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POVZETEK

Vse bolj raste zavest o motilcih delovanja endokrinega sistema, ki vplivajo na javno
zdravje in kakovost zivljenja posameznika. Jasno je tudi, da imajo tudi nekatere zdravilne
ucinkovine takSno neZeleno delovanje, kar je potrjeno z ve¢ Studijami. Za lazje
ovrednotenje delovanja spojin na endokrini sistem preko moduliranja jedrnih receptorjev je

bil izdelan racunalniski program Endocrine Disruptome (http://endocrinedisruptome.ki.si/),

ki kot rezultat poda tabelo z barvno lestvico z razredi »rdec¢«, ki kaze na visoko verjetnost
vezave; »zelen«, ki ustreza nizki verjetnosti vezave; in dva vmesna razreda »oranzen« in
»rumen, za 12 jedrnih receptorjev: androgene receptorje, a- in B-estrogenske receptorje,
glukokortikoidni receptor, jetrni X receptor o in B, s peroksisomskim proliferatorjem
aktivirani receptorji o, /0 in vy, retinoidni X receptor o in tiroidni receptorji a in . To
racunalnisko orodje temelji na metodi sidranja in podaja afiniteto vezave med ligand

vezavnim mestom receptorja in preiskovano spojino.

Z racunalniskim programom Endocrine Disruptome smo pridobili podatke o jakosti vezave
med 762 zdravilnimi u€inkovinami in 12 jedrnimi receptorji. Rezultate napovedovanja
afinitete vezave na jedrne receptorje smo razvrstili v 3 skupine. V prvo skupino sodijo
zdravilne ucinkovine, ki preko vezave na jedrne receptorje izkazujejo farmakoloSko
delovanje. V drugo skupino sodijo zdravilne ucinkovine, katerih prvotna tar¢a ni noben
med 12-imi obravnavanimi jedrnimi receptorji, vendar pa jih Endocrine Disruptome
razvrsti v razred »rdeC« vsaj za en receptorski sistem. V tretjo skupino sodijo zdravilne
ucinkovine, za katere program ne napove vezave na noben preizkuSan jedrni receptor z

visoko afiniteto.

Nasli smo 70 spojin, za katere napovedni racunalniski program Endocrine Disruptome
napoveduje visoko afiniteto vezave na posamezne jedrne receptorje, za katere do zdaj Se
niso bile objavljene nobene Studije in tovrstne interakcije v literaturi tudi niso bile
omenjene. Za potrditev napovedovanja vezave teh spojin z Endocrine Disruptom-om in
posledi¢no njithovih moznih neZelenih uc¢inkov bi bilo potrebno izvesti najprej Se in vitro
Studije vezave spojine na izoliran receptor in funkcijski test na celi¢nih linijjah z

ekspresiranimi receptotji in reporterskim genom.

Napovednost racunalniskega programa Endocrine Disruptome smo ocenili s to¢nostjo (59

%), specifi¢nostjo (63 %) in obcutljivostjo (59 %). Glede na to, da smo za nekatere jedrne


http://endocrinedisruptome.ki.si/

receptorje lahko pridobili malo spojin, ki interagirajo s temi receptotji, je ta ocena priblizna

in se razlikuje od receptorja do receptorja.

Klju¢ne besede: hormonski motilci, jedrni receptorji, Endocrine Disruptome

\



ABSTRACT

Awareness of the functioning of endocrine disruptors is growing. They affect public health
and life quality of individuals. Some of the active substances clearly have undesirable
impacts, which has been confirmed by several studies. The computer program

(http://endocrinedisruptome.ki.si/) was designed for easier evaluation of compounding

impacts on endocrine systems through modulation of nuclear receptors. As a result, the
program provides a table with color classes: »red«, which indicates high probability of
binding; »green«, which indicates low probability of binding, and two intermediate classes,
»orange« and »yellow, for 12 nuclear receptors : androgen receptors, a- in - estrogen
receptors, glucocorticoid receptor, liver X receptors o in [, peroxisome proliferator
activated receptors a, /0 in y activated with peroxisome proliferators, retinoid X receptor
a and thyroid receptors o and B. This computer tool is based on the method of docking and
shows binding affinity between ligands with the binding site of receptor and wanted

compound.

Endocrine Disruptome computer program enables us to acquire information about affinity
of 12 nuclear receptors for 762 active substances. We divided prediction results of binding
affinity to nuclear receptors into three groups. The first group includes active substances
which are showing pharmacological activity through bindings to nuclear receptors. The
second group includes active substances whose original target does not belong to any of 12
previously mentioned nuclear receptors. However, Endocrine Disruptome sorts them out in
the »red«, class, at least for one receptor system. The third group includes active
substances for which the program does not predict binding in any tested nuclear receptor

with high affinity.

We identified 70 compounds for which computer program Endocrine Disruptome predicts
high affinity of binding to the specific nuclear receptors. Up till now there have not been
any such studies and this kind of information has not been mentioned in literature. To
confirm the prediction of binding of these compounds with Endocrine Disruptome and,
consequently, their possible side effects, it is necessary to first undertake in vitro binding
of compounds studies on an isolated receptor and functional test on cell lines with

expressed receptors and reported gene.

VI


http://endocrinedisruptome.ki.si/

Accuracy of prediction of Endocrine Disruptome is estimated at 59 %, its specificity at 63
% and sensitivity at 59 %. Due to the fact that for some nuclear receptors we can obtain
few compounds which interact with them, this score is approximate and it varies from one

receptor to another.

Key words: endocrine disruptors, nuclear receptors, Endocrine Disruptome

VI



SEZNAM OKRAJSAV

Ahr Arilni ogljikovodikov receptor

AR Androgeni receptor

CAR Konstitutivni androstanski receptor

CBZ Centralna baza zdravil

COUP- Transkripcijski faktor za specifi¢en protein (Chicken ovalbumin upstream

TF promoter- transcription factor)

DoTS Docking interface for Target Systems

ED Endocrine Disruptome

ER Estrogenski receptor

ERR Estrogenskim podobni receptorji

FXR Farnezoidni X receptor

GCNF1 | Jedrni faktor zarodnih celic

GR Glukokortikoidni receptor

HNF-4 Hepatocitni jedrni faktor 4

InChl Nezasciten identifikator za kemicne snovi

LBD Ligand vezoca domena

LXR Jetrni X receptor

MR Mineralkortikoidni receptor

NGFI-B | Zivéni rastni faktor, ki ga inducra klon B

NORI Receptor sirota 1 pridobljen iz nevronov

NTD N-terminalna domena

NURRI | Protein 1 povezan z jedrnimi receptorji

OECD Organizacija za ekonomsko sodelovanje in razvoj

PAINS Strukturni elementi v molekuli, ki so lahko vzrok za dolo¢ene nezelene
interakcije

PPAR S peroksisomskim proliferatorjem aktivirani receptor

PR Progesteronski receptor

PXR Pregnanaski X receptor

RAR Receptor retinojske kisline

ROR Z RAR povezani receptorji sirote




RXR Retinoidni X receptor

SE Prag obcutljivosti

SMILES | Vrsti¢ni sistem znakov za kodiranje molekularnih struktur

T3 3,5,3'-triiodo-L-tironin

T4 Tiroksin

TG407 Izboljsan subkutani test

TR Receptor za §¢itni¢ne hormone
VDR Receptor za vitamin D
qHTS Kvantitativno reSetanje visoke zmogljivosti




1. UVOD

1.1 Endokrini sistem

Endokrini sistem v povezavi z zivénim sistemom je eden najpomembnejSih sistemov v
¢loveskem telesu, ki ureja prakticno vse dejavnosti v organizmu (1). Najve¢ vpliva ima na
metabolizem in rast ter specificne funkcije, kot so hemostaza vode in mineralov,
kardiovaskularna funkcija, reprodukcija in razvoj. Endokrini sistem je sistem zlez z notranjim
izlo¢anjem. Zleze izlo¢ajo hormone, ki so lahko peptidi (rastni hormon), derivati lipidov
(steroidi, prostaglandini) in analogi aminokislin (dopamin, epinerfin). Nekateri hormoni
delujejo na celice organa, iz katerega se izloCajo, kar imenujemo parakrino delovanje. V
primeru delovanja na celice, ki jih proizvajajo, gre za avtokrino delovanje. Celi¢ni odziv
sprozijo preko vezave na receptorje v tarénem tkivu. Glavne endokrine Zleze so hipotalamus,

hipofiza, $¢itnica, obs¢itnica, nadledvi¢na Zleza, trebusna slinavka, jajéniki in moda (2).

Regulacija receptorjev ima pomembno vlogo v delovanju endokrinega sistema. Deluje s tako
imenovano »up« ali »down« regulacijo s spreminjanjem Stevila receptorjev ali njihovo
desenzitizacijo, kar se zgodi najpogosteje s povecanjem ali zmanjSanjem sinteze receptorjev.
Ucinek sprosc¢enih hormonov je tako odvisen od Stevila receptorjev, koncentracije hormonov
in afinitete hormonov do receptorja (3). Receptorji se tako kot vse druge beljakovine v celi¢ni

membrani stalno razgrajujejo in ponovno tvorijo (1).

Motnje endokrinega sistema so posledica presezka ali pomanjkanja dolo¢enih hormonov, zato
pri zdravljenju endokrinih bolezni skuSamo na razli¢ne nac¢ine ohraniti homeostazo njihovega
delovanja (2). Ene najpogostejSih bolezni na podrocju endokrinologije so sladkorna bolezen

tipa 1, Gravesova bolezen in manj pogostejsi tumor hipofize (2).

1.2 Motilci delovanja endokrinega sistema
Obstaja ve¢ razlicnih definicij endokrinih (hormonskih) motilcev (4). Vse mednarodne
opredelitve dolocajo, da so to eksogene snovi, ki povzrocajo skodljive ucinke na endokrini

sistem v nepoSkodovanem organizmu in se lahko izrazijo na njegovih potomcih (5-7).



Vplivajo na homeostazo oz. normalno celi¢no presnovo, plodnost, vedenje in razvoj (4). Na
splosno so opisani kot snovi, ki imajo (proti)estrogensko in (proti)androgeno delovanje,
Ceprav vplivajo tudi na druge tarCe (4,5). Svetovna zdravstvena organizacija (WHO)
opredeljuje nezelene ucinke kot spremembo v morfologiji, fiziologiji, rasti, razmnozevanju,

razvoju ali zivljenjski dobi organizma (6).

Hormonski motilci dosezejo ucinek prek razlicnih mehanizmov (4). Prvotna predpostavka je
bila, da se vezejo direktno na jedrne receptorje kot agonisti ali kot antagonisti (7,8). Danes
raziskave kazejo, da ti delujejo preko jedrnih receptorjev, nejedrnih steroidnih receptorjev
(npr. membranski estrogenski receptor), nesteroidnih receptorjev (serotoninski, dopaminski,
noradrenalinski), receptorjev sirot ter prek encimskih poti za sintezo ali razgradnjo hormonov

ter njihov transport (8).

Hormonski motilci zajemajo razlicne naravne snovi (fitoestrogeni, toksini, naravni hormoni
sprosceni iz zivali) in Sirok spekter sintezno pridobljenih, ki so sestavine industrijskih izdelkov
(4). Tako se nahajajo v veliko izdelkih, kot so plastenke, posode, obloge plocevink, detergenti,
zaviralci gorenja, hrana, igrafe, kozmetika in pesticidi (9). Glede na to, da te snovi
uporabljamo vsak dan, smo tudi vsak dan, v nizkih odmerkih, preko razlicnih nacinov
izpostavljeni velikemu Stevilu hormonskih motilcev (10). Izpostavljeni smo jim lahko
neposredno (preko hrane in vode) ali posredno (onesnaZenost v zaprtih prostorih, okolijska,
kmetijska onesnazenost ter onesnazenje na delovnem mestu) (4). Do ucinka hormonskih

motilcev na bioloske funkcije lahko pride Ze pri nizkih odmerkih (10).

Hormonski motilci predstavljajo najvecje tveganje v Casu pred rojstvom in zgodnji poporodni
dobi (9). Njihovo kopicenje v plodu in zgodnjem otrostvu lahko privede do trajnih ucinkov,
saj je tkivo, ki se razvija, bolj obcutljivo na delovanje hormonov in s tem tudi na hormonske
motilce (7). Ti uc€inki lahko postanejo vidni Sele desetletja kasneje in lahko povzrocijo
neplodnost, nastanek raka, moteno delovanje ScCitnice, kognitivne in vedenjske motnje,
debelost, presnovni sindrom, sladkorno bolezen tipa I in nepravilno delovanje imunskega

sistema (10).

Primer hormonskih motilcev so parabeni (estri p-hidroksibenzojske kisline), ki so eni

najpogosteje uporabljenih konzervansov v kozmeti¢nih in farmacevtskih izdelkih ter izdelkih


http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Plodnost&action=edit&redlink=1

za osebno nego in zivilih zaradi svojih baktericidnih in fungicidnih lastnosti (4,7,10). Tudi
nekatere uéinkovine, ki absorbirajo UV-svetlobo in se nahajajo v izdelkih za soncenje kot UV
filtri, izkazujejo estrogenske ucinke (4). Nekatere obstojne organoklorove snovi, kot so
pesticid dikloro-difenil-trikloroetan (DDT) in poliklorirani bifenili (PCB), imajo prav tako
Sibko hormonsko dejavnost (5). Bisfenol A (BPA), ki je dokazano hormonski motilec, se
veliko uporablja pri proizvodnji razlicnih smol in plastike. Di(2-etilheksil)ftalat (DEHP), ki
signifikantno vpliva na androgeni hormonski sistem, se je veliko uporabljal pri izdelavi
embalaze za zivila in je sedaj prepovedan prav zaradi tovrstnih uinkov. Fitoestrogeni so
naravno prisotne snovi v rastlinah, ki imajo hormonom podobno delovanje (9). Obstaja Se
veliko ostalih spojin, ki vplivajo na endokrini sistem ¢loveka in nekatere med njimi so

prepovedane, njihovi ostanki pa so §e zmeraj prisotni v okolju (5).

1.3 Jedrni receptorji

Jedrni receptorji so razred beljakovin, ki jih najdemo v citoplazmi ali jedru celic in preko njih
hormoni posredujejo signale tarénim celicam (4). So z ligandom aktivirani transkripcijski
faktorji. Po vezavi liganda pride do konformacijske spremembe, ki aktivira niz dogodkov, ki
vodijo do transkripcijske dejavnosti ali represije tarénih genov (11). Druga skupina jedrnih
receptorjev so tako imenovani receptorji sirote, za katere endogeni ligandi niso znani ali ne
obstajajo (»true orphans«) ali so bili pred kratkim odkriti (»adopted (posvojeni) orphans«).
Jedrni receptorji igrajo glavno vlogo pri razvoju, metabolizmu in fiziologiji osebka in zato je
nepravilno moduliranje aktivnosti teh receptorjev povezano z razvojem razli¢nih bolezni.

Zaradi tega so postali tudi tare posameznih zdravil (12).

Glede na sekven¢no homologijo in filogenetsko drevo se jedrni receptorji razvrstijo v 6 skupin
(12):

Skupina 1: TR, RAR, VDR, PPAR, ROR, PXR, LXR, CAR, Rev-erb in ostale.

Skupina 2: RXR, COUP-TF in HNF-4.

Skupino 3: sestavljajo steroidni receptorji: ER, GR, PR, AR, in ERR

Skupina 4: receptor za Ziveéni rastni faktor in receptorji sirote (NGFI-B, NURR1, NOR1).

Skupina 5: receptor za steroidogeni faktor 1 in Drosophila jedrni receptor FTZ-F1.



Skupina 6: vsebuje samo GCNF1 receptor, ki se strukturno ne ujema z nobeno drugo skupino.

V nadaljevanju predstavljamo osnovno strukturo jedrnih receptorjev, ki so vsi sestavljeni iz 5

osnovnih domen (4):

1.

N-terminalna domena (v nadaljevanju: NTD) ima aktivacijsko funkcijo. Med
posameznimi skupinami receptorjev je najbolj variabilna domena, tako v velikosti kot
tudi v aminokislinski sestavi. 3D struktura te domene $e ni znana, predpostavlja pa se,
da ima neorganizirano fleksibilno strukturo, kar ovira njeno kristalizacijo. Za vec¢ino
N-terminalnih domen je bila ugotovljena trans-aktivacijska funkcija AF-1. AF-1
poddomene nimajo strukturne homologije in se v razliénih NTD nahajajo na razli¢nih
polozajih (11). Delovanje NTD je neodvisno od liganda (4).

DNA vezoc¢a C-domena je najbolj ohranjena med posameznimi skupinami receptorjev
(4,11). Sestavljena je iz dveh cinkovih prstov, dveh a-vijacnic in karboksilne skupine
(11,12). N-terminalni cinkov del vsebuje 3 aminokisline, oznafene kot P-box, ki
omogocajo specifi¢no vezavo na DNA. C-terminalni cinkov del vsebuje D-box, ki je
vmesnik za dimerizacijo (11). Odvisno od vrste receptorja igra pomembno vlogo pri
prepoznavanju zaporedja DNA in/ali dimerizaciji. 3D struktura te domene je znana
(12).

Gibljiva regija, D-domena, je med posameznimi skupinami receptorjev slabo
ohranjena in sluzi kot zgib, saj tvori upogibljivo vez med DNA vezo¢o domeno in
ligand vezo¢o domeno in tako omogoca vrtenje ter spremembo konformacije (11,12).
Ligand vezoca E-domena (v nadaljevanju: LBD) je tudi ohranjena, vendar manj kot
DNA vezoc¢a domena (4,12). Ligand vezoci Zep vsebuje veliko Stevilo aminokislinskih
ostankov, ki se spreminja glede na strukturo receptorjev. Poleg vezave liganda je LBD
vklju¢ena v homo- ali heterodimerizacijo (11). Vsebuje 4 strukturno razli¢ne, vendar
funkcionalno povezane povrSine. To so dimerizacijska povrSina, ligand-vezoc¢i Zep,
koregulacijska povrSina in aktivacijska funkcijska vijacnica (12). Deluje po principu
klju€avnice, saj je za aktivacijo potrebna vezava doloCenega liganda (11). Trenutno so
dolo¢ene LBD vseh klasi¢nih jedrnih receptorjev (s poznanim ligandom) in »adopted«
receptorjev sirot (12).

Doloceni jedrni receptorji lahko vsebujejo zelo spremenljivo F-domeno (4).



Jedrni receptor se veze na sekvencno specifi¢ni promotor za taréne gene ali kot monomer, ali
kot homodimer, ali kot heterodimer, pogosto z retioidnim X receptorjem. Selektivnost je
dolocCena s specificno prepoznavo kemicne strukture liganda (4,12). Kljub temu je vecina
jedrnih receptorjev promiskuitetna, kar je dokazano z delovanjem hormonskih motilcev na

jedrne receptorje (12).

V nadaljevanju navajamo lastnosti, nahajanje v tkivih, bolezni oz. posledice moduliranja
posameznega tovrstnega receptorskega sistema, Se posebno tistih, ki so najpogosteje tarce

hormonskih motilcev.

1.3.1 Androgeni receptor

Androgeni receptor (v nadaljevanju: AR) pripada skupini steroidnih receptorjev (11). Pri
sesalcih obstaja le ena vrsta AR, medtem ko imajo nekatere zivalske vrste dva razli¢na podtipa
AR z razli¢nimi karakteristikami (4). Kot drugi jedrni receptorji je sestavljen iz treh glavnih
funkcionalnih domen: spremenljive N-terminalne domene, visoko ohranjene DNA vezoce
domene in ohranjene ligand vezoce domene (13). Malo je znano o hidrofobnih ostankih, ki
tvorijo veliki del ligand-veZzocega Zepa. Najverjetneje je, da so bistvenega pomena, ne le pri
stabilnosti vezave liganda (androgena) v Zepu, ampak tudi pri selektivnosti in specifi¢nosti. Po
vezavi androgena na ligand-veZoCo domeno se AR hitro premakne v jedro in uravnava
transkripcijo ciljnih genov (11,13). S tem mehanizmom androgeni, kot sta testosteron in Sa-
dihidrotestosteron, urejajo fizioloSke odzive (razvoj, rast in vzdrZevanje normalne funkcije
prostate). Do danes poznamo ve€ kristalnih struktur androgenih receptorjev v kompleksu z

naravnim androgenom dihidrotestosteronom in kemi¢nimi steroidi (13).

Visoka koncentracija AR se nahaja v moskih tkivih, kot je uro-genitalni trakt, vklju¢no s
prostato. Nizke koncentracije AR se nahajajo tudi v Stevilnih drugih tkivih, kot so mle¢ne
zleze, ledvice, jetra, moZgani, genitalni fibroblasti, keratinociti v kozi, lasni mesicki, sréna in
skeletne miSice in zlezah slinavke (11). Androgeni receptorji imajo pomembno vlogo pri
razvoju sekundarnih spolnih znakov, kljucni pa so tudi pri nastanku in napredovanju raka
prostate (14). Moc¢no vplivajo na razvoj moskega fenotipa, mosko plodnost in njithovo spolno
vedenje (11). Pomembno vlogo imajo tudi pri delovanju imunskega sistema, presnovi in

razvoju (4). Poleg naravnih androgenov se AR veze tudi z veliko razlicnimi sinteznimi



spojinami z razlicno afiniteto (13). Veliko Stevilo kemikalij, uporabljenih v kmetijstvu, je
prekurzorjev antiandrogenov. Potencialni vir androgenov so anaboli¢ni steroidi, ki se dajejo
govedu. Tudi za triklokarban, ki je pogosta sestavina v izdelkih za osebno nego, Studije
dokazujejo moduliranje AR. V vretencarjih, kot so ribe, ki so bili izpostavljeni androgenom in

estrogenom, je bil dokazan spolni dimorfizem (4).

1.3.2 Estrogenski receptor

Estrogenski receptor (v nadaljevanju: ER) pripada skupini steroidnih receptorjev (11). Pri
Cloveku obstajata dva tipa estrogenskih receptorjev ERa in ERPB (15). Oba kazeta visoko
stopnjo podobnosti v aminokislinski sekvenci (16). Obstaja ve¢ izooblik ERP, od katerih je
ERB1 edini funkcionalen in sluzi kot »obvezen partner« funkcionalnega dimernega
kompleksa, ki se veze na hormonsko odzivni element in sprozi proces transkripcije. Nasprotno
ERB2, ERB4 in ERBS ne tvorijo homodimerov in sami nimajo transkripcijske dejavnosti,
vendar pa lahko heterodimerizirajo z ERB1. Vsako tkivo in celice imajo edinstven vzorec in
razmerje izrazanja izooblik (17). ERa se izraZza predvsem v maternici, prostati, jajénikih,
modih, kosteh, dojkah, razli¢nih regijah mozganov, jetrih in belem mas¢obnem tkivu. ERJ je
izrazen v debelem Crevesju, prostati, modih, jajénikih, kostnem mozgu, Zilnem endoteliju in v
dolo¢enih predelih mozganov (16). Karcinom mehurja izraza le ERBS in je tudi edina
izooblika zaznana v placenti. ERBS je prevladujoca izooblika v vecini tkiv, sledi ji pa ERB2.
ERp4 je v visokih koncentracijah izraZena le v modih. V primerjavi z ostalimi izooblikami je

ERp1 izraZena v relativno nizkih koncentracijah (17).

Estrogenski receptorji so vkljuceni v regulacijo rasti in razvoja. Igrajo pomembno vlogo pri
boleznih, kot so rak dojke, osteoporoza, kardiovaskularna obolenja in Alzheimerjeva bolezen
(14). Aktivacija teh receptorjev vodi do pomembnih celi¢nih fizioloskih ucinkov v
reproduktivnih in nereproduktivnih organih (15). Glavne estrogene v sesalcih predstavljajo
estradiol, estron in estriol. Ti so bistvenega pomena za razvoj, razmnozevanje in sploS$no
zdravije &loveka. Studije so pokazale, da obstaja veliko spojin, ki se lahko veZejo na ER in
povzrocajo dolocene uc¢inke. Endogeni estrogeni (estradiol, estron in estriol) se v farmacevtski
industriji uporabljajo kot nadomestna terapija pri menopavzi in zdravljenju neplodnosti in ne

Stejejo kot estrogenski motilci pri ¢loveku, razen Ce se bistveno spremenijo fizioloSke



vsebnosti ob ¢ezmernem vnosu. Tezavo predstavljajo, ko dosezejo povrSinske vode, kjer

vplivajo na vodni svet, ali se kot necistota pojavijo v prehranskih izdelkih (4).

1.3.3 Glukokortikoidni receptor

Glukokortikoidni receptor (v nadaljevanju: GR) pripada skupini steroidnih receptorjev (18).
Ceprav je kodiran z enim genom, je v literaturi vse ve¢ podatkov, da obstaja ve¢ izooblik GR
(19). Podobno kot drugi steroidni receptorji je GR sestavljen iz treh funkcionalnih domen, in
sicer N-terminalne domene, DNA vezo¢e domene in ligand vezoée domene. Ceprav so
strukture DNA vezoce in ligand vezofe domene znane, struktura N-terminalne domene in
splosna struktura receptorja nista znani (18,19). Do klasi¢nih uéinkov glukokortikoidov in
drugih steroidnih receptorjev pride preko regulacije genskega prepisovanja kot pri drugih
steroidnih receptorjih (18). Glavni glukokortikoid pri ¢loveku je kortizol, ki se imenuje tudi
hidrokortizon (19). Glukokortikoidni receptor je izraZen skoraj v vseh tkivih in celicah in je
pomemben regulator vsebnosti ogljikovih hidratov, beljakovin in presnove mascob.
Glukokortikoidi spodbujajo glukoneogenezo in sintezo glikogena, odpornost na inzulin v
perifernih tkivih in inhibicijo adiponektina. Ti procesi v Casu lakote zascitijo tkiva, ki so
odvisna od glukoze, kot so moZgani in srce. Glukokortikoidi imajo mocan vpliv tudi na
imunski odziv, funkcije centralnega ziv¢énega sistema, prebavil, hematopoetskih organov,
ledvic in reproduktivnega sistema ter razvoj plju¢ ploda. Ze ve¢ let so u¢inkovine, ki delujejo
na GR, med najpogostejSe predpisovanimi zdravili (19). Med dobro poznanimi hormonskimi
motilci GR so ftalati. MoZen hormonski motilec v glukokortikoidnem sistemu je tudi BPA,

¢eprav se o pomenu njegovih u¢inkov in vivo Se razpravlja (20).

1.3.4 Jetrni X receptor

Jetrni X receptor (v nadaljevanju: LXR) ima v primerjavi s strukturo klasi¢nih steroidnih
receptorjev dokaj velik ligand vezoci zep (21). LXR obstaja v dveh izooblikah, in sicer a in 3
(21-24). LXRo-izooblika je visoko izrazena v jetrih, ledvicah, tankem crevesju, mas¢obnem
tkivu in makrofagih. V nizki koncentraciji pa je izraZzena v mnogih drugih tkivih, medtem ko
je B-izooblika izrazena vsepovsod (22). LXRa modulira katabolizem holesterola v jetrih, B pa
aktivira povratni transport holesterola iz periferije v jetra (21). Obe obliki LXR delujeta kot
heterodimer z RXR. LXR/RXR je lahko aktiviran z LXR agonistom ali 9-cis-retinojsko



kislino (specificen RXR ligand). Soc¢asna uporaba agonistov tako LXR in RXR izzove odziv,

ki je moc¢nejsi kot odziv posameznega agonista (22).

LXR so receptorji za oksisterole, derivate oksidiranega sterola, ki se kopicijo, ko so zviSane
koncentracije holesterola (21). Primeri so 25-hidroksiholesterol, ki je relativno Sibek agonist,
27-hidroksiholesterol in 24-hidroksiholesterol, ki je najpogostejsi v mozganih in se imenuje
tudi cerebrosterol (22). Poleg oksisterolov (metaboliti holesterola) sta znana endogena liganda

tudi glukoza in glukoza-6-fosfat (23).

LXR so klju¢ni regulatorji metabolizma lipidov in holesterola pri sesalcih (24). Dejstvo je, da
so naravni ligandi bolj aktivni kot sinteti¢ne razliice (21). LXR agonisti urejajo tudi druge
metaboli¢ne poti, npr. stimulacijo sinteze mas¢obnih kislin, povecanje obcutljivosti na inzulin
in spodbujanje izloCanja inzulina (22). Nedavno so dokazali, da urejajo kontraktilnost
maternice ter da imajo protivnetni u¢inek (21,24). Primeri hormonskih motilcev, ki delujejo na

LXR, so ftalati (npr. mono-2-etilheksil ftalat) (20).

1.3.5 S peroksisomskim proliferatorjem aktivirani receptor

Obstajajo trije tipi s peroksisomskim proliferatorjem aktiviranih receptorjev (v nadaljevanju:
PPAR) in sicer PPARa, PPARPB/S in PPARYy (4,25). Za razliko od steroidnih receptorjev, ki
delujejo kot homodimeri, PPAR zahteva heterodimerizacijo z RXR (4).

PPARa je mocno zastopan v tkivih, ki opravljajo razgradnjo mascobnih kislin, kot so rjavo
mascevje, jetra, srce, ledvica, ¢revesje (4). Glavna naloga PPARa je urejanje homeostaze
energije. V jetrih PPARa sprozi razgradnjo mascobnih kislin, stimulira glukoneogenezo in
sintezo ketonskih teles, vkljucen je tudi v nadzor sestave lipoproteinov. Stimulira sintezo hema
in katabolizem holesterola, oslabi vnetne odzive in sodeluje pri kontroli presnove aminokislin
in sinteze secnine. Aktivatorji PPARa so fibrati (gemfibrozil, klofibrat, fenofibrat), ki se
pogosto uporabljajo pri zdravljenju hipertrigliceridemije. Pokazalo se je, da imajo agonisti
PPARa protivnetno delovanje, ki ima vlogo pri zmanjSanju pojavnosti sr¢no-zilnih dogodkov.

PPARa deluje antagonisti¢no na funkcijo LXR in obratno (25).

PPARP/S je najbolj razSirjen predvsem v kozi, Crevesju, placenti, skeletnih miSicah,

mascobnem tkivu in mozganih (25). Njegovo izrazanje je odvisno od obsega celicne
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diferenciacije in proliferacije (4). Pomemben je za razvoj posteljice in Crevesja. Prav tako je
vkljuéen v nadzor homeostaze energije, in ima pomembno vlogo pri nadzoru celicne
proliferacije, diferenciacije in prezivetja, ter sodeluje pri popravi tkiv. PPAR B/ agonisti bi se

lahko uporabljali pri zdravljenju inzulinske rezistence, dislipidemije in debelosti (25).

PPARYy je izrazen v 2 izooblikah. PPAR y2 se visoko izraza v adipoznem tkivu, medtem ko
ima PPAR y1 $irsi ekspresijski vzorec. PPARY je kljucen akter pri diferenciaciji mascobnega
tkiva in pri ohranjanju posebne funkcije adipocitov, kot sta skladiS¢enje lipidov v belem
mascevju in odvajanje energije v rjavem mascevju (4,25). Enako kot pri PPARa aktivacija
PPARy omejuje vnetje. IzboljSuje tudi obcutljivost na inzulin. Agonisti PPARy,

tiazolidindioni, kot sta pioglitazon in rosiglitazon, imajo antidiabeti¢en ucinek (25).

Primera hormonskih motilcev, ki delujeta na PPAR, sta organokositrove spojine, ki se pogosto
uporabljajo kot fungicidi v kmetijstvu in se nahajajo tudi v zasCitnih sredstvih za ladje in

ribiske mreze (4).

1.3.6 Retinoidni X receptor a

Retinoidni X receptorji (v nadaljevanju: RXR) so izraZeni v treh podtipih, ti pa v Stevilnih
izooblikah (RXRal,2,3; RXRpB1,2; RXRyl1,2) (26). Trije RXR podtipi imajo visoko stopnjo
homologije, kar kaZe, da imajo skupno tar¢no sekvenco in se odzivajo na skupne ligande (27).
Struktura LBD je med posameznima izooblikama zelo podobna, kar omejejuje pripravo
selektivnega liganda za posamezno izoobliko (26). Celotna struktura heterodimera med RXR

in njegovim partnerjem se bistveno ne razlikuje od njegovih monomernih oblik (28).

RXR je vsestranski dimerizacijski partner. Spontano ali v odvisnosti od liganda vzpostavi
dimerni kompleks s Stevilnimi jedrnimi receptorji, ki imajo razli¢ne funkcije. Dimerizacija je
nujna za visoko afiniteto vezave na DNA za veliko jedrnih receptorjev. RXR dimere lahko
razvrstimo na permisivne in nepermisivne. Jedrni receptorji z visoko afiniteto za ligand so v
nepermisivni kategoriji (RAR, TR, VDR) (26). Ne morejo se aktivirati z agonistom RXR,
ampak samo z agonistom partnerskega receptorja (29). V nasprotju z njimi so jedrni receptorji
z nizko afiniteto (PPAR, FXR, LXR) permisivni (26). Ti se lahko aktivirajo ob prisotnosti

posameznih ligandov, RXR in partnerskega receptorja ali skupaj, kar pogojuje sinergisti¢no



aktivacijo. Ta pojav se imenuje podrejenost ali utiSanje. Nepermisivni partner tako zavira

aktivacijo RXR (29).

RXRa ima kritiéno vlogo v embrionalnem razvoju, zanemarljivo pa pri hematopoezi odraslih
(27). Pomanjkanje RXRa pri fetusu povzroca ocesne malformacije (29). Izraza se predvsem v
jetrih, pljucih, ledvicah, miSicah, povrhnjici, ¢revesju in je glavni RXR podtip v kozi. RXR} je
zelo razSirjen in ga je mogoce zaznati v skoraj vsakem tkivu (28,29). RXRy se nahaja v
mozganih, skeletni in sréni miSici. Funkcionalna karakterizacija izooblik do zdaj Se ni bila

izvedena (28).

Retinoidni X receptorji so vpleteni v razli¢ne celicne procese, od celi¢ne proliferacije do
metabolizma mascob. Delujejo v Stevilnih bioloSkih procesih in je tezko natancno oceniti
njihovo vlogo. 9-cis izomer retinojske kisline je opredeljen kot ligand in vitro (26). RXR
selektiven ligand beksaroten (reksinoid) se uporablja pri zdravljenju koznega T-celi¢nega
limfoma in je vkljucen v klini¢ne raziskave za zdravljenje raka dojk in pljuc. Poleg uporabe

pri zdravljenju raka, reksinoidi v prihodnje obetajo kot sredstva proti debelosti (28).

Kljub Stevilnim Studijam RXR ostaja enigmati¢ni jedrni receptor in Se vedno ni soglasja glede
njegove vloge. Ceprav temeljna vprasanja ostajajo neodgovorjena, je jasno, da so RXR
bistveni akterji ve¢ poti signalizacije, saj tvorijo veliko heterodimerov, vsak od njih pa ima
svojo funkcijo (29). Primer hormonskih motilcev, ki delujejo na RXR, so organokositrove

spojine (4).

1.3.7 Receptorji za §¢itnicne hormone

Receptorji za §¢itni¢ne hormone (v nadaljevanju: TR) so ¢lani druZine jedrnih receptorjev in
vsebujejo enake funkcionalne domene kot ostali jedrni receptorji (NTD, DNA vezoco
domeno, gibljivo regijo in LBD) (30). Pri sesalcih poznamo dva tipa TR, in sicer TRa in 3
(4,31). Oba imata Se ustrezne izooblike. TRal oblika je pretezno izraZena v mozganih, srcu in
skeletnih miSicah (31). Ima pomembno vlogo pri delovanju srca in termogenezi (32). V
mozganih je TRal glavna izooblika pri plodu, vendar se ob rojstvu poveca izrazanje TRP1, ki
se ohrani skozi odraslo zivljenjsko dobo (30). TRB1 uravnava delovanje jeter in razvoj sluha.
Ima pomembno vlogo pri regulaciji povratne informacije osi hipotalamus-hipofiza-§€itnica

(32). Pomembna je tudi za barvni vid (31,32). TRB2 se izraza predvsem v mozganih, mreZnici
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in notranjem usesu, medtem ko je TRB3 izrazena v ledvicah, jetrih in pljucih (31). Za razliko
od jedrnih receptorjev, ki se aktivirajo po vezavi steroidnih hormonov, TR Ilahko
heterodimerizira z RXR in se takSen kompleks veze na DNA v odsotnosti liganda (30).
Strukture TRa in TR so si podobne v DNA in ligand vezoci domeni in se najbolj razlikujejo

v NTD. Obstaja pa bistvena razlika v LBD, kar omogoca prepoznavanje specifi¢nih ligandov

31).

TR je bistvenega pomena za normalno rast, razvoj, nevrolosko diferenciacijo in regulacijo
metabolizma pri sesalcih (31). Regulira transkripcijo genov odzivnih na $¢itni¢ne hormone
(14). Na splosno velja, da so s T3 aktivirani geni vpleteni v glukoneogenezo, glikogenolizo,
lipogenolizo, proliferacijo celic in apoptozo. Medtem ko so geni, ki so utiSani s T3, vpleteni v
inzulinski prenos signalov, celicno imunost, strukturo ekstacelularnega matriksa, celi¢no

zgradbo, glikozilacijo in mitohondrijsko funkcijo (30).

Glavni ligand TR je 3,5,3'-triiodo-L-tironin (T3). Nastanek T3 je posledica dejodiranja
tiroksina (T4), ki ga izloca $€itnica. T3 in T4 ucinkujeta tako na znizevanje telesne mase kot
tudi na raven holesterola v plazmi. Trenutno ni na voljo veliko TR antagonistov z visoko
afiniteto (32). Stevilne kemikalije, kot so pesticidi, bisfenol A, poliklorirani bifenili,
polibromirani difenil etri in tezke kovine, povzrocajo akutne ali kroni¢ne ucinke zaradi

moduliranja delovanja tiroidnega sistema (4).

1.3.8 Ostali jedrni receptoriji, za katere so znani bodisi endogeni ali eksogeni ligandi
Dolocene so kristalne strukture LBD vseh klasi¢nih receptorjev in »posvojenih« receptorjev

sirot (12). Med njimi so tudi jedrni receptorji, ki so obravnavani v nadaljevanju.

Mineralokortikoidni receptorji (v nadaljevanju: MR) so izraZzeni v epitelijskih celicah,
hipokampusu, nefronih in ¢revesju (19). Prisotni so tudi v kardiomiocitih in Zilnih stanah (33).
MR so receptorji za 2 fizioloSka liganda, aldosteron in kortizol (19). Aldosteron ima kriticno
vlogo pri uravnavanju transporta natrija in s tem tudi pri uravnavanju elektrolitov v telesu
(19,33). Posledi¢no ima aktivhost MR pomembno vlogo pri urejanju kardiovaskularne
homeostaze in lahko vpliva na razvoj bolezni srca (33). Agonisti MR se uporabljajo pri
zdravljenju adrenalne insuficience, medtem ko se antagonisti uporabljajo za zdravljenje

hipertenzije, srénega popuscanja in odvecnega izlocanja beljakovin z urinom (19).
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Progesteron regulira mnozico bioloskih procesov v razli¢nih tkivih (34). Biolosko delovanje
progesterona je posredovano z dvema izooblikama progesteronskih receptorjev (PR) A in B,
ki kaZeta razli¢no transkripcijsko aktivnost (35). V nekaterih tkivih je bila ugotovljena tretja
izooblika PR PR-C, ki je na N-terminalnem delu krajSa od ostalih dveh (34). PR je izrazen v
zenskem reproduktivnem traktu, mle¢nih zlezah, mozganih in hipofizi. Poleg pomembnega
hormonskega ucinka deluje kot prekurzor pri sintezi estrogenov, androgenov in
adrenokortikalnih steroidov (19). Regulira med drugim celi¢ni cikel, razvoj mlecnih Zzlez,
vzdrzevanje nosecnosti in vedenje ter ureja presnovo (19,35). Progesteronska signalizacija
pogosto konvergira z drugimi hormoni, rastnimi faktorji in citokinsko signalizacijo. Tako
estrogen inducira ekspresijo PR in je zato njegov ucinek odvisen od estrogena. V nasprotju s

tem progesteron zmanjSuje estrogenski u¢inek v maternici (34).

Za receptor retinojske kisline (v nadaljevanju: RAR) velja, da je njegov najpomembnejsi
endogeni ligand retinoid vse-trans-retinojska kislina. Obstajajo trije podtipi receptorjev
retinojske kisline (a, P in 7y), ki izvirajo iz treh razlicnih genov. Za vsak podtip obstaja vec
izooblik (al, a2, v, y2, B1, B2, B3, P4), ki se razlikujejo v N-terminalni regiji. RAR deluje kot
heterodimer z RXR. Retinoidi regulirajo Sirok spekter pomembnih bioloskih procesov, kot so
morfogeneza in organogeneza zarodka v vretenCarjih, zastoj celine rasti, diferenciacij ter

apoptozo. Povezali so ga s Stevilnimi boleznimi, kot so rak in kozne bolezni (36).

Farnezoidni X receptor (FXR) deluje kot glavni regulator homeostaze zol¢nih kislin (21).
Aktivira se s Siroko paleto Zol¢nih kislin, vkljuéno s holno in henodeoksiholinsko kislino
(21,37). Aktivacija FXR inhibira pretvorbo holesterola do Zol¢nih kislin in proizvodnjo

trigliceridov (21). V visoki meri se izraza v jetrih, nadledvi¢ni Zlezi, ¢revesju in ledvicah (37).

Receptor za vitamin D (VDR) je visoko specifi¢en receptor (21). Ze dolgo je znano, da je
njegov ligand 1,25(OH),- vitamin D3 (21,37). VDR je povezan s homeostazo kalcija in vpliva
na delovanje imunskega sistema. Domnevajo, da VDR §¢iti organizem pred strupenimi in
rakotvornimi ucinki ksenobiotikov v ¢revesju (21). Regulira tudi razli¢ne fizioloSke ucinke,

tako da vpliva na skoraj vse organe in tkiva, kjer je tudi izrazen v visokih koncentracijah (37).

Pregnanski X receptor (PXR) se lahko aktivira s Stevilnimi relativno hidrofobnimi organskimi

spojinami, kot so antibiotiki, zZol¢ne kisline, steroidni hormoni, v mascobah topni vitamini,
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razlicna zdravila, rastlinske droge in hormonski motilci (21,37). PXR je vpleten v kostno
homeostazo, apoptozo pri rakavih celicah in vnetne poti. Regulira transkripcijo encimov in

transporterjev, ki sodelujejo pri presnovi in izlo¢ajo potencialno Skodljive spojine (37).

Konstitutivni androstanski receptor (CAR) je nespecificni receptor in ima sposobnost vezave
Siroke palete ligandov (21,37). Do zdaj niso znani endogeni agonisti, ki direktno aktivirajo
CAR v fizioloskih poteh. Prva identificirana CAR liganda sta inverzna agonista androstanol in
androstenol. Indirektno ga aktivira visoka koncentracija zol¢nih kislin in bilirubina. Receptorji
CAR in PXR posredujejo kemicni obrambni odgovor na potencialno strupene spojine, na

nacin, da povecajo zmogljivost jeter, da jih prebavi (21).

Znani so tudi ligandi jedrnih receptorjev ROR in za estrogenskim podobne receptorje (ERR).
ROR ima tri razli¢ne izooblike (a, B, v) (38). Ligandi RORa so holesterol in holesterilsulfat,
ter RORP retinojska kislina, medtem ko za RORy ligandi niso znani (12). Vendar ni $e znano
ali dejavnost ROR urejajo ligandi ali je urejena preko drugih signalnih poti (39). ERR se prav
tako nahaja v treh izooblikah (o, B in y) (38). Med njimi spada ERRa v skupino receptorjev
sirot, medtem ko so za ERRp in y znani ligandi, dietilstilbestrol in 4-OH tamoxifen (12).

1.3.9 Receptorji sirote

So jedrni receptorji, katerih ligande je treba Se opredeliti. Za skoraj polovico jedrnih
receptorjev endogeni ligandi Se niso bili odkriti. Ko za dolo€eni receptor potrdijo na novo
odkriti naravni ligand, se receptor opredeli kot »posvojeni« receptor sirota (38). Med
»posvojene« receptorje sirote sodijo receptorji PPAR, LXR in PXR (12), o katerih smo zZe
pisali v prejSnjih poglavjih.

1.4. Testni sistemi za ugotavljanje endokrinega delovanja ksenobiotikov

1.4.1 Regulatorne potrebe in perspektive

Vse vecje Stevilo drZzavnih in mednarodnih strategij in politik je usmerjeno k obravnavi
hormonskih motilcev. Obstajajo drZavni in mednarodni programi ZDA (Presejalni program
hormonskih motilcev), Japonske (Strateski programi za hormonske motilce), Evropske unije in

OECD (Testiranje in ocenjevanje motilcev delovanja endokrinega sistema), ki se ukvarjajo s
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to problematiko. Evropske unija je opredelila obravnavo hormonskih motilcev za prednostno

podrocje in oblikovala razlicne strategije reSevanja tega vprasanja (40).

1.4.2 Vloga OECD pri razvoju testnih sistemov za ugotavljanje endokrinega delovanja
ksenobiotikov

Organizacija za ekonomsko sodelovanje in razvoj (OECD) vkljucuje regulatorne agencije,
znanstvene skupnosti, kemi¢no industrijo in nevladne organizacije (41). Varovanje zdravja
ljudi in okolja pred motilci delovanja endokrinega sistema je trenutno pomembna prednostna
naloga regulativnih organov v vecini drzav OECD (42). V OECD so se osredotocili na

pripravo testnih smernic in validacijo specifi¢nih presejalnih metod za njihovo dolocanje (41).

Na podroc¢ju zdravja ljudi se je OECD osredotocila na razvoj in vivo presejalnih testov, ki so
ustrezno validirani in so naSteti v nadaljevanju: uterotrofni test za doloCanje estrogenega
ucinka (TG 440), Hershbergerjev test za dolo¢anje androgenega ucinka (TG 441) in tako
imenovani izboljSani subkutani test (TG 407), ki se uporablja za dolocanje estrogenega ucinka,
androgenega ucinka in raziskovanje u¢inkov na §€itnicni sistem v okviru splosne toksi¢nosti
spojin (40-42). Medtem ko so uterotrofni in Hershbergerjev test osnovni presejalni testi, ki se
ne smejo uporabljati neposredno za oceno tveganja, ima TG407 potencial tako za odkrivanje
specificnih nezelenih u¢inkov povezanih z endokrinim sistemom kot tudi splosne toksi¢nosti.
TG 407 je sposoben zanesljivo zaznati hormonske motilce z moc¢no ali zmerno jakostjo
delovanja (41). Metode, ki jih je OECD potrdila, morajo ponujati trdno podlago za
ugotavljanje in ocenjevanje varnosti uporabe kemikalij, ki morebiti vplivajo na endokrini

sistem. Zato morajo pri izvajanju tovrstnih preiskav upoStevati stroga pravila (41).

1.4.3 Racunalniska orodja za napovedovanje moZnega endokrinega u¢inka s pomocjo
sidranja

Racunalniskih programov za sidranje je danes zelo veliko in jih je vsak dan vse ve¢. V
nadaljevanju navajamo nekaj racunalniskih programov, ki omogocajo, s preprostim vnasanjem
struktur (risanje z ustreznim programom ali uporabimo SMILES kode za spojine),
napovedovanje afinitete interakcij med proucevano spojino in jedrnim receptorjem. S tem
lahko ocenimo moZnost endokrinega delovanja oz uvrstitve spojin med hormonske motilce. V

nadaljevanju navajamo nekaj takih ra¢unalniskih orodij:
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Endocrine Disruptome je odprtokoden racunalniski program, ki je dostopen na spletni

strani http://endocrinedisruptome.ki.si in ga bomo natan¢neje predstavili v poglavju

Materiali in metode (43).

VirtualToxLab je in silico orodje za napovedovanje toksi¢nega potenciala zdravil,
kemikalij in naravnih sestavin. Ne vkljucuje nobenih ADME (adsorpcija, porazdelitev,
presnova, izlocanje) lastnosti spojine. Virtual ToxLab vsebuje 16 modelov proteinov,
za katere je znano ali se sumi, da sprozijo nezZelene ucinke in med katerimi je tudi 10
jedrnih receptorjev (AR, Ahr, ERa, ERB, GR, LXR, MR, PPARY, PR, TRa, TRp).
Testirali so ve¢ kot 2500 razli¢nih spojin v zvezi z njihovo afiniteto do 16 tarénih
beljakovin (44). Temelji na avtomatiziranem protokolu in izra¢unava vezalno energijo
med molekulami in vezavnim mestom tarce (45).

Na spletni strani https://mcule.com/apps/1-click-docking/ se nahaja program »1-Click

Docking«, ki ponuja veliko mozZnosti sidranja na razli¢nih taréah. Tako se lahko izbere
priblizno 10.000 tar¢. Ce $e vedno ne najdemo svoje tarce, jo lahko nalozimo s spletne
strani »Protein Data Bank« (46). Za vsak izra¢un je potrebno na novo nastaviti Zeleno
taro in ligand ter zaceti sidranje. Obstaja v obliki brezplacnega in narocniSkega
paketa.

Obstaja pa tudi veliko plaéniskih programov, izmed katerih izpostavljamo Glide (47)
ter VoteDock (48).

15


http://endocrinedisruptome.ki.si/
https://mcule.com/apps/1-click-docking/

2. NAMEN DELA

Zivimo v svetu, kjer ljudje zaradi pospe$enega tempa Zivljenja in povedanega stresa vse
pogosteje zbolevajo zaradi razlicnih bolezni in zato jemljejo vse ve¢ raznovrstnih zdravil. Tudi
v okolju so prisotne Stevilne kemikalije, ki ve¢inoma negativno vplivajo na Zivljenje in zdravje
ljudi ter zivali. Veliko teh snovi povzroca tudi neZeleno delovanje na endokrini sistem
¢loveka, kot tudi drugih vi§je razvitih organizmov, zato bomo skuSali ugotoviti, ali imajo
zdravilne ucinkovine, registrirane v Republiki Sloveniji, poleg svojega osnovnega
terapevtskega delovanja tudi potencial za moduliranje jedrnih, predvsem steroidnih

receptorjev. Pri tem bomo uporabljali napovedni racunalniski program Endocrine Disruptome,

ki je prosto dostopen prek spleta na spletni strani http://endocrinedisruptome.ki.si/.

Na podlagi pridobljenih rezultatov bomo skusali potrditi ali ovre¢i naslednje hipoteze:

1. Med zdravilnimi u¢inkovinami, registriranimi v Republiki Sloveniji, obstajajo tudi
take ucinkovine, ki preko vezave na jedrne receptorje izkazujejo farmakoloSko
delovanje, za katere racunalniski program Endocrine Disruptome napove visoko
afiniteto vezave na proucevane jedrne receptorje.

2. Med zdravilnimi u¢inkovinami, registriranimi v Republiki Sloveniji, obstajajo tudi
take uc¢inkovine, za katere racunalniski program Endocrine Disruptome napove visoko
afiniteto vezave na jedrne receptorje, ki se terapevtsko ne uporabljajo za moduliranje
enega od preizkuSanih jedrnih receptorjev.

3. Med zdravilnimi u¢inkovinami, registriranimi v Republiki Sloveniji, obstajajo tudi
take ucinkovine, za katere Endocrine Disruptome napove visoko afiniteto vezave vsaj
za eno vrsto proucevanih receptorjev, za kar do zdaj Se niso objavljene nobene Studije
in tovrstne interakcije v literaturi Se niso bile omenjene.

4. Med zdravilnimi ucinkovinami, registriranimi v Republiki Sloveniji, obstajajo tudi
take ucinkovine, za katere racunalniSki program Endocrine Disruptome ne napove
vezave na noben preizkusan jedrni receptor z visoko afiniteto.

5. Program Endocrine Disruptome ustrezno napoveduje moduliranje delovanja jedrnih

receptorjev z zdravilnimi u¢inkovinami.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

Seznam zdravil smo prevzeli iz Sifranta Centralne baze zdravil, ki je prosto dostopna prek

spleta na spletni strani http://www.cbz.si/cbz/bazazdr2.nsf/Search/$searchForm?SearchView.

3.1.1 Centralna baza zdravil

Centralna baza zdravil (v nadaljevanju: CBZ) je osrednja nacionalna referencna zbirka
podatkov o zdravilih. Zbirko na podlagi medinstitucionalnega dogovora in zakonsko
opredeljenih pristojnosti urejajo Ministrstvo za zdravje Republike Slovenije, Javna agencija
Republike Slovenije za zdravila in medicinske pripomocke (JAZMP), Zavod za zdravstveno

zavarovanje Slovenije (ZZZS) in Nacionalni inStitut za javno zdravje (49).

CBZ je vkljucena v Stevilne aplikacije, ki sledijo prometu z zdravili. Podatki se uporabljajo v
lekarnah, splo$nih in specialisticnih ambulantah, v bolni$nicah in veledrogerijah. Uporablja se
tudi za obracun zdravstvenih storitev v breme zdravstvenega zavarovanja in za statisticno

porocanje (49).

Spletno stran CBZ lahko uporabljamo na ve¢ razli¢nih nacinov. Poleg ze vnaprej pripravljenih
seznamov zdravil imamo na voljo iskanje na razli¢nih ravneh. Lahko izberemo veljavna,
ukinjena, veljavna in ukinjena in vsa razvr§¢ena zdravila. IS¢emo lahko preko nacionalne Sifre
zdravila, poimenovanja zdravila, zdravilne ucinkovine ali ATC oznake. Posebej lahko Se
izberemo previdnostne ukrepe, nacine/rezime predpisovanja/izdaje, razvrstitev na listo
(pozitivna lista; v celoti krito 1z obveznega zdravstvenega zavarovanja, vmesna lista z
omejitvijo predpisovanja itn.), pravni status in prisotnost na trgu. Poleg Sifranta za zdravilne
ucinkovine vsebuje CBZ Se Sifrant pomoznih snovi, farmacevtske oblike, ATC oznake,
razvrstitev na seznam B, terapevtska skupine in podskupine, imetnike dovoljenja za promet in

vrsto postopka, po katerem je zdravilo dobilo dovoljenje za promet.

Namen magistrske naloge je bil raziskati zdravilne u¢inkovine, ki so podane pod Sifrantom
zdravilnih ucinkovin v Centralni bazi zdravil. Razen ucinkovin, ki so imele preveliko
molekulsko maso in anorganskih soli, smo z racunalniSkim programom Endocrine Disruptome

pridobili podatke o afiniteti do 12 jedrnih receptorjev za 762 zdravilnih u€inkovin.
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3.2. Metode

Potreba po zanesljivih metodah, ki lahko napovedujejo ali imajo spojine potencial za
endokrino delovanje, je vse vec¢ja. Za napovedovanje takih motenj je bilo sicer razvitih vec
razlicnih metodologij. Vecina jih uporablja kvantitativno razmerje med strukturo in
aktivnostjo (QSAR). Te metode se uporabljajo za napovedovanje delovanja strukturnih
analogov. Manj so uspeSne pri napovedovanju endokrinega delovanja novih, strukturno
drugacnih spojin. Najbolj poznan mehanizem delovanja spojin, ki povzrocajo endokrine
motnje, je njihova neposredna vezava na jedrne receptorje, zato se molekulsko sidranje
uporablja kot pomembno orodje za napovedovanje umesc¢anja v vezavno mesto endogenega
(eksogenega pri receptorjih sirotah) liganda. Zato so na Fakulteti za farmacijo, Univerzi v
Ljubljani, razvili novo racunalnisko orodje za napovedovanje vezave spojin na jedrne
receptorje, za katere so poznane kristalne strukture z ligandi in ta raCunalniski program

poimenovali Endocrine Disruptome (50).

3.2.1 Endocrine Disruptome
Endocrine disruptome je racunalniSko spletno orodje, dostopno na naslednji spletni strani

http://endocrinedisruptome.ki.si. ED deluje na platformi imenovani »Docking interface for

Target Systems«, ki omogoca sidranje ene molekule v ve¢ razli¢nih tar¢ (43,50). Molekulsko
sidranje se izvaja preko AutoDock Vina, ki je odprtokodni program za molekulsko sidranje

(50,51).

Spojine so sidrane na 16 integriranih in dobro potrjenih kristalnih strukturah 12 razli€nih
¢loveskih jedrnih receptorjev: androgeni receptor, o- in [-estrogenska receptorja,
glukokortikoidni receptor, jetrni X receptor a in 3, s peroksisomskimi proliferatorji aktivirani
receptorji a, B/d in vy, retinoidni X receptor a in tiroidna receptorja a in  (43,50). Strukture
receptorjev AR, ERa, ERP in GR so v agonisti¢ni oz. antagonisti¢ni obliki, medtem ko so

ostali le v agonisti¢ni obliki (50).

Hitra napoved verjetnosti vezave spojin na razli¢ne jedrne receptorje bi lahko bila v pomo¢
strokovnjakom pri odloc€itvi za nadaljnje testiranje takih spojin. Torej je raCunalnisSki program
Endocrine Disruptome namenjen toksikologom in drugim strokovnjakom kot koristno orodje,

ki lahko pomaga sprejemati odlo€itve za nadaljnje in vitro in in vivo testiranje (50).
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3.2.1.1 Spletni vmesnik

DoTS je osnovna programska oprema, na kateri Endocrine Disruptome tece. Vecinoma je
napisan v »Pyton« programskem jeziku in temelji na »Django okviru« (50). Pyton je
razumljiv, interaktiven, objektno usmerjen programski jezik, ki se uporablja za Stevilne
aplikacije (52). Django je prostodostopno spletno ogrodje, ki omogoca enostaven in hitrer

razvoj spletnih strani (53).

DoTS uporablja OpenBabel, ki omogoca generiranje 3D struktur iz SMILES kod, optimizacijo

energije in pravilno ionizacijo spojin (50).

Za uporabo Endocrine Disruptoma je potreben le sodoben brskalnik, ki podpira HTMLS,

standardni oznacevalni jezik, ki se uporablja za ustvarjanje spletnih strani (50,54).

Molekulsko sidranje se izvaja z AutoDock Vina programom, z enakimi parametri in protokoli,

ki so bili uporabljeni za validacijo (50).

DoTS se lahko uporablja za vsak taréni sistem in za razli¢ne vrste tar¢, ne le za jedrne
receptorje. Strukture tar¢ morajo biti validirane in vsi podatki vloZeni v sistem, da bo ta

deloval pravilno (50).

3.2.1.2 Uporaba programa

Napovedna stran racunalniSkega programa Endocrine Disruptome uporabnikom ponuja
moznost, da vnesejo strukturo spojine za poskuse sidranja (Slika 1). Lahko so narisane
strukture ali se vnese SMILES koda (43,50). SMILES (poenostavljen enovrsti¢ni sistem za
vstavljanje molekul) je kemijski zapis, ki uporabniku omogoca, da se kemijska struktura
predstavlja na nacin, ki ga prepozna racunalniSki program. Je enostaven in prilagodljiv opis, ki

ima 5 osnovnih pravil, ki jih je treba upoStevati pri zapisu spojine na ta nacin (55).

Ob vnosu strukture v program Endocrine Disruptome se stran takoj preusmeri na stran za
sidranje, ki je dodeljena temu izracunu. DoTS poleg samega sidranja izraCuna osnovne
fizikalno-kemijske lastnosti vstavljene spojine, kot so molekulska masa, logP, vodikove vezi
akceptorjev in donorjev ter opozarja, ali so detektirani PAINS (pan-assay interference
structures) (43,50). PAINS so strukturni elementi v molekuli, ki so lahko vzrok za dolocene

nezelene interakcije in lahko motijo napovednost, v naSem primeru umescanja spojine na
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receptorju. Najpogostejs§i PAINS so sposobnost za kovinsko keliranje, kemi¢no agregacijo,
redoks aktivnost, fluorescenco spojine, oksidacijo cisteina ali promiskuitetno vezavo s
proteini. Mnogi PAINS imajo ve¢ funkcij, ki povzrocajo razlicne vrste motenj, in imajo za
posledico razli¢no in vitro in in vivo aktivnost (56). Ko program Endocrine Disruptome izvaja
izracune sidranja, se stran vsakih 30 sekund samodejno obnovi (43,50). Po navadi se sidranje
konc¢a v 5-10 minutah, odvisno od zahtevnosti strukture (43). Program kot rezultat poda tabelo

z barvno lestvico (43,50).

#Home  BIPrediction @Targets @FAQ

Submit molecule
Draw molecule-
¥l @ e
MG VPP el <lell

or-

Input SMILES:[S1ILES

Please input valid SMILES of your molecule, name is optiona

Slika 1: Napovedna stran racunalniSkega programa Endocrine Disruptome

3.2.1.3 Ravnanje s podatki

Program je zasnovan tako, da podatki, ki jih vnese uporabnik, ostanejo shranjeni na spletnem
strezniku, vendar niso prosto dostopni vsem (43,50). Vsakemu racunu je predlozen edinstven
in naklju¢en URL (globalni naslov dokumentov in drugih virov na svetovnem spletu), ki je
znan le uporabniku, ki je predlozil izracun (50). Skrbniki streznika imajo neomejen dostop do
vseh predlozenih podatkov, vendar se uporabljajo le za namene iskanja in odstranjevanja

napak v programski opremi (43,50).
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3.2.1.4 Razlaga rezultatov

Endocrine Disruptome ne uposteva farmakokineticnih parametrov spojine, kot so
bioakumulacija in metabolizem. Napoved daje le za vneSeno strukturo spojine. Treba je tudi
upostevati, da je validacija sidranja izvedena z ligandi, ki imajo veliko afiniteto za vezavo oz.
umescanje na vezavno mesto receptorja (50). AUC (povrsina pod ROC krivuljo, katere
ordinata je obcutljivost in abcisa 1 minus specificnost), ki je posebej podana za vsak receptor,
omogoca oceno tocnosti celotnega postopka sidranja. Rezultati so barvno kodirani in so
razvrsceni v 4 razrede: rdeCa, oranzna, rumena in zelena. Za pridobitev ustrezih rezultatov
sidranja je bil uporabljen prag obcutljivosti (v nadaljevanju: SE). Razred »rdec¢« ustreza SE
<0,25 in kaze na visoko verjetnost vezave. Obstajata vmesna razreda, »oranzna« (0,25 <SE
<0,50) in w»rumena« (0,50 <SE <0,75) ter razred »zelen« (SE> 0,75), ki ustreza nizki
verjetnostni vezave (43,50). Ligandi, ki jih program uvrsti v skupino z napovedano Sibko
vezavo na receptor, so kljub vsemu lahko problemati¢ni glede ucinkov na ta receptorski
sistem, $¢ posebej pri kroniéni izpostavljenosti. Stevilke podane zraven barvne lestvice
oznacujejo vezavno energijo (50). AUC za uporabljene receptorje znasa: AR= 0,8066; ARan.=
0,5851; ERo= 0,773; ERaan.= 0,7772; ERB= 0,8193; ERBan.= 0,5997; GR= 0,6208; GRan.=
0,6268; LXRa= 0.7699; LXRB= 0.7803; PPARa= 0.8593; PPARP= 0.8539; PPARy= 0,7927;
RXRa=0.796; TRo= 0.8232; TRB=0.7997(43).

3.2.1.5 Omejitve programa

Maksimalna molekulska masa spojine, ki jo program lahko sidra, je omejena na 800 daltonov
pri vseh receptorjih razen tiroidnih, ker so molekulske mase endogenih ligandov T3 in T4 ze
tako visoke. Ce uporabnik vnese strukturo v obliki soli, program sidra le del soli z vegjo
molekulsko maso, ker protiioni niso udelezeni v vezavi v aktivho mesto receptorjev in
encimov (50). PreizkuSana spojina je ionizirana avtomoatsko s strani programa, tako da

ustreza stanju pri fizioloskem pH 7.4.

Za naslednje spojine, katerih molekulsa masa je pod 800 daltonov, program ED ni podal
rezultatov kljub veckratnim poskusom: askorbinska kislina, bortezomib, karboplatin,

umeklidinij, zidovudin.

21



3.2.2 Iskanje strukture zdravilnih u¢inkovin

Strukture zdravilnih ucinkovin smo iskali preko treh razli¢nih spletnih strani. V¢asih se je
zgodilo, da zdravilna ucinkovina ni bila prisotna v dolo¢eni podatkovni bazi, medtem ko je v
drugi bila. Spletni programi so opisani v nadaljevanju. Farmacevtsko-kemijske lastnosti (kot je
molekulska masa), za katere smo podatek dobili zraven strukture dolocene zdravilne
ucinkovine, so nam pomagale pri preverjanju, ali smo narisali pravilno strukturo v napovedno
stran racunalniSkega programa Endocrine Disruptome. Razlicne informacije, kot sta
mehanizem delovanja in napovedovanje vezave zdravilne uc¢inkovine na posamezen receptor,

sta nam pomagala pri razlagi rezultatov.

3.2.2.1 DrugBank

Baza podatkov DrugBank je bioinformacijski in kemijski informacijski vir, ki zdruzuje
podatke o zdravilih (kemijske, farmakoloske, farmacevtske) in tarCe zdravilnih ucinkovin
(zaporedje, struktura, nacin izlocanja). Podatkovna baza vsebuje 7759 zdravilnih ucinkovin

(57). Prosto dostopna je preko spleta, in sicer na spletni strani http://www.drugbank.ca/

Podatke o zdravilni uéinkovini smo iskali preko njenega genericnega imena, ki smo ga
pridobili iz seznama zdravilnih u€inkovin. Ko enkrat dobimo povezavo do spletne strani, na
kateri se nahaja podana ucinkovina, poleg IUPAC imena in strukture dobimo podane tudi
razli¢ne farmakokineti¢ne lastnosti, kratek opis ucinkovine in njeno delovanje, SMILES in
InChl kode ter sinonime za to spojino. Lahko pridobimo razli¢ne toksikoloske, farmakoloske,
ADMET in farmakoekonomske informacije ter fizikalno kemijske lastnosti u¢inkovine, kot so
logP, pKa, itn. Poleg tega lahko razberemo, ¢e so podani razli¢ni spektri, reference, interakcije
ter tarCe, na katere deluje ucinkovina (encime, transporterje) in ostale biointerakcije. Pri
razlagi rezultatov pridobljenih z raunalniS$kim programom Endocrine Disruptome nam je
pomagala DrugBank baza podatkov tudi zato, kerj podaja mehanizem delovaja in primarno
tar€o posamezne ucinkovine, podaja pa tudi druge tar¢e posamezne ucinkovine. Potrebno je le
na strani, ki jo poda, za spojino poiskati ikono »targets«. Izvor podatkov, ki ga uporabljajo v

DrugBank bazi za ugotovitev tar¢, so zbrani strokovni ¢lanki.

3.2.2.2 ChemSpider
ChemSpider je podatkovna baza, ki omogoca hitro iskanje struktur in lastnosti kemicnih

spojin. Omogoca dostop do ve¢ kot 34 milijonov struktur s stotinami podatkovnih virov (58).
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Prosto dostopna je preko spleta na spletni strani http://www.chemspider.com. Spletna stran je

urejena na podoben nacin kot DrugBank. Spojine lahko i§¢emo preko narisane strukture ali
preko imena, sinonimov, blagovne znamke, registracijskega Stevila (CAS), SMILES kode,
InChi (nezascCiten identifikator za kemicne snovi, ki se lahko uporablja v tiskanih in
elektronskih podatkih in tako omogoca lazje povezovanje razlicnih skupin podatkov) ali CSID
(ChemSpider ID) (59). Za namen magistrske naloge smo strukturo oz. kemicno ime
ucinkovine iskali preko nelastniSkega imena, ki smo ga dobili iz seznama zdravilnih
ucinkovin. Ko enkrat dobimo iskano ucinkovino, program ne poda le strukture, ampak tudi
imena in identifikacijske oznake in lastnosti ter ponuja dodatna iskanja preko ChemSpider ali
Googel spletne strani. Za doloc¢ene spojine so podani tudi razli¢ni spektri. Dobimo lahko
seznam ponudnikov spojine, ¢lanke in Se ve¢ informacij o spojini, kot je npr. povezava do

Wikipedije, patente ter ostale podatkovne vire.

3.2.2.3 ChEMBL
ChEMBL je podatkovna baza, ki vsebuje podatke o vezavi, funkciji in ADMET informacijah
za veliko $tevilo bioaktivnih snovi. Ti podatki so pridobljeni iz primarno objavljene literature

in potem standardizirani, da bi se povecala njihova kakovost in uporabnost (60).

Podatkovna baza ChEMBL je prosto dostopna na spletni strani https://www.ebi.ac.uk/chembl/.

Uporabniku ponuja veliko razliénih moZnosti, kot je iskanje spojin, tar¢, testov, ¢lankov in
celi¢nih linij. Razen iskanja preko imena, se lahko i$¢e tudi preko narisane strukture. Vsebuje
tudi povezave do razliénih drugih strani. Za namen magistrske naloge smo ucinkovine iskali
preko generi¢nega imena, ki smo ga dobili iz seznama zdravilnih u¢inkovin. Poleg strukture
lahko pridobimo tudi veliko drugih podatkov, kot so IUPAC ime spojine in klasifikacija
(sinonimi, molekularna formula, blagovna imena), predstavitev spojine (SMILES, InChi, itn.),
mehanizem njenega delovanja, fizikalno-kemijske lastnosti spojin, klini¢ne podatke, opozorila
za strukturne elemente spojine, ki so lahko reaktivni, pregled aktivnosti, testi, tarée spojine,
napoved tar¢, itn. Pri razlagi rezultatov pridobljenih z racunalniskim programom Endocrine
Disruptome nam je pomagala ChEMBL baza podatkov, saj podaja tudi predikcijo vezave na
tarCe, ki niso primarne za to spojino. Potrebno je le na strani, ki jo dobimo ob vpisu spojine v
bazo, za spojino poiskati »target prediction«. Metoda je validirana glede na Ze znane tar¢ne

cilje (v povpre¢ju model pravilno napoveduje v priblizno 89 % primerov) (61).
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3.2.3 Preverjanje strukture zdravilnih u¢inkovin po IUPAC imenu
Pri velikem Stevilu zdravilnih u¢inkovin je treba upostevati stereoizomerijo. Da bi dobili tocno
narisano strukturo, smo strukture preverjali s pomocjo kemiCnega imena v programu

ChemDraw Professional 15.0.

3.2.3.1 ChemDraw Professional 15.0

ChemOffice Professional je integrirana zbirka posebnih orodij, ki uporabnikom omogoca
shranjevanje, pridobivanje in izmenjavo podatkov ter informacij o spojinah, reakcijah,
materialih in njihovih lastnostih. ChemOffice Professional omogo¢a kemikom in biologom
ucinkovito spremljati njihovo delo, vizualizacijo in globlje razumevanje njihovih rezultatov in
korelacijo bioloske aktivnosti s kemi¢nimi strukturami (62). Vkljucuje ve¢ aplikacij, kot so
ChemDraw Professional (risanje kemijske strukture), ChemDraw za Excel, Chem3D

(molekularno modeliranje in analiza), ChemFinder (iskanje in informacije integracije),

ChemFinder za Office, ChemScript in CDSL Mobile (62,63).

Po zagonu se program lahko takoj uporablja, saj je zelo preprost. Na ikoni »Structure« je
potrebno le poiskati »convert name to structure« (Shift+Ctrl+N), potem pa se odpre okence, v
katerega vpiSemo kemijsko ime dolocene strukture in nato program poda narisano strukturo.
Za namen magistrske naloge smo uporabljali program ChemDraw Proffesional 15.0,

proizvajalca PerkinElmer (Slika 2).

ChemDraw je dobro poznan standardni program za risanje kemijskih struktur in je verjetno
najmocnejSa kemijska programska oprema na trgu. Uporabniki imajo moznost iskati po
strukturi in substrukturi, z uporabo samodejnega reakcijskega mapiranja ter specifi¢nih

atomov in lastnosti vezi (63).

24



& ChemDraw Professional - [Untitled Document-1] =8 B9
@] File Edit View Object Structure Text Curves Colors Search  Window Help
k& = @ g [oox @
| ——| [—E] |
-
1 =
®
N &
\ A Insert Structure =
b Q Insert Structure whose name is:
“,
o, 8
N O ¥ Paste name below structure Cancel
]
N[
N @
Ly AvA
B
-5
il I

Slika 2: ChemDraw Professional (verzija 15.0) izvajanje postopka pretvorbe imena zdravilne
ucinkovine do kemijske strukture.

3.2.4 Razlaga rezultatov
Rezultate pridobljene z racunalniskim programom Endocrine Disruptome smo primerjali z Ze
znanimi in pridobljenimi podatki iz podatkovnih baz DrugBank, ChEMBL in PubChem in

strokovne literature. DrugBank in ChEMBL podatkovne baze so opisane zZe pre;j.

3.2.4.1 PubChem
PubChem baza podatkov je prosto dostopna na spletni strani

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/. Dolocene spojine smo iskali preko genericnega imena. Za

namen razlage rezultatov smo uporabili podatke o mehanizmu delovanja spojine in rezultate
bioloskih testov. Da bi prisli do strani, ki podaja podatke o bioloski aktivnosti, je potrebno
poiskati ikono »bioactivities«, ali na vsebini (»contents«), ki se nahaja na levi strani spletne
strani, poiskati »biological test results«. Potem je potrebno poiskati »Refine/Analyze« in
potem Se »Go to bioactivity analysis tool«. Tako nas pripelje do spletne strani, kjer lahko
pridobimo podatke o bioloski aktivnosti izbrane spojine. Tam pridobimo podatke o rezultatih
(koliko jih je aktivnih, neaktivnih, nedokon¢nih in nedolocenih), mejnih vrednosti

bioaktivnosti (nanomolarnih, mikromolarnih), vrstah bioloskih preizkusov (potrditveni,
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presejalni testi), najbolj pogoste tarce, kategorije bioloskih preizkusov (biokemijski, ki temelji
na celicah, mi temelji na organizmih, toksi¢nost, ADME, in vitro, in vivo) in tipe bioloske
aktivnosti (aktivnost, IC50 (polovica maksimalne inhibitorne koncentracije), Ki (vezavna
afiniteta liganda), EC50 (polovica maksimalne ucinkovite koncentracije), Kd (vezavna
afiniteta liganda), in AC50 (polovica aktivne koncentracije)) razli¢nih testov. V PubChem bazi

so povzete tudi informacije iz baz DrugBank in ChEMBL.

3.2.5 Statiticna ocena napovednosti programa
Z uporabo podatkovnih baz in podatkov o interakcijah proucevanih spojin z jedrnimi
receptorji, ki smo jih zasledili v ¢lankih, smo skuSali oceniti pravilnost napovednosti

racunalniSkega programa Endocrine Disruptome.

Izracun obcutljivosti, specifi¢nosti in to¢nosti smo izvedli po enacbah, ki so navedene spodaj

(64):

pravilno pozitivni + pravilno negativni
pravilno pozitivni + napacno pozitivni + pravilno negativni + napactno negativni

Tocnost =

pravilno pozitivni
pravilno pozitivni + napacno negativni

Obcutljivost =

pravilno negativni
pravilno negativni + napacno pozitivni

Specifitnost =

Kot pravilno pozitivne smo upostevali vezave zdravilnih uc¢inkovin na jedrne receptorje, za
katere je ED napovedoval vezavo, razvrs¢eno v razrede, ki napovedujejo vezavo (razred
»rdeC«, »oranzen« in »rumen«) in za katere smo pridobili podatke iz baz podatkov in ¢lankov,

da se u¢inkovina veze na te receptorje.

Kot pravilno negativne smo upoStevali vezave zdravilnih u€inkovin na jedrne receptorje, za
katere je ED napovedoval vezavo, razvr§€eno v razred »zelen«, za katere smo pridobili

podatke iz baz in ¢lankov, da se u¢inkovina veZe na te receptorje.
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Kot napacno pozitivne smo upostevali vezave zdravilnih uc¢inkovin na jedrne receptorje, za
katere je ED napovedoval vezavo, razvrs¢eno v razrede, ki napovedujejo vezavo (razred
»rdeC«, »oranzen« in »rumen«), za katere v bazah podatkov in ¢lankih ni uspelo dokazati

vezave na te jedrne receptorje.

Kot napac¢no negativne smo upostevali vezave zdravilnih u¢inkovin na jedrne receptorje, za
katere je ED napovedoval vezavo, razvr§¢eno v razred »zelen«, za katere so v bazah podatkov

in ¢lankih dokazali vezavo na te jedrne receptorje.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

Rezultate napovedovanja afinitete vezave na jedrne receptorje za zdravilne ucinkovine s
programskim orodjem Endocrine Disruptome (v nadaljevanju: ED) smo razvrstili v 3 skupine.
V prvo skupino sodijo zdravilne u¢inkovine, ki preko vezave na jedrne receptorje izkazujejo
farmakolosko delovanje, kar so potrdile tudi razli¢ne Studije, in imajo hkrati z ED napovedano
vezavo Se na kak drug jedrni receptor. V drugo skupino sodijo zdravilne ucinkovine, katerih
prvotna tar¢a ni noben med 12-imi obravnavanimi jedrnimi receptorji, vendar pa jih Endocrine
Disruptome razvrsti v razred »rde¢« vsaj za en receptorski sistem. V tretjo skupino sodijo
zdravilne ucinkovine, za katere program ne napove vezave na noben preizkuSan jedrni
receptor z visoko afiniteto (jih ne razvrsti v razred »rdec«). Prvi dve skupini sta predstavljeni v
nadaljevanju, medtem ko je tretja skupina podana v prilogi 1. Namen magistrske naloge je bil
tudi pridobiti spojine, za katere ED napoveduje vezavo na en ali ve¢ razliénih jedrnih
receptorjev, oz. se izkazujejo kot mo¢ni modulatorji proucevanega receptorskega sistema, za
katere nismo pridobili podatka, da so o tovrstnih ucinkih Ze prej porocali. Tako smo z uporabo
ED med zdravilnimi u€inkovinami identificirali 70 novih potencialnih spojin z delovanjem na
omenjene jedrne receptorje. UspeSnost napovedi afinitete vezave bi lahko potrdili najprej z in
vitro testi na celi¢nih linijah, ki imajo ekspresirane posamezne jedrne receptorje ter nadaljevali

z bolj kompleksnimi in vivo testi.

Podatke za primerjavo rezultatov napovednosti, ki smo jih uporabili pri oceni programa, smo
pridobili iz strokovnih ¢lankov in iz baz podatkov, kot so DrugBank, ChEMBL in PubChem,
ki so prosto dostopne prek spleta. Izvor podatkov, ki so zbrani v podatkovni bazi DrugBank o
vezavi zdravilnih u¢inkovin na posamezne receptorje, so strokovni ¢lanki. ChEMBL omogoca
napovedovanje vezave na posamezne tarce. Pri povzemanju podatkov iz PubChem smo
uporabili rezultate bioloskih testov, ki so zbrani iz qHTS testov (kvantitativno reSetanje visoke
zmogljivosti) in razli¢nih Studij, ki so objavljeni v ¢lankih. Podrobnosti so opisane v poglavju

Materiali in metode.

Vezava zdravilne u¢inkovine na jedrni receptor, ki jo program ED razvrsti v razred »rdec,
kaZe na visoko verjetnost vezave, razred »zelen« ustreza nizki verjetnostni vezavi, medtem ko

sta yrumen« in »oranZen« vmesna razreda glede na afiniteto vezave do jedrnih receptorjev. Pri
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zdravilnih ucinkovinah, ki imajo farmakolosko delovanje povezano z aktiviranjem
posameznih jedrnih receptorjev, pri¢akujemo, da bo napovedni program ED tako vezavo
razvrstil v razred »rdecC«, ali v vimesne razrede »oranzen« ali vsaj »rumen«. Kjer farmakolosko
delovanje zdravilne u¢inkovine ni povezano z aktivacijo posameznega jedrnega receptorja,

pri¢akujemo, da bo vezava razvr§¢ena v razred »zelen«.

4.1 Ocena napovednosti ED za zdravilne ucinkovine, ki preko vezave na jedrne
receptorje izkazujejo farmakoloSko delovanje

Glede na to, da se spodaj omenjene zdravilne ucinkovine uporabljajo za moduliranje
posameznih receptorjev, saj je njihova terapevtska tar¢a ali dobro poznan ucinek opisan v
Studijah, smo pri¢akovali, da bo ED take vezave razvrstil v razred »rdec«, ali vmesne razrede

»oranzen« in »rumen.

4.1.1 Zdravilne ucinkovine, Ki se veZejo na AR (skupina A)

V Preglednici I so navedene zdravilne u€inkovine, ki imajo potrjeno vezavo na AR, oz. se
terapevtsko uporabljajo za moduliranje tega receptorskega sistema. Pri¢akovali smo, da jih bo
ED razvrstil v razred z visoko afiniteto vezave na AR ali ARan. Napoved je bila uspesna v
primeru testosterona, ciproteron acetata in bikalutamida, saj vezavo teh spojin na AR, oz.
ARan., ED razvrsti v razrede, ki napovedujejo vezavo. Medtem pa za enzalutamid ED ni podal
pri¢akovanega rezultata, saj njegovo vezavo na ARan. razvrsti v razred »zelen« (obravnavano

v nadaljevanju). Preglednica je sestavljena po ATC klasifikaciji.

Vezava ulinkovin iz skupine A na jedrne receptorje, ki jih napoveduje ED in njihova

primerjava z Ze znanimi podatki:

Za ulinkovine, ki smo jih uvrstili v skupino A, smo pridobili veliko podatkov o njihovi
interakciji z jedrnimi receptorji, ki smo jih lahko uporabili pri oceni napovednosti programa.
Zanimivo je, da ED ni podal nobene interakcije, ki sodi v razred, ki napoveduje visoko
moznost interakcije, oz. razred »rdeC«, ki Se ni bila objavljena v ¢lankih. V nadaljevanju
primerjamo podatke pridobljene z ED z Ze znanimi podatki o interakcijah ucinkovin z

jedrnimi receptorji iz literature.
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Testosteron je AR agonist in se v ta namen uporablja tudi terapevtsko (65). ED pravilno
napoveduje tako vezavo, saj jo razvrsti v razred »rdec«. ChEMBL napoveduje vezavo
testosterona na AR, GR, ERa in ERB (65). Na osnovi podatkov, pridobljenih iz PubChem
baze, lahko sklepamo, da se testosteron veze na AR, ERa in GRan. in, da ne izkazuje nobenih
interakcij z ARan., ERoan., GR, PPARP, PPARY ter TR (66). ED pravilno razvrsti afiniteto
testosterona za receptorje AR, ERa (v razrede, ki napovedujejo vezavo) in za receptorje
PPAR( in PPARY (ni afinitete- razred »zelen«). Za ostale receptorje, za katere smo pridobili

podatke o vezavi iz literature pa napac¢no napoveduje vezavo.

Preglednica I: Pridobljeni rezultati vezave (vezalna energija) zdravilnih uc¢inkovin, ki se
uporabljajo za moduliranje AR in njihova ATC Kklasifikacija. V desnem kotu je oznaceno
ali obstajajo Se kak$ni podatki o vezavi dolofene zdravilne ucinkovine na ta jedrni
receptor. MD-mehanizem delovanja, PC-PubChem, DB-DrugBank, CH-ChEMBL, Stevilka oznacuje
¢lanek (referenca pod to Stevilko); + pravilno napoveduje, - nepravilno napoveduje; ¢e zraven ni
oznake, pomeni, da nismo nasli podatkov v podatkovnih bazah in strokovnih ¢lankih.

Spojina | Testosteron Ciproteron Bikalutamid Enzalutamid
acetat

AR | AR:-47  68-PC- | AR:-64  TI- |

AR an. AR an.: -6.7 MD+,PC+ | ARan.:-7.1 MD+PC+

ER a

ER o an.

ER B

ER B an.

GR GR: 9.2 CH+,PC- : -8, GR: -9.3

GRan | [GRan:=7.7. CH-PC- | | GRan:-74 ]

LXR o LXR a: -10.5 LXR a: -10.1

LXRpP | LXRp:-10.7 LXR B: -11. LXR p: -10.7

PPAR a

PPAR B

PPAR y

RXR a

TR a TR a: -7.6 TR a: -7.3

TR B

ATC GO3BA03 GO3HAOI L02BB04

Ciproteron acetat je AR antagonist, ki ga v te namene uporabljamo tudi terapevtsko (67) in
jo ED pravilno napove (razvrstitev v razred »rumen«). ChEMBL podaja podatek, da interagira
z GR (67). V studijah in vitro so potrdili tudi AR agonisticno delovanje (68). PubChem pa
navaja, da se ciproteron acetat veze na AR, ARan., ERaan. in GRan., medtem ko niso mogli
dokazati interakcij z naslednjimi receptorji ERa, GR, PPARa, PPARB, PPARYy, RXRa in TR

(69). ED pravilno napoveduje vezavo na ARan, ki sodi v razred »rumen« in na ERa, PPARa,
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PPARP, PPARy, RXRa in TRp, ki sodijo v razred »zelen«. Napacno pa ED napoveduje

vezavo na ostale prej omenjene receptorje.

Terapevtska tarca bikalutamida je AR in se uporablja kot AR antagonist (70). ED razvrsti
moznost vezave za to spojino pravilno (uvrstitev v razred »rumen«). Na LNCaP-abl celicni
liniji so za bikalutamid potrdili antagonisti¢ni u¢inek, medtem ko so na CV1 celicah ugotovili,
da deluje obratno, kot AR agonist (71). Program ED pa vezavo na AR razvrsti v razred

»zelen«, kar ni v skladu z rezultati pridobljenimi s testiranjem na CV-1 celi¢nih linijah.

Terapevtska tar¢a enzalutamida je AR, na katero se veze kot antagonist (72). Vendar pa ED
napacno napoveduje njegovo afiniteto vezave do ARan., saj ga razvrsti v razred »zelen.
U¢inkovina nima AR agonisticnega ucinka (73), kar program ED potrdi, saj ga razvrsti v

razred »zelen«.

4.1.2 Zdravilne u¢inkovine, ki se veZejo na ER (skupina B)

V Preglednici II so navedene zdravile u€inkovine, ki imajo potrjeno vezavo na ER, oz. se
uporabljajo za moduliranje tega receptorskega sistema. Pricakovali smo, da bodo to potrdili
tudi rezultati napovedi vezave z ED, ki je bila uspeSna v primeru etinilestradiola, estradiola,
estriola, klomifena in toremifena. V primerih raloksifena, tamoksifena in fulvestranta ED le
delno napoveduje pravilni rezultat (obravnavano v nadaljevanju). Preglednica je sestavljena po

ATC Kklasifikaciji.

Vezava ulinkovin iz skupine B na jedrne receptorije, ki jih napoveduje ED in njihova

primerjava z Ze znanimi podatki:

Za etinilestradiol, ki se terapevtsko uporablja kot ERa agonist (74), ED pravilno napoveduje
vezavo na ERa, saj jo razvrsti v razred »rumen«. ChEMBL napoveduje vezavo na AR, ERf in
GR (74). Z nasimi rezultati se tako ne ujema le vezava na ERp, ki je razvrS¢ena v razred
»zelen«. MoZnost interakcije za ostala dva receptorja (AR in GR) se ujema s ChEMBL
rezultati, saj ju ED razvrsti v razreda, ki napovedujeta vezavo. Studije kaZejo, da ima
etinilestradiol antagonisti¢no delovanje na GR (75), kar se tudi ujema z nasimi rezultati, saj je

razvrScen v razred »rumen«. PubChem pa navaja, da se etinilestradiol veZze na AR, ARan. in
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ERa (76), kar potrjujejo tudi rezultati, pridobljeni z ED. Ni pa podatkov, da bi etinilestradiol
interagiral z naslednjimi receptorji PPARa, PPARPB, PPARYy, RXRa (76), kar napove pravilno
tudi ED (razvrsti v razred »zelen«), ter z ERP in TRp, za katere pa ED ne potrdi verjetnost

vezave, saj jo razvrsti v razred »rumen.

Za estradiol, ki se terapevtsko uporablja kot ERa in ERP agonist (77), ED pravilno
napoveduje vezavo na ERa, saj jo razvrsti v razred »rdec«. ChEMBL napoveduje vezavo
estradiola na AR, ERa, ERP in GR, kar je skladno z rezultati pridobljenimi z ED (78).
PubChem pa navaja, da se estradiol veze tudi na AR, ARan., ERa, ERaan., ERB, ERfBan. in
GRan. (77), kar je skladno z rezultati pridobljenimi z ED, saj so razvriceni v razrede, ki
napovedujejo vezavo. Ni potrjena vezava na receptorje PPARa, PPARB, RXRa in TR (77),
za katere ED v razred »zelen« pravilno razvrsti vse, razen TRp, za katerega napove mozno

interakcijo (razred »rumenc).

Estriol se uporablja kot hormonska nadomestna terapija, saj se veze na ERa in ERB kot
agonist (79,80), kar ED pravilno razvrsti v razrede, ki napovedujejo vezavo. ChEMBL
napoveduje vezavo estriola na AR, ERa, ERPB in GR (80), kar je skladno rezultatimi
pridobljenimi z ED. PubChem pa navaja, da se estriol veze na ARan., ERP in GRan. (79), kar
je skladno z razvrstitvijo v afinitetne razrede, ki jo napove ED. Medtem pa PubChem navaja,
da se estriol ne veZze na PPARP, PPARy in RXRa (79), ki jih ED pravilno razvrsti v razred

»zelen«, in na GR in TR, ki jih ED napacno razvrsti v razred »rumen«.

Klomifen se veze na oba ER podtipa v agonisti¢ni in antagonisti¢ni obliki, v odvisnosti od
tarCnega tkiva (81,82). ED pravilno napove moznost vezave za ERa, ERaan. in ERPan.,

medtem ko napacno razvrsti vezavo na ERf v razred »zelen«.

Raloksifen se terapevtsko uporablja kot ERa in ER[ agonist (83), kar ED pravilno napove za
ERa, medtem pa razvrsti vezavo na ER v razred »zelen«. PubChem navaja, da se raloksifen
veze na ARan., ERa, ERaan., ERBan. in PPARP (83), kar ED potrdi, le v primeru ARan. ED
napove vezavo razvrsceno v razred »zelen«. PubChem tudi navaja, da se raloksifen ne vezZe na

AR (83), kar ED potrdi, saj moZnost interakcije razvrsti v razred »zelen«.
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Preglednica II: Pridobljeni rezultati vezave (vezalna energija) zdravilnih u¢inkovin, ki se
uporabljajo za moduliranje ER in njihova ATC klasifikacija. V desnem kotu je oznaceno
ali obstajajo Se kaki podatki o vezavi doloCene zdravilne ucinkovine na ta jedrni
receptor. MD-mehanizem delovanja, PC-PubcChem, DB-DrugBank, CH-ChEMBL in Stevilka

oznacuje Clanek (referenca pod to Stevilko); + pravilno napoveduje, - nepravilno napoveduje; ¢e zraven
ni oznake, pomeni, da ni podatkov v podatkovnih bazah in strokovnih ¢lankih.

Spojina | Etinilestradiol Estradiol Estriol Klomifen Raloksifen
AR
AR an. AR an.: 4.3
ER aan. | ER a an.: -8.4
MD+,PC+
ER ERpB: 81  CHHPC- _-_
e R | " | ER——
GR GR: 9.4 CH* | GR:-9.2 CH+ | GR: 95 CH-,PC- | GR:-7.6 GR: -8.6
GRan. | GRan.:-7.9 GRan.: -84 CH+PC+ | GRan:-7.5 CH+PC+ | |GRan:-7.8 || GRan:-93
CH+,74+PC+
LXRa | LXR a:-104 LXR a: -10.6 LXR a: -10.0 LXR a: -10.0

LXR B :-10.7 LXR B: -10.8 LXR B: -10.4
PPARS o Tl
PPAR y

e -t

PPAR y: 9.0

i

RXR a

TR a TR a: -8.4

TR B TR B: -9.1 PC- | TRB:-9.1 PC-

ATC GO03CAO01 GO03CA03 GO03CA04 G03GB02 G03XCO01
L02AA03 G03CCO06

Spojina | Tamoksifen Toremifen Fulvestrant

AR

AR an.

ER a ER a: -8.7 MD-,PC-

ER a an. _

ER B | ERp: 49 MD+PC+ |

ER B an. ER B an.: -8.4 MD+,PC+

GR GR: 9.7 PC-

GR an. GR an.: -8.0 PC+

LXR o LXR o: -10.2

LXR [LXRp:-101 ]

PPAR o PPAR a: -9.0

PPAR B

PPAR y

RXR a

TR o

TR B

ATC L02BAO1 L02BA02 L02BA03

Tamoksifen se za terapevtske namene uporablja kot ERa in B agonist in antagonist (84) in
interakcije s temi receptorji ED pravilno razvrsti za vse podtipe, razen za ERp, ki ga uvrsti v
razred »zelen«. Na osnovi podatkov, pridobljenih iz PubChem, lahko sklepamo, da se

tamoksifen veze na ERa, ERaan., ERBan. in GRan. (84), kar je skladno z napovedjo ED, in na
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ARan., ERB, PPARP in PPARy (84), napoved vezave na katere pa ED napacno razvrsti v
razred »zelen«. V tej bazi najdemo tudi podatke, da se ta ucinkovina ne veze na AR in TR

(84), kar ED pravilno razvrsti v razred »zelen«.

Toremifen se za terapevtske namene uporablja kot ERa agonist in antagonist (85), kar ED
pravilno razvrsti v razrede, ki napovedujejo vezavo. ChEMBL napoveduje vezavo toremifena
na ERa in ERP (86). V literaturi smo nasli podatek, da toremifen pri visjih koncentracijah
deluje tudi kot AR agonist (87), s ¢imer pa se nasi rezultati ne ujemajo, saj ED razvrsti
verjetnost vezave na AR v razred »zelen«. Ostale ugotovitve iz $tudij in ChEMBL baze se
ujemajo z naSimi rezultati za receptorje ERa, ERoan. in ERPan., ki so z ED uvrs€eni v
razrede, ki napovedujejo vezavo. Napoved ED pa se ne ujema z napovedjo vezave na ER, ki

ga ED razvrsti v razred »zelen« in tako ne predvidi interakcije s to izoobliko ER.

Fulvestrant se terapevtsko uporablja kot ER antagonist in na teh receptorjih ne izkazuje
agonisticnega ucinka (88). ED pravilno razvrsti njegovo moznost interakcije z ERaan., ERP in
ERpan., medtem ko vezavo na ERa razvrsti v razred »rumen«. Tudi iz baze PubChem lahko
pridobimo podatke, da se fulvestrant veze na ARan., ERaan., ERBan. in GRan. (88), kar ED
pravilno razvrsti, razen za ARan., ki sodi v razred »zelen«. PubChem tudi navaja, da se
ucinkovina ne veZze na AR, ERa, ERfB, GR, PPARPB, PPARa, RXRa in TRP (88). Rezultati
napovedi ED se za to zadnjo skupino receptorjev skladajo (razvrstitev v razred »zelen«) razen

za ERa in GR, za katere ED predvidi Sibko interakcijo (razred »rumen).

4.1.3 Zdravilne ucinkovine, ki se veZejo na GR (skupina C)

V Preglednici III so navedene zdravile u¢inkovine, ki imajo potrjeno vezavo na GR, oz. se
uporabljajo za moduliranje tega receptorskega sistema. Za te u¢inkovine smo pricakovali, da
jih bo ED razvrstil v skupino spojin z veliko afiniteto do teh receptorjev (razred »rdec«).
Napoved je bila uspeSna v vseh primerih razen beklometazon dipropionata, ciklesonida in

alklometazon dipropionata. Preglednica je sestavljena po ATC klasifikaciji.
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Vezava ulinkovin iz skupine C na jedrne receptorje, ki jih napoveduje ED in njihova

primerjava z Ze znanimi podatki:

Triamcinolon, hidrokortizon in betametazon se terapevtsko uporabljajo kot GR agonisti
(89-91), kar ED pravilno razvrsti v razrede, ki napovedujejo vezavo, v vseh primerih.
ChEMBL napoveduje vezavo triamcinolona in betametazona na AR (92,93), kar ER pravilno
razvrsti v vseh primerih, razen za vezavo triamcinolona na ARan., saj je le-ta razvrS¢ena v
razred »zelen«. PubChem navaja, da se triamcinolon veze na AR, ARan., ERa in GR, medtem
ko ni potrditve za vezavo na ERoan., GRan., PPARa, PPARJ, PPARy, RXRa in TR (89).
Podatki, pridobljeni z ED, se ujemajo za jedrne receptorje AR, ERaan., GR, PPARa, PPARP,
PPARy, RXRa in TR, medtem ko se za ostale receptorje podatki ne ujemajo. PubChem
navaja, da se hidrokortizon veze na AR, ERa in GR (90), kar ED potrdi za AR in GR,
medtem, ko vezavo na ERa razvrsti v razred »zelen«. Podatki iz PubChem baze ne potrdijo
vezavo hidrokortizona na ARan., ERaan., GRan., PPARa, PPARB, PPARY in TR (90), s ¢im
se ujemajo tudi napovedi z ED za vse receptorje razen za ARan. in GRan., ki sodijo v razred
yrumen«. PubChem tudi navaja, da se betametazon veze na AR in GR (91), kar potrdi tudi
ED. Medtem se po podatkih iz PubChem baze betametazon ne veze na ARan., ERa, GRan.,
PPARa, PPARB, PPARy in TRB (91), kar tudi ED razvrsti v razred »zelen« za vse jedrne

receptorje razen ARan. in GRan.

Flutikazon propionat se terapevtsko uporablja kot GR agonist (94), kar ED pravilno razvrsti
v razred »rumen«. ChEMBL poleg interakcije z GR napoveduje Se vezavo flutikazon
propionata na AR (94). Imel naj bi Sibko AR agonisticno delovanje, v odvisnosti od
koncentracije pa je izkazal tudi AR antagonisti¢en ucinek. Taks$no obratno delovanje je bilo
dosezeno pri koncentracijah, ki so bile ve¢ kot 3 velikostne razrede vec¢je od njegovih u¢inkov
na GR (95), kar ED ni zaznal, saj vezavo flutikazon propionata na AR in ARan. razvrsti v
razred »zelen«. Vezave na ER v isti Studiji niso mogli potrditi (95). Vezavo na ER podtipe v

agonisti¢ni in antagonisti¢ni obliki tudi ED razvrsti v razred »zelen«.

35



Preglednica III: Pridobljeni rezultati vezave (vezalna energija) zdravilnih ucinkovin, ki
se uporabljajo za moduliranje GR in njihova ATC Kklasifikacija. V desnem kotu je
oznaceno ali obstajajo Se kaki podatki o vezavi dolo¢ene zdravilne ucinkovine na ta
jedrni receptor. MD-mehanizem delovanja, PC-PubChem, DB-DrugBank, CH-ChEMBL in §tevilka
oznacuje Clanek (referenca pod to Stevilko); + pravilno napoveduje, - nepravilno napoveduje; ¢e zraven

ni oznake, pomeni, da ni podatkov v podatkovnih bazah in strokovnih ¢lankih.

Spojina | Triamcinolon Deksametazon | Hidrokortizon Betametazon

AR AR:-82  CH+PC+ | |TAR:-83  PC+ | AR:-64  CH-PC- |

ER o |[ERa: 61 PC- |

ER B

ERpan. | ERPan:-59 | ERpan:59 | ERpan:54 | ERpan:68 |

GR GR: -94 MD+,PC+ | GR:-8.2 MD+,PC+
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Spojina | Flutikazon Ciklesonid Loteprednol Alklometazon Fluorometolon
furoat etabonat dipropionat acetat

AR an. AR an.: -54 CH+,PC- AR an.: -5.8
ER a
ER o an
ER B
ER B an.
GR GR: -84 MD+,PC+ GR: -7.7 MD+,PC+ GR: -8.6 CH+,MD+
GR an. GR an.: -8.5 GR an.: -9.4
LXR a
LXR B
PPAR o
PPAR B
PPAR y
RXR a
TR a
TR B
ATC ROIADI2 RO1ADI13 S01BA14
RO3BA09 RO3BA08

Spojina | Mometazon
AR

AR an.
ER a
ER o an.

LXR o LXR a:-9.9
LXR

Mifepriston se terapevtsko uporablja kot GR antagonist (96), kar ED pravilno razvrsti v
razred »rumen«. ChEMBL napoveduje vezavo na AR, ERa in ERf (96), kar ED potrdi le za
ERo in ERPan. Mifepriston deluje kot mocan antiandrogen z minimalno agonisticno
aktivnostjo (97), kar se ne ujema z nasimi rezultati, saj njegovo vezavo ED na AR in ARan.
razvrsti v razred »zelen«. PubChem podaja podatek, da se veze na AR, ARan., ERoan., GR in
GRan., medtem ko ne interagira s PPARa inTR (98). To se delno ujema z rezultati ED, saj
jakost interakcije z ERa, ERPBan. in GRan. razvrsti v razred »rumen, pri ostalih jedrnih

receptorjih pa vezave ne napove (razred »zelen«).

Ciklesonid se terapevtsko uporablja kot GR agonist (99), kar ED napacno razvrsti v razred

»zelen«. ChEMBL napoveduje vezavo na AR (99), ki je pri nasih rezultatih razvrS¢ena v
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razred »zelen« in se tako rezultati ne ujemajo. Studija Belvisi in sodelavcev pravi, da se
ciklesonid ne veze na ER in TR (100), kar se ujema tudi z nasimi rezultati, saj vezavo nanje
ED razvrsti v razred »zelen«. PubChem navaja, da se ciklesonid veze na AR, ERoan. in GR,
medtem ko ni potrditve za vezavo na ARan., ERa, PPARy in TR (101). ED vse te vezave
razvrsti v razred »zelen«. Rezultati iz Studije in PubChem se razlikujejo pri oceni verjetnosti
za vezavo na ERoan., saj so pri Studiji uporabili metodo vezave radioliganda, medtem ko

PubChem podaja podatek iz Studije visoko zmogljivostnega reSetanja (QHTS) (102).

Za metilprednizolon, flutikazon furoat, fluorometolon acetat, mometazon in budezonid,
ki se terapevtsko uporabljajo kot GR agonisti (103-107), ED pravilno napove vezavo.
ChEMBL poleg interakcije z GR predpostavi Se vezavo metilprednizolona na AR (103), kar
ED potrdi za ARan. Poleg vezave na GR, ChEMBL napoveduje vezavo fluorometolon acetata
na AR (105), kar ED potrdi za vezavo na GR in ARan. ChEMBL tudi napoveduje vezavo
budezonida na AR (107), kar ED potrdi za ARan.

Za spojine: alklometazon dipropionat, beklometazon dipropionat, loteprednol etabonat in
prednizon, ki se terapevtsko uporabljajo kot GR agonisti (108-111), ED v razred »rumen«
pravilno razvrsti vezavo loteprednol etabonata in prednizona na GR, medtem ko vezavo
alklometazon propionata in beklometazon propionata na GR razvrsti v razred »zelen«.
ChEMBL v vseh primerih podaja vezavo na AR (108-111), kar ED potrdi za vezavo
loteprednol etabonata in prednizona na ARan. Na osnovi podatkov, pridobljenih iz PubChem,
lahko sklepamo, da se alklometazon dipropionat veze na AR in GR, medtem ko vezave na
ARan., ERa, PPARYy in TRy ne potrdijo (112). ED vse interakcije s temi receptorji razvrsti v
razred »zelen«. PubChem navaja, da se beklometazon dipropionat veze na AR in GR, medtem
ko vezavo na ARan., ERa, ERaan., GRan. in TR ne potrdi (113). ED pa vse omenjene
vezave, razen GRan. (sodi v razred »rumen«), razvrsti v razred z nizko moznostjo vezave.
Tudi iz baze PubChem lahko pridobimo podatke, da se loteprednol etabonat veze na AR, ERa
in GRan. (114), kar ED potrdi le v primeru GR. PubChem tudi navaja, da se loteprednol
etabonat ne veze na ARan., ERoan., PPARB, PPARy, RXRa in TRP (114), kar ED potrdi v
vseh primerih razen vezave na ARan., ki jo razvrsti v razred »rumen«. PubChem tudi navaja,

da se prednizon veze na AR, ARan., ERa in GRan., medtem ne potrdi vezvo na ERaan., GR,
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PPARP, PPARy, RXRa in TR (115). ED pa za ucinkovino prednizon v razred »zelen«

razvrsti vse vezave razen na ARan (sodi v razred »rdec«) in GR (sodi v razred »rumenc).

Deksametazon se terapevtsko uporablja kot GR agonist (116), kar ED pravilno razvrsti v
razred »rumen«. ChEMBL poleg interakcije z GR napoveduje Se vezavo na AR (116). V
literaturi smo v eni izmed Studij zasledili, da deksametazon ne izkazuje aktivnosti na AR pri
koncentracijah do 1uM (97). ED pa vezavo na AR in ARan. razvrsti v razred »rdeC«, kar se
torej ujema z rezultati ChEMBL baze, ampak ne tudi z rezultati omenjene Studije. In silico
raziskava napoveduje, da deksametazon ne interagira z LXRa, LXRP in ERa (117), kar se
ujema z napovedmi ED za LXRa in ERa. PubChem podaja podatek, da se deksametazon veze
na ARan., medtem ko ne interagira z nobenim od naslednjih receptorjev oz. njihovih oblik v
agonisticnem oz antagonisticnem stanju: TR, RXRa, PPARa, PPARy, PPARP, GRan., ERa,
ERoan.in ARan (118). Napoved ED se ujema s podatki PubChem baze za receptorje AR, ERa,
ERoan., GR, PPARa, PPARPB, PPARy, RXRa in TRf, medtem ko interakcije z ARan. in

GRan. oceni drugace.

4.1.4. Zdravilne ucinkovine, ki se veZejo na PPAR (skupina D)

V Preglednici IV so navedene zdravile u€inkovine, ki imajo potrjeno vezavo na PPAR in
njegove podtipe, oz. se uporabljajo za moduliranje tega receptorskega sistema. Pri¢akovali
smo zato, da bodo vezave omenjenih spojin na PPAR, oziroma na njegove podtipe,
razporejene v razred od rumenega do rdecega. Napoved ni bila pravilna v nobenem od treh
primerov, saj ED vezavo fenofibrata, gemfibrozila in pioglitazona na PPAR podtipe razvrsti v
razred z nizko moZnostjo vezave, oz. razred »zelen«. Preglednica u¢inkovin je sestavljena po

ATC Kklasifikaciji.

Vezava ulinkovin iz skupine D na jedrne receptorije, ki jih napoveduje ED in njihova

primerjava z Ze znanimi podatki:

Fenofibrat in gemfibrozil se v terapevtske namene uporabljata kot PPARa agonista
(119,120), kar ED napacno razvrsti v razred »zelen«. ChEMBL za obe u¢inkovini napoveduje

vezavo na PPARP in PPARP (119,120), kar ED ne potrdi, saj v primerih obeh spojin te vezave
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razvrsti v razred »zelen«. Na osnovi podatkov, pridobljenih iz PubChem baze, lahko
sklepamo, da se fenofibrat veze na ARan. in ERoan. in da ne izkazuje nobenih interakcij z AR,
ERa, GR, GRan., PPARB, PPARy, RXRa ter TRB (121). ED pravilno razvrsti afiniteto
fenofibrata za receptorje AR, ERa, PPARPB, PPARy in RXRa (ni afinitete-razred »zelen«). Za
ostale receptorje, za katere smo pridobili podatke o vezavi iz literature pa napacno napoveduje
vezavo. PubChem tudi navaja, da se gemfibrozil veze na PPARa (122), kar ED napacno
razvrsti v razred »zelen«. Medtem ko se po podatkih iz te baze ne veze na AR, ARan., ERa,

ERoan., GR, GRan., PPAR, PPARYy, RXRa in TR (122), kar potrdi tudi ED.

Pioglitazon se terapevtsko uporablja kot PPARYy agonist (123), kar ED napacno razvrsti v
razred »zelen«. ChAEMBL napoveduje vezavo pioglitazona na PPARa (123), medtem ko ED
za ta podtip, PPARa, razvrsti verjetnost vezave v razred »zelen«. Za pioglitazon so ugotovili,
da je delni GR agonist (124), kar se ujema tudi z napovedmi ED, ki je afiniteto vezave na GR

razvrstil v razred »rumen«.

Preglednica IV: Pridobljeni rezultati vezave (vezalna energija) zdravilnih ucinkovin, ki
se uporabljajo za moduliranje PPAR in njihova ATC Kklasifikacija. V desnem kotu je
oznaceno ali obstajajo Se kaki podatki o vezavi dolocene zdravilne ucinkovine na ta
jedrni receptor. MD-mehanizem delovanja, PC- PubChem, DB- DrugBank, CH- ChEMBL in
Stevilka oznacuje ¢lanek (referenca pod to Stevilko); + pravilno napoveduje, - nepravilno napoveduje;
¢e zraven ni oznake, pomeni, da ni podatkov v podatkovnih bazah in strokovnih ¢lankih.

Seojina | Fenofibrat Gemfibrozil Pioglitazon
AR AR:-7.7

AR an.

ER a ER a: -8.5
ER o an. ER a an.: -8.4
ER B ER p: -8.7
ER B an.

GR E GR: -9.1

GR an. - GR an.: -8.5
LXR o LXR o: -10.0
LXR B

PPAR a

PPAR B

PPAR y

RXR a

TR o TR a: -8.2 TR a: -8.0 TR a: -8.6

TR B TR f: -9.1 - |[TRB:-77  PCt| | TRB:-9.1
ATC C10ABOS C10AB04 A10BGO3
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4.1.5 Zdravilne ucinkovine, Ki se veZejo na LXRa, LXRf, RXRa, TRa in TR (skupina
E)

V Preglednici V so navedene zdravilne u¢inkovine, ki imajo potrjeno vezavo na RXRa, TRa
in TRP, oz. se uporabljajo za moduliranje teh jedrnih receptorjev. V primeru alitretinoina je
napovednost vezave na RXRa uspesna, saj jo ED razvrsti v razred »rumen«. V primeru
levotiroksina ED le deloma pravilno oceni vezavo, saj v razred »rumen« razvrsti vezavo na

TRa in v razred »zelen« vezavo na TRp. Preglednica je sestavljena po ATC klasifikaciji.

Vezava ulinkovin iz skupine E na jedrne receptorije, ki jih napoveduje ED in njihova

primerjava z Ze znanimi podatki:

Mehanizem delovanja acitretina, ki je retinoid, je neznan, vendar se domneva, da deluje
preko tar¢nih receptorjev RAR in RXR (125), kar ED ne potrdi, saj je vezava na RXRa
razvrscena v razred »zelen«. ChEMBL pa napoveduje vezavo na RXRa (126), kar ED spet ne
potrdi, saj je taka interakcija razvr§¢ena v razred »zelen«. PubChem navaja, da se acitretin
veze na ERa, ERaan. in TRP (125), za kar ED pravilno napoveduje le vezavo na TRB. V
PubChem smo nasli podatke, da se acitretin ne veze na AR, ARan., GR in GRan. (125), za kar
ED pravilno napoveduje uvrstitev v razred »zelen« za vse receptorje razen za GR, za katerega

razvrsti vezavo v razred »rumen«.

Terapevtske tarCe alitretinoina so RAR in RXR (127), kar ED pravilno napoveduje, saj
vezavo alitretinoina na RXRa razvrsti v razred »rumen«. PubChem navaja, da se veze na
ERoan., PPARy, RXRa in TR, ne pa na AR, ARan., ERa in GRan (127). S podatki ED se ne

ujemajo le rezultati za ARan., PPARy in TR, medtem ko ED ostale pravilno razvrsti.

Levotiroksin se terapevtsko uporablja kot TRa in TR agonist (128). ED pravilno napoveduje
vezavo na TRa, ki jo razvrsti v razred »rumen«, medtem ko napacno razvrsti TRP v razred
»zelen«. PubChem navaja, da se veze na GRan. in TR, vendar vezave na AR, ARan., ERa,
ERaan., PPARa, PPARB, PPARY in RXRa niso potrdili (123). Z rezultati pridobljenimi z ED
se ne ujema le napoved za jedrne receptorje GR, GRan. in TR, hkrati pa ED ostale pravilno

razvrsti v razred »zelen«.
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Preglednica V: Pridobljeni rezultati vezave (vezalna energija) zdravilnih uc¢inkovin, ki se
uporabljajo za moduliranje RXRa in TR in njihova ATC Kklasifikacija. V desnem kotu je
oznaceno ali obstajajo Se kaki podatki o vezavi dolo¢ene zdravilne ucinkovine na ta
jedrni receptor. MD-mehanizem delovanja, PC-PubChem, DB-DrugBank, CH-ChEMBL in §tevilka
oznacuje Clanek (referenca pod to Stevilko); + pravilno napoveduje, - nepravilno napoveduje; ¢e zraven
ni oznake, pomeni, da ni podatkov v podatkovnih bazah in strokovnih ¢lankih.

Spojina | Acitretin Alitretinoin Levotiroksin
AR
AR an. AR an.: -6.2 PC-
ER a
ER a an. ER o an.: -8.9 PC+
ER B
ER B an.
GR

GR an.
LXR a
LXR B
PPAR a
PPAR B
PPAR y
RXR a RXR a: -10.3 MD+,PC+
TR a TR a: -8.6 TR a: -7.9 TR a: -7.8
TR B TR B: -9.3
ATC D05BB02 HO3AAO01L D11AH04
L01XX22

Ugotovili smo, da je zelo malo ucinkovin, ki bi interagirale s temi receptorskimi sistemi. RXR
po navadi tvori heterodimere z ostalimi receptorji in je zato malo spojin, ki se vezejo le na

RXRao.

V Centralni bazi zdravil smo nasli le eno zdravilno u¢inkovino, ki se uporablja za moduliranje
tiroidnih receptorjev (levotiroksin). VEasih se levotiroksin kombinira z liotironinom, ki tudi
modulira te receptorje, vendar se ne uporablja samostojno in ga v nalogi nismo obravnavali

(129).

V seznamu zdravilnih u¢inkovin, ki smo ga uporabljali za namen magistrske naloge, ni nobene
zdravilne ucinkovine, ki spada v skupino u¢inkovin, ki se veze na LXRa in LXRf in na ta

nacin sprozi terapevtsko delovanje.
Ena izmed hipotez, ki smo jih Zeleli z nasSo raziskavo potrditi ali zavreci, je bila naslednja:
Med zdravilnimi uéinkovinami, registriranimi v Republiki Sloveniji, obstajajo tudi take

ucinkovine, ki preko vezave na jedrne receptorje izkazujejo farmakolosko delovanje, za
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katere racunalniski program Endocrine Disruptome napove visoko afiniteto vezave na

proucevane jedrne receptorje.

Obravnavali smo 34 spojin, ki se v terapevtske namene uporabljajo zaradi moduliranja enega
med obravnavanih jedrnih receptorjev. Med njimi je ED le v primeru testosterona, ki se
uporablja za moduliranje AR in estradiola, estriola, klomifena, tamoksifena, toremifena in
fulvestranta, ki se uporabljajo za moduliranje ER, napovedoval vezavo na te receptorje z
visoko afiniteto. Za ucinkovine, ki se uporabljajo za moduliranje ostalih jedrnih receptorjev,
ED ne napoveduje nobene vezave razvrS¢eno v razred »rdec« in jih ED razdeli v ostale
razrede. Najve¢ zadetkov, razvr§¢enih v razred »rdec«, smo pridobili za skupino spojin, ki se
terapevtsko uporabljajo preko moduliranja estrogenskih receptorjev. Skupina zdravil, ki smo
jo opredelili kot prvo skupino (podskupine A-E), je zelo dobro preiskovana glede vezav na

druge jedrne receptorje, ki niso njihove prvotne tarce.

Na osnovi teh podatkov lahko potrdimo hipotezo, da med zdravilnimi ucinkovinami,
registriranimi v Republiki Sloveniji, obstajajo tudi take u¢inkovine, ki preko vezave na jedrne
receptorje izkazujejo farmakoloSko delovanje, za katere racunalniski program Endocrine
Disruptome napove visoko afiniteto vezave na proucevane jedrne receptorje, najveCkrat na

estrogenske receptorje.

4.2 Zdravilne ucinkovine, za katere program ED napoveduje vsaj za en receptor
vezavo razvrsceno v razred »rdec«

V Preglednici VI, ki je podana v Prilogi 2, so zbrani podatki o spojinah, za katere ED podaja
vezavo na vsaj enega od jedrnih receptorjev, ki so razvrS€eni v razred z visoko moznostjo
vezave, oz. razred »rdeC«. Nobeden od 12 jedrnih receptorjev, ki jih obravnava ED, ni
terapevtska tar€a omenjenih spojin in se v terapevtske namene ne uporabljajo zaradi
moduliranja teh jedrnih receptorjev. Vendar smo za nekatere spojine pridobili podatek iz
razli¢nih $tudij in podatkovnih bazah o njihovi interakciji z omenjenimi receptorji, kar smo

uporabili pri oceni napovednosti programa. Preglednica je sestavljena po ATC klasifikaciji.
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V tej skupini smo zbrali 99 spojin, za katere je ED napovedoval vsaj za en receptor vezavo
razvr$¢eno v razred »rdec«. Med njimi se nahajajo tudi take, za katere smo pridobili podatke
iz Clankov in podatkovnih baz, da interagirajo vsaj z enim od 12-ih jedrnih receptorjev, za
katere ED napoveduje vezavo. Te rezultate smo uporabili pri oceni napovednosti programa. Za
70 ucinkovin pa je ED napovedal vezavo, klasificirano v razred »rdec«, vsaj na en jedrni
receptor, za kar pa nismo nasli potrditve po literaturnem pregledu oz. v uporabljenih bazah

podatkov. Obe skupini podrobneje predstavljamo v nadaljevanju.

4.2.1 Primerjava rezultatov pridobljenih z racunalniSkim programom ED z ostalimi
znanimi in objavljenimi podatki za uinkovine, katere primarna tarca niso nekateri od
12 obravnavanih jedrnih receptorjev

Terapevtska tarca glibenklamida, glimepirida in glipizida je receptor za sulfoniluree
(kalijevi ionski kanali), vendar se vezejo tudi na PPARY kot agonisti (130-132), kar ED
pravilno razvrsti v razrede, ki napovedujejo vezavo. PubChem baza tudi navaja veliko
interakcij omenjenih spojin z ostalimi jedrnimi receptorji. Tako navaja za glibenklamid, da se
veze na PPARY, ne interagira pa z AR, ARan., ERa, ERaan., GR, GRan., PPARJB, RXRa in
TRP (130), kar potrdi tudi testiranje z ED za receptorje AR, ARan., PPARy in RXRa. V
primeru glimepirida PubChem navaja, da se veze na PPARy, ne pa na AR, ARan., ERa,
ERoan., GR, GRan., PPARJ, RXRa in TRP (131). Rezultati napovedovanja z ED se ujemajo s
podatki iz PubChem za interakcije z naslednjimi receptorji: AR, ARan., PPARB, PPARY in
TRP. V primeru glipizida pa PubChem navaja, da se ta u¢inkovina veZe na PPARy, medtem
ko ni interakcij z AR, ARan., ERa, ERaan., GR, GRan., PPARB, RXRa in TRP (132). ED
enako oceni interakcije z AR, ARan., PPARJ, PPARy in RXRa.

Glikvidon se terapevtsko uporablja kot zaviralec kalijevih kanalov odvisnih od ATP-ja,
vendar potrjeno izkazuje tudi PPARy agonisticno delovanje (133). S tem se sklada tudi
napoved ED, ki uc¢inkovino pravilno razvrsti v razred »oranZzen«. PubChem navaja, da se veze
na PPARy, ne veze pa se na AR, ARan., ERa, ERaan., GR, GRan., PPARJ, RXRa in TR
(133). Napoved vezave, ki jo dobimo z ED, je skladna s prej omenjenimi podatki iz PubChem
baze za receptorje AR, ARan., RXRa in TR.
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Levonorgestrel je agonist PR, prav tako je potrjeno tudi agonist na AR (134), kar se sklada
tudi z rezultati, ki jih poda ED, saj vezavo na AR razvrsti v razred »rde¢«. ChEMBL
napoveduje vezavo levonorgestrela na AR in GR (135), kar ED ne potrdi le v primeru GRan.
V clankih smo zasledili, da se levonorgestrel ne veze na nobenega od podtipov ER, na GR pa
se veze z nizko afiniteto (136), kar potrjujejo tudi rezultati napovedi pridobljene z ED razen
pri vezavi na ERa, ki ga ED razporedi v razred »rumen«. V bazi PubChem smo nasli podatke,
da levonorgestrel interagira tudi z AR, ARan., ERa in GRan., medtem ko niso mogli dokazati
vezave s PPARB, PPARy, RXRa in TR (134). Podatki, pridobljeni iz Studije Kumar-ja in
sodelavcev ter PubChem baze podatkov, se ne ujemajo pri vrednotenju vezave u¢inkovine na
ERao, saj se modeli, na katerih so izvedene Studije, razlikujejo. PubChem podatki, ki potrdijo
vezavo na ERa, so pridobljeni na BG1 Luc-4E2 celicah (137), medtem ko je bila druga
Studija, ki ne potrdi vezave levonorgestrela na ERa, izvedena in vivo na miSih in je ugotavljala
predvsem spremembe na organih, ki jih uravnavajo estrogeni (npr. teza maternice) (136). Ce
upostevamo, da se levonorgestrel veze na ERa, se rezultati pridobljeni z ED ujemajo z vsemi

literaturnimi podatki, razen vezave na GRan., ki jo razvrsti v razred »zelen«.

Iz ATC Kklasifikacije (BO1AAO3) je razvidno, da varfarin sodi v skupino zdravil za
zdravljenje bolezni krvi in krvotvornih organov. V $tudiji Rulcova in sodelavcev so zasledili,
da ne interagira z GR (138), kar je v nasprotju z naSimi rezultati, saj je interakcija z GR
razvr§cena v razred »rumen«. PubChem podaja podatek, da se ne veze na AR, ARan., ERa,
ERaan., GR, GRan., PPARa, PPARPB, RXRa in TRP (139), kar se sklada z napovednostjo
vezave ED za receptorje AR, PPARa, PPARP in RXRa. Interagiral pa naj bi po podatkih iz te
baze tudi s PPARy (139), vendar pa ED te vezave ne potrdi in razvrsti verjetnost te interakcije

v razred »zelen«.

Glavne terapevtske tarCe drospirenona so mineralokortikoidni in progesteronski receptorji.
ChEMBL napoveduje Se njegovo vezavo na GR (140), kar potrdi tudi ED. V literaturi smo
zasledili kar nekaj Studij, ki so se ukvarjale s proucevanjem endokrinega delovanja te
ucinkovine. V predklini¢nih $tudijah na Zivalih so ugotovili, da ima tudi antiandrogeno
dejavnost, saj se veze na AR kot antagonist (141), kar se tudi ujema z nasimi rezultati, saj ga
ED razvrsti v razred »rumen«. Za drospirenon niso mogli potrditi GR in ER agonisti¢nega niti

antagonisticnega delovanja v in vivo testiranju na podganah (141), kar pa se ujema z naSimi
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rezultati za vse jedrne receptorje, razen za GR, ki ga ED razvrsti v razred »rumen«. PubChem
pa navaja, da se drospirenon veze na AR, ARan. in GRan. (142), kar ED potrdi za ARan. in
GR. Tudi navaja, da se ne veze na ERa, ERaan., GR in TR (142), kar tudi ED napove za vse

jedrne receptorje, razen za GR in TR, ki jih uvrsti v razrede, ki napovedujejo vezavo.

Nebivolol se terapevtsko uporablja kot zaviralec beta (143). Vendar se veze tudi na ERa, ERf
in je delni antagonist ERa in ER. O interakcijah z AR in GR ne porocajo (144). ChREMBL pa
napoveduje vezavo na GR in GRan. (143). Rezultati pridobljeni z ED se ujemajo za ERa,

ERoan. in ERBan., medtem ko je napoved za ostale omenjene receptorje z ED razli¢na.

Kandesartan se v terapevtske namene uporablja kot antagonist angiotenzina 2, medtem pa
ima tudi Sibko PPARY agonisti¢cno delovanje (145), kar ED pravilno napove in uvrsti to
moznost vezave u€inkovine v razred »rumen«. Na osnovi podatkov, pridobljenih iz PubChem,
lahko sklepamo, da se kandesartan veze na ERa in ERaan. (146), kar ED potrdi v primeru
ERoan., medtem za ERa napoveduje nizko moznost vezave. Tudi navaja, da se ta u¢inkovina

ne veze na AR, ARan., PPAR in PPARY (146), kar se ujema z rezultati ED za AR in ARan.

1z razli¢nih Studij lahko ugotovimo, da je telmisartan agonist PPARY in delni agonist PPARa
(147,148). To se tudi ujema z naSimi rezultati, saj oba ED razvrsti v razred »oranZen«. V
Pubchem-u zasledimo podatek, da se telmisartan ne veZze na AR, ARan, ERa, ERaan., GR,
GRan. in RXRa (147). Ti rezultati se ujemajo z napovedjo ED razen za ERaan. (uvrstitev v
razred »rdec«) in GRan. (uvrstitev v razred »oranzen«). Agonisticne PPARy lastnosti
telmisartana bi lahko prinasale koristne metabolicne ucinke (regulacija glukoze in

metabolizma lipidov), zato se izvajajo v tej smeri s to ucinkovino tudi klini¢ne Studije (147).

Ketokonazol deluje kot inhibitor encima citokrom P450- lanosterol 14 a-demetilaze
(CYP51A1) in tako deluje protiglivicno (149). Rezultati razli¢nih §tudij kaZejo, da se veZe na
AR kot antagonist (150), kar se ne ujema z napovedjo ED. Ketokonazol pa ne izkazuje
nobenih agonisticnih ali antagonisti¢énih ucinkov na ERa, nasprotno pa je antagonist ER[
(151). Zasledimo tudi podatek o antagonisticnem delovanju na GR (152). Z naSimi rezultati se
ti podatki ujemajo le v napovedi, da deluje ketokonazol kot GRan., saj ga v tem primeru ED
razvrsti v razred »rumen«. Interakcije z ERa in ERoan. so razvrScene v razred »rdec«, kar pa

se ne ujema s prej omenjenimi Studijami, razen za ERBan.

46



Darunavir, maravirok in tipranavir so HIV proteazni inhibitorji (153-155). Neposredne
interakcije darunavirja, maraviroka in tipranavirja z LBD LXRa in LXRp so bile napovedane
z in silico in potrjene z in vitro metodami, kar se ujema z rezultati ED za maravirok in
tipranavir. ED pravilno napoveduje vezavo darunavira na LXRp, medtem ko vezavo na LXRa
razvrsti v razred »zelen«. V in vitro $tudijah za GR, ERa in ERf niso mogli potrditi nikakr§ne

interakcije z darunavirjem (117), kar se le delno ujema z nasimi rezultati.

Primarna tarca linestrenola sicer niso LXR, vendar so s $tudijo Fan in sodelavci dokazali, da
ima zmerno jakost kot LXR agonist (156). To se tudi ujema s podatki pridobljenimi z ED, saj

vezavo linestrenola na LXRa in LXRp razvrsti v razred »rumen.

Primarna tar¢a didrogesterona je progesteronski receptor, vendar so potrdili, da ima tudi AR
agonisticno in antagonisticno delovanje, neaktiven je kot modulator ERa in ERP ter Sibek
antagonist GR, vendar ti u€inki niso klini¢no relevantni (157,158). Za didrogesteron ChEMBL
napoveduje mo¢no vezavo na AR in GR (159). PubChem pa podaja podatek, da se ne veze na
ERo, ERaan., PPARP in PPARY (157). Nasi rezultati se ujemajo s pridobljenimi podatki za
AR, ARan., GR in GRan., ki so razvrSc¢eni v razrede, ki napovedujejo vezavo in prav tako za
ERpan., PPARP in PPARY, ki sodijo v razred »zelen«. Ne ujemajo pa se rezultati vezave za to
ucinkovino na ERa, ERaan. in ERp, ker jih program razvrsti v razred »rdec« in za ERa, ki

sodi v razred »rumen«. Po podatkih iz zgornje Studije pa interakcije s temi receptorji ni.

Mehanizem delovanja prasterona Se ni popolnoma pojasnjen (160). Tako so dokazali, da
prasteron deluje kot antagonist AR ter agonist ERa in ER in ima Sibko agonisti¢no delovanje
na AR (161). V podatkovni bazi DrugBank obstaja podatek, da je prasteron aktivator PPARa,
vendar predpostavljajo, da ne interagira direktno z receptorjem in ga aktivira preko
drugacnega mehanizma (160), kar se ujema z naSimi rezultati, saj je interakcija med njim in
PPARa razvr§cena v razred »zelen«. ChEMBL napoveduje vezavo na AR, LXRa, GR, ERf in
ERa (162). PubChem podaja podatke, da se prasteron veze na ARan., ERa in GRan., in, da ne
modulira AR, PPAR in PPARYy ter TRP (160). Zaklju¢imo lahko, da se poznane interakcije

prasetrona z zgoraj omenjenimi receptorji ve¢inoma ujemajo z nasimi rezultati.

Ritonavir je HIV proteazni inhibitor (163), s katerim so izvedli veliko Studij, ki so

proucevale, kako ucinkovina modulira jedrne receptorje. Tako v Studiji Svérd-a in sodelavcev
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niso zaznali direktne vezave ritonavirja na LXRoa in LXRP (117), kar je skladno z
ugotovitvami iz ostalih $tudij in s ¢imer se ujema tudi rezultat ED. Tudi za GR, ERa in ERf
niso mogli potrditi nikakrsne interakcije (117). Medtem pa so v drugi Studiji ugotovili, da se
direktno veze ta ucinkovina na ERa kot antagonist (164), vendar pa taksSne interakcije niso
mogli potrditi za ERa, TRB, RXRa, LXRa, PPARa, PPARP in PPARy (165). Z nasimi
rezultati se skladajo vezave na ERoan. (razred »rumen«), ERB, LXRa, LXRf, RXRa in TR
(razred »zelen«) in GRan. (razred »rdec«), ne ujemajo pa se rezultati za ERa (razred

»oranzen«), ERBan., PPARa, PPARY (razred »rdec«) in GR in PPARJ (razred »rumenc).

Podobne Studije so opravili Se za drug HIV protezani inhibitor nelfinavir, ki pa ne kaze
interakcij s PPARa, PPARP ali PPARy (166), kar je v nasprotju z naSimi rezultati, saj so

vezave na vse te receptorje razvrscene v razred »rdec«.

Za sorafenib, inhibitor tirozin kinaze, so z molekulskim sidranjem ugotovili visoko afiniteto
vezave na PPAR (167). To se delno ujema z nasimi rezultati, saj je interakcija s to uc¢inkovino
in PPARY razvrS¢ena v razred »rumen«, medtem ko so interakcije za PPARa in PPARP

uvrséene v razred »zelen«.

Za ostale spojine, za katere so bile izvedene Studije vezave na jedrne receptorje, in za katere
smo pridobili podatke v podatkovnih bazah PubChem in ChEMBL, so podatki in primerjava z

rezultati pridobljenimi z ED zbrani v Preglednici VI v Prilogi 2.

Na osnovi teh podatkov lahko tudi potrdimo 2. hipotezo, ki smo jo Zeleli preveriti v naSem

raziskovalnem delu in se glasi:

Med zdravilnimi uc¢inkovinami, registriranimi v Republiki Sloveniji, obstajajo tudi take
ucinkovine, za Kkatere racunalni$ki program Endocrine Disruptome napove visoko
afiniteto vezave na jedrne receptorje, ki se terapevtsko ne uporabljajo za moduliranje

enega od omenjenih jedrnih receptorjev.

Med obravnavanimi zdravilnimi u€inkovinami je ED v primeru 99 ucinkovin napovedoval
visoko afiniteto vezave na jedrne receptorje, ki niso terapevtska tar¢a u€inkovin. Med njimi

smo pridobili podatke o vezavi 70 u€inkovin na jedrne receptorjih, ki jih ED razvrsti v razred,
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ki ima visoko moznost vezave, o katerih do zdaj ni objavljenih podatkov. To zadnjo skupino

ucinkovin podrobneje predstavljamo v nadaljevanju.

4.2.2 U¢inkovine, ki so bile za katerikoli receptor uvrs¢ene v razred »rdec«, vendar o tem
v dostopni literaturi ni podatkov

Naslednje ucinkovine so se, po preizkuSanju v programu ED, izkazale kot mo¢ni modulatorji
vsaj enega receptorja, za kar nismo mogli najti podatka v dostopnih literturnih virih ali bazah
podatkov. Zbrali smo jih v Preglednici VII, kjer navajamo generi¢no ime ucinkovine in jedrni
receptor, za katerega je ED napovedoval visoko afiniteto vezave. Te in silico napovedi bi bilo
potrebno potrditi v in vitro in in vivo testih. Na ta nacin bi potrdili tudi napovedno mo¢ ED za

interakcije s preiskovanimi receptorji.

Iz Preglednic VI (Priloga 2) in VII je razvidno, da napovedni program ED najveckrat
napoveduje vezavo razvrS¢eno v razred »rdeC« za zdravila z delovanjem na novotvorbe in
imunomodulatorje (ATC skupina L) in zdravila z delovanjem na ziv¢evje (ATC skupina N).
Za zdravila z delovanjem na novotvorbe in imunomodulatorje smo ugotovili, da je zelo malo
raziskav, ki bi se ukvarjale z njithovo vezavo na jedrne receptorje. Potrjenih dokazov o tem, da
bi aktivacija teh jedrnih receptorjev z zdravili z delovanjem na novotvorbe in
imunomodulatorje izkazovale neZelene ucinke zaradi vezave na obravnavane jedrne
receptorje, nismo zasledili. Zato bi bilo potrebno narediti ve¢ in vitro in in vivo §tudij za

popolno ovrednotenje vpliva teh spojin na proucevane receptorje.

Najve¢ mocnih interakcij ED napoveduje za ucinkovino nilotinib. Njegova vezava je
razvrSéena v razred z visoko moznostjo vezave na naslednje jedrne receptorje: ERaan.,

ERpan., GRan., LXRa, PPARa, PPARP in PPARY.
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Preglednica VII: U¢inkovine, za katere je ED dolocil njihovo moZno delovanje preko
moduliranja posameznih jedrnih receptorjih in zanje v literaturi $e ni podatkov. St-
zaporedna Stevilka ucinkovine; U¢- genericno ime ucinkovine; JR- jedrni receptor, za katerega ED za
doloceno ucinkovino napoveduje vezavo razvrséeno v razred »rdec«. Preglednica je sestavljena po
abecednem vrstnem redu ucinkovin.

N JR St. | e JR St. | U JR
1. | Adapalen LXRa, LXRB 25. | Hidromorfon ARan., ERa, 49. | Nitizinon ARan.
ERB, ERBan
2. | Afatinib PPARa, PPARy | 26. | Ibrutinib GRan., LXRB, 50. | Noretisteron | ERPan.
PPARB, PPARY
3. | Aprepitant ERoan., GRan., | 27. | Imatinib ERaan. 51. | Olopatadin ARan., ERa
LXRB, PPARY
4. | Apiksaban PPARy 28. | Indinavir ERo, PPARa 52. | Oksazepam ERP
PPARB, PPARY
5. Asenapin ERpan. 29. | Irbesartan ERpan. 53. | Paliperidon ERaan.,
PPARP
6. | Atovakon LXRa 30. | Irinotekan ERoan., ERBan., | 54. | Palonosetron | AR, ARan,
GRan ERa
7. Bifonazol ERpan. 31. | Kanaglifozin PPARP 55. | Parekoksib ERaan.
8. Biperiden ARan., ERa 32. | Kandesartan ERpan. 56. | Paritaprevir | GRan.
9. | Celekoksib ERa, ERaan, | 33. | Karbamazepin | ERfBan. 57. | Pomalidomid | AR
ERpan.
10. | Ceritinib ERpan. 34. | Klonazepam ERpan. 58. | Ponatinib GRan.,PPARy
11. | Cinakalcet ERa, ERBan., | 35. | Klozapin PPARa 59. | Regorafenib | ERa, ERfBan,,
PPARP
TRa
12. | Dabrafenib ERpan. 36. | Kobicistat PPARy 60. | Risperidon ERBan.,LXRpB
13. | Darifenacin ERa, PPARa 37. | Lapatinib PPARa, PPARy | 61. | Rupatadain | GRan.
14. | Darunavir PPARa 38. | Lopinavir PPARy 62. | Sertralin ERa
15. | Domperidon PPARp 39. | Lorazepam ERp 63. | Sitagliptin ERa
16. | Drospirenon LXRpB 40. | Lurasidon ERBan., GRan., 64. | Sorafenib ERaan.
LXRa, LXRpB
17. | Ebastin ERpan.,PPARa 41. | Maravirok PPARa,PPARP 65. | Tadalafil ERpan.
18. | Eltrombopag ERan., LXRa, 42. | Mianserin ERpan. 66. | Telmisartan | ERPan.
LXRp, PPARa
19. | Eslikarbazepin | ERa 43. | Montelukast ERoan., ERBan., | 67. | Tipranavir PPARao,
PPARy PPARB
20. | Ezetimib ERpan. 44. | Morfin ERo, ERB 68. | Pleriksafor ERoan.,
ERpan.
21. | Fosaprepitant | ERaan.,ERPan., | 45. | Naftifin ARan., ERB 69. | Vortioksetin | ARan.
GRan., PPARy
22. | Feksofenadin ERa 46. | Nelfinavir ERoan., ERBan., | 70. | Zafirlukast ERpan.
GRan.
23. | Glikvidon ERpBan 47. | Nilotinib ERoan.,ERpan.,
GRan., LXRa,
PPARa, PPARS,
PPARy
24. | Glimepirid PPAR« 48. | Nintedanib GRan.
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Za spojine aprepitant, eltrombopag, fosaprepitant, hidromorfon, ibrutinib, indinavir, lurasidon
ED prav tako napoveduje veliko moc¢nih interakcij. Tako v primeru aprepitanta v razred
»rdeC« razvrsti interakcije z ERaan., GRan., LXRf, PPARYy. Za eltrombopag v razred »rdec«
razvrsti interakcije z ERan., LXRa, LXR[, PPARa. Za fosaprepitant v razred »rdec« razvrsti
interakcije z ERoan.,ERBan., GRan., PPARy. Za hidromorfon v razred »rdec« razvrsti
interakcije z ARan., ERa, ERB, ERBan. Za ibrutinib v razred »rdeC« razvrsti interakcije z
GRan., LXRp, PPARPB, PPARy. Za indinavir v razred »rdeC« razvrsti interakcije z ERa,
PPARa PPARPB, PPARy. Za lurasidon pa v razred »rdeC« razvrsti interakcije z ERPan.,
GRan., LXRa, LXRp.

Na osnovi teh podatkov lahko tudi potrdimo 3. hipotezo, ki smo jo Zeleli preveriti v nasem

raziskovalnem delu in se glasi:

Med zdravilnimi u¢inkovinami, registriranimi v Republiki Sloveniji, obstajajo tudi take
ucinkovine, za katere Endocrine Disruptome napove visoko afiniteto vezave vsaj za eno
vrsto proucevanih receptorjev, za kar do zdaj Se niso bile objavljene nobene Studije in

tovrstne interakcije v literaturi Se niso bile omenjene.

Med obravnavanimi zdravilnimi u¢inkovinami je ED v primeru 70 ucinkovin napovedoval
visoko afiniteto vezave na jedrne receptorje, ki niso terapevtska tar¢a u¢inkovin in o katerih do

zdaj ni objavljenih podatkov.

Med ostalimi, Ze prej omenjenimi hipotezami, ki smo jih Zeleli z naso raziskavo potrditi ali

zavreci, je bila tudi naslednja:

Med zdravilnimi uc¢inkovinami, registriranimi v Republiki Sloveniji, obstajajo tudi take
ucinkovine, za katere racunalniski program Endocrine Disruptome ne napove vezave na

noben preizkusan jedrni receptor z visoko afiniteto.

To hipotezo lahko potrdimo, saj smo obravnavali 629 spojin, za katere ED ne napoveduje
vezave razvrscene v razred, ki napoveduje visoko moznost vezave. Rezultate pridobljene z ED

za te u¢inkovine smo podali v Prilogi 2.
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4.3 Ocena napovednosti programa

Z uporabo podatkovnih baz in podatkov o interakcijah proucevanih spojin z jedrnimi
receptorji, ki smo jih zasledili v clankih, smo skuSali oceniti pravilnost napovednosti
racunalniskega programa Endocrine Disruptome. Tako smo za oceno uporabili obc¢utljivost, ki
nam pove delez biolosko aktivnih — pozitivnih spojin, ki jih programski modul pravilno
opredeli; specifi¢nost, ki nam pove delez biolosko neaktivnih — negativnih spojin, ki jih modul
pravilno opredeli; in to¢nost, ki nam pove delez vseh spojin, ki jih modul pravilno napove.
IzraCun obcutljivosti, specifi¢nosti in to¢nosti smo izvedli po enacbah, ki so navedene spodaj

(64):

pravilno pozitivni + pravilno negativni
pravilno pozitivni + napacno pozitivni + pravilno negativni + napacno negativni

Tocnost =

pravilno pozitivni

Obcutljivost = - —— M —
pravilno pozitivni + napatno negativni

pravilno negativni
pravilno negativni + napacno pozitivni

Specifitnost =

Pri tem smo upostevali kar nekaj omejitev glede na podatke, ki smo jih uporabili za oceno
napovednosti programa. Baza podatkov ChEMBL napoveduje vezavo in silico, ne podaja pa
nadaljnje funkcijske opredelitve (agonizem, antagonizem), zato teh podatkov nismo uporabili
pri oceni programa Endocrine Disruptome. Tudi nismo uporabili vseh podatkov iz ¢lankov, ki
smo jih uspeli pridobiti, saj so tudi pridobljeni z in silico metodami (podatki za deksametazon

(LXRa, LXRp in ERa) in sorafenib).

Preglednica VIII podaja izraCunane vrednosti obcutljivosti, specificnosti in tocnosti za

posamezen receptor in celoten program.

Najvecjo tocnost napovedovanja vezave spojine na receptor ima ED za RXRa, kjer pravilno
napove vezavo v 93 % primerov. Najmanj to¢no napoveduje za GR, kjer le v 29 % primerov

daje pravilni rezultat, oz. pravilno napoveduje vezavo spojine na GR.
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Preglednica VIII: Rezultati pravilnosti vezave na jedrne receptorje. Oznake za prestete
vrednosti: Pp-pravilno pozitivni, Pn-pravilno negativni, Np-napacno pozitivni, Nn-napacno negativni,
oznake za izraCunane vrednosti: T-tocnost, O-obcutljivost, S-specificnost; CP-celotni program; Jr-
jedrni receptor.

Jr AR AR ER ER ER ER GR | GR LXR LXR PPA | PPA PPA RX TR TR B CP
an. o aan. B Ban. an. o B Ra RB Rp Ra o
Pp 16 20 14 16 3 7 16 19 3 4 1 1 8 1 1 1 131
Pn | 37 25 24 17 9 5 4 4 1 1 12 46 41 42 1 31 300
Np | 8 20 30 31 2 4 43 34 0 0 2 9 10 3 0 26 224
Nn | 16 13 9 7 5 0 5 9 1 0 3 2 5 0 0 3 78
T 0,69 0,58 0,49 | 0,46 0,63 0,75 0,29 | 0,35 0,80 1,00 0,72 0,81 0,77 093 | 1,00 | 0,52 0,59
0,50 0,61 0,61 | 0,70 0,38 1,00 0,76 | 0,68 0,75 1,00 0,25 0,33 0,62 1,00 | 1,00 | 0,25 0,63
S 0,82 0,56 0,44 | 0,35 0,82 0,56 0,09 | 0,11 1,00 1,00 0,86 0,84 0,80 093 | 1,00 | 0,54 0,57

Za vsak posamezni receptor so narejene ROC krivulje, ki jih najdemo na spletni strani

http://endocrinedisruptome.ki.si./ in izra¢unane AUC vrednosti, s ¢imer je povezana moc

napovednosti za interakcijo s posameznim receptorjem (50). Najnizji AUC so izracunali za
antagonisti¢no obliko androgenega jedrnega receptorja, ki iznasa AUC= 0,5851, zato smo tudi
pricakovali, da bo mo¢ napovednosti za ARan. najniZja. Izraunali smo, da je toc¢nost
napovedovanja interakcije za ARan. 58 %. Zanimivo je, da je ta vrednost za GR (za katerega
je AUC vrednost tudi nizka in iznaSa 0,6208) 29 %. Najvisjo AUC so izracunali za PPARa
(AUC= 0.8593), kar se sklada z naSimi rezultati to¢nosti napovedi vezave, ki je bila 72 %

Najbolj to¢no napoveduje ED vezavo na RXRa- kar v 93 % (AUC RXRo= 0.796).

Menimo, da je podatkov o vezavi spojin na LXRa, LXRP in TRa premalo za ustrezno
ocenitev napovednosti programa. Za LXRa in LXRp smo zbrali le 5 podatkov, za TRa pa 2
podatka, kaj je premalo za verodostojno oceno. Vzrok, da smo pridobili tako malo podatkov

je, da so interakcije spojin na splosno s temi receptorji zelo malo raziskane.

Najbolj je ED obcutljiv za dolocanje interakcije z ERPBan. in RXRa, ki iznasa 100 % in za
interakcijo spojin z GR (76 %). Najnizjo obcutljivost smo izracunali za PPARa in TR, ki
iznasa 25 %. Specificnost je najbolje ocenjena za RXRa (93 %), najnizje pa za GR (9 %).

Na osnovi teh podatkov lahko delno potrdimo tudi 5. hipotezo, ki smo si jo zastavili na

zacetku naloge, ki se glasi:
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Program Endocrine Disruptome ustrezno napoveduje moduliranje delovanja jedrnih

receptorjev z zdravilnimi u¢inkovinami.

Na temelju izraCunov specificnosti, obcutljivosti in to¢nosti smo ocenili tudi napovednost
celotnega programa. Tako s to€nostjo 59 % napoveduje vezave spojin na omenjene jedrne
receptorje, specifiCnost napovedi je 63 % in obcutljivosti 57 %. Pri teh ocenah je potrebno
poudariti, da smo pri nekaterih receptorjih imeli na voljo omejeno Stevilo podatkov, zato so te

ocene priblizne
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5. SKLEP

Namen nase raziskave je bil ugotoviti ali med zdravilnimi u¢inkovinami, ki imajo dovoljenje
za promet v Republiki Sloveniji, obstajajo tudi take, ki kaZejo afiniteto do vezave na jedrne

receptorje obravnavane z racunalniskim programom Endocrine Disruptome.

Ugotoviti smo tudi zeleli, ali racunalniski program Endocrine Disruptome ustrezno

napoveduje vezavo na jedrne receptorje.

Na podlagi zbranih podatkov in rezultatov eksperimentalnega dela smo prisli do naslednjih

ugotovitev:

¢ Kot nove potencialne modulatorje jedrnih receptorjev, za katere ra¢unalniski program
Endocrine Disruptome napoveduje visoko moznost vezave spojin (razred »rdec«), smo
identificirali 70 zdravilnih u¢inkovin.

e V najvec primerih se novi potencialni modulatorji jedrnih receptorjev vezejo na ERPan
(27 primerov). V nobenem primeru ne vezejo na GR, RXRa in TRp.

e Za 34 zdravilnih ucinkovin, ki preko vezave na jedrne receptorje izkazujejo
farmakolosko delovanje, kar so potrdile tudi razlicne Studije, je racunalniski program
Endocrine Disruptome napovedal vezavo Se na kak drug jedrni receptor.

e Za 99 zdravilnih u¢inkovin, katerih prvotna tar¢a ni noben med 12-imi obravnavanimi
jedrnimi receptorji, Endocrine Disruptome razvrsti moznost interakcije v razred »rdec«
vsaj za en receptorski sistem.

e Za 629 zdravilnih ucinkovin program Endocrine Disruptome ne napove vezave na
noben preizkuSan jedrni receptor z visoko afiniteto (jih ne razvrsti v razred »rdec«).

e Najvecjo to€nost napovedovanja vezave ucinkovin na receptorje ima program
Endocrine Disruptome za RXRa, kjer pravilno napove vezavo v 93 % primerov.
Najmanj to¢no napoveduje za GR, kjer le v 29 % primerov daje pravilni rezultat, oz.
pravilno napoveduje vezavo u¢inkovine na GR.

e Racunalniski program Endocrine Disruptome s tocnostjo 59 % napoveduje vezavo
ucinkovin na omenjene jedrne receptorje. Specificnost napovedi je 63 % in

obcutljivosti 57 %.
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Priloga 2:

Preglednica VI: Pridobljeni rezultati vezave (vezalna energija) zdravilnih ucinkovin, za katere racunalniSki program
Endocrine Disruptome napoveduje vezavo, razvrS€eno v razred »rde¢« vsaj za en receptor. Preglednica je sestavljena po
njihovi ATC Klasifikaciji. V desnem kotu je oznaceno ali obstajajo podatki o vezavi doloc¢ene zdravilne ucinkovine na ta
jedrni receptor; PC-PubChem, DB-DrugBank, CH-ChEMBL, $tevilka oznacuje ¢lanek (referenca pod to Stevilko); + pravilno napoveduje, -
nepravilno napoveduje; ¢e zraven ni oznake, pomeni, da nismo nasli podatkov v podatkovnih bazah in strokovnih ¢lankih.
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http://endocrinedisruptome.ki.si/static/results/cxwryjrdup/1SJ0_dock.pdbqt
http://endocrinedisruptome.ki.si/static/results/cxwryjrdup/3OLS_dock.pdbqt
http://endocrinedisruptome.ki.si/static/results/cxwryjrdup/1QKN_dock.pdbqt
http://endocrinedisruptome.ki.si/static/results/cxwryjrdup/3BQD_dock.pdbqt
http://endocrinedisruptome.ki.si/static/results/cxwryjrdup/3N52_dock.pdbqt
http://endocrinedisruptome.ki.si/static/results/cxwryjrdup/3IPS_dock.pdbqt
http://endocrinedisruptome.ki.si/static/results/cxwryjrdup/1P8D_dock.pdbqt
http://endocrinedisruptome.ki.si/static/results/cxwryjrdup/3KDU_dock.pdbqt
http://endocrinedisruptome.ki.si/static/results/cxwryjrdup/3GZ9_dock.pdbqt
http://endocrinedisruptome.ki.si/static/results/cxwryjrdup/3ET3_dock.pdbqt
http://endocrinedisruptome.ki.si/static/results/cxwryjrdup/1MV9_dock.pdbqt
http://endocrinedisruptome.ki.si/static/results/cxwryjrdup/3ILZ_dock.pdbqt
http://endocrinedisruptome.ki.si/static/results/cxwryjrdup/3IMY_dock.pdbqt

