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POVZETEK

Derivati kafre se v kozmeti¢nih izdelkih uporabljajo kot UV-filtri in UV-absorbenti. S
Siroko uporabo tovrstnih kozmeti¢nih izdelkov smo lahko izpostavljeni znatni koli€ini teh
UV-filtrov in posledi¢no tudi njihovim metabolitom. Izbrane derivate kafre smo preucevali
z razli¢nimi in silico metodami ter z njimi napovedali metabolizem, endokrine u¢inke in
reproduktivno toksi¢nost. Pri delu smo se osredotocili na 3-benzilidenkafro, ki ni vec
dovoljena za uporabo v Evropski uniji in 4-metilbenzilidenkafro, ki je dovoljena za
uporabo v kozmetiki kot UV-filter in UV-absorbent. Sestavini sta si strukturno podobni,
zato smo s preucevanjem dveh zakonodajno razli¢nih statusov izbranih derivatov kafre
imeli dobro primerjalno izhodis¢e. S pomocjo programa Meteor Nexus smo napovedali
mozne metabolite in metabolne poti. Dobljene metabolite smo nadalje analizirali z
raunalniSkimi programi za dolo¢anje endokrinih u¢inkov (VegaNIC z modelom Relative
Binding Affinity Model in Endocrine Disruptome) in za dolo¢anje vidikov reproduktivne
toksicnosti (Derek Nexus, TEST in VegaNIC z modeloma Developmental Toxicity
Classification Model in Developmental/Reproductive Toxicity Virtual library). Moznosti
pozitivnega doprinosa in silico metod so izjemne, potrebnega pa bo Se veliko dela, razvoja
in testiranja, da bodo te metode prestopile prag trenutne »omejene uporabnosti«. Pri
preucevanju endokrine toksi¢nosti smo na podlagi dozdaj$njih raziskav in nase in silico
analize ugotovili, da 4-metilbenzilidenkafra izraza bolj selektivno delovanje na B podtip
estrogenskih receptorjev, izkazuje antiandrogeno delovanje in da oba izbrana derivata
kafre vplivata na delovanje $¢itnice. Programi za ugotavljanje reproduktivne toksi¢nosti so
se zaradi neenotnosti izkazali za trenutno neuporabne, so pa taksni rezultati pomembni za
nadgradnjo racunalniskih programov. Pri zadnji obravnavi Znanstvenega odbora za varnost
potro$nikov 0 varnosti 4-metilbenzilidenkafre so po pregledu in vitro in in vivo Studij
presodili, da so podatki o Skodljivih u€inkih na endokrini sistem nepopolni in zakljucili, da
je spojina varna za uporabo, hkrati pa poudarili, da dolo¢enih vrst kozmeti¢nih izdelkov v
mnenju niso upostevali — med njimi so kozmeticni izdelki v obliki razprsil, aerosolov in
balzamov za ustnice, ki so na policah mnozi¢no zastopani. Zaskrbljenost glede varnosti 4-
metilbenzilidenkafre tako ostaja, nove raziskave pa lahko pomagajo pri ponovni presoji
varnosti. Novi argumenti za ali proti so Se toliko bolj pomembni zaradi vedno vecjega
pomena preucevanja hormonskih motilcev, ki delujejo v zelo nizkih koncentracijah in z
vezavo na receptorje spreminjajo delovanje endokrinega sistema in s tem posredno

vplivajo tudi na reproduktivno toksi¢nost.



ABSTRACT

Camphor derivatives are used as UV filters and UV absorbers in cosmetic products. We
have evaluated selected camphor derivatives with different in silico methods to determine
their metabolism, endocrine effects and reproductive toxicity. In the scope of this thesis,
we focused on 3-benzylidene camphor, which is no longer permitted for use in the
European Union and 4-methylbenzylidene camphor, which is permitted for use in
cosmetics as UV filter and UV absorbent. The structural similarity of these camphor
derivatives on one hand and two different legislative statuses on the other, established a
great basis for comparison. Software Meteor Nexus Meteor was used for prediction of
potential metabolites and metabolic pathways. Predicted metabolites were further
evaluateded for possible endocrine effects (VegaNIC Relative Binding Affinity Model and
Endocrine Disruptome) and for possible reproductive toxic effects (Derek Nexus, TEST
and VegaNIC with  Developmental Toxicity Classification Model and
Developmental/Reproductive Toxicity Virtual Library). Although in silico methods hold
great potential, they still require a lot of work, development and testing, in order for these
methods to become more useful as well as more reliable. Based on previous scientific
research and the results of our in silico prediction, we established that 4-methylbenzylidene
camphor displays selective action on estrogen receptor 3 subtype, anti-androgen activity
and that both selected camphor derivatives possess activity on the thyroid receptors. The
software used for prediction of reproductive toxicity yielded discrepant results,
nevertheless the obtained results could be used for an upgrade of these programs. Despite
independent research showed strong evidence indicating endocrine effects of 4-
methylbenzylidene camphor, Scientific Committee on Consumer Safety concluded that 4-
methylbenzylidene camphor is safe for use and that the information regarding such toxic
effects is still incomplete. They also emphasized that this opinion does not include certain
cosmetic products that enter the body via inhalation or oral route like sprays, aerosols and
lip products even though these products are widely distributed on the market. The concerns
about the safety of 4-methylbenzylidene camphor thus still remain and new research is
sought for to help in reassessing the risk. New arguments for and against are even more
important in light of the growing number of studies assessing the biological activity of
endocrine disruptors, which are active at very low concentrations and disturb the

homeostasis of the endocrine system thus indirectly causing reproductive toxicity.
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1. UVOD

1.1. UV-FILTRI V KOZMETICNIH IZDELKIH

Kozmeti¢ni izdelki z UV-filtri za zas¢ito pred soncem predstavljajo posebno kategorijo
med kozmeticnimi proizvodi (1). Porast koznega raka v zadnjih letih sovpada z
nara$¢anjem ozave$canja uporabe zaScitne kozmetike. V Evropski uniji (EU) predstavljajo
proizvajalci sredstev za zasCito pred soncem pomemben in rasto¢ trg; leta 2004 je znasala
vrednost prodaje zaS¢itne kozmetike 1,3 milijarde EUR po maloprodajni ceni, v letu 2005
pa so belezili 4% rast (7). V Veliki Britaniji se je od 70-ih let do danes pojavnost
malignega melanoma povecala za kar 360%, po podatku iz leta 2012 pa je v Evropi vsako
leto diagnosticiranih ve¢ kot 100.000 primerov malignega melanoma, ki tako predstavlja
deveto najpogostejSo obliko raka (2,3). Med glavne preventivne ukrepe proti koZznemu
raku predstavlja uporaba varovalnih kozmeti¢nih izdelkov, ki uc¢inkovito $¢itijo pred UVA-
in UVB-zarki. V EU je za uporabo v kozmeti¢nih izdelkih trenutno dovoljenih 28 UV-
filtrov (4), od tega dva anorganska oz. fizikalna, ostali pa spadajo med organske oz.
kemijske filtre. Fizikalni UV-filtri odbijajo in sipajo Zarke, kemijski pa jih absorbirajo.
Funkcija kozmeti¢nih sestavin, ki so vkljucene v Aneks VI Uredbe o kozmeti¢nih izdelkih
(ES) st. 1223/2009, pa ni omejena samo na zas$Cito koze pred skodljivimi vplivi UV-
sevanja, ampak imajo nekatere med njimi tudi funkcijo varovanja ostalih sestavin pred
ucinki UV-zarkov, kar je pomembno za stabilnost gotovega kozmeti¢nega izdelka. Ti UV-
absorbenti se uporabljajo v vseh vrstah kozmeti¢nih izdelkov, od negovalnih do

dekorativnih, z namenom uporabe na razli¢nih delih telesa.

Zascita pred UVB-zarki se oznacuje s kratico SPF (Sun Protection Factor). Stopnje zascite
pred soncem se na zunanji ovojnini oznacujejo sledece: nizka zas¢ita za oznako SPF od 6
do 10, srednja zascita za oznako SPF od 15 do 25, visoka zasc¢ita za oznako SPF od 30 do
50 in zelo visoka zascita za oznako SPF 50+. Kozmeticni izdelki, ki vsebujejo UV-filtre in
imajo zas¢itni faktor manj kot 6, ne smejo imeti oznake, da $¢itijo pred soncem (6). Ve€ina
dnevnih negovalnih krem za obraz in tekoc¢ih pudrov ima v formulacijah tudi UV-filtre za

zascito koze. Kadar govorimo o varnosti UV-filtrov in njihovih uc¢inkih na telo, moramo



imeti v mislih vsestranskost uporabe teh sestavin v razli¢nih vrstah kozmeti¢nih izdelkov,

Ki presega zgolj uporabo posebej oznacenih varovalnih izdelkov za za$€ito pred soncem.

1.2. DERIVATI KAFRE KOT UV-FILTRI

V skupino UVB filtrov spadajo strukturno razli¢ne spojine, med njimi so derivati p-
aminobenzojske, cimetne in salicilne kisline ter derivati kafre. Pri naSem delu smo se
osredoto¢ili na preucevanje slednjih, in sicer na 3-benzilidenkafro (3-BK) in 4-
metilbenzilidenkafro (4-MBK). 3-BK v EU od 28. julija 2015 ni ve¢ dovoljena za uporabo
v kozmetiki niti kot UV-filter niti kot UV-absorbent, je pa Se vedno dovoljena sestavina
kot UV-absorbent v drugih drzavah, kot na primer v ZDA, Avstraliji in azijskih drzavah
(77, 91). Med derivate kafre, ki so trenutno dovoljeni UV-filtri v EU, spadajo: 4-MBK,
kafra benzalkonijev metosulfat, tereftaliden dikafra sulfonska kislina ali ekamsul,
benziliden kafra sulfonska kislina in poliakrilamidometil benziliden kafra. \VV preglednici
smo povzeli njihov namen uporabe, obmodje delovanja in najvecjo dovoljeno

koncentracijo v konénem kozmeti¢nem izdelku.

Preglednica I: Derivati kafre, ki so dovoljeni za uporabo kot UV-filtri v EU.

INCI IME OBMOCIJE NAMEN UPORABE MAKS. KONC. V
DELOVANJA KOZMET. 1ZD.

4-METHYLBENZYLIDENE UVB-filter o  UV-filter 4%

CAMPHOR e UV-absorbent

CAMPHOR BENZALKONIUM | UVB-filter e UV-filter 6%

METHOSULFATE e UV-absorbent

e  Protimikrobno delovanje

e  Antistaticno delovanje

TEREPHTHALYLIDENE UVB-filter e UV-filter 10% (ra¢unano kot
DICAMPHOR SULFONIC e UV-absorbent kislina)

ACID

BENZYLIDENE CAMPHOR UVB-filter o UV-filter 6% (racunano kot
SULFONIC ACID e UV-absorbent kislina)
POLYACRYLAMIDOMETHYL | UVB-filter o UV-filter 6%
BENZYLIDENE CAMPHOR e UV-absorbent




Pri formulaciji kozmeti¢nega izdelka z UV-filtri je poleg funkcionalnega vidika, torej
ustrezne zascCite koze, pomembna tudi stabilnost posameznih UV-filtrov. Derivati kafre so
poznani kot fotostabilni, termostabilni in dobro topni v oljih ter lipidni fazi emulzij, kar je

pri razvoju varnih in u¢inkovitih kozmeti¢nih izdelkov zelo pomemben kriterij (11,12).
1.2.1. FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI 3-BK IN 4-MBK

3-BK (IUPAC: 3-benziliden-bornan-2-on) in 4-MBK (IUPAC: 3-(4-
metilbenziliden)bornan-2-on) sta derivata kafre, ki je naravno prisotna spojina in spada
med terpenoide. Kafra je dobila ime po vednozelenem drevesu kafrovcu Cinnamomum
camphora, nahaja pa se v njegovem deblu (13). Najdemo jo tudi v drugih rastlinah, na
primer v olju listov rozmarina (14). Kafra se lahko pridobiva tudi sintezno in ima dva
enantiomera — v naravi najdemo samo (R)-enantiomer. 3-BK in 4-MBK delujeta kot UV-
filtra zaradi zmoznosti absorpcije fotonov, absorbirana energija pa se sprosti s pretvorbo
enega izomera v drugega, s ti. cis-trans izomerizacijo (15). V ¢isti obliki sta oba izbrana
derivata kafre v obliki belih kristalov, brez vonja in nista topna v vodi, dobra topna pa sta v
alkoholu in izopropanolu. 3-BK je bil na voljo pod trznimi imeni Mexoryl SD-20®, Ultren
9K® in Unisol S-22®, 4-MBK pa se trzi kot Eusolex® 6300 podjetja Merck & Co,
Parsol® 5000 podjetja DSM in Neo Heliopan MBC® podjetja Symrise.

1.2.2. TOKSICNI UCINKI 3-BK IN 4-MBK

Za 3-BK so bili dokazi za toksi¢ne ucinke na hormonski sistem in reprodukcijo dovolj
moc¢ni, da so jo 28. julija 2015 izbrisali iz seznama dovoljenih sestavin kozmeti¢ne
zakonodaje za podro¢je EU (47). Endokrino delovanje na ve¢ hormonskih receptorjev, ki
S0 ga obsirno raziskali tako in vitro kot tudi in vivo ter ocena izpostavljenosti tej substanci
(meja varne uporabe MoS je znasala < 100) sta vodili do odlo¢itve Znanstvenega odbora za
varnost potrosnikov (Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS)), da 3-BK
razglasijo kot nevarno (69). 4-MBK je bila leta 2008 prav tako v obravnavi SCCS na
podlagi njihove lastne iniciative, da je potrebna ponovna revizija dozdaj$njih in novih
podatkov v luci razlogov za skrb glede varnosti tega UV-filtra. Na podlagi na novo

predlozenih $tudij so ponovno ocenjevali varnost 4-MBK, vendar tudi pri zadnji obravnavi
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ni prislo do sprememb. Ocena tveganja o nevarnosti 4-MBK ni bila sprejeta zaradi
specificnih ugovorov, ki lahko legitimno vplivajo na rezultate izratuna MoS, porocila o
Studijah Skodljivosti na hormonski sistem pa so oznacili za nepopolna (79). Kljub sklepom,
da 4-MBK ostaja varna za uporabo v koncentraciji do 4% v kon¢nem kozmeti¢nem
izdelku, so poudarili, da se mnenje nanasa izklju¢no na uporabo kot UV-filter v negovalnih
izdelkih za kozo, ne pa tudi na vso ostalo kozmetiko, ki lahko prehaja v telo peroralno ali z
inhalacijo. Glede na to, da obstaja na trgu Siroka ponudba razprsil, aerosolov in balzamov
za ustnice za za$c¢ito pred soncem, Ki S0 prav tako del marketinskih kampanj o ozavescanju

Skodljivih u¢inkih soncenja, takSen zakljucek vzbuja dolo¢eno mero zaskrbljenosti.

1.2.3.  1ZPOSTAVLJENOST 4-MBK PRI UPORABI KOZMETICNIH
IZDELKOV

Ljudje smo 4-MBK v glavnem izpostavljeni z uporabo kozmeti¢nih izdelkov, ki jih le-ti
vsebujejo. V raziskavi sistemske absorpcije, ki so jo izvedli na 39 prostovoljcih, so
rezultati pokazali, da je po enem tednu vsakodnevnega nanosa kozmeti¢nega izdelka z UV
filtrom 4-MBK po kozi celega telesa znasala koncentracija v plazmi 20 ng/ml (92). 4-MBK
so zaznali tudi v materinem mleku, kar predstavlja izpostavljenost za novorojencke in
dojencke (93). V eni izmed raziskav so po enkratnem topikalnem nanosu kozmeti¢nega
izdelka s 4% vsebnostjo 4-MBK po celem telesu v urinu zaznali manj kot 1% naneSene
doze v obliki glukuronidiranih metabolitov (66). V studiji, kjer so raziskovali prisotnost 4-
MBK v vodnem ekosistemu v Svici so nasli 6-68 ng/L v rekah, glavni vzrok za prisotnost
pa so bile odpadne vode (94). 4-MBK so nasli tudi v ribah v Nem¢iji, in sicer celo do 3100
ng/g mascobnega tkiva (95). Na obali Antarktike in v Novi Zelandiji se je koncentracija 4-
MBK v vzorcih vode spreminjala odvisno od sezone, od 321 ng/L pa celo do 2130 ng/L
(96). Podatki raziskav kazejo na to, da smo 4-MBK izpostavljeni tudi s prehrano, najdemo

pa jo tako v evropskih tekoc¢ih vodah kot tudi na obalah Antarktike.

Tudi Ce pri izbiri oznacene za$Citne kozmetike z UV-filtri preberemo seznam INCI
sestavin in se na primer odlocamo za nakup izdelkov, ki vsebujejo le fizikalne filtre, se 4-
MBK zaradi njene razsirjene uporabe ne moremo popolnoma izogniti. Vsebujejo jo lahko

namre¢ tudi negovalne dnevne kreme, ki niso deklarirane kot za$¢itne, tekoci in kompaktni
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pudri ter tudi vsa ostala kozmetika, ki 4-MBK uporablja kot UV-absorbent. Pri pregledu
kozmeti¢nih izdelkov smo ugotovili, da se uporablja tudi v dezodorantih v stiku in
negovalnih balzamih za ustnice. Kot primer navajamo nekaj izdelkov, ki vsebujejo 4-
MBK: otrosko razprsilo Nivea Sun Kids SPF 30, balzam za ustnice Bepanthol UVA- in
UVB-filter 20, mleko za telo Nivea Sun SPF 20, sprej za zascito las Wella SP Sun UV,
otroski sprej Blbchen Sonnenspray Kids SPF 30, otrosko mleko za telo Elkos SPF 20,
zaSCitna krema za roke Sans Soucis, negovalna krema za obraz Marbert Sensitive Care
SensComfort, dezodorant v stiku za moske Bvlgari pour Homme (16). V Avstraliji je v 4-
MBK pogosto uporabljen UV-filter, na primer avstralska linija za zas¢ito pred soncem
Cancer Council ima med pregledanimi 25 kozmeti¢nimi izdelki 19 tak$nih, ki vsebujejo 4-

MBK, med njimi so tudi trije otroski zas¢itni izdelki (17).
1.2.4. ABSORPCIJA 4-MBK

Problematika dokazovanja endokrinih u¢inkov in reproduktivne toksi¢nosti pri sestavinah,
ki se uporabljajo v kozmetiki, je pogosto vezana na tezave pri prenosu dokazov z zivali na
¢loveka in na vpraSanja, ki se pojavljajo glede dejanske absorpcije sestavine skozi kozo.
Pri preucevanju absorpcije UV-filtrov je pomembna tudi tehnoloska formulacija, v katero
so vgrajeni. V eni od raziskav se je kot najbolj ustrezen vehikel za penetracijo 4-MBK v
kozo izkazalo olivno olje, kar je seveda pri¢akovano glede na to, da je 4-MBK lipofilna
sestavina (18). Za nadaljnje raziskave z dobro podprtimi dokazi je pomembno, da se
sestavine preucujejo na ¢loveskih celicah oz. modelih, ki oponasajo procese v ¢loveskem
telesu, in da so preucevane sestavine vgrajene v podlago, ki je optimalna tako za stabilnost

formulacije kot tudi za prehajanje skozi kozo.

Pri delovanju UV-filtrov in potencialnih toksi¢nih u¢inkov na zdravje ¢loveka se pojavljajo
tudi moznosti razvoja novih formulacij, ki bi omogoc¢ale ¢im manj$e prehajanje koze.
Raziskava absorpcije 4-MBK, ki so jo izvedli in vitro na rekonstruiranih humanih celicah
povrhnjice EpiSkin (20), je pokazala razlike v penetraciji med 4-MBK vgrajeno v o/v
emulzijo in taksno, ki je bila enkapsulirana v polimerne mikrosfere. Z metodo »tape
stripping« (21), ki odlusc¢i posamezne plasti vrhnjice, so v posameznih slojih ekstrahirali 4-

MBK. Rezultati so pokazali ob¢utno manjse prehajanje koze pri nanosu 4-MBK v obliki
5



polimernih mikrosfer, ki omogocajo zadrzevanje na mestu delovanja, kjer zelimo ucinek in

hkrati zmanjS$ajo mozne toksi¢ne ucinke na telo, predvsem na hormonski sistem (19).
1.3. ENDOKRINI SISTEM

Endokrini sistem sestavljajo endokrini organi, ki v cirkulacijo izlo¢ajo hormone in tako
vplivajo na taréne organe. Endokrini sistem preko povratnih zvez signalizira informacije in
uravnava procese Vv telesu (22). Od njega so odvisni rast in razvoj, vzdrZevanje
homeostaze, metabolizem, odzivi na razlicne drazljaje kot so stres ali poSkodba in procesi,
ki so odgovorni za razmnoZevanje (23). Hormoni imajo razli¢ne kemijske strukture in jih v
grobem razdelimo na steroide, proteine in derivate aminokislin (24). Te signalne molekule
vplivajo na aktivnost encimov, kontrolirajo transkripcijo genov, sintezo proteinov in
reakcije med njimi (25). Za nase preucevanje endokrinih u¢inkov izbranih derivatov kafre
S0 pomembne razli¢ne aktivnosti, ki jih hormoni in hormonski motilci izkazujejo na
receptorjih, mi se bomo pri delovanju osredotoéili na agonisticno in antagonisti¢éno

delovanje.
1.3.1. RECEPTORIJI

Hormoni se lahko vezejo na receptorje znotraj celice, na jedrne receptorje in druge
strukture v citoplazmi ali na receptorje na zunanji strani membrane celice. Lipofilni
hormoni prehajajo lipidni dvosloj in vstopajo v celico, hidrofilni pa preferirajo vezavo na
receptorje zunaj celice (25). Na izrazanje in Stevilo receptorjev vpliva pogostnost in
intenzivnost stimulacije s hormoni. Pri nasi in silico analizi bomo posebno pozornost

namenili spodaj nastetim receptorjem; dopisani so tudi njihovi endogeni ligandi:

e Estrogenski receptor alfa (ERa): receptor za 17p-estradiol

e Estrogenski receptor beta (ERp): receptor za 17p-estradiol, fitoestrogeni, Sa-
androstan-3p,17pdiol

e Androgeni receptor (AR): receptor za dihidrotestosteron in testosteron

e Tiroidni receptor alfa in beta (TRa, TRp): receptor za trijodtironin

e Glukokortikoidni receptor (GR): receptor za kortizol in druge glukokortikoide



e Jetrni X receptor alfa in beta (LXRa, LXRp): receptor za oksisterole

e S peroksisomskim proliferatorjem aktiviran receptor alfa (PPARa): receptor
za polinenasi¢ene mascobne kisline, eikozanoide, oleiletanolamid, levkotrien B4

e S peroksisomskim proliferatorjem aktiviran receptor beta (PPARP): receptor
za neznane spojine

e S peroksisomskim proliferatorjem aktiviran receptor gama (PPARYy): receptor
za prostaglandin J2, lizofosfatidna kislina, polinenasi¢ene mascobne kisline

e Retinoidni X receptor alfa (RXRa): receptor za 9-cis-retinojsko Kislino,

dokozaheksaenojsko kislino

1.3.2. VRSTE IN VPLIVI HORMONSKIH MOTILCEV

Hormonski motilci so eksogene spojine ali zmesi spojin, ki spremenijo delovanje
endokrinega sistema in tako povzroc¢ajo skodljive u¢inke na zdravje organizma ali njegovih
potomcev. Hormonski motilci imajo razlicne naine delovanja: lahko oponasajo hormone
in sprozijo agnosti¢ni ucinek, lahko se vezejo na receptor, ga blokirajo in tako izkazujejo
antagonisti¢ni ucinek, nekateri se veZejo na transportne proteine v krvi in tako spremenijo
koli¢ino naravnih hormonov, ki krozijo po telesu, mozna pa je tudi interakcija z
metabolizmom, Ki vpliva na sintezo oz. razgradnjo naravnega hormona (26). Hormoni prav
tako kot tudi hormonski motilci delujejo pri zelo nizkih koncentracijah. Skrb zaradi
vplivov hormonskih motilcev v zadnjih letih naras¢a tako v EU kot tudi drugod po svetu. V
uredbi za Registracijo, evalvacijo, avtorizacijo in omejevanje kemikalij (Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals (REACH)) so hormonski motilci
obravnavani podobno kot snovi z visokim tveganjem za zdravje. Evropska komisija je
trenutno v fazi priprave predloga za znanstveno osnovane kriterije za doloCevanje
hormonskih motilcev za sredstva za za$¢ito rastlin in biocidov (27). Med poznane
hormonske motilce sodijo spojine rastlinskega izvora kot je genistein, spojine v plasti¢nih
materialih kot so ftalati, bisfenoli in alkilfenoli ter mnogi insekticidi, mikotoksini, fungicidi
in ostali onesnaZevalci, ki so stranski proizvod razli¢nih industrij (28). Do zdaj je bilo

najve¢ pozornosti namenjene raziskovanju vplivov hormonskih motilcev na estrogenske pa



tudi na androgene receptorje, v zadnjem ¢asu pa se ve¢ fokusa namenja tudi raziskovanju
vpliva na tiroidne receptorje. Pricakujemo, da bo raziskovanje v prihodnje potekalo v smeri
izboljSanja odkrivanja u¢inkov hormonskih motilcev na ze pogosteje preucevane receptorje

pa tudi na mnoge druge, ki jim trenutno znanost $e ne posveca veliko pozornosti.

1.4. REPRODUKTIVNA TOKSICNOST

Reproduktivna toksi¢nost zajema mnogo vidikov in zaradi svoje kompleksnosti predstavlja
podrogje, kjer so Studije in raziskave najdrazje, Casovno potratne in potekajo na velikem
Stevilu testiranih zivalih (29). V reproduktivno toksi¢nost se vpleta tudi endokrino
delovanje hormonskih motilcev. K osnovni Studiji reproduktivne toksi¢nosti spadajo
Studija teratogenosti, peri-/postnatalne toksi¢nosti, Studija plodnosti in dvo- ali
veCgeneracijske Studije. Znotraj organizacije za ekonomsko sodelovanje in razvoj
(Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD)) deluje posebna
delovna skupina »Endocrine Disrupter Testing and Assessment«, ki skrbi za ¢im vecje
poenotenje testiranj hormonskih motilcev v razlicnih drzavah. Poleg in silico metod
spadajo med postopke za vrednotenje reproduktivne toksi¢nosti tudi in vitro testi, s
katerimi med drugim ugotavljajo vezavo na receptorje, vpliv na proliferacijo celic in
transkripcijsko aktivacijo receptorjev ter in vivo testi za dokazovanje u¢inkov na doloéen

hormonski sistem, na ve¢ hormonskih sistemov in na celoten organizem (28).

Trenutno vecina raziskav za reproduktivno toksi¢nost poteka in vivo na zivalih, kjer se
testira ve¢ generacij in spremlja vplive na endokrini Sistem, teratogenost, morfologijo
reproduktivnih organov in spremljanje sprememb pri spolnem vedenju. V EU se za
oznacevanje spojin, ki so toksi¢ne za reprodukcijo, uporablja sistem CMR (Carcinogenic,
Mutagenic, Reprotoxic) za ocenjevanje kancerogenosti, mutagenosti in toksi¢nosti za
reprodukcijo. Znotraj te klasifikacije za spojine toksi¢ne za reprodukcijo obstaja Se
nadaljnja razvrstitev v 3 kategorije (30). Ta sistem velja tudi za kozmeti¢ne izdelke, in
sicer so sestavine, ki spadajo v kategorijo 1 ali 2 reproduktivne toksi¢nosti sistema CMR,

prepovedane za uporabo v kozmetiki.



1.5. IN SILICO METODE

In silico je izraz za nacin dela, ki se izvaja na ra¢unalniku oz. z racunalni§ko simulacijo
(31). Razmah in napredek in silico metod korelira z razvojem racunalnikov in
informacijskih sistemov. Taksen nacin dela je zacel pridobivati na pomenu v devetdesetih
letih 20. stoletja, ko se je na podro¢ju farmacije s pojavom kombinatorne kemije in
reSetanja pojavila potreba po ¢im bolj u€inkovitih in hitrih metodah, ki bi v kratkem ¢asu
podale veliko uporabnih informacij skupaj z rezultati za ADMET (absorpcija, porazdelitev,
metabolizem, izlo¢anje, toksi¢nost) lastnosti. Razvoj in uporaba alternativnin metod za
testiranje kemijskih spojin je podprta tudi s strani EU z uredbo REACH. Moznosti
pozitivnega doprinosa in silico metod so izjemne, vendar so kljub obseznemu delu na tem
podro¢ju te metode trenutno omejeno uporabne (29). Z razvojem in povecanjem uporabe in
silico metod bi v prihodnosti zmanj$ali (ali morda celo odpravili) testiranja in Zrtvovanje
zivali, prihranili ¢as in denar, zmanjSali koli¢ino uporabljenih kemikalij in posredno tudi

pozitivno vplivali na varovanje okolja.
1.5.1. (Q)SAR MODELI IN EKSPERTNI SISTEMI

In silico metode vkljucujejo delovanje na razli¢nih ra¢unalniSkih programih, modelih s
kvantitativnim razmerjem med strukturo in aktivnostjo ((Quantitative) Structure—Activity
Relationship ((Q)SAR), ekspertnih sistemih, podatkovnih bazah in racunalniskih
modeliranjih (31). S (Q)SAR modeli napovemo fizikalno-kemijske in bioloske lastnosti na
podlagi kemijske strukture spojin. SAR je kvalitativno razmerje, ki povezuje posamezne
dele strukture in glede na prisotnost/odsotnost posameznih delov molekule poda binarno
napoved. QSAR je matemati¢ni model in povezuje tri elemente: lastnosti spojine, na kateri
temelji model, u¢inka ali kon¢ni tocki, ki ga model napove in algoritma, ki opisano
pretvori v odziv oz. kon¢no toc¢ko (32). Za regulatorne namene morajo biti (Q)SAR modeli
validirani. Ekspertni sistemi uporabljajo za delovanje obstojece znanje, ki ga za napovedi
zdruzujejo z racunalniSkimi programi za izvrSevanje sklepanja (33). Programiranje taksnih
logi¢nih modelov je precej zahtevno, pravila je potrebno med seboj povezati in dolociti
prioritete pri samem sklepanju. UpoStevanje razlicnih moznosti, kombinacij in prioritet

podatkov se lahko na podlagi novih ugotovitev uporabi za nadgradnje. Pri ekspertnih
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sistemih je zaradi delovanja na podlagi obstojeCega znanja potrebno konstantno
vkljuCevanje novih dejstev, znanj in podatkov zadnjih raziskav. Pri in silico metodah lahko
danes uporaben program ¢ez nekaj let, brez vmesnih nadgradenj programerjev in dodajanja
novega znanja strokovnjakov s podroc¢ja, postane popolnoma neuporaben. Poleg razvoja

novih in silico modelov so izbolj$ave obstojecih programov izjemnega pomena.
1.5.2. IN SILICO NAPOVEDOVANJE METABOLIZMA

In silico napoved metabolizma posnema delovanje hepatocitov z vgrajenimi programi za
encimske sisteme, biokatalizo reakcij, elektrokemijske in svetlobne oksidacije ter drugimi
in silico modeli (34). Pri napovedovanju metabolizma se ti programi uporabljajo tudi za
izlo¢evanje metabolitov, ki so kemijsko nestabilni. Napovedi imajo razli¢ne pristope: (i)
napovedovanje mesta v kemijski strukturi, kjer je verjetnost, da bo metabolizem potekel,
(if) napovedovanje reakcij biotransformacij skupaj s podanimi metaboliti (na§ uporabljen
program Meteor Nexus), (iii) napovedovanje verjetnosti reakcije z encimi, ki sodelujejo pri
poteku metabolizma, (iv) napovedovanje aktivnosti encimov in (v) napovedovanje
metaboli¢ne stabilnosti spojine v telesu. ObseZne podatkovne baze, ki se uporabljajo pri
izgradnji modelov so na primer Accelrys Metabolite Database (35), DrugBank (36),
MetaBase (37) in ADME DB (38).

1.5.3. IN SILICO NAPOVEDOVANIJE ENDOKRINTH UCINKOV

Najve¢ podatkov in informacij za izgradnjo in silico modelov za napovedovanje
endokrinih ucinkov je na voljo za estrogenske in androgene receptorje. Za delovanje in
napovedi uporabljajo razli¢ne pristope kot so (Q)SAR, racunalnisko modeliranje,
simulacije molekularne dinamike, virtualno molekulsko skeniranje, sidranje v receptorje
idr. (39). Kompleksnost endokrinega sistema predstavlja za nadaljnji razvoj in silico metod
velik izziv in smer, za katero se predvideva, da bo vedno bolj podprta tudi s strani
regulatornih organov in EU. Podatkovne baze, ki se uporabljajo pri modelih za napoved
endokrinih uc¢inkov, so na primer EDCs DataBank (40), EDKB (41), The Comparative

Toxicogenomics Database (42) in NureXbase (43).
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1.5.4. IN SILICO NAPOVEDOVANJE REPRODUKTIVNE TOKSICNOSTI

Zanesljivost in silico metod je na podro¢ju napovedovanja reproduktivne toksi¢nosti Se
dokaj Sibka. Kompleksnost vidika reproduktivne toksi¢nosti, obstoja nekaterih Se ne
dokon¢no razumljenih mehanizmov delovanja in prepletanje z drugimi sistemi v telesu
predstavlja tezavo pri programiranju in hkrati daje veliko prostora za vgradnjo prepletanja
informacij, kar lahko rezultira v neenotnosti razli¢nih in silico modelov. Podatkovne baze,
ki se uporabljajo pri modelih za napoved vidikov reproduktivne toksi¢nosti so na primer
TOXNET DART (44), OECD QSAR Toolbox (45), Toxicity Reference Database (46) in
The Comparative Toxicogenomics Database (42).
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2. NACRT ZA DELO

Derivati kafre so pogosto uporabljeni kot UV-filtri, zato smo jim ljudje vsakodnevno

izpostavljeni. Pri ocenah varnosti teh derivatov se mnenja strokovnjakov razlikujejo, saj so

eksperimentalni podatki o njihovi toksi¢nosti pomankljivi ali dvoumni. Pri nasem delu

bomo z razli¢nimi in silico metodami napovedali metabolizem derivatov kafre, endokrine

ucinke in reproduktivno toksi¢nost.

a)

b)

c)

d)

Za napoved metabolizma izbranih derivatov kafre, 3-BK in 4-MBK, bomo
uporabili racunalniski program Meteor Nexus.

Metabolite, ki jih bomo dobili kot rezultat napovedi poteka metabolizma, bomo
zbrali za nadaljnjo analizo.

Za napoved endokrine toksi¢nosti izbranih derivatov kafre in zbranih metabolitov
3-BK in 4-MBK bomo uporabili racunalniska programa VegaNIC - Relative
Binding Affinity model in Endocrine Disruptome.

Za napoved vidikov reproduktivne toksi¢nosti izbranih derivatov kafre in zbranih
metabolitov 3-BK in 4-MBK bomo uporabili ra¢unalniske programe Derek Nexus,
The Toxicity Estimation Software Tool (TEST), VegaNIC - Developmental
Toxicity (CAESAR) 2.1.7. in VegaNIC - Developmental/Reproductive Toxicity
Library (PG) 1.0.0.

Dobljene rezultate programov bomo ovrednotili in primerjali z rezultati do sedaj

opravljenih in vitro ter in vivo raziskav.
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3. METODE IN MATERIALI

3.1. IZBRANI DERIVATI KAFRE

Pri raziskovanju metabolizma, endokrinih u¢inkov in reproduktivne toksi¢nosti smo se
osredotocili na derivata kafre, ki se uporabljata kot UV-filtra v kozmeti¢nih izdelkih. 3-BK
je v EU ze prepovedana za uporabo v kozmeti¢nih izdelkih, od 18. februarja 2016 na trgu
namre¢ ne smejo ve¢ biti prisotni kozmeti¢ni izdelki, ki jo vsebujejo (47). 4-MBK oz.
enzakamen je v EU dovoljen kot UV-filter, in sicer v koncentraciji do najve¢ 4% v
gotovem kozmeti¢nem izdelku (1). V preglednici sta prikazani strukturni formuli,
Simplified Molecular Input Line Entry Specification (SMILES) kodi, INN poimenovanje

in CAS stevilki za izbrana preu¢evana derivata kafre.

Preglednica I1: Izbrana in preucevana derivata kafre s pripadajoco strukturno formulo, INN imenom, CAS
Stevilko in SMILES kodo.

3-BENZILIDENKAFRA 4-METILBENZILIDENKAFRA
—t —
9 o)
INN: / INN: enzakamen
CAS: 15087-24-8 CAS: 36861-47-9 / 38102-62-4
SMILES: CC1(C2CCC1(C(=0)C2=Cc3cceee3)C)C SMILES: CC1=CC=C(C=C1)C=C2C3CCC(C2=0)(C3(C)C)C

3.2. NEGATIVNA IN POZITIVNA KONTROLA

Kot negativno kontrolo smo izbrali timol, ki v svoji strukturi vsebuje aromatski obroc¢ in
hidroksilno skupino na aromatskem obrocu. Strukturno gledano je timol ustrezna negativna
kontrola, saj predvidevamo, da bo metabolizem naSih dveh spojin prav tako potekal v
smeri hidroksilacije na aromatskem obrocu. Timol se v dosedanjih Studijah ni izkazal kot
spojina z vplivom na endokrino toksi¢nost ali kot hormonski motilec (48). Leta 2009 je

ameriSka Agencija za varstvo okolja (Environmental Protection Agency (EPA)) pregledala
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strokovno literaturo glede toksi¢nosti in vpliva na okolje ter zakljucila, da spada timol med
spojine z minimalnim toksi¢nim potencialom in tako predstavlja kemikalijo z minimalnim
tveganjem (49). Timol je naravno prisoten v rastlinah, med drugimi tudi v timijanu,
origanu, solnograski smetliki in indijanski koprivi. Kot pozitivno kontrolo smo izbrali
bisfenol A (bisphenol A (BPA)), ki spada med bolj raziskane spojine z vplivom na
reproduktivno in endokrino toksi¢nost, z dokazano aktivnostjio na ER, AR, TR,
pregnanskih receptorjih ter jedrnih receptorjih PPAR. (50) V EU in Kanadi je prepovedana
njegova uporaba v plastenkah za dojencke (51), Francija pa je februarja 2016 objavila
namero o predlogu za uredbo REACH o uvrstitvi BPA med kemikalije z zelo visokim
tveganjem za zdravje (52). V preglednici sta prikazani strukturni formuli, SMILES kodi in

CAS stevilki za izbrano negativno kontrolo timol in pozitivno kontrolo BPA.

Preglednica I11: Izbrani kontroli s pripadajoco strukturno formulo, CAS stevilko in SMILES kodo.

TIMOL BISFENOL A

Z
Z
-

HO

HO
CAS: 89-83-8 CAS: 80-05-7
SMILES: Cclcec(c(cl)O)C(C)C SMILES: CC(C)(clcce(cecl)O)c2cce(cc2)0

3.3. UPORABLJENI RACUNALNISKI PROGRAMI IN SPECIFIKACIJA
NASTAVITEV

3.3.1. PROGRAM ZA NAPOVED METABOLIZMA

e Uporabljen program: Meteor Nexus, Lhasa Limited, Leeds, Yorkshire, UK

e Razlicica: Meteor: 1.0.0; Meteor Nexus: 2.1.0; Nexus: 2.0.0

e Dostop: placljiv program na ra¢unalniku Fakultete za farmacijo

e Uporabljene nastavitve: Species: Mammals; Processing direction: Breadth first;

Phase constraints: Don't grow from phase Il products; Max. depth: 2; Max
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Metabolites: 1000; Min. Likelihood: EQUIVOCAL,; Apply relative reasoning: no;
Level cutoff: 2

Meteor Nexus je program za napoved metabolizma kemijskih spojin, razvit na podlagi
ekspertnega sistema. Znanstveniki organizacije Lhasa Limited program redno dopolnjujejo
z novimi spoznanji na podrocju biotransformacije (53). Baza podatkov, ki podpira
delovanje programa, izhaja iz dveh komponent - iz kvalitativnega pristopa, ki obsega
pravila verjetnosti nastopa reakcij biotransformacije in iz statistiéne ocene verjetnosti
nastopa dolocene reakcije na podlagi eksperimentalnih podatkov iz raziskav. Oba vhoda
podatkov sta zdruzena v obsezen slovar biotransformacij, ki generira podatke napovedi
metabolizma (54, 55). Program prikaze rezultate kot opise reakcij, ki vodijo iz izhodne
spojine do napovedanih metabolitov in pri tem definira encim, ki katalizira posamezno
reakcijo. Napovedane reakcije zajemajo metabolizem 1. in 2. faze. Program do neke mere
omogoca uporabnisko kontrolo, s katero lahko sami izberemo stevilo stopenj verjetnosti
nastopa metabolizma (55). Verjetnost napovedi je v programu dolo¢ena s petimi stopnjami:
probable — verjetno, plausible — mozno, equivocal — dvoumno, doubted — dvomljivo in
improbable — malo verjetno. Program pri napovedih uposteva lipofilnost spojin in dejstvo,
da imajo manj lipofilne spojine manjSo sposobnost prehajanja v celice. Program lahko
napove tudi lazno pozitivne rezultate, zato je potrebno imeti v mislih, da so napovedani
metaboliti rezultat racunalniS$kega sklepanja, ki sluzi kot u¢inkovita pomo¢ za nadaljnje

raziskovalno delo in preucevanje dobljenih metabolitov.
3.3.2. PROGRAMA ZA NAPOVED ENDOKRINIH UCINKOV
VEGANIC — MODEL ZA AFINITETO VEZAVE:

e Uporabljen program: VegaNIC, Istituto di Ricerce Farmacologiche Mario Negri,
Milano, Italy

e Razlicica: 1.0.1

e Dostop: program je na voljo za prenos na: http://www.vega-qgsar.eu/download.html

e Uporabljene nastavitve: Model: Relative Binding Affinity Model version 1.0.0
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VegaNIC je program, ki po namestitvi na racunalnik deluje s pomocjo prenosljivega
programskega jezika Java in za uporabo ne zahteva spletne povezave ter podatkov ne
prenasa preko interneta. Rezultati so podani v formatu csd ali pdf. Platforma VegaNIC je
bila primarno razvita za regulatorne namene, za podporo uredbi REACH (56). Poleg
znanstvenega instituta Istituto di Ricerce Farmacologiche Mario Negri so k razvoju med
drugimi pripomogli tudi italijanski Politecnico di Milano, ameriska EPA, britanska
Raziskovalna agencija za hrano in okolje (Food and Environment Research Agency
(FERA)) ter slovenski Kemijski institut (57). V programu so na voljo Stevilni QSAR
modeli, vecina sloni na projektu CAESAR od koder prihajajo znanstveno veljavni modeli
za dolo¢anje razvojne toksi¢nosti, senzibilizacije koze, kancerogenosti in mutagenosti. Vsi
modeli, ki so na voljo za analizo spojin, so razdeljeni v stiri skupine: toksi¢nost - 12
modelov, ekotoksi¢nost - 5 modelov, okoljski vplivi - 7 modelov in fizikalno-kemijske
lastnosti - 3 modeli. Med modeli za doloCevanje toksi¢nosti je na voljo model Relative
Binding Affinity Model, ki smo ga uporabili pri naSem delu in ki napoveduje afiniteto
vezave spojine na ER. Njegovo delovanje temelji na QSAR Kklasifikacijskem modelu in
algoritmu Klasifikacijskega in regresijskega drevesa (57). Znotraj modela je ze namescenih
806 spojin, za preucevanje pa lahko v sistem vnesemo izbrano spojino v obliki SMILES
kode ali v formatu sdf. Program izpise rezultate v zelo pregledni obliki, kjer je s Stevilom
rumeno obarvanih zvezdic oznaCena stopnja zanesljivosti napovedi: (a) tri obarvane
zvezdice pomenijo, da je napoved zanesljiva in da se analizirana spojina nahaja znotraj
obmocja uporabnosti modela (s+x); (b) dve obarvani zvezdici pomenita, da bi se spojina
lahko nahajala zunaj modela obmocja uporabnosti modela in tako obstajajo dvomi o
zanesljivosti napovedi (+=x); (C) ena obarvana zvezdica pa pomeni, da se vnesena spojina
nahaja izven obmocja uporabnosti modela in tako napoved ni zanesljiva (=xx). Z rdeco oz.
zeleno barvo je oznaCena napoved toksi¢nosti: zelen krogec — spojina ni toksi¢na, rdec
krogec — spojina je toksi¢na. Pri vsaki in silico analizirani spojini program poleg rezultata

izpiSe Se rezultate podobnih spojin, ki so Ze names€ene v sistem programa.
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ENDOCRINE DISRUPTOME:

e Uporabljen program: Endocrine Disruptome, avtorja: Katra KolSek in Samo

Turk, podprto s strani Fakultete za farmacijo, Univerza v Ljubljani in Kemijskega
instituta
e Dostop: direkten dostop na http://endocrinedisruptome.ki.si/prediction.html

e Uporabljene nastavitve: ni nastavitev

Program Endocrine Disruptome je na voljo preko interneta in nam poda napoved za
stopnjo vezave na 12 razli¢nih struktur jedrnih receptorjev (58). Zaradi svoje dostopnosti
in enostavnosti uporabe je zelo prirocen za napovedovanje potenciala endokrine toksi¢nosti
ter za oceno nadaljnjih korakov toksikoloskega preué¢evanja spojin. Program poda afiniteto
vezavo za naslednje receptorje: AR, ERa, ERPB, GR, LXRa, LXRfB, PPARa, PPARP,
PPARy, RXRa, TRa in TRP. Za receptorje AR, ERa, ERp in GR program napove vezave
za dve razliéni konformaciji, za vezavo kot agonist (oznaka »n« poleg receptorja) in
vezavo kot antagonist (oznaka »an« poleg receptorja). Program deluje na platformi DoTS —
Docking interface for Target Systems, ki uporablja program AutoDock Vina za napoved
sidranja preucevanih spojin v predhodno validirane strukture ligandov (59). Analizirano
spojino lahko vnesemo v obliki SMILES kode ali pa jo nariSemo s pomocjo programa
ChemDoodle Sketcher, ki je integriran v Endocrine Disruptome. Rezultati napovedi
afinitete receptorjev do izbrane spojine so podani v obliki §tevilke in obarvani glede na
stopnjo verjetnosti vezave: rdeca — najvecja verjetnost vezave, — velika verjetnost
vezave, — srednja verjetnost vezave, — majhna verjetnost vezave. Dobljene
Stevilke pomenijo vrednost proste energije vezave izrazene v kcal/mol in so dolocene za
vsak receptor posebej. Bolj kot je Stevilka negativna, vecja je verjetnost vezave spojine na
receptor. Klasifikacijo mejnih vrednosti si lahko pogledamo na spletni strani pri opisu
vsakega posameznega receptorja (58). Za vsak receptor je pod opisom tar¢nih mest
prikazan tudi graf vezave v primeru agonista, za doloCene receptorje pa Se V primeru
antagonista. Validacija je bila za vse strukture receptorjev izvedena z moc¢nimi ligandi;

posledi¢no avtorji programa opo0zarjajo na previdnost pri interpretaciji rezultatov vezave
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Sibkih ligandov — v primeru kroni¢ne izpostavljenosti spojini lahko rezultat manjse

verjetnosti vezave na receptor $e vedno predstavlja potencialno nevarnost za zdravje.
3.3.3. PROGRAMI ZA NAPOVED REPRODUKTIVNE TOKSICNOSTI
DEREK NEXUS:

e Uporabljen program: Derek Nexus, Lhasa Limited, Yorkshire, UK

e Razlicica: Derek Nexus: 4.1.0; Nexus: 2.0.0

e Dostop: plac¢ljiv program na ra¢unalniku Fakultete za farmacijo

e Uporabljene nastavitve: Selected Species: mammal; Reasoning Level: at least
EQUIVOCAL,; Perceive tautomers: yes; Perceive mixtures: yes; Match alerts
without rules: no; Show open likelihood: no; show negative predictions: yes; Show
rapid prototypes: yes; Endpoints: reproductive toxicity

Program Derek Nexus je bil razvit na podlagi ekspertnega sistema za napoved
metabolizma kemijskih spojin pod okriljem znanstvenikov organizacije Lhasa Limited in
napove toksi¢nost preu¢evanih spojin. Baza podatkov, na kateri program deluje, se stalno
dopolnjuje z novimi spoznanji na podrocju toksikologije (60). Program je namenjen in
silico preucevanju spojin v zgodnjih fazah toksikoloSkih analiz ali za pripravo na ¢im bolj
usmerjeno raziskovalno delo in vitro ali in vivo. Operira na podlagi mehanizmov delovanja
razli¢nih spojin, kemijskih reakcij, poznanih toksikoloskih primerov in pravil za
dolo¢evanje posameznih vrst toksi¢nosti - med njimi tudi vidike reproduktivne toksi¢nosti,
kancerogenost, mutagenost, genotoksi¢nost in iritacije razlicnih organov ter organskih
sistemov (61). Pri ugotavljanju vidikov reproduktivne toksi¢nost nam je program izdal
opozorilo v primeru razvojne toksiCnosti, teratogenosti ali testikularne toksic¢nosti ter
posebej oznacil del strukture, ki je odgovoren za dobljeni rezultat. Za dolocanje verjetnosti
uporablja devet razlicnih stopenj: certain — gotovo, probable — verjetno, plausible —
mozno, equivocal — dvoumno, doubted — dvomljivo, improbable — malo verjetno,
impossible — nemogoce, open — odprto/ni dokazov, contradicted — kontradiktorno/ obstaja
dokaz za in proti. Mi smo v nastavitvah dolocili, da Zelimo podatke samo za spojine, ki

imajo vsaj dvoumno verjetnost za reproduktivno toksi¢nost. Vnos spojine v sistem je
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mozen z risanjem kemijske strukture ali z uvozom strukture v obliki formata sdf, mol ali

skc.
VEGANIC - MODELA ZA RAZVOJNO/REPRODUKTIVNO TOKSICNOST:

e Uporabljen program: VegaNIC, Istituto di Ricerce Farmacologiche Mario Negri,
Milano, Italy

e Razlicica: 1.0.1

e Dostop: program je na voljo za prenos na: http://www.vega-gsar.eu/download.html

e Uporabljene nastavitve: model: Developmental Toxicity Classification Model
version 2.1.7 (CAESAR); model: Developmental/Reproductive Toxicity virtual
library version 1.0.0 (PG)

Prvi model »Developmental Toxicity Classification Model (CAESAR)« poda rezultate v
obliki kvalitativne napovedi razvojne toksi¢nosti na podlagi binarne klasifikacije Uprave
ZDA za hrano in zdravila (Food and Drug Administration (FDA)), ki je implementirana
znotraj programa Vega (57). Model je razsiritev prvotnega modela CAESAR, ki je prosto
dostopen na spletu. Projekt CAESAR je ustanovila in podprla Evropska komisija za
specificne potrebe uredbe REACH s poudarkom na napovedovanju faktorja
biokoncentracije, senzibilizacij na kozi, kancerogenosti, mutagenosti in razvojne
toksic¢nosti (62). Drugi model »Developmental/Reproductive Toxicity virtual library (PG)«
poroca v obliki kvalitativne napovedi razvojne in reproduktivne toksi¢nosti, ki temelji na
binarni Klasifikaciji verjetnosti in je prav tako vgrajen znotraj platforme Vega. Model
obsega virtualno knjiznico 641 toksi¢nih spojin, ki so jih opisali v raziskavi podjetja
Procter & Gamble (57). Potencialne toksi¢ne spojine so identificirali in jih razdelili v 25
kategorij, ki jth model ob vnosu spojine implementira in poskuSa najti ujemanje med
vneseno, analizirano spojino in spojino iz virtualne knjiznice. V primeru ujemanja je
spojina oznacena kot toksi¢na. Za analizo spojin je na voljo vnos v obliki SMILES kode ali
pa v formatu mol. V poroc€ilu programa se izpiSe ali je spojina razvojno/reproduktivno
toksi¢na ali ne, poleg tega pa je oznacena Se stopnja zanesljivosti napovedi: (a) tri rumeno
obarvane zvezdice pomenijo, da je napoved zanesljiva, in da se analizirana spojina nahaja

znotraj obmocja uporabnosti modela (=++=); (b) dve obarvani zvezdici pomenita, da bi se
19



spojina lahko nahajala zunaj modela obmocja uporabnosti modela in tako obstajajo dvomi
o0 zanesljivosti napovedi (::x); (C) ena obarvana zvezdica pa pomeni, da se vnesena spojina

nahaja izven obmoc¢ja uporabnosti modela in tako napoved ni zanesljiva (:sx).
TEST:

e Uporabljen program: Toxicity Estimation Software Tool (TEST), ZDA EPA

e Razlicica: 4.1
e Dostop: program je na voljo za prenos na: https://www.epa.gov/chemical-
research/toxicity-estimation-software-tool-test

e Uporabljene nastavitve: Endpoint: Developmental toxicity; Method: Consensus

Program TEST izhaja iz modelov QSAR in je bil razvit z namenom enostavnega
ocenjevanja toksi¢nosti spojin. Matemati¢ni modeli s pomoc¢jo linearnih funkcij napovejo
toksi¢nost na podlagi fizikalno-kemijskih lastnosti strukture preuc¢evane spojine (63). Pri
napovedih so upoStevani razliéni parametri toksi¢nosti, na primer izra¢uni LC50
(koncentracija, ki povzro¢i smrt pri 50% izpostavljenih osebkov/zivali) pri ribah, LD50
(odmerek, ki povzro¢i smrt pri 50% izpostavljenih osebkov/zivali) pri podganah,
bioakumulacijski faktorji, mutagenost in razvojna toksi¢nost. Trenutni model programa
obsega naslednje fizikalne parametre: vreliS¢e, plameniSce, povrSinsko napetost,
viskoznost, gostoto, vodotopnost, termi¢no prevodnost, parni tlak in talis¢e. V program se
spojina lahko vnese v obliki SMILES kode, formata mol ali pa se jo nariSe v grafi¢ni
vmesnik. Porocilo analize je podano v obliki url povezave, ki se ga po Zelji lahko shrani v

pdf dokument, zajema pa napoved verjetnosti razvojne toksi¢nosti izbrane spojine.
3.4. POTEK DELA Z UPORABLJENIMI METODAMI

Za boljso preglednost smo potek dela z uporabljenimi in silico metodami prikazali na
spodniji sliki. Programi ekspertnega sistema Nexus so plaéljivi, ostali programi pa so prosto
dostopni za uporabo na spletu 0z. za namestitev na racunalnik. Pri uporabi programa
VEGANIC in TEST je za delovanje potrebna predhodna namestitev in vzpostavitev

delovanja preko programa Java.
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METEOR
NEXUS
metaboliti
endokrina toksicnost reproduktivna toksicnost
VEGANIC ENDOCRINE DEREK | |VEGANIC| |VEGANIC TEST
izbrani model DISRUPTOME NEXUS izbrani model | | izbrani model

Slika 1: Shematski prikaz poteka dela in silico vrednotenja metabolizma, endokrine in reproduktivne
toksi¢nosti; legenda: vijoli¢ni okvir — pla¢ljiv programi, zeleni okvir — prosto dostopen program za prenos in
namestitev ali za uporabo na spletu.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. METABOLIZEM 3-BK in 4-MBK

Za ugotavljanje metabolizma 3-BK in 4-MBK smo uporabili program Meteor Nexus.
Poleg reakcije metabolizma nam program izpiSe tudi encime, ki sodelujejo pri doloc¢eni
reakciji; v nasem primeru so to bili citokrom P450 (CYP450), glutation-S-transferaza
(GST), alkohol-dehidrogenaza (ADH), uridindifosfat — glukuronoziltransferaza (UGT),
sulfotransferaza (SULT), epoksid hidrolaza (EH), peroksidaza, peptidaza, N-
acetiltransferaza (NAT). Potek metabolizma program oznaci s stopnjo verjetnosti, v naSem
primeru smo dolo¢ili, da Zelimo podatke za naslednje stopnje: certain — gotovo, probable —
verjetno, plausible — mozno, equivocal — dvoumno. Omenjene stopnje verjetnosti se lahko
uporabljajo za znanstveno in strokovno delo, saj s takSnim opisom verjetnosti izrazimo
tezo do sedaj zbranih dokazov, Ki so upostevane v programu (8, 64).

Rezultate programa, poti biotransformacij in metabolite izbranih derivatov kafre smo za

boljso preglednost poteka metabolizma predstavili v obliki napovednih shem.
4.1.1. 3-BENZILIDENKAFRA

Napoved metabolizma 3-BK po programu Meteor Nexus nam v prvi stopnji reakcij poda

rezultat za sedem poti metabolizma:

I. STOPNJA

1. S CYP450 katalizirana hidroksilacija metilne skupine na alifatskem obroéu do

produkta B1 in B2 (stopnja verjetnosti: verjetno)

2. S CYP450 katalizirana hidroksilacija na p-mestu monosubstituiranega benzenskega

obroca do produkta B3 (stopnja verjetnosti: mozno)

3. Z encimsko Katalizirana redukcija a.B-nenasi¢ene vezi do produkta B4 (stopnja

verjetnosti: mozno)

4. S CYP450 katalizirana hidroksilacija metilenske skupine na alifatskem obro¢u do

produkta B5 in B6 (stopnja verjetnosti: mozno)
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5. Z GST Kkatalizirana konjugacija o.-nenasicenega kationa z glutationom do produkta

B7 (stopnja verjetnosti: dvoumno)

6. S CYP450 katalizirana hidroksilacija na o-mestu monosubstituiranega benzenskega

obroca do produkta B8 (stopnja verjetnosti: dvoumno)
7. S CYP450 Katalizirana epoksidacija 1,1,2-trisubstituiranega alkena do produkta B9

(stopnja verjetnosti: dvoumno)
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Slika 2: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA 3-BK Z OPISOM REAKCIJ; legenda: verjetnost poteka

metabolizma: temno modra = verjetno, modra

, svetlo modra = dvoumno; faze metabolizma: polna

¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

= mozno

¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena
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Rezultati v drugi stopnji napovedanih poti metabolizma iz produktov B1, B2, B3, B4, B5,

B6, B8, B9, ki smo jih dobili v prvi stopnji:

1. STOPNJA

la. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B1

Z ADH Kkatalizirana oksidacija primarnega alkohola do produkta B1l (stopnja

verjetnosti: verjetno)

Z UGT katalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine do produkta B12 (stopnja

verjetnosti: dvoumno)

Z GST Kkatalizirana konjugacija a.B-nenasi¢enega ketona z glutationom do produkta

B13 (stopnja verjetnosti: dvoumno)

B11

B12

OH

Slika 3: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE B1 Z OPISOM REAKCIJ; legenda: verjetnost
poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze metabolizma:
polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

1b. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B2:

Z ADH Kkatalizirana oksidacija primarnega alkohola do produkta B21 (stopnja

verjetnosti: verjetno)

S CYP450 katalizirana hidroksilacija alicikli¢ne metilenske skupine do produkta B22

in B23 (stopnja verjetnosti: mozno)
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- Z UGT katalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine do produkta B24 (stopnja

verjetnosti: dvoumno)

- Z GST katalizirana konjugacija a,B-nenasi¢enega ketona z glutationom do produkta

B25 (stopnja verjetnosti: dvoumno)

B21 B22 B23 B24 B25

Slika 4: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE B2 Z OPISOM REAKCIJ; legenda: verjetnost
poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze metabolizma:
polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

2. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B3:

- Z UGT katalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine do produkta B31

(stopnja verjetnosti: verjetno)

- S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine do produkta B32
(stopnja verjetnosti: mozno)
- S CYP450/peroksidazo/GST/GT/peptidazo/NAT katalizirana vec¢stopenjska oksidacija

4-alkiliden fenola do produkta B33 in B34 (stopnja verjetnosti: mozno)

- S CYP450 katalizirana hidroksilacija alicikli¢ne metilenske skupine do produkta B35

in B36 (stopnja verjetnosti: mozno)

- Z GST Kkatalizirana konjugacija o.-nenasicenega kationa z glutationom do produkta

B37 (stopnja verjetnosti: dvoumno)
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Slika 5: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE B3 Z OPISOM REAKCIJ; legenda: verjetnost
poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze metabolizma:
polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

4. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B4:

- Z ADH Kkatalizirana redukcija aliciklicnega ketona do produkta B41 (stopnja

verjetnosti: mozno)

- S CYP450 katalizirana hidroksilacija aliciklicne metilenske skupine do produkta B42

in B43 (stopnja verjetnosti: mozno)

B41 B42 B43

Slika 6: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE B4 Z OPISOM REAKCIJ; legenda: verjetnost
poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze metabolizma:
polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.
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5. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B5:

Z ADH Katalizirana oksidacija sekundarnega alicikli¢nega alkohola do produkta B51
(stopnja verjetnosti: verjetno)

Z UGT katalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine do produkta B52 (stopnja
verjetnosti: dvoumno)

Z GST katalizirana konjugacija o.3-nenasicenega kationa z glutationom do produkta
B53 (stopnja verjetnosti: dvoumno)
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Slika 7: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE B5 Z OPISOM REAKCIJ; legenda: verjetnost
poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze metabolizma:
polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

6. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B6:

Z ADH Kkatalizirana oksidacija sekundarnega aliciklicnega alkohola do produkta B61
(stopnja verjetnosti: mozno)

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine do produkta B62 (verjetnost:
dvoumno)

Z GST katalizirana konjugacija o.B-nenasi¢enega kationa z glutationom do produkta
B63 (stopnja verjetnosti: dvoumno)
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Slika 8: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE B6 Z OPISOM REAKCIJ; legenda: verjetnost
poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze metabolizma:
polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

7. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B8:

Z UGT katalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine do produkta B81

(stopnja verjetnosti: verjetno)

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine do produkta B82

(stopnja verjetnost: mozno)

S CYP450 katalizirana hidroksilacija alicikli¢ne metilenske skupine do produkta B83

in B84 (stopnja verjetnost: mozno)

Z GST katalizirana konjugacija o.B-nenasi¢enega kationa z glutationom do produkta

B85 (stopnja verjetnost: dvoumno)
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Slika 9: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE B8 Z OPISOM REAKCIJ; legenda: verjetnost
poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze metabolizma:
polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

8. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B9:
- Z GST katalizirano odpiranje epoksida z glutationom do produkta B91 in B92 (stopnja

verjetnosti: verjetno)

- Z EH Kkataliziran nastanek vicinalnih diolov iz epoksida do produkta B93 (stopnja

verjetnosti: verjetno)
- Z ADH Kkatalizirana redukcija aliciklicnega ketona do produkta B94 (stopnja

verjetnosti: mozno)

- S CYP450 katalizirana hidroksilacija aliciklicne metilenske skupine do produkta B95

in B96 (stopnja verjetnosti: mozno)
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Slika 10: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE B9 Z OPISOM REAKCIJ; legenda:
verjetnost poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze
metabolizma: polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

4.1.2. 4-METILBENZILIDENKAFRA

Napoved metabolizma za 4-MBK po programu Meteor Nexus nam po prvi stopnji reakcij
poda rezultate za sedem poti metabolizma:

I. STOPNJA
1. S CYP450 Kkatalizirana hidroksilacija metilne skupine na aromatskem obro¢u do

produkta M1 (stopnja verjetnosti: verjetno)

2. S CYP450 Kkatalizirana hidroksilacija metilne skupine na alifatskem obrodu do

produkta M2 in M3 (stopnja verjetnosti: mozno)
3. Encimsko katalizirana redukcija o.B-nenasi¢ene vezi do produkta M4 (stopnja

verjetnosti: mozno)

4. S CYP450 katalizirana hidroksilacija aliciklicne metilenske skupine do produkta M5 in

M6 (stopnja verjetnosti: mozno)
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5. Z GST katalizirana konjugacija a.B-nenasi¢enega ketona z glutationom do produkta

M7 (stopnja verjetnosti: dvoumno)

6. S CYP450 katalizirana 2-hidroksilacija 1,4-disubstituiranega benzena do produkta M8

in M9 (stopnja verjetnosti: dvoumno)
7. S CYP450 katalizirana epoksidacija 1,1,2-trisubstituiranega alkena do produkta M10

(stopnja verjetnosti: dvoumno)
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Slika 11: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA 4-MBK Z OPISOM REAKCIJ; legenda: verjetnost
poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze metabolizma:
polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.
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V drugi stopnji napovedane poti metabolizma iz produktov M1, M2, M3, M4, M5, M6,
M8, M9, M10, ki smo jih dobili kot rezultat napovedi prve stopnje:

Il. STOPNJA
1. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta M1:

- Z ADH Kkatalizirana oksidacija primarnega alkohola do produkta M11 (stopnja

verjetnosti: verjetno)

- S CYP450 katalizirana hidroksilacija alicikli¢éne metilenske skupine do produkta M12

in M13 (stopnja verjetnosti: mozno)
- Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine do produkta M14 (stopnja

verjetnosti: dvoumno)

- Z GST Kkatalizirana konjugacija o.-nenasicenega kationa z glutationom do produkta

M15 (stopnja verjetnosti: dvoumno)
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Slika 12: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE M1 Z OPISOM REAKCIJ; legenda:
verjetnost poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze
metabolizma: polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.
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2a. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta M2:

S CYP450 Kkatalizirana hidroksilacija metilne skupine na aromatskem obrodu do

produkta M21 (stopnja verjetnosti: verjetno)
- Z ADH Kkatalizirana oksidacija primarnega alkohola do produkta M22 (stopnja

verjetnost: verjetno)
S CYP450 katalizirana hidroksilacija aliciklicne metilenske skupine do produkta M23

in M24 (stopnja verjetnosti: mozno)
- Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine do produkta M25 (stopnja

verjetnost: dvoumno)

Z GST katalizirana konjugacija o.B-nenasi¢enega kationa z glutationom do produkta

M26 (stopnja verjetnosti: dvoumno)
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Slika 13: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE M2 Z OPISOM REAKCU; legenda:
verjetnost poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze
metabolizma: polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

2b. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta M3:

- S CYP450 Kkatalizirana hidroksilacija metilne skupine na aromatskem obrodu do

produkta M31 (stopnja verjetnosti: verjetno)
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- Z ADH Kkatalizirana oksidacija primarnega alkohola do produkta M32 (stopnja

verjetnosti: verjetno)

- Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine do produkta M33 (stopnja

verjetnosti: dvoumno)

- Z GST Kkatalizirana konjugacija o.B-nenasi¢enega kationa z glutationom do produkta

M34 (stopnja verjetnost: dvoumno)

1o o

M31 M32 M33 M34

Slika 14: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE M3 Z OPISOM REAKCIJ; legenda:
verjetnost poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze
metabolizma: polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

3. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta M4:

- S CYP450 katalizirana hidroksilacija metilne skupine na aromatskem obro¢u do

produkta M41 (stopnja verjetnosti: verjetno)

- Z ADH Kkatalizirana redukcija alicikliénega ketona do produkta M42 (stopnja

verjetnosti: mozno)

- S CYP450 katalizirana hidroksilacija alicikli¢éne metilenske skupine do produkta M43

in M44 (stopnja verjetnost: mozno)
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Slika 15: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE M4 Z OPISOM REAKCIJ; legenda:
verjetnost poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze
metabolizma: polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

4a. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta M5:

- Z ADH katalizirana oksidacija sekundarnega alicikli¢nega alkohola do produkta M51

(stopnja verjetnosti: verjetno)

- S CYP450 Kkatalizirana hidroksilacija metilne skupine na aromatskem obro¢u do

produkta M52 (stopnja verjetnosti: verjetno)

- Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine do produkta M53 (stopnja

verjetnosti: dvoumno)

- Z GST Kkatalizirana konjugacija a.f-nenasi¢enega kationa z glutationom do produkta

M54 (stopnja verjetnosti: dvoumno)
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Slika 16: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE M5 Z OPISOM REAKCIJ; legenda:
verjetnost poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze
metabolizma: polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

4b. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta M6:

Z ADH Kkatalizirana oksidacija sekundarnega alicikli¢nega alkohola do produkta M61

(stopnja verjetnosti: verjetno)

S CYP450 Kkatalizirana hidroksilacija metilne skupine na aromatskem obro¢u do

produkta M62 (stopnja verjetnosti: verjetno)
Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine do produkta M63 (stopnja

verjetnosti: dvoumno)

Z GST katalizirana konjugacija o.B-nenasi¢enega kationa z glutationom do produkta

M64 (stopnja verjetnosti: dvoumno)
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Slika 17: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE M6 Z OPISOM REAKCIJ; legenda:
verjetnost poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze
metabolizma: polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

5a. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta M8:

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine do produkta M81

(stopnja verjetnosti: verjetno)

S CYP450 Kkatalizirana hidroksilacija metilne skupine na aromatskem obrodu do

produkta M82 (stopnja verjetnosti: verjetno)
S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine do produkta M83

(stopnja verjetnosti: mozno)

S CYP450 katalizirana hidroksilacija aliciklicne metilenske skupine do produkta M84
in M85 (stopnja verjetnosti: mozno)

Z GST katalizirana konjugacija o.B-nenasi¢enega kationa z glutationom do produkta

M86 (stopnja verjetnosti: dvoumno)

PROTOTIP-konjugacija 2-alkilfenola z glutationom do produkta M87 (stopnja

verjetnosti: dvoumno)

PROTOTIP-konjugacija glutationa z o- in p-alkilfenoli do produkta M88 (stopnja

verjetnosti: dvoumno)
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Slika 18: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE M8 Z OPISOM REAKCIJ; legenda:
verjetnost poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze
metabolizma: polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

5b. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta M9:
- Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine do produkta M91

(stopnja verjetnosti: verjetno)

- S CYP450 Kkatalizirana hidroksilacija metilne skupine na aromatskem obro¢u do

produkta M92 (stopnja verjetnosti: verjetno)

- S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatskega obro¢a do produkta M93 (stopnja

verjetnost: mozno)

- S CYP450 katalizirana hidroksilacija alicikliéne metilenske skupine do produkta M94

in M95 (stopnja verjetnosti: mozno)

- Z GST Kkatalizirana konjugacija o.-nenasicenega kationa z glutationom do produkta

MO96 (stopnja verjetnosti: dvoumno)
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Slika 19: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE M9 Z OPISOM REAKCIJ; legenda:
verjetnost poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze
metabolizma: polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

6. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta M10:
- Z GST Kkatalizirano odpiranje epoksida z glutationom do produkta M101 in M102

(stopnja verjetnosti: verjetno)

- S CYP450 katalizirana hidroksilacija metilne skupine na aromatskem obrodu do

produkta M103 (stopnja verjetnosti: verjetno)

- Z EH kataliziran nastanek vicinalnih diolov iz epoksida do produkta M104 (stopnja

verjetnosti: verjetno)

- Z ADH Katalizirana redukcija alickli¢nih ketonov do produkta M105 (stopnja

verjetnosti: mozno)

- S CYP450 katalizirana hidroksilacija aliciklicne metilenske skupine do produkta M106

in M107 (stopnja verjetnosti: mozno)
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Slika 20: NAPOVEDNA SHEMA METABOLIZMA SPOJINE M10 Z OPISOM REAKCIJ; legenda:
verjetnost poteka metabolizma: temno modra = verjetno, modra = mozno, svetlo modra = dvoumno; faze
metabolizma: polna ¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, prekinjena ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze.

4.1.3. RAZPRAVA

Racunalniski program je predvidel najverjetnejSe reakcije metabolizma, in sicer je za 3-BK
in 4-MBK predvidel reakcije hidroksilacije, redukcijo dvojne vezi, ciklizacije - nastanek
epoksidnega obroc¢a in redukcijo ketona. V naslednji stopnji po hidroksilaciji je reakcija
potekala v smeri oksidacije nastalih primarnih alkoholov do ketona oz. karboksilne
skupine. Kot reakcije 2. faze metabolizma je program pretezno napovedal konjugacije z
glutationom, sulfatom in z glukuronsko kislino. Reakcije napovedane kot najbolj verjetne
(stopnja verjetnosti: verjetno) so bile hidroksilacija metilne skupine na alifatskem obrocu,
oksidacija primarnega alkohola, oksidacija sekundarnega alicikli¢nega alkohola, nastanek
vicinalnih diolov iz epoksida, hidroksilacija metilne skupine na aromatskem obrocu,
glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine in odpiranje epoksida z glutationom. In
vivo raziskava prisotnosti metabolitov 4-MBK v urinu in krvi podgan po peroralnem
dajanju je dokazala prisotnost dveh glavnih metabolitov: 3-(4-karboksibenziliden)kafre,

ki ustreza nasemu metabolitu M11, in 3-(4-karboksibenziliden)-6-hidroksikafre (65).

Metabolita 3-(4-metilbenziliden)-6-hidroksi kafre program v obsegu nasih nastavitev sicer

ni napovedal, smo pa kot rezultat dobili metabolit, ki ima hidroksilirano metilensko
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skupino na aliciklic(nem obrocu, vendar brez nadaljnje oksidacije benzilne hidroksilne
skupine na aromatu. Nastanek metabolita M11 je na$ program napovedal kot verjeten in v
tem primeru ugotavljamo zanesljivo napovedno moc¢ programa. Z raziskavo in vivo je prav

tako bila dokazana prisotnost glukuronidiranih derivatov 3-(4-

karboksibenziliden)kafre in 3-(4-karboksibenziliden)-6-hidroksikafre; program je tudi v

nasem primeru napovedal prisotnost prvega glukuronidiranega metabolita, ki ustreza nasi
spojini M14, verjetnost njenega nastanka pa oznacil kot dvoumno. Raziskava prisotnosti

metabolitov 4-MBK v plazmi in urinu ljudi ter plazmi podgan po topikalnem nanosu je

ponovno pokazala prisotnost obeh zgoraj omenjenih hidroksiliranih metabolitov 1. faze in
pripadajocih glukuronidiranih spojin 2. faze metabolizma (66). V eni od raziskav so in vivo

preucevali prisotnost metabolitov 3-BK po topikalnem nanosu na kozo podgan. Metaboliti

niso bili natan¢no strukturno definirani, saj so iskali 2 specifi¢éna fragmenta strukture 3-
BK. Preucevali so farmakokinetiko, rezultati pa so pokazali na prisotnost 3-BK 0z. njenih
metabolitov v mas¢obnem tkivu, mozganih, misicah, plazmi in testisih; v jetrih so nasli
precej manjse koli¢ine iskanih fragmentov in tako so sklepali na moznost prisotnosti
metabolitov z druga¢no kemijsko strukturo od izhodne spojine 3-BK (67). In vitro
raziskava, ki se je osredotocila na analizo metabolitov 3-BK v hepatocitih jeter ljudi in
podgan, je pokazala, da metaboliti zelo hitro prehajajo v celice jeter, da je metabolizem
intenzivnej$i pri podganah kot pri ¢loveku, s HPLC metodo pa so detektirali tudi 4-
hidroksiliran metabolit B3; v mnenju SCCS iz leta 2013 so navedli, da je omenjena
raziskava nepopolna, zakljucili pa so tudi, da so za Studije metabolizma potrebne
natan¢nejSe raziskave in obseznejSi opis poteka metabolizma (68, 69). Pri in vivo
preuc¢evanju metabolitov 3-BK na podganah so kot glavni metabolit zaznali 3-(4-

hidroksibenziliden)kafro, ki ustreza strukturi naSega metabolita B3 (69, 70); nastanek

tega metabolita je bil pri nasi in silico analizi oznacen kot mozen, kar kaze na zanesljivo

napovedno mo¢ programa.
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Slika 21: Metaboliti izbranih derivatov kafre, ki so jih zaznali pri in vivo raziskavah metabolizma; M11 je 3-
(4-karboksibenziliden)kafra in je metabolit 4-MBK; S1 je 3-(4-karboksibenziliden)-6-hidroksikafra in je
metabolit 4-MBK; M14 je glukuronidiran derivat 3-(4-karboksibenziliden)kafre in je metabolit 4-MBK; S2
je glukuronidiran derivat 3-(4-karboksibenziliden)-6-hidroksikafre in je metabolit 4-MBK; B3 je 3-(4-
hidroksibenziliden)kafra in je metabolit 3-BK; z modrim okvirjem so oznaene spojine, ki smo jih pravilno
napovedali tudi z in silico metodo.

Program je poleg hidroksiliranih metabolitov napovedal §¢ mozen nastanek metabolitov z
reducirano dvojno vezjo in dvoumen nastanek spojin z epoksidnim obrocem, ki jih v
dosedanjih raziskavah $e niso identificirali. V raziskavah so preucevali metabolite v urinu,
krvi in plazmi, kjer lahko pri¢akujemo bolj hidrofilne metabolite, kar glukuronidirane ter
hidroksilirane spojine vsekakor so. Ceprav vse reakcije biotransformacije zmanj$ajo
lipofilnost izhodnih derivatov kafre, imata metabolita z reducirano dvojno vezjo in
epoksidnim obroc¢em visji logP kot ostali metaboliti. To nakazuje na moznost, da bi se
lahko metaboliti z reducirano dvojno vezjo v veéjem obsegu distribuirali v organih z vegjo
prisotnostjo lipidnih komponent, metaboliti z epoksidnim obro¢em pa so zelo nestabilni,
zato bi verjetno prej razpadli. V prid tej predpostavki govori tudi dejstvo, da so s
podrobnimi raziskavami ze zaznali derivate kafre v mas¢obnem tkivu, mozganih, jetrih,
miSicah in testisih (67, 24). Obstaja moznost, da nekatere in silico napovedane reakcije v
telesu ne potekajo, vendar pa bi glede na dozdajsnje najdbe metabolitov derivatov kafre v
tkivih ¢loveka in zivali bilo smiselno preuciti Se moznost nahajanja manj hidrofilnih
metabolitov, ki smo jih strukturno definirali pri nasem delu. Ce vzamemo v obzir §tudije,
ki so dokazale prisotnost metabolitov 3-BK in 4-MBK v telesnih izlo¢kih in tkivih ljudi in

podgan po peroralnem dajanju ter topikalnem nanosu, nam program z napovedjo poti
44



metabolizma in strukturami metabolitov omogoca boljSo pripravo in nacrtovanje
usmerjene detekcije v in vivo/in vitro raziskavah ter posledi¢no tudi stroskovno in ¢asovno
uc¢inkovitej$e raziskovalno delo. Za dolocanje varnosti derivatov kafre kot UV-filtrov v
kozmeti¢nih izdelkih je smiselno del Studij detekcij metabolitov izvajati in vivo po
topikalnem nanosu pri ljudeh, saj je absorpcija skozi neposkodovano ¢lovesko kozo
bistveno slabSa od absorpcije pri zivalih, biotransformacije pa pri ljudeh potekajo tudi
manj intenzivno kot pri Zivalih (66, 68). Studije metabolizma spojin, ki vklju¢ujejo nanos
na ¢lovesko kozo imajo za zakonodajne spremembe v uredbi o kozmeti¢nih izdelkih vecjo
tezo pri presoji in obicajno hitreje privedejo do konénih odlo¢itev o morebitnih

spremembah najvisje dovoljene koncentracije sestavine ali prepovedi uporabe sestavine.

4.2. ZBRANI METABOLITI

Za raziskavo endokrinih uéinkov in reproduktivne toksi¢nosti 3-BK in 4-MBK smo v
preglednici zbrali 62 metabolitov 1. faze biotransformacije, ki jih je napovedal program
Meteor Nexus. Metabolitov 2. faze biotransformacije nismo vkljucili, saj so le-ti
konjugirani, ve¢inoma neaktivni in vodotopni ter se hitro izlo¢ijo iz telesa, predvsem skozi
ledvica.

Preglednica IV: Zbrani metaboliti 3-BK in 4-MBK za nadaljnjo raziskavo endokrinih uéinkov in

reproduktivne toksi¢nosti; metaboliti, ki smo jih dobili v prvi stopnji reakcij so oznaceni z rumeno, vsi ostali
pa so rezultat druge stopnje reakcij in izhajajo iz oznac¢enih metabolitov.

ST. METABOLIT SMILES IZHODNI logP
DERIVATA KAFRE METABOLITA DERIVAT KAFRE

1 ClCcC2(C(c(c1c2(C) | 3-benzilidenkafra 3,2
(B_l) o C)=CC3=CC=CC=C3)

7 =0)CO
2 ClCC2(C(c(C1c2(C) | 3-benzilidenkafra 3,35
(B].l) . C)=CC3=CC=CC=C3)

7 =0)C(=0)0O
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3 & ClC[C@]2(C(Cc(C1C2 | 3-benzilidenkafra 2,97
(I?:Z) (C)co)=CC3=CcC=CC
5 =C3)=0)C

\
4 o ClC[C@]2(C(Cc(C1C2 | 3-benzilidenkafra 3,38
5 ' z (C)C(=0)0)=CC3=CC

\
5 5 ClC(C2(C(C(C1C2(C) | 3-benzilidenkafra 1,56
5 CO)=CC3=CC=CC=C
(B22) 2?05 3)=0)C)0

\ :
6 Cl(Cc2(c(c(c1c2(C) | 3-benzilidenkafra 1,32
5 - CO)=CC3=CC=CC=C
(823) 5&0 3)=0)C)0

e
7 N ClC[C@]2(C(C(C1C2 | 3-benzilidenkafra 3,85
(B_B) \ (C)C)=CcC3=Ccc=C(C=

o C3)0)=0)C

\ ;
8 5 ClC(C2(Cc(c(c1C2(C) | 3-benzilidenkafra 2,44
% C)=CC3=CC=C(C=C3
(B39 - )0)=0)C)0

\ ;
9 Cl(CC2(C(C(C1C2(C) | 3-benzilidenkafra 2,2
% C)=CC3=CC=C(C=C3
(B36) 5 ° )0)=0)C)O

\ ;
10 ClC[C@]2(C(C(C1C2 | 3-benzilidenkafra 4,26
(5_4) (C)c)ccs3=Ccc=cc=C

0§

3)=0)C
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11 ClC[C@]2(C(Cc(C1C2 | 3-benzilidenkafra 5,04
VL (C)C)cc3=Ccc=Cc=C
(B41) | S0t
12 C1C(C2(C(C(C1C2(C) | 3-benzilidenkafra 2,98
(qu) 2 C)CC3=CC=CC=C3)=
0)C)o
7
13 i Cl(CC2(C(c(c1Cc2(C) | 3-benzilidenkafra 2,7
A C)CC3=CC=CC=C3)=
(B43) @\/@\ 0)C)0
O
14 5 C1C(C2(C(C(C1C2(C) | 3-benzilidenkafra 3,1
(B_5) C)=CC3=CC=CC=C3)
R =0)C)0
\
15 & C1C(C2(C(C(C1C2(C) | 3-benzilidenkafra 3,34
- C)=CC3=CC=CC=C3)
(BS1) & =0)C)=0
\
16 Cl(CC2(C(C(C1C2(C) | 3-benzilidenkafra 2,87
(%) C)=CC3=CC=CC=C3)
g o =0)C)0
\
17 C1(CC2(C(C(C1C2(C) | 3-benzilidenkafra 3,28
Y C)=CC3=CC=CC=C3)
B61) | . ~0)C)=0
\
18 ClC[C@]2(C(Cc(C1C2 | 3-benzilidenkafra 3,85
(B_8) (C)C)=CC=3C=CC=C
C=30)=0)C
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19 o C1C(C2(C(C(C1C2(C) | 3-benzilidenkafra 2,44
Q- C)=CC=3C=CC=CC=3
(B83) \ﬁ 0)=0)C)0
20 Cl(Ccz(c(c(c1c2(C) | 3-benzilidenkafra 2,2
(834) C)=CC=3C=CC=CC=3

5 o 0)=0)C)0

\

21 N Cl1C[C@]2(C(C4(C1C | 3-benzilidenkafra 3,79
(B_9) 2(C)C)c(Cc3=Cc=CC=

_IE i 5 C3)04)=0)C
22 H CLC[C@]2(C(Cc(C1C2 | 3-benzilidenkafra 2,31
(553) o (C)C)(Cc(c3=Ccc=CcC=

C3)0)0)=0)C
OH
HO

23 C1C[C@]2(C(C4(C1C | 3-benzilidenkafra 3,28
(554) 2(C)C)c(c3=Cc=CcC=

— z C3)04)0)C
24 ClC(C2(Cc(c4(c1c2(C | 3-benzilidenkafra 2,5
(@5) )C)C(C3=CC=CC=C3)

04)=0)C)0

25 Cl(Cc2(c(c4a(c1cz(C | 3-benzilidenkafra 1,7
(836) ) )C)C(C3=CC=CC=C3)

S o 04)=0)C)0
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26 ClC[C@]2(C(C(C1C2 | 4-metilbenzilidenkafra 3,48
(I\IL) \ (C)C)=CC3=CC=C(C=
° C3)C0O)=0)C

\
27 i - CLC[C@]2(C(Cc(C1C2 | 4-metilbenzilidenkafra 4,26
" \ (C)C)=CC3=CC=C(C=
(M11) o C3)C(=0)0)=0)C

\ o
28 5 C1C(C2(C(C(C1C2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 2,07
Tl C)=CC3=CC=C(C=C3
(M12) ° )C0)=0)C)0

\
29 - Cl(CC2(C(C(C1C2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 1,83
It C)=CC3=CC=C(C=C3
(M13) 5 ° )C0)=0)C)0

\
30 £z - CLC[C@]2(C(Cc(C1C2 | 4-metilbenzilidenkafra 3,47
(I\TZ) y (C)CO)=CcC3=Cc=C(

o C=C3)C)=0)C

\
31 £z CiC[C@]2(C(C(C1C2 | 4-metilbenzilidenkafra | 1,93
(M21) \ (C)CO)=CC3=CC=C(

io C=C3)C0)=0)C

\
32 Fo - CIC[C@]2(C(C(C1C2 | 4-metilbenzilidenkafra | 3,88
(M22) @;1 (C)C(=0)0)=CC3=CC

,ig =C(C=C3)C)=0)C

\
33 ClC(C2(C(C(C1C2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 2,05
19 C0O)=CC3=CC=C(C=C
(M23) 3)C)=0)C)0
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34 S Cl(Cc2(c(c(c1c2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 1,82
. C0O)=CC3=CC=C(C=C
(M24) 5 o 3)C)=0)C)O
\
35 5 ClCcC2(c(c(c1c2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 3,7
VE C)=CC3=CC=C(C=C3
L) )C)=0)CO
\
36 5 ClCC2(C(Cc(Cc1C2(C) | metilbenzilidenkafra 2,17
e C)=CC3=CC=C(C=C3
(M31) )C0O)=0)CO
\
37 2 - ClCcC2(C(Cc(C1C2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 3,85
12 5 C)=CC3=CC=C(C=C3
(M32) )C)=0)C(=0)0
\
38 CLC[C@]2(C(Cc(C1C2 | 4-metilbenzilidenkafra 4,76
(|\74) (C)Cc)cecs3=ce=Cc(c=C
3)C)=0)C
39 G CLC[C@]2(C(Cc(C1C2 | 4-metilbenzilidenkafra 3,23
(I\Hl) (C)Cc)ces3=ce=Cc(c=C
", | 3)CO)=0)C
40 ClC[C@]2(C(Cc(C1C2 | 4-metilbenzilidenkafra 5,53
(I\HZ) (C)Cc)cecs3=ce=Cc(c=C
i 3)C)0)C
OH
41 ClC(C2(c(c(c1c2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 3,48
(I\HS) C)CC3=CC=C(C=C3)

OH

C)=0)C)O
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(C=3)0)C)=0)C

42 OH Cl(Ccz(c(c(c1c2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 3,2
m C)CC3=CC=C(C=C3)
(M44) \@\/@\ C)=0)C)0
(¢]
43 5 ClC(C2(C(C(C1C2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 3,6
M E C)=CC3=CC=C(C=C3
i) )C)=0)C)0
(]
\
44 2 ClC(C2(Cc(C(C1C2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 3,84
T C)=CC3=CC=C(C=C3
(M>51) 5 )C)=0)C)=0
\
45 5 C)lC(CZ(C(C(C1(C2(C) 4-metilbenzilidenkafra 2,07
C)=CC3=CC=C(C=C3
(M52) )C0)=0)C)0
\
46 C)l(CCZ(C(C(Cl(CZ(C) 4-metilbenzilidenkafra 3,37
C)=CC3=CC=C(C=C3
(M6) 5 o )C)=0)C)0O
\
47 C)l(CCZ(C(C(Cl(CZ(C) 4-metilbenzilidenkafra 3,78
C)=CC3=CC=C(C=C3
(Me1) 1, . C)=0)C)=0
\
48 C)l(CCZ(C(C(Cl(CZ(C) 4-metilbenzilidenkafra 1,83
C)=CC3=CC=C(C=C3
(M62) | ° YC0O)=0)C)O
\
49 oH - Cl1C[C@]2(C(C(C1C2 | 4-metilbenzilidenkafra 4,3
(I\TS) m (C)C)=CC=3C=CC(=C
G
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50 o CLC[C@]2(C(Cc(C1C2 | 4-metilbenzilidenkafra 2,77
18 0 (C)C)=CC=3C=CC(=C
(M82) Hom (C=3)0)C0)=0)C
G

51 5 C1C(C2(C(C(C1C2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 2,89
19 C)=CC=3C=CC(=C(C
(M84) . z =3)0)C)=0)C)0

\
52 Cl(CC2(C(C(C1C2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 2,65
19 C)=CC=3C=CC(=C(C
(M85) 5 o 5 =3)0)C)=0)C)0

\
53 CLC[C@]2(C(Cc(C1C2 | 4-metilbenzilidenkafra 4,35
(I\TQ) o (C)C)=CC=3C=CC(=C

; C=30)C)=0)C

OH
54 ClC[C@]2(C(C(C1C2 | 4-metilbenzilidenkafra 2,82
10 o (C)C)=CC=3C=CC(=C
(M92) | : C=30)C0)=0)C

G

55 5 ClC(C2(Cc(c(c1C2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 2,94
10 C)=CC=3C=CC(=CC=
(M34) . 30)C)=0)C)0

\
56 - Cl(CC2(C(C(C1C2(C) | 4-metilbenzilidenkafra 2,7
10 N C)=CC=3C=CC(=CC=
(M95) & R 30)C)=0)C)0

\
57 5 ) ClC[C@]2(C(Cc4(C1C | 4-metilbenzilidenkafra 4,29
(I\HO) 2(C)C)c(c3=Cc=C(C

=C3)C)04)=0)C
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58 S CIC[C@]2(C(C4(C1C | 4-metilbenzilidenkafra 2,75
110 ’ 2(C)C)c(c3=Ccc=Cc(C

(M103) o =C3)C0)04)=0)C

59 OH - ClC[C@]2(C(Cc(C1C2 | 4-metilbenzilidenkafra 2,81
110 (C)C)(c(c3=cc=C(Cc=

(M104) C3)C)0)0)=0)C

60 5 C1C[C@]2(C(C4(C1C | 4-metilbenzilidenkafra 3,78
T 2(C)C)c(c3=Ccc=Cc(C

(M105) % ~C3)C)04)0)C

61 ClC(C2(Cc(c4(c1c2(C | 4-metilbenzilidenkafra 3
T )C)C(C3=CC=C(C=C3

(M106) . )C)04)=0)C)0

© 7

62 Cl(Ccz(c(c4a(c1c2(C | 4-metilbenzilidenkafra 2,2
11C ) )C)C(C3=CC=C(C=C3

(M107) 5% )C)04)=0)C)0

4.3. ENDOKRINO DELOVANJE

4.3.1. PROGRAM VEGANIC - RELATIVE BINDING AFFINITY MODEL

S programom VegaNIC z modelom Relative Binding Affinity Model smo napovedali
endokrino toksi¢nost kot posledico vezave spojin na ER. Program znotraj izbranega
modela napove ali se spojina veze na receptor in vzporedno poda oceno zanesljivosti

napovedi v treh stopnjah: visoka, srednja ali nizka.

Rezultati za negativno in pozitivno kontrolo ter izbrana derivata kafre so naslednji:
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e Za negativno kontrolo timol smo dobili rezultat, da ni aktiven na ER, kar
potrjujejo tudi eksperimentalni podatki v podatkovni bazi modela.
e Zapozitivno kontrolo BPA smo dobili rezultat, da je aktiven na ER, kar potrjujejo
tudi eksperimentalni podatki v podatkovni bazi modela.
e Za 3-BK smo dobili rezultat, da je aktivna na ER, in sicer z visoko zanesljivostjo.
e Za 4-MBK smo dobili rezultat, da je aktivha na ER, in sicer z visoko
zanesljivostjo.
Preglednica V: Rezultati programa VegaNIC za napoved endokrine toksi¢nosti preko ER za timol, BPA, 3-
BK in 4-MBK; legenda: %% visoka zanesljivost, %% srednja zanesljivost, % nizka zanesljivost; rdece
obarvano - spojina je aktivna, zeleno obarvano — spojina ni aktivna, rumeno obarvano - spojina se nahaja ali

se lahko nahaja izven obmo¢ja uporabnosti napovednega modela; dodana oznaka E — v bazi modela obstajajo
eksperimentalni podatki.

SPOJINA REZULTAT
timol (negativna kontrola)
BPA (pozitivna kontrola)
3-benzilidenkafra
4- metilbenziliden kafra

Rezultati za zbrane metabolite izbranih derivatov kafre so nasledniji:

e Za dihidroksilirana metabolite 3-BK (5, 6) je program napovedal neaktivnost na
ER.

metabolita 3-BK z reducirano dvojno vezjo (10, 11) je program napovedal, da so
aktivni na ER.

e Za metabolita 4-MBK z reducirano dvojno vezjo (38, 40), za na aromatskem

od metabolitov z epoksidnim obro¢em (60) je program napovedal, da so aktivni na
ER.
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e Za 63% analiziranih metabolitov je program javil, da se nahajajo ali se lahko
nahajajo izven obmocja uporabnosti modela, zato teh rezultatov ne moremo

smatrati kot verodostojne.

Preglednica VI: Rezultati programa VegaNIC za napoved endokrine toksi¢nosti preko ER za metabolite 3-
BK in 4-MBK; legenda: s%=# visoka zanesljivost, %% srednja zanesljivost, % nizka zanesljivost; rdece
obarvano - spojina je aktivna z visoko zanesljivostjo; svetlo rde¢e — spojina je aktivna, ampak se lahko
nahaja izven obmodja uporabnosti modela; temno zeleno obarvano — spojina ni aktivna z visoko
zanesljivostjo; zeleno obarvano — spojina ni aktivna, ampak se lahko nahaja izven obmogja uporabnosti
modela; svetlo zeleno — spojina ni aktivna z nizko zanesljivostjo in se nahaja izven obmocja uporabnosti
modela.

METABOLIT | REZULTAT METABOLIT | REZULTAT
1 * 32 *%
2 £k 33
3 B 34
4 £k 35 *
2 36 *%
6 37
A 38
8 ko 39
9 s 40
10 41
11 42
12 * 43
13 * 44
14 * -]

15 * 46
16 * a7
17 * 48
18 | e ] 49
19 ko 20
20 ko 21
21 * 52
22 * 23
23 * 54
24 * 55
25 * 56
26 * 57
27 *% 58
28 59
29 60
30 * 61
31 i 62
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4.3.2. PROGRAM ENDOCRINE DISRUPTOME

Program Endocrine Disruptome smo uporabili za napoved verjetnosti vezave na dvanajst
hormonskih receptorjev, in vezavo na dve razlicni konformaciji za S$tiri izmed teh

receptorjev. Podani rezultati so v obliki Stevilénih vrednosti in obarvani glede na stopnjo

verjetnosti vezave na receptor: rdeca — najveCja verjetnost vezave, - velika
verjetnost vezave, — srednja verjetnost vezave in — majhna verjetnost
vezave.

Rezultati napovedi vezave na hormonske receptorje za negativno in pozitivno kontrolo ter

izbrana derivata kafre so nasledniji:

e Za negativno kontrolo timol je program napovedal srednjo verjetnost vezave na
receptor AR an in majhno verjetnost vezave na ostale receptorje.
e Za pozitivno kontrolo BPA je program napovedal najvecjo verjetnost vezave na

AR an, veliko verjetnost vezave na AR, srednjo verjetnost vezave na ERa, ERp,

GR, TRa in TR ter majhno verjetnost vezave na ostale receptorje.

e Za 3-BK je program napovedal najvecjo verjetnost vezave na AR an in ERp, veliko
verjetnost vezave na AR in ERp an, srednjo verjetnost vezave na ERa, ERa an, GR
in TRa ter majhno verjetnost vezave na ostale receptorje.

e Za4-MBK je program napovedal najvecjo verjetnost vezave na AR, AR an in ERp,
veliko verjetnost vezave na ERg, ERB an in TR, srednjo verjetnost vezave na ERa
an, GR, LXRpB, RXRa in TRa ter majhno verjetnost vezave na ostale receptorje.

Preglednica VII: Rezultati programa Endocrine Disruptome za napoved endokrine toksi¢nosti 3-BK, 4-MBK,
neagtivne in pozitivne kontrole preko vezave na razli¢ne receptorje; legenda: rdeCe — najvedja verjetnost

vezave, oranzna — velika verjetnost vezave, rumena — srednja verjetnost vezave, zelena —majhna verjetnost
vezave.

SPOJINA

<d
o
Qe

BPA -8,4 -8,7

-8,2 -10,3

7,6 =9i0;




Rezultati verjetnosti vezave za zbrane metabolite izbranih derivatov kafre so naslednji:

e Na receptor AR je program napovedal najvecjo verjetnost vezave za metabolite 2,
metabolite smo dobili po razli¢nih poteh hidroksilacij in nadaljnjih oksidacij: z
uvedbo karboksilne, hidroksilne in ketonske skupine; nekatere smo dobili po
redukciji dvojne vezi; v skupino najvecje verjetnosti vezave na AR pa so se uvrstili
tudi skoraj vsi metaboliti s prisotnim epoksidnim obro¢em. Srednjo verjetnost
vezave je napovedal za metabolite 3, 6, 16, 31 in 56. Za vseh preostalih
enaintrideset metabolitov je napovedal veliko verjetnost vezave.

e Na receptor AR an je program napovedal najvecjo verjetnost vezave za metabolite

metabolite smo dobili po razli¢nih poteh hidroksilacij in oksidacij, redukcij dvojne
vezi ter epoksidaciji. Srednjo verjetnost vezave je napovedal za metabolit 27. Za
vseh preostalih devetindvajset metabolitov je napovedal veliko verjetnost vezave.

e Na receptor ERa je program napovedal najvecjo verjetnost vezave za metabolite

metabolitov je napovedal veliko verjetnost vezave.

e Na receptor ERa an je program napovedal vezave za metabolit
49, ki ima na hidroksiliran aromatski obro¢. Srednjo verjetnost vezave je napovedal
vse preostale metabolite je napovedal majhno verjetnost vezave.

e Na receptor ERp je program napovedal najvecjo verjetnost vezave za metabolite

preostala dva metabolita je napovedal majhno verjetnost vezave.
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Na receptor ERB an je program napovedal najvecjo verjetnost vezave za
metabolita 15 in 23, prvi nastane po hidroksilaciji in nadaljnji oksidaciji do ketona,

drugi pa ima epoksidni obro¢. Veliko verjetnost vezave je napovedal za metabolite

preostalih devetindvajset metabolitov je napovedal majhno verjetnost vezave.
Na receptor GR je program za vse metabolite napovedal

vezave.

Na receptor GR an je program za vse metabolite napovedal

vezave.

Na receptor LXRa je program napovedal vezave za metabolite

oksidirani do karboksilne skupine. Za vse preostale metabolite je napovedal majhno

verjetnost vezave.

Na receptor LXRp je program napovedal vezave za metabolite

27, 41 in 53. Med temi metaboliti najdemo spojino s karboksilno skupino, spojini

po hidroksilaciji in redukciji dvojne vezi. Za vse preostale metabolite je napovedal

majhno verjetnost vezave.

Na receptorje PPARa, PPARP in PPARY je program za vse metabolite napovedal
vezave.

Na receptor RXRa je program napovedal srednjo verjetnost vezave za metabolite

27, 38, 44, 47 in 49. Za vse preostale metabolite je napovedal majhno verjetnost

vezave.

Na receptor TRa je program napovedal vezavo za 2/3 vseh

metabolitov. Za vse preostale metabolite je napovedal majhno verjetnost vezave.

Srednjo verjetnost vezave imajo metaboliti, ki so nastali po razli¢cnih reakcijah

biotransformacije - razen za epoksidirane spojine, za te dobimo rezultat majhno

verjetnost vezave.

Na receptor TRf je program napovedal vezave za metabolite 1,
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hidroksilirani in nekateri nadaljnje oksidirani do karboksilne skupine ali ketona. Za
metabolit 22 je napovedal majhno verjetnost vezave. Za vse preostale metabolite je

napovedal srednjo verjetnost vezave.

Za metabolite derivate kafre je program napovedal najvecje verjetnosti vezave na
androgene in estrogenske receptorje. Med njimi so tako hidroksilirane in nadaljnje
oksidirane spojine, spojine z reducirano dvojno vezjo kot tudi spojine z epoksidnim
obrocem. vezave na tiroidni receptor B je napovedana za 2/3 vseh
metabolitov, ki so produkt razli¢nih reakcij, med njimi so izvzete spojine z epoksidnim
obrocem.

Preglednica VIII: Rezultati programa Endocrine Disruptome za napoved endokrine toksi¢nosti metabolitov

derivatov kafre preko vezave na razli¢ne receptorje; legenda: rde¢e — najvedja verjetnost vezave, oranzna —
velika verjetnost vezave, rumena — srednja verjetnost vezave, zelena —majhna verjetnost vezave.
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4.3.3. RAZPRAVA

Vezava na ER za 3-BK in 4-MBK je bila z visoko zanesljivostjo napovedana s
programom VegaNIC, s programom Endocrine Disruptome pa smo najvecjo verjetnost
vezave obeh derivatov kafre dobili kot agonist na ERP in visoko verjetnost vezave kot
antagonist na ERP. Rezultati napovedi vezave metabolitov na ER so nam s programom
Endocrine Disruptome pokazali vecjo verjetnost vezave na agonisti¢ni konformaciji ERa
in ERP in ve¢inoma majhno do srednjo verjetnost vezave na antagonisti¢ni konformaciji
ERa in ERp. 1z dobljenih rezultatov lahko ugotovimo, da imajo najve¢jo afiniteto za
vezavo na ER metaboliti z uvedeno hidroksilno skupino na aromatskem ali alicikliénem
obroc¢u ter metaboliti z uvedeno karboksilno ali ketonsko skupino. Alickli¢ni obro¢ s
hidroksilno ali ketonsko skupino povezan s fenolnim strukturnim delom izkazuje
podobnost z endogenim ligandom 17-estradiolom in zato ni nepri¢akovano, da smo za te
metabolite dobili najve¢jo verjetnost vezave. Za metabolite z epoksidnim oboroem se
napovedi programov razlikujeta: program VegaNIC je napovedal visoko verjetnost vezave
samo za en metabolit z epoksidnim obro¢em, Endocrine Disruptome pa za vecino
metabolitov z epoksidnim obro¢em. Med metaboliti z epoksidnim obro¢em imajo najvecjo
afiniteto na ERP tiste spojine, ki nimajo Se dodatno uvedene hidroksilne spojine na obro¢,
kar tudi v tem primeru kaZze na dolo¢ene strukturne podobnosti z endogenim ligandom
17p-estradiolom. Ce primerjamo napoved verjetnosti vezave na ER izhodnih derivatov
kafre z njunimi metaboliti, se za vezavo kot agonist na ERa iz obmocja srednje do visoke
verjetnosti pri metabolitih verjetnost vezave Se poveca do najvecje verjetnosti vezave. Pri
vezavi kot agonist na ER[ ostaja najvecja verjetnost vezave tudi pri 35% vseh metabolitov.
Pri vezavi kot antagonist na ERa in ERf verjetnost vezave pri metabolitih vecinoma ostaja
v obmodju srednje in visoke verjetnosti oz. pri nekaterih metabolitih se zmanj$a na majhno
verjetnost vezave. In vivo in in vitro raziskave endokrinih ué¢inkih izbranih derivatov kafre
so razkrile delovanje na estrogenske, androgene, progesteronske in tiroidne receptorje.
Aktivnost na ERa in ERP so v eni od raziskav ugotavljali in vitro na tumorski celi¢ni liniji
MCEF-7 ter in vivo na maternicah podgan: rezultati na tumorskih celicah so pokazali, da
ima 3-BK vecjo afiniteto vezave do ERB kot 4-MBK (3-BK z EC50: 0,68 uM in za 4-
MBK z EC50: 3,9 uM), hkrati pa so dokazali tudi vpliv 3-BK in 4-MBK na celi¢no
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proliferacijo (71). Raziskava in vivo na ribah je pokazala, da ima 3-BK desetkrat moc¢nejse
estrogeno delovanje kot 4-MBK, in da ga vrednosti ED (vrednosti u¢inkovitih doz)
uvri¢ajo med spojine z mocnejSim estrogenim delovanjem; za 3-BK je bila ED50: 16
mg/kg/injekcijo (72); vezavo na ER glede na napovedi in silico metod z najvecjo
verjetnosto in visoko zanesljivostjo izkazujeta oba izbrana derivata kafre. V raziskavi in
vivo na podganah so za 3-BK in 4-MBK porocali o spremenjenih vrednostihn mRNA na
estrogensko reguliranih genih v prostati, maternici in mozganih (73), v in vivo raziskavi na
podganah pa so po peroralnem dajanju 3-BK ugotovili moteno ekspresijo genov, ki so
regulirani preko receptorjev ERa in ERB (75). In vitro preu¢evanje delovanja 3-BK na
¢loveske ERa receptorje je pokazalo tako agonisti¢no kot antagonisti¢no delovanje (74),
delovanje 3-BK in 4-MBK na ERa pa so dokazali tudi z in vitro poizkusi na ¢loveskih
celicah placente (76). Nasi in silico rezultati so z visoko zanesljivostjo napovedali biolosko
aktivnost 3-BK in 4-MBK na estrogenskih receptorjih, program Endocrine Disruptome je
najvecjo verjetnost vezave pokazal na ERP kot agonist in visoko verjetnost vezave na ERf}
kot antagonist. Metaboliti, ki so v programu VegaNIC z visoko zanesljivostjo pokazali
estrogensko delovanje, so nastali s hidroksilacijo na p- in 0-mestu aromatskega obroca: 7,
18 (3-BK), z redukcijo dvojne vezi: 10, 11, 38, 40 (3-BK in 4-MBK), hidroksilacijo
aromatskega in/ali alicikli¢énega obroca: 49-56 (4-MBK) ter s tvorbo epoksidnega obroca
in hkratno redukcijo ketona na alicikliénem obrocu: 60 (4-MBK). Estrogeno aktivnost so v
raziskavah pokazali tudi p-substituirani alkilfenoli (83), ki jih najdemo tudi med nasimi
metaboliti: 7, 8, 9 (3-BK). Ce primerjamo te rezultate s programom Endocrine disruptome,
smo za metabolite z reducirano dvojno vezjo (3-BK, 4-MBK) dobili le srednjo in visoko
verjetnost vezave, prav tako tudi pri hidroksilaciji na aromatu in aliciklicnem obrocu (4-
MBK) nismo dobili najvecje verjetnosti vezave. Endocrine Disruptome je sicer najvecjo
afiniteto vezave na agonisticno konformacijo ERB napovedal za 35% metabolitov in na
agonisti¢no konformacijo ERa za 11% metabolitov; vezava kot antagonist za metabolite je
bila za vecino napovedana kot malo ali srednje verjetna. Oba programa sta torej pravilno
napovedala estrogensko aktivnost za derivata kafre, kar se tice njunih metabolitov pa je z
raziskavami potrjen metabolit 7 v obeh in silico metodah izkazal aktivnost na ER z

najvecjo stopnjo verjetnosti vezave na oba jedrna receptorja. Program VegaNIC je za
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napoved endokrinih ucinkov pri pozitivni kontroli napovedal aktivnost z visoko
zanesljivost, za negativno kontrolo pa neaktivnost z visoko napovedno zanesljivostjo, Kkar
je v skladu z znanimi ucinki BPA in timola. Program Endocrine Disruptome je pravilno
napovedal majhno verjetnost vezave negativne kontrole, vendar je pri pozitivni kontroli
napovedal le srednjo verjetnost vezave na ERa in ERPB. Glede na ugotovljeno vecjo
afiniteto 3-BK na ER od BPA (82), obstaja moznost, da je izbrana pozitivna kontrola
Sibkejsi ligand in ga zato program ne uvrS¢a med spojine z najvecjo verjetnostjo vezave.
Primerjava rezultatov in vivo/in vitro z naSimi rezultati in silico nam kaze na to, da se
visoka zanesljivost in najvecja verjetnost vezave 3-BK in 4-MBK pri nasi analizi ujema s
poro¢animi rezultati vezave na ER v raziskavah; relativna afiniteta vezave na humani ERp
glede na endogeni ligand 17B-estradiol (IC50: 2,13 ng) je bila v eni izmed raziskav
ovrednotena na 0,02% za 3-BK (IC50: 11,8 uM) in 0,006% za 4-MBK (IC50: 3,53 uM)
(71). Glede nato, da je 4-MBK v EU dovoljena za uporabo v kozmeti¢nih izdelkih, bi bilo
smiselno opraviti nadaljnje in vivo/in vitro raziskave. V in vitro Yeast Estrogen Screen
(YES) testu, ki poteka na gensko modificiranih glivah kvasovkah z vklju¢enim DNA
zapisom za humani ERa, je raziskava za 4-MBK pokazala na 8% vrednosti maksimalnega
odziva, povzrocenega s 17p-estradiolom; vrednosti EC50 so znasale za 3-BK 44,2 uM in
za 4-MBK 44,3 uM (78). V mnenju SCCS za 4-MBK sicer navajajo dejstvo o njegovih
estrogenih ucinkih, vendar omenjajo obcutno manjso afiniteto vezave do ER kot pozitivna
kontrola 17p-estradiol (79). Rezultate o estrogenih uéinkih 4-MBK navaja $tudija, ki je
ugotovila boljso aktivacijo na ER od fitoestrogenov kot sta resveratrol in genistein; ta
raziskava tudi poro¢a o bolj izrazeni agonisti¢ni aktivnosti na ERf kot na ERa (81). V
Studiji estrogenega delovanja 3-BK in 4-MBK, v Kkateri so izpostavili pomembnost
selektivnosti med delovanjem na ERa in ERP, ne izkljuCujejo moznosti, da so ravno
metaboliti odgovorni za aktivnosti na razli¢nih podtipih ER (82). Pri naSem raziskovanju in
silico je bila za 4-MBK in njene metabolite najvecja verjetnost aktivacije napovedana za
ERB, ki se najmocneje izrazajo v jajénikih. Za nadaljnje raziskave dokazovanja
estrogenske aktivacije 4-MBK in njegovih metabolitov predlagamo bolj usmerjeno
preuc¢evanje delovanja na ERP skupaj z raziskavo metabolitov v razlicnih organih in

organskih sistemih.
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Slika 22: Struktura 17p-estradiola kot endogenega agonista na ER, struktura BPA za katero je dokazana
aktivnost na ER in struktura metabolita 3-BK (na§ metabolit 7), katerega obstoj je dokazan z raziskavami in

vivo in Ki je v obeh in silico metodah bil z veliko verjetnostjo napovedan kot agonist na ER.

Vezava na AR za 3-BK in 4-MBK je bila napovedana z najvecjo verjetnostjo na
antagonisti¢no in z visoko do najvecjo verjetnostjo na agonisticno konformacijo receptorja.
Rezultati napovedi vezave metabolitov na AR so nam s programom Endocrine Disruptome
pokazali najvecjo verjetnost vezave kot agonist za 42% metabolitov in kot antagonist za
52% metabolitov. 1z dobljenih rezultatov lahko ugotovimo, da imajo najvecjo afiniteto za
vezavo na AR metaboliti z uvedeno hidroksilno ali/in ketonsko skupino, metaboliti z
reducirano dvojno vezjo in metaboliti z epoksidnim obroéem. Ce primerjamo napoved
verjetnosti vezave na AR izhodnih derivatov kafre z njunimi metaboliti, ostajajo napovedi
v obmoc¢ju najviSje do visoke verjetnosti. Glede na strukturo testosterona, ki ima na
androstan steroidnem skeletu prisotno ketonsko in hidroksilno skupino, je glede na
strukture nasih metabolitov, ki imajo ve¢inoma uvedeno hidroksilno in/ali ketonsko
skupino, vezava pricakovana. Vezava na AR je bila z in silico metodami napovedana kot
agonist in kot antagonist. Aktivnost na androgenih receptorjih so raziskovali in vitro na
tumorski celi¢ni liniji MDA-kb2, kjer 3-BK in 4-MBK nista izkazovala agonisti¢ne
aktivnosti na AR (80). Z in vitro raziskavo na humanih receptorskih sistemih ter in vivo/in
vitro raziskavo na ribah so ugotovili antiandrogeno delovanje obeh derivatov kafre (74). V
in vitro raziskavi na ¢loveskih celicah placente je bila antagonisti¢na aktivnost na AR
dokazana samo za 4-MBK, ne pa tudi za 3-BK; oba derivata kafre sta bila testirana Se za
agonisti¢ne androgene ucinke, vendar jih niso zaznali (76). Mnenje SCCS o0 4-MBK izvira

iz leta 2008 in v njem $e ni navedenih novih dokazov o androgeni aktivnosti, ki so bili
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ugotovljeni kasneje, kot je na primer zgoraj omenjena Studija in vitro na celicah ¢loveske
placente iz leta 2013 (76). Glede na to, da so metabolite derivatov kafre nasli tudi v
testisih, je glede na novejSe raziskave, ki poroc¢ajo o antiandrogenem delovanju 4-MBK in
moc¢ne napovedne kazalce vezave tudi za vecino metabolitov v nasi in silico analizi,
smiselno razmisljati v smeri dodatnih in vitro/in vivo raziskav, ki bi se osredotocale

predvsem na antiandrogene ucinke.

Slika 23: Struktura testosterona.

Vezava na TR za 3-BK in 4-MBK je bila napovedana z visoko verjetnostjo za TRf in s
srednjo verjetnostjo za TRa. Rezultati napovedi vezave metabolitov na TR so pokazali na
visoko do srednjo verjetnost vezave na TR in srednjo do nizko verjetnost vezave na TRa.
Iz dobljenih rezultatov lahko ugotovimo, da imajo visoko verjetnost vezave na TRf
metaboliti z uvedeno hidroksilno, karboksilno ali ketonsko skupino. Aktivnost na tiroidnih
receptorjih so preucevali in vivo na podganah, kjer so porocali o povecanju teze $¢itnice po
peroralnem dajanju visjih doz 4-MBK (73). Z drugo raziskavo in vitro na tumorski celi¢ni
liniji FTC-133 so ugotovili, da 4-MBK ne inhibira tiroperoksidaze, zmanj$a pa raven
tiroksina (T4) (84). Rezultati ene izmed S$tudij in vivo na podganah pa so pokazali, da 4-
MBK zniza serumsko koncentracijo T4, poveca Se izloCanje S$Citnico stimulirajoCega
hormona (TSH), a hkrati se povisa serumska koncentracija trijodtironina (T3); glede na
rezultate so sklepali na inhibicijo tiroperoksidaze in hkratno aktivacijo dejodinaze pri
pretvorbi T4 v T3 (85). TRP je jedrni receptor za T3 in povecana aktivnost na tem
receptorju bi lahko bila vzrok za izmerjene visje serumske koncentracije T3. Nasi rezultati
in silico, dobljeni s programom Endocrine Disruptome, so napovedali veliko verjetnost
vezave 3-BK in 4-MBK na TRp ter veliko do srednjo verjetnost vezave na TRf za

prakticno vse dobljene metabolite. V strukturi T3 in T4 sta prisotni hidroksilna in
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karboksilna skupina, slednja se tudi v raziskavah delovanja spojin na s$citnico omenja kot
pomembna pri vezavi na tiroidne receptorje (97). Tudi nasi metaboliti, za katere je bila
napovedana vezava z visoko verjetnostjo, imajo v svoji strukturi karboksilno in hidroksilno
skupino in vezava na TR je glede na to strukturno podobnost pri¢akovana. Dozdaj$nje
ugotovitve in vivo/in vitro raziskav skupaj z rezultati in silico podpirajo smiselnost

nadaljnjih usmerjenih raziskav selektivnega delovanja za obe podskupini TR receptorjev.

Slika 24: Strukturi trijodtironina (T3) in tiroksina (T4).

Vpliv derivatov kafre (3-BK in 4-MBK) na aktivacijo in inhibicijo receptorjev GR,
LXR, PPAR, RXR je in vitro/in vivo manj raziskan, in silico rezultati pa so za 3-BK, 4-
MBK in za ve€ino analiziranih metabolitov napovedali majhno verjetnost vezave. Srednja
verjetnost vezave je bila napovedana na agonisticni konformaciji glukokortikoidnega
receptorja za oba izbrana derivata kafre in za vse njune metabolite, kar glede na strukturo
glukokortikoidov na osnovi steroidnega skeleta, keto in hidroksilnimi skupinami ni
presenetljivo. Rezultate lahko uporabimo kot kazalec za eno od morebitnih poti za

nadaljnje raziskave endokrinih u¢inkov derivatov kafre.

Slika 25: Struktura glukokortikoida kortizola.

3-BK je v EU prepovedana sestavina, glede na opravljene raziskave in dozdaj$nje dokaze 0

endokrinih uc¢inkih, ki lahko vodijo do nastanka raka, bi jo bilo smiselno popolnoma
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prepovedati tudi v ZDA in v azijskih drzavah. V ZDA se sicer ne sme uporabljati kot UV
filter, lahko pa se uporablja za zas¢ito ostalih sestavin v kozmeti¢nem izdelku. 3-BK je v
primerjavi z BPA po peroralnem zauzitju celo desetkrat bolj toksi¢na v smislu endokrinih
uc¢inkov posredovanih preko ER (71, 77). 4-MBK je dovoljen UV-filter in se uporablja tudi
kot UV-absorbent za zasCito ostalih sestavin. Uporaba 4-MBK ni vezana samo na
kozmeti¢ne izdelke za zas¢ito pred soncem, ampak tudi na ostale negovalne izdelke ter
dekorativo. Glede na Ze izvedene $tudije in nekatere dvome o dejanskih endokrinih u¢inkih
nam nasi rezultati koristijo za nadaljnje bolj usmerjene raziskave — hormonski sistem
deluje povezano, s svojim izjemno obSirnim sistemom delovanja preko Stevilnih
receptorjev pa vpliva na vse organe v telesu. Strukturne podobnosti izbranih derivatov
kafre in njihovih metabolitov obstajajo z ve¢imi endogenimi lignadi kot so 17p-estradiol,
testosteron, T3, T4 in glukokortikoidi, zato je pomembno njihovo nadaljnje raziskovanje

endokrine toksi¢nosti.

4.4. NAPOVED REPRODUKTIVNE TOKSICNOSTI

Za napoved reproduktivne toksi¢nosti smo uporabili razli¢ne programe — ekspertni sistem
in QSAR modele. Rezultate racunalniskih programov Derek Nexus, VegaNIC in TEST
smo dobili v razli¢nih zapisih, zato smo jih z namenom vecje preglednost zdruZzili v eno

skupno preglednico (Preglednica 1X).

4.4.1. REZULTATI, PRIDOBLJENI S PROGRAMOM DEREK NEXUS

Program Derek Nexus je pri metabolitih, pri katerih obstaja verjetnost za razvojno
toksic¢nost, teratogenost ali testikularno toksi¢nost, izdal opozorilo v izpisanem porocilu.
Stopnje verjetnosti za posamezno toksi¢nost SO opredeljene v treh stopnjah verjetnosti:

verjetno — probable, mozno — plausible in dvoumno — equivocal.

e Za negativno kontrolo (timol) program ni izdal opozorila, za pozitivno kontrolo
(BPA) pa je izdal opozorilo o dvoumni verjetnosti za testikularno toksi¢nost. Za 3-
BK in 4-MBK program ni izdal opozorila o teratogenosti, razvojni ali testikularni

toksi¢nosti.
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mozZni verjetnosti za razvojno toksi¢nost. Ti metaboliti imajo v svoji strukturi
epoksidni obro¢. Rezultati o verjetnosti za reproduktivno toksi¢nost zbranih

metabolitov derivatov kafre so predstavljeni v preglednici IX.

442, REZULTATI, PRIDOBLJENI S PROGRAMOM VEGANIC -
DEVELOPMENTAL/REPRODUCTIVE TOXICITY LIBRARY

S programom VegaNIC z modelom Developmental/Reproductive Toxicity Library (PG)
1.0.0 smo napovedali razvojno/reproduktivno toksi¢nost spojin. Rezultati so podani v
obliki aktivnosti ali neaktivnosti spojine, zanesljivost napovedi pa je podana v treh
stopnjah in oznacena s tevilom zvezdic: visoka (x#x), srednja (xx) ali nizka (x). Ce se je

spojina nahajala izven obmoc¢ja uporabnosti modela, se je to izpisalo v poro€ilu programa.

e Za negativnho kontrolo (timol) smo dobili podatek, da se nahaja izven obmocja
uporabnosti modela. Za pozitivno kontrolo (BPA) je z visoko zanesljivostjo (sxx)
napovedal razvojno/reproduktivno toksi¢nost. Za 3-BK in 4-MBK je rezultat izven
obmocja uporabnosti modela.

e Za metabolite izbranih derivatov kafre je program pri vseh izdal opombo, da se
nahajajo izven obmoc¢ja uporabnosti modela, tako da v tem modelu programa
VegaNIC nismo dobili uporabnih rezultatov. Rezultati za metabolite so podani v

preglednici IX.

443. REZULTATI, PRIDOBLJENI S PROGRAMOM VEGANIC -
DEVELOPMENTAL TOXICITY

S programom VegaNIC z modelom Developmental Toxicity (CAESAR) 2.1.7 smo
napovedali razvojno toksi¢nost. Rezultate v smislu aktivnosti/neaktivnosti nam je podal e
z oceno zanesljivosti napovedi v treh stopnjah: visoka (sxxx), srednja (xx) ali nizka (x). V
primeru, da se je spojina nahajala ali bi se lahko nahajala izven obmoc¢ja uporabnosti
napovednega modela, je to bilo dopisano v kon¢nem porocilu rezultatov - vse te primere

smo v razpredelnici IX posebej oznacili.
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e Za negativno kontrolo (timol) in za pozitivno kontrolo (BPA) je program z visoko
zanesljivostjo (%) napovedal razvojno toksi¢nost. Za 3-BK in 4-MBK je program

z visoko zanesljivostjo (x#x) napovedal razvojno toksi¢nost.

razvojno toksi¢nost. Ti metaboliti imajo v svoji strukturi uvedeno hidroksilno,
karboksilno ali ketonsko skupino, med nje pa spadajo tudi metaboliti z reducirano
dvojno vezjo. Med metaboliti, za katere ni bila napovedana reproduktivna
toksi¢nost, prav tako najdemo strukture z uvedeno hidroksilno, karboksilno in
ketonsko skupine ter metabolite z reducirano dvojno vezjo, tako da konkretnih
zakljuckov glede znacilnih strukturnih fragmentov, ki jih program oznaci kot
reproduktivno toksi¢ne, ne moremo podati. Vsi ostali metaboliti se nahajajo ali se
lahko nahajajo izven obmocja uporabnosti modela; med te sodijo tudi vsi metaboliti

z epoksidnim obroc¢em. Rezultati za metabolite so podani v preglednici IX.
4.4.4. REZULTATI, PRIDOBLJENI S PROGRAMOM TEST

Program TEST nam je napovedal ali je spojina razvojno toksi¢na ali ne. Rezultat je bil
podan tudi v obliki steviléne vrednosti, Kjer vrednosti nad 0,50 (nad 50%) pomenijo, da je
spojina razvojno toksi¢na, hkrati pa ta vrednost opredeljuje tudi stopnjo verjetnosti (visji
kot je procent, visja je verjetnost, da je spojina razvojno toksi¢na). Poleg numeri¢nega

rezultata je pri vsaki spojini tudi opisano ali je ali ni razvojno toksi¢na.

e Za negativno kontrolo (timol) je program napovedal, da je razvojno toksi¢na z
verjetnostjo 0,99. Za pozitivno kontrolo (BPA) je program napovedal, da je
razvojno toksi¢na z verjetnostjo 0,68. Za 3-BK je napovedana razvojna toksi¢nost z
verjetnostjo 0,53; za 4-MBK pa je prav tako napovedana razvojna toksi¢nost, in
sicer z verjetnostjo 0,63.

e Za vse metabolite, razen za metabolit Stevilka 21, je program napovedal, da so
razvojno toksi¢ni. Glede na dobljene rezultate se na ta program ne moremo zanesti,
napovedna moc je nezanesljiva, saj je celo za negativno kontrolo timol napovedal

99% razvojno toksi¢nost. Dobljene vrednosti so predstavljene v preglednici IX.
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Preglednica IX: Rezultati napovedi za razli¢ne vidike reproduktivne toksi¢nosti programov Derek Nexus,
TEST in dveh modelov programa VegaNIC; legenda: negativni znak (-) — ni podanega opozorila za
reproduktivno toksi¢nost, zvezdice na rumeni podlagi — spojina se nahaja ali se lahko nahaja izven obmog¢ja
uporabnosti modela, zvezdice na rdeé¢i podlagi — spojina je razvojno toksi¢na, Stevilka na rde¢i podlagi —
spojina je razvojno toksi¢na, Stevilka na zeleni podlagi — spojina ni razvojno toksi¢na.
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4.4.5. RAZPRAVA

Reproduktivna toksi¢nost zajema ve¢ vplivov na sposobnost razmnoZevanja in razvoj.
Toksi¢ni ucinki so lahko prisotni med razvojem zarodka v maternici, po rojstvu Z
zauzitjem toksi¢nih spojin z materinim mlekom, spremembe pa so lahko pridobljene pred
rojstvom in se izrazijo kasneje. V raziskavi, kjer so ugotavljali prisotnost UV-filtrov v
materinem mleku, so ugotovili njihovo prisotnost v 82% odvzetih vzorcev in primerjava

prisotnosti v vzorcih je korelirala z uporabo kozmeti¢nih izdelkov z UV-filtri kot je 4-
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MBK (98). Reproduktivna toksi¢nost je lahko tudi posledica endokrinih ucinkov med
razvojem ploda. V eni izmed raziskav so posebno pozornost namenili vplivu hormonskih
motilcev na nosecnice in majhne otroke, saj lahko imajo motnje $c¢itnice Skodljive ucinke
na zivéni sistem; v njej povzemajo podatke Studij, ki smo jih navajali tudi mi, in
zakljucujejo, da so Studije glede ucinkov UV-filtrov na S§Citnico trenutno Se vedno
pomanjkljive (86). Teratogenost 3-BK so do zdaj preucéevali in vivo na misih, podganah in
zajcih (87), najvecji vpliv na reprodukcijo so zaznali pri podganah. V eni izmed raziskav
so podganam peroralno dajali 3-BK in opazovali uéinke na prvi in na drugi generaciji.
Druga generacija podganjih samic je do parjenja in podganjih samcev izkazovala
odklonilno vedenje. Iz te Studije izhaja vrednost NOAEL, ki so jo v mnenju SCCS
uporabili za izra¢un MoS za 3-BK (69), ki je znaSala manj od 100 in posledi¢no je SCCS
sklenil, da 3-BK ni varen za uporabo v kozmeti¢nih izdelkih. Vrednotenje rezultata MosS je
sicer odvisno tudi od obravnave od primera do primera, dodatnih dokazov pri primerjavi
vplivov na zival in ¢loveka ter od pogojev raziskave (88). Taksen poseben primer je bil
ravno pri vrednotenju rezultata MoS za 4-MBK. Kljub MoS vrednosti manjsi od 100 je
prislo do dodatnih ugovorov glede pomembnosti razlik v farmakokinetiki med testiranimi
zivalmi in ljudmi ter podatkom, da so podgane bolj podvrzene toksi¢nim u¢inkom na
S¢itnico kot ljudje (79) in 4-MBK je ostala kot varna in dovoljena sestavina v EU. V
raziskavi iz leta 2009, torej eno leto po izdanem mnenju SCCS, da je 4-MBK varna, so in
Vivo na podganah preucevali nevroendokrine parametre, ki regulirajo razmnoZevanje in
njihov vpliv na potomce. Ugotovili so spremenjene vrednosti gonadotropinov
luteinizirajotega in folikle stimulirajoéega hormona pri naslednji generaciji, torej
potomcih, in prisli do zaklju¢ka, da 4-MBK moti izloanje gonadotropinov, ki so

kotrolirani preko hipotalamusa (89).

Programi, ki smo jih uporabili za napovedi reproduktivne toksi¢nosti so glede rezultatov
neenotni. Derek Nexus nam za izbrana derivata kafre ni napovedal reproduktivne
toksi¢nosti, VegaNIC model »Developmental/Reproductive Toxicity Library (PG)« je
napovedal, da sta spojini izven obmocja uporabnosti modela, VegaNIC model
»Developmental Toxicity (CAESAR)« in program TEST sta za oba UV filtra napovedala

pozitiven rezultat, prvi celo z visoko zanesljivostjo. Program Derek Nexus nam je pri
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analizi metabolitov napovedal mozno razvojno toksi¢nost za metabolite S prisotnim
epoksidnim obroc¢em Vv strukturi. Glede na to, je struktura epoksidnega obroc¢a lahko razlog
za toksi¢nost, se po drugi strani pri Studijah razli¢nih spojin z epoksidnim obrofem
postavlja vprasanje, v kakSnem obsegu so taks$ni metaboliti zares prisotni v telesu in v
kaksnem obsegu jih telo naprej metabolizira v neskodljive spojine (90). Program VegaNIC
model »Developmental/Reproductive Toxicity Library (PG)« se je za naSe analizirane
metabolite kot tudi za izbrana derivata kafre izkazal kot neuporaben, saj za nobeno spojino
nismo dobili rezultata — vsi so izven obmocja uporabnosti modela. Glede na to, da ta model
bazira na virtualni knjiznici podatkov, je to za doloceno skupino spojin seveda mozno.
Predlagali bi, da se ta model v programu VegaNIC nadgradi, saj derivati kafre glede na vse
Studije in polemike predstavljajo pomembno strukturno skupino za raziskovanje
reproduktivne toksi¢nosti. Program VegaNIC model Developmental Toxicity (CAESAR)
je z visoko zanesljivostjo napovedal razvojno toksicnost za ve¢ino metabolitov, ne pa tudi
za epoksidirane metabolite, kar ponovno kaze na neenotnost, posledi¢no nezanesljivost in
vprasljivo uporabnost tak$nih podatkov za nadaljnje delo. Program TEST je za prakti¢no
vse strukture metabolitov napovedal razvojno toksic¢nost, sicer z razli¢nimi vrednosti za
verjetnost, rezultati pa Se dodatno kazejo na neenotnost pri in silico metodah za
napovedovanje reproduktinve toksi¢nosti. Do zdaj izvedene Studije nakazujejo na
reproduktivno toksi¢nost 3-BK in 4-MBK, vendar bi bile potrebne $e nadaljnje raziskave.
Iz nasih podatkov pridobljenih in silico lahko zaklju¢imo, da v tem trenutku programi Se
niso dovolj zanesljivi, baze podatkov od koder c¢rpajo informacije za napoved
reproduktivne toksi¢nosti pa so nepopolne. Dva programa sta tudi za negativno kontrolo
napovedala visoko verjetnost reproduktivne toksi¢nosti, kar je Se dodaten dokaz o
potrebnih dopolnitvah in dodelavah teh programov. Sklepamo, da je timol bil pozitiven
zaradi fenolne skupine v svoji strukturi, pri ¢emer ga je program neustrezno primerjal z
drugimi endokrinimi in reproduktivno toksi¢nimi spojinami, ki imajo omenjen fragment v
svoji strukturi. Za uéinkovito uporabo v raziskavah oz. usmerjeno nadaljnje delo bi bile
potrebne programske izboljsave ter Se kompleksnejsi nabor informacij in baz preuc¢evanih

spojin.
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Prepoved uporabe 3-BK v kozmeti¢nih izdelkih je bila izdana 28. julija 2015. 4-MBK je v
EU dovoljena sestavina, ki se lahko kot UV-filter uporablja v koncentraciji do najve¢ 4% v
gotovem izdelku, uporablja pa se tudi kot UV-absorbent za zas¢ito ostalih sestavin. V
zadnjem mnenju SCCS o 4-MBK, ki je bilo objavljeno 2008, so bile predstavljene
diskusije o dobljenih rezultatih glede meje varnosti. Mnenje, da je sestavina v omenjeni
koncentraciji varna, je vezano samo na uporabo v kozmeti¢nih izdelkih za zascito pred
soncem, ne pa tudi na razprsilce in aerosole, ki jih lahko inhaliramo ali za li¢ila/balzame za
ustnice, ki jih lahko zauZzijemo. 4-MBK so zaznali tudi v vodah in ribah na razli¢nih delih
sveta, kar kaze na to, da smo preko onesnazenja okolja s kozmeti¢nimi izdelki derivatom
kafre izpostavljeni tudi s hrano. V raziskavi bioakumulacije in biomagnifikacije 4-MBK v
ribah v iberskih rekah so ugotovili koncentracije v rangu pg/g suhe teze, poleg tega pa so
najvisje koncentracije izmerili v ribah predatorjih, ki so pogoste v nasi prehrani (99). Na
trgu so izdelki za za$¢ito pred soncem s 4-MBK v obliki balzamov za ustnice, razprsil in
aerosolov, zato menimo, da bi takSne tehnoloske oblike prav tako morali upostevati pri
ponovni obravnavi varnosti. Velika popularizacija lepotnih socialnih medijev, kozmeti¢nih
blogov in vlogov, ki po svetu preras¢a meje hobija v dobi¢konosen poklic, pomeni tudi
povecano uporabo kozmeti¢nih izdelkov, predvsem dekorative, kjer se UV-filtri
uporabljajo za za$Cito ostalih sestavin. Za namene spletnih objav danes ni ni¢
neobicajnega, ¢e Uporabnice nanesejo tudi do deset razli¢nih odtenkov posameznega licila
na dan in zato bi predlagali, da se pri novih obravnavah razmisli tudi o spremenjenih
navadah potrosnikov. Podobnost strukture in metabolitov 4-MBK s 3-BK, ve¢ §tudij s
potrjenim delovanjem na hormonskih receptorjih podpirajo namero, da se varnost sestavine
4-MBK ponovno oceni. Za varnost pri uporabi kozmeti¢nih izdelkih so pomembne vse
funkcije sestavine in zato je smiselno, da se le-te zdruzeno upostevajo pri ponovnih ocenah

tveganja.
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5. SKLEP

a)

b)

d)

Za 3-BK in 4-MBK smo z in silico metodo napovedali najverjetnejSe reakcije
metabolizma 1. in 2. faze. Glede na dozdaj$nje in vivo/in vitro raziskave smo kot
rezultat dobili tudi tri spojine, ki so bile dokazane kot metaboliti.

In silico napovedi za endokrino delovanje 3-BK in 4-MBK se ve¢inoma ujemajo z
dokazi in vivo/in vitro testiranj. Po pregledu do zdaj opravljenih raziskav smo
ugotovili, da izraza 4-MBK bolj selektivno delovanje na ERp, kar se ujema z nasimi in
silico ugotovitvami. Selektivnost delovanja na posamezne podtipe ER s hkratnim
ujemanjem in vitro/in vivo/in silico metod predstavlja pomemben podatek pri
nadaljnjih ciljanih raziskavah na ERP. 4-MBK izkazuje antiandrogeno delovanje tako v
Studijah in vivo/in vitro kot tudi pri nasem delu in silico ter predstavlja Se dodaten
argument za nadaljnje raziskave in ponovno oceno tveganja. Oba derivata kafre
izkazujeta aktivnost na TR, z naSo in silico metodo pa smo tudi na tem primeru podprli
smiselnost preu¢evanj ué¢inkov na posameznih podtipih receptorjev.

In silico metode za ugotavljanje reproduktivne toksi¢nosti so se za derivate kafre
trenutno izkazale kot neuporabne. Programi so glede rezultatov neenotni, pozitivne
rezultate smo dobili tudi pri negativni kontroli, poleg tega pa eden izmed modelov niti
nima dovolj podatkov za kakrSnekoli rezultate izbranih derivatov kafre in njunih
metabolitov.

In silico metode so zaenkrat Se premalo zanesljive, da bi lahko nadomestile in vivo/in
vitro raziskave. Pri naSem delu smo ugotovili njihovo uporabnost pri napovedih
metabolizma in endokrinth uc¢inkov, kjer trenutno predstavljajo dobrodoslo pomo¢ pri
ciljanem nacrtovanju ter omogocajo casovno in financno ucinkovitejSe delo.
Podatkovne baze in algoritme programov je laZje izboljSevati na primerih, zato lahko
taksno in silico preucevanje in poroCanje konkretno pomaga pri racunalniskih

nadgradnjah.
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