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POVZETEK

Polifenoli so najbolj zastopani antioksidanti v na$ prehrani, predvsem gre za spojine prisotne
v sadju, zelenjavi, zitih, stro¢nicah, ¢okoladi ter razli¢nih pijacah, kot so kava, ¢aj in vino. Kot
antioksidanti varujejo celicne komponente pred oksidativnim stresom ter tako zmanjSajo
nevarnost tveganja za nastanek razlicnih degenerativnih bolezni. Eksperimentalne Studije
dokazujejo tudi kardioprotektivno in antikancerogeno delovanje polifenolov. Med drugim
delujejo preventivno tudi pri osteoporozi, sladkorni bolezni ter nevrodegenerativnih boleznih.
Po drugi strani pa lahko vplivajo na encime, ki sodelujejo pri biosintezi hormonov ali se
vezejo na same hormonske receptorje ter tako delujejo kot potencialni endokrini motilci.
Kljub njihovi Siroki uporabi so zanimanje nutricionistov vzbudili Sele v zadnjih nekaj letih.
Glavni razlog njihovega poznega raziskovanja je prav kompleksnost njihove kemijske
strukture. Polifenoli v prehrani se namre¢ nahajajo v kompleksnih oblikah, zato so podvrzeni
obseznemu metabolizmu. Prav to je vzrok raznoliki bioloSki uporabnosti teh spojin. Pogosto
je prav metabolit izhodnega polifenola tisti, ki je biolosko aktiven.

Izbrane polifenole in njihove metabolite smo preucevali s programom Endocrine Disruptome
ter napovedali in ovrednotili endokrine ucinke izbranih polifenolov. Pri delu smo se
osredotoCili predvsem na izoflavonoida genistein in daidzein. Slednjima smo namrec
izpostavljeni v najvecji meri preko hrane. Ker sta strukturno zelo podobna endogenemu
estradiolu, lahko delujeta tako na estrogenske kot tudi na androgenske receptorje.

Pri preucevanju endokrine toksi¢nosti smo na podlagi objavljenih in vitro ter in vivo raziskav
predpostavili, da se na estrogenski receptor z najvecjo afiniteto vezejo mikoestrogeni, sledijo
kumestrani, nato flavonoidi in halkonoidi.

Poleg tega smo napovedali tudi selektivno vezavo genisteina na estrogenski receptor B, s
C¢imer lahko utemeljimo razlicno manifestiranje delovanja izoflavonoidov. Pri vezavi
genisteina in daidzeina na androgenski receptor pa smo napovedali najveje verjetnosti
vezave tako na agonisti¢no kot tudi na antagonisti¢no konformacijo jedrnega receptorja.

S pomocjo programa Endocrine Disruptome smo torej napovedali vezavno afiniteto
polifenolov na jedrne receptorje. Dobljeni rezultati so bili precej podobni rezultatom in vitro
Studij. V manjSi meri pa so se skladali z rezultati in vivo raziskav, saj pri tem nismo upostevali
bioloSke uporabnosti, zaradi katere se rezultati in vitro/in silico rezultatov razlikujejo od tistih
in vivo. Z naSimi rezultati smo potrdili, da obstaja potencialna nevarnost endokrinega

delovanja polifenolov, in sicer je posredovana predvsem preko estrogenskih receptorjev.



Kljub izjemnemu doprinosu in silico metod pa je na tem podro¢ju potreben Se nadaljnji razvoj

in testiranja, s katerimi bomo lahko zagotavljali ve¢jo zanesljivost podatkov.



ABSTRACT

Polyphenols are the most abundant antioxidative compounds in our diet that can be found in
many types of fruit, vegetable, cereals, legumes, chocolate and in different beverages, such as
coffee, tea and wine. The health effects of polyphenols depend on the amount consumed and
on their bioavailability. Certain studies have subsequently confirmed health benefits of
phytoestrogen intake, including a lowered risk of osteoporosis, heart disease and breast
cancer. On the other hand, phytoestrogens are frequently considered as endocrine disruptors,
indicating that they have the potential to cause adverse health effects as well. They are able to
bind to estrogen receptors and, in turn, exert estrogenic or antiestrogenic effects.

In spite of their frequent use, they have only just recently received considerable attention due
to their complex chemical structure. Namely, phytoestrogens are ingested predominantly as
glycosides, which immediately undergo hydrolysis, further metabolism and/or absorption.
Therefore, bioavailability differs considerably between the various polyphenols, and the most
abundant polyphenols in our diet are not necessarily those that have the best bioavailability
profile. Often phytoestrogens metabolites possess greater biological activity than that of their
precursor molecule.

In the scope of this thesis Endocrine Disruptome software was employed to predict the
binding affinities of selected polyphenols, as well as those of their metabolites to a number of
nuclear receptors. The main focus was on isoflavonoids genistein and daidzein, to which we
are predominantly exposed to through food consumption. Due to the structural similarity of
isoflavones with estradiol they possess weak estrogenic or androgenic effects.

Based on thorough examination of previously published in vitro and in vivo studies we
established that mycoestrogens have the highest affinity for estrogen receptors, followed by
coumestrans, flavonoids and chalcones, that have the lowest binding affinity for nuclear
receptor. In addition, there has been receptor selectivity for genistein predicted for estrogen
receptor B, which might explain the differences in exerting effects of phytoestrogens.

We have also predicted the highest binding affinity for genistein and daidzein of all examined
polyphenols for agonistic and antagonistic conformation of estrogen receptor.

Predictions for binding affinities of selected polyphenols and metabolites to nuclear receptors
made by Endocrine Disruptome were quite similar to those, previously obtained in in vitro
studies. Nevertheless, our results were not completely in agreement with those obtained in in
vivo studies. This is due to poor bioavailability of phytoestrogens, which is reflected in

differences between in vivo and in vitro/in silico results.



We can also confirm the existence of potential for endocrine toxicity, which is predominantly
caused by estrogen and androgen receptors.

Despite a remarkable contribution of in silico methods as a practical tool for the prediction of
the endocrine disrupting potential, further development of software is still needed to be able to

produce reliable and accurate results.
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1. UvOD

1.1. ENDOKRINI SISTEM
Endokrini sistem sestavljajo Zleze, katerih namen je izlo¢anje hormonov v krvni obtok. Le-
ti po vezavi na ustrezen receptor lahko delujejo na bliZznja tkiva ali pa s kroZzenjem po
krvozilnem sistemu vplivajo na delovanje oddaljenih tkiv in organov. Glavne Zleze
endokrinega sistema so hipofiza, hipotalamus, S$Citnica, obsCitnice, nadledvi¢ne zleze,
Langerhansovi otocki trebusne slinavke, testisi ter ovariji. Z regulacijo telesnih funkcij ter
funkcij organov so te Zleze odgovorne za vzdrzevanje homeostaze v telesu. Stevilni procesi
v telesu so hormonsko nadzorovani, kot na primer celicni metabolizem, reprodukcija,

spolni razvoj, homeostaza sladkorja in mineralov ter prebava (1).

1.1.1. RECEPTORIJI

Proteini, na katere se selektivno vezejo hormoni ali drugi topni fizioloski mediatorji, so
lahko locirani na celicni membrani ali pa znotraj celice, v citoplazmi ali v samem celi¢nem
jedru. Po stiku z dolo¢enim mediatorjem pride do konformacijske spremembe, s Cimer se
poveca Stevilo intermolekularnih interakcij med receptorjem in prenasalcem ter posledi¢no
do specifi¢nega fizioloskega odgovora. Vezava hormona na receptor je reverzibilna (2).
Hormoni delujejo le na specificne tipe celic, v katerih so prisotni njihovi receptorji. V
nekaterih primerih lahko en sam hormon vpliva na razli¢ne tipe receptorjev (2).

Ob dolgotrajni in pretirani izpostavljenosti pride do tako imenovane desenzibilizacije
receptorjev, torej do upada Stevila receptorjev. Nasprotno, pa redka stimulacija receptorjev

povzroci poveéanje njihovega Stevila (3).

1.1.1.1. JEDRNI RECEPTORJI
Jedrni receptorji so z ligandi aktivirani transkripcijski dejavniki, ki sodelujejo pri
uravnavanju izrazanja genov (Preglednica I). Nekateri od njih se nahajajo v citosolu celice
in se Sele po vezavi liganda translocirajo v celi¢no jedro (npr. steroidni receptorji (Slika
1)). Med jedrne receptorje pristevamo steroidne receptorje (to so estrogenski in 3-
ketosteroidni receptorji), receptorje za tiroidne hormone, receptorje za vitamin D in

vitamin A (retinojska kislina) (3).



Preglednica I: Pregled jedrnih receptorjev in njihovih ligandov (4)
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1.1.1.2. STRUKTURA JEDRNIH RECEPTORJEV
Jedrni receptorji so monomerni proteini, sestavljenih iz Stirih domen, od katerih je najbolj
heterogena N-terminalna domena. Slednja vsebuje koaktivacijsko vezavno mesto AF1
(activation function 1), ki se veze na ostale transkripcijske dejavnike ter tako modificira
aktivnost receptorja. Domena, ki omogoc¢a prepoznavanje in vezavo na DNA, se imenuje
jedrna domena (Slika 2). Sestavljata jo dva cinkova prsta; par cistein na enem koncu ter par
histidin na drugem koncu enote se veZeta na isti Zn** ion, zato se vmesna veriga
aminokislin posledi¢no izviha in tvori zanko. Glavna funkcija jedrne domene je njena
vezava na hormonsko odzivne elemente (HRE; angl. hormone response elements), in sicer
gre za nukleotidno zaporedje v promotorski regiji gena. Vezava jedrnih receptorjev (jedrne
domene) na HRE je odlocilnega pomena za regulacijo transkripcije genov. Poleg tega
sodeluje jedrna domena tudi pri dimerizaciji jedrnega receptorja. Domena, odgovorna za
dimerizacijo receptorja z ostalimi jedrnimi receptorji, ter vezavo DNA v razli¢nih
konfiguracijah, pa je sklepna regija (angl. hinge region). Znotraj zadnje, C-terminalne
domene, pa se nahajata specificno vezavno mesto za ligand in dobro ohranjeno

koaktivacijsko vezavno mesto AF2 (activation function 2) (2).

AF1 AF2

M-terminalna domena

AF1 koaktivatorska regija jedrna DMA vezavna domena sklepna vezavna domena za ligand podaljsek

5 cinkovimi prsti regija AF2 koaktivatorska regija C';?:rl'_'n“f;;;lne
Slika 2: Struktura jedrnih receptorjev (povzeto po 3)

1.1.1.3. KLASIFIKACIJA JEDRNIH RECEPTORJEV
Jedrne receptorje lahko v grobem razdelimo na tri razrede, in sicer dva glavna razreda (I in
I1) ter hibridni razred, ki predstavlja podvrsto receptorjev razreda Il.

e Predstavniki jedrnih receptorjev razreda | so steroidni receptorji (glukokortikoidni

(GR) in mineralokortikoidni (MR) receptorji), estrogenski receptorji (ER),
progesteronski receptorji (PR) ter androgenski receptorji (AR). Ti receptorji se ob
odsotnosti liganda nahajajo v citosolu, in sicer so vezani na proteine (npr. na
proteine toplotnega Soka) ali na elemente citoskeleta. Po vezavi liganda na te
receptorje se tvorijo homodimeri, ki se translocirajo v jedro, kjer nato pride bodisi

do aktivacije ali represije tar¢nih genov (2).



e Nekoliko drugace pa delujejo jedrni receptorji razreda 1, njihovi ligandi so namre¢

v celicah prisotni lipidi. K tem receptorjem pristevamo receptor PPAR (s
peroksisomskim proliferatorjem aktiviran receptor), receptor LXR (jetrni X
receptor), receptor za zol¢ne kisline FXR (farnezoidni receptor), receptor za
ksenobiotike SXR ter konstitutivni androstanski receptor CAR. Ti se nahajajo v
heterodimerni obliki, pri ¢emer enega od monomerov vedno predstavlja retinoidni
receptor (RXR). Pri tvorbi heterodimerne strukture lahko nastane nepermisivni
heterodimer, katerega lahko aktivira le ligand RXR ali permisivni heterodimer,
katerega aktivacijo omogocata bodisi ligand RXR ali ligand partnerskega

monomera (2).

e Pomembno vlogo pri endokrini signalizaciji imajo tudi predstavniki hibridnega
razreda, med katere uvr§¢amo receptorje za tiroidne hormone (TR), receptor za
vitamin D (VDR) ter receptor za retinojsko kislino (RAR). Gre za podvrsto
receptorjev razreda 11, saj tvorijo heterodimere z receptorjem RXR. Kljub temu pa
jih uvrs¢amo v svojo skupino, saj so pri endokrini signalizaciji izrednega pomena

().

1.1.2. HORMONI

Hormoni so molekule endokrinega izvora, ki se s krvjo ali zunajceli¢no teko¢ino prenasajo
do tar¢nih tkiv in organov, kjer sprozijo dolocen fizioloski ucinek. Ucinkoviti so lahko le v
primeru pravilne vezave na specificne receptorje. Vplivajo na enega ali ve¢ razli¢nih tipov
celic, kjer lahko delujejo agonisti¢no, antagonisti¢no, kot delni agonisti ter kot meSani
agonisti in antagonisti (1).

V primeru motenj endokrinega sistema, kot je na primer premajhno ali preveliko izlocanje
hormonov, lahko pride do pojava bolezni ali celo do zivljenjsko nevarne situacije. Prav
zaradi tega mora biti koncentracija hormonov v krvi ves €as ustrezno uravnana. Odvisna je
namrec¢ od hitrosti nastajanja hormonov, njihove hitrosti porazdeljevanja v tarne celice ter
hitrosti razgradnje. Sistem je v telesu dobro reguliran, in sicer preko negativnih in
pozitivnih povratnih zank ter tudi nekaterih drugih mehanizmov. BioloSka razpolovna doba
hormonov je zelo kratka. Ko se sprostijo iz celice, postanejo le-ti manj aktivni ali celo

neaktivni ter se nato preko urina ali blata izlocijo (6).



Hormone iz strukturnega vidika delimo na ve¢ razredov, in sicer na derivate s steroidnim
ogrodjem (estrogen, aldosteron, kortizol, testosteron), aminokislinske derivate (adrenalin,
noradrenalin, tiroksin, trijodotironin) ter polipeptide in proteine (antidiureticni hormon,
glukagon, folikle stimulirajo¢i hormon, luteinizirajo¢i hormon, rastni hormon, inzulin,
oksitocin, prolaktin, tiroidni hormon, tirotropin ter tiroliberin). Bioloski u¢inki hormonov

pa se izrazijo Ze pri zelo nizkih koncentracijah, in sicer od 10 pM do 107t uM) (7).

1.1.2.1. BIOSINTEZA ANDROGENOV IN ESTROGENOV V STEROIDOGENIH TKIVIH

Biosinteza androgenov poteka pri moskih v testisih, natan¢neje v Leydigovih celicah ali v
retikularni coni nadledvi¢ne Zleze. Pri Zenskah je sinteza teh hormonov mnogo manj
intenzivna, Kljub temu pa poteka njihova biosinteza v nadledvi¢ni zlezi, v jaj¢nikih ter v
Casu nosecnosti tudi v placenti. Encime, potrebne za njihovo biosintezo, aktivira
luteinizirajo¢i hormon. Sinteza androgenov z najvecjo afiniteto do AR, kot sta testosteron

in 5-a-dihidrotestosteron (DHT), poteka preko pregnenolona (Slika 3) (8).

Biosintezo estrogenov pa aktivirata tako luteinizirajo¢i kot tudi folikle stimulirajo¢i
hormon. Androstendion namre¢ prehaja bazalne membrane celic jajénikovih foliklov in se
s pomoc¢jo encima 17B-hidroksisteroid dehidrogenaza (17p8-HSD) pretvori v testosteron
(8). S pomocjo aromataze nastaneta iz prekurzorskih androgenov estron ter aktivna oblika
hormona — estradiol, in sicer po oksidativni odstranitvi C19-metilne skupine ter po
aromatizaciji obroca A (Slika 4). Slednja poteka v celicah granuloze jajénikov, delno pa
tudi v skorji nadledviéne Zleze ter v Sertolijevih celicah mod (8). Zaradi lipofilnega
znacaja se steroidni hormoni prenasajo po krvi v sulfatirani obliki (dehidroepiandrosteron
(DHEA), estron), ali pa so vezani na globuline, namenjene vezavi spolnih hormonov
(testosteron, estradiol), oziroma na albumin. Ko dosezejo tar¢no tkivo o0z. organ, se s

pomogcjo steroid-sulfataze odstrani sulfatni del celotnega kompleksa (8).


https://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=17%CE%B2-hidroksisteroid-dehidrogenaza&action=edit&redlink=1
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Slika 4: Biosinteza estrogenov (prirejeno po 8)

1.1.2.2. SINTEZA GLUKOKORTIKOIDOV
Biosinteza glukokortikoidov poteka v skorji nadledviéne zleze, od koder se izlocajo v
krvni obtok in na tar¢na tkiva nato delujejo preko vezave na GR. Po internalizaciji
glukokortikoida v celico se le-ta veZe na vezavno mesto receptorja ter povzroci spremembo

njegove konformacije. Z aktivacijo kompleksa GR se povefa izrazanje protivnetnih



proteinov v jedru (transaktivacija) ter zavre izrazanje vnetnih proteinov v citosolu, in sicer
s prepreeno translokacijo ostalih transkripcijskih faktorjev iz citosola v jedro
(transekspresija). Glukokortikoidi, katerih najpomembnejsi predstavnik je kortizol (Slika

5), regulirajo Stevilne kardiovaskularne, metaboli¢ne, imunogene ter homeostazne funkcije

9).
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Slika 5: Steroidogeneza (prirejeno po 10)

1.1.2.3. SINTEZA TIROIDNIH HORMONOV
Tiroidna hormona trijodotironin (T3) in njegov prohormon L-tiroksin (T4), katerih sinteza
poteka v §¢€itnici, sta primarno odgovorna za regulacijo metabolizma. Prav tako vplivata na
sintezo proteinov ter sodelujeta pri regulaciji rasti dolgih kosti, vplivata na razvoj zivénega
sistema ter povecujeta obcutljivost telesa na kateholamine (adrenalin) (11).
Jod je nepogresljiva komponenta tiroidnih hormonov, predstavlja namre¢ kar 65% mase T4

in 58% mase T3. Po vnosu se jod absorbira skozi tanko ¢revo, ¢emur sledi transport v



plazmo, nato pa vse do $¢itnice. Tam se koncentrira in oksidira, pri ¢emer sodeluje encim
tiroperoksidaza (TPO). Nato se vklju¢i v tiroglobulin (Tg), nastaneta pa tudi 3-
monojodotirozin (MIT) in 3,5-dijodotirozin (DIT) ter navsezadnje tudi T4 in T3 (Slika 36
v Prilogi 1). Po dolo¢enem ¢asu kopicenja v foliklih §¢itnice je Tg podvrzen proteolizi,
nastali hormoni pa se sprostijo v krvni obtok, kjer s pomocjo specifi¢nih vezavnih
proteinov dosezejo tar¢no tkivo (11).

Glavna oblika hormona v krvnem obtoku je tiroksin T4, ki ima daljSi razpolovni Cas kot
T3. Pri ¢loveku je razmerje med T4 in T3 14:1. T4 se v celici s pomoc¢jo encima
dejodinaze pretvori do aktivne oblike T3. Sledita Se koraka dekarboksilacije ter

dejodinacije s ¢imer pridobimo jodotironamin (T1a) in tironamin (Toa) (11).

1.2. ENDOKRINI MOTILCI

Zivimo v &asu, ko so kemikalije del nasega vsakdana, nekatere od teh pa lahko vplivajo na
delovanje naSega endokrinega sistema ter posledi¢no motijo normalen razvoj organizma.
Tako imenovani hormonski motilci (HM) so zadnja leta predmet Stevilnih raziskav, saj ti
preko hrane in vode vplivajo na zdravje ljudi (7). Njihov obstoj v okolju so potrdili ze v
zgodnjih osemdesetih letih dvajsetega stoletja, Stevilo raziskav potencialnih hormonskih
motilcev pa se je v preteklih letih drasticno povecalo. Mednje priStevamo hormone
(estradiol, testosteron), spojine rastlinskega izvora (fitoestrogeni), pesticide (metoksiklor,
diklorodifeniltrikloroetan, diklorodifenildikloroetilen), kemikalije, uporabljene v industriji
plastike (ftalati, alkilfenoli, bisfenoli, poliklorirani in polibromirani bifenili), detergente
(alkilfenoli) ter navsezadnje tudi farmacevtske izdelke (17a-etinilestradiol, dietilstilbestrol
(DES)) (12).

1.2.1. UCINKINA ORGANIZME
Z eksperimentalnimi Studijami na Zivalih so dokazali, da Stevilne sintezne kemikalije
povzrocajo reprodukcijske in nevroloske motnje, motnje v delovanju imunskega sistema
ter povecujejo pojavnost rakavih obolen;.

e Hormonski motilci namre¢ lahko vplivajo tako na moski, kot tudi na zenski
reproduktivni sistem. Pride lahko do pojava zmanjSanja teZe testisov in obmodka
ter zmanjSane kakovosti semencic, prav tako tudi povecanja teZe prostate, kar je
posledica motenega razvoja moskih spolnih organov v fetalnem in neonatalnem

obdobju (6, 13, 14). Izpostavljenost HM pri zenskah poveca tveganje za nastanek



endometrioze ter sindroma policisti¢nih jajcnikov. Prav tako so lahko HM vzrok
hitremu pojavu pubertete ter skrajSanemu obdobju dojenja (15). Obstaja tudi
moznost, da dolgotrajni in komaj zaznavni ucinki HM, vplivajo na trend
spreminjanja razmerja spolov, in sicer v korist Zenskega spola. Prav tako naj bi bili
delno odgovorni za vecje Stevilo spontanih splavov, vendar bo za potrditev teh
teorij potrebno izvesti Se veliko dodatnih raziskav (6).

* lIzpostavljenost HM lahko vodi tudi do motenj motorike ter izgube spomina ali celo
do vedenjskih sprememb (16). Organizem je na Skodljive ucinke hormonskih
motilcev Se posebej obcutljiv prav v obdobju razvoja, ko prihaja do fizioloskih
sprememb v telesu. U¢inki izpostavljenosti HM so v tem primeru trajni in v veliki
meri ireverzibilni (12). Pri novorojenckih lahko pride do tezav s kognitivnim,
nevroloSkim in psihomotori¢nim razvojem. Slednje naj bi bile posledica vpliva HM
na androgenski, estrogenski in tiroidni sistem, ki imajo pomebno vlogo pri razvoju
mozganov ter celotnega organizma (6).

* Doloc¢eni HM lahko preko vpliva na produkcijo citokinov delujejo neposredno na
imunski sistem ali pa posredno tako, da vplivajo na delovanje imunomodulatornih
hormonov (izlo¢anje kortizola). Posledica izpostavljenosti HM je tako oslabljen
imunski sistem ali poslabsan potek avtoimunskih bolezni (17, 18).

e HM so tudi potencialni vzrok za povecano pojavnost dolo¢enih vrst raka. Hormoni
v telesu namre¢ vplivajo na hormonsko obcutljiva tkiva (prostata, maternica, dojke,
S¢itnica) (6, 19).

* Delovanje HM naj bi bilo povezano tudi z razSirjenim pojavom debelosti ter
posledi¢no s pojavom sladkorne bolezni, hiperlipidemije ter poviSanega krvnega
pritiska. Obstaja tudi moznnost, da HM preko sprememb v metilaciji DNA,
modifikaciji histonov in izraZzanju ne-kodirajoce RNA izkazujejo tudi dolgotrajne

uc¢inke na potomce (20).

Ucinek hormonskih motilcev ni linearno odvisen od koncentracije. Endokrine ucinke
izkazujejo le v obmoc¢ju nizkih in visokih koncentracij. Njihova vezavna afiniteta na
receptorje je v primerjavi s hormoni znatno nizja (7).

Hormonski motilci se v okolju ne pojavljajo posamic¢no, ampak tudi v razli¢nih
kombinacijah. Tako je lahko mehanizem delovanja kemikalij v meSanici podoben,

drugacen ali pa med njimi prevladujejo interakcije. Pri slednjem lahko pride do



antagonizma, kjer je odziv v primerjavi z aditivnim uc¢inkom Sibkejsi ter sinergizma, kjer je
odziv mocnejsi od odziva posameznih komponent. VV primeru sinergisticnega delovanja
kemikalij je za doseganje enakega ucinka kot pri uéinku posamezne komponente potreben
nizji odmerek posamezne komponente v mesanici (7).

Pomemben farmakoloski koncept je tudi t.i. hormeza, pri kateri gre za stimulacijo u¢inka
pri nizkih koncentracijah ter njegovo inhibicijo pri visokih koncentracijah. Lahko gre za
direktno stimulacijo uc¢inka ali za posledico motenj homeostaze. Maksimani hormeti¢ni

ucinek se po navadi pojavi ze pri 4-5-krat niZjih koncentracijah od koncentracije NOAEL

v

1.2.2. DOLOCANJE HORMONSKIH MOTILCEV
Kvalifikacija spojin kot hormonskih motilcev je zaradi njihove kompleksnosti ter
raznolikosti zelo zahtevna. Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj (OECD) je
prav v ta namen ustanovila EDTA (Endocrine Disrupter Testing and Assessment), katere

namen je poenotenje testiranj in ocenjevanj med drzavami (22).

Predlagane testne sheme so, glede na nevarnost substance in potencialnega delovanja kot

HM, raz¢lenili na pet stopenj:

v prvi stopnji so zajeti postopki vrednotenja spojin, in sicer na podlagi Ze obstojecih
podatkov. Gre za fizikalno-kemijske lastnosti spojin, toksikoloSke podatke
(ne)standardiziranih testov, kvantitativni odnos med strukturo in delovanjem
(QSAR; Quantitative Structure-Activity Relationship) in podatke o toksi¢nosti in
ADME, pridobljeni z in silico metodami (22);

- drugo stopnjo predstavljajo in vitro testi za ugotavljanje vezavne afinitete na
receptorje (ER in AR), transkripcijsko aktivacijo receptorjev (ER, AR TR), vpliv na
proliferacijo celi¢ne linije raka dojke MCF-7 in drugo (22);

- tretja stopnja zajema in vivo testiranja, s katerimi pridobimo podatke 0 ué¢inku in
vivo, ki nastopi kot posledica vezave spojine na izbrani receptor (uterotrofni test in
Hershbergerjev test). Zivali so testnim pogojem izpostavljene le za krajse obdobje

njihovega Zivljenjskega cikla (22);

- pri Cetrti stopnji gre za in vivo teste dokazovanja endokrinih u¢inkov (ponavljajoce

28- in 90-dnevne Studije, Studije toksicnosti in kancerogenosti, razvojne
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nevrotoksi¢nosti), s katerimi pridobimo tudi podatke o neZelenih ucinkih

endokrinih motilcev (22);

- peta stopnja in vivo testiranj pa nam omogoca pridobivanje bolj iz¢rpnih podatkov
glede nezelenih u¢inkov na endokrini sistem. K tem priStevamo podaljSane eno-

generacijske reproduktivne toksikoloske Studije ter dvo-generacijske poskuse (22).

Potencialne HM dolocijo z uporabo kratkotrajnih testov iz prve, druge in tretje stopnje.
Izbrane hormonske motilce pa nato vkljucijo $e v nadaljnja testiranja Cetrte in pete stopnje,

Ki predstavljajo osnovo za dolocitev ocene tveganja (22).

1.3. POLIFENOLI
Polifenoli predstavljajo eno izmed najSirSe zastopanih skupin sekundarnih rastlinskih
metabolitov. Zanje je znacilna kemijska struktura, sestavljena iz hidroksilnih skupin, ki so
vezane na aromatski obro¢ (fenolne skupine). V sploSnem jih lahko razdelimo v vec
razli¢nih strukturnih razredov, in sicer na preproste fenolne spojine, stilbene, lignane ter
flavonoide, ki jih lahko dalje delimo na flavanole, flavonole, flavone, izoflavone,
flavanone, antocianine in proantocianine (23). V nasi prehrani so najbolje zastopani prav
flavonoidi in fenolne kisline, ki predstavljajo kar eno do dve tretjini celotnega vnosa

polifenolov (24).

1.3.1. ABSORPCIJA, PORAZDELITEV, METABOLIZEM IN IZLOCANJE

Glave determinante intestinalne absorpcije polifenolov so njihove fizikalno-kemijske
lastnosti, kot so molekulska masa ter oblika polifenolov. Zaestreni in glikozilirani
polifenoli se v tankem crevesu absorbirajo v manjSi meri (npr.: pozitivno nabiti
antocianini). Vzrok je v ve¢ji hidrofilnosti glikoziliranih molekul, kar onemogoc¢a samo
absorpcijo. Prav zato so podrvZeni predsistemskemu metabolizmu v prebavnem traktu ali
jetrih (24).

Absorbirani polifenoli so v jetrih podvrzeni 1. in 2. fazi sistemskega metabolizma. Prva
faza metabolizma poteka s pomocjo encimskega sistema citokrom P450 (CYP450), ki z
modifikacijo obstojec¢ih funkcionalnih skupin, naredi molekulo bolj polarno, Kkar

posledi¢no olajSa nadaljnje reakcije konjugacije v 2. fazi metabolizma (24).
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Prvi in drugi fazi metabolizma sledi ponovni prehod Sibko konjugiranih polifenolov v
krvni obtok. Metaboliti se nato v krvi v odvisnosti od svoje strukture z razli¢nimi
afinitetami veZejo na transportne proteine, kot je aloumin (24).

Fitoestrogeni in njihovi metaboliti se nato porazdelijo v telesne tekoc¢ine (urin, plazma,
slina, semenska tekoc¢ina) ter v nekatera tkiva. V krvni plazmi in urinu izmed
izoflavonoidov v najvecji meri najdemo prav genistein, daidzein in ekvol. Manj podatkov
je znanih glede porazdelitve polifenolov v tkiva (25).

Glede na naravo spojine se medsebojno razlikujejo tudi eliminacijski profili posameznih
polifenolov. Po zauzitju se torej vec¢ina polifenolnih metabolitov hitro izlo¢i preko urina ali

blata, odvisno od stopnje konjugacije (24).

1.3.2. BIOLOSKA UPORABNOST POLIFENOLOV
Bioloska uporabnost se nanasa na koli¢ino fenolnih spojin, ki po zauzitju preidejo v krvni
obtok (24). Majhne molekule, kot so na primer galna kislina, katehini in kvercetin, se skozi
tanko ¢revo absorbirajo v veéji meri, za razliko od proantocianidinov in antocianinov,
katerih absorpcija je zaradi njihove relativno velike molekulske mase otezena. Njihovo
bioloSko uporabnost so ocenili na priblizno < 10% zauzite koli¢ine (26). Bioloska
uporabnost se med posameznimi polifenoli zelo razlikuje, poleg tega pa ni nujno, da
polifenoli, ki so v prehrani najbolje zastopani dosegajo tudi najvisje koncentracije bioloSko
aktivnih oblik polifenolov v plazmi. Z biolosko uporabnostjo flavonoidov so povezani
koristni in potencialni toksi¢ni uéinki. Poleg omenjenega, ne smemo pozabiti na vpliv
Crevesne mikroflore in encimov, ki lahko znatno spremenijo bioloSko uporabnost
polifenolov (27). Preden se te spojine absorbirajo, se morajo hidrolizirati s pomocjo
intestinalnih encimov ali ¢revesne flore. Med procesom absorpcije se spojine modificirajo.
V intestinalnih celicah namre¢ pride do konjugacije, cemur kasneje sledi Se metilacija,

sulfatacija ali glukuronidacija v jetrih (26).

1.4. IN SILICO METODE
Izraz in silico pomeni nacin dela, ki poteka preko racunalnika oz. racunalniske simulacije.
Ta nacin dela je v razmahu predvsem zadnjih par desetletij. Pojavil se je soCasno z
razvojem kombinatorne kemije in reSetanja, ko so v ¢im krajSem casu potrebovali ¢imbolj
ucinkovite metode, za dolocanje lasntosti spojin. Kljub velikemu doprinosu informacij pa

imajo te metode omejeno uporabo. Z nadaljnjim razvojem in uporabo in silico metod bi
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preprecili nepotrebno testiranje spojin na Zivalih, prav tako bi olaj3ali tudi izdelavo mnenj,
ki jih za Stevilne kemikalije na evropskem trgu zahteva zakonodaja. Prav zato spodbujajo
razvoj teh metod tudi regulatorne ustanove Evropske unije v okviru Uredbe (ES)
§t.1907/2006 Evropskega parlamenta in Sveta o registraciji, evalvaciji, avtorizaciji in
omejevanju kemikalij (REACH) (28).

141 IN SILICO METODE NAPOVEDOVANJA ENDOKRINE IN

REPRODUKTIVNE TOKSICNOSTI
In silico metode zajemajo delovanje na razli¢nih rac¢unalnis$kih programih ter modelih s
kvantitativnim razmerjem med strukturo in aktivnostjo (Quantitative Structure-Activity
Relationship (QSAR)). S pomo¢jo teh modelov dolo¢imo tudi fizikalno-kemijske lasntosti
spojin, in sicer na osnovi njihove kemijske strukture (29).
Vecina in silico metod je zaradi omejene koli¢ine podatkov osredotocena na ugotavljanje
endokrine toksi¢nosti, Ki je posredovana predvsem preko estrogenskih ter androgenskih
receptorjev. Pri tem uporabljajo razlicne tehnike, kot so (Q)SAR, 3D-QSAR, sidranje
molekul na receptorje, racunalnisko modeliranje, simulacija molekularne dinamike,
virtualno reSetanje. Za napovedovanje endokrinih ucinkov se uporabljajo naslednje baze
podatkov: EDCs DataBank, EDKB, NureXbase, The Comparative Toxicogenomics
Database (30, 31, 32, 33).
Trenutno je takSnih in silico metod, ki bi lahko parametre reproduktivne toksi¢nosti
napovedale z veliko zanesljivostjo, zelo malo. Vzrok temu je sama kompleksnost bioloSkih
sistemov, nepopolno razumevanje mehanizmov delovanja ter pomanjkanje enotnih
podatkov za razvoj modelov. Podatki o reproduktivni toksi¢nosti Spojin so zbrani v
naslednjih  podatkovnih  bazah: OECD (Q)SAR Toolbox, TOXNET DART,
ToxicityReference Database (ToxRefDB), The Comparative Toxicogenomics Database
(32, 34, 35, 36).
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2. NAMEN DELA

Ljudje smo vsakodnevno izpostavljeni razlicnim polifenolom. Pri ocenah varnosti teh
derivatov se mnenja strokovnjakov razlikujejo, saj so eksperimentalni podatki o njihovi

toksi¢nosti pomanjkljivi, Se posebej glede potencialnih endokrinih u¢inkov.

V magistrskem delu bomo z razli¢nimi in silico metodami napovedali endokrine ucinke

izbranih strukturno razli¢nih polifenolov.

- S pomocjo programa Endocrine Disruptome bomo napovedali in ovrednotili

endokrine uc¢inke izbranih polifenolov.

- Eksperimentalne rezultate bomo primerjali z literaturnimi podatki objavljenih in
vitro in in vivo Studij.

- Na podlagi literaturnega pregleda bomo ovrednotili izpostavljenost ljudi

polifenolom ter podali oceno tveganja izpostavljenosti.

14



3. METODE IN MATERIALI

3.1. IZBRANI POLIFENOLI

Za delo smo izbrali strukturno razli¢ne polifenole, ki se najpogosteje pojavljajo v
vsakdanji prehrani in smo jim v veéji meri lahko izpostavljeni. Njihove strukture in
SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification) kode ter vrednosti logP
so prikazane v spodnji Preglednici II.

Preglednica Il: Strukture, SMILES kode ter logP izbranih polifenolov
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3.2. POZITIVNA IN NEGATIVNA KONTROLA

Kot pozitivno kontrolo smo izbrali bisfenol A (Slika 6). Gre za pogosto uporabljen
plastifikator v proizvodnji polikarbonatne plastike in epoksi smol. Z epidemioloskimi
Studijami so potrdili njegov negativen vpliv na razvoj ziv€evja, povecano pojavnost
spontanih splavov, tezave s prostato in podobno. Molekulo sestaljata dva para-hidroksi
substituirana benzenova obroca, povezana z ogljikovim atomom. TakSna struktura
omogoca vezavo molekule na oba potipa estrogenskih receptorjev, in sicer s kar 10-
krat vec¢jo vezavno do B konformacije ER. Na endokrini sistem pa lahko deluje tudi
preko vezave na druge receptorje, kot so na primer tiroidni, glukokortikoidni in arilni

ogljikovodikovi receptorji (AhR) (7).

HO OH

Slika 6: Bisfenol A
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Za negativno kontrolo pa smo izbrali evgenol (Slika 7), saj je zaradi aromatskega obroca in
nanj pripete hidroksilne skupine strukturno podoben polifenolom. Gre za naravni polifenol,
Ki ga najdemo v etericnem olju nageljnovih Zbic (klinckov). Poleg tega, pa ne vpliva na

delovanje endokrinega sistema.
H3CO Z
AT
Slika 7: Evgenol

3.3.NAPOVED ENDOKRINE TOKSICNOSTI

PROGRAM: Endocrine Disruptome, Katra KolSek, Samo Turk, Fakulteta za farmacijo in
Kemijski institut, Slovenija.

RAZLICICA: 21.01.2015

DOSTOP: http://endocrinedisruptome.ki.si/

NASTAVITVE: ni nastavitev.

Program je namenjen ocenjevanju vezavne afinitete kemijskih spojin na LBD domeno
receptorjev. Program poda afiniteto vezave za 14 agonisti¢nih konformacij receptorjev, in
sicer za estrogenski receptor a (ERa), estrogenski receptor B (ERpB), androgenski receptor
(AR), glukokortikoidni receptor (GR), jetrni X receptor o (LXRa), jetrni X receptor
(LXRB), s peroksisomskim proliferatorjem aktiviran receptor o (PPARa), s
peroksisomskim proliferatorjem aktiviran receptor p (PPARP), s peroksisomskim
proliferatorjem aktiviran receptor y (PPARYy), retinoidni X receptor a (RXRa), tiroidni
receptor a (TRa) in tiroidni receptor B (TRP). Za Stiri receptorje pa program napove tudi
vezavo na antagonisti¢no konformacijo receptorja, in sicer za AR, ERa, ERB, GR (37).

S pomocjo AutoDock Vina so dolo¢ili, kakSna mora biti konformacija jedrnih receptorjev,
da dosezemo optimalno vezavno ligandov. Za simulacijo molekulskega sidranja pa so
uporabili program Docking interface for Target Systems (DoTS). Spojine so nato
klasificirali glede na mo¢ vezave, kot mocne, srednje mocne, Sibke in tiste, ki se sploh ne
vezejo na receptor. To so ocenili z metodo AUC (area under the curve) krivulje Receiver
operating characteristic (ROC). Modeli z visjo AUC vrednostjo bi morali dati boljse
rezultate (37).
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Za ugotavljane vezavnih afinitet ligandov vnesemo v program Endocrine Disruptome
SMILES kodo iskane molekule ali pa njeno strukturo nariSemo s pomoc¢jo programa
ChemDoodle Sketcher. Poleg strukture nam program poda tudi podatke o lastnostih same
molekule (molekulska masa, logP, donorje in akceptorje vodikove vezi in opozorila o
potencialno nevarnih strukturnih fragmentov molekule). Vse strukture ter protokoli so
validirani (38).

Kon¢ni rezultati so podani glede na predvideno vezavno afiniteto ter so razdeljeni na Stiri
barvno kodirane skupine. Rdeca (SE<0,25) predstavlja visoko vezavno kapaciteto
ligandov; oranzna (0,25 < SE < 0,5); in zelena (SE > 0,75), pri
kateri je verjetnost vezave liganda najnizja (37).

Mejne vrednosti proste vezavne energije (kcal mol™) za specifi¢ne receptorje so prikazane

v Preglednici I11.

Preglednica Ill: Mejne vrednosti proste energije vezave (kcal mol?) za specificne receptorje
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. NAPOVED ENDOKRINE TOKSICNOSTI S PROGRAMOM ENDOCRINE
DISRUPTOME
Za napovedovanje verjetnosti vezave izbranih polifenolov na razli¢ne jedrne receptorje
smo uporabili program Endocrine Disruptome. Po vnosu ustreznega zapisa molekule je
program podal rezultate, klasificirane po barvno kodiranih skupinah glede na verjetnost
vezave. RdeCa barva pomeni, da je verjetnost vezave na receptor najvecja, oranzna
pomeni veliko verjetnost vezave molekule, rumena, da je verjetnost vezave srednja ter
zelena, ki napoveduje najmanjSo verjetnost vezave. Program smo validirali s pozitivno

in negativno kontrolo (Preglednica IV), ki sta po strukturi sorodni polifenolom.

Preglednica IV: Pozitivna in negativna kontrola

POLIFENOLI

-86 -86

bisfenol -8,3 -8,4 -7,6
A

* Program je za evgenol (- kontrola) napovedal:

0 majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

» Program je za bisfenol A (BPA) (+ kontrola) napovedal:

O najvecjo verjetnost vezave na: AR an

o0 veliko verjetnost vezave na: AR

o majhno verjetnost vezave na: ERa an, ERp an, GR an, LXRa, LXRp,
PPARa, PPARB, PPARY in RXRa.

Program je za izbrane flavonoide (Preglednica V), izoflavonoide (Preglednica VI),
mikotoksine (Preglednica VII), stilbene (Preglednica VIII), halkonoide (Preglednica
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IX), arilbenzofurane, lignane, pterokarpane ter fenole (Preglednica X) in njihove

metabolite napovedal slede¢e vezavne afinitete.

Preglednica V: Flavonoidi
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» Program je za 3,6,4"-trihidroksiflavon napovedal:

najvecjo verjetnost vezave na: AR, AR an

veliko verjetnost vezave na: TRa in ERa,

srednjo verjetnost vezave na: ERa an, ERf in ERp an, GR, PPARy in TR
majhno verjetnost vezave na: GR an, LXRa, LXRp, PPARa, PPARP ter
RXRa.

o ©o o o

* Program je za kvercetin napovedal:

najvecjo verjetnost vezave na: AR

veliko verjetnost vezave na: AR an in TRa

srednjo verjetnost vezave na: ERa an, ERa, GR, PPARY in TR}

majhno verjetnost vezave na: ERP, ERB an, GR an, LXRa, LXRp, PPARa,
PPARP ter RXRa.

o o o O

* Program je za naringenin napovedal:
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O najvecjo verjetnost vezave na: AR, AR an

o veliko verjetnost vezave na: ERp an in TR

0 majhno verjetnost vezave na: GR an, LXRa, LXRp, PPARP ter RXRa.
Program je za katehin napovedal:

o veliko verjetnost vezave na: AR an

0 majhno verjetnost vezave na vse ostale jedrne receptorje

Program je za krizin napovedal:

O najvecjo verjetnost vezave na: AR, AR an in TRa

o veliko verjetnost vezave na: ERp an in TR

0 majhno verjetnost vezave na: ERP, GR an, LXRa, LXRp, PPARP ter
RXRa.

Program je za luteolin napovedal:

O najvecjo verjetnost vezave na: AR, AR an

o veliko verjetnost vezave na: TRa in TRf

0 majhno verjetnost vezave na: ERB, GR an, LXRoa, LXRp, PPARa, PPARpB
ter RXRao.

Program je za apigenin napovedal:

O najvecjo verjetnost vezave na: AR, AR an

o veliko verjetnost vezave na: ERp an, TRa

0 majhno verjetnost vezave na: GR an, LXRa, LXRp, PPARJ ter RXRa.

Program je za kamferol napovedal:

O najvecjo verjetnost vezave na: AR, AR an

0 majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje.
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» Program je za tangeretin napovedal:

0]

0]

srednjo verjetnost vezave na: GR

majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje.

* Program je za likviritigenin napovedal:

o O O

0]

najvecjo verjetnost vezave na: AR an
veliko verjetnost vezave na: AR, ERa, ERB, ERP an, TR
srednjo verjetnost vezave na: ERa an, GR, TRa

majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje.

* Program je za 7,4'-dihidroksiflavon napovedal:

o O O

0]

najvecjo verjetnost vezave na: AR an
veliko verjetnost vezave na: AR, ERa, ERB, ERp an, TRa
srednjo verjetnost vezave na: ERa an, GR, PPARa, TRf

majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje.

» Program je za diosmetin napovedal:

0]

0]

srednjo verjetnost vezave na: AR, AR an, GR, TRa in TR

majhno verjetnost vezave na vse ostale jedrne receptorje

Preglednica VI: I1zoflavonoidi

IZOFLAVONOIDI

.
-8,1

alazel
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tektorigenin [ 9,0 82

Program je za daidzein napovedal:

najvecjo verjetnost vezave na: AR, AR an in ERa

veliko verjetnost vezave na: ERa an, ERf an in TRa

srednjo verjetnost vezave na: ERB, GR, TR

majhno verjetnost vezave na: GR an, LXRa, LXRp, PPARa, PPARP, TR
ter RXRao.

o ©o o o

* Program je za ekvol napovedal:

o0 veliko verjetnost vezave na: AR an

0 srednjo verjetnost vezave na: AR, ERa, ERa an, ERB, ERP an, GR, TRa in
TRp

0 majhno verjetnost vezave na: GR an, LXRa, LXRp, PPARa, PPARS,
PPARYy ter RXRao.

* Program je za glicitein napovedal:

o0 veliko verjetnost vezave na: AR an
0 srednjo verjetnost vezave na: GR, TRa in TR
0 majhno verjetnost vezave na vse ostale jedrne receptorje

* Program je za dihidrodaidzein napovedal:

o0 veliko verjetnost vezave na: AR an
0 srednjo verjetnost vezave na: AR, ERra, ERa an, ERf, GR, TRa in TRf
0 majhno verjetnost vezave na vse ostale jedrne receptorje

» Program je za genistein napovedal:

najvecjo verjetnost vezave na: AR, AR an

veliko verjetnost vezave na: ERa, ERB, ERP an, TRa in TR

srednjo verjetnost vezave na: ERa an, GR

majhno verjetnost vezave na: GR an, LXRa, LXRp, PPARa, PPARS,
PPARYy ter RXRa.

o ©o o o

* Program je za 3'-hidroksigenistein napovedal:
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najvecjo verjetnost vezave na: AR, AR an

veliko verjetnost vezave na: ERa, ERB, TRa in TR

srednjo verjetnost vezave na: ERa an, ERP an, GR

majhno vrednost vezave na: GR an, LXRa, LXRpB, PPARa, PPARB, PPARY
ter RXRo.

o o o O

Program je za biokanin A napovedal:

o veliko verjetnost vezave na: AR, AR an ter TRa
0 srednjo verjetnost verjetnost vezave na: GR in TRf
0 majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

Program je za prunetin napovedal:

0 srednjo verjetnost vezave na: AR, AR an, GR, TRa in TR
0 majhno verjetnost vezave na: vse ostale receptorje.

Program je za tektorigenin napovedal:

0 srednjo verjetnost verjetnost vezave na: AR, AR an, ERB, GR, TRa in TR
0 majhno verjetnost vezave na: vse ostale receptorje.

Program je za tektoridin napovedal:

O srednjo verjetnost vezave na: AR, AR an, ERB, GR, TRa in TR

0 majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

Preglednica VII: Mikotoksini

z
%]
X
o
=
o
=
=

zearalenon

- =1,
zearalenol

B- -1,
zearalenol

Program je za zearalenon napovedal:

0 najvecjo verjetnost vezave na: ERa, ERP
o0 srednjo verjetnost vezave na: AR an, GR

0 majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje
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* Program je za a-zearalenol napovedal:

o O O

0]

najvecjo verjetnost vezave na: ERf3
veliko verjetnost vezave na: ERa
srednjo verjetnost vezave na: AR, GR

majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

* Program je za p-zearalenol napovedal:

0]

0]

0]

najvecjo verjetnost vezave na: ERa, ERf3
srednjo verjetnost vezave na: AR an, GR

majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

Preglednica VIli: Stilbeni

—
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w
-]
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=
=
w

resveratrol
piceatanol
pterostilben

* Program je za resveratrol napovedal:

0]

o

0]

veliko verjetnost vezave na: AR, AR an
srednjo verjetnost vezave na: GR, TRa in TR

majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

* Program je za piceatanol napovedal:

0]

0]

0]

veliko verjetnost vezave na: AR, AR an
srednjo verjetnost vezave na: GR, TRa in TR

majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

* Program je za pterostilben napovedal:

0]

0]

srednjo verjetnost vezave na: AR an, GR, TRa in TR

majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje
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Preglednica IX: Halkonoidi

(U] - - o o o
] * NN
4-hidroksi- -8, v y -8,1 ]
halkon
-. E . _8’2 . _8’0 ....... _

* Program je za izolikviritigenin napovedal:

HALKONOIDI

-84 -84

©

0 -9,0

£

0 -8,2

o veliko verjetnost vezave na: AR, AR an

0 majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

* Program je za 4-hidroksihalkon napovedal:

0 najvecjo verjetnost vezave na: AR an

o veliko verjetnost vezave na: AR

0 majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

* Program je za floretin napovedal:

o0 veliko verjetnost vezave na: AR in AR an

0 majhno verjetnost vezave na: ERa an, ERf an, GR an, LXRa, LXR},
PPARa, PPARB, PPARY in RXRa.

Preglednica X: Arilbenzofurani, lignani, pterokarpani, fenoli, ostalo

ebenfuran II

LIGNANI




. - . - .. b .-..... - .
sekoizolaricirezi 6.6 84 -87
nol

PTEROKARPANI

m. - .... - - -..... - -

OSTALO

4-hidroksi-1- -6,3
propenil-1-benzen

epigalokate-hin -8,7
galate
8

s | B
- . - . B
H Bl

* Program je za ebenfuran | napovedal:

17B-estradiol

bisfenol A ..

najvecjo verjetnost vezave na: AR

veliko verjetnost vezave na: AR an

o O O

srednjo verjetnost vezave na: GR, TRa in TR
0 majhno verjetnost vrednost vezave na vse ostale receptorje

» Program je za ebenfuran Il napovedal:

o veliko verjetnost vezave na: AR an
0 srednjo verjetnost vezave na: GR in TRa
0 majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

* Program je za matairezinol napovedal:

o veliko verjetnost vezave na: TR
O srednjo verjetnost vezave na: AR an, ERa an, GR, TRa
0 majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

* Program je za sekoizolaricirezinol napovedal:

O srednjo verjetnost vezave na: AR an, TRa in TR
0 majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

* Program je za glicinol napovedal:



najvecjo verjetnost vezave na: AR, AR an, ERB

veliko verjetnost vezave na: ERa, ERp an

majhno verjetnost vezave na: GR an, LXRo, LXRp, PPARa, PPARS,
PPARYy ter RXRa.
Program je za gliceolin | napovedal:

0 majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

Program je za timol napovedal:

0 majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

Program je za 4-hidroksi-1-propenilbenzen napovedal:

0 majhno verjetnost vezave na vse ostale receptorje

Program je za epigalokatehin galat napovedal:

o0 veliko verjetnost vezave na: AR an, ERa, ERp an

0 majhno verjetnost vezave na: AR, GR an, LXRa, LXRp, PPARa, PPARB,
PPARy, RXRa, TRa in TR

Program je za kumestrol napovedal:

0 najvecjo verjetnost vezave na: AR, AR an, ERa, ERpB in ERP an

o0 veliko verjetnost vezave na: TRa in TR

0 majhno verjetnost vezave na: GR an, LXRa, LXRfB, PPARa, PPARS,
PPARYy in RXRa.

Program je za DES napovedal:

0 najvecjo verjetnost vezave na: AR in AR an

0 majhno verjetnost vezave na: ERB, ERp an, GR an, LXRa, LXRp, PPARa,
PPARP, PPARy in RXRo.
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* Program je za 17p-estradiol (E2) napovedal:

O najvecjo verjetnost vezave na: AR, AR an

o0 veliko verjetnost vezave na: ERa, ERa an, ERf

0 majhno verjetnost vezave na: ERP an, GR an, LXRp, PPARa, PPARS,
PPARY, RXRa ter TRa.

Pri vecini polifenolov naravnega izvora je program napovedal najveéje verjetnosti vezave

na androgenske in estrogenske receptorje.
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4.2. RAZPRAVA
4.2.1. VEZAVA POLIFENOLOV NA JEDRNE RECEPTORJE
Rezultati napovedane vezave polifenolov z Endocrine Disruptome so za vecino testiranih
polifenolov pokazali najvecjo verjetnost vezave na agonisticno in antagonistiéno
konformacijo AR, agonisti¢no konformacijo ERa, ERp ter srednjo in majhno verjetnost
vezave na antagonisticni konformaciji ERa, ERB in agonisti¢ne konformacije GR ter TRa
in TRP. Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko sklepamo o afiniteti ligandov do jedrnih

receptorjev.

4.2.1.1. STRUKTURNE ZAHTEVE POLIFENOLOV ZA VEZAVO NA ESTROGENSKE
RECEPTORJE

Za vezavo na ER imajo najvecjo afiniteto prav polifenoli s prisotno ketonsko, karboksilno

ali hidroksilno skupino na aromatskem ali aliciklicnem obroc¢u. Ker so polifenoli

strukturno zelo podobni endogenemu 17p-estradiolu, smo zanje napovedali najvecjo

verjetnost vezave (Slika 8). Pri vezavi na antagonisti¢ni konformaciji ERa in ERp ostaja

verjetnost vezave pri polifenolih v obmodju srednje verjetnosti in pri nekaterih tudi majhne

verjetnosti vezave.

HO o HO. o
9@ 48
OH © O 9 O
OH

- OH
Genistein Daidzein

HO. o HO. o
|
Hyoo™ "
0
OH OH

Glicitein Ekvol

17 B-estradiol

Slika 8: Primerjava struktur nekaterih polifenolov in estrogena (39)

Fang in sodelavci so ovrednotili kljucne lastnosti potencialnega mimetika estradiola, in

sicer mora imeti:

* sposobnost hidroksilne skupine fenolnega obroc¢a za tvorbo H-vezi, mimetik 3-OH,
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« donor H-vezi, ki je mimetik 178-OH skupine in ustrezno O-O razdaljo (9,7-12,3 A)
med 3- in 173-OH,

» steri¢ne hidrofobne centre, ki oponasajo steri¢ne 7a- in 11B-substituente

* hidrofobno naravo

e prisotno strukturo obroca (40).

Za vezavo na ta receptor je pomembna tudi hidrofobnost, ki jo definira vrednost logP.
Tako imajo ligandi, ki se na vezavno mesto vezejo mocneje, tudi vecje vrednosti logP, kar
pa seveda ne velja vedno. Linearne korelacije za fitoestrogene med vrednostmi logP in
RBA naceloma ne moremo vzpostaviti. To je mozno le v primeru polifenolov, saj je v tem
primeru parameter logP pri vezavi na receptor izrednega pomena, vendar morajo biti vsi
kljuéni farmakofori na ustreznem mestu. Molekulam, katerih razdalje med kisikovima
atomoma niso optimalne za vezavo na receptor, omogoca vecjo afiniteto do le-tega prav
hidrofobnost (41). Pomembna lastnost dobrega liganda je tudi prisotnost vsaj enega
aromatskega obroc¢a. Slednji daje celotni molekuli rigidnost, zato se na ER preferen¢no

vezejo planarne aromatske strukture (40).

VEZAVA I1ZOFLAVONOIDOV NA ESTROGENSKE RECEPTORJE
Izoflavoni izkazujejo v primerjavi s flavonoidi ve¢jo afiniteto do estrogenskih receptorjev.

Vecina ima namre¢ OH skupine na mestih 4,4', s ¢imer je vezava molekule podobna vezavi
dietilstilbestrola (DES). Mozno je tudi, da imajo 7- in 4'-OH skupine izoflavonoidov
podobno vlogo pri vezavi, kot jo imajo 4- in 4'-OH skupine DES (Slika 9). Rezultati in
vitro testiranj sicer niso popolnoma skladni z naSimi, pridobljenimi s programom
Endocrine Disruptome, saj smo za izoflavonoide v sploSnem napovedali manjSe verjetnosti

vezave na ERa in ER.

| OH LOH
O OH O
oh )
HO" HOT 0

Slika 9: Strukturna primerjava DES in genistena
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Kot Ze prej omenjeno sta obroc¢a A in C flavonoidov ter izoflavonoidov mimetika obroca A

endogenega estradiola (Slika 10, 11).

OH OH

NUSH on

; | “
OH O HO
Slika 10: Apigenin (42) Slika 11: 17-8 estradiol

Ker metilacija OH skupin zniza vezavno afiniteto, imata biokanin A in prunetin 100-krat
nizjo RBA (relativno vezavno afiniteto) kot genistein (Slika 9, 12, 13) (40).

H,CO

OCH;
Slika 12: Prunetin (RBA: 0,0018) (3) Slika 13: Biokanin A (RBA: 0,0043) (40)

Njihova vezava na receptorje je selektivna, saj v primerjavi z ERa genistein izraza do ER
kar 7-30-krat vecjo vezavno afiniteto, medtem ko se endogeni estradiol veze na oba
podtipa receptorjev z enako afiniteto. Z naSim programom smo napovedali ravno obratno,
in sicer viSjo afiniteto genisteina do ERa. Kljub temu sta razliki v afinitetah do obeh
izoform receptorjev majhni. Selektivna vezava genisteina na ERP kaze na sposobnost
izoflavonov, da imajo lahko razli¢ne bioloske ucinke. Za potrditev te testne hipoteze so
primerjali uéinke izoflavonov in estradiola na transaktivacijsko represijo in aktivacijo v
prisotnosti ERa ali ERB. Gre za testno metodo namenjeno dolocanju agonisticnega oz.
antagonisticnega delovanja spojin na ER. Uvr§¢amo ga med teste z reporterskim genom, ki
se izvaja na transficiranih celicah MDA-MB-453 (ERE-tkLuc). Ob vezavi spojine na ER
se tvori kompleks med ligandom in receptorjem, ki se po prehodu v celi¢no jedro veze na
estrogen odziven element (ERE) na DNA ter posledi¢no sprozi transkripcijo reporterskega

gena (ERE-tkLuc). To se odrazi v produkciji encima luciferaze, katerega aktivnost lahko
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izmerimo po dodatku usreznega luciferaznega substrata (luciferina). Luminescenco, ki je
posledica aktivnosti encima, pa detektiramo z luminometrom in programsko opremo.

Za in vitro preizkuSanje delovanja genisteina so uporabili celi¢ni linji MDA-MB-453 in
MCEF-7. Genistein je na obeh izkazal svoje Sibko agonisticno delovanje na ERa. Kljub
temu pa je mocan agonist ERP, saj transkripcijsko aktivacijo in represijo sprozi le preko
ERp. Agonisti¢no delovanje genisteina na ER je potrdila tudi nasa in silico raziskava.
Potencialna razlaga za ERP selektivno aktivnost izoflavonoidov je njihova sposobnost
induciranja funkcionalne AF-2 (activation function-2) povrsine pri ERB. Ta ima namre¢ vV
nasprotju z ERa viSjo afiniteto vezave do Kkoregulatorjev, kot je GRIP1 (z
glukokortikoidom interagirajo¢i receptorski protein 1). Genistein je pri visjih
koncentracijah (10 uM) izkazal represivno delovanje na ERa le v 33%, medtem ko je pri
10 nM koncentraciji dosegel 72% represijo na ERpB. S tem lahko potrdimo domnevo, da
genistein ustvari AF-2 povrsino na ERp, katero odlikuje vecja afiniteta do GRIP1, kot pa
pri ERa (43).

Na samo afiniteto izoflavonoidov do receptorjev ter njihov transaktivacijski potencial pa
vplivajo tudi metabolne transformacije.

Nasprotno pa encimska redukcija dvojne vezi v piran-4-onskem obroc¢u nekaterih
izoflavonoidov (biokanin A, formononetin, daidzein in genistein) ni vplivala na moc

vezave (Slika 13, 14) (40).

* RBA (relativna vezavna afiniteta) biokanina A (Slika 13) za oba podtipa ER je ve¢
kot 10.000-krat nizja od RBA estradiola, kljub temu pa ima relativno mo¢no
agonisti¢no delovanje. Biokanin A je namre¢ 4'-metilni eter genisteina in dokazano
je bilo, da lahko celice raka dojk MCF-7 pretvorijo biokanin A v genistein (44).

* RBA genisteina (Slika 9) je za ERa 25-krat manjSa od RBA estradiola, medtem ko
sta RBA za ERf obeh spojin med seboj primerljivi. Nasprotno pa so dokazali tudi,
da je transkripcijski u¢inek 1000 nM genisteina na ERa in ERp 2-krat vecji kot pri
podobnih koncentracijah estradiola (Preglednica XI). Fizioloski pomen teh razlik v
z ER posredovanem transaktivacijskem ucinku na ERE Se ni povsem razjasnjen
(45).
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* Relativna vezavna afiniteta (RBA) daidzeina (Slika 30) na ERa in ERB je 200-
krat nizja kot za estradiol. Je pa transaktivacijski u¢inek daidzeina (pri 1000 nM) na

ERE skoraj identi¢en kot v primeru iste koncentracije estradiola.

Preglednica Xl: In silico napovedane vezavne dfinitete polifenolov na estrogenske receptorje in primerjava z
eksperimentalno dobljenimi vrednostmi vezavne afinitete

ERa ERa an ERB ERPB an  Literaturne vrednosti Literaturne vrednosti
RBA ERa (%) RBA ER (%)

kumestrol -9,4 -9,2 -9,4 -9,5 20 140
kvercetin -8,4 -8,7 -7,0 -8,0 0,01 0,04
naringenin -8,6 -9,0 -8,2 -8,8 0,01 0,11
krizin -8,3 -8,8 -79 -9,0 <0,01 <0,01
daidzein -9,4 -9,8 -8,7 -8,9 0,1 0,5
ekvol -8,8 -8,8 -8,3 -8,5 nd nd
genistein -91 -9,2 -8,8 -8,9 4 87
zearalenon -9,8 -8,1 -10,5 -6,4 7 5
a-zearalenol -9 -6,9 -10,0 -6,1 48 nd
B-zearalenol -9,8 -7,2 -10,3 -6,5 16 14
17g- -91 -9,6 -9,2 -8,0 100 100
estradiol
biokanin A -6,6 -7,1 -6,9 -7,0 <0,01 <0,01
apigenin -8,8 -91 -8,2 -89 0,3 6
kamferol -84 -8,5 -7.9 -84 01 3

Preglednica XIl: ICso vrednosti polifenolov na ER

ERa ECso (uM)  ERP ECso (M)

17B-estradiol 5*104-1*10°3 6*107°-2,5*10*
zearalenon 0,13 0,02
o-zearalenol 0,011 0,003
B-zearalenol 0,23 0,02
kumestrol 0,14 0,003
genistein 2 0,008
daidzein / 0,08
naringenin 70 2,10
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e Na transaktivacijsko moc je imela ve¢ji u¢inek biotransformacija daidzeina.

Pri metabolizmu daidzeina pride sprva do redukcije daidzeina v dihidrodaidzein,
cemur sledita dve dodatni stopnji redukcije (odstranitev ketonske skupine) ter
nastanek ekvola (Slika 14). Njegova aktivnost je kar 30-krat viSja od
dihidrodaidzeina. Slednji je 100-krat manj aktiven od svojega prekurzorja
(daidzeina).

S programom Endocrine Disruptome smo ocenili, da je verjetnost vezave ekvola na
ER srednje velika, podobno velja tudi za dihidrodaidzein, kar se sklada tudi z
literaturnimi podatki. Ekvol naj bi se vezal le na ERP ne pa tudi na ERa, ¢esar pa z
nasim programom nismo potrdili. Z in vitro Studijami so ugotovili, da predstavlja
afiniteta ekvola na ERP 1/200 afinitete estradiola (46).

C-demetiangolesin Ekwol g-hidroksi-0-demetiangolesin

Slika 14: Pretvorba daidzeina in genisteina (47)

* Morito je preucil vezavno afiniteto tektoridina (glikozid) in tektorigenina ter
genisteina na ERa in ERP. Izmed teh je prav genistein izkazoval najvecjo moc
vezave na jedrni receptor. Sledil je tektorigenin s srednje mocno vezavo na obe
obliki receptorja ter tektoridin z najmanjso vezavno afiniteto. Kljub majhni vezavni
afiniteti pa imata omenjeni spojini mo¢no estrogeno delovanje (40). Z naSimi in

silico napovedmi smo te rezultate tudi potrdili.

VEZAVA FLAVONOIDOV NA ESTROGENSKE RECEPTORJE
Vezavno afiniteto flavonoidov doloc¢a pozicija OH skupin, pripetih na A in C. Tako imajo

3,6,4'-trihidroksifavon (RBA: 0,45%) in 6,4'-dihidroksiflavon (RBA: 0,15%), veliko vecje
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vezavne afinitite v primerjavi z apigeninom, kamferolom in finestinom, ki imajo OH
locirano na 7 in 4' mestu (40).

Apigenin sicer izkazuje do obeh estrogenskih receptorjev zmerno afiniteto, vendar pa se v
primeru dodatnih OH skupin (kamferol, kvercetin) vezavne afinitete ne povecajo, ampak
zman;jsajo (50), kar smo potrdili tudi z naSim programom.

Pri vezavni afiniteti ima pomembno vlogo tudi nasicenost vezi v heterocikli¢nih obrocih.
Bolj rigidni flavoni se na ER veZejo bolje kot pa fleksibilnejSi flavanoni (primer apigenina

in naringenina) (Preglednica XIII) (40).

Preglednica XllI: Relativne vezavne dfinitete flavonoidov na ER

RBA ER«a (%) RBA ERB (%)

apigenin 0,3 6
kamferol 01 3
kvercetin 0,01 3
naringenin 0,01 011

Fenolni hidroksilni skupini na pozicijah 7 in 4' delujeta kot mimetik hidroksilne skupine na
mestu 3 endogenega estradiola, obro¢a A in C pa oponasata obroce steroidnega skeleta C
in D ter A in B. 1z tega lahko sklepamo, da prisotnost hidroksilne skupine na mestu 4'
poveca estrogeno delovanje (48).

Vzrok manjSe estrogenske aktivnosti flavonoidov je tudi hidroksilna skupina na mestu 5.
Razlika v estrogenski aktivnosti flavonov in izoflavonov je lahko tudi posledica razli¢ne
orientiranosti 5-hidroksi skupine glede na vezavno mesto receptorja. S Studijami so
dokazali, da ima pri zmanjSani aktivnosti pomembno vlogo tudi prisotnost 4-keto skupine
izoflavonoidov na C obrocu (48).

Podobno kot za izoflavonoide, velja tudi za flavonoide, da je njihova vezava na ER
selektivna. Selektivno delovanje na ERp izkazuje likviritigenin (Slika 15), ki mu je na$
program napovedal veliko verjetnost vezave. Z in vitro Studijo so dokazali, da se
likviritigenin veze na ERp s kar 20-krat vecjo afiniteto kot na ERa, medtem ko smo z in
silico metodo napovedali za oba podtipa receptorjev isto verjetnost vezave. Likviritigenin
se in vivo metabolizira do 7,4'-dihidroksiflavona, za katerega so z in vitro Studijami
dokazali, da aktivira ERf 3-krat mo¢neje kot sama izhodna spojina (40), medtem ko smo z

naSim programom za ERP napovedali enako verjetnost vezave tega metabolita in
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likviritigenina. Z in silico metodo smo torej napovedali visoko verjetnost vezave
omenjenih spojin na ERa, ERP in ERPB an. Majhna verjetnost interakcije pa je bila

napovedana le za antagonisticno konformacijo ERa.
HO 0
O oH
o]

Slika 15: Likviritigenin (40)

Za luteolin so s kompetitivnimi poskusi, kjer so uporabili ¢loveski rekombinantni ER
dolocili njegovo ECso vrednosti, ki je znaSala 0,5 pM. Dokazali so tudi stimulirajoce
delovanje na proliferacijo MCF-7 rakavih celic. Zanj smo z in silico metodo napovedali
srednjo verjetnost vezave.

Tangeretin (Slika 16) pa v proliferacijskem poskusu na celicah MCF-7 ni izkazal
nikakrsnega estrogenega delovanja, kar je posledica odsotnosti OH skupin na pozicijah 4',
5 in 7. Zanj smo tudi z naSim programom Endocrine Disruptome napovedali majhno

verjetnost vezave, kar je skladno z rezultati in vitro Studij (40).

Slika 16: Tangeretin

VEZAVA KUMESTRANOV NA ESTROGENSKE RECEPTORJE

Kot fitoestrogen z najmoc¢nej$o vezavno afiniteto na ER se je v in vitro Studijah izkazal
kumestrol (Slika 17), katerega relativna vezavna afiniteta na ERa je znaSala 20%, na ERf3
pa 140%. Njegova struktura je popolnoma rigidna in planarna, torej zelo podobna strukturi
estradiola (41). Kljub temu pa so z in vitro Studijami potrdili, da se kumestrol veze na a
konformacijo receptorja s kar 3-krat manjSo afiniteto kot sam estradiol, medtem ko se na

ERp veZe z afiniteto, primerljivo z afiniteto estradiola (49).
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Slika 17: Kumestrol

VEZAVA HALKONOIDOV NA ESTROGENSKE RECEPTORJE

Halkoni so najfleksibilnejsi izmed obravnavanih spojin, saj veriga treh kovalentno
povezanih ogljikov med aromatskima obro¢ema omogoca veliko fleksibilnost same
molekule. Njihov RBA je kar 100.000-krat manjSi od RBA estradiola (RBA estradiola je
100%, ECso vrednost pa zna3a okoli 0,001 uM). Ce relativna vezavna afiniteta endogenega
estradiola znasa 100%, potem je ta vrednost za halkonoide znatno manjSa. Floretin (Slika
18) ima izmed halkonoidov najvisje vrednosti RBA (0,069%), sledi mu 4'-hidroksihalkon
z RBA 0,0037% ter halkon, katerega RBA znaSa 0,0015% (41). Razdalja med OH
skupinami ter A in B obro¢em znasa med 11 in 12 A, kar je podobno kot v primeru
estradiola, kljub temu pa prej omenjena fleksibilnost zmanjSa samo sposobnost vezave.
Odstranitev ene od OH skupin se odraza v zmanjSani aktivnosti, zato so monohidroksi
derivati veliko Sibkejsi ligandi (4-hidroksihalkon, Slika 19) (43). Tega sicer z naSimi
izraCuni vezavnih afinitet nismo potrdili, saj so bile le-te za floretin in 4-hidroksihalkon
dokaj primerljive. V primeru vezave na antagonisti¢no konformacijo ERp je program za 4-

hidroksihalkon napovedal celo nekoliko vi$jo verjetnost vezave.

OH OH
o on L J
|s |s |

OH O 0

Slika 18: Floretin (RBA: 0,069%) (42) Slika 19: 4-hidroksihalkon (RBA: 0,0028%) (42)
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Izvedli so tudi in vitro proliferacijski preizkus na celicah MCF-7, in sicer z
izolikviritigeninom, kjer so dokazali, da ta pri nizkih koncentracijah (< 1 pM) stimulira
proliferacijo od ERo odvisnih MCF-7 celic raka dojk, medtem ko ima pri visjih

koncentracijah citotoksi¢en ucinek (> 10 uM) (40).

VEZAVA PTEROKARPANOV NA ESTROGENSKE RECEPTORJE
Pomembna podskupina izoflavonov so tudi pterokarpani, 0z. z okuzbo inducirani

fitoaleksini, med katere Stejemo glicinol, gliceolidin 1 in Il, gliceolin 1, II, I, 1V,
medikarpin, bitukarpin A in B, eritrabisin Il in ostali.

Daidzein predstavlja prekurzorsko molekulo za glicinol, ta pa je nadalje prekurzor trem
razlicnim gliceolinom (I, I, 1), ki so medsebojno strukturno zelo podobni (40).
Razlikujejo se le v velikosti obrocev ter poziciji zadnjega obroca, Ki je pripojen na obro¢ A
(Slika 20). Te strukturne razlike se lahko odrazajo v razli¢nih bioloskih uéinkih teh spojin
(50).

HsC
H
3C HaC
HLC
Gliceolin | OH Gliceolin 1 OH Gliceolin ll

Slika 20: Izomeri gliceolina (56)

V Stevilnih in vitro eksperimentih se je kot izomer z antiestrogenim delovanjem izkazal
gliceolin I, ki je izrazal tudi najvisjo afiniteto do ERa, in sicer z ICso vrednostjo 1,68 uM.
ICso vrednost za gliceolin 11 je znaSala 6,57 uM in za gliceolin 111 > 10 uM, medtem ko je
bila ta vrednost za meSanico gliceolinov mnogo nizja, in sicer 1,46 uM (52). Tako
meSanica gliceolinov kot tudi vsaka posamezna izomerna oblika gliceolina, imajo vi$jo
afiniteto do ERa kot pa do ERB konformacije. Tega s programsko opremo Endocrine
Disruptome nismo potrdili, saj smo veéjo verjetnost interakcije napovedali za ERB. Kljub
antiestrogenemu delovanju gliceolinov ima glicinol estrogeno delovanje, kar so dokazali s
poskusom na MCF-7 celicah (53). Glicinol je v veliki meri induciral tranaktivacijo ER, in
sicer v obmoc¢ju koncentracij med 100 nM in 10 pM. Medtem pa je Ze pri koncentraciji 1
MM povzrocil celi¢no proliferacijo. ICso vrednosti glicinola sicer znaSajo za ERa 0,014 uM
in za ERB 0,009 uM (54).
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VEZAVA BENZOFURANOV NA ESTROGENSKE RECEPTORJE

Arilbenzofurani (Slika 21) so zaradi prisotnosti tren OH skupin za odtenek bolj polarni kot
ostali fitoestrogeni. Z in vitro eksperimentom ugotavljanja vezave na receptorje so dolo¢ili
njihove afinitete vezave na ER, pri ¢emer je znaSala vrednost RBA za ebenfuran 1 0,29%
in za ebenfuran Il 0,28%, medtem ko se je ebenfuran I11 izkazal kot neaktiven (40). Z
vecjo vrednostjo RBA ebenfurana I se skladajo tudi na$i rezultati. Izracunani ICso
vrednosti za ebenfuran | in Il znaSata 0,046 pM in 0,043 pM. Njuno delovanje so
preuceval Katsanou in sodelavci ter ugotovili, da oba stimulirata proliferacijo MCF-7 celic
Ze pri 10 uM, medtem ko jo pri visjih koncentracijah zavirata. Ebenfuran Il pa je pri vseh

uporabljenih koncentracijah deloval inhibitorno na proliferacijo (40).

R3
Ebenfuran I H OH H
Ebenfuran II OH H CHO

Ebenfuran III OH CH;-CH=C(CH;3); CHO

Slika 21: Ebenfuran I, 11, 11l (40)

VEZAVA LIGNANOV NA ESTROGENSKE RECEPTORJE
Lignani so derivati fenilalanina (Slika 22), med katere Stejemo matairezinol (Slika 23),

sekoizolaricirezinol (Slika 24), pinorezinol, izolaricirezinol in laricirezinol. Ti se pod
vplivom bakterij, prisotnih v kolonu, metabolizirajo do enterodiola in enterolaktona. Za
enterolakton so s poskusom premestitve radioaktivno oznacenega liganda dolocili vezavo
na ER, in sicer ICsp: 130 uM za ERa in 99 uM za ERp (40).

0]

H;CO .

1 1
HO
0]
OH

NH OCH;

2 OH

Slika 22: Fenilalanin Slika 23: Matairezinol (40) Slika 24: Sekoizolaricirezinol (40)
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VEZAVA MIKOESTROGENOV NA ESTROGENSKE RECEPTORJE

Mikotoksini so sekundarni metaboliti plesni, ki so odgovorni za Stevilne bolezni pri ljudeh
in zivalih. Zearalenon, ki ga najdemo v koruzi, pSenici in ovsu, je eden izmed najmocneje
zastopanih  mikotoksinov. Sestavljen je iz aromatskega obroCa, Spojenega z
makrocikliénim laktonom. V jetrih se metabolizira (reducira) do dveh enantiomerov, in
sicer do a- in B-zearalenola. Fang in sodelavci so ugotovili, da imata a-zearalenol (Slika
25) in a-zearalanol (Slika 26) okoli 100-krat visje vrednosti RBA, v primerjavi z 3
izomeri (RBA a-zearalenola je znaSala 43%, a-zearalanola pa 30%;  -zearalenola 0,20%
ter B-zearalanola 0,64%) (40). In silico rezultati, pridobljeni z naSim programom se z
omenjenim ne skladajo, saj so izratunane vezavne afinitete tako a- kot tudi B-zearalenola

bile medsebojno primerljive.

OH O CH; OH O CH;

HO | HO

“OH "OH
Slika 25: a-zearalenol (40) Slika 26: a-zearalanol (40)

Alkoholna derivata, a-zearalenol in a-zearalanol, sta strukturno podobna endogenemu
estradiolu, in sicer v smislu ustrezne razdalje med atomoma kisika (okoli 11,0 A). Ta
razdalja je pri p-zearalanolu in p-zearalenolu krajsa za 1 A. Z molekulskim modeliranjem
in rentgenskim slikanjem kristalnih struktur ERB in ERa so ugotovili, da se zearalenon in
a-zearalanol veZeta na aktivno mesta receptorja na podoben nacin kot estradiol (fenolni
obro¢ zasede enako regijo kot A obro¢ endogenega estradiola), vendar izraZzata manjso
stopnjo aktivnosti, saj so za popolno vezavo potrebne tudi razlicne konformacijske

spremembe (40).

VEZAVA STILBENOV NA ESTROGENSKE RECEPTORJE

Namocneje zastopan izmed stilbenov je vsekakor resveratrol, katerega odlikuje njegovo
antioksidativno, protivnetno in anti-tromboti¢no delovanje ter blagodejen vpliv na zdravje.
Zaradi strukturne podobnosti resveratrola z dietilstilbestrolom (DES), sinteznim
estrogenom, so delovanje resveratrola ovrednotili na ER pozitivnih celicah MCF-7. Prisli

so do spoznanja, da se resveratrol kompetitivno veze na ER, in sicer z ICsp vrednostjo 10
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UM (proti 0,001 uM estradiola). Gre za spojino z nizko vezavno afiniteto na ER (40), kar
potrjujejo tudi nasi rezultati. Kljub vsemu ostaja njegov estrogenski uc¢inek kontroverzen.
Pri ER-pozitivnih MCF-7 celicah in T47D celicah ima resveratrol namre¢ vlogo
superagonista, kar pomeni, da inducira aktivnost reporterskega gena do visjega nivoja kot
pa estradiol. Po drugi strani pa sprozi pri drugih tipih celic manj uc¢inkovit ali enak ucinek
kot estradiol. S Studijami na sesal¢jih celi¢nih linijah so dokazali, da je lahko v primeru
odsotnosti estradiola, njegovo delovanje agonisti¢no ali antagonisti¢no. Ce pa je hormon
prisoten, pa deluje resveratrol antiestrogeno Ze pri koncentraciji 1 nM. Pri dolocanju
selektivnosti vezave na receptorske izoforme so ugotovili, da naj bi se resveratrol vezal
nanju s podobnima afinitetama, kar je glede na ostale fitoestrogene dokaj nenavadno, saj se
ti preferen¢no vezejo na B konformacijo ER. Nasi rezultati tega niso potrdili, saj kljub
temu, da sta bili za obe izoformi napovedani majhni verjetnosti interakcije z ER, je bila
verjetnost vezave na ERa vedja. Prav tako naj v nasprotju z ERa ne bi izkazoval
estrogenskega antagonisti¢énega delovanja na ERP (40). Tudi tega z naSimi rezultati ne
moremo potrditi, saj je bila verjetnost vezave na antagonisti¢no konformacijo ERa in ERf
skoraj enaka.

Metabolizem resveratrola poteka s pomocjo citokroma CYP450, ki Kkatalizira reakcijo
hidroksilacije ter ga pretvori v piceatanol. Slednji naj bi ze pri nizkih koncentracijah (0,05
M) spodbujal proliferacijo estrogensko odvisnih MCF-7 celic raka dojk, pri vi§jih (> 25

KMM) pa zmanjSal rast rakavih celic (40).

VEZAVA OSTALIH FENOLOV NA ESTROGENSKE RECEPTORJE
Trans-anetol je fenolni eter, za katerega so z in vitro kompetitivnim ERa testom dokazali,

da tudi v milimolarnih koncentracijah ne more izpodriniti vezanega estradiola z receptorja.
Kljub temu pa se eden izmed njegovih glavnih metabolitov, 4-hidroksi-1-propenilbenzen
(40HPB), kompetitivno veze na ER, in sicer z ICs0~10 pM (40). Z naSim programom smo
za trans-anetol za vse izoforme ER predvideli majhno verjetnost vezave. Med fenolne
spojine sodi tudi evgenol, ki je glavna sestavina eteri¢nega olja, Ki ga najdemo pretezno v
nageljnovih Zbicah. Odlikuje ga njegovo antibakterijsko, protiglivicno, protivirusno,
protivnestno, antioksidativno ter protirakavo delovanje. Kot spojina s protirakavim
delovanjem se je izkazal tudi v in vitro testiranju na MCF-7 celicah. Evgenol je namre¢

inhibiral celi¢no proliferacijo ter induciral apoptozo MCF-7 celic. Njegova bioloska
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aktivnost je verjetno posledica antagonisticnega delovanja na ER, in sicer z ICxso
vrednostjo 22,75 uM (40, 55, 56).

Fitoestrogene lahko torej razvrstimo glede na mo¢ vezave na estrogeni receptor, in sicer so
nazadnje halkonoidi. Estrogeno delovanje flavonoidov (daidzein, apigenin, kamferol,
naringenin, floretin) sovpada s 100-500-krat nizjimi vezavnimi afinitetami v primerjavi z
afiniteto endogenega estradiola.

Program je sicer najvecjo oziroma Vvisoko afiniteto vezave na agonisticno konformacijo
receptorja ERa predvidel za 28% testiranih polifenolov in 10% za njegovo antagonisti¢no
konformacijo. Za ERB pa smo za 15 % spojin napovedali veliko verjetnost interakcije z
receptorjem ter za ERB an 21 %. Majhno verjetnost vezave negativne kontrole smo
napovedali pravilno, medtem ko smo pri pozitivni kontroli, v naSem primeru BPA,
napovedali le majhno do srednjo verjetnost vezave ligandov. Rezultati kazejo, da ima
genistein v primerjavi z BPA vecjo afiniteto do ER, saj je pozitivna kontrola Sibkejsi
ligand za ta receptor in ga program ne klasificira kot spojino z najveéjo verjetnostjo
vezave. BPA (bisfenol A) je sicer ena izmed najbolj raziskanih spojin, ki dokazano deluje
na Stevilne jedrne receptorje, in sicer AR, ER, TR ter PPAR (40).

4.2.1.2. VEZAVA POLIFENOLOV NA ANDROGENSKI RECEPTOR

VEZAVA IZOFLAVONOIDOV NA ANDROGENSKI RECEPTOR
Vlogo androgenskega receptorja velikokrat povezujemo s tezavami s prostato, saj sodeluje

pri razvoju in rasti celic raka prostate. Genistein predstavlja pomembno spojino naravnega
izvora, ki preko razli¢nih signalnih poti zavira delovanje AR ter tako deluje protitumorno.
Glede na rezulate pridobljene z in silico metodami naj bi se genistein dobro prilegal LBD
domeni AR. Z in vitro poskusi pa tega niso povsem dokazali, saj pri koncentracijah od 1
pM do 10 uM niso opazili nikakr$nih u¢inkov na AR (57). V vecini teh Studij so uporabili
celi¢ne linije LNCaP, ki mogocajo vezavo tudi drugim, steroidom podobnim molekulam.
Glede na strukturno podobnost testosterona in genisteina, predstavlja slednji potencialni
ligand za AR. V Studiji, kjer so uporabili fizioloSke koncentracije genisteina, se je
proliferacija LNCaP celic na AR povecala. Odziv LNCaP celic na genistein je bil
dvofazen, in sicer je celi¢no proliferacijo stimuliral pri fizioloski koncentraciji (< 10 uM)

ter jo inhibiral pri koncentracijah, visjih od 25 uM (58).
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Za genistein in daidzein je naS program napovedal najvecje verjetnosti vezave, in sicer
tako na agonisticno kot tudi na antagonisticno konformacijo jedrnega receptorja AR. Na
podlagi pridobljenih rezultatov lahko sklepamo, da imajo najveéjo vezavno afiniteto na AR
prav spojine, s prisotno hidroksilno ali ketonsko skupino ali prisotnimi reduciranimi
dvojnimi vezmi. Verjetnost vezave veline preucevanih polifenolov na AR, ki smo jo
napovedali s programom Endocrine Disruptome je prav tako v obmoc¢ju najvisje do visoke
verjetnosti. Glede na strukture preuc¢evanih polifenolov, ki so z vsebovanimi hidroksilnimi
ali ketonskimi skupinami dokaj podobne molekuli testosterona, je to tudi pricakovano
(Slika 27). Kljub temu, pa se na in silico rezultate ne moremo povsem zanesti, saj pri teh
ne upoStevamo vpliva bioloSke uporabnosti. Prav ta je namre¢ odgovorna za izraZzanje
ucinkov fitoestrogenov v in vivo sistemu, kateri pa niso popolnoma skladni z naSimi in

silico rezultati.

OH
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Slika 27: Strukturna primerjava testosterona in genisteina

Vrednosti RBA fitoestrogenov dokaj dobro korelirajo z vrednostmi logP. Spojine, ki se na
receptor ne vezejo, imajo nizke vrednosti logP, zato je omenjeni koeficient za vezavo na
AR odlocilnega pomena (Slika 28). Kljub temu pa prevelika hidrofobnost spojine ne

doprinaSa k vezavi na receptor (primer 4-dodecilfenola) (57).
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Slika 28: logP v primerjavi z logRBA na AR (57)

Poleg tega imajo fitoestrogeni sposobnost tvorbe H-vezi. To lahko pojasni nizko vezavno
afinteto kumestrola do AR, v primerjavi z visoko vezavno afiniteto do ER. Posledica
majhne hidrofobnosti je zmanjSana vezavna afiniteta do jedrnega receptorja, Cesar
entalpija, pridobljena preko ene H-vezi, ne more kompenzirati. Sposobnost tvorbe H-vezi

in pravilno razmerje hidrofobnosti imajo torej pomembno vlogo pri vezavi molekul na AR

(57).

Preglednica XIV: Podatki vezave polifenolov na AR (RBA se nanasa na AR agonista, R1881 ( [17 a-metil-3H]-

metiltrienolon)) (57)

ICso logP  RBA (%) logP (Endocrine Disruptome)
(uM)

kumestrol >42,8 1,57 NB 2,77

ekvol 75 3,67 0,0041 2,82

genistein 84,5 2,84 0,0036 2,58

zearalenon 42,2 4,86 0,0073 3,58

B-zearalenol 38 4,09 0,0081 3,37

4-hidroksilhalkon 48 3,18 0,0064 3,29

VEZAVA NARAVNIH POLIFENOLOV NA TIROIDNI RECEPTOR

Eden izmed pomembnejsih jedrnih receptorjev je tiroidni receptor (TR), preko katerega je
posredovano delovanje tiroidnega hormona (TH). Po vezavi tiroidnega hormona na TR

regulira Stevilne bioloSke procese, ki predstavljajo osnovo za rast, razvoj ter diferenciacijo,
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predvsem pa za razvoj mozganov. S Stevilnimi Studijami so potrdili, da endokrini motilci
motijo vezavo TH na TR ter s tem posledi¢no vplivajo na njegovo signalizacijo, pride
lahko tudi npr. do upada koncentracije TH v krvnem obtoku, do motenj v celi¢ni rasti ter
funkciji TR. Tudi spojine, ki se veZejo na ER, lahko vplivajo na nevroendokrini razvoj, in
sicer preko povezav med ER in TR. S predklini¢nimi Studijami na zivalih so dokazali
povecano koncentracijo serumskega tiroksina T4 kot posledico uZivanja sojinih proteinov
ali izoflavonoidov. Sojo, ki je bogat vir fitoestrogenov, so povezali z razvojem golSavosti
ter s tem povecanim tveganjem za razvoj raka $¢itnice (59).

Na celi¢ni liniji GH3 so preiskovali u¢inke posameznih fitoestrogenov ter njihovih zmesi
(60). Od tiroidnega hormona odvisna celi¢na rast podganskih tumorskih hipofiznih celic
(GH3 celi¢na linija; T-screen preizkus) predstavlja uporabno metodo za in vitro vrednotenje
agonisticnih ali antagonisti¢nih lastnosti spojin na TR. Njihova rast je povsem odvisna od
aktivnosti tiroidnega hormona T3. Stimulatorni ucinek T3 na rast je odvisen od
intracelularno izrazenih TR, ki po vezavi s TH in vezavi na tiroidni odzivni element (TRE;
thyroid hormone response elements) v celicnem jedru, vodijo do izraZzanja genov ter
celicne rasti. Interakcija spojin s TR lahko ima agonistiéne ucinke, Ki privedejo do
povecane celi¢ne rasti 0z. njihove proliferacijo, medtem ko ima vezava T3 na TR ali
vezava antagonistov na TR za posledico inhibitorne ucinke na celi¢no rast. Omejitev tega
preizkusa je ta, da lahko z njim zaznamo tudi druge spojine, ki bi lahko sprozile
proliferacijo celic preko direktne vezave na TR ter preko sekundarnih signalnih poti.
Ocitno je torej, da je rast GH3 celic odvisna od T3 hormona, vendar je v bazalno rast ter v
T3 inducirano rast GH3 celic vkljucen tudi ER, najverjetneje gre za posledico ucinka
povecanja ER v odvisnosti od T3. Vsekakor pa ne smemo izkljuciti moznosti, da je
regulacija celi¢ne rasti s fitoestrogeni, odvisna le od odziva TH (59).

proliferacijo GH3 celic. Pri viSjih koncentracijah pa sta tako Zmes 1 (ekvimolarna zmes
genisteina, daidzeina in ekvola) kot tudi njene posamezne komponente povecali
proliferacijo teh celic, in sicer sorazmerno v odvisnosti od koncentracije. Zmes 2
(ekvimolarna zmes formononetina in biokanina A) in Zmes 3 (ekvimolarna zmes
enterolaktona in enterodiola) sta pri najnizjih testnih koncentracijah znizali GH3 celi¢no
(ekvimolrani sekoizolaricirezinol, matairezinol, laricirezinol in pinorezinol) (10° M)

signifikantno povecali proliferacijo (59).

51



Kompetitivni ucinek fitoestrogenov na s T3 povzroceno GH3 proliferacijo celic pa so
preiskovali s socasno aplikacijo fitoestrogenov ter 0.5 nM T3. Izkazalo se je, da so pri
vi§jih koncentracijah posamezni fitoestrogeni ter Zmesi 1 in 2, potencirali u¢inek s T3
povzrocene proliferacije GH3 celic, medtem ko opaznih uéinkov Zmesi 3 in 4 na
proliferacijo celic ni bilo opaziti. Zmes 1 je v odsotnosti T3 izzvala od odmerka odvisno
proliferacijo celic (Preglednica XV) (59).

Preglednica XV: ECsy in relativni proliferacijski ucinek polifenolov ter hormona T3 (RPrE% : relativni proliferacijski ucinek
(razmerje med maksimalno celicno rastjo, ki jo povzroci testna spojina in T3-EC100; EC100: koncentracija, pri kateri je
ucinek najvecji)

ECso (uM) RPrE% RPrE% +T3
T3 6*10* 100
kumestrol 2,3*10°3 33 134
genistein 0,011 34 124
daidzein 0,12 31 145
ekvol 0,014 31 134

Za genistein smo s programom Endocrine Disruptome sicer napovedali visoko verjetnost
vezave na TR, in sicer tako za TRa kot tudi za TRp. Za daidzein pa smo predvideli visoko
verjetnost vezave na TRa ter srednjo verjetnost vezave na TRB. TR je jedrni receptor, na
katerega se selektivno veze T3, zato bi se lahko povecana aktivnost le-tega odrazala v
poviSani serumski koncentraciji T3. Slednja je lahko povecana tudi zaradi vezave
agonistov na jedrni receptor. Z naSim programom SmoO za vecino testiranih spojin
napovedali visoko, do srednje visoko verjetnost vezave na TRP. Pomembno vlogo pri
vezavi T3 in T4 na tiroidne receptorje imajo hidroksilna in karboksilna skupina, prisotne v
strukturah preucevanih spojin. Ti funkcionalni skupini sta pri naSih testnih spojinah

nemalokrat prisotni, zato je rezultat in silico metode tudi pri¢akovan.

VPLIV IZOFLAVONOIDOV NA TIROKSIN PEROKSIDAZNO AKTIVNOST
Ker so nekateri izoflavonoidi strukturno zelo podobni hormonoma T3 in T4 (Slika 29), bi

lahko potencialno vplivali na hipotalamus-hipofizni povratni sistem.
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Slika 29: Struktura T3 (R=H) in T4 (R=I) (61) ter genisteina

Genistein in daidzein inhibirata encim tiroperoksidazo, ki Kkatalizira jodinacijo in
biosintezo tiroidnih hormonov, kar so potrdili z in vivo eksperimentom na podganah,
obenem pa niso opazili kakr$nihkoli drugih negativnih ucinkov na delovanje Scitnice.
Zaradi posrednega delovanja estrogenov na $€itnico so podvomili tudi v neZelene ucinke
fitoestrogenov, saj podatki Studij tukaj niso povsem enotni. Faktorji tveganja, kot so
pomanjkanje joda in subklini¢ni hipotirodizem, lahko namre¢ povecajo dovzetnost
posameznikov za potencialne nezelene ucinke sojinih izoflavonov na delovanje $citnice
(62). Ze dolgo &asa je znano, da so dojencki, ki so jih hranili s sojinimi nadomestki mleka,
in ki niso zauzili zadostnih koli¢in joda, razvili hipotirodizem in golSavost. Kljub temu pa
imajo fitoestrogeni Stevilne koristne ucinke, npr. lignani, ki $¢itijo pred nastankom raka

SCitnice (62).

4.2.1.3. VEZAVA POLIFENOLOV NA OSTALE JEDRNE RECEPTORJE
Fitoestrogeni lahko aktivirajo tudi receptorje iz druzine PPAR, predvsem PPARa in
PPARy. S peroksisomskim proliferatorjem aktiviran receptor a spada v skupino jedrnih
receptorjev, ki jih aktivirajo z ligandom aktivirani transkripcijski dejavniki. Slednji
kontrolirajo transkripcijo Stevilnih genov, vklju¢enih v metabolizem lipidov. Aktivacija
tega receptorja namreC poveca B-oksidacijo mascobnih kislin in zmanjsa nivo lipidov v
krvnem obtoku ali v celici (63). Preko teh receptorjev fitoestrogeni izboljSajo stanje
hiperlipidemije in kardiovaskularnih bolezni, vplivajo na metaboli¢ni sindrom in diabetes
tipa 2. 1zoflavoni in njihovi metaboliti delujejo kot agonisti PPAR receptorjev. Se vedno pa
ni povsem znano, ali lahko Ze s fizioloSkimi koncentracijami doseZzemo delovanje,
posredovano preko PPAR (62). Fleksibilnost aktivnega mesta PPARa omogoca vezavo
Stevilnih razli¢nih ligandov. Ker je struktura izoflavonov (Slika 31) zelo podobna strukturi
fibratov (Slika 30), ki se uporabljajo za zdravljenje hiperlipidemije ter diabetesa tipa 2,

predstavljajo izoflavoni obetajoco se resitev za omenjene zdravstvene tezave (8).
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Slika 30: Fenofibrat (64) Slika 31: Daidzein (40)

Za dolocanje aktivnosti PPAR so se posluzili in vitro preizkusa na celicah raka
materni¢nega vratu HeLa, transficiranih s himernim Gal-PPAR reporterskim genom.
Specifi¢ni ligand PPARa, spojina Wy14643, aktivira himerni Gal-PPARa konstrukt z
vrednostjo ECsp 5 uM. Na podoben nacin specifi¢ni ligand PPARY, pioglitazon, aktivira
Gal-PPARy sistem, in sicer z ECso 3 uM (65). S preizkusom na himernem Gal-PPARa so
dolocili ECsp vrednosti nekaterih izoflavonoidov. Najveéjo biolosko aktivnost so izkazali
genistein (ECso 16 uM), formononetin (ECso <1,0 xM) ter biokanin A (ECso 1,3 uM)
(65). Biokanin A (ECso 3,7 uM), formononetin (ECso 2,6 uM) in genistein (ECso 23 uM)
so se izkazali kot najmocnejSi tudi pri vezavi na PPARy (51). Biokanin A in genistein se
med seboj razlikujeta le po eni metilni skupini, pozicionirani na fenolnem B obrocu, zaradi

Cesar je biokanin A aktivnej$i v primerjavi z genisteinom (65).

Preglednica XVI: ECsp vrednosti polifenolov za PPARa/y (65)

PPARa ECso (uM) PPARy ECso (uM)
biokanin A 1,3 3,7
formononetin <1,0 2,6
genistein 16 23
WY14643 5 /
pioglitazon / 3

Nas program je za preucevane polifenole napovedal majhno verjetnost vezave na omenjene
jedrne receptorje. Nekoliko vejo verjetnost je napovedal za kvercetin, 3,6,4 -

trihidroksiflavon, naringenin, krizin, luteolin, apigenin ter kamferol.

Veliko slabse pa so raziskani ucinki naravnih polifenolov na jedrne LXR in RXR

receptorje. Program Endocrine Disruptome je za vse testirane spojine napovedal majhno
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verjetnost vezave na receptorje LXRa, LXRP in RXRa. Poleg endokrine toksic¢nosti,
posredovane preko jedrnih receptorjev, pa ne smemo zanemariti moznosti delovanja

polifenolov preko drugih mehanizmov.

4.2.1.4. VEZAVA POLIFENOLOV NA AhR
AhR je od ligandov odvisen transkripcijski dejavnik. Aktivacija tega receptorja lahko
sprozi kaskado sekundarnih ali terciarnih sprememb v izrazanju genov, kar lahko
posledi¢no vodi do karcinogenega, teratogenega delovanja, imunosupresije ter indukcije
encimov (CYP1Al in CYP1B1). Aktivirajo ga lahko raznovrstne kemijske spojine, od
katerih je eden izmed bolj znanih agonistov zagotovo AhR TCDD oz. dioksin (Slika 32).
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Slika 32: TCDD- agonist Slika 33: GNF351, AhR antagonist (65)

S Stevilnimi in vitro Studijami pa so dokazali, da na omenjeni receptor delujejo tudi
izoflavonoidi (59). S testnimi spojinami so izvedli in vitro preizkus AhR transkripcijske
aktivacije in dolocili ali izbrana spojina aktivira ali inhibira AhR ter s tem posledi¢no
vpliva na izraZzanje genov. Pri tem so uporabili stabilno transficirane Hepal.12cR celice.
Pri preizkusu so flavonoide in izoflavonoide testirali posami¢no ter v prisotnosti TCDD
(ECso: 60*10° pM). Obseg transaktivacije so izmerili s pomocjo luciferazne aktivnosti,
izrazene v relativnih svetlobnih enotah na mikrogram celi¢nega proteina (RLUS/ug na
celicni protein) (59). Agonisti¢ni ucinek fitoestrogenov so dolocili z izpostavitvijo
Hepal.12cR celic posameznim fitoestrogenom in njihovim zmesem, in sicer brez dodanega
ekvol izzvali agonisti¢ni odziv AhR (Preglednica XVII). Izmed teh se je kumestrol z
vrednostjo ECso 1,8 uM izkazal kot najSibkejSi agonist AhR, ekvol (ECso 0,93 uM),
genistein (ECso 0,28 xM) in daidzein (ECso 0,13 uM), pa so izkazali agonisti¢no aktivnost
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ze pri submikromolarnih koncentracijah. Za dolocanje antagonisti¢nih u¢inkov polifenolov
na aktivnost AhR pa so celice izpostavili tudi 60*10° uM TCDD-ja. Kumestol je kljub
temu Se naprej induciral transaktivacijo AhR.

Preglednica XVII: Vpliv fitoestrogenov na AhR transaktivacijo (LOEC: najniZja koncentracija, kjer je opazen ucinek; MOEC:
najniZja koncentracija, kjer je opazen maksimalni ucinek)

ECso LOEC(M)  MOEC(M) LOEC+TCDD MOEC +TCDD
(uM)
TCDD 7,7*10° 2*1012 10°
kumestrol 1,8 10°® 10 10 M 10 M
genistein 0,28 10® 10°
daidzein 0,13 10® 10
ekvol 0,93 107 10

S preizkusom transaktivacije AhR so torej dokazali agonisticne ucinke genisteina in
daidzeina na AhR, ki pa v prisotnosti TCDD-ja na samo aktivnost receptorja nista imela
nobenega vpliva. Kljub temu pa se literaturni rezultati razlikujejo glede na uporabljeno
metodo. Z imunoloskim preizkusom AhR so namre¢ v prisotnosti TCDD-ja potrdili rahlo
inhibitorno delovanje genisteina in daidzeina (59). Omenjeno odstopanje lahko pripiSemo
razlikam v metodologiji dela, saj pri imunoloSkem preizkusu zaznavajo reaktivnost AhR s
pomoc¢jo dioksinov, pri ¢emer ne uporabljajo Zivih celic. Pri preizkusu transkripcijske
aktivavcije AhR pa gre za zaznavanje transaktivacije zivih celic. Vzrok nastalim razlikam
je lahko tudi encimski metabolizem spojin v mi§jih hepatomskih celicah, zaradi ¢esar bi
lahko spojine v vecji meri vplivale na transaktivacijo AhR (59).

Na podlagi in vitro Studij lahko zaklju¢imo, da imajo izbrani polifenoli v primerjavi z
moc¢nimi receptorskimi ligandi relativno nizek odstotek delovanja, zato bi bilo potrebno
opraviti Se Stevilne Studije, s katerimi bi lahko potrdili ali se ucinki polifenolov odrazajo

tudi v in vivo sistemih ali ne (59).

4.2.1.5. VPLIV POLIFENOLOV NA AKTIVOST AROMATAZE, 17p-HSD in 3p-HSD
Aromataza, 33-HSD (3B-hidroksisteroid dehidrogenaza) in 173-HSD (17B-hidroksisteroid
dehidrogenaza) so encimi, ki so klju¢nega pomena pri biosintezi ter metabolizmu

hormonov. Odgovorni so za pretvorbo dehidroepiandrosterona (DHEA) ali 5-androsten-
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3B,17p-diola v 4-androsten-3,17-dion (A4), estron (E1) ali estradiol (E2) ter nadalje za
pretvorbo estrona v estradiol, ki je izrednega pomena pri razvoju raka dojk (48). Za
dolo¢anje aktivnosti aromataze, 3B-HSD in 17B-HSD so uporabili testni sistem z
mikrosomi placente, z radioaktivno oznacenim As in DHEA (48). Ugotovili so, da
izoflavonoidi s pripetim fenolnim obro¢em na poziciji 3 piranskega obro¢a (kumestrol,
genistein, daidzein, biokanin A) inhibirajo 33-HSD in/ali 17p-HSD veliko bolje kot pa
aromatazo. Ravno nasprotno delovanje pa izkazujejo flavonoidi (flavon, 7-hidroksiflavon,
7-metoksiflavon, 7,8-dihidroksiflavon, krisin, apigenin in naringenin), in sicer
inhibirajo aktivnost aromataze in /ali 17p-HSD, ne pa tudi 3f-HSD. Prisotnost hidroksilnih
skupin flavonoidov na mestih 5 in 7 je za inhibicijo aromataze in 173-HSD nujno potrebna.
Ta je prav tako odgovorna za inhibicijo 3B-HSD in 17B-HSD (genistein—>daidzein).
Hidroksilna skupina na mestu 4' je kritiénega pomena za inhibicijo delovanja 33-HSD in
17B-HSD, kar so dokazali z metilacijo OH skupine (genistein>biokanin A ali
daidzein—>formononetin), pri ¢emer se je zmanjSalo inhibitorno delovanje na 3p3-HSD in
17B-HSD (38). Omenjena razlika med izoflavonoidi in flavonoidi je posledica razli¢ne
orientacije B fenolnega obro¢a na C piranskem obro¢u ter posledi¢no druga¢ne
orientiranosti spojin na vezavnem mestu. Metilacija mesta 4' poveca tudi inhibicijo
aromataze (genistein>biokanin A). Poleg tega naj bi hidroksilirana substituenta
izoflavonoidov na mestu 3' izkazovala nasprotne u¢inke na encime 33-HSD in 17B-HSD

(daidzein—>3',4',7-trihidroksiizoflavon) (48).

Preglednica VIlI: ICso vrednosti fitoestrogenov na cloveske encime placente (ND: inhibicija ni zaznana) (48)

ICs0 (uM) ICs0 (uM) ICso (uM)

aromataza 3B-HSD 17B-HSD
flavon 48 ND ND
7-hidroksiflavon 0,2 ND 0,9
7-metoksiflavon 3,2 ND ND
7,8-dihidroksiflavon 8 ND ND
krizin 0,7 ND 3,6
apigenin 2,9 ND 0,3
naringenin 9,2 ND 15
kumestrol 25 >50 0,2
genistein ND 2,9 1
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daidzein ND 10 10

biokanin A 49 10 4,9
formononetin ND >50 >50
prunetin ND ND >50

Ostale in vitro Studije, izvedene bodisi na precis¢enih ali rekombinantno pridobljenih
encimskih preparatih, mikrosomih placente so pokazale, da so fitoestrogeni Ze pri nizkih
koncentracijah povzro¢ili 50 % inhibicijo encimske aktivnosti (ICsp).

V Studiji, izvedeni na humanih granuloznih celicah (GL), so dokazali inhibitorno delovanje
apigenina na aromatazo in 17B-HSD ter genisteina na 173-HSD. V tem testnem sistemu
so se zearalenon, kumestrol, kvercetin, biokanin A in apigenin, izkazali za najmoc¢neje
delujoce inhibitorje 17B-HSD tipa V. Vendar pa se rezultati teh Studij ne skladajo povsem s
Studijami, izvedenimi na brezceli¢nih sistemih (izoliranih encimih) ali rakavih celi¢nih
linijah. Razlog za to je lahko v visoki encimski aktivnosti primarnih kultur celic GL. Prav
tako niso porocali o akutnih u€inkih fitoestrogenov na encimsko aktivnost, a je kljub temu
bila inhibicija aromatazne aktivnosti ocitna. Vzrok je lahko slaba lipidotopnost
fitoestrogenov, zaradi Cesar je tudi permeabilnost celi¢cne membrane slab$a ter upocasnjen
prenos molekule v samo celico. Mozno je tudi, da se zaradi hitrega metabolizma spojin v
neaktivne substance in njihove metabolite, spremeni izrazanje/koncentracija intracelularnih
steroidogenih encimov (66). Naringenin in Kkrizin sta se pri Zenskah z endometriozo
izkazala kot mocna inhibitorja aromatazne aktivnosti, medtem ko je bilo delovanje
genisteina in daidzeina SibkejSe. S pomocjo in vitro Studij, na hepatocitih in mikrosomih
placente, so to tudi dokazali. Genistein je v endometrijskih stromalnih celicah povecal
aktivnost aromataze. 1z tega sklepamo, da delovanje genisteina na encimsko aktivnost ni
direktno, ampak je posredovano preko aromataze, izrazene v endometrijskih stromalnih

celicah ali preko intermediatov aromatazne aktivnosti (68).

4.2.1.6. VPLIV POLIFENOLOV NA SINTEZO GLUKOKORTIKOIDOV
Z in vitro Studijami na ¢loveskih fetalnih in postnatalnih adrenokortikalnih celicah, so
dokazali inhibitorno delovanje genisteina in daidzeina na bazalno in z ACTH
(adrenokortikotropni  hormon)-stimulirano adrenokortikalno sekrecijo  kortizola in

kortikosterona (69). Genistein in daidzein sta zmanjSala z agonisti (ACTH ali cAMP)
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stimulirano produkcijo kortizola ze pri koncentraciji ECso 1-4 uM. Pri poskusu na fetalnih
adrenalnokortikalnih celicah sta bili tako bazalna kot tudi z ACTH-stimulirana produkcija
DHEA-S (dehidroepiandosteron sulfat) visoki, torej je omenjena fitoestrogena nista
spremenila. Nasprotno pa je genistein v postnatalnih adrenokortikalnih celicah povecal
produkcijo DHEA-S in DHEA (70).

Poleg tega genistein in daidzein povecata tudi produkcijo androgena ter zmanjSata
produkcijo glukokortikoidov. Sintezo kortizola namre¢ zmanjSata preko zaviranja
encimske aktivnosti P450c21 (Slika 34), zato se sinteza DHEA/DHEA-S posledi¢no
poveca (70). Zaviranje sinteze kortizola naj ne bi imelo vec¢jega vpliva na telo, saj je
hipotalamus-hipofizno-adrenalna os izjemno obcutljiva na zmanjSan nivo kortizola ter bi s
povecanim izlo¢anjem ACTH ohranila glukokortikoidno homeostazo (70). Genistein in
daidzein na aktivnost P450scc v ¢loveskih fetalnih celicah nista imela nikakrSnega vpliva.
Iz tega sklepamo, da encim P450scc ni vklju€en v inhibitorno delovanje fitoestrogenov na
adrenalno sintezo glukokortikoidov. Slednje se najverjetneje pojavi v kasnejSih korakih

steroidogeneze (69).

P4 5llsee P450cI7
Holesterol =  Pregnenolon =™ {7-hidroksipreenenclon
FEHSD l l IGHSD

P450c17

Progesteron — |7-hidroksiprogesteron

B450e21 l l Pa5lel!

11-deok=ikortikosteron 11-daokzikortizol
P4s01IR l l P4sO1LG
Eortikosteron Kortizol

Slika 34: Vloga P450scc pri sintezi glukokortikoidov (povzeto po 70)

Ker so genistein, daidzein, formononetin in biokanin A odgovorni za inhibicijo
mikrosomalne aktivnosti adrenalne 33-HSD, lahko preko motenj adrenalne steroidogeneze
na nivoju 3f-HSD negativno vplivajo na sintezo glukokortikoidov (69).

4.2.2. OCENA IZPOSTAVLJENOSTI
Plazemske koncentracije fitoestrogenov in njihovih metabolitov so preiskovali s Stevilnimi
Studijami. Pri ljudeh, ki soje ne uZivajo, se plazemske koncentracije izoflavonov nahajajo v

nanomolarnem obmocju (<40 nM), medtem ko po njenem zauzitju pride do takojsSnjega
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porasta plazemskih koncentracij, ki se gibljejo znotraj mikromolarnega obmocja. Soja je
razsSirjena predvsem v Azijski kulturi, kjer povprecno zauzijejo 50 mg izoflavonov na kg
telesne mase na dan. Ta koli¢ina je znatno niZja v zahodnem svetu (ZDA), in sicer znasa
priblizno 1 do 3 mg na kg telesne mase na dan (71). Tako se plazemske koncentracije
genisteina pri Azijski populaciji gibljejo okoli 0,502 uM, pri Zahodni populaciji pa okoli
0,023 uM (Preglednica XIX) (71).

Preglednica XIX: Primerjava plazemskih koncentracija med Vzodno in Zahodno populacijo (72, 73, 74)

Plazemska koncentracija-
zahodna populacija (uM)

Plazemska koncentracija-
vzhodna populacija (uM)

genistein 0,023 0,502
daidzein 0,015 0,246
glicitein 0,012 0,170
ekvol >0,020 0,057

Najvecje koli¢ine izoflavonoidov pa zauzijejo dojencki, Ki jih hranijo izklju¢no s sojinimi
nadomestki materinega mleka. To pomeni 6 do 9 mg izoflavonoidov na kilogram telesne
teze dnevno, kar ima za posledico visoko koncentracijo slednjih v krvi (okoli 3,7 uM) (71).
(Preglednica XX). Izpostavljenost visjim koncentracijam fitoestrogenov v obdobju razvoja
otroka ima lahko za posledico motnje s plodnostjo ter vedenjske motnje. Nasprotno pa
imajo

dojencki, ki jih dojijo matere, oziroma jih hranijo s pripravki iz kravjega mleka, nizke
koncentracije izoflavonoidov v krvi (3,48*10% in 1,74*102 uM) (71). O dolgoroé¢nih
posledicah izpostavljenosti izoflavonom na reprodukcijsko sposobnost in plodnost so do
sedaj zal izvedli le zelo malo epidemioloskih Studij.

Preglednica XX: Plazemske koncentracije genisteina pri Zenskah in dojenckih (71)

Plazemske Estradiol (uM) Genistein (uM)

koncentracije

Zenska populacija-

zahod

9,25*10%-6,6*1073
(folikularna faza)
5,18*103-1,99*102

(preovulatorni vrh)

3,7*%103-7,4*10°3
(folikularna faza)
3,7*%103-7,4*10°3

(preovulatorni vrh)

Zenska populacija-

Japonska

2,67%102-3,07*10?
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dojencek-materino

<1,48*10%-2,96*10*

7,4*103-1,74*107

mleko

dojené&ek-kravje <1,48*10*-2,96*10* 3,48*107?
mleko

dojencek-sojin <0,04-0,08 684-757

pripravek

Preglednica XXI: Izmerjene maksimalne plazemske koncentracije fitoestogenov (26)

POLIFENOLI VIR KOLICINA IZMERJENA MAKSIMALNA
PREBAVLJENIH PLAZEMSKA
POLIFENOLOV KONCENTRACLA (uM)

epigalokatehin  Zeleni ¢aj 105 mg 0,13-0,31
galat Cista spojina 50-1600 mg 0,28-7,4
katehin Rdece vino 34 mg 0,072

Cista spojina 0,36 mg/kg tt 0,14-0,49

Crni ¢aj 140 mg 0,34
naringenin Sok pomarance 22,6-45 mg 0,06-0,2

Sok grenivke 199 mg 5,99

Cista spojina 135 mg 7,4
kvercetin Jabolko 107 mg 03

Cebula 100 mg 7,6

Cista spojina 200 mg 1,1
daidzein Sojino mleko 108 mg 047

Sojin izvlecek 0,28-0,84 mg/kg tt 1,7-9,0

Cista spojina 50 mg 0,76
genistein Sojino mleko 102 mg 041

Sojin izvlecek 2-16 mg/kg tt 3,4-25,4

Cista spojina 50 mg 1,26
glicitein Sojino mleko 114 mg 0,09

Cista spojina 25 mg 0,72
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Na podlagi napisanega vidimo, da sta v ve€ini primerov prav genistein in daidzein tista, ki
smo jima pretezno izpostavljeni. Glavni vir omenjenih izoflavonoidov je soja, ki v t.i
»zdravih izdelkih« nastopa kot vir proteinov. Izoflavonoidi, prisotni v soji, so koli¢insko
najbolje zastopani fitoestrogeni in jih prav zato smatramo, kot potencialne endokrine
motilce. Genistein in daidzein sta strukturno zelo podobna endogenemu 17p3-estradiolu ter
kar jima omogoca delovanje na estrogenske ter androgenske receptorje. Seveda pa je le to
odvisno od koli¢ine zauzitih fitoestrogenov, od genetskega polimorfizma vsakega
posameznika ter tudi od moznih interakcij z zdravili. Vsekakor pa je potrebno omeniti tudi
njihovo protektivno delovanje pred nastankom karcinomov, sréno-zilnih bolezni,
sposobnost antioksidativnega delovanja, zaradi katerih je njihova raba v zadnjih letih, ko se

posluzujemo trenda zdravega nacina zivljenja, mocno v porastu.
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5. SKLEP

Na podlagi in silico napovedi endokrine toksi¢nosti polifenolov lahko zakljuc¢imo, da

potencialna nevarnost endokrinega delovanja obstaja. Ta je posredovana predvsem preko

estrogenskih receptorjev. S programom Endocrine Disruptome smo napovedali tudi samo

verjetnost vezave polifenolov na jedrne receptorje. Dobljeni rezultati so bili precej podobni

rezultatom in vitro in in vivo raziskav, vendar so za vecjo zanesljivost in silico podatkov

potrebne Se dodatne raziskave. Ob pregledu in vitro ter in vivo raziskav, lahko glede na

plazemske koncentracije ugotovimo naslednje:

Delovanje na ER

Glede na literaurne maksimalne plazemske koncentracije genisteina, ki se gibljejo v
mikromolarnem obmocju (3,4-25,4 uM) ter vrednost ECso, ki za ERa znasa 2 UM
sklepamo, da genistein lahko deluje estrogeno.

Z maksimalnimi plazemskimi koncentracijami genisteina, daidzeina prav tako
sprozimo endokrino delovanje preko ERP. Koncentracije potrebne za doseganje
polovice maksimalnega ucinka znasajo za genistein 0,008 uM ter 0,08 uM za
daidzein. Tudi naringenin, katerega maksimalne plazemske koncentracije se po
obroku gibljejo okoli 5,99 pM, je tisti, ki aktivira ERP (ECso 0,7 uM).

Delovanje na AR

In vivo dolo¢ene maksimalne plazemske koncentracije genisteina po zauZitju
obroka s sojo, ne dosegajo inhibitornih ICso vrednosti. To se ne ujema z nasimi
rezultati, ki kazejo na visoko afiniteto genisteina do androgenskih receptorjev. Pri
nasi in silico metodi namre¢ nismo upoStevali pomembnega dejavnika, in sicer
bioloSke uporabnosti. Zaradi tega se rezultati in vitro ter in silico metod razlikujejo
od rezultatov in vivo Studij. Slaba bioloSka uporabnost genisteina, oziroma
izoflavonov na sploSno, vpliva na izrazanje ucinkov fitoestrogenov V in Vivo

sistemu.

Delovanje na TR

Maksimalne koncentracije daidzeina v plazmi (1,7-9,0 uM) pa inducirajo tudi TR.
Vrednost ECsg daidzeina za TR je namre¢ 0,12 pM, kar pomeni, da ta
koncentracija povzro¢i polovico maksimalnega ucinka. Torej lahko z

maksimalnimi koncentracijami tega izoflavonoida v krvi aktiviramo TR.
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* Enako velja za genistein, katerega ECso vrednost znaSa 0,011 uM. To koncentracijo
po vnosu hrane tudi zlahka dosezemo.
Delovanje na PPAR

» Genistein sproZi pri koncentraciji 16 UM polovico maksimalnega u¢inka na PPAR.

To koncentracijo lahko dosezemo po obroku, bogatem s sojo, ko se plazemske
koncentracije genisteina povecajo do 3,4-25,4 uM.

Delovanje na AhR

» Z maksimalnimi plazemskimi koncentracijami daidzeina in genisteina pa dosezemo
tudi aktivacijo AhR, pri ¢emer je ECso vrednost genisteina 0,28 uM in daidzeina
0,13 uM.

Na podlagi do sedaj znanih podatkov predpostavljamo, da je posebna pozornost glede
vnosa fitoestrogenov s prehrano, potrebna predvsem pri dojenckih in majhnih otrocih, na
¢igar razvoj lahko omenjeni fitoestrogeni negativno vplivajo. Skrb prav tako ni odve¢ pri
posameznikih, ki uzivajo vedje koligine soje. Se vedno pa ne vemo zagotovo, kak3ni so
dolgoroc¢ni vplivi fitoestrogenov na reproduktivne sposobnosti posameznika. Z nadaljnjimi
Studijami bo potrebno razjasniti uéinke fitoestrogenov ter dolo¢iti odmerke, pri katerih le ti
nastopijo, opredeliti njihove prednosti in slabosti ter poglobiti znanje o mehanizmih

njihovega delovanja.
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7. PRILOGE

7.1. Priloga |

Tiroidne folikularne celice

Slika 35: Sinteza tiroidnih hormonov (prirejeno po 12)
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