajnem jemanju po
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vseh zbranih podatkih ne povzro¢a tezav v reproduktivni dobi ljudi in med samo

nosecnostjo.
4.25.2 NSAID

Nesteroidne protivnetne zdravilne uc¢inkovine S0 na trgu prisotne ze dolgo Casa, a $e¢ vedno
niso znani reproduktivni in razvojni ucinki dolgotrajnega jemanja teh zaviralcev
prostaglandinov. Po sedaj znanih podatkih lahko NSAID zamaknejo ¢as poroda pri uporabi
v zadnjem trimeseCju, saj zavirajo kréenje maternice, povzrocijo lahko zmanjSanje
volumna amnijske teko¢ine in pljucno hipertenzijo pri novorojencku. Indometacin,
ibuprofen in naproksen lahko povzrocijo okvare Bottalovega voda in tezave novorojenckov
pri izlo¢anju seca (30). Medtem ko je program Derek Nexus vse NSAID oznacil kot
netoksi¢ne glede na izbrane kriterije, je program Vega QSAR z zmerno zanesljivostjo
izven obmoc¢ja uporabnosti modela kot reproduktivno toksi¢nega oznacil indometacin.
Ibuprofen in naproksen sta glede na pridobljene rezultate reproduktivno toksi¢na
neopioidna analgetika (napoved je dobra in se nahaja znotraj modela). Developmental
Toxicity model programa Vega QSAR je kot razvojno toksi¢ni spojini oznacil ibuprofen in
naproksen in pri teh dveh so rezultati zanesljivi in se nahajajo znotraj obmocja uporabnosti
modela. Indometacin ni razvojno toksi¢na ucinkovina. Program TEST je vse NSAID

oznacil kot razvojno toksi¢ne.
- INDOMETACIN

Indometacin je, podobno kot paracetamol, v Studiji z brejimi podganami, ki so jim
aplicirali u¢inkovino (in utero, enkratni odmerek, odmerek znotraj terapevtskega pri
ljudeh), vplival na Stevilo in razvoj zarodnih celic plodu (fetal germ cells, FGC) pri
zarodnih zenskega in moskega spola. Posledi¢no to vpliva na plodnost samic pri F1 in
F2 generacijah. Opazili so manjSe Stevilo FGC in velikost jaj¢ec pri F1 generaciji ter
manjso velikost jajéec in manjse $tevilo foliklov pri generaciji F2. Ce lahko prenesemo
rezultate na ljudi, bi se posledice jemanja indometacina (in tudi paracetamola) v
nose¢nosti lahko pokazale pri héerah in vnukinjah, a bi bile za potrditev potrebne
dodatne epidemioloske Studije (68). Po drugi strani podatki kaZejo, da indometacin pri
misSih in podganah ne vpliva na reprodukcijo v odmerkih do 0,5 mg/kg dnevno. Pri
odmerku 4 mg/kg/dan je prislo do pocasnejSe osifikacije plodu, kar se kasneje odraza

kot niZja teZa plodu, ostalih malformacij pa ni bilo opaziti (69, 70).
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Glede na pridobljene podatke vidimo, da indometacin ne velja za reproduktivno
oziroma razvojno toksi¢no ucinkovino. Tudi programi so ga vecinoma oznacili kot
netoksi¢nega, razen programa TEST, ki je vse oznacil kot toksi¢ne. Model
Developmental/Reproductive Toxicity library programa Vega QSAR ga z zmerno
verjetnostjo oznacuje kot toksi¢nega, a zunaj uporabnosti modela. Kot pri vsaki spojini,
so tudi tu mozni stranski ucinki, a pri indometacinu se na podlagi literaturnih podatkov
kazejo le kot reproduktivni vplivi na predstavnice Zenskega spola prihodnjih generacij
pri zivalih. Vplivi na ledvi¢ne funkcije novorojenckov so sicer znani, a indometacin ob

kratkotrajnem jemanju in v predpisanih odmerkih ne predstavlja nevarnosti.
- IBUPROFEN

Slabse izide napovedi racunalniskih programov smo pridobili v primeru ibuprofena, ki
je prav tako pogosta ucinkovina za lajSanje bolecin, saj zavira sintezo prostaglandinov.
Ibuprofen je pogosto uporabljen analgetik v prvem trimesecju, ko se zarodne celice
jajénikov najhitreje razvijajo in proliferirajo. To je pomemben podatek, saj nekateri
predvidevajo, da na razvijanje jajénikov in sposobnost reprodukcije Zensk vpliva ze
obdobje zarodka v maternici. Pri glodalcih je na primer znano, da analgetiki vplivajo
na razvoj jajénikov. To so ugotavljali s pomo¢jo Kulture ¢loveskih jajénikov zarodka
(starih 7-12 tednov), ki so bile izpostavljene ibuprofenu v koncentraciji 100 pM
dolo¢eno casovno obdobje (2, 4 ali 7 dni). Eksplantati jajénikov, ki so bili izpostavljeni
koncentracijam 10 in 100 puM so povzroCili zmanjSano S$tevilo celic, manj
proliferajoc¢ih celic, povecano apoptozo ter manjSe Stevilo zarodnih celic ne glede na
starost zarodka. Rezultati ex vivo testa na jaj¢nikih zarodkov torej kazejo na pojav
tezav pri jemanju ibuprofena ze v prvem trimesecju in ne le v kasnejsih obdobjih.
Seveda moramo tu upoStevati variabilnost med osebami, a nevarnost vseeno obstaja
(71). Ibuprofen naj bi vplival tudi na ovulacijo pri Zenskah. V Studiji na ljudeh pri
skupini zensk, starih med 20-40 let z normalnim ciklusom, ki so jim 10 dni peroralno
aplicirali ibuprofen, v odmerku 800 mg, 3-krat na dan, opaznih sprememb v ovulaciji
ni bilo. Opazili so sicer poviSanje LH, a so predpostavili, da bi naj ibuprofen zaviral
ovulacijo le pri dolo¢enih posameznicah in ne na splosno (72). V Studiji, ki je
preucevala ucinke kroni¢nega jemanja nizkih do zmernih odmerkov ibuprofena pri
misih (0,56, 1,12 ali 1,68 mg / 100 g na dan; 60 ali 35 dni), so ugotavljali vplive na

ovulacijo, zorenje jajcec, spermatogenezo in spermije, sposobnost oploditve idr. Prisli
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(prislo je do zmanjSanja in zaviranja), pri samcih pa je srednja koncentracija povzrocila
manjSo sposobnost in vitro oploditve (73). Pri visokih odmerkih ibuprofena pa lahko
pride do zastoja v rasti in vidnih razvojnih sprememb zarodka, kar so preucevali v
Studiji z brejimi podganami, ki so jim peroralno aplicirali ibuprofen (3-krat dnevno od
8. do 21. dne, pri ¢emer so bili maksimalni dnevni odmerki 25.5, 255 in 600 mg/kg)
(74). Podobne rezultate so dobili tudi v Studiji, kjer so miSim aplicirali 100 mg
ibuprofena na kg telesne mase v razli¢énih obdobjih brejosti in pred njo. Zbirali so
podatke o vplivu na zarodek ter na jaj¢nike in maternico matere. V primerjavi s
kontrolo je bilo opazno zmanjSano S$tevilo uspesnih ugnezditev in ve¢ splavov,
spremembe v telesni tezi in fizi¢nih lastnosti zarodka, nizje koncentracije DNA in
RNA v mozganih zarodka ter histoloske spremembe na jajénikih in maternici matere

(75).

Glede na naSe pridobljene rezultate lahko potegnemo vzporednice z literaturnimi
podatki in ugotovimo, da ibuprofen negativno vpliva na razvoj zarodka med samo
nosecnostjo in samo reprodukcijo pri ljudeh. Oba modela programa Vega QSAR sta
u¢inkovino z visoko zanesljivostjo oznacila kot reproduktivno in razvojno toksi¢no in
to znotraj obmocja uporabnosti modela, kar je potrdil tudi program TEST. Ker so bili
rezultati Studij na Zivalih in ljudeh pozitivni in sama u¢inkovina v nekaterih obdobjih
nosec¢nosti negativno vpliva na plod, lahko zaklju¢imo, da jemanje ibuprofena pred in
med nose¢nostjo ni priporoc¢ljivo. Vplivi na ovulacijo in jajénike pri Zenskah,
sposobnost oploditve pri moskih, reproduktivnost na splosno, razvojne spremembe in
zmanj8ana rast zarodka so razlogi, da omejimo njegovo uporabo oziroma se drZzimo
predpisanih odmerkov. Se bolj priporoéljivo pa je, da ljudje, ki Ze imajo probleme z
zgoraj nastetimi stvarmi, posezejo po drugih neopioidnih analgetikih.

- NAPROKSEN

Podobna napoved kot pri ibuprofenu je tudi pri naproksenu. Tudi zanj sta modela
programa Vega QSAR napovedala najslabsi izid izmed vseh in pri tej ucinkovini
moramo prav tako paziti in biti pozorni. Tudi glede na razvrstitev FDA ne spada med

najbolj varne zdravilne ué¢inkovine v ¢asu nose¢nosti.
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Ugotovili so, da naproksen sicer prehaja placento, ampak se v krvnem obtoku zarodka
pojavlja v nizkih koncentracijah. Problem te Studije pri nosecnicah, ki so se odlocile za
sprav v prvem trimesecju, je kratkotrajna izpostavljenost (2 odmerka po 500 mg). Prav
zaradi tega je jemanje naproksena v prvih mesecih, zaradi moznih teratogenih u¢inkov
odsvetovano, kasneje pa lahko pride do drugih problemov, ki so znaéilni za vse NSAID
(76). V eni zmed Studij so proucevali vpliv jemanja naproksena (in tudi ibuprofena)
med nosecnostjo na pojav blazjih srénih anomalij pri novorojenckih (ventrikularne in
atrijske septi¢ne napake). Moznost pojava srénih napak zaradi naproksena je 1,5 %, pri
ibuprofenu pa znaSa 1,3 %. Rezultat analize dodatno kaze, da je kar pet mater od Sestih
novorojenc¢kov z razcepom dlesni in ustnic med nose¢nostjo jemalo naproksen (kar 95
% nevarnost), ena izmed njih pa ibuprofen. Razcep dlesni in ustnice se sicer pojavi pri
3 novorojenckih na 100.000 rojstev, a vendar bi lahko obstajala povezava tudi z
jemanjem naproksena (77). V in vivo Studiji s samicami kuncev, ki so jim 7 ur po
aplikaciji hCG intravensko aplicirali naproksen (odmerek 1 mg/kg ter 50 mg/kg), so
ugotavljali vpliv naproksena na jajénike in ovulacijo. SploSno znano je, da naj bi se
koncentracija prostaglandinov znatno povecala tik pred ovulacijo, saj le-ti povzroc¢ajo
kréenje maternice. Ker NSAID zavirajo encim ciklooksigenazo, ki vpliva na sintezo
prostaglandinov, bi posledi¢no lahko vplivali tudi na izlocanje prostaglandinov, Ki
sodelujejo pri ovulaciji. Podatke so zbrali po 24 urah. Ovulacija se je pri kuncih pri
nizjem odmerku iz kontrolnih 88 % zmanjsala na 40 %, pri viSjem pa je bil odstotek
enak 0 % (100% inhibicija pri odmerku 50 mg/kg). Naproksen po rezultatih te Studije
znatno zmanjSa ucinkovitost ovulacije in proizvodnjo prostaglandinov. Podobne
rezultati so dobili tudi v primeru acetilsalicilne kisline, le da je bil odmerek 100 mg/kg,
apliciran 6,5 ure po aplikaciji hCG. Pri ASA se je kontrolni odstotek uc¢inkovitosti
ovulacije znizal na 40 % (78). Prostaglandini pa lahko vplivajo tudi na reprodukcijo pri
moskih predstavnikih. Pri podganah moSkega spola so po 35-dnevni aplikaciji
naproksena v odmerku 10 mg/kg/dan opazovali in zbirali rezultate o reproduktivnih
zmoznostih in vplivu ucinkovine na spermo. Zmanjsala sta se Stevilo in gibljivost
spermijev. Zaznali so tudi poSkodbe semenskih tubulov, Zilno kongestijo, prisotnega je
bilo ve¢ vezivnega tkiva, kar lahko privede do nenormalne spermatogeneze in
zmanjSane plodnosti samcev. Glavni vzrok za nepravilnosti v reproduktivnem sistemu
je torej zmanjSanja sinteza prostaglandinov, v kombinaciji z oksidativnim stresom, ki je

posledica toksi¢nosti (79).
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Podatki kazejo na to, da preveliko in kroni¢no jemanje naproksena v reproduktivni
dobi ni priporocljivo, saj lahko vpliva na ovulacijo pri zenskah in na spermatogenezo
pri moSkih. Pri novorojenckih lahko povzroca kardiovaskularne motnje ter druge
fizicne anomalije. Bolje je, da se mu nosecnice izognejo in v nujnih primerih, ko so

potrebni analgetiki, uporabijo druge, bolj varne u¢inkovine za lajsanje bole¢in.
- ACETILSALICILNA KISLINA

Acetilsalicilna kislina je problemati¢na predvsem v zadnjih mesecih nose¢nosti, saj
lahko prelozi porod, zaradi zaviranja agregacije trombocitov pa lahko povzroci
poporodne krvavitve. Pri novorojencku lahko povzrocijo zavirano delovanje
trombocitov nekaj dni po porodu, vecji odmerki pa mozganske krvavitve pri
nedonosenckih (30). Gre za znano in pogosto analgeticno ucinkovino, ki jo bolj
poznamo pod imenom aspirin. Zanjo velja, da naj bi se po kriterijih varnosti uvrstila tik
za paracetamolom, saj so jo modeli programov Derek Nexus in Vega QSAR oznacili
kot reproduktivno in razvojno netoksi¢no ter neteratogeno. Vendar je ob tem potrebno
vedeti, da rezultati kazejo na nizko zanesljivost, ki se nahaja zunaj obmocja
uporabnosti modela. Program TEST je tudi acetilsalicilno kislino uvrstil med toksi¢ne
u¢inkovine, a je vrednost ravno nad mejo, zato lahko predvidevamo, da je rezultat manj

zanesljiv.

Pri Studiji na brejih podganah, ki so jim 10 dni aplicirali acetilsalicilno kislino v
odmerkih 125 mg/kg, 250 mg/kg in 500 mg/kg, so opazili spremembe pri zarodkih. Pri
vi§jih odmerkih so bile prisotne spremembe skeleta zarodkov, kar je bilo predvsem
vidno na rebrih in hrbtenici (80). Zaradi sumov vpliva toplote na prostaglandine in
posledi¢no teratogenost so na brejih misih izvedli Studijo, v kateri so jim prvi dan
brejosti aplicirali odmerek 200 mg/kg in jih po eni uri za 10 minut izpostavili
termostati¢ni kopeli s temperaturami med 38 in 43 °C. Po 18 dneh so zbrali rezultate in
ugotovili, da sam aspirin ni teratogen, vendar je zaradi hipertermije priSlo do vec
malformacij skeleta pri zarodkih, kar potrjuje tezo, da naj bi prostaglandini zas¢itno
delovali pri teratogenezi, povzroceni s hipertermijo. Za dokon¢no potrditev teh uc¢inkov
in oceno tveganja ali se ti uéinki izrazajo tudi na ljudeh, bi bilo potrebnih ve¢ obseznih
Studij (81). Prav tako bi bile potrebne razSirjene Studije, da bi lahko prenesli rezultate
Studije embriotoksi¢nosti na brejih podganah, ki so jim aplicirali odmerek podoben

terapevtskemu pri ljudeh (50 mg/kg/dan, intravensko). Razen dilatacije seCevoda pri

41



nekaterih zarodkih do toksi¢nih u¢inkov ni prislo, vendar se moramo izogibati ve¢jim
odmerkom, ki so lahko nevarni za plod v nosec¢nosti (82). Po drugi strani so pri
podganjih zarodkih, ki so jih izpostavili acetilsalicilni kislini, opazili znizan sréni utrip,
malformacije obraza in repa (83). Pri brejih podganah so prav tako preizkusali vpliv
acetilsalicilne kisline na moZgane in videli, da pri odmerku 37,5 mg/kg/dan pride do
spremenjene teze in dimenzij mozganov (84). Poleg brejih podgan so bili preiskovani
subjekti tudi podganji samci, pri katerih so 30 oziroma 60 dni aplicirali acetilsalicilno
kislino v odmerku 12,5 mg/kg. Opazena je bila sprememba testisov, znizana gostota
semenske tekocine, Stevilo in mobilnost spermijev ter spremenjena spermatogeneza,
kar je najbrz povezano predvsem z androgenim delovanjem ter posledi¢no z nenavadno
hormonsko aktivnostjo (85, 86). Odmerek 100 mg/kg (15 oziroma 30 dni) pri samicah
albino podgane je povzrocil visjo koncentracijo kislih in alkalnih fosfataz (ACP = Acid
Phosphatase, ALP = Alkaline Phosphatase) v reproduktivnih tkivih ter morfoloSke
spremembe na jajénikih in maternici (87). Kljub zaviranju trombocitov in moznih
krvavitvah ter moznostmi za Zilne motnje lahko nizki odmerki tudi pozitivno vplivajo
na samo reprodukcijo in razvoj, saj zmanjSujejo nastanek tromboze ter zmanjSajo

tveganje za spontani splav, vendar je za potrditev teh tez premalo dokazov (88).

Acetilsalicilna kislina ne povzroca tezav, ki bi se precej razlikovale od ostalih izbranih
analgetikov. Tudi pri tej ucinkovini lahko najpogosteje pride do fizicnih malformacij
zarodka, sprememb v kvaliteti semenske tekoCine, opaznih nepravilnosti na
reproduktivnih organih. Problematicno je jemanje aspirina v dolo¢enih obdobjih
nosecnosti, a zmeren odmerek v izjemnih primerih ne naredi nepopravljive Skode.
Zavedati se moramo posledic in po posvetu s strokovnjaki pretehtati koristi in Skodo, Ki

jo lahko storimo.

Vse ucinkovine so torej v dolo¢enem odmerku skodljive za reprodukcijo in lahko

povzroc¢ijo doloCene tezave. Zavedati se moramo posledic in po posvetu s strokovnjaki

pretehtati koristi in $kodo, ki jo lahko storimo, ¢e vzamemo dolo¢en odmerek analgetika.

Nasi izbrani neopioidni analgetiki veljajo za precej varne zdravilne u¢inkovine. Obstajajo

dolocene Studije in raziskave, ki kazejo na potencialno nevarnost v ¢asu reprodukcije in

samega razvoja. Nekatere trditve smo z naSimi podatki, ki smo jih pridobili z in silico

metodami ovrgli, druge delno potrdili. Problemati¢no je lahko hkratno jemanje kombinacij

analgetikov, saj za slednje niso izvedli $tudij toksi¢nosti, zato lahko privedejo do situacij,
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ki so nepredvidljive ter zdravju Skodljive. Zavedati se moramo, da je veéina literaturnih

podatkov rezultat in vitro in in vivo Studij na zivalih ter da teh rezultatov ne moremo

direktno prenesti na delovanje pri ljudeh. Zaradi eti¢nih vidikov so te Studije edine mozne

in jih moramo jemati resno, saj lahko predstavljajo dobro osnovo za Studije na ljudeh v

prihodnje.

4.3 Ocena varnosti izbranih analgetikov

Po analizi vseh zbranih podatkov lahko zaklju¢imo, da do negativnih ucinkov izbranih

neopioidnih analgetikov prihaja, v nekaterih primerih, ze pri terapevtskih koncentracijah.

V preglednici IX so zbrani odmerki/koncentracije, pri katerih so v Studijah opazili toksi¢ne

ucinke.

Preglednica IX: Povzetek terapevtskih plazemskih koncentracij pri ljudeh ter toksi¢nih
u¢inkov in odmerkov/koncentracij pri katerih so v Studijah opazili le-te

SPOJINA TERAPEVTSKA  ODMEREK/KONC. PRI TOKSICNI UCINEK
PLAZEMSKA KATERI SO OPAZILI
KONC. TOKSICNE UCINKE
paracetamol | povp. 2,1 pg/mi - 150 mg/kg/dan - ustreza -  kriptorhizem,
prb. trikratnemu hipospadija,
dnevnemu odmerku pri problemi s prostato
ljudeh (podgane)
- 50 mg/kg/dan (misi) - | plodnost, |st.
foliklov samic
- 1g(invitro) - | sinteza PG in
testosterona
- 400 mg/kg (misi) - | sinteza DNA v
testisih
- 1430 mg/kg (misi) - | plodnost, |teza
mladicev
- 1500 mg/kg (podgane) - nekroza jeter,
ledvic
- 350 mg/kg (misi) - | sinteza
testosterona
- 60 mg/kg - ustreza - | konc. testosterona
odmerku pri ljudeh, povp.
plazemska konc 0,74-
0,94 pg/ml (misi)
indometacin | 0,8-2,5 pg/ml - 1-2,5mg/dan (podgane) - | konc. testosterona

100 mg (in vitro)

4 mg/kg/dan (podgane)
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ibuprofen

naproksen

acetilsalicilna
kislina

39,4-63,7 pug/mi

62-96 pg/ml

4,9-8,9 pg/ml

600 mg, povp. plazemska
konc. 25-35 pg/ml
(moski)

600 mg (in vitro)

100 uM = 20,6 pg/mi
(glodavci)

0,56, 1,12 ali 1,68
mg/100 g na dan (misi)

25,5, 255 in 600 mg/kg
(podgane)

100 mg/kg (misi)

1 mg/kg ter 50 mg/kg
(kunci)

10 mg/kg/dan (misi)

5 mg/100 g telesne mase
(podgane)

100 mg/kg (kunci)

125 mg/kg, 250 mg/kg in
500 mg/kg (podgane)

50 mg/kg/dan — podobno
terapevtskemu pri ljudeh
(podgane)

37,5 mg/kg/dan
(podgane)

12,5 mg/kg/dan
(podgane)

odmerek 100 mg/kg
(podgane)
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antiandrogeno
delovanje

| sinteza PG in
testosterona

lzarodnih celic,
foliklov

spremembe v
ovulaciji,
lsposobnost in
vitro oploditve

zastoj Vv rasti,
spremembe zarodka

18t. splavov,
spremembe
zarodka, histoloSke
spremembe
jajénikov,
maternice matere
spremembe v
ovulaciji, sintezi
PG

8t. in gibljivost
spermijev

| konc. testosterona

spremembe v
ovulaciji, sintezi
PG

spremembe v
skeletu zarodka

dilatacija secevoda
pri zarodku

spremembe
mozganov

spremembe
testisov, sperme

Tkonc. fosfataz,
spremembe
jajénikov,
maternice



Rezultati delovanja na ER se po podatkih programov Endocrine disruptome in Vega QSAR
razlikujejo, saj rezultati niso usklajeni. Pri tem se lahko opremo na dejstvo o nahajanju
podatkov Vega QSAR izven obmocja uporabnosti modela in zaklju¢imo, da se izbrane
zdravilne ucinkovine malo verjetno vezejo na ER. Vecji problem je vezava na AR, ki je

podprta tudi z literaturnimi podatki Studij.

Pri ljudeh naj bi ibuprofen in ASA vplivala na pojav hipospadije, paracetamol in Ze prej
omenjeni u¢inkovini pa na pojav kriptorhizma, kar je posledica manjSe izpostavljenosti
androgenom. Naproksen in ibuprofen lahko igrata pomembno vlogo pri povecanju Stevila
spontanih splavov, ibuprofen pa lahko izzove hipogonadizem. Splosno NSAID vplivajo na
spremenjeno hormonsko ravnovesje. Pri Zivalih je bilo opazeno pomanjkanje androgenov
po jemanju ASA, indometacina in paracetamola, ki je povzrocil tudi zmanjSano plodnost
samic. Prav te uéinkovine v in vitro Studijah izkazujejo vpliv na sintezo testosterona,
ibuprofen naj bi deloval antiestrogeno, naproksen pa antiandrogeno. O vezavi na ostale
receptorje ni konkretnih literaturnih podatkov, razen za PPARY, na katerega se lahko veze

indometacin in vpliva na razvoj testisov zarodka.

Na podlagi rezultatov, pridobljenih z ra¢unalni$kimi programi, paracetamol ne predstavlja
velike nevarnosti za razvoj in reprodukcijo. Kljub vsemu so pri moskih Zzivalskih
predstavnikih v Studijah opazili spremembe testisov, kakovosti sperme, zmanjSano
plodnost in nivo testosterona. Visji odmerki lahko negativno vplivajo na plod.

Indometacin so programi oznacili kot nenevarnega za reprodukcijo in razvoj, podatki Studij

pa namigujejo na vpliv na Zensko reprodukcijo prihodnih generacij pri Zivalih.

Negativen vpliv na razvoj zarodka in reprodukcijo ima ibuprofen, ki so ga tudi in silico
metode uvrstile med manj varne. Vpliva lahko na reproduktivno zmoZnost in organe pri
zenskah, sposobnost reprodukcije pri moskih, zarodek lahko pocéasneje raste ali pride do

sprememb v razvoju.

Naproksen je najbolj problematic¢en izmed vseh izbranih neopioidnih analgetikov. Tudi
rezultati analize z ra¢unalnikimi programi to potrjujejo. Studije kaZejo na povezavo med
jemanjem naproksena in vplivom na ovulacijo, spermatogenezo, pri zarodku pa povzroca

motnje kardiovaskularnega sistema in fizi¢éne nepravilnosti.
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Acetilsalicilna kislina spada med varnejSa zdravila in to smo ugotovili tudi sami. Tudi pri
tej ucinkovini pa prihaja do nezelenih ucinkov, ki so podobni kot pri prej omenjenih
analgetikih — fizi¢ne nepravilnosti, problemi z reproduktivnimi organi, manj kvalitetna

semenska tekocina, hkrati pa lahko vpliva na trombocite in povzroé¢i krvavitve med in po

porodu.
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5 Sklep

Nevarnost endokrinega delovanja in reproduktivne ter razvojne toksi¢nosti za izbrane
neopioidne analgetike obstaja, kar lahko povzamemo in zaklju¢imo na podlagi napovedi s
pomocjo rac¢unalniskih programov. Program Endocrine disruptome je napovedal verjetnost
vezave analgetikov na nekatere jedrne receptorje, pri ¢emer SO V razpravi v ospredju
estrogenski in androgeni receptorji. V povezavi z njimi je mozna tudi reproduktivna in
razvojna toksi¢nost analgetikov, saj na to kazejo rezultati, pridobljeni s programi Vega
QSAR, Derek Nexus in TEST. Rezultati, pridobljeni z in silico metodami, v nekaterih
primerih kazejo na podobne izsledke rezultatom in vitro, in vivo in nekaterih

epidemioloskih Studij.

- Izbrani neopioidni analgetiki se v vecini primerov le malo verjetno vezejo na jedrne
receptorje. Za estrogenski receptor sicer obstaja najve¢ podatkov iz in vitro/in vivo
Studij, a ve¢jih vplivov v smislu vezave in/ali aktivacije ni bilo opaziti, problemati¢na
pa je vezava na androgenske receptorje. Vezava ibuprofena, ASA in paracetamola
lahko namre¢ privede do pojava hipospadije in kriptohizma. Splosno lahko NSAID
porusSijo hormonsko ravnovesje, naproksen in ibuprofen pa poveata moznost za

spontani splav. Podatki o preostalih receptorjih so pomanjkljivi.

- Rezultati kaZejo in potrjujejo, da je paracetamol manj nevaren, prav tako acetilsalicilna
Kislina. Kljub vsemu lahko povzro¢ita negativne spremembe pri moskih predstavnikih -

vplivata na testise, kakovost sperme, plodnost. Skodljiva sta lahko tudi za zarodek.

- lbuprofen in indometacin sta oznaCena kot bolj nevarna, saj lahko vplivata na

reproduktivno zmoznost in organe pri zenskah, ibuprofen pa tudi na sposobnost

reprodukcije pri moskih ter razvoj in rast zarodka.

- Naproksen je izmed vseh najbolj problemati¢en, saj ga rezultati povezujejo s

spremembami ovulacije, spermatogeneze in vplivom na zarodek.

UZivanje kakrsnih koli zdravilnih u¢inkovin je lahko v dolo¢enih Zivljenjskih obdobjih
tezavno in predstavlja tveganje. Ve¢ji problem predstavljajo zdravila, dostopna brez
recepta, saj je jemanje le-teh nenadzorovano. Analgetiki spadajo med tiste zdravilne
u¢inkovine, po katerih ljudje najveckrat posegajo. Zaklju¢imo lahko, da neopioidni

analgetiki v sploSnem in v predpisanih odmerkih ne predstavljajo velike nevarnosti za
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endokrini sistem, reproduktivne organe in razvoj zarodkov. Jemanje skozi daljse ¢asovno
obdobje, uzivanje vec¢jih odmerkov, kot so priporoceni in zloraba pa lahko privedejo do
tezav, ki se lahko pokazejo ¢ez ¢as in tudi ne nujno pri posamezniku, ki je zdravilo vzel,
ampak Sele pri njegovih potomcih. Pametno moramo pretehtati razmerje tveganj in koristi.
Literaturni podatki in posamezni rezultati, ki smo jih pridobili z in silico metodami, kaZejo
na potencialne nevarnosti. V prihodnosti obstaja Se velika moznost za nadaljnje raziskave,
predvsem v smislu vpliva na ljudi ter povezovanja rezultatov pridobljenih v in vitro in in
vivo Studijah ter rezultatov epidemioloskih Studij na ljudeh.
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