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POVZETEK

Izpostavitev hormonskim motilcem je povezana z nastankom endokrinih motenj, zato je
identificiranje kemikalij, ki lahko delujejo kot hormonski motilci, kljuéno za zaS¢ito
zdravja ljudi in zivali. V diplomski nalogi smo preucevali morebitni vpliv paracetamola
(PAR), diklofenaka (DIC) in njegovega metabolita 4'-hidroksidiklofenaka (4'OH-DIC) ter
piceatanola (PIC) na androgeni in glukokortikoidni sistem. Vse testirane spojine vsebujejo
podobne strukturne elemente kot Ze znani hormonski motilci in preko katerih lahko poteka
tvorba interakcij z receptorji endokrinega sistema in posledicno motenje endokrinega
delovanja. Potencialni vpliv PAR in PIC na motenje delovanja hormonskega sistema
opisujejo tudi nedavne raziskave. PAR in DIC se Siroko uporabljata v terapevtske namene,
izpostavljenost pa je lahko tudi neposredna, saj PAR in DIC spadata med ucinkovine, ki so
pogosto zaznane v vodnem okolju. PIC smo lahko izpostavljeni preko jemanja prehranskih
dopolnil z resveratrolom ali preko uZivanja dolocene hrane in pijace, ki vsebuje PIC.

Za vrednotenje delovanja testiranih spojin na androgeni in glukokortikoidni sistem smo
uporabili in vitro metodo testiranja s celi¢no linijo MDA-kb2, ki izraza androgene (AR) in
glukokortikoidne receptorje (GR), hkrati pa vsebuje reporterski gen za luciferazo. Najprej
smo s testom MTS dolocili prvo necitotoksi¢no koncentracijo, ki je za PAR, DIC in PIC
znasala 175 pM in za 4'OH-DIC 50 pM. Agonisti¢ni in antagonisticni ucinek testiranih
spojin na AR in GR celi¢ne linije MDA-kb2 smo vrednotili z uporabo luciferaznega testa.
Spojine smo testirali v prvi necitotoksicni koncentraciji ter v velikostnih razredih
koncentracij, ki se nahajajo v plazmi po terapevtski uporabi (PAR, DIC, 4'OH-DIC in PIC)
oziroma v koncentracijah, ki jih lahko izmerimo v okolju (PAR in DIC). Rezultati testiranj
so pokazali, da PAR, DIC, 4'OH-DIC in PIC izkazujejo ucinek na AR in/ali GR celi¢ne
linije MDA-kb2. Uc¢inek na AR in/ali GR celi¢ne linije MDA-kb2 so izkazovali v prvi
necitotoksicni koncentraciji (PAR kot agonist na AR in GR; DIC kot meSani
agonist/antagonist na AR in GR; 4'OH-DIC kot agonist na GR in PIC kot agonist na AR in
GR), v terapevtskih koncentracijah (PAR sam ali v kombinaciji z dihidrotestosteronom kot
agonist na AR in kot antagonist na GR; DIC kot agonist na AR; 4'OH-DIC kot agonist na
GR in PIC v kombinaciji z dihidrotestosteronom kot agonist na AR) in v okoljskih
koncentracijah (PAR kot antagonist na GR).

Rezultati raziskave diplomske naloge kaZejo, da testirane spojine PAR, DIC, 4'OH-DIC in
PIC lahko izkazujejo potencial hormonskih motilcev. Zaradi Siroke terapevtske uporabe in

potencialne neposredne izpostavljenosti spojinam preko okolja, je smiselno nadaljnje

vii



testiranje vpliva teh spojin na hormonski sistem.

Kljuéne besede: hormonski motilci, paracetamol, diklofenak, 4'-hidroksidiklofenak,

piceatanol, androgeni receptor, glukokortikoidni receptor, celi¢na linija MDA-kb2
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ABSTRACT

Exposure to endocrine-disrupting chemicals can lead to health problems, related to
irregularities in the functioning of the endocrine system. Therefore, identifying chemicals
that can act as endocrine-disrupting chemicals is crucial to maintain the health of humans
and animals.

The main objective of this study was to evaluate the potential influence of the selected
nonsteroidal anti-inflammatory drugs paracetamol (PAR), diclofenac (DIC) and its
metabolite 4°-hydroxydiclofenac (4’OH-DIC), and piceatannol (PIC) on the androgen and
glucocorticoid system. All tested substances contain in their chemical structure similar
elements as already known endocrine-disrupting chemicals. These structural elements can
be responsible for the interactions with hormone receptors and consequently for
disturbances of the endocrine system. The potential acting of PAR and PIC as endocrine-
disrupting chemicals was already described in previous studies. PAR and DIC are widely
used for therapeutic purposes. However, the exposure to PAR and DIC can also be
indirect, as PAR and DIC are commonly found in the water environment. The human
exposure to PIC can be due to the intake of supplements that contain resveratrol or by
intake of certain foods and beverages, which contain PIC.

For the evaluation of potential influence of tested substances on the androgen and
glucocorticoid system the in vitro system with MDA-kb2 cell line was used. The MDA-
kb2 cell line expresses the androgen receptors (AR) and glucocorticoid receptors (GR) and
contains the luciferase reporter gene construct. In the first part of the study we examined
the cytotoxicity of PAR, DIC, 4°0OH-DIC and PIC and determined their first non-cytotoxic
concentration, which was 175 uM for PAR, DIC and PIC and 50 uM for 4°OH-DIC. The
agonist and antagonist properties of tested substances were examined with the luciferase
reporter gene assay.

The examined substances were tested in their first non-cytotoxic concentration and in
concentration range in which the tested substances are present in plasma after therapeutic
use (PAR, DIC, 4°0OH-DIC and PIC) or in the water environment (PAR and DIC). Results
of this study showed that PAR, DIC, 4°"OH-DIC and PIC can act as endocrine-disrupting
chemicals on the androgen and glucocorticoid receptors of the MDA-kb2 cell line. The
effect on the AR and/or GR of the MDA-kb2 cell line was noticed in the tested first non-
cytotoxic concentration (PAR as agonist on AR and GR; DIC as mixed agonist/antagonist

on AR and GR; 4°OH-DIC as agonist on GR and PIC as agonist on AR and GR). The

X



tested substances acted as endocrine-disrupting chemicals on AR and GR of the MDA-kb2
cell line also in the concentration range that covers plasma concentrations of tested
substances after therapeutic use (PAR alone or in combination with dihydrotestosteron as
agonist on AR and as antagonist on GR; DIC as agonist on AR; 4’OH-DIC as agonist on
GR and PIC in combination with dihydrotestosteron as agonist on AR) and in the
concentration range in which tested substances can be found in the water environment
(PAR as antagonist on GR).

The results of this study indicate that tested substances PAR, DIC, 4°OH-DIC and PIC can
act as endocrine-disrupting chemicals. Because of the wide therapeutic use of PAR and
DIC, and due to the potential exposure to tested substances through indirect environmental
exposure, further research about potential influence of PAR, DIC, 4"OH-DIC and PIC on

the endocrine system is required.

KEYWORDS: endocrine-disrupting  chemicals, paracetamol, diclofenac, 4°-
hydroxydiclofenac, piceatannol, androgen receptor, glucocorticoid receptor, MDA-kb2 cell

line



SEZNAM OKRAJSAV

4°0OH-DIC  4’-hidroksidiklofenak

118-HSD1 11B-hidroksisteroid-dehidrogenaza tip 1
11B-HSD2  11pB-hidroksisteroid-dehidrogenaza tip 2

ACTH adrenokortikotropni hormon

AR androgeni receptor

ARE androgen odzivni element

ATP adenozintrifosfat

CAS enoznacen Stevil¢ni identifikator kemijskih elementov, spojin, polimerov,

bioloskih sekvenc, zmesi in zlitin

COX ciklooksigenaza

CRF kortikotropin sproscujoci faktor
CYP citokrom P450

DNA deoksiribonukleinska kislina
DBD DNA vezavna domena

DES dietilstilbestrol

DIC diklofenak

DMSO dimetilsulfoksid

DHT Sa-dihidrotestosteron

EDC kemikalije, ki motijo hormonski sistem
ER estrogeni receptor

FBS fetalni telecji serum

FLU flutamid

FSH folikle stimulirajo¢i hormon
GnRH gonadoliberin

GR glukokortikoidni receptor

GRE glukokortikoidni odzivni element
HC hidrokortizon

HDL lipoprotein z visoko gostoto

HM hormonski motilci

HPA hipotalamus - hipofiza - skorja nadledvic¢ne Zleze
HRE hormonski odzivni element

HSP proteini toplotnega Soka
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IPCS
L-15
LAF
LBD
LBD-AR
LDL

LH

MR
MTS

MTT
NAD(P)H
NAPQI
NF«B
NSAID
NTD
OECD
PAR
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PMS
PGE,
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PGIL,

PIC
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RU-486
TNF- a
uv
VLDL
WHO

Mednarodni program za kemijsko varnost
Leibovitz-ev medij

laminarni pretok zraka

ligand vezavna domena

ligand vezavna domena androgenega receptorja
lipoprotein z nizko gostoto

luteinizirajoci hormon

mineralokortikoidni receptor
3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-5-(3-karboksimetoksifenil )-2-(4-sulfofenil )-2H-
tetrazolijeva sol
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijeva sol
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
N-acetil-p-benzokinonimin

jedrni faktor kB

nesteroidne protivnetne uc¢inkovine

N - terminalna domena

Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj
paracetamol
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fenazin metosulfat
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prostaglandin I,
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mifepriston

tumor nekrotizirajoci faktor alfa

ultravijoli¢no sevanje

lipoprotein z zelo nizko gostoto

Svetovna zdravstvena organizacija
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1 UVOD

1.1 HORMONSKI MOTILCI

Raziskave kaZejo, da pojavnost in razSirjenost bolezni, ki nastanejo kot posledica motenja
endokrinega sistema v zadnjih letih narasca (1). Ljudje smo vsakodnevno izpostavljeni
Stevilnim substancam, ki zaradi svojih strukturnih lastnostih in sposobnosti u¢inkovanja pri
zelo nizkih koncentracijah posnemajo delovanje hormonov in motijo na§ kompleksen in
natan¢no uravnavan endokrini sistem (2). Te substance imenujemo hormonski motilci
(HM). Po Mednarodnem programu za kemijsko varnost (IPCS) in Svetovni zdravstveni
organizaciji (WHO) je hormonski motilec definiran kot eksogena substanca ali mesanica,
ki spremeni funkcijo(e) endokrinega sistema in posledi¢no povzroci neZelene zdravstvene
uc¢inke v organizmu, njegovih potomcih ali (sub)populacijah (3). Skupina snovi,
definiranih kot HM, je zelo obSirna in heterogena (2). HM so lahko sinteznega ali
naravnega izvora, pri ¢emer trenutno najve¢jo skrb zbujajo sinteticno pridobljene
industrijske kemikalije (4). Med primere HM sinteznega izvora spadajo industrijska topila
(dioksini, poliklorirani in polibromirani bifenili), sestavine plastike (bisfenol A, ftalati,
polifluroalkili, polibromirani difenil etri), surfaktanti (alkilfenoli), pesticidi (organoklorni
pesticidi) (4) in zdravila (npr. paracetamol, acetilsalicilna kislina, indometacin) (5). Primer
HM naravnega izvora predstavljajo fitoestrogeni (npr. genistein) (6). HM najdemo v
vsakodnevno uporabljenih predmetih kot so plasticne steklenice, kovinske plocevinke za
hrano, kozmetika in igrae (7). Lahko smo jim izpostavljeni tudi preko uZivanja
kontaminirane hrane in vode, saj so Stevilni HM prisotni v okolju v ng/L do mg/L
koncentracijskem obmocju (8).

Posledice okoljske izpostavljenosti HM so v vecji meri dokazane na populaciji divjih
zivali. Vpliv take izpostavljenosti se kaze v razvoju reproduktivnih nepravilnosti,
feminizaciji ali maskulinizaciji, zmanjSani plodnosti, motnjah v razvoju, poSkodbah
nevroloske funkcije in zmanjSanem imunskem sistemu. Posledice okoljske izpostavljenosti
HM Jjudi so teZje direktno dokazljive (8,9). Nastanek hormonskih motenj pri ljudeh
najpogosteje  povezujejo z izpostavljenostjo  ksenoestrogenom, antiestrogenom,
antiandrogenom ter z ostalimi HM, ki motijo tiroidno, kortikoidno in druge metabolne
funkcije (1). Podobno kot pri raziskavah na populaciji divjih Zivali, tudi epidemioloske
raziskave kazejo na povezavo med potencialno izpostavljenostjo ljudi HM in posledi¢nim

nastankom nepravilnosti. Te se kazejo kot nepravilnosti moSkega in Zenskega



razmnoZevalnega sistema (zmanjSano Stevilo semencic, kriptorhizem (nespuS¢ena moda),
hipospadiaza (prirojena nepravilnost spolnega organa), endometrioza (pojav materni¢ne
sluznice zunaj normalnega mesta)), nastanek hormonsko odvisnih rakov (rak mod,
prostate, dojk), nepravilnosti v delovanju tiroidnega, Zivénega in adrenalnega sistema ter
pojavnost imunskih in metaboli¢nih motenj (10).

HM lahko motijo endokrini sistem po ve€ razlicnih poteh in mehanizmih delovanja.
Glavna pot delovanja poteka preko direktne ali indirektne interakcije z jedrnimi receptorji
(8). Cloveski genom vsebuje 48 jedrnih receptorjev, ki so vkljuéeni v uravnavanje klju¢nih
funkcij, kot so razvoj zarodka, homeostaza, reprodukcija, metabolizem in odziv na
ksenobiotike (11). Jedrni receptorji so od liganda odvisni transkripcijski faktorji in so na
podlagi evolucijske sorodnosti razdeljeni v 6 skupin (12). Obravnavana jedrna receptorja v
diplomskem delu (androgeni receptor (AR) in glukokortikoidni receptor (GR)) spadata
med steroidne receptorje in se poleg estrogenega receptorja (ER) in mineralokortikoidnega
receptorja (MR) uvrS€ata v 3 skupino jedrnih receptorjev (12). HM lahko direktno
interagirajo z jedrnimi receptorji preko posnemanja delovanja endogenih hormonov. Pri
tem se vezejo na jedrni receptor in aktivirajo gensko transkripcijo (agonisticno delovanje)
ali zasedejo vezavna mesta na jedrnih receptorjih, povzrocijo konformacijske spremembe
in/ali preprecijo vezavo receptorja na DNA, s ¢imer posledicno preprecijo ekspresijo
genov (antagonisticno delovanje) (4). Med indirektne interakcije HM spadajo motenje
steroidogeneze, metabolizma, transporta in spro$¢anja hormonov, vpliv na ekspresijo
receptorjev, transkripcijskih koaktivatorjev in metabolnih encimov ter spreminjanje
koli¢ine hormonov preko vpliva na celi¢no signaliziranje (npr. inhibicija histon acetilaze,
inhibicija aromataze) (8). Poleg delovanja preko klasi¢ne, poCasne, genomske poti lahko
delujejo tudi preko hitrih, negenomskih mehanizmov, znano pa je tudi medsebojno
sporazumevanje med genomskimi in negenomskimi potmi (1). Na specificen nacin
delovanja HM vplivajo tudi njihove posebne karakteristike, kot so izkazovanje ucinka
delovanja pri zelo nizkih koncentracijah (13), tkivno specificno delovanje (14), aditivni
u¢inek kombinacije HM (15) in u€inkovanje po principu netipi¢ne, nemonotone krivulje
odmerek-odziv (13,14). Pomembno vlogo pri razvoju potencialnih zdravstvenih tezav
predstavlja tudi obdobje in Cas izpostavljenosti HM, pri ¢emer najobcutljivejSo skupino
predstavljajo nose¢nice oziroma zarodek v razvoju (2). Porocila o prisotnosti HM v okolju
so spodbudila diskusije po potrebi razvoja strategij za oceno varnosti in regulacijo

kemikalij z lastnostmi endokrinega motilca. Organizacija za gospodarsko sodelovanje in



razvoj (OECD) je Ze leta 1998 zacela z visoko prioritetno nalogo, da obnovi obstoje€e in
razvije nove testne smernice za presejanje in testiranje kemikalij, ki lahko delujejo kot HM
(EDC). OECD konceptualni okvir za testiranje in oceno EDC obsega pet nivojev in
predstavlja orodje, preko katerega lahko z razli¢nimi testi pridobimo informacije za

detekcijo nevarnosti endokrinih motilcev (Priloga 1) (16).

1.2 ANDROGENI SISTEM
1.2.1 ANDROGENI

Splosno se izraz androgeni uporablja za razred steroidnih hormonov, ki vsebujejo 19-C-
androstan steroidni skelet in so proizvedeni v spolnih Zlezah in skorji nadledvicne Zleze pri
obeh spolih (17). Pri moSkem androgeni predstavljajo moske spolne hormone, ki
opravljajo klju¢no funkcijo v razli¢nih Zivljenjskih obdobjih moskega. Med embriogenezo
so odgovorni za razvoj moskega fenotipa, v puberteti za spolno dozoritev in v odrasli dobi
za vzdrzevanje moske reproduktivne funkcije (18,19). Glavni predstavnik androgenov je
testosteron, ki se primarno sintetizira iz holesterola v Leydigovih celicah v modih. Prav
tako se v manjSi meri sintetizira v skorji nadledvi¢ne Zleze in v jaj¢nikih pri Zenskah.
Sinteza testosterona je uravnavana preko osi hipotalamus-hipofiza-spolne Zleze.
Hipotalamus izlo¢a gonadoliberin (GnRH), ki nadalje uravnava izlo¢anje hormonov iz
sprednje hipofize - folikle stimulirajoega hormona (FSH) in luteinizirajoega hormona
(LH). FSH spodbuja spermatogenezo v Sertolijevih celicah, LH pa sintezo testosterona v
Leydigovih celicah v modih. Po nacelu negativhe povratne zveze testosteron zavira
spros¢anje FSH in LH iz hipofize ter GnRH iz hipotalamusa (20). Testosteron se pod
vplivom encima Sa-reduktaze (tip 2) v moskem urogenitalnem traktu, koZi genitalij, lasnih
foliklih in v jetrih pretvori v Sa-dihidrotestosteron (DHT). DHT je odgovoren za
maskulinizacijo genitalij in utero ter za spremembe v Casu pubertete (rast in aktivnost
prostate, rast moskega spolnega organa, potemnitev koZe mod, rast sramnih dlak ter dlak
po obrazu in telesu). V €asu pubertete se v koZi izrazi tudi encim Sa-reduktaza (tip 1), ki
prispeva k aktivnosti zlez lojnic in pojavu aken. Testosteron, ki se ne pretvori v DHT, je
odgovoren za uravnavanje funkcije Sertolijevih celic, povefanje VLDL in LDL,
zmanjSanje HDL, odlaganje ma$cob na trebuhu, spodbujanje rasti kosti, anabolno
delovanje ter vzdrZevanje erektilne funkcije in libida (21).

Androgeni imajo pomembno fiziolosko vlogo tudi pri Zenskah (18). Pomembni so za

razvoj reproduktivne funkcije, hormonske homeostaze in predstavljajo vmesne prekurzorje



v biosintezi estrogenov (17). Glavna prekurzorja v sintezi estrogenov sta androstendion in
testosteron, njuno konverzijo v estrogene katalizira encimski kompleks aromataza (22).
Med mesta delovanja androgenov pri Zenskah spadajo hipotalamus, limbi¢ni sistem, kosti,
prsi, skeletne miSice, adipozno tkivo in genitalije. Androgeni pri Zenskah tako vplivajo na
gostoto kosti, miSicno maso in moc¢, porazdelitev adipoznega tkiva, spolno Zeljo,

razpoloZenje in energijo (17).

1.2.2 ANDROGENI RECEPTOR

Androgeni vecino svojih u¢inkov izvajajo preko interakcije z androgenim receptorjem
(AR), ki ga uvrs¢amo med jedrne receptorje (19). Sestava AR vkljucuje tri glavne domene:
N-terminalno domeno (NTD), DNA-vezavno domeno (DBD) in ligand-vezavno domeno
(LBD) (23). NTD sluzi kot mediator vec¢ine AR transkripcijske aktivnosti, saj omogoca
vezavo in zagon delovanja ko-regulatorjev. DBD vsebuje motiv dveh zinkovih prstov, ki
omogocata prepoznavo specificnega DNA zaporedja, vezavo receptorja na DNA in
dimerizacijo monomerov receptorja. LBD predstavlja vezavno domeno AR, ki izkazuje
visoko afiniteto do androgenih ligandov (24). AR se pred vezavo liganda nahaja v
citoplazmi, vezan na proteine toplotnega Soka, kot so Hsp90 in Hsp70 (25). Po vezavi
androgenov pride do sprostitve proteinov toplotnega Soka in konformacijske spremembe
AR, kateri sledi vstop receptorja v jedro, fosforilacija in tvorba homodimera. AR-dimer se
nadalje veZe na androgen odzivni element (ARE), ki se nahaja v regulatorni regiji tar¢nega
gena. Sledi vezava kompleksa ko-regulatorjev, kar vodi v zacetek transkripcijskega
procesa in sprememb v ekspresiji tar¢nih genov (19) (Priloga 2).

Delovanje androgenov preko AR spada med klasicno genomsko delovanje, katerega
ucinek je obicajno viden po ve¢ kot pol ure. NovejSe raziskave navajajo tudi hitro,
negenomsko delovanje androgenov, katerih ucinek je viden v ¢asovnem intervalu nekaj
sekund oz. minut. Mehanizem negenomskega delovanja androgenov naj bi potekal preko
klasi¢nega intracelularnega androgenega receptorja, transmembranskega androgenega

receptorja in transmembranskega spolne hormone vezujo€ega globulina (26).

1.2.3 ENDOKRINI MOTILCI ANDROGENEGA SISTEMA

Znanih je ve¢ mehanizmov delovanja, po katerih endokrini motilci lahko motijo poti
androgene signalizacije. Endokrine motilce androgene signalizacije lahko razdelimo v dve

skupini. Med prvo skupino uvrS¢amo spojine, ki motijo biosintezo ali metabolizem



androgenov in tako indirektno spreminjajo funkcijo androgenov (t.i. od receptorja
neodvisni motilci). V drugo skupino uvr§¢amo spojine, ki interagirajo z AR in motijo od
liganda odvisno transkripcijsko funkcijo (t.i. od receptorja odvisni motilci) (27). Med
ostale mehanizme delovanja androgenih motilcev spadajo Se motnje ekspresije stopnje
androgenih receptorjev in motnje signalizacije povratne zanke FSH/LH (28).

Motilce, ki delujejo preko androgenih receptorjev, lahko klasificiramo v agoniste in
antagoniste. Agonist se veze na AR in sproZi odziv, ki posnema ucinek naravno prisotnega
androgena. Antagonisti delujejo nasprotno kot agonisti in blokirajo aktivacijo AR. (27).
Tako ksenobiotiki, ki posnemajo ucinke androgenov, kot ksenobiotiki, ki izkazujejo
antiandrogeni ucinek, vodijo v pojav neZelenih uinkov. Glede na dosedanje raziskave
vecina okoljskih endokrinih motilcev, ki moti androgeno signilizacijo in ki jih povezujejo z
nastankom vecjih zdravstvenih teZav, u€inkuje kot antiandrogeni (28).

Ker je moska spolna diferenciacija v celoti odvisna od androgenov, imajo spojine, ki
delujejo kot motilci androgenega sistema, vecji vpliv na razvoj moskega reproduktivnega
trakta. Studije povezujejo prenatalno izpostavljenost antiandrogenim motilcem s pove&ano
pojavnostjo kritporhizma, hipospadiaze, raka testikularnih zarodnih celic, z zmanjSanim
Stevilom semencic ter z zamaknjeno puberteto in zmanjSano anogenitalno distanco pri
novorojenih fantkih (27). Izpostavljenost antiandrogenom pri odraslih moskih povezujejo s
pojavnostjo zmanjSanega Stevila semencic v semenski tekocCini, azoospermijo (semenska
tekocina ne vsebuje semencic) in z zmanjSanjem libida (28).

Pri Zenskah izpostavljenost eksogenim androgenom vodi v maskulinizacijo (20), motnje v
delovanju androgenega sistema pa so povezane s pojavom sindroma policisti¢nih jajénikov
(hiperandrogenizem) ali prezgodnjim prenehanjem delovanja jaj¢nikov (inaktivacija
androgenih receptorjev) (29). Primeri kemikalij, ki motijo androgeni sistem, so

predstavljeni v prilogi 3.

1.3 GLUKOKORTIKOIDNI SISTEM
1.3.1 GLUKOKORTIKOIDI

Glukokortikoidi so steroidni hormoni, ki vsebujejo 21-C-pregnan steroidni skelet in se
sintetizirajo v zoni fasciculati skorje nadledvi¢ne Zleze. NajpomembnejSi endogeni
glukokortikoid je kortizol, ki ga imenujemo tudi hidrokortizon. Odgovoren je za izvajanje
vecine (najmanj 95 %) glukokortikoidnih ucinkov. Za preostali delez glukokortikoidnih

ucinkov je odgovoren kortikosteron (30). Sinteza in sproS€anje glukokortikoidov je



uravnavano preko osi hipotalamus-hipofiza-skorja nadledvicne Zleze (HPA o0s).
Hipotalamus izloca kortikotropin sproS¢ujoci faktor (CRF) in vazopresin, katera aktivirata
izloCanje adrenokortikotropnega hormona (ACTH) iz hipofize. ACTH nadalje stimulira
sintezo in izlo¢anje glukokortikoidov iz skorje nadledvi¢ne Zleze. Spros¢anje ACTH in
CRF je inhibirano preko negativne povratne zveze z naras¢ujoco koncentracijo
glukokortikoidov v krvi (20). Vecina kortizola v plazmi (90 %) se veze na kortikosteroid
vezujoc¢i globulin, medtem ko je preostali kortizol prost ali Sibko vezan na albumin in
lahko ucinkuje na tar¢ne celice (31).

Glukokortikoidi so pomembni regulatorji metabolizma ogljikovih hidratov, masc¢ob in
proteinov (31). Na metabolizem ogljikovih hidratov vplivajo preko stimulacije
glukoneogeneze v jetrih ter zmanjSanega privzema glukoze v celice, posledica Cesar je
povecanje koncentracije glukoze v krvi. Vpliv glukokortikoidov na metabolizem proteinov
se kaZe v zmanjSani sintezi proteinov in povecanem katabolizmu proteinov v vseh celicah,
razen v jetrih, zmanjSanem transportu aminoksilin v ekstrahepati¢na tkiva in poveanem
transportu aminokislin v jetra. Posledi¢no se poveca sinteza proteinov v jetrih in konverzija
aminokislin v glukozo. Glukokortikoidi tudi povecajo mobilizacijo mas¢obnih kislin iz
adipoznih tkiv, zaradi Cesar je v krvi na voljo ve¢ prostih maScobnih kislin, ki jih telo
namesto glukoze lahko porabi za tvorbo energije (30). Skupni cilj vseh opisanih u¢inkov
glukokortikoidov je povecanje razpoloZzljivosti glukoze za glukozno odvisna tkiva, kot so
mozgani in srce v Casu stradanja. Glukokortikoidi vplivajo tudi na imunski odziv preko
regulacije aktivnosti levkocitov, zaviranja tvorbe citokinov in preko vpliva na Zivljenjsko
dobo imunskih celic (31,32). Med ostale funkcije glukokortikoidov spadajo tudi vpliv na
delovanje centralnega ZivCnega sistema, prebavnega, renalnega, reproduktivnega in

hematopoetskega sistema (31).

1.3.2 GLUKOKORTIKOIDNI RECEPTOR

Glukokortikoidi izvajajo svoje fizioloske funkcije preko vezave na glukokortikoidni
receptor (GR) (31). GR so steroidni hormonski receptorji, ki jih skupaj z androgenim,
estrogenim in mineralokortikoidnim receptorjem uvr§¢amo v 3 skupino superdruZine od
ligandov odvisnih transkripcijskih faktorjev - jedrnih receptorjev (12).

Sestava GR vkljucuje N-terminalno domeno (NTD), DNA-vezavno domeno (DBD) in
ligand vezavno domeno (LBD). Vse tri domene imajo klju¢no funkcijo pri opravljanju

transkripcijske aktivnosti GR. NTD vsebuje regijo AF1, preko katere poteka direktna



interakcija s transkripcijskimi faktorji in kofaktorji. Preko DNA vezavne domene poteka
vezava na specificno zaporedje DNA, imenovano hormonski odzivni element (HRE). LBD
vsebuje Zep za vezavo liganda in regijo AF2, preko katere potekajo interakcije s
koaktivatorji in korepresorji (12,33). GR se pred vezavo liganda nahajajo v citoplazmi, kjer
tvorijo komplekse s proteini toplotnega Soka. Po vezavi liganda na GR pride do aktivacije
receptorja, disociacije receptorja od multiproteinskega kompleksa ter do translokacije
kompleksa ligand-GR v jedro. Nadalje se homodimeri kompleksa ligand-GR veZejo na
zaporedje DNA, ki se imenuje glukokortikoidni odzivni element (GRE). GRE se nahajajo
na promoterski regiji tarcnih genov (34). Kompleks ligand-GR se lahko veZe na pozitivni
GRE, kar vodi do aktivacije transkripcijskega procesa in do ekspresije tarCnega gena.
Proces imenujemo transaktivacija. Nasprotno vezava na negativni GRE vodi v represijo
ekspresije tarnega gena (33). Transrepresija poteka tudi preko vezave kompleksa ligand-
GR na podenote transkripcijskih faktorjev ter preko kompeticije za jedrne koaktivatorje
(34) (Priloga 4). Transaktivacija in transrepresija sodita med genomske mehanizme
delovanja glukokortikoidov. Med negenomske mehanizme sodijo vplivi glukokortikoidov
na membrane lipidov, proteinov in intracitoplazemskih proteinov ter interakcije z

glukokortikoidnimi transporterji (34).

1.3.3 ENDOKRINI MOTILCI GLUKOKORTIKOIDNEGA SISTEMA

Glukokortikoidni odzivi so regulirani preko razli¢nih stopenj, kot so biosinteza, vezava na
serumske proteine, celicni privzem, vezava na receptor, metabolizem in izloCanje iz
organizma (35). Na delovanje glukokortikoidov vplivajo tudi faktorji, kot so tip in
koncentracija liganda ter ekspresijska stopnja receptorja. Pomemben del predstavlja tudi
vezavna afiniteta ligandov do GR in njihova biorazpolozljivost (33). Ksenobiotiki lahko
zmotijo posamezne stopnje glukokortikoidne regulacije ali delujejo na razli¢ne tarce preko
posnemanja glukokortikoidnih molekul (35). Motenje regulacije krvne koncentracije
endogenih glukokortikoidov vodi do nastanka endokrinih motenj (33).

Ksenobiotiki, ki motijo razpolozljivost glukokortikoidov ali funkcijo GR, motijo status
celicne energije s spremembami ekspresije genov, ki so udeleZzeni v metabolizmu
ogljikovih hidratov, lipidov in proteinov. Glukokortikoidi promovirajo zastoj celi¢nega
cikla. Kroni¢na izpostavljenost kemikalijam, ki motijo z glukokortikoidi nadzorovan
celi¢ni cikel, predstavlja potencialno tveganje za razvoj raka. Pravilna funkcija

glukokortikoidov je pomembna v kriticnem oknu med nose¢nostjo za regulacijo Casa



nosecnosti in poroda. Motnje v sintezi glukokortikoidov, regulaciji HPA osi in 113-HSD2
aktivnosti povezujejo s spremenjeno dolZino nosecnosti in poroda (35). Ksenobiotiki, ki
inhibirajo 11B-HSD2, preprecijo inaktivacijo kortizola v zbiralcih in distalnih tubulih
ledvic, kar vodi do aktivacije MR s kortizolom in do posledi¢nega zadrZevanja natrija ter
nastanka hipertenzije. 113-HSD2 ima klju¢no funkcijo tudi v regulaciji razvoja ploda in
varuje plod pred visokimi koncentracijami kortizola matere. Intrauterina izpostavljenost
povecanim ravnem glukokortikoidov je povezana z zmanjSano porodno tezo, glukozno
intoleranco in kardiovaskularnimi komplikacijami kasneje v Zivljenju. Inhibicija 11B-
HSD1 vodi do pomanjkanja glukokortikoidov, kar se kaZe v neustreznem imunskem
odzivu in vnetnih reakcijah (36). Motenje aktivnosti GR v moZganih in spremenjena
regulacija HPA osi vodi v nastanek kognitivnih motenj in prispeva k razvoju depresije.
Med ostale psihicne bolezni, povezane s povecano koncentracijo endogenih
glukokortikoidov, spadajo Se anksioznost, razdrazljivost in psihoze. Kroni¢no povecane
ravni glukokortikoidov so povezane tudi z ve€jo dovzetnostjo za infekcijske bolezni (35).

Primeri kemikalij, ki motijo glukokortikoidni sistem, so predstavljeni v prilogi 5.

V diplomski nalogi nas bo zanimal vpliv spojin paracetamola (PAR), diklofenaka (DIC) in
njegovega metabolita 4’-hidroksidiklofenaka (4°OH-DIC) ter piceatanola (PIC) na

moduliranje AR in GR. Lastnosti naStetih spojin so predstavljene v nadaljevanju.

14 PARACETAMOL
1.4.1 FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI

Paracetamol (4-hidroksiacetanilid, N-acetil-p-aminofenol, acetaminofen, PAR) (37)
strukturno spada med derivate anilina in ga skupaj z acetanilidom in fenacetinom
uvr§¢amo med anilinske analgetike (38). Paracetamol se od acetanilida razlikuje po
dodatni hidroksi skupini na para mestu benzenskega obroca (38). Po videzu je bel,
kristalini¢ni prasek, s taliS¢em med 168-171 °C in molekulsko maso 151,16 g/mol. Je brez
vonja in je rahlo grenkega okusa. Slabo je topen v hladni vodi in etru, dobro topen je v

vreli vodi in v alkoholih kot sta metanol in etanol (39).

1.42 FARMAKOKINETICNE LASTNOSTI

Absorpcija paracetamola iz gastrointestinalnega trakta je hitra in popolna (37), po

metabolizmu prvega prehoda zna$a bioloSka uporabnost med 60 in 89 % (38). Terapevtske



plazemske koncentracije paracetamola, ki so potrebne za ucinkovito analgeti¢no in
antipireticno delovanje, se gibljejo med 10-20 pg/mL (66-132 umol/L) (40) (Priloga 6).
Zacetek analgeticnega delovanja je pri posameznikih, ki vzamejo paracetamol na tes¢e, po
priblizno 0,5 h. Najvi§je plazemske koncentracije so po peroralni aplikaciji doseZene v 45-
60 min. Volumen distribucije znaSa pri odraslih med 1-2 L/kg. Paracetamol se enakomerno
porazdeljuje v telesnih tekocinah, prosto prehaja skozi placento in skozi krvno-mozZgansko
bariero (38). Okoli 2 % paracetamola se v urin izlo¢i nespremenjenega, ve¢ kot 90 % se ga
presnavlja v jetrih preko tvorbe konjugatov z glukuronsko kislino (2/3) in sulfatom (1/3).
Med 5 in 9 % paracetamola se presnavlja preko oksidativnega metabolizma z encimom
citokromoksidaza, vec¢inoma preko izooblike CYP 2E1. Ob tem se tvori toksic¢en metabolit
N-acetil-p-benzokinonimin (NAPQI), ki pa nadalje hitro reagira z glutationom do tvorbe
nereaktivnega metabolita ter se izlo¢i v obliki merkapturne kisline ali konjugata s
cisteinom (41). IzloCanje paracetamola skoraj popolnoma poteka preko ledvic, majhen

odstotek se ga izlo€i preko Zol¢a. BioloSka razpolovna doba znasa med 2 in 4 ure (38).

1.4.3 FARMAKODINAMICNE LASTNOSTI

Paracetamol deluje analgeticno in antipireticno (38). Paracetamol je pri klasifikaciji
analgetikov pogosto vkljuCen med nesteroidne protivnetne ucinkovine (NSAID), saj so
njegove analgeticne in antipiretine lastnosti podobne NSAID, vendar pa nasprotno z
NSAID nima klinicno pomembnega protivnetnega delovanja (42). Z razliko od NSAID v
priporocenih odmerkih tudi ne povzroca gastrointestinalnih neZelenih ucinkov in ne
izkazuje klinicno pomembnega protitrombocitnega delovanja (43). Mehanizem
analgeticnega delovanja paracetamola Se ni natancno razjasnjen. Med predlagane
mehanizme delovanja spadajo inhibicija enega ali ve¢ ciklooksigenaznih (COX) encimov
COX-1, COX-2 in COX-3, centralna inhibicija COX encimov, delovanja paracetamola kot
reducenta, ki prepreCuje pretvorbo arahidonske kisline v prostaglandin H, (PGH,),
inhibicija encima dusikov oksid sintaza (NOS) ter delovanje preko endokanabinoidnega in
serotoninskega sistema (43,44). Mehanizem antipireticnega delovanja paracetamola poteka
najverjetneje preko blokade COX-2 encima. Paracetamol zmanjSa nastanek prostaglandina
E, (PGE,) v cerebrospinalni tekocini in tako prepreci preko PGE, povzro€eno pirogenezo
(45).



1.44 TOKSICNOST

Paracetamol je ucinkovito in varno zdravilo, v kolikor se uporablja v priporocenih
odmerkih 1-4 g/dan (41). Kljub varnosti zdravila ob pravilni uporabi, se toksicnost
paracetamola pojavi ob zauZitju prevelike koli¢ine u¢inkovine (ve¢ kot 10-15 g pri odraslih
ali ve¢ kot 150 mg/kg pri otrocih) (41) in je povezana zlasti s pojavom toksi¢nosti na jetrih
(46). Hepatotoksi¢nost paracetamola je posledica tvorbe toksi¢nega metabolita NAPQI, ki
se tvori ob oksidaciji paracetamola s CYP450 (37). Pri terapevtskih odmerkih
paracetamola se NAPQI tvori v majhnih koli¢inah, ki jih inaktivira glutation in se izlo¢ijo
v obliki nereaktivnih metabolitov preko urina (47). Pri prevelikih odmerkih paracetamola
se zaradi zasiCenja ostalih metaboli¢nih poti, poveca metabolizem preko CYP2E1 in
nastane vec¢ toksicnega metabolita NAPQI. Zaradi omejenosti koli¢ine glutationa v jetrih,
se presezni NAPQI kovalentno veZe na cisteinske skupine hepatocitov in jih unici (41).
Med paciente s poveCanim tveganjem za hepatotoksi¢nost spadajo kroni¢ni alkoholiki in
pacienti z zmanjSanimi zalogami glutationa (48). Drugi organ, povezan s toksi¢nostjo
paracetamola, so ledvica. Do poskodbe ledvic lahko pride ob akutnem predoziranju ali ob
kroni¢nem jemanju velikih odmerkov paracetamola (38). Interakcije paracetamola s

hormonskim sistemom so predstavljene v prilogi 7.

1.4.5 IZPOSTAVLJENOST PARACETAMOLU

Paracetamol spada danes med najbolj pogosto uporabljene ucinkovine za zdravljenje
bolecine in vro¢ine. UvrSca se med najbolj pogosto uporabljena zdravila tako med zdravili
brez recepta kot tudi med predpisanimi zdravili (49). Uporablja se za zmanjSevanje
boleéine in vrodine pri odraslih in otrocih (38). Siroko se uporablja tudi kot zdravilo prve
uporabe pri zdravljenju vrocine in boleCine v noseCnosti, saj ostala zdravila, kot so
ibuprofen in acetilsalicilna kislina v nosecnosti niso smatrana za varna (50). Paracetamol
se uporablja za lajSanje akutne bolecine (boleCine pri prehladu, glavobolu, bolecine v
miSicah, hrbtu, dismenoreji ter zobobolu) (38) in kroni¢ne boleCine (dolgotrajno
analgeti¢no zdravljenje blage do srednje mocne boleCine, povezane z osteoartritisom ter z
bole¢inami miSic in kit) (47). PogostejSo uporabo kot tudi zlorabo paracetamola so opazili
pri Sportnikih (51,52). Paracetamol se uporablja tudi v veterinarski medicini, kjer ni
postavljene Casovne omejitve uporabe in ni zakonsko predpisanih maksimalnih
koncentracij, ki jih meso sme vsebovati (53).

Zaradi Siroke uporabe paracetamola so nM do uM koncentracije paracetamola pogosto
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zaznane v vodnem okolju (Priloga 8). Prisotnost N-acetil-4-aminofenola (paracetamola) so
v Sirokih koncentracijskih obmocjih zaznali tudi v urinu splo$ne populacije (50,53,54). V
Studiji Modick in sod. (2013) (53) so v urinu vseh preiskovanih zaznali prisotnost N-acetil-
4-aminofenola v koncentracijskem obmocju od 8,7 pg/L do 22120 pg/L. Pri skupini ljudi,
ki je trdila, da nikoli ni vzela paracetamola, so bile vrednosti od 59,1 ng/L do 424,5 ng/L.
Pri skupini, ki je trdila, da zelo redko vzame paracetamol, vendar ne v zadnjih nekaj
tednih, so bile vrednosti od 8,7 do 1700 pg/L. Oseba, ki je vzela paracetamol v zadnjih 24
urah, je imela najvisjo vrednost 22120 pg/L (53). V Studiji Nielsen in sod. (54) so testirali
vzorce urina otrok, starih med 6 in 11 let in njihovih mater. Paracetamol je bil zaznan v
urinu vseh preiskovanih mater (povprecje 120 pg/L) in pri vseh otrocih, razen pri enem
(povprecje 27 ug/L) (54).

Poleg neposredne uporabe paracetamola kot analgetika, je sploSna populacija lahko
izpostavljena tudi posredno, npr. preko izpostavljenosti kemikaliji anilin, ki se v telesu
metabolizira do N-acetil-4-aminofenola (paracetamola) (50,53). Znani so tudi endokrini
u¢inki delovanja paracetamola, ki bodo v nadaljevanju predstavljeni skupaj z rezultati

diplomske naloge v poglavju Razprava - paracetamol.

1.5 DIKLOFENAK IN METABOLIT 4°-HIDROKSIDIKLOFENAK
1.5.1 FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI

Diklofenak (2-[2-(2,6-diklorofenilamino)fenilJocetnakislina) strukturno spada med
derivate fenilocetne kisline (55) in ga skupaj z ostalimi analgetiki in antirevmatiki, kot so
indometacin in sulindak, uvrs¢amo v podskupino nesteroidnih protivnetnih ucinkovin
(NSAID) - med derivate ocetne kisline in sorodne u¢inkovine (56). Po videzu je diklofenak
bel, kristalini¢en prasek, s taliSem med 156 - 158 °C in molekulsko maso 296,15 g/mol
(57). Vrednost pKa znasa 4.0, je prakticno netopen v kislih raztopinah, raztaplja se v
intestinalni tekoc€ini in v vodi (55). Uporablja se v obliki soli kot natrijev ali kalijev
diklofenak (58).

1.5.2 FARMAKOKINETICNE LASTNOSTI

Absorpcija diklofenaka je hitra in popolna (59). Zaradi metabolizma, ki potece pri prvem
prehodu skozi jetra, znasa bioloSka uporabnost po peroralni uporabi okoli 60 %. Po
topikalni uporabi predstavlja absorpcija diklofenaka 6-7 % sistemske biorazpoloZljivosti

(60). Obsirno se veZe na plazemske proteine (ve¢ kot 99,7 %), veCinsko na albumine.
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Zaradi obSirne vezave ima relativno majhen volumen distribucije (5-10 L). Pripravki v
obliki gastrorezistentnih tablet, sveCk in raztopin se hitro absorbirajo, z doseZenimi
maksimalnimi plazemskimi koncentracijami (cmax) nekje med 1.5-2 ure. Primeri
maksimalnih plazemskih koncentracij diklofenaka in njegovega metabolita 4°-
hidroksidiklofenaka glede na razlicne tipe farmacevtskih oblik in poti aplikacije so
predstavljeni v prilogi 6. Diklofenak dobro prehaja tudi v sinovialno tekocino. Maksimalne
koncentracije v sinovialni tekocini so doseZene 2-4 ure po dosegu maksimalnih plazemskih
koncentracij v plazmi. Koncentracije diklofenaka v sinovialni tekocini dosegajo 60 do 70
% vrednosti serumske koncentracije (59), vendar je razpolovni €as iz sinovialne tekoCine
trikrat daljSi kot iz plazme (60). Diklofenak je podvrZen obSirnemu jetrnemu metabolizmu,
ki vkljucuje aromati¢no hidroksilacijo in konjugacijo z glukuronsko kislino (61). Glavni
metabolit pri ljudeh je 4’-hidroksidiklofenak (4°OH-DIC), ki nastane po metabolizmu s
CYP2C9. 4°0OH-DIC je aktiven metabolit, izkazuje 30 % protivnetnih in antipireticnih
aktivnosti diklofenaka (60). Ostali hidroksi metaboliti 5-hidroksi, 4°,5-dihidroksi, 3°-
hidroksi, 37-hidroksi-4"-metoksidiklofenak in njihovi konjugati so zastopani v manjSini
(62,63). Vecina diklofenaka se izlo¢i z urinom in zol¢em kot 4°OH-DIC ali njegov
acilglukuronidni derivat (63). Bioloska razpolovna doba diklofenaka znasa med 1 in 3

urami (64).

1.5.3 FARMAKODINAMICNE LASTNOSTI

Delovanje diklofenaka je protivnetno, protibole¢insko in protivrocinsko (59). Uvrs¢amo ga
med nesteroidna protivnetna zdravila (NSAID). Mehanizem delovanja diklofenaka temelji
na inhibiciji encimov ciklooksigenaze (COX) in posledi¢ni inhibiciji sinteze
prostaglandinov, ki imajo pomembno vlogo pri nastanku vnetja, boleCine in poviSane
telesne temperature (65). Pogosto se uporablja za zmanjSevanje vnetja in boleCine
povezane s kroni¢nimi zdravstvenimi stanji, kot so osteoartrtis, revmatoidni artritis,

ankilozirajoci spondilitis in za zmanjSevanje akutne miSicne boleCine (66).

1.5.4 TOKSICNOST

Uporaba diklofenaka je povezana s poveCanim tveganjem za pojav gastrointestinalnih
(GIT), kardiovaskularnih (KV) in ledvi¢nih nezelenih ucinkov (67). Pojav GIT stranskih
ucinkov, kot so ulceracije, je lokalno povezan s poSkodbo sluznice in sistemsko z

inhibicijo encima ciklooksigenaze 1 (COX-1). Inhibicija encima COX-1 zavre tvorbo
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prostaglandinov, kar vodi do okrnjene zas€ite Zelodca zaradi zmanjSane sinteze in sekrecije
mukusa ter bikarbonatov, zmanjSanja krvnega pretoka sluznice ter zmanjSanja epitelijske
proliferacije (68). Povecano tveganje za KV dogodke je povezano z inhibicijo encima
ciklooksigenaze 2 (COX-2) in posledi¢no inhibicijo sinteze prostaglandina 12 (PGI2), ki
deluje kot vazodilatator in inhibitor agregacije. Inhibicija sinteze PGI2 poveca tveganje za
nastanek hipertenzije in tromboze (67). Posledica inhibicije sinteze prostaglandinov vodi
tudi do sprememb v mehanizmih na podrocju ledvic, kot so spremembe tonusa Zil,
vaskularne permeabilnosti in regulacije ionov (65). Obcasno lahko diklofenak povzroci
tudi redko, ampak resno poskodbo jeter (61). Idiosinkraticna hepatotoksi¢nost je lahko
posledica nastanka rekativnih metabolitov  (kinoniminov, acilglukuronidov in
izoglukuronidov), oksidativnega stresa ali poSkodbe mitohondrijev (61). Interakcije

diklofenaka s hormonskim sistemom so predstavljene v prilogi 7.

1.5.5 IZPOSTAVLJENOST DIKLOFENAKU

Diklofenak spada med najpogosteje uporabljena nesteroidna protivnetna zdravila (66).
Terapevtsko se pogosto uporablja za zdravljenje kroni¢nih bolezni, kot je osteoartritis, kar
vodi v vsakodnevno izpostavljenost diklofenaku skozi daljSe ¢asovno obdobje (58). Od
leta 1993 je diklofenak v Evropski Uniji registriran tudi za namen veterinarske uporabe. V
petih drzavah ¢lanicah je dovoljen za uporabo na Zivalih, ki so namenjene prehrani, kot so
govedo, prasi¢i in konji (69). Diklofenak se iz telesa izloCi nespremenjen in v obliki
konjugiranih ali nekonjugiranih hidroksi metabolitov z urinom in blatom (70). Posledi¢no
diklofenak in njegovi metaboliti tako kot vecina farmacevtikov doseze vodno okolje preko
domacih odplak in komunalnih Cdistilnih naprav (71). UCcinkovitost odstranjevanja
diklofenaka iz komunalnih odpadnih vod rangira od 0 do 80 %, veCinoma v obmocju med
21 in 40 % (70). Zaradi Siroke medicinske in veterinarske uporabe so danes ostanki
diklofenaka redno zaznani v povrsinskih vodah (65). Prisotnost diklofenaka je bila zaznana
v povrSinskih vodah, podtalnicah in v odpadnih vodah v ng/L. do pg/L koncentracijskem
obmocju (70) (Priloga 8). Diklofenak se uvr§¢a zato med najpogosteje najdene ostanke
zdravil v okoljskih vodah (71,72). Evropski parlament in Svet Evropske unije je v direktivi
2013/39/EU uvrstil diklofenak na seznam snovi, katerih spremljanje je potrebno, saj bi
lahko na ravni Unije pomenile znatno tveganje za vodno okolje (73). Znani so tudi
endokrini ucinki delovanja diklofenaka, ki bodo v nadaljevanju predstavljeni skupaj z

rezultati diplomske naloge v poglavju Razprava - diklofenak.
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1.6 PICEATANOL
1.6.1 FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI

Piceatanol (3,5,3',4' — tetrahidroksistilben) je strukturni analog resveratrola, od katerega se
razlikuje v dodatni hidroksi skupini na mestu 3' (74). Spada med polifenole, njegova
stilbenska struktura je sestavljena iz dveh fenolnih obrocev, ki sta povezana z dvojno vezjo
in se nahaja v stericno bolj stabilni trans obliki. Piceatanol je po videzu rumenobeli
kristalini¢ni prasek, s taliS¢em med 223-226 °C in molekulsko maso 244,24 g/mol. Je

netopen v vodi, topi se v etanolu ali DMSO (74,75).

1.6.2 FARMAKOKINETICNE LASTNOSTI

Farmakokineticne Studije piceatanola pri ljudeh Se niso bile izvedene. Znani so
farmakokineti¢ni podatki iz in vivo Studij na podganah, kjer so piceatanol administrirali
intravensko (76,77) ter oralno (76). Studije nakazujejo, da je piceatanol v iroki meri
izpostavljen metabolizmu II. faze (tvorba glukuronidov in sulfatov), zaradi Cesar je
njegova bioloSka uporabnost zmanj$ana in znaSa okoli 10 %. Ve¢jo biolosko uporabnost se
lahko doseZe s stabilizacijo hidroksi skupin preko tvorbe metoksi derivatov, s Cimer se
bioloska uporabnost poveca na 50.7 £ 15.0 % (76). Po oralni administraciji odmerka 10
mg/kg podganam, je maksimalna plazemska koncentracija znasala 710 £ 219 ng/mL ter
razpolovni ¢as 45-120 min (76). Piceatanol se v visoki meri porazdeljuje v tkiva, v vecji

meri naj bi se izlo¢al ne-renalno, saj je delez urinarnega izlo¢anja znasal le 32,8 % (77).

1.6.3 FARMAKODINAMICNE LASTNOSTI

Piceatanol, podobno kot ostali strukturni analogi resveratrola, izkazuje Stevilne
farmakoloske aktivnosti, kot so antikancerogeno, protivnetno in antioksidativno delovanje
(77). Antikancerogeno delovanje piceatanola, kot so inhibicija rasti in proliferacije rakavih
celic ter aktivacija apoptoze rakavih celic, so dokazovali v ve¢ Studijah na primeru
razli¢nih vrst raka (melanom (78), limfom (79), rak prostate (80), ¢revesja (81), dojke (82)
in mehurja (83)). Piceatanol deluje tudi kot neselektivni inhibitor COX-1 in COX-2
encimov, zavira aktivacijo NFkB in izlocanje TNF-a ter interlevkina 8, kar mu omogoca
protivnetno delovanje (75,84). Poleg naStetega, piceatanol deluje tudi protiglivi¢no (85) in
protibakterijsko (86), Studije pa preiskujejo tudi njegov potencial za prepreCevanje

nastanka Alzheimerjeve bolezni (87) in sréno-Zilnih zapletov (88).
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1.6.4 TOKSICNOST

Raziskave ucinkov piceatanola potekajo v smeri odkrivanja Stevilnih pozitivnih
farmakoloskih ucinkov, medtem ko neZeleni ucinki piceatanola Se niso poznani. Na
podro¢ju potencialne toksi¢nosti piceatanola so potrebne dodatne raziskave, kar kaze
primer spreminjanja uc¢inka piceatanola v odvisnosti od odmerka. Piceatanol je v Studiji Vo
(2010) (89) v uM koncentracijah izkazoval antikancerogeni ucinek, v niZjih nM
koncentracijah pa deloval prokancerogeno (89). Piceatanol z razliko od resveratrola
vsebuje tudi dodatno OH skupino, kar piceatanol uvrsc¢a med spojine s kateholno skupino.
Kateholna skupina lahko med oksidacijo vodi v nastanek Skodljivih reaktivnih kisikovih
spojin (75,90). Interakcije piceatanola s hormonskim sistemom so predstavljene v prilogi

7.

1.6.5 IZPOSTAVLJENOST PICEATANOLU

Piceatanol je naravno prisoten v vec rastlinah. Spada med naravno prisotne stilbene, ki se v
rastlinah tvorijo kot zaScCita proti boleznim, kot so mikrobne in virusne okuZbe ter kot
zai¢ita proti izpostavitvi ultravijoli¢ni svetlobi (74). Clovek je piceatanolu v najvedji meri
izpostavljen preko uZivanja grozdja in vina (75). Piceatanol najdemo tudi v ostalih Zivilih,
namenjenih prehrani: ameriSka borovnica (91), marakuja (92), mandlji (93), rabarbara (94)
ter v pijacah kot so Crni, zeleni, kamili¢ni in lipov Caj, jabol¢ni ter breskov sok (75).
Clovek je piceatanolu lahko izpostavljen tudi preko uZivanja Zivil in prehrambenih
dopolnil, ki vsebujejo resveratrol. Piceatanol nastane kot produkt metabolizma resveratrola
preko hidroksilacije z encimi CYP 1A1, 1A2 in 1B1 (95). Primeri koncentracij, v katerih
se piceatanol nahaja v Zivilih in v plazmi po odmerku resveratrola, so predstavljeni v
prilogi 9.

Znani so tudi endokrini u¢inki delovanja piceatanola, ki bodo v nadaljevanju predstavljeni

skupaj z rezultati diplomske naloge v poglavju Razprava - piceatanol.
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2 NAMEN DELA

V zadnjem casu se je Stevilo raziskav, ki kaZejo na potencialno povezavo med
izpostavitvijo kemikalijam, ki motijo endokrini sistem in nastankom endokrinih motenj pri
zivalih in ljudeh, povecalo. Identificiranje kemikalij, ki tvorijo interakcije z endokrinim
sistemom in delujejo kot hormonski motilci, zato ostaja ena izmed prednostnih nalog na
podrocju toksikologije. Ve¢ Studij se osredoto¢a na preiskovanje vpliva kemikalij na
estrogeni sistem, medtem ko so ostali endokrini sistemi slabSe raziskani. V nasi raziskavi
se bomo osredotocili na preiskovanje potencialnega vpliva spojin paracetamola (PAR),
diklofenaka (DIC) in njegovega metabolita 4'-hidroksidiklofenaka (4'OH-DIC) ter
piceatanola (PIC) na androgeni in glukokortikoidni sistem. Vsem preiskovanim spojinam
je skupno, da v svojih strukturah vsebujejo elemente, ki lahko posnemajo delovanje
endogenih steroidnih hormonov. Vse testirane spojine inhibirajo encim ciklooksigenazo,
delujejo protivnetno in jih tako v SirSem smislu lahko skupno uvr§¢amo med nesteroidne
protivnetne spojine. Pregled strokovnih ¢lankov dosedanjih in vitro ter in vivo Studij je
pokazal, da PAR in PIC izkazujeta afiniteto vezave na receptorje endokrinega sistema in
izkazujeta potencial, da delujeta kot hormonska motilca. Vpliv DIC na endokrini sistem je
Se neraziskan, vec¢ raziskav pa preucuje njegov toksi¢ni vpliv na vodne organizme. PAR in
DIC se siroko uporabljata v terapevtske namene, preiskovanima spojinama pa smo
potencialno lahko izpostavljeni tudi preko okolja, saj Stevilne raziskave kaZzejo na
prisotnost PAR in DIC v nM in pM koncentracijskem obmocju v vodnem okolju.

V diplomski nalogi bomo za testiranje morebitnih agonisti¢nih in antagonisticnih uc¢inkov
na androgenem in glukokortikoidnem receptorju uporabili in vitro metodo testiranja spojin
s celicno linijo MDA-kb2. Prvi del eksperimentalnega dela bo namenjen doloCanju
citotoksi¢nosti preiskovanih spojin na izbrani celi¢ni liniji MDA-kb2 z uporabo MTS testa
citoksicnosti. Drugi del bo namenjen doloCanju potencialnih agonisticnih in
antagonisti¢nih ucinkov preiskovanih spojin na androgene in glukokortikoidne receptorje
celi¢ne linije MDA-kb2 z uporabo luciferaznega testa.

Na podlagi rezultatov dolocitve prve necitotoksi¢ne koncentracije testiranih spojin z MTS
testom bomo dolocili Se ostale nizje koncentracije, ki jih bomo uvrstili v nadaljnje
testiranje z luciferaznim testom. Pri tem bomo upostevali, da bomo z izbiro velikostnega
razreda testiranih koncentracij pokrili tako obmoc¢je koncentracij, v katerih se testirane
spojine nahajajo v plazmi po terapevtski uporabi (PAR, DIC, 4'OH-DIC in PIC), kot tudi

obmocje koncentracij, v katerih so testirane spojine lahko prisotne v okolju (PAR in DIC).
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Namen naSe raziskave bo tako ovrednotiti ali testirane spojine v koncentracijah, katerim
smo izpostavljeni ob terapevtski uporabi ali ob potencialni izpostavljenosti preko okolja,
na androgene in glukokortikoidne receptorje celi¢ne linije MDA-kb2 delujejo agonisticno

in/ali antagonisti¢no.

Z naso raziskavo bomo poskusali potrditi ali zavrniti naslednje hipoteze:

1. hipoteza: PAR, DIC, 4'OH-DIC in PIC izkazujejo uCinke na AR in GR MDA-kb2
celicne linije, saj v svoji strukturi vsebujejo elemente (aromatski obro¢ s prosto hidroksilno
skupino, halogenska skupina), s pomocjo katerih lahko tvorijo interakcije z AR in GR ter

posledi¢no posnemajo ali preprecujejo delovanje endogenih hormonov.

2. hipoteza: Metabolit 4'OH-DIC bo izkazoval vecji u¢inek na AR in GR kot DIC, saj v
primerjavi z DIC na aromatskem obrocu vsebuje dodatno prosto hidroksilno skupino,

katera lahko pripomore k vedji afiniteti vezave na AR in GR.

3. hipoteza: PAR je v dosedanjih toksikoloskih Studijah izkazoval antiandrogeni potencial,

zato predpostavljamo, da bo tudi na AR celi¢ne linije MDA-kb2 deloval antagonisti¢no.

17



3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI
3.1.1 TESTIRANE SPOJINE

Potencialni u¢inek na androgene receptorje (AR) in glukokortikoidne receptorje (GR) smo
preucevali pri spojinah paracetamol (PAR), diklofenak (DIC), 4’-hidroksidiklofenak
(4°0OH-DIC) in piceatanol (PIC). Kot pozitivne kontrole smo uporabili dihidrotestosteron
(DHT), flutamid (FLU), hidrokortizon (HC) in mifepriston (RU-486). Strukturne formule
in osnovne informacije uporabljenih testiranih spojin in kontrol so predstavljene v
preglednicah I in II.

Preglednica I: Testirane spojine

Ime/StoP na Cistote/ Oznaka Struktura CAS M
Proizvajalec [g/mol]
PARACETAMOL PAR H 103-90-2| 151,16
N

N
> 99’0 % HO/©/ O

Sigma-Aldrich, Nemcija

DIKLOFENAK DIC Cl 15307- | 296,15
86-5
N
Cl
¢

> 98,0 % HO-
TCI Europe N.V. b

> 98 % HO-
Toronto Research Chemicals, i

@)

4°-HIDROKSIDIKLOFENAK | 4°OH- ol OH 64118- | 312,15
DIC 84-9
N
|
C,: C

Kanada

OH
PICEATANOL PIC 10083- | 244,25
= OH

HO ‘ 24-6
> 98,0 %

TCI Europe N.V. OH
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Preglednica II: Spojine, uporabljene kot pozitivne kontrole (agonisti/antagonisti na AR/GR)

Ime/Sto.anz? Cistote/ Oznaka Struktura CAS M
Proizvajalec [g/mol]

DIHIDROTESTOSTERON DHT 521-18-| 290,44

6

>97.5 %
Sigma-Aldrich, Nemcija

FLUTAMID FLU 13311- | 276,21

84-7

>99 %
Sigma-Aldrich, Nemcija

HIDROKORTIZON HC 50-23-7| 362.46

>98 %
Sigma-Aldrich, Nemcija

MIFEPRISTON RU-486 84371- | 429,59

65-3

>98 %
Sigma-Aldrich, Nemcija
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3.1.2 REAGENTI

Preglednica III: Uporabljeni reagenti

Okrajsava Celotno ime/opis reagenta Proizvajalec
DMSO Dimetil sulfoksid > 99,9 % Sigma-Aldrich,
Nemcija
FBS Fetalni telecji serum (ang. Fetal bovine serum) | Gibco, USA
L-15 medij Leibovitz L-15 medij Sigma-Aldrich,
Nemcija
PBS Fosfatni pufer (ang. Phosphate buffered saline) | Gibco, USA
Penicilin/streptomicin | Raztopina antibiotika penicilina (10000 U/mL)  Gibco, USA
in streptomicina (10000 pg/mL)
RLB Pufer za lizo celic (ang. Reporter Lysis 5x Promega,
Buffer) Madison, USA
Luciferazni reagent | Luciferazni reagent (ang. Luciferase Assay Promega,

Reagent, sestavljen iz Luciferase Assay Buffer in
Luciferase Assay Substrate)

Madison, USA

MTS reagent

Reagent MTS; CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay

Promega,
Madison, USA

Tripan modro

Tripan modro (ang. Trypan blue)

Sigma-Aldrich,
Nemcija

Tripsin

Tripsin (ang. Trypsin)

Gibco, USA

3.1.3 LABORATORIJSKI MATERIALI IN APARATURE

Preglednica I'V: Uporabljeni laboratorijski materiali in aparature

Laboratorijski material in aparature

Proizvajalec

Analitska tehtnica

Mettler Toledo, Svica

Brezprasna komora z laminarnim pretokom

zraka

Iskra, Slovenija

Centrifuga

Tehtnica, Slovenija (model Centric 322A)

Centrifugirke (15 mL, 50 mL)

TPP, Svica

Citalec mikrotitrskih plo¢

BioTek, USA (model Synergy HT)

Filter za sterilno filtracijo (0,22 pm)

TPP, Svica

Hemocitometer

Brand, Nemcija

Hladilnik (+2 °C do +8 °C)

Gorenje, Slovenija

Inkubator (37 °C, brez CO,)

Sanyo, Japan (model MCO-18AIC)

Invertni mikroskop

Olympus, Japan (model CKX41)

Mikrocentrifugirke (epice) (1mL)

TPP, Svica
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Mikrotitrske plosce (za MTS test)

TPP, Svica (tip 92096, 96 vdolbinic,
prozorne)

Mikrotitrske plosce (za luciferazni test)

Greiner Bio One, Avstrija (tip 655074,
Lumitrac 600, 96 vdolbinic, bele)

Nastavki za pipete

TPP, Svica

Pipete 0,5-10 pL; 20-200 pL; 100-1000 pL.

Biohit, Finska (model mLine)

Pipeta, avtomatska multikanalna 10-300 pL.

Biohit, Finska (model eLine, 8 Channel)

Plastenke za gojenje celi¢nih kultur (75

TPP, Svica

sz)

Seroloske pipete za enkratno uporabo TPP, Svica

Vibracijski meSalnik Biosan, Latvija

Zamrzovalnik (-20 °C) Gorenje, Slovenija

Zamrzovalnik (-80 °C) Sanyo, USA

3.2 METODE DELA
3.2.1 PRIPRAVA RAZTOPIN
3.2.1.1 Priprava gojitvenega medija

Leibovitz medij v prahu smo ob rahlem meSanju raztopili v 500 mL destilirane vode sobne
temperature. Dodali smo 50 mL fetalnega govejega seruma in 5 mL raztopine antibiotikov
penicilina in streptomicina. Raztopino smo filtrirali s filtrom za sterilno filtracijo z
velikostjo por 0,22 pm v predhodno sterilizirano kvadratno steklenicko za shranjevanje

tekocin. Gojitveni medij smo hranili v hladilniku pri +4 °C.

Preglednica V: Sestava gojitvenega medija

Celi¢na linija Gojitveni medij

MDA-kb2 (ATCC® CRL-7627™, Nemcija) | Leibovitz L-15 medij
10 % FBS
100 U/mL penicilina/ 100 pg/mL

streptomicina

3.2.1.2 Priprava RLB (pufer za lizo celic)

Prvotno 5 kratno koncentriran RLB smo razred¢ili z avtoklavirano destilirano vodo v
razmerju 1:5. Raztopino smo pripravili v asepti¢nih pogojih v LAF komori v sterilne

centrifugirke. Tako pripravljen RLB smo shranjevali v zamrzovalniku pri -20 °C.
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3.2.1.3 Priprava 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju

0,1 % DMSO v gojitvenem mediju smo pripravili z red€enjem 99,9 % DMSO z gojitvenim
medijem, pri ¢emer smo 1 pul. 99,9 % DMSO dodali v 1 mL gojitvenega medija. 0,1 %
DMSO v gojitvenem mediju smo pripravili v sterilnih centrifugirkah v LAF komori ter ga

shranjevali v zamrzovalniku pri -20 °C.

3.2.1.4 Priprava vzorcev testiranih spojin in kontrol

Testirane spojine in kontrole smo natehtali na analitski tehtnici v miligramih ter raztopili v
99,9 % DMSO. Potreben volumen 99,9 % DMSO (pL) smo predhodno preracunali glede
na molekulsko maso spojin (g/mol) ter Zeleno koncentracijo (mM). Raztopljene vzorce
smo shranjevali v zamrzovalniku pri -20 °C ter jih pred uporabo razredcCili z gojitvenim
medijem v razmerju 1:1000, tako da smo dobili koncentracijo v uM. Pri pripravi niZjih
koncentracij smo za nadaljnje redcenje uporabili 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju.
Nobena za testiranje pripravljena raztopina tako ni vsebovala DMSO, katerega
koncentracija bi bila ve¢ja od 0,1 %. Redcitve testiranih spojin so predstavljene v
preglednicah VI in VII. Testirane koncentracije pozitivnih kontrol so predstavljene v
preglednici VIII. Vse raztopine in vzorce, ki smo jih hranili v hladilniku in zamrzovalniku,

smo pred uporabo predhodno segreli v vodni kopeli na priblizno 37 °C.

Preglednica VI: Priprava testiranih spojin za MTS test

testirane koncentracije

testivana | v otna konc. [mM] | redeenje 1:10007 | redéenje z 0.1 % DMSO
Spojina .. . .. v gojitvenem mediju
gojitvenim medijem [uM] [uM]
PAR 200 200 175 | 150 | 125 | 100
DIC 200 200 175 | 150 | 125 | 100
4°OH-DIC 50 50 25 1 {075 | 0,5
PIC 200 200 175 | 150 | 125 | 100

Preglednica VII: Priprava testiranih spojin za Luciferazni test

testirane koncentracije
testirana 1 v otna kone, [mM] | redeenje 1:1000z 1oy o0 1 % DMSO v
Spojina gojitvenim medijem . ..
[uM] gojitvenem mediju [uM]
PAR 175 175 17,5 1,75 1,75x10™
DIC 175 175 1,75 1,75x10°
4°OH-DIC 50 50 5 0,5
PIC 175 175 0,175 | 1,75x107 | 1,75x10°
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Preglednica VIII: Uporabljene koncentracije pozitivnih kontrol

kontrola testirana konncentracija B
(0,1 % DMSO v gojitvenem mediju)
DHT 0,5 nM
FLU 5uM
HC 100 nM
RU-486 100 nM

3.2.2 CELICNA LINIJA MDA-kb2

Za testiranje potencialnega agonisti¢nega ali antagonisticnega ucinka PAR, DIC, 4'OH-
DIC in PIC na androgene in glukokortikoidne receptorje smo uporabili celicno linijo
MDA-kb2 (ATCC® CRL-2713™) (96). Metoda testiranja spojin s celi¢no linijo MDA-
kb2 spada med in vitro presajalne teste in se uvr§€a v drugi nivo testiranja OECD testov.
Predstavlja in vitro testni sistem, ki se uporablja za oceno sposobnosti vpliva kemikalij na
od androgenov in glukokortikoidov odvisno gensko transkripcijo. Razvita je bila iz celi¢ne
linije cloveskih epitelijskih celic raka dojke MDA-MB-453, katere izraZajo androgene in
glukokortikoidne receptorje. Celice MDA-MB-453 so transformirali z vnosom plazmida,
ki vsebuje na androgene in glukokortikoide odzivno MMTYV promotorsko zaporedje in
reporterski gen za encim luciferazo. Preiskovane spojine, ki delujejo preko androgenega ali
glukokortikoidnega receptorja, aktivirajo MMTV promotorsko zaporedje in posledicno
sproZijo indukcijo ekspresije luciferaznega gena, kar vodi v sintezo encima luciferaze,
katerega kvantitativno dolo¢amo z merjenjem luminiscence. Med prednosti uporabe
celicne linije MDA-kb2 spadajo moZnost razlikovanja agonistinega in antagonisticnega
ucinka tako na androgenem kot tudi na glukokortikoidnem receptorju, enostavno gojenje in
vzdrZevanje celicne kulture, hitra izvedba testiranja (znotraj 24 ur), visoka obcutljivost
testiranja ter zagotavljanje ponovljivih rezultatov z minimalno variabilnostjo znotraj

ponovitve testov (97).

3.2.3 DELO S CELICAMI

Eksperimentalni del diplomske naloge smo opravili v Celi¢nem laboratoriju Fakultete za
Farmacijo, Univerze v Ljubljani. Delo s celicno kulturo je potekalo pod asepti¢nimi pogoji
v brezpras$ni komori z laminarnim pretokom zraka (LAF komora). Za doseganje sterilnih
pogojev dela smo LAF komoro pred in po koncu dela razkuzili s 70 % etanolom in

obsevali za 20 minut z UV svetlobo. Pred vnosom laboratorijskega materiala v LAF
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komoro smo laboratorijski material in rokavice razkuzili s 70 % etanolom.

3.2.3.1 Odmrzovanje celic

Celice, ki so bile zamrznjene v 1 mL krioviali na -80 °C, smo odtalili v vodni kopeli (T
priblizno 37° C, 1 minuta). V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 9 mL gojitvenega
medija, dodali celotno vsebino krioviale ter centrifugirali 5 minut pri 1300 obratih/minuto.
Supernatant smo odstranili s pipeto, sedimentu celic dodali 5 mL gojitvenega medija,
premesali na vibracijskem mesalniku ter celotno vsebino prenesli v plastenko za gojenje
celi¢nih kultur povrSine 75 cm” V plastenko za gojenje celi¢nih kultur smo dodali Se 5 mL

gojitvenega medija in jo dali v inkubator (37 °C, brez CO,).

3.2.3.2 Rast in gojenje celi¢nih kultur

Celice smo gojili v plastenkah za gojenje celi¢nih kultur s povriino 75 cm?, v inkubatorju
pri 37 °C, brez CO,, v gojitvenem mediju. Gojitveni medij smo menjavali na 2-3 dni, pri
¢emer je za eno celi¢no kulturo volumen gojitvenega medija znasal 7-8 mL. Adheriranje
celic na podlago, njihovo rast in gostoto smo dnevno spremljali z invertnim mikroskopom.
Ko so celice dosegle gostoto, pri kateri bi jim Ze lahko zmanjkovalo prostora za rast in kar
bi posledi¢no vodilo v njihovo odmiranje, smo jih presadili. Presadili smo jih, ko so

dosegle priblizno 80 % konfluenco (80 % prerast dna gojitvene posode).

3.2.3.3 Presajanje celic

Ker spadajo nase celice med adherentne celice, so se le te med rastjo adherirale na podlago
(na dno plastenke za gojenje celi¢nih kultur). Postopek presajanja celic zato temelji na
odlepljanju celic od podlage, za kar uporabimo proteoliti¢ni encim tripsin. Uporabili smo
slede¢ postopek: S pipeto za enkratno uporabo smo iz plastenke za gojenje celicnih kultur
najprej odstranili porabljeni gojitveni medij. Celice smo sprali s PBS (5 mL), PBS
odstranili, dodali 5 mL 0,01 % tripsina ter plastenko za gojenje celi¢nih kultur inkubirali 5
minut (temperatura 37 °C, 5 % CO;). Po inkubaciji smo pod invertnim mikroskopom
pogledali ali so se celice uspe$no odlepile od podlage. Celoten volumen celi¢ne suspenzije
smo s pipeto prenesli v 15 mL centrifugirko, dodali 5 mL gojitvenega medija ter premeSali
na vibracijskem meSalniku. Najprej smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 80 puL vzorec
suspenzije celic, ki smo ga kasneje uporabili pri metodi Stetja celic. Preostalo suspenzijo

celic smo centrifugirali 5 minut pri 1300 obratih/minuto ter po kon€anem centrifugiranju s
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pipeto odstranili supernatant. Celi¢ni usedlini smo dodali 5 mL gojitvenega medija in
premesali na vibracijskem meSalniku. Dobljeno suspenzijo celic smo prenesli v novo
plastenko za gojenje celi¢nih kultur s povrsino 75 cm’ ali del volumna suspenzije celic
uporabili za nanos celic na mikrotitrske plosce, preostanek pa prenesli v plastenko za
gojenje celicnih kultur.

S spiranjem celic s PBS smo odstranili sledove gojitvenega medija in tako preprecili
inaktivacijo tripsina, ki potece ob prisotnosti seruma. Postopek presajanja celic smo izvedli

hitro, saj predolga izpostavljenost tripsinu lahko vodi v celicno poskodbo (98).

3.2.3.4 Stetje celic

Za Stetje celic smo uporabili tradicionalno metodo Stetja s hemocitometrom in metodo
izkljucitvenega barvanja z barvilom tripan modro. Hemocitometer je debelo objektno
steklce z razvejano komoro natan¢nih dimenzij, kar omogoca, da se definiran volumen
suspenzije celic odlaga v komoro, kjer celice lahko preStejemo (99). Tripan modro je
vitalno barvilo, ki se uporablja za oceno celi¢ne viabilnosti. Zive celice imajo
neposkodovano celiéno membrano in se ne obarvajo z barvilom, ki jih obdaja. Nasprotno
mrtve celice nimajo neposkodovane, funkcionalne membrane, zato posledi¢no privzamejo
barvilo iz okolice ter se obarvajo modro (100).

Stetie celic smo izvajali pri postopku presajanja celic in pred nanosom celic na
mikrotitrsko plosco. S konstantnim Stevilom celic vzdrZzujemo optimum za rast celic in
pripomoremo k standardizaciji postopka uporabe celicne kulture (98). Za Stetje celic smo
uporabili 80 pL vzorec suspenzije celic, ki smo ga pridobili po predhodno izvedenem
postopku odlepljanja celic od podlage, opisanem v podpoglavju 2.2.3 Presajanje celic.

V mikrocentrifugirko smo 80 pL. vzorcu suspenzije celic dodali 80 pL barvila tripan modro
ter vsebino rahlo premesali s pomocjo pipete. Suspenzijo smo nanesli pod krovno steklce
na hemocitometer in pod svetlobnim mikroskopom presteli Stevilo Zivih, neobarvanih
celic.

Celi¢no gostoto oziroma Stevilo Zivih celic/mL smo dolocili z uporabo spodnjih izracunov:

A+B+CHD ]

N=
q

0¢ x faktor redéenja x V

N - celokupno Stevilo Zivih celic v celotnem volumnu suspenzije
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(A+B+C+D)/4 — povprecno Stevilo Zivih celic na 1 kvadrat; A, B, C, D = stevilo prestetih
zivih celic v posameznem kvadratu; 4 — Stevilo velikih kvadratov hemocitometra, v katerih

smo celice Steli

10 - korekcijski faktor; volumen kvadrata hemocitometra, v katerem Stejemo celice, znasa

10 mL. Da dobimo §tevilo Zivih celic/mL vrednost pomnozimo z 10%,

faktor red¢enja - vzorec suspenzije celic smo redcCili z barvilom tripan modro v razmerju

1:1; faktor redCenja je enak 2
V = celotni volumen suspenzije [mL]

3.2.3.5 Nanos celic na mikrotitrsko plos¢o

Iz gojene celi¢ne kulture smo pripravili suspenzijo celic po postopku, opisanem v poglavju
2.2.3 Presajanje celic. Pred vsakim nanosom celic na mikrotitrsko plo$¢o, smo celice
presteli s hemocitometrom ter po spodnjih enacbah izrac¢unali, koliko volumna suspenzije
celic in volumna gojitvenega medija potrebujemo, da dobimo suspenzijo celic z ustrezno

gostoto celic za nasajanje.

Volumen suspenzije celic = Briporocena celicna gostota X celotni volumen
izradunana celiéna gostora

Volumen gajitvenega medija = celotni volumen - volumen suspenzije celic

Za testiranje spojin smo v vsako vdolbinico mikrotitrske plos¢e nanesli 100 pL. suspenzije
celic s celi¢no gostoto 1x10° celic/mL, kar ustreza priporo&eni gostoti celic za nasajanje, ki
zna$a 1x10* celic/vdolbinico. Celice smo nasajali z avtomatsko multikanalno pipeto na
mikrotitrske plosce s 96 vdolbinicami. Celoten volumen, ki smo ga potrebovali za nanos,
je tako znaSal 9600 pL (100 pl x Stevilo vdolbinic na mikrotitrski plos¢i) + 3 mL prebitka
(izgube pri pipetiranju in nanosu celic na mikrotitrsko plo$¢o). Po nasaditvi celic na

mikrotitrsko plo§€o smo plo$¢o inkubirali 24 ur (37 °C, brez CO,).
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3.3 TESTIRANJE SPOJIN
3.3.1 TEST CITOTOKSICNOSTI

S testom citotoksi¢nosti dolo¢imo ali je testirana spojina toksi¢na za celice v kulturi.
Obicajna metoda testiranja citotoksicnosti je doloCanje Stevila preostalih viabilnih celic po
definirani inkubacijski dobi celic s testirano spojino (101). Znacilen nacin dolocanja
celi¢ne viabilnosti je merjenje biokemijskega dogodka, ki se pojavlja v Zivih celicah in se
ustavi po celi¢ni smrti (102). V uporabi je Sirok spekter razlicnih direktnih in indirektnih
metod. Primer direktne metode je izkljucitveno barvanje, s katerim dolo¢imo integriteto
membrane, medtem ko z indirektnimi metodami dolo¢imo metaboli¢no sposobnost Zivih
celic. Primeri indirektnih metod so merjenje sposobnosti celice, da reducira spojine, kot so

XTT, MTS, SRB, AlamarBlue ali merjenje sposobnosti celice, da proizvede ATP (103).

Za testiranje citotoksi¢nosti smo uporabili indirektno metodo s tetrazolijevo soljo MTS,
tako imenovani MTS test. Prva metoda s tetrazolijevo soljo, primerna za uporabo testiranja
vecjega Stevila vzorcev na mikrotitrski plos¢i, je bila metoda z MTT (104). MTT tvori
oborjen produkt, ki ga moramo pred merjenjem s spektrofotometrom raztopiti. Kasneje
razvite tetrazolijeve soli (MTS, XTT, WTS; slika 1) tvorijo topen produkt, ki ga lahko
merimo direktno, brez predhodnih korakov raztapljanja (101). Vecjo topnost so dosegli z
dodatkom negativno nabitih sulfonatnih skupin, ki pa posledi¢no zmanjSajo vstop spojin v
celico. Reagenti za izvedbo MTS testa zato poleg tetrazolijeve soli MTS vsebujejo Se
spojino, ki sluzi kot vmesni akceptor elektronov. Primer vmesnega akceptorja elektronov
je fenazin metosulfat (PMS). PMS sprejema elektrone, jih nadalje prenese na tetrazolijevo

sol ter jo reducira (105).
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Slika 1: Kemijske strukture tetrazolijevih soli MTT in MTS ter vmesnega akceptorja elektronov
PMS.
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Po redukciji tetrazolijeve soli pride do prekinitve vezi v tetrazolskem obrocu, zaradi Cesar
se predhodno brezbarvne ali Sibko obarvane tetrazolijeve soli pretvorijo v obarvan produkt
formazan (slika 2). Redukcija pote¢e v metabolno aktivnih celicah preko NAD(P)H
odvisnih oksidoreduktaz in dehidrogenaz (105). Koli¢ino nastalega obarvanega formazana
merimo spektrofotometricno, pri Cemer je izmerjena koli¢ina formazana direktno

proporcionalna Stevilu Zivih celic v kulturi (106).

dehidrogencza

substrat ( \'

NAD NADH

v

produkt

OCH,COOH 9 OCH,COOH

@YN\ g Reduciran ETR ETR N, ,Q/
l \J \

MTS Formazan

Slika 2: Pretvorba tetrazolijeve soli MTS v obarvan produkt formazan. ETR je angleska kratica za
reagent za prenos elektronov (electron transfer reagent), v naSem primeru PMS.

3.3.1.1 Postopek izvedbe MTS testa

Celice MDA-kb2 smo nasadili na mikrotitrsko plo§¢o s 96 vdolbinicami s prozornim
dnom, ki omogoca merjenje transmisije. V vsako vdolbinico smo dali 100 pL celi¢ne
suspenzije z gostoto 1x10° celic/mL, kar ustreza gostoti 1x10* celic/vdolbinico. Nasajeno
plosco smo inkubirali 24 ur pri 37 °C, brez CO,. Po 24 urni inkubaciji smo iz vdolbinic
odpipetirali gojitveni medij ter celicam dodali 100 pL pripravljenih raztopin testiranih
spojin. Celice smo izpostavili naslednjim spojinam: paracetamolu, piacetanolu in
diklofenaku v koncentracijah 200, 175, 150, 125, 100 uM ter 4’-hidroksidiklofenaku v
koncentracijah 50, 25, 1, 0,75, 0,50 uM. Vse testirane spojine so bile raztopljene v 0,1 %
DMSO v gojitvnem mediju. Za kontrolo medija smo celicam dodali 100 pL gojitvenega
medija, za kontrolo topila pa 100 pL 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju. Po nanosu vseh
testiranih spojin in kontrol smo celice dali v inkubator za 24 h pri 37 °C, brez CO,. Po
koncani inkubaciji smo v vse vdolbinice mikrotitrske plos¢e dodali 10 pL reagenta MTS
ter celice inkubirali 3 ure pri 37 °C, brez CO,. S €italcem mikrotitrskih plo§¢ smo izmerili

absorbanco pri 492 nm. Od dobljenih rezultatov smo odsteli absorbanco ozadja (0,1 %
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DMSO v gojitvenem mediju brez celic) ter rezultat podali v odstotkih prezivetja celic

glede na kontrolo (celice, izpostavljene le 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju).

3.3.2 LUCIFERAZNI TEST

Za testiranje morebitnih agonisti¢nih ali antagonisti¢nih androgenih in glukokortikoidnih
ucinkov paracetamola, diklofenaka, 4°-hidroksidiklofenaka in piceatanola smo uporabili
luciferazni test z reporterskim genom, ki belezi transkripcijo specificnih genov v celicah
preko detekcije svetlobe, ki jo proizvede encim luciferaza. Luciferaza je sploSno ime za
druzino encimov, ki katalizirajo oksidacijo substratov in pri tem tvorijo fotone vidne
svetlobe z emisijskim spektrom med 400 in 620 nm. Danes se kot reporterski geni v
sesal¢jih celicah najpogosteje uporabljajo klonirani geni luciferaze iz kresnicke (Photinus
pyralis) (107).

V prvem delu reakcije encim luciferaza ob prisotnoti Mg2+ in ATP katalizira nastanek
luciferil adenilatne vezi, pri ¢emer se sprosti pirofosfat. V drugem delu potece oksigenacija
z O,, kar preko intermediata dioksietanona vodi do nastanka vzbujenega stanja
oksiluciferina. Emisija svetlobe, ki jo merimo, nastane ob relaksaciji vzbujenega stanja

oksiluciferina do pripadajoc¢ega osnovnega stanja (slika 3) (108).

encim luciferaza

+ATP, Mgz"
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Slika 3: Mehanizem reakcije kresnickine luciferaze (Prirejeno po 108).

3.3.2.1 Postopek izvedbe luciferaznega testa

Celice MDA-kb2 smo nasadili na mikrotitrsko plosc¢o s 96 vdolbinicami z belim dnom.
Celice smo nasadili z gostoto 1x10* celic/vdolbinico. Nasajeno plo§¢o smo inkubirali 24 ur
pri 37 °C, brez CO,. Po inkubaciji smo iz vdolbinic mikrotitrske plo$¢e odstranili gojitveni
medij ter celice izpostavili pripravljenim vzorcem testiranih spojin in kontrol. Celice smo

izpostavili naslednjim koncentracijam testiranih spojin: Paracetamol 175; 17.5; 1,75;
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1,75);10’4 uM, diklofenak 175; 1,75; 1,75)(10’5 uM, 4°-hidroksidiklofenak 50; 5; 0,5 uM in
piceatanol 175; 0,175; 1,75x10’2; 1,75);10’3 uM. Za kontrole smo uporabili 0,5 nM DHT
(agonist na AR), 100 nM HC (agonist na GR), 5 puM FLUT (antagonist na AR), 100 nM
RU-486 (antagonist na GR), 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju (kontrola topila) in medjij
(kontrola medija). Vsi vzorci spojin in kontrol so bili raztopljeni v 0,1 % DMSO v
gojitvenem mediju.

Celice MDA-kb2 izraZzajo tako androgene kot tudi glukokortikoidne receptorje. Glede na
tip testiranja (ugotavljanje agonisticnih ali antagonisti¢nih ucinkov) in tip receptorja
(androgeni ali glukokortikoidni receptor) smo celice izpostavili testiranim spojinam po

naslednjem zaporedju:

I. Agonisti¢ni test na androgenih receptorjih

V vsako vdolbinico mikrotitrske plos¢e smo dodali 50 pL 100 nM raztopine RU-486 ter
inkubirali 30 minut pri 37° C, brez CO,. RU-486 kot antagonist na glukokortikoidnem
receptorju zasede glukokortikoidne receptorje ter omogoci, da testirane spojine izrazijo
svoj ucinek le preko androgenih receptorjev. Po koncani inkubaciji smo dodali 50 pL
raztopine testirane spojine, v vdolbinice namenjene kontroli pa 50 pL raztopine kontrole

(0,5 nM DHT; 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju; gojitveni medij).

II. Antagonisti¢ni test na androgenih receptorjih

Celicam smo dodali 50 pL raztopine testirane spojine ali raztopine kontrole (5 pM FLUT;
0,1 % DMSO v gojitvenem mediju; gojitveni medij) ter jih inkubirali 30 minut pri 37 °C,
brez CO,. Zatem smo dodali po 50 pl 0,5 nM raztopine DHT. DHT kot agonist na
androgenem receptorju stimulira ekspresijo encima luciferaze. V kolikor predhodno
izpostavljena testirana spojina na androgene receptorje deluje antagonisticno, bo ekspresija

encima luciferaze po dodatku DHT zmanj$ana.

III. Agonisticni test na glukokortikoidnih receptorjih

Celicam smo dodali 50 pLL 5 puM raztopine FLUT ter jih inkubirali 30 minut pri 37 °C, brez
CO,. FLUT kot antagonist na androgenih receptorjih predhodno zasede androgene
receptorje. Testirane spojine tako svoj ulinek izrazijo le preko glukokortikoidnih
receptorjev. Po inkubaciji z raztopino FLUT smo celicam dodali 50 pL raztopine testirane
spojine ali raztopine kontrole (100 nM HC; 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju; gojitveni
medij).
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IV. Antagonisti¢ni test na glukokortikoidnih receptorjih

Celicam smo dodali 50 pL raztopine testirane raztopine ali raztopine kontrole (100 nM
RU-486; 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju; gojitveni medij) ter jih inkubirali 30 minut
pri 37 °C, brez CO,. Po koncani inkubaciji smo dodali 50 pL 500 nM raztopine HC. HC
deluje kot agonist na glukokortikoidnem receptorju in stimulira ekspresijo encima
luciferaze. Ce predhodno izpostavljena testirana spojina na glukokortikoidne receptorje

deluje antagonisticno, bo ekspresija encima luciferaze po dodatku HC zmanj$ana.

Po nanosu vseh raztopin testiranih spojin in kontrol smo celice dali v inkubator za 24 ur pri
37 °C, brez CO,. Po 24 urni inkubaciji smo iz vdolbinic mikrotitrske plosce odpipetirali
raztopine testiranih spojin in kontrol ter zaostanke sprali z dodatkom 100 pL. PBS. PBS
smo odpipetirali in dodali 20 uLL RLB/vdolbinico. Za dosego popolne lize celic smo celice
izpostavili ciklu menjave zamrzovanja in odtaljevanja. Eni uri zamrznitve celic v
zamrzovalniku na -80° C je sledila ena ura odtaljevanja celic na sobni temperaturi. Cikel
zamrzovanja in odtaljevanja smo ponovili dvakrat ter zatem v vsako vdolbinico
mikrotitrske ploSce dodali po 35 pL luciferaznega reagenta. Aktivnost encima luciferaze
smo doloc€ili z merjenjem luminiscence s Citalcem mikrotitrskih ploS¢ (obcutljivost 135,

integracijski as 1 sekunda).

3.4 STATISTICNA ANALIZA

Podatke smo statisti¢no analizirali s Student t-testom v programu Excel, pri ¢emer smo kot
signifikantne vrednosti upostevali rezultate, kjer je bila verjetnost, da sta vzorec in kontrola
enaka, manjSa od 5 % (*p < 0,05), 1% (**p < 0,01) ali 0,1 % (***p < 0,001). Rezultati,
predstavljeni v tej Studiji, so podani kot povprecje + SD rezultatov iz treh locCenih,
neodvisnih ponovitev testov. V posameznem testu smo preiskovano spojino in kontrole
(0,5 nM DHT (agonist na AR), 100 nM HC (agonist na GR), 5 uM FLUT (antagonist na
AR), 100 nM RU-486 (antagonist na GR), 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju (kontrola
topila) in medij (kontrola medija)) testirali vsaj v duplikatu. Vsi rezultati so predstavljeni
glede na odziv celic, izpostavljenih 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju, kar predstavlja 100
%. V luciferaznem testu so rezultati podani v odstotkih kot izzvana luciferazna aktivnost
(testirana spojina)/luciferazna aktivnost (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem
mediju) * 100. Ce testirana spojina ne izkazuje nobene aktivnosti, je dobljena luciferazna

aktivnost enaka 100 %. V kolikor ima testirana spojina AR ali GR agonisti¢no aktivnost,
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se luciferazna aktivnost poveéa (je ve¢ja od 100 %). Ce nasprotno testirana spojina
izkazuje na AR ali GR antagonisticno aktivnost, se luciferazna aktivnost zmanjSa (je
manjSa od 100 %). V testu citotoksi¢nosti smo kot citotoksi¢ne koncentracije upoStevali

vrednosti, ki so zmanjSale celi¢no viabilnost pod mejo 90 %.
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4 REZULTATI

41 TEST CITOTOKSICNOSTI

Pred samim testiranjem preiskovanih spojin na androgeni in glukokortikoidni ucinek na
humani celi¢ni liniji MDA-kb2, smo s testom citotoksi¢nosti preverili, katere koncentracije
spojin so primerne za nadaljnje testiranje in ne povzrocajo citotoksi¢nega ucinka na celice.
Celice smo za 24 ur izpostavili testiranim spojinam ter ugotavljali vpliv testiranih spojin na
prezivelost celic v primerjavi s kontrolo. Kontrolo so predstavljale celice, ki so bile
izpostavljene topilu - 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju. Kot necitotoksi¢ne koncentracije
smo upostevali koncentracije testiranih spojin, ki preZivetja celic niso zmanjSale za ve¢ kot
90 %. Kontrola gojitvenega medija je sluzila kot negativna kontrola. S primerljivostjo
rezultatov odziva celic, izpostavljenim 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju ter celic,
izpostavljenim gojitvenem mediju, smo potrdili necitotoksi¢nost 0,1 % DMSO v
gojitvenem mediju ter izkljucili njegov vpliv na rezultate.

Za dolocitev prve necitotoksi¢ne koncentracije smo paracetamol, diklofenak in piceatanol
testirali pri koncentracijah 200, 175, 150, 125 in 100 puM. Zaradi slabe topnosti in
posledi¢nega obarjanja 4 -hidroksidiklofenaka v topilu smo 4°-hidroksidiklofenak testirali
pri nizjih koncentracijah 50, 25, 1, 0,75 in 0,5 pM. Velikostne razrede koncentracij, ki smo
jih uvrstili v testiranje prve necitotoksi¢ne koncentracije, smo izbrali na podlagi
upostevanja velikostnega razreda terapevtskih plazemskih koncentracij testiranih spojin.
Rezultate meritev smo grafi¢no predstavili kot odstotek preZivelih celic glede na 0,1 %
DMSO v gojitvenem mediju (graf 1). Na podlagi rezultatov dolocitve prve necitotoksi¢ne
koncentracije testiranih spojin na celi¢ni liniji MDA-kb2 smo nadalje dolocili $e ostale
velikostne razrede koncentracij preiskovanih spojin, ki smo jih uvrstili v testiranje z
luciferaznim testom. Ob tem smo upoStevali, da smo z izbiro velikostnega razreda
testiranih  koncentracij pokrili tako obmocje obiCajnih plazemskih terapevtskih
koncentracij testiranih spojin kot tudi obmocje koncentracij, v katerih so testirane spojine

lahko prisotne v okolju.
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Graf 1: MTS test - Prezivelost celic glede na 0,1% DMSO v gojitvenem mediju (%).

Celice MDA-kb2 smo za 24 ur izpostavili razlicnim koncentracijam testiranih spojin A) Paracetamol (200,
175, 150, 125 in 100 uM), B) Diklofenak (200, 175, 150, 125 in 100 uM), C) 4"-hidroksidiklofenak (50, 25,
1, 0,75 in 0,25 pM) in D) Piceatanol (200, 175, 150, 125 in 100 uM). Rezultate smo podali kot odstotek Zivih
celic glede na 0,1% DMSO v gojitvenem mediju + SD. S ¢rtkano ¢rto je oznacena Se sprejemljiva spodnja
meja metabolne aktivnosti celic, to je 90%. (0,1 % DMSO - 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju; MEDIJ -

gojitveni medij).

Iz grafa 1A vidimo, da je paracetamol na celi¢ni liniji MDA-kb2 deloval kot citotoksi¢en
le v najvisji testirani koncentraciji 200 pM, kjer je celi¢na viabilnost padla pod 90 %.
Ostale niZje testirane koncentracije so izkazovale celi¢no viabilnost visjo ali enako 90 % in
jih tako lahko smatramo kot necitotoksicne. V nadaljnje testiranje paracetamola z
luciferaznim testom smo uvrstili prvo necitotoksi¢no koncentracijo 175 puM ter
koncentracije 17,5; 1,75 in 1,75x10™ uM.

Podoben trend citotoksi¢nosti, ki smo jo na celi€ni liniji MDA-kb2 zaznali pri
paracetamolu, sta izkazovala tudi diklofenak in piceatanol. Na grafu 1B in 1D vidimo, da
sta diklofenak in piceatanol v najvisji testirani koncentraciji 200 uM, prav tako delovala
citotoksi¢no. Ostale niZje testirane koncentracije diklofenaka in piceatanola so se izkazale

za necitotoksiCne, saj je bila celi¢na viabilnost pri vseh niZjih testiranih koncentracijah
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vi§ja od 90 %. V nadaljnje testiranje z luciferaznim testom, smo tako v primeru
diklofenaka uvrstili koncentracije 175; 1,75 in 1,75x107 uM, v primeru piceatanola pa
koncentracije 175; 0,175; 1,75x107 in 1,75x107 pM.

Rezultate testiranja citotoksi¢nosti 4°-hidroksidiklofenaka smo predstavili na grafu 1C.
Rezultati kazejo, da nobena izmed testiranih koncentracij 4"-hidroksidiklofenaka (50, 25,
1, 0,75 in 0,25 pM) ni zmanjsala preZivelost celic pod mejo 90 %. 4°-hidroksidiklofenak
tako v testiranih koncentracijah, ki so enake ali manjse od 50 pM, na celi¢no linijjo MDA-
kb2 ne deluje citotoksicno. V nadaljnje testiranje 4’-hidroksidiklofenaka z luciferaznim

testom smo uvrstili koncentracije 50, 5 in 0,5 uM.

4.2 DOLOCANJE AKTIVNOSTI NA ANDROGENEM
RECEPTORJU

4.2.1 DOLOCANJE AGONISTICNEGA DELOVANJA NA AR

Za testiranje potencialne androgene aktivnosti paracetamola, diklofenaka, 4°-
hidroksidiklofenaka ter piceatanola smo uporabili humano celi¢no linijo MDA-kb2. Ta
izraza tako endogene androgene kot tudi glukokortikoidne receptorje in ima izraZen na
androgene in glukokortikoide odziven luciferazni reporterski gen. Ob izpostavitvi
preiskovanih spojin celicam MDA-kb2 se tako v primeru agonisticnega delovanja
testiranih spojin, povecanje luciferazne aktivnosti izrazi tako ob prisotnosti androgenih
agonistov kot tudi v prisotnosti glukokortikoidnih agonistov. Za selektivno dolocCitev
ucinkovanja testiranih substanc le na androgenem receptorju, smo zato glukokortikoidne
receptorje najprej predhodno zasedli z antagonistom glukokortikoidega receptorja — 100
nM RU-486. Rezultate agonisticnega delovanja testiranih spojin na androgenem receptorju
smo predstavili graficno (graf 2, 3, 4 in 5). Rezultati so podani kot izzvana luciferazna
aktivnost testirane spojine v primerjavi z izzvano luciferazno aktivnostjo 0,1 % DMSO v
gojitvenem mediju v odstotkih (%): intenziteta signala (testirana spojina)/intenziteta
signala (0,1 % DMSO v gojitvenem mediju) * 100. Ce testirana spojina ne izkazuje nobene
aktivnosti, je dobljena luciferazna aktivnost enaka aktivnosti 0,1 % DMSO v gojitvenem
mediju, torej je enaka 100 %. V kolikor testirana spojina deluje na androgenih receptorjih
agonisti¢no, se luciferazna aktivnost poveca in je vec¢ja od 100 %. Za pozitivno kontrolo
smo uporabili 0,5 nM DHT, ki je kot znan agonist na androgenih receptorjih sluZzil

preverjanju odzivnosti testa.
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Paracetamol

Paracetamol je statisticno znacilno povecal aktivnost luciferaze v primerjavi z 0,1 %
DMSO v gojitvenem mediju pri koncentracijah 175 pM (8,9 % povecanje) in 1,75 pM
(10,5 % povecanje). Pri vmesni koncentraciji 17,5 pM in najniZji testirani koncentraciji

1,75%10™* uM paracetamol ni izkazoval signifikantnega vpliva na androgeni receptor.

AR agonizem - PARACETAMOL
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Graf 2: Rezultati dolocanja agonisticnega ucinka paracetamola na androgenem receptorju. Rezultati so
prikazani kot povprecne vrednosti treh bioloskih ponovitev luciferaznega testa + SD. * predstavlja statisticno
znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju); *p < 0,05; **p

<0,01; *#¥p < 0,001.

Diklofenak

Diklofenak je statisticno znacilno povecal aktivnost luciferaze v primerjavi z 0,1 % DMSO
v gojitvenem mediju pri koncentracijah 175 uM (8,9 % povecanje) in 1,75 pM (13,5 %
povelanje). Pri najniZji testirani koncentraciji 1,75x10° uM diklofenak ni izkazoval

signifikantnega vpliva na androgeni receptor.
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Graf 3: Rezultati dolocanja agonistinega ucinka diklofenaka na androgenem receptorju. Rezultati so
prikazani kot povprecne vrednosti treh bioloskih ponovitev luciferaznega testa + SD. * predstavlja statisticno
znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju); *p < 0,05; **p

<0,01; *##¥p < 0,001.
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4’-hidroksidiklofenak
Metabolit diklofenaka 4°-hidroksidiklofenak pri nobeni izmed testiranih koncentracij ni

izkazoval agonisti¢nega delovanja na androgenem receptorju.

AR agonizem - 4’-HIDROKSIDIKLOFENAK
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Graf 4: Rezultati doloanja agonisticnega ucinka 4’-hidroksidiklofenaka na androgenem receptorju.
Rezultati so prikazani kot povprecne vrednosti treh bioloskih ponovitev luciferaznega testa + SD. *
predstavlja statisticno znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem
mediju); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Piceatanol

Piceatanol je statisticno znacilno povecal aktivnost luciferaze v primerjavi z 0,1 % DMSO
v gojitvenem mediju pri koncentracijah 175 pM (18,0 % povecanje) in 0,175 pM (13,4 %
povecanje). Pri niZjih testiranih koncentracijah 1,75x107 pM in 1,75x107 puM piceatanol

ni izkazoval signifikantnega vpliva na androgeni receptor.
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Graf 5: Rezultati dolocanja agonisticnega ucinka piceatanola na androgenem receptorju. Rezultati so
prikazani kot povprecne vrednosti treh bioloskih ponovitev luciferaznega testa + SD. * predstavlja statisticno
znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju); *p < 0,05; **p

<0,01; *#¥p < 0,001.
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4.2.2 DOLOCANJE ANTAGONISTICNEGA DELOVANJA NA AR

Antagonisticno delovanje testiranih spojin na androgenem receptorju smo ocenjevali glede
na sposobnost spojine, da zmanjsa jakost uc¢inka 0,5 nM DHT na androgenem receptorju.
DHT deluje kot agonist na glukokortikoidnem receptorju in stimulira ekspresijo encima
luciferaze. Ce predhodno izpostavljena testirana spojina na androgene receptorje deluje
antagonisti¢no, bo ekspresija encima luciferaze ob dodatku DHT zmanjSana. Rezultate
antagonisticnega delovanja testiranih spojin na androgenem receptorju smo predstavili v
grafih 6, 7, 8 in 9. Rezultati so podani kot izzvana luciferazna aktivnost testirane spojine v
primerjavi z izzvano luciferazno aktivnostjo 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju v
odstotkih (%). Statisti¢no znac¢ilno zmanjSana luciferazna aktivnost v primerjavi z 0,1 %
DMSO v gojitvenem mediju pomeni, da testirana spojina na androgenem receptorju
celi¢ne linije MDA-kb2 deluje antagonisti¢no. Za pozitivno kontrolo smo uporabili 5 pM
FLUT, ki je kot znan antagonist na androgenih receptorjih sluZil preverjanju odzivnosti

testa.

Paracetamol
Paracetamol pri nobeni izmed testiranih koncentracij ni izkazoval antagonisti¢nega ucinka
na androgenem receptorju. Pri koncentraciji 17,5 pM je paracetamol nasprotno celo

signifikantno povecal aktivnost luciferaze glede na 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju.
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Graf 6: Rezultati dolocanja antagonisticnega ucinka paracetamola na androgenem receptorju. Rezultati so
prikazani kot povprecne vrednosti treh bioloskih ponovitev luciferaznega testa + SD. * predstavlja statisticno
znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju); *p < 0,05; **p

<0,01; *#¥p < 0,001.
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Diklofenak
Diklofenak je izkazoval antagonisti¢ni uc¢inek na androgenem receptorju le pri najvisji
testirani koncentraciji 175 puM. Aktivnost luciferaze je v primerjavi z 0,1 % DMSO v

gojitvenem mediju statisti¢no znacilno zmanj$al za 13,9 %.

AR antagonizem - DIKLOFENAK

© 140

ﬁ 120 T

8 100 I ok * T

] T

= 801 _I_

17

2 60 T

H

< 40

©

S 20 T

©

I 0 . . . .

[0}

= 0.1 % FLUT 175 1,75 1,75x10 -5
DMSO

koncentracija [uM]

Graf 7: Rezultati dolocanja antagonistinega ucinka diklofenaka na androgenem receptorju. Rezultati so
prikazani kot povprecne vrednosti treh bioloskih ponovitev luciferaznega testa + SD. * predstavlja statisticno
znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju); *p < 0,05; **p
<0,01; ***p < 0,001.

4" - hidroksidiklofenak

4’-hidroksidiklofenak pri nobeni izmed testiranih koncentracij (50, 5, 0,5 pM) na
androgeni receptor ni deloval antagonisti¢no. Na grafu 8 vidimo, da se delovanje
diklofenaka na androgenem receptorju pri nobeni izmed testiranih koncentracij ni

statisticno znacilno razlikovalo od 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju.
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Graf 8: Rezultati dolocanja antagonisticnega ucinka 4’-hidroksidiklofenaka na androgenem receptorju.
Rezultati so prikazani kot povprene vrednosti treh bioloskih ponovitev luciferaznega testa + SD. *
predstavlja statisticno znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem

mediju); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Piceatanol

Piceatanol pri nobeni izmed testiranih koncentracijah ni izkazoval antagonisti¢nega u¢inka
na androgenem receptorju, saj pri nobeni izmed testiranih koncentracij ni statisticno
znacilno zmanjsal aktivnost luciferaze glede na 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju. Pri
koncentraciji 1,75x10” pM je nasprotno celo statistiéno zna&ilno povedal aktivnost

luciferaze glede na 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju.
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Graf 9: Rezultati doloCanja antagonisticnega ucinka piceatanola na androgenem receptorju.
Rezultati so prikazani kot povprecne vrednosti treh bioloskih ponovitev luciferaznega testa + SD. *
predstavlja statisticno znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v

gojitvenem mediju); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

4.3 DOLOCANJE AKTIVNOSTI NA GLUKOKORTIKOIDNEM
RECEPTORJU

4.3.1 DOLOCANJE AGONISTICNEGA UCINKA NA GR

Za dolocitev aktivnosti testiranih spojin na glukokortikoidnem receptorju, smo androgene
receptorje predhodno zasedli z dodatkom antagonista na androgenih receptorjih 5 pM
FLUT. Za pozitivno kontrolo smo uporabili 100 nM HC, ki je kot znan agonist na
glukokortikoidnem receptorju sluzil preverjanju odzivnosti testa. Rezultati agonisti¢nega
delovanja testiranih spojin na glukokortikoidnem receptorju so predstavljeni v grafih 10,
11, 12 in 13. Rezultati so podani kot izzvana luciferazna aktivnost testirane spojine v
primerjavi z izzvano luciferazno aktivnostjo 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju v %.
Statisticno znacilno povecana luciferazna aktivnost v primerjavi z 0,1 % DMSO v
gojitvenem mediju pomeni, da testirana spojina na glukokortikoidnem receptorju celi¢ne

linije MDA-kb2 deluje agonisti¢no.
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Paracetamol

Paracetamol je v primerjavi z 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju statisti¢no znacilno
povecal luciferazno aktivnost le pri najvisji testirani koncentraciji 175 pM. Aktivnost
luciferaze je povecal za 15,1 % (*p<0,05). Pri niZjih testiranih koncentracijah (17,5; 1,75

in 1,75x10™ uM) paracetamol v primerjavi s kontrolo ni deloval signifikantno.
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Graf 10: Rezultati dolocanja agonisti€nega ucinka paracetamola na glukokortikoidnem receptorju. Rezultati
so prikazani kot povprec¢ne vrednosti treh bioloSkih ponovitev luciferaznega testa + SD. * predstavlja

statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju); *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Diklofenak

Diklofenak je v primerjavi z 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju statisticno znacilno
povecal luciferazno aktivnost le pri najvisji testirani koncentraciji 175 pM. Aktivnost
luciferaze je povecal za 13,8 % (*p<0,05). Pri niZjih koncentracijah (1,75 in 1,75%x107

uM) diklofenak ni izkazoval signifikantnega vpliva na glukokortikoidni receptor.
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Graf 11: Rezultati dolo¢anja agonisticnega ucinka diklofenaka na glukokortikoidnem receptorju. Rezultati
so prikazani kot povprec¢ne vrednosti treh bioloSkih ponovitev luciferaznega testa + SD. * predstavlja
statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju); *p <

0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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4’-hidroksidiklofenak
V primerjavi z 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju je 4’-hidroksidiklofenak statisticno

znacilno povecal luciferazno aktivnost v testiranih koncentracijah 50 in 5 puM. Pri
koncentraciji 50 uM je aktivnost luciferaze povecal za 15,0 % (*p<0,05), pri koncentraciji
5 uM pa za 13,8 % (**p<0,01). Pri koncentraciji 0,5 pM 4’-hidroksidiklofenak ni

izkazoval signifikantnega odziva.
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Graf 12: Rezultati dolo¢anja agonisticnega ucinka 4°-hidroksidiklofenaka na glukokortikoidnem receptorju.
Rezultati so prikazani kot povprene vrednosti treh bioloskih ponovitev luciferaznega testa + SD. *
predstavlja statisticno znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem

mediju); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Piceatanol

V primerjavi z 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju je piceatanol statisticno znacilno
povecal luciferazno aktivnost v testiranih koncentracijah 175 in 0,175 pM. Pri
koncentraciji 175 pM je aktivnost luciferaze povecal za 18,1 % (**p<0,01), pri
koncentraciji 0,175 pM pa za 10,5 % (*p<0,05). Pri niZjih koncentracijah 1,75x107 in

1,75x107 UM piceatanol ni izkazoval signifikantnega vpliva na glukokortikoidni receptor.
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Graf 13: Rezultati dolo¢anja agonisti¢nega ucinka piceatanola na glukokortikoidnem receptorju. Rezultati so
prikazani kot povpre¢ne vrednosti treh bioloSkih ponovitev luciferaznega testa + SD. * predstavlja statisticno
znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju); *p < 0,05; **p

<0,01; ***p < 0,001.
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4.3.2 DOLOCANJE ANTAGONISTICNEGA UCINKA NA GR

Antagonisticno delovanje testiranih spojin na glukokortikoidnem receptorju smo
ocenjevali glede na sposobnost spojine, da zmanjSa jakost u€inka 500 nM HC na
glukokortikoidnem receptorju. HC deluje kot agonist na glukokortikoidnem receptorju in
stimulira ekspresijo encima luciferaze. Ce predhodno izpostavljena testirana spojina na
glukokortikoidni receptor deluje antagonisti¢cno, bo ekspresija encima luciferaze po
dodatku HC zmanjSana. Za pozitivno kontrolo smo uporabili 100 nM RU-486, ki je kot
znan antagonist na glukokortikoidnem receptorju sluzil preverjanju odzivnosti testa.
Rezultati antagonisticnega delovanja testiranih spojin na glukokortikoidnem receptorju so
predstavljeni v grafih 14, 15, 16 in 17. Rezultati so podani kot izzvana luciferazna
aktivnost testirane spojine v primerjavi z izzvano luciferazno aktivnostjo 0,1 % DMSO v
gojitvenem mediju v odstotkih (%). Statisti¢no znacilno zmanjSana luciferazna aktivnost v
primerjavi z 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju pomeni, da testirana spojina na

glukokortikoidnem receptorju celi¢ne linije MDA-kb2 deluje antagonisti¢no.

Paracetamol

Paracetamol je statisticno znacilno zmanjSal aktivnost luciferaze v primerjavi z 0,1 %
zmanjSanje, **p<0,01) in 1,75x10™* puM (15,7 % zmanjSanje, *p<0,05). Pri vi§jih
koncentracijah 17,5 pM in 175 pM, paracetamol ni izkazoval signifikantnega

antagonisti¢nega vpliva na glukokortikoidni receptor.
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Graf 14: Rezultati dolocanja antagonisticnega ucinka paracetamola na glukokortikoidnem receptorju.
Rezultati so prikazani kot povprecne vrednosti treh bioloskih ponovitev luciferaznega testa + SD. *
predstavlja statisticno znacilno razliko glede na kontrolo (0,1 % DMSO v gojitvenem mediju); *p < 0,05; **p

<0,01; ***p < 0,001.
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Diklofenak
Diklofenak je statisti¢no znacilno zmanjSal aktivnost luciferaze v primerjavi z 0,1 %

DMSO v gojitvenem mediju le pri najvi§ji testirani koncentraciji 175 pM (27,2 %

zmanjSanje, **p<0,01).
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Graf 15: Rezultati dolocanja antagonisticnega ucinka diklofenaka na glukokortikoidnem receptorju.
Rezultati so prikazani kot povpre¢ne vrednosti treh bioloskih ponovitev luciferaznega testa + SD. *
predstavlja statisticno znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem

mediju); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

4’-hidroksidiklofenak
4’-hidroksidiklofenak pri nobeni izmed testiranih koncentracij (50, 5 in 0,5 pM) ni

izkazoval antagonisticnega uc¢inka na glukokortikoidnem receptorju.
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Graf 16: Rezultati dologanja antagonisticnega ucinka 4 -hidroksidiklofenaka na glukokortikoidnem
receptorju. Rezultati so prikazani kot povpre¢ne vrednosti treh bioloskih ponovitev luciferaznega testa + SD.

* predstavlja statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem

mediju); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Piceatanol

Piceatanol pri nobeni izmed testiranih koncentracij (175; 0,175; 1,75x10%; 1,75%107 uM)

ni izkazoval antagonisti¢nega uc€inka na glukokortikoidnem receptorju.
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Graf 17: Rezultati dolo¢anja antagonisti¢nega uc¢inka piceatanola na glukokortikoidnem receptorju. Rezultati

so prikazani kot povpre¢ne vrednosti treh bioloskih ponovitev luciferaznega testa + SD. * predstavlja

statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolo (celice, izpostavljene 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju); *p <

0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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S RAZPRAVA

5.1 PARACETAMOL

Uporaba paracetamola je sicer sploSno znana kot varna do terapevtskih odmerkov 4 g/dan
(109). Zadnja dognanja navajajo, da ima paracetamol potencial endokrinega motilca, saj
nedavne Studije opisujejo antiandrogeni ucinek paracetamola (110-114). Neodvisne
epidemioloske Studije navajajo obstoj signifikantnih povezav med uporabo paracetamola
med nosecnostjo in povecanim tveganjem za pojav kriptorhizma pri novorojenih fantkih
(111,112,114). Antiandrogeni ucinek paracetamola opisujejo tudi v Studijah Kristensen in
sod. (2012) in Albert in sod. (2013), kjer je paracetamol v primerjavi s kontrolo
signifikantno zniZal sekrecijo testosterona iz Leydigovih celic (110,113).

Glede na naStete Studije, ki opisujejo antiandrogeni potencial paracetamola, bi zato
pricakovali, da bodo rezultati naSega testiranja aktivnosti paracetamola na androgenem
receptorju kazali podoben trend. Nasprotno rezultati nasega in vitro testiranja uc¢inkovanja
paracetamola na androgene receptorje celi¢ne linije MDA-kb2 kazejo, da paracetamol pri
nobeni izmed testiranih koncentracijah ni deloval antagonisti¢no, temvec je pri
koncentracijah 175 pM in 1,75 pM na androgene receptorje deloval agonisti¢no.
Agonisti¢ni u€inek delovanja paracetamola se je pokazal tudi pri koncentraciji 17,5 puM,
kjer je paracetamol v kombinaciji z DHT deloval sinergisticno in povecal agonisti¢ni
ucinek DHT. Rezultati naSega testiranja tako kaZejo, da je paracetamol na androgene
receptorje celi¢ne linija MDA-kb2 deloval agonisti¢no po razli¢nih mehanizmih - sam ali v
kombinaciji z DHT. TakSen nac¢in delovanja spojine kot endokrinega motilca ni neznan.
Podoben nacin sinergisticnega delovanja opisujejo v clanku Chen in sod. (2008), kjer je
triklokarban sam izkazoval S$ibko ali ni¢no androgeno delovanje, v kombinaciji s
testosteronom pa je poveCal s testosteronom inducirano transkripcijsko aktivnost
androgenega receptorja in tako povecal agonisti¢ni uinek testosterona (115).
Antiandrogeni potencial paracetamola bi pricakovali tudi glede na primerjavo kemijske
strukture paracetamola z ostalimi spojinami, ki se veZejo na androgene receptorje in
izkazujejo aktivnost na androgenem receptorju. Glede na skupne strukturne znacilnosti
lahko paracetamol primerjamo s skupino flutamidu podobnih spojin (slika 4). Paracetamol
enako kot flutamid vsebuje strukturni fragment Ph-N-C=O, ki je lahko pomemben za
vezavo na androgeni receptor. Med spojine, ki v svojem delu kemijske strukture prav tako

vsebujejo strukturni fragment Ph-N-C=0, spadajo tudi pesticidi vinklozolin, prokimidon,
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linuron, propanil in metolaklor. Slednji so v Studiji Fang in sod. (2003), kjer so testirali
afiniteto vezave na androgeni receptor 202 naravnih, sinteznih in okoljskih kemikalij,
izkazovali Sibko do zmerno afiniteto za vezavo na androgeni receptor (116). Paracetamol v
svoji strukturi vsebuje enak strukturni fragment kot omenjene spojine, kar nakazuje na
potencial, da lahko tudi sam izkazuje afiniteto vezave na androgeni receptor, kar smo v
okviru naSe Studije na celi¢ni liniji MDA-kb2 tudi potrdili. Rezultati nase S$tudije, da
paracetamol na androgene receptorje celicne linije MDA-kb2 v testiranih koncentracijah
175 in 1,75 pM deluje agonisticno, pa so v nasprotju z delovanjem flutamida in flutamidu
podobnih spojin. V Studiji Tamura in sod. (2006), kjer so preucevali vpliv kemikalij z
aktivnostjo na androgenem receptorju na MDA-kb2 cloveskih celicah raka dojke, so
flutamid, vinklozolin, prokimidon in linuron na androgenem receptorju delovali
antagonisti¢no. Vrednosti IC50 so znaSale 2,1 uM in 7,2 pM za flutamid in linuron, med Se
mocnejSe antagoniste na androgenem receptorju pa sta se z vrednostmi 0,4 pM in 0,8 pM
uvrstila vinklozolin in prokimidon (117). Lahko torej sklepamo, da strukturni fragment
paracetamola Ph-N-C=0 pripomore k afiniteti vezave na androgeni receptor, medtem ko
so za to ali bo spojina na androgeni receptor delovala agonisticno ali antagonisti¢no,
kljucne Se druge funkcionalne skupine oziroma kemicne karakteristike spojine. Na sliki 4
vidimo, da ostale spojine v nasprotju s paracetamolom vsebujejo dodatne elektronegativne

skupine na aromatskem obrocu in pa Cl, kar lahko prispeva k njihovemu antagonisticnemu
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Slika 4: Strukturna primerjava paracetamola s flutamidu podobnim spojinam. Delijo si skupni
strukturni fragment (Ph-N-C=0), ki je lahko pomemben za vezavo na androgeni receptor.
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Poleg strukturnega fragmenta Ph-N-C=0 vsebuje paracetamol v svoji strukturi tudi fenol,
ki lahko pomembno vpliva k delovanju na androgeni receptor. Fenolna skupina je namre¢
pogosta pri spojinah, ki delujejo kot endokrini motilci tako na estrogenih kot tudi na
androgenih receptorjih (115). Med fenoli, ki se veZejo na androgeni receptor, najdemo
industrijske kemikalije, katerih proizvodnja in uporaba je zelo visoka. To so bisfenol A, 4-
nonilfenol, 4-oktilfenol, 4-izo- in tercpentilfenol, metilparaben, butilparaben,
propilparaben in triklosan (115,117,118). Za naStete fenole je znacilno, da v in vitro
Studijah na androgenih receptorjih delujejo antagonisti¢no, pri cemer je za samo delovanje
pomembna para pozicija OH skupine v obrocu, ki poveca antagonisticno aktivnost na
androgenem receptorju (117). Paracetamol v primerjavi z naStetimi fenoli prav tako
vsebuje OH skupino na para poziciji v obrocu, vendar v naSem testiranju na MDA-kb2
celi¢ni liniji pri nobeni izmed testiranih koncentracij ni izkazoval antagonisti¢nega ucinka
na androgenem receptorju. Paracetamol se v primerjavi z ostalimi fenoli, ki delujejo
antagonisti¢no na androgenem receptorju, razlikuje v tem, da ima vecina ostalih fenolov na
para poziciji benzenskega obroc¢a substituirano alkalno verigo in je tako sposobna tvoriti le

eno H-vez z androgenim receptorjem (slika 5).
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O
HO™ 7 HO
propil paraben bisfenol A

Slika S: Strukturna primerjava paracetamola s fenoli, ki se vezejo na androgeni receptor

Za vezavo spojine v ligand vezavno domeno androgenega receptorja (LBD-AR) so sicer
potrebne dolocene strukturne znacilnosti spojine, ki omogocajo tvorbo interakcij med
spojino in vezavno domeno androgenega receptorja. Z dolocitvijo kristalne strukture
vezave dihidrotestosterona (DHT) na podganji androgeni receptor in metribolona na
¢loveski androgeni receptor so ugotovili, da so za interakcijo med ligandom in LBD-AR
klju¢ne aminokisline Arg752, Asn705 in Thr877 (119). Da spojina na androgenem

receptorju deluje agonistiéno, mora tako vsebovati funkcionalne spojine, ki posnemajo 3-
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keto in 17fB-hidroksilno skupino DHT in so z LBD-AR zmo ne tvoriti mofno vodikovo
vez in/ali elektrostatske interakcije. Ker paracetamol v na i raziskavi na androgene
receptorje deluje agonistino, lahko sklepamo, da funkcionalne skupine paracetamola
omogocajo pravilno umestitev paracetamola v vezavno mesto in ustrezno tvorbo vodikovih
vezi oz. elektrostatskih interakcij z LBD-AR, kar vodi v aktivacijo transkripcijskega
procesa. Lahko sklepamo, da so za agonisticno delovanje paracetamola klju¢ne OH
skupina na para mestu benzenskega obrofa, NH-C=0O skupina ter aromatski obroc.
Funkcionalni skupini OH in NH-C=0 z vezavnim mestom androgenega receptorja tvorita
ustrezne vodikove oz. elektrostatske vezi, medtem ko aromatski obro¢ paracetamola
prispeva k hidrofobnosti, ki je potrebna za ustrezno umestitev spojine v hidrofobni Zep
vezavne domene AR. Za prileganje vezavnemu mestu je pomembna tudi ustrezna razdalja
med obema funkcionalnima skupinama, ki naj bi bila blizu 10 A. Nasprotno naj bi bila v
primeru antagonista na AR dolZina spojine manjSa ali ve¢ja od 10 A, zato pri umescanju
antagonista v LBD-AR ne pride do tvorbe ustreznih vodikovih ali elektrostatskih
interakcij, ki bi aktivirale transkripcijo. Antagonisti ob umes¢anju v vezavno domeno AR
pogosto tudi vzpostavijo kontakt z eno ali ve¢ klju€nimi aminokislinami (Arg, Asn, Thr),
kar blokira nastanek transkripcijsko aktivhega AR-ligand kompleksa (117).

Vecina raziskav o endokrinih motilcih se osredoto¢a na estrogene in androgene receptorje,
zato je malo znanega o endokrinih motilcih, ki delujejo na glukokortikoidnem receptorju.
Delovanje paracetamola na glukokortikoidni sistem je Se neraziskano. Na podlagi
rezultatov naSe Studije lahko povzamemo, da je delovanje paracetamola na
glukokortikoidne receptorje celi¢ne linije MDA-kb2 koncentracijsko odvisno. V nizjih
testiranih koncentracijah 1,75 in 1,75x10% pM je paracetamol na glukokortikoidne
receptorje celicne linije MDA-kb2 deloval Sibko antagonisti¢no, medtem ko je pri najvisji
testirani koncentraciji 175 uM deloval Sibko agonisti¢no. Gre za nemonotonost v odzivu v

odvisnosti od koncentracije, ki je znacilna za ligande v endokrinem sistemu (13).

5.2 DIKLOFENAK

Zaradi Siroke uporabe je diklofenak ena izmed najpogosteje identificiranih farmacevtskih
spojin v vodnem okolju (120-122). V zadnjem Casu zato ve¢ raziskav preucuje toksi¢ni
vpliv prisotnosti diklofenaka na vodne organizme (122-127). V na$i raziskavi smo
preucevali vpliv diklofenaka na androgene in glukokortikoidne receptorje celi€ne linije

MDA-kb2. Rezultati nase Studije kaZejo, da je uCinkovanje diklofenaka na androgenih in
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glukokortikoidnih receptorjih odvisno od odmerka. Pri dovolj visoki koncentraciji, v
receptorje deloval tako agonisti¢no kot tudi antagonisti¢no. Tak$no delovanje spojin kot
mesanih agonistov in antagonistov ni nenavadno, specificnost njihovega delovanja pa je
odvisna od koncentracije spojin in prisotnosti kompetitorjev (97). Primer Ze opisanega
delovanja meSanega agonista in antagonista na enaki celi¢ni liniji MDA-kb2 predstavlja
kloronitrofen, ki je pri testiranju izkazoval moc¢no antagonisti¢cno delovanje na AR, hkrati
pa je pri vi§jih testiranih koncentracijah na AR deloval tudi agonisti¢no (117). Znana
primera spojin, ki delujeta antagonisti¢no na AR, ob visji koncentraciji (10 uM) pa delujeta
agonisticno, sta tudi hidroksiflutamid in metabolit vinklozolina (97,128). V primeru nasega
testiranja je bila za delovanje diklofenaka kot meSanega agonista in antagonista na
androgenem receptorju potrebna koncentracija 175 uM. Testirana koncentracija 175 uM je
bila izbrana kot prva necitotoksi¢na koncentracija in je sicer vi§ja od terapevtskih
plazemskih koncentracij diklofenaka in koncentracij diklofenaka v vodnem okolju.
Diklofenak pa je v naSem testiranju izkazoval ucinek na androgene receptorje tudi v
obmocju terapevtskih plazemskih koncentracij. Pri koncentraciji 1,75 puM je na androgeni
receptor celicne linije MDA-kb2 deloval agonisti¢no. Pri niZjih testiranih koncentracijah,
ki so prisotne v okolju, diklofenak ni izkazoval delovanja na androgeni receptor.

Rezultati nasega testiranja, da ima diklofenak potencial meSanega agonista/antagonista na
androgenih receptorjih, se ujemajo tudi s strukturno primerjavo diklofenaka z ostalimi
spojinami, ki izkazujejo u€inek na androgenem receptorju. Izmed hormonskih motilcev, ki
izkazujejo ucCinek na androgenem receptorju, lahko diklofenak glede na strukturne
znacilnosti primerjamo z difeniletri. Diklofenak si z difeniletri deli skupni strukturni
fragment Ph-X-Ph, kjer X predstavlja elektronegativni atom, ki je v primeru difeniletrov
kisik, v primeru diklofenaka pa duSik. Med difeniletre, ki jih strukturno lahko primerjamo
z diklofenakom, spadajo kloronitrofen, nitrofen in klormetoksinil. Poleg strukturnega
fragmenta Ph-X-Ph v svoji strukturi enako kot diklofenak vsebujejo tudi atome klora na
enem izmed fenolnih obroCev (slika 6). Klornitrofen, nitrofen in klormetoksinil so na
MDA-kb2 celi¢ni liniji u€inkovali kot meSani AR antagonisti/agonisti, kar se ujema z

rezultati naSega testiranja diklofenaka.
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klormetoksinil

Slika 6: Strukturna primerjava diklofenaka z difeniletri, ki se veZejo na androgeni receptor.
Delijo si skupni stukturni fragment Ph-X-Ph in atome CI.

Poleg strukturnega fragmenta Ph-X-Ph lahko k afiniteti vezave diklofenaka na androgeni
receptor prispevata tudi funkcionalni skupini klor in kisik. Med spojinami, ki se veZejo na
androgeni receptor, namre¢ veliko spojin v svoji strukturi vsebuje klor ali oba heteroatoma
klor in kisik. V $tudiji Fang in sod. (2003) se je na androgeni receptor vezalo 12 izmed 15
testiranih kemikalij, ki so v svoji strukturi vsebovale klor. Medtem ko se je izmed spojin,
ki so v svoji strukutri vsebovale oba heteroatoma Cl in O, na androgeni receptor aktivno
vezalo 20 izmed 22 preiskovanih spojin. Klor deluje kot Sibek akceptor vodikove vezi in
poveca hidrofobnost spojine, medtem ko je kisik pogosto povezan s tvorbo vodikove vezi z
aktivnim mestom androgenega receptorja. Tvorba specificnih vodikovih vezi in pravilno
obmocje hidrofobnosti namre¢ igra pomembno vlogo pri vezavi na androgeni receptor
(116).

Podrocje delovanja diklofenaka na glukokortikoidni sistem je Se neraziskano. Na podlagi
rezultatov naSe Studije lahko povzamemo, da diklofenak na glukokortikoidnih receptorjih
celicne linije MDA-kb2 izkazuje podoben trend delovanja kot na androgenih receptorjih. V
receptorje deloval kot meSan agonist/antagonist. V obmocju terapevtskih plazemskih
koncetracij in koncetracij, v katerih se lahko nahaja v okolju, diklofenak na

glukokortikoidni receptor ni izkazoval u¢inka.
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5.3 4’-HIDROKSIDIKLOFENAK

Diklofenak se v telesu ve¢inoma metabolizira v hidroksilirane derivate, izmed katerih je v
najvecji meri zastopan 4 -hidroksidiklofenak, katerega so identificirali v plazmi in v urinu
cloveka ter tudi v vodnem okolju (129,130). Poleg preucevanja vplivov starSevske spojine,
je pomembno tudi preuc¢evanje metabolitov spojine, saj je vpliv metabolitov na organizem
lahko bolj toksi¢en od same starSevske spojine (130). Dodatna OH skupina na strukturi
metabolita lahko prispeva k vecji afinititeti vezave na receptor in s tem k ve¢jemu ucinku
metabolita. Med znane primere hidroksimetabolitov, ki na receptorje ucinkujejo mocneje
kot starSevske spojine, spadata metabolit flutamida - hidroksiflutamid in metabolit
vinklozolina - M2 (128).

Poleg starSevske spojine diklofenaka smo tako v naSi raziskavi preucevali tudi vpliv
njegovega metabolita 4 -hidroksidiklofenaka na glukokortikoidne in androgene receptorje
celicne linije MDA-kb2. Rezultati nase Studije kazejo, da v nasprotju z ucinkovanjem
diklofenaka na androgenem receptorju, njegov metabolit 4 -hidroksidiklofenak pri nobeni
izmed testiranih koncentracij ne izkazuje ucinka na androgenem receptorju. 4°-
hidroksidiklofenak je izkazoval ucinek le pri testiranju na glukokortikoidnem receptorju,
kjer je enako kot diklofenak izkazoval trend agonistiCnega delovanja, medtem ko v
nasprotju z diklofenakom na glukokortikoidnem receptorju ni izkazoval antagonisti¢nega
ucinka.

Rezultati nase Studije tako kazejo, da ima metabolit 4 -hidroksidiklofenak na androgene in
glukokortikoidne receptorje celicne linije MDA-kb2 manjsi ucinek kot diklofenak. Na
podlagi rezultatov nase Studije lahko sklepamo, da dodatna OH skupina na 4” mestu B
obroc¢a diklofenaka ne prispeva k vecji afiniteti vezave na androgeni in glukokortikoidni
receptor in ne poveca ucinka spojine. Ob tem moramo upoStevati dejstvo, da je bila zaradi
slabe topnosti 4”-hidroksidiklofenaka, prva testirana koncentracija (50 pM) niZja od prve
testirane koncentracije diklofenaka (175 pM). Za povsem korektno primerjavo rezultatov
u¢inkovanja diklofenaka in 4"-hidroksidiklofenaka, bi bilo tako potrebno ne le testiranje v
podobnih koncentracijskih velikostnih razredih kot v naSem primeru, ampak testiranje v

povsem enakih koncentracijah.
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5.4 PICEATANOL

Delovanje piceatanola na androgene in glukokortikoidne receptorje je slabSe raziskano.
Ve¢ Studij je znanih v povezavi s strukturnim analogom piceatanola resveratrolom. Za
resveratrol je znano, da inhibira funkcijo androgenega receptorja. Rezultati Studij, ki so
preucevale vpliv resveratrola na humani celi¢ni liniji raka prostate LNCaP, so pokazali, da
resveratrol blokira delovanje androgenov na androgenem receptorju, zmanjSa izraZanje na
androgene odzivnih genov, zmanjSa transkripcijsko aktivnost androgenega receptorja in
inhibira z androgeni spodbujeno rast in proliferacijo celic raka prostate (131-133).
Podobne rezultate delovanja resveratrola so potrdili tudi na celi¢ni liniji HeLa, kjer je
resveratrol zmanjSal s sinteticnim androgenom spodbujeno transkripcijsko aktivnost na
androgenem receptorju in zmanjsal izraZanje na androgene odzivnega gena PSA (134).
Piceatanol se od resveratrola razlikuje le v dodatni OH skupini, zato bi pri¢akovali, da bo
ucinek delovanja piceatanola podoben delovanju resveratrola. Potencialno antiandrogeno
delovanje piceatanola je bilo opisano tudi v Studijah Iguchi in sod. (2012) in Kumar in sod.
(2014), kjer je piceatanol na celi¢ni liniji LNCaP zmanj$al izraZanje na androgen odzivni
gen NKX3 (133), inhibiral z androgeni spodbujeno rast celic raka prostate 22Rvl in
zmanjSal stopnjo ekspresije androgenih receptorjev (135). Glede na obstojeCe Studije o
antiandrogenem ucinku resveratrola in piceatanola bi zato pricakovali, da bo piceatanol
tudi v primeru nasega tesitranja na androgene receptorje celi¢ne linije MDA-kb2 deloval
antagonisti¢no. Nasprotno rezultati nasega testiranja piceatanola na celi¢ni liniji MDA-kb2
kazejo, da piceatanol pri koncentracijah 175 in 0,175 pM na androgene in
glukokortikoidne receptorje celicne linije MDA-kb2 deluje agonisticno. Medtem ko pri
nobeni izmed testiranih koncentracij piceatanol na androgene ali glukokortikoidne
receptorje ni deloval antagonisticno. V testirani koncentraciji 1,75x10™ M je ob
prisotnosti agonista celo statisti¢no znacilno povecal aktivnost luciferaze glede na kontrolo
in povecal agonisti¢ni u€inek DHT. Ena izmed moZnih razlag agonisticenga delovanja
piceatanola je lahko uporaba druge celi¢ne linije in s tem drugacna obcutljivost celic na
spojino piceatanol. Primerljive rezultate nasim so na enaki celi¢ni liniji MDA-kb2 prav
tako dobili tudi v okviru magisterskega dela (136), kjer so preucevali (anti)androgeni vpliv
resveratrola in njegovih strukturnih analogov. Tako kot v naSem primeru so rezultati
Studije magisterskega dela pokazali agonisticno delovanje resveratrola in njegovih
strukturnih analogov, medtem ko nobena izmed testiranih spojin ni izkazovala

antiandrogenega delovanja (136). Razlog za agonisti¢no delovanje piceatanola na celi¢ni
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liniji MDA-kb2 lahko iS¢emo tudi v razlicnih poteh in mehanizmih delovanja, saj je
natanen mehanizem delovanja resveratrola oz. piceatanola na androgeni sistem Se
nepojasnjen.

Rezultati naSe Studije kazejo, da piceatanol izkazuje potencial hormonskega motilca tako
na androgenem kot tudi na glukokortikoidnem receptorju. Razlog, da piceatanol izkazuje
afiniteto vezave na omenjene hormonske receptorje, lahko iS¢emo v njegovi strukturi.
Piceatanol v svoji strukturi vsebuje stilben, ta strukturni element pa je znalilen tudi za
druge spojine, ki delujejo kot hormonski motilci. Znan primer spojine, ki v svoji strukturi
vsebuje stilben in ga strukturno lahko primerjamo s piceatanolom, je dietilstilbestrol
(DES). Ostali primeri spojin, ki v svoji strukturi vsebujejo stilben in so prav tako sposobni

Sibke do zmerne vezave na androgeni receptor, so Se tamoksifen, 4-hidroksitamoksifen,
nafoksidin in klomifen (slika 7) (116).

piceatanoi

tamoksifen a-hidroksitamoksifen
o
Lo (i

~ S

MeO ¢

nafoksidin klomifen

Slika 7: Piceatanol lahko strukturno primerjamo z ostalimi stilbeni, ki so sposobni Sibke do zmerne

vezave na androgenem receptorju. Ta strukturni razred vsebuje dva benzenova obroca, ki sta med
seboj lo¢ena z dvema ogljikoma z dvojno vezjo.

Dietilstilbestrol je znan kot mocen estrogeni hormonski motilec (137). Poleg agonisticnega

delovanja na estrogeni receptor pa izkazuje tudi Sibko do zmerno afiniteto vezave na
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androgenem receptorju, kjer pa deluje antagonisti¢no (117). Studije kaZejo, da piceatanol
na estrogeni receptor prav tako deluje agonisti¢no (138,139), medtem ko je delovanje
piceatanola na androgeni receptor Se zelo neraziskano. Na androgene receptorje celi¢ne
linije MDA-kb2 je dietilstilbestrol deloval antagonisti¢no (117), medtem ko rezultati naSe
Studije kazejo, da piceatanol na androgene receptorje celicne inije MDA-kb2 deluje
agonisticno. DES vsebuje dve OH skupini, preko katerih bi lahko tvoril H-interakcije z
aktivnim mestom androgenega receptorja, medtem ko njegovi etilni skupini gledata ven iz
ligand vezavne domene AR, kar oteZuje interakcije DES z AR in je verjetno vzrok njegovi
antagonisti¢ni aktivnosti (117). Ker nasprotno piceatanol na mostu med obema
benzenovima obrocema ne vsebuje nobene dodatne stranske verige, ki bi lahko motila
umestitev in interagiranje z aktivnim mestom ligand vezavne domene AR, lahko sklepamo,
da mu to omogoca pravilno umestitev v vezavno domeno in posledicno agonisticno
delovanje.

Tako kot omenjeno Ze pri ostalih testiranih spojinah je tudi za primer piceatanola delovanje
na glukokortikoidnih receptorjih Se povsem neraziskano. Na osnovi naSih rezultatov
piceatanol v koncentracijah 175 in 0,175 pM na glukokortikoidne receptorje celi¢ne linije
MDA-kb2 deluje agonisti¢no.

Pri interpretaciji rezultatov naSe raziskave delovanja piceatanola na androgene in
glukokortikoidne receptorje celicne linije MDA-kb2 moramo upoStevati, da je na dobljene
rezultate lahko vplivalo tudi obnaSanje piceatanola v testu MTS. Piceatanol je v MTS testu
pri koncentracijah 175, 150, 125 in 100 uM zelo povecal odzivnost sistema (graf 1D), kar
je lahko posledica stimulacije proliferacije celic ali pa vzrok lahko leZi v samih fiz.-kem.
lastnostih spojine pri vi§jih koncentracijah. V kolikor je vzrok proliferacija celic, je ucinek
povezan tudi z vecjim Stevilom celic in posledicnim ve¢jim odzivom. Za dokonc¢no
potrditev vplivov delovanja piceatanola na androgene in glukokortikoidne receptorje bodo

tako potrebne Se dodatne raziskave.
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6 SKLEP

Na podlagi rezultatov eksperimentalnega dela diplomske naloge preucevanja potencialnega
ucinkovanja PAR, DIC, 4'OH-DIC in PIC na AR in GR celi¢ne linije MDA-kb2 lahko

povzamemo, da:

» je prvotna izbrana testirana koncentracija 200 pM v MTS testu delovala
citotoksi¢no pri testiranih spojinah PAR, DIC in PIC. V nadaljnje testiranje z
luciferaznim testom smo uvrstili prve necitotoksi¢ne koncentracije, ki so znaSale za
PAR, DIC in PIC 175 puM ter zaradi omejitve topnosti 50 uM za 4'OH-DIC.

» so spojine PAR, DIC in PIC izkazovale ucinek na AR celi¢ne linije MDA-kb2.

» so vse testirane spojine PAR, DIC, 4'OH-DIC in PIC izkazovale u¢inek na GR
celicne linije MDA-kb2.

» so spojine PAR, DIC, 4'OH-DIC in PIC izkazovale aktivnost na AR in/ali GR v
prvi necitotoksi¢ni koncentraciji (PAR kot agonist na AR in GR; DIC kot meSani
agonist/antagonist na AR in GR; 4'OH-DIC kot agonist na GR in PIC kot agonist
na AR in GR).

» so spojine PAR, DIC, 4'OH-DIC in PIC izkazovale aktivnost na AR in/ali GR v
velikostnih razredih koncentracij, katere se nahajajo v plazmi po terapevtski
uporabi (PAR sam ali v kombinaciji z DHT kot agonist na AR ter kot antagonist na
GR; DIC kot agonist na AR, 4'OH-DIC kot agonist na GR in PIC v kombinaciji z
DHT kot agonist na AR)

» je PAR v velikostnih razredih koncentracij, katerim smo potencialno lahko

izpostavljeni neposredno preko okolja, izkazoval antagonisti¢ni uc¢inek na GR.

Iz dobljenih rezultatov lahko potrdimo postavljeno 1. hipotezo, da preiskovane spojine
PAR, DIC, 4'OH-DIC in PIC izkazujejo u€inke na AR in GR MDA-kb2 celi¢ne linije. V
okviru nase raziskave smo potrdili, da je smiselno testiranje spojin, ki vsebujejo podobne
strukturne elemente kot Ze znani hormonski motilci, saj ti strukturni elementi lahko
pripomorejo k tvorbi interakcij spojin z receptorji endokrinega sistema in tako motijo
endokrino delovanje. V razpravi smo s strukturno primerjavo preiskovanih spojin z
ostalimi spojinami, ki na enaki celi¢ni liniji MDA-kb2 delujejo kot hormonski motilci,

pokazali, da so za afiniteto vezave do AR lahko klju¢ne OH skupina na para mestu
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benzenskega obroca, NH-C=0 skupina ter aromatski obro¢ v strukturi paracetamola, Ph-
X-Ph skupina ter atomi klora v strukturi diklofenaka ter stilbenski skelet v strukturi
piceatanola. Na podlagi rezultatov nase Studije pa ne moremo potrditi postavljenih 2. in 3.
hipoteze. V nasi raziskavi dodatna OH skupina na aromatskem obroc¢u v strukturi 4'OH-
DIC ni pripomogla k vecji afiniteti vezave oziroma k ve¢jemu izkazovanju uc¢inka na AR
in/ali GR v primerjavi s starSevsko spojino DIC. 4'OH-DIC je v primerjavi z DIC
izkazoval ucinek le na GR. Prav tako paracetamol v nas$i raziskavi na AR celi¢ne linije
MDA-kb2 ni deloval antagonisti¢no, ampak je v velikostnih razredih koncentracij, katerim

smo izpostavljeni ob terapevtski uporabi, na AR deloval agonisti¢no.

Rezultati naSe in vitro raziskave na AR in GR celi¢ne linije MDA-kb2 kaZejo, da
preiskovane spojine PAR, DIC, 4'OH-DIC in PIC lahko izkazujejo potencial hormonskega
motilca. Zaradi Siroke uporabe testiranih spojin v terapevtske namene in neposredne
potencialne izpostavljenosti spojinam preko okolja, je smotrno nadaljnje vrednotenje

potencialnega vpliva PAR, DIC, 4'OH-DIC in PIC na endokrini sistem.
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PRILOGE
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Priloga 1: OECD konceptualni okvir za testiranje in oceno kemikalij, ki lahko delujejo kot

hormonski motilci (140).

Raven 1

Razvrscanje Ze obstojecih
podatkov in ne-testnih informacij

Zbiranje Ze obstojecih informacij o testirani spojini
(npr. strukturne in fizikalno-kemijske lastnosti,
toksikoloske in  ekotoksikoloSke informacije,
podatki iz QSAR modelov, toksikokineticne in
toksikodinami¢ne informacije).

Raven 2

In vitro testi za namen pridobivanja
podatkov o mehanizmu/patoloskih
poteh endokrinega delovanja

Testi spadajo med presejalne teste in se uporabljajo
za detekcijo nevarnosti, identifikacijo moZnih
mehanizmov delovanja in predvidevanj neZelenih
ucinkov.

Zasnovani so na interakcijah s hormonskimi
receptorji ali drugimi kljuénimi encimi, udeleZenimi
v regulaciji nivoja hormonov (npr. test vezave na
estrogeni in androgeni receptor, test aktivacije

transkripcije, test steroidogeneze, test aromataze).

Raven 3

In vivo testi za namen pridobivanja
podatkov o mehanizmu/patoloskih
poteh endokrinega delovanja

Testi zagotavljajo in vivo presejanje in se
uporabljajo za ugotavljanje
aktivnosti. Testi podajo opozorila na kemikalije z

mozne endokrine
moznimi lastnostmi endokrinega motilca in zaznajo
spremembe v obcutljivih  tkivih.
Rezultati se lahko uporabijo za odloCitev ali so
potrebni in vivo testi na viSjem nivoju.

Primeri in vivo testov na ravni 3 so testi na sesalcih
(npr. Hershbergerjev test, uterotropi¢ni test) in na
nesesalcih (npr. ribji reprodukcijski test).

endokrinsko

Raven 4

In vivo testi za namen pridobivanja
podatkov o neZelenih ucinkih v
povezavi z endokrinskimi motilci

Testi na ravni 4 zagotavljajo bolj temeljito oceno
moznih ali aktualnih ucinkov endokrinih motenj
kemikalije na odrasli organizem ali na organizem v
razvoju. Testi so obcutljivi na ve¢ kot le en nacin
delovanja endokrinih motilcev.

Primeri testov na ravni 4 so preskusi toksi¢nosti
ponavljajocega (28 ali
toksi¢nost), presajalni reprodukcijski/razvojni testi
(testiranje vpliva na reprodukcijo in razvoj) in testi
izpostavljenosti (vpliv
prenatalni razvoj).

odmerka 90 dnevna

fetusa toksi¢nosti  na

Raven 5

In vivo testi za namen pridobivanja
bolj celovitih podatkov o nezelenih
ucinkih na endokrini sistem cez
obseznejsi del Zivljenjskega cikla
organizmov

Testi za Studije razvojne in
toksi¢nosti, ki podajajo podatke o neZelenih ucinkih
in so uporabni za oceno tveganja. S testi na ravni 5
lahko pridobimo tudi podatke glede odziva v
povezavi z odmerkom/ koncentracijo.

Sem spadajo eno in dvogeneracijske reproduktivne
Studije toksi¢nosti na sesalcih in toksikoloske
Studije, ki zajemajo del ali celoten Zivljenjski cikel
rib, dvozivk ali pticev.

reprodukcijske
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Priloga 2: Shematski prikaz mehanizma delovanja androgenega receptorja (Prirejeno po

(24)).

vezava
liganda
; i; dimerizacija in fosforilacija

vezava kompleksa L.
/ ko-regulatorjev aktivacija

tarénih genov

¥ - 3 2

NININININS
vezava na ARE

(T - testosteron, DHT - dihidrotestosteron, HSP - proteini toplotnega Soka, AR - androgeni

receptor, ARE - na androgen odzivni element, RNA pol II - RNA polimeraza II) Dimerizacija
poteka v citosolu ali v jedru.
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Priloga 3: Primeri kemikalij, ki motijo androgeni sistem (141).

AGONISTI
tetrabromoetilcikloheksan
ANTAGONISTI
difenilmetani diklorodifeniltrikloroetani (DDT) in sorodne spojine
metoksiklor
bisfenol A
flutamidi vinklozolin
linuron
organoklorini heksaklorocikloheksani
prokimidon
aldrin in dieldrin
ftalati butilbenzilftalat
alkilfenoli 4-n-oktil in nonilfenol
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Priloga 4: Shematski prikaz mehanizma delovanja glukokortikoidnega receptorja

o
\ ? / deksametazon

translolacya v jedro

(Prirejeno po (34)).

cGE.

transaktivacija

E vezava na pozitivin GRE
-\__,_,-F _:::::-___.J

transkripeia

éfw

elespresija protivnetnih
in regulatornih proteinov

=)

protet

-

e

5

transrepresija

e

direktna ali indireldna
interakcija s TF

telomovanje za
jedme koaldivatorje

zavrta sinteza
provietmh protetnov

(cGR - glukokortikoidni receptor v citoplazmi, GRE - glukokortikoidni odzivni element, TF -

transkripcijski faktor;ji)
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Priloga 5: Primeri kemikalij, ki motijo glukokortikoidni sistem (35, 36, 142).

motilci HPA osi

poliklorirani bifenili (PCB)

policikli¢ni aromatski ogljikovodiki (PAH)
tezke kovine (svinec, kadmij, cink)
organske kositrove spojine (trimetiltin)
etanol

motilci steroidogeneze

pesticidi (heksaklorocikloheksan, glifosat)
fungicidi (ekonazol, mikonazol)
insekticidi (dimetoat, 3-metilsulfonil DDE)
izoflavonoidi (genistein, daidzein)
B-naftoflavon

inhibitorji aktivnosti 11-HSD2

gliciretinska kislina

abieti¢na kislina

fusidna kislina

naringenin

bisfenol A

alkilfenoli (4-terc-oktilfenol, 4-nonilfenol)
ditiokarbamatne spojine (DCT)

kadmij (Cd*")

organske kositrove spojine (tributiltin, dibutiltin)

inhibitorji aktivnosti 11-HSD1

gliciretinska kislina

abieti¢na kislina

zearalenon

flavanon

2-hidroksiflavanon

alkilfenoli (4-terc-oktilfenol, 4-nonilfenol)

motilci funkcije GR
spremembe v transkripciji GR

antagonisti

arzenik, organske kositrove spojine,
bisfenol A, zearalenon, heksaklorobenzen
metil sulfonil poliklorirani bifenili (PCB)
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Priloga 6: Primeri

terapevtskih maksimalnih  plazemskih koncentracij

(cmax)

paracetamola, diklofenaka in 4°-hidroksidiklofenaka glede na razli¢ne tipe farmacevtskih

oblik in nacin aplikacije

PARACETAMOL

cmax [SD] (min-max) pM

farmacevtska oblika, odmerek, aplikacija

vir

83,4 [9,06] tableta (1000 mg), na teSce, per os (143)
42,2 [10,12] tableta (1000 mg), po hrani, per os (143)
171,5 (55,0-396,4) infuzija (1000 mg), intravensko (144)
56,9 [22,5] tableta (500 mg), per os (145)
56,2 [22,5] tableta (500 mg), per os (145)
142,9 infuzija (1000 mg), intravensko (146)
81,4 tableta 1000 (2 x 500 mg), per os (146)
52,3 svecke 1300 (2 x 650 mg), rektalno (146)
DIKLOFENAK

cmax [SD] (min-max) pM farmacevtska oblika, odmerek, aplikacija vir
1,13 [0,55](0,30-1,94) tableta (12,5 mg), per os (147)
1,99 [1,06](0,84-4,69) tableta (25 mg), per os (147)
6,39 [1,48](4,36-8,46) infuzija (22.5 mg), intravensko (147)
7,66 [2,63] tableta (50 mg), per os (148)
1,59 [0,61] tableta s podaljSanim sproScanjem (75 mg), per os (64)
0,05 [0,025] gel (1%), 1 koleno, dermalno (148)
0,18 [0,108] gel (1%), 2 koleni, dermalno (148)
0,013 (0,004-1,02) gel v spreju (4%), dermalno (149)
0,03910,014] losjon (1,5%), dermalno (150)
4°-HIDROKSIDIKLOFENAK

cmax [SD] (min-max) pM ucinkovina, farmacevtska oblika, odmerek, aplikacija vir
1,1[0,4](0,4-1,5) diklofenak, tableta (50 mg), per os (151)
1,6 [0,5](1,3-2,1) diklofenak, tableta (50 mg), per os (151)
1,0 [1,1](0,2-3,0) diklofenak, tableta (50 mg), per os (151)
2,312,2](0,5-5,3) diklofenak, tableta (50 mg), per os (151)
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Priloga 7a: Poznane interakcije paracetamola s hormonskim sistemom

PARACETAMOL
ANDROGENI SISTEM
metoda testiranja uporabljeni model izpostavljenost PAR rezultati ucinek vir
- matere, ki so jemale paracetamol ve¢ kot 2 tedna znotraj nosecnosti, so imele
epidvetm(iif).lo§ka inter\t/ju n(l)seén(iic 0 upvorabti. vli(z ttezdilzzi signifikanto povecano tveganje za rojstvo otroka s kriptorhizmom antiandrogeni | (112)
studija paracetamola med nosecnosijo vec kot 2 tedna - signifikatno povecano tveganje za nastanek kriptorhizma je bilo povezano tudi
z uporabo paracetamola znotraj drugega trimesecja
in utero zarodki podgane 1507250/350 mg/.kg/ Fla“ - signifikantno zmanjSanje anogenitalne razdalje pri zarodkih podgane antiandrogeni | (112)
13-21 dan brejosti
ex Vivo kultura testisev podganjih 1 uM o - stgtlstlcno znacilno zmanjSana sekrecija testosterona za 50 % iz Leydigovih antiandrogeni | (112)
zarodkov po 14,5 dnevu brejosti | celic
. Lo T . uporaba paracetamola - Studija je pokazala, da obstaja povezava med jemanjem paracetamola
epidemioloska vprasalnik o uporabi paracetamola . . . " N . . N . .
1o " . med 1,2 ali 3 med drugim trimese¢jem nosecnosti (14-22 tednom) in povecano antiandrogeni | (111)
Studija med nosecnostjo . " v L . . .
trimesecjem raz§irjenostjo kriptorhizma pri potomcih
epidemioloska vprasalnik o uporabi paracetamola uporaba paracetamola - uporaba paracetamola vec kot 4 tedne med prvim in drugim trimese¢jem . .
v .. N . 1,2-4,5-8,9-12, >12 . . . . . . ; antiandrogeni (114)
Studija med nosecnostjo tednoy je povezana s poveCanim tveganjem za pojavnost kriptorhizma
in vitro kultura testisev odraslega moskega | 107*ali 107 M, 24-48 h | - signifikantno zmanj3anje produkcije testosterona po 24 h za 30 oz. 18 % antiandrogeni | (110)
. 4 . v e Y ..
in vitro humana adrenok?rtlkglpg NCI- 107 ali 107° M, 24481 | konc. 10_S J.e s%gn%f%kantno Zman]lsala produkcp.o testosterona za 10 % po 24 h antiandrogeni | (110)
H295R celi¢na linija - konc. 10™ je signifikantno zmanjSala produkcijo testosterona za 13 % po 48 h
. kultura testisev podganjih 0,1-100 puM, - pri vseh uporabljenih konc. paracetamola (0,1-100 uM) je bila stopnja tvorbe . .
eXVIvO zarodkov 24/48/72 h testosterona v Leydigovih celicah statisticno znac¢ilno zmanjsana za 10-50 % antiandrogeni | (113)
GLUKOKORTIKOIDNI SISTEM
metoda testiranja uporabljeni model izpostavljenost PAR rezultati ucinek vir
in vitro ledvicne celice postrvi 1 nM-1000 pM, 22 h - konc. 107 in 10™ M je zmanjgala tvorbo kortizola za 20 % antagonisticni | (152)
ESTROGENI SISTEM
metoda testiranja uporabljeni model izpostavljenost PAR rezultati ucinek vir
in vitro yeast estrogen screen (YES) test 5-80 mg/L - Sibka indukcija hERa agonisti¢ni (153)
na estrogen odzivne celi¢ne linije
in vitro ¢loveskih epitelijskih celic raka 0,03-0,1 mM - povecanje DNA sinteze v estrogen odzivnih celicah raka prsi agonisti¢ni (154)
dojke MCF7, T47D, ZR-75-1
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Priloga 7b: Poznane interakcije diklofenaka in piceatanola s hormonskim sistemom

DIKLOFENAK
ESTROGENI SISTEM
metoda testiranja uporabljeni model izpostavljenost DIC rezultati ucinek vir
in vivo Medaka ribe 1 pg/L - povecana ekspresija od estrogenov odvisnega gena vitelogenina agonisticni (127)
PICEATANOL
ESTROGENI SISTEM
metoda testiranja uporabljeni model izpostavljenost PIC rezultati ucinek vir
na estrogen odzivna celi¢na - agonisti¢no delovanje na estrogenem receptorju, povecano izraZanje estrogen
in vitro linija ¢loveskih epitelijskih 1 uM tar¢nih genov kot so s pS2/TIFF1, katepsin D and EFP E2, stimulacija agonisti¢ni (138)
celic raka prsi MCF7 proliferacije rakavih celic MCF7
o na .e.strvogenVO(.izwn.a C?.l tena 10-250 nM - agonisti¢no delovanje na estrogenem receptorju (prokancerogeno delovanje) agonisti¢ni
in vitro linija Eloveskih epitelijskih konc. > 25 uM - inhibicija proliferacije in apoptoza rakavih celic (antikancerogeno delovanje) antagonisticni (89)
celic raka prsi MCF7 ' K jap ! pop g ) £
ANDROGENI SISTEM
metoda testiranja uporabljeni model izpostavljenost PIC rezultati ucinek vir
celi¢na linija hormonsko
in vitro odvisnega raka prostate 10 uM - zmanjSano izraZanje na androgen odzivni gen NKX3 antiandrogeni (133)
LNCaP
celi¢na linija hormonsko S . . R
in vitro odvisnega raka prostate 1-100 uM - inhibicija z androgeni spodbujene rasti celic raka prostate 22Rv1 antiandrogeni (135)

22Rvl

- zmanj$ana stopnja ekspresije androgenih receptorjev
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Priloga 8: Prisotnost paracetamola, diklofenaka in 4 -hidroksidiklofenaka v vodnem

okolju
PARACETAMOL
c [pg/L] c [uM] okolje drzava vir
Anglija, Nemcija,
0,007-0,56 0,000046-0,0037 povrsinske vode Spanija, (155)
ZDA
0,13-246 0,00086-1,627 surove odpadne Anglija, Nemcija,
vode Hrvaska, (155)
Mediteranska obala,
Korea,
ZDA
0,079-5,99 0,00052-0,0396 kon¢ne odpadne Anglija, Nemcija,
vode Hrvaska, (155)
Mediteranska obala,
Korea,
Kanada
DIKLOFENAK
c [ng/L] c [uM] okolje drzava vir
11-15033 0,000037-0,0508 reka, ribnik Nemcija (123)
9-282 0,000030-0,00095 reka Slovenija (123)
89 0,00030 reka Slovenija (123)
49-332 0,00016-0,00112 reka Spanija (123)
2200 0,0074 reka Spanija (123)
20-568 0,000067-0,00192 reka Anglija (123)
1-33 0,00000337-0,00011 povrsinske vode Francija (123)
60 0,00020 povrsinske vode Hrvaska (123)
4"-HIDROKSIDIKLOFENAK
c [ug/L] ¢ [uM] okolje drzava Vir
0,35-1,7 0,0011-0,0054 odpadne vode iz Nemcija (129)
Cistilnih naprav
0,4-1,8 0,0013-0,0058 reke, odpadne vode Pakistan (129)
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Priloga 9a: Primeri koncentracij, v katerih se piceatanol nahaja v Zivilih (75).

PICEATANOL
¢ [ng/mL] ¢ [uM] zivila
48+1 0,196+0,004 ¢rni ¢aj
1543 0,061+0,012 | jabol¢ni sok
1444 0,057+0,016 | breskov sok
14+1,3 0,057+0,005 rdece vino
7,7+¢0,6 | 0,031+0,002 rdece vino
6,1+2,6 | 0,025+0,011 sladko vino
6,6+0,6 | 0,027+0,002 | sladko vino

9b: Primeri plazemskih koncentracij piceatanola, ki nastane kot metabolit iz resveratrola

S S konc. resveratrola v plazmi | konc. piceatanola v plazmi* vir
resveratrola
mg ng/mL uM uM
25 1,5 0,006 0,00006 (156)
150 25 0,10 0,001 (156)
1000 500 2,05 0,0205 (157)

* Po Studiji (158) je odstotek piceatanola, ki nastane kot metabolit iz resveratrola nizek
(enak priblizno 1%).
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