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Povzetek

UV filtri so pogosto uporabljene sestavine za preprecevanje in zmanjSanje Skodljivih ucinkov
soncénih Zarkov v kozmeti¢ni, farmacevtski in drugih industrijah. Zaradi nacina uporabe je
posledi¢éno vnos UV filtrov v vodno okolje neizogiben proces. V vodnem okolju najdemo
naravno in umetno prisotne halogene elemente (najveckrat klorove in bromove spojine), s
katerimi lahko reagirajo UV filtri, pri ¢emer nastanejo halogenirani razgradni produkti le-teh. UV
filtri so zaradi visokih logP vrednosti odporni proti biodegradaciji ter nagnjeni k procesu
bioakumulacije. V nalogi smo devetim reprezentativnim UV filtrom in njihovim razgradnim
produktom s pomocjo dveh programov, in sicer Endocrine disruptome in VegaNIC, napovedali
okoljski vpliv, akutno toksi¢nost in endokrino delovanje. Na usodo UV filtrov v okolju smo
sklepali iz logP vrednosti in dobljenih rezultatov za verjetnost bioloSke razgradnje, odpornost
proti biodegradaciji in iz faktorja bioakumulacije. Pri preucevanju obstojnosti v sedimentu smo

ugotovili, da se nekaterim UV filtrom (BP3, BMDM in PS) z razgradnjo poveca obstojnost.

evee

eves

toksi¢nosti so rezultati pokazali, da ima najvisje vrednosti LCso BP4, zaradi ¢esar se uvrs¢a med
netoksi¢ne spojine, med najbolj akutno toksi¢ne spojine pa je program VegaNIC uvrstil BMDM,
kot klorirani derivati enakega UV filtra. Ob preucevanju endokrinega delovanja smo ugotovili,
da imajo analizirani UV filtri najvecjo verjetnost vezave na receptorje AR, AR an in TR a.in TR B.
Pozorni smo bili na povecanje verjetnosti vezave po razgradnji, kar smo opazili pri sedmih UV
filtrih (oz. pri 12 razgradnih produktih). Na osnovi vseh rezultatov in silico smo naredili oceno
tveganja in ugotovili, da je najbolj varen UV filter BP4, saj ima nizko nagnjenost h bioakumulaciji
tudi po potencialni razgradnji. Poleg tega pa imajo njegovi razgradni produkti na vecino
¢loveskih receptorjev najniZjo verjetnost vezave, kar govori o Sibkem endokrinem delovanju
tega UV filtra in njegovih razgradnih produktov. Med najbolj toksi¢éen UV filter smo uvrstili 4-
MBC, saj ima zaradi lipofilnih lastnosti in visokih vrednosti faktorja bioakumulacije veliko
nagnjenost k bioakumulaciji. Zaradi napovedane velike verjetnosti vezave na Stevilne receptorje

za razgradne produkte 4-MBC smo sklepali na njegovo mocno endokrino delovanje, tudi po



potencialni razgradnji v vodnem okolju. Zaradi nagnjenosti vecine UV filtrov k bioakumuliranju
po razgradnji v vodnem okolju je izpostavljenost okoljskim endokrinim motilcem preko hrane
potrebno upostevati pri oceni varnosti UV filtrov. Razgradni produkti imajo namrec lahko celo

mocnejse endokrine ucinke kot izvorni UV filtri, kar smo nakazali tudi v nasi nalogi.

Kljuéne besede: UV filtri, halogeniranje, razgradni produkti, bioakumulacija, in silico napoved,

endokrino delovanje, ekotoksikoloski vpliv



Abstract

UV filters are very often used ingredients in cosmetic, pharmaceutical and other industries to
prevent or reduce harmful effects of UV light. Due to their wide-spread application and usage,
occurrence of UV filters in the aquatic environment is an inevitable fact. In the aquatic
environment there is a presence of halogen compounds (mostly chlorinated and brominated
compounds) that can react with UV filters, resulting in halogenated degradation products. UV
filters are resistant to process of biodegradation and are prone to bioaccumulation due to high
logP values. In the thesis we predicted environmental impact, acute toxicity and assessed
endocrine activity of nine representative UV filters with two programs Endocrine Disruptome
and VegaNIC. We estimated the environmental fate of UV filters based on their logP values and
the results obtained for biological degradation, resistance to biodegradation and
bioconcentration factor. When studying the persistence in the sediment, we found out that
some UV filters (BP3, BMDM, and PS) increase the stability in environment with degradation.
The least biodegradable UV filter is BP3. Program VegaNIC predicted the highest
bioconcentration factor for 4-MBC, while the lowest has been predicted for BP3. When
assessing acute toxicity, the results showed that the highest values of LCso belong to BP4 and it
is classified as a non-toxic compound. On the other hand, the lowest values of LCso was
calculated for BMDM and is therefore classified as a very toxic compound in this respect.
Brominated derivatives of a certain UV filter are more acutely toxic than their chlorinated
counterparts. The results of endocrine activity studies showed that the analysed UV filters
exhibit the highest probability of binding to the AR, AR an and TR a and TR B human receptors.
In this Master’s thesis we focused on degradation products displaying a higher binding affinity
on nuclear receptors than that of the parent UV filter. Increase in binding affinity occurred with
7 UV filters (or their 12 degradation products). Based on all results obtained in silico, we
conducted a risk assessment from which we concluded that BP4 was the safest UV filter,
because of its low tendency for bioaccumulation. Its degradation products also show low
bioaccumulation tendencies. In addition, BP4 degradation products have the lowest probability
of binding on most human nulcear receptors, indicating only a possible weak endocrine activity

of this UV filter and its degradation products. 4-MBC was highlighted as the most toxic UV filter



as due to its lipophilic properties and high bioconcentration factor exhibits high tendency for
bioaccumulation. We predicted that 4-MBC and its degradation products possess strong
endocrine activity, due to the high probability of binding to numerous nuclear receptors.
Because most UV filters are predisposed to bioaccumulation after degradation in the water
environment, the exposure to such environmental endocrine disruptors via food chain should
be taken into account when conducting safety assessment of UV filters. Halogenated
degradation products can possess even more potent endocrine effects than their parent UV

filters, which has also been indicated in our Master’s thesis.

Key words: UV filters, halogenation, degradation products, bioaccumulation, in silico

prediction, endocrine activity, ecotoxicological effects



Seznam okrajsav

BCF = bioakumulacijski faktor
DAD =detektor s serijo diod
FID = plamensko-ionizacijski detektor
GC = plinska kromatografija
HDT = dihidrotestosteron
HM = hormonski motilci
IGF-1 = inzulinu podoben rastni faktor 1
LC = tekocinska kromatografija
LCso = povprecna smrtna koncentracija
LDso = povprecni smrtni odmerek
MS = masna spektrofotometrija
QSAR = kvantitativni odnos med strukturo in delovanjem (ang. Quantitative Structure-
Activity Relationship)
REACH = registracija, evalvacija, avtorizacija in omejevanje kemikalij (ang. Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals)
RP = razgradni produkti
SCCS = znanstveni odbor za varnost potrosnikov (ang. Scientific Committee on Consumer
Safety)
SMILES = ang. Simplified Molecular Input Line Entry Specification
UPLC = tekocinska kromatografija ultra visoke locljivosti
UV = ultravijolicno
UV filtri:
o 3-BC = 3-benzildien kafra
o 4DHB = 4,4-dihidroksibenzofenon
o 4HB= 4-hidroksibenzofenon
o 4-MBC = 4-metilbenziliden kafra

o BMDM = butil metoksidibenzoilmetan



BP1= benzofenon-1

BP3 = benzofenon-3

BP4 = benzofenon-4

BZS = benzil salicilat

EDPABA = etilheksil dimetil para-aminobenzojska kislina
EHMC = 2-etilheksil-4-metoksicinamat
EHS = etilheksil salicilat

HMS= homosalat

OCR = oktokrilen

OMC= oktil metoksicinamat

PABA = para-aminobenzojska kislina
PBSA =fenil benzimidazol sulfonska kislina

PS = fenil salicilat

\



1 Uvod

Okolje, v katerem zivimo, je zaradi cloveka vse bolj onesnazeno s Stevilnimi okoljskimi
onesnazevali. Med pomembna okoljska onesnazZevala spadajo tudi kozmeti¢ni izdelki, izmed
katerih so vse pogosteje prisotni varovalni izdelki za sonéenje, katerih glavne aktivne sestavine
so UV filtri. Vnos UV filtrov v vodno okolje je neizogiben proces, in sicer zaradi nacina uporabe,
ko se po nanosu kreme za sonéenje uporabnik ponavadi dokaj hitro skopa. Zaradi precej visoke
odpornosti UV filtrov proti biorazgradnji lahko UV filtri reagirajo s halogenimi elementi v
vodnem okolju, pri ¢emer nastanejo halogenirani razgradni produkti UV filtrov. Slednji imajo
lahko drugacne fizikalno-kemijske lastnosti kot njihovi prekurzorji, zaradi cesar sta lahko
drugacni njihova usoda v okolju in toksikoloski profil. Podatki v strokovni literaturi o prisotnosti,
usodi in ucinkih halogeniranih razgradnih produktov UV filtrov v okolju so relativno skromni in
so dostopni samo za posamezne UV filtre. Predvsem to spoznanje nas je spodbudilo k

podrobnejSemu raziskovanju tega podrocja.

1.1 UV filtri

UV filtri so najpomembnejSe sestavine varovalnih izdelkov za sondenje. Dodaja se jih z
namenom zmanjSevanja in preprecevanja Skodljivih uéinkov soncnih Zarkov. UV filtri $¢itijo pred
UVA (320 — 400 nm) in UVB Zarki (290-320 nm). UV filtre lo€imo po kemizmu in delovanju na:
anorganske/fizikalne UV filtre, ki odbijajo, sipajo in deloma tudi absorbirajo UV Zarke dolodene
valovne dolzine (TiOz, SiO;) in organske/kemijske UV filtre, ki absorbirajo UV Zarke (1).
Organske filtre delimo na vec skupin: salicilati, benzofenoni, derivati p-aminobenzojske kisline

(PABA), derivati dibenzoilmetana, cinamati, derivati kafre, krileni in derivati benzimidazola (2).

Po svetu je v razlicnih drzavah (EU, ZDA, Avstralija, Kanada, Japonska, Afrika) dovoljenih 55 UV
filtrov, izmed katerih jih je deset dovoljenih povsod (9 organskih: BP3, BMDM, EHDPABA,
EHMC, EHS, HMS, OCR, PABA, PBSA in en anorganski: TiO;), ostali pa so dovoljeni samo v
doloc¢enih drzavah. V Evropi je z Uredbo o kozmeti¢nih izdelkih (ES) $t. 1223/2009 (Aneks VI)

evee

%) uporabljajo v kozmetic¢nih izdelkih za zascito pred soncem. V niZjih koncentracijah (do 0,5 %)



se UV filtre kot pomozZne snovi dodaja tudi v zdravila, kjer SCitijo sestavine, obcutljive na

fotodegradacijo (1, 2).

1.2 Varnost UV-filtrov

V zadnijih letih je uporabi varovalnih izdelkov za soncenje posvecena vse vecja pozornost, tako s
staliS¢a odkrivanja novih formulacij in kombinacij UV filtrov, da bi zagotovili ¢im boljSo zascito
pred Skodljivimi uinki sonénih Zarkov, kot tudi s staliS¢a varnosti za uporabnika in raziskovanja
toksikoloSkega profila uporabljenih UV filtrov. Potencialni toksi¢ni ucinki UV filtrov, ki so
posledica direktnega nanosa izdelka na koZo, so predmet Stevilnih raziskav. Na podlagi slednjih
Znanstveni odbor za varnost potrosnikov (SCCS; angl. Scientific Committee on Consumer Safety)
poda oceno varnosti kozmeti¢ne sestavine in opredeli UV filter glede varnosti uporabe ter

ovrednoti morebitne toksi¢ne ucinke.

Pomemben, a precej neraziskan aspekt pri dolo¢anju toksikoloSkega profila UV filtrov pa je
izpostavljenost njihovim uc¢inkom po tem, ko preidejo v (vodno) okolje. Varovalne izdelke za
sonfenje se na koZzo nanasa v relativno velikih koli¢inah. Priporocilo US FDA za ucinkovito
zascito je nanos 2 mg son¢éne kreme/cm? kozZe, kar znasa 40 g varovalnega izdelka za sonéenje,
¢e upostevamo, da je povrsina koZe odraslega ¢loveka 2 m? (1). Po nanosu kozmetiénih izdelkov
za soncenje se uporabnik skopa ali stusira, zato proizvajalci pri razvoju varovalnih izdelkov za
soncenje stremijo k temu, da bi bile formulacije ¢im bolj vodoodporne. Dokazano pa je, da se
izdelki za soncenje (tudi t. i. vodoodporni, Se bolj pa nevodoodporni) v stiku z vodo v precejsnji

meri izperejo s koze (4).

1.2.1 UV filtri v okolju

UV filtri lahko v vodno okolje preidejo po vec poteh — direktno in indirektno. Direkten in najved;i
vhos UV filtrov v okolje je posledica izpiranja kozmeti¢nih izdelkov iz koZe. Po nanosu
varovalnega izdelka za soncenje se sicer del izdelka lahko absorbira tudi skozi kozZo, iz telesa pa
se nato UV filtri izloCijo z urinom in se preko kanalizacijskega sistema posredno pojavijo v
vodnem okolju. UV filtri v vodi pa so lahko tudi posledica industrijske uporabe UV filtrov (UV

filtri v plastiki, oblacilih, barvah, avtomobilski industriji) (3, 4). V raziskavi, ki je vrednotila



dermalno absorpcijo BP3 v varovalnem izdelku za soncenje s 4 % vsebnostjo tega UV filtra, so
ugotovili, da se absorbira 3,7 % BP3, medtem ko ga kar dobrih 96 % ostane na razpolago za
izpiranje v vodno okolje. V letu 2008 so raziskovalci ocenili, da se na podrocju koralnih grebenov
v vodno okolje izpere 4000 - 6000 ton varovalnih izdelkov za sonéenje, medtem ko je bila v letu
2017 ocenjena koli¢ina vnosa varovalnih izdelkov v vodno okolje skoraj dvakrat vecja (8000 -
16000 ton/letno). Raziskave Zal Ze potrjujejo skodljive uinke UV filtrov (predvsem BP3) na
razvoj in rast koralnih grebenov (5). Izpiranje UV filtrov so sicer s Stevilnimi raziskavami dokazali
v zelo razli¢nih vodnih okoljih - v recni, jezerski, morski, bazenski in odpadni vodi. Na sliki 1 je
grafiéni prikaz najvisjih izmerjenih koncentracij UV filtrov v razliénih vodnih okoljih (Slika 1).
Najpogosteje zasledeni UV filtri v vodnem okolju so iz skupine benzofenonov (BP1, BP3, BP4)

(6).
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UV filtri

Slika 1 Vrednosti koncentracij UV filtrov izmerjenih v recni, jezerski, morski, bazenski in odpadni vodi. (Skupine UV filtrov: A —
benzofenoni (benzofenon (BP), benzofenon-1 (BP1), benzofenon-2 (BP2), benzofenon-3 (BP3), benzofenon-4 (BP4),
benzofenon-8 (BP8), benzofenon-10 (BP10), 2-hidroksibenzofenon (2HB), 3-hidroksibenzofenon (3HB), 4-hidroksibenzofenon
(4HB), 4,4-dihidroksibenzofenon (4DHB), 4-fenilbenzofenon (4PB), 2,3,4-trihidroksibenzofenon (234THB); B — PABA derivati
(etilheksil dimetil PABA (EDP), oktildimetil PABA (ODP), etil 4-aminobenzoat (EtPABA); C — derivati kafre (4-metilbenziliden
kafra (4-MBC), 3-benziliden kafra (3BC); D — salicilati (etilheksil salicilat (ES), homosalat (HMS), benzil salicilat (BZS); E — derivati
benzimidazola (fenilbenzimidazol sulfonska kislina (PBSA)); F — cinamati (2-etilheksil-4-metoksicinamat (EMC), isoamil-4-
metoksicinamat (IMC), G — krileni (oktokrilen (OC); H — derivati dibenzoil metana (Butil metoksidibenzoilmetan (BMDM), | —
ostali (difenilmetanol (BH)) (Povzeto po 6)



1.2.2 Parametri, Ki vplivajo na usodo UV filtrov v okolju

Fizikalno-kemijske lastnosti UV filtrov so tiste, ki dolo¢ajo usodo in distribucijo UV filtrov v
vodnem okolju. Najpomembnejsi vpliv imajo lipofilni znacaj (LogP), adsorpcija na organsko fazo

(Koc) in bioakumulacijski faktor (BCF) UV filtrov.

Porazdelitveni koeficient snovi (logP) je definiran kot razmerje koncentracij spojine med
organsko fazo (oktanolom) in vodno fazo pri doloceni temperaturi. Poda nam informacijo o
hidro-lipofilnih lastnostih ucinkovine. V sploSnem velja, da bodo snovi z niZjo vrednostjo LogP
(LogP < 3) bolj mobilne in bodo zaradi hidrofilnega znacaja ostale v vodni fazi. Ucinkovine z visjo
vrednostjo LogP pa se bodo zaradi lipofilnih lastnosti nahajale v organski snovi, ki jo najdemo v
sedimentu, blatu in v mas¢obnem tkivu organizmov. Vrednost LogP je eden glavnih parametrov,
iz katerega lahko sklepamo na usodo UV filtra v okolju. Vecina UV filtrov je lipofilnih in ima
vrednosti LogP visje od 3, zaradi ¢esar so nagnjeni h koncentriranju in akumulaciji v organski
snovi v okolju (v blatu, sedimentu, tleh) in v prehranjevalni verigi (3). Iziema med UV filtri je BP-
4, ki ima vrednost LogP nizjo od 3 in ima hidrofilni znacaj, zaradi Cesar je verjetnost nalaganja v

organski snovi v okolju manjsa (4) (Slika 2).

Vrednosti logP izbranih UV filtrov
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Slika 2 Vrednosti LogP UV filtrov (vir: PubChem)
Porazdelitveni koeficient Koc je razmerje med koncentracijo adsorbirane snovi v organski snovi
in koncentracijo proste snovi v vodi. Koc nam poda informacijo o mobilnosti snovi oz. kako
mocno se bo neka snov absorbirala v organsko snov. NiZja kot je vrednost Log Koc (Koc < 2000),

bolj mobilna je snov in ima zato manjSo nagnjenost k akumulaciji v organski snovi. Koc vecine UV
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filtrov je nad vrednostjo 2000, kar kaze na slabSo mobilnost v vodi, zato so nagnjeni k
nezazeleni akumulaciji v okolju. Ponovno je izjema BP-4, ki ima Koc niZji od 2000, in je zato

nalaganje v organski snovi manj verjetno v primerjavi z ostalimi UV filtri (4).

Bioakumulacijski faktor (BCF) je merilo za sposobnost bioakumulacije v mas¢obnem tkivu
organizma. BCF je razmerje med koli¢ino snovi v tkivu organizma (mg/kg, w/w) in koli¢ino enake
snovi v okolju (mg/L oz mg/kg). Podan je lahko s Stevil¢no vrednostjo (L/kg) ali kot logBCF. Visji
kot je BCF, vec¢jo nagnjenost ima snov k bioakumulaciji. Snov z visokim BCF bo praviloma imela

nizko topnost v vodi, visok logP in visok Koc (4).

V studijah o usodi UV filtrov v okolju najdemo nekatere izmed prej opisanih fizikalno-kemijskih
lastnosti za dolocene UV filtre. Zasledene vrednosti za BCF, Log P, Koc in topnost smo, poleg
podatkov o koncentracijah v vodnem okolju in Zivih organizmih, zbrali v preglednici |

(preglednica l) (4).

Preglednica I: Vrednosti BCF, Log P, Koc, topnosti in koncentracije v vodnem okolju in ribah za nekatere UV filtre. Okrajsave pri
stolpcu ""Koncentracija v vodnem okolju' pomenijo: J=jezero; R=reka; M=morje; W=sladkovodna voda (Povzeto po 4 in 6*, logP
rezultati, izracunani z Endocrine Disruptome).

EHS 4000 3,77 Ni 28 W=do 4700 2,56 * Ni podatkov
podatkov
BP3 24 - 160 2,63 1259- 28,6 - 210 J=2-125 4,2 - 3300 15-123
2700 R=7-114
M=do 4310
BP4 3,2 2,62 92,37 650-20290 R=38-849 3,3-86* Ni podatkov
M= 38-138
EDPABA 3000-5623 4,13 2399 5,3x 103 R=0,2-47 17 - 2100 Ni podatkov
J=0,2-34
EHMC 5900-630957 4,47 12589 0,15-150 1=2-92 3,0-4,5 28 - 337
R=6-1040
M=7,4-389,9
4-MBC 3236-3700 4,4 7762 0,1-51 J=2-148 5,4-330 36 -1800
R=12-38
M= 13,1-978,7

Zaradi zgoraj opisanih fizikalno-kemijskih lastnosti je vec¢ina UV filtrov in razgradnih produktov

odpornih na biodegradacijo. Biodegradacija je naraven proces, s katerim se spremeni ali



razgradi kemijska snov v okolju, z namenom prepreéevanja biokoncentracije. Studije okoljske

onesnazenosti porocajo, da so koncentracije UV filtrov v vodnem okolju odvisne od:

- lokacije vzoréene vode, Stevila kopalcev in same velikosti vodnega sistema: Zaradi stojece
vode so visje koncentracije UV filtrov naceloma izmerjene v jezerih (koncentracije od 2-125
ng/L) kot v rekah (koncentracije od 0,2-114 ng/L). Se vi$je koncentracije UV filtrov pa so
izmerjene v bazenih, pri katerih je glede na volumen vode najvecje Stevilo kopalcev in

posledi¢no najvecja koli¢ina izpranih izdelkov za zascito pred soncenjem (4).

- letnega c¢asa in dela dneva: NajviSje koncentracije so izmerjene ob popoldanskih urah v
poletnih mesecih, ko je uporaba UV filtrov najvedja, kar je v raziskavi, izvedeni v Svici, dokazal
Poigrer s sodelavci (4). Spomladi (v aprilu) in poleti (v juliju) so v dveh Svicarskih jezerih
preverjali prisotnost petih UV filtrov (MBC, EHMC, OC, BP-3 in BMDM). Koncentracije vecine UV
filtrov (EHMC, OC, BP3, BMDM), izmerjene v mesecu juliju, so bile viSje kot v mesecu aprilu.
Najvisja razlika je bila opaZzena pri UV filtru MBC, saj so aprila izmerili koncentracije od 2 do 9
ng/L, medtem ko so poleti njegove koncentracije segale od 9 do 82 ng/L. Najvisja izmerjena

koncentracija je bila 125 ng/L za BP3 v poletnih mesecih (7).

1.3 Biokoncentracija in bioakumulacija UV filtrov

Zaradi lipofilnega znacaja UV filtrov (LogP > 3) in odpornosti na biodegradacijo izkazujejo
organski filtri veliko verjetnost kopicenja v maséobnem tkivu vodnih organizmov, ¢emur
pravimo biokoncentracija. Temu procesu so izpostavljeni mnogi Zivi organizmi (ribe, plankton,
Skoljke) pa tudi rastline (alge, korale) v vodi. Do vnosa UV filtrov v Zive organizme lahko pride
preko neposrednega zauZitja ali preko prehranjevalne verige. Cim bolj se organizem nahaja na
koncu prehranjevalne verige, vecje koli¢ine UV filtrov se akumulirajo v njegovem tkivu in so zato
lahko koncentracije snovi v takSnem organizmu precej visje, kot pa v samem vodnem okolju,
¢emur pravimo bioakumulacija. V vodnem okolju se prehranjevalna veriga za¢ne pri planktonu,
ki je vir prehrane rib, te pa so precej pogost vir ¢loveSke prehrane. Ker je ¢lovek na koncu
prehranjevalne verige, je vnos UV filtrov in njihovih razgradnih produktov zaradi procesa
bioakumulacije zelo pomemben pri oceni varnosti (4). V masc¢obnem tkivu rib so v Stevilnih
raziskavah zasledili razliéne koncentracije UV filtrov (Preglednica I). V obseZni raziskavi v Svici je
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Balmer s sodelavci raziskoval prisotnost UV filtrov v vodnem okolju in ribah. Tudi v tej raziskavi
so se koncentracije UV filtrov spreminjale glede na letni ¢as — visje so bile v toplejSih mesecih
(junij 2002) kot pa v bolj mrzlih mesecih (april 2002). Najvisje koncentracije v jezerih so izmerili
za 4-MBC (2,7 ug/L), prav tako so v mascobnem tkivu rib izmerili najvisje koncentracije 4-MBC,

in sicer 166 ng na 1 gram mascobnega tkiva (8).

1.4 Razgradni produkti UV filtrov v okolju

V vodi lahko pride do razlicnih mehanizmov razgradnje UV filtrov, ki so odvisni od vrste UV
filtrov, lastnosti vode, pH-ja, uporabljenega dezinfekcijskega sredstva in Stevilnih drugih
faktorjev. Eden izmed razgradnih mehanizmov, ki poleg fotolize in fotoizomerizacije poteka v

vodi, je halogenacija UV filtrov, ki je posledica prisotnosti halogenih elementov v vodi.

Studije, ki raziskujejo prisotnost razgradnih produktov v vodnem okolju, so redke, podatki pa so
dostopni samo za dolocene UV filtre. Negreira s sodelavci je leta 2009 eden prvih objavil
rezultate raziskave, ki so dokazali prisotnost razgradnih produktov v vodnem okolju z GC-MS
analitsko metodo. Raziskovali so prisotnost razgradnih produktov benzofenonov (BP1, BP3,
BP8) in salicilatov (EHS, HMS). Koncentracije BP8 in HMS so bile pod mejo detekcije. Razgradne
produkte BP3 so zasledili v koncentracijah do 500 ng/L, za BP1 do 250 ng/L, najnizje
koncentracije pa so izmerili za HMS in njegove razgradne produkte (do 150 ng/L) (9). V raziskavi,
izvedeni leta 2016 na Poljskem, so v vodi iz bazena Zeleli ugotoviti, ali UV filtri v vodi reagirajo s
klorom in kako dovzetni so za reakcije halogeniranja. Identificirali so razgradne produkte 7 UV
filtrov (EHMC, BM-DBM, 4-MBC, OC, BP3, EHS in OD-PABA). Rezultati so pokazali, da je za
reakcije halogeniranja najbolj dovzeten BP1 (najhitreje reagira in tvori najve¢ halogeniranih
stranskih produktov), sledijo pa mu EHMC, BM-DBM in OC, najmanj dovzetni za halogeniranje
pa so 4-MBC, EHS in OD-PABA (10).

1.5 Halogeniranje UV filtrov

Razgradnja UV filtrov v vodi kot posledica reakcij s halogenimi elementi (klorove in bromove
spojine) lahko poteka vecstopenjsko preko razlicnih mehanizmov, med katerimi prevladujeta

dva: elektrofilna aromatska substitucija in oksidacija (11). V vecini raziskav in Studij, ki smo jih
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zasledili na temo s halogeni inducirane razgradnje UV filtrov, so na voljo ugotovitve in podatki
za reakcije s klorom. Ker pa brom tekmuje s klorom za vezavo in lahko celo hitreje reagira v
reakcijah substitucije (podrobneje opisano v poglavju 1.5.1.4 Vsebnost broma), smo pri vseh

analiziranih UV filtrih poleg kloriranih predvideli $e bromirane razgradne produkte.

Elektrofilna aromatska substitucija: Skupna strukturna znacilnost vseh organskih UV filtrov je
benzenov obro¢, zato reakcije razgradnje pri vecini UV filtrov potekajo po principu elektrofilne
aromatske substitucije. Pri reakciji poteCe substitucija vodikovega atoma na benzenovem
obrocu s halogenim elementom. Hitrost in stopnja poteka substitucije je odvisna od dveh

dejavnikov:

1. fizikalno-kemijskih parametrov, opisanih v slede¢em poglavju (koncentracija klora in
broma v vodi, pH in temperature vode),
2. funkcionalnih skupin, ki so pripete na benzenov obro¢, saj lahko le-te aktivirajo ali

deaktivirajo benzenov obro¢ za reakcijo elektrofilne substitucije.

V kolikor so na aromatskem obrocu pripete elektron-donorske funkcionalne skupine, npr.
hidroksilna, aminska ali alkoksi skupina, se poveca elektronska gostota na orto- in para- mestu
na aromatskem obrocu, kar usmerja reakcije substitucije na ta mesta. Pri vseh analiziranih
organskih UV filtrih je na aromatski obro¢ vezana moc¢no donorska funkcionalna skupina
(hidroksilna skupina pri salicilatih in benzofenonih; aminska skupina pri derivatih PABA; alkoksi
skupina pri derivatih dibenzoilmetana in cinamatih), zaradi cesar med kloriranjem in
bromiranjem substitucija najprej potece na orto mestu, nato pa Se dalje na para mestu do
dihalogeniranega produkta. Zasledili smo tudi podatek, da je pri BP3 mogoca Se nadaljnja
substitucija do trihalogeniranega produkta. Stopnja reaktivnosti fenolnih struktur s prostim
klorom je poleg Ze omenjene moc¢no donorske funkcionalne skupine, odvisna Se od ostalih
funkcionalnih skupin, pripetih na aromatski obro¢ in njihovih elektron-donorskih sposobnosti.
Glede na pripete funkcionalne skupine na aromatski obro¢ se reaktivnost klora zmanjsuje po
slede¢em vrstnem redu: reducirane Zzveplove spojine > 1° in 2° amini > fenolne OH skupine> 3°

amini > dvojne vezi > aromatske skupine > karbonilna skupina > amidna skupina (11).



Oksidacija (Baeyer-Villigerjeva oksidacija): Druga vrsta reakcije, ki potefe pod vplivom
prostega klora (hipokloritne kisline), je oksidacija ketonov. Ko se klor razgradi v vodi in je v stiku
z organsko snovjo, se tvori hipokloritna kislina (HOCI), ki lahko oksidira karbonilno skupino,
kakrSna je prisotna v strukturi benzofenonov. Pri reakciji pride do oksidativne prekinitve C-C
vezi ob karbonilni skupini, zaradi ¢esar se keton pretvori v ester. TakSni reakciji pravimo Baeyer-

Villigerjeva oksidacija in potece po reakciji elektrofilne substitucije fenolnega obroca (12).

Cepitev vezi: Obema reakcijama substitucije in oksidacije lahko sledijo Se nadaljnje reakcije
cepitve vezi. Pri dolo¢enih pogojih lahko pride do hidrolize estrske vezi ali do oksidativne
cepitve benzenovega obroca. Halogenacija lahko potem pote¢e ponovno na produktih po

cepitvi vezi (13).

Ali bodo zgoraj opisane reakcije potekle in kaj bo kon¢ni produkt, je v najvecji meri odvisno od
vrednosti pH vode, ki doloca, v kateri obliki se bo nahajal klor (oz. brom). Pri alkalnih vrednostih
pH (pH=11) se klor nahaja v obliki hipokloritnega iona (ClO"), ki ima elektrofilni znacaj, zaradi
Cesar bo potekala samo reakcija elektrofilne aromatske substitucije, nadaljnje reakcije
razgradnje pa niso mogoce. Pri nevtralnem pH-ju (pH=7,4) je klor prisoten v obliki HCIO in CIO".
Pri taksni vrednosti pH lahko HCIO oksidira karbonilno skupino do estra (Bayer-Villigerjeva
oksidacija), poleg tega pa lahko HCIO zaradi moc¢nega oksidativnega znacaja cepi Se benzenov
obro¢. Pri kislem pH (pH=4,6) prevladuje HCIO, zato razgradnja poteka po enakem principu

razgradnje kot pri nevtralnem pH, dodatno pa lahko pride Se do hidrolize estrske vezi (14).

1.5.1 Vpliv parametrov na halogeniranje UV filtrov

Najpogostejsa reakcija halogeniranja je aromatska substitucija, pri kateri pride do zamenjave
vodika na aromatskem obrocu s klorovim ali bromovim atomom. Posledi¢no se tvorijo mono-,
di- ali redkeje trihalogenirani produkti. MoZne reakcije kot posledice halogenacije so Se:
oksidacija karbonilne skupine, hidroliza in hidroksilacija, ki jih bomo na proucevanih UV filtrih
bolj podrobno opisali kasneje (15). Hitrost in stopnja halogeniranja UV filtrov je posledica vec
razliécnih parametrov: lastnosti vode (vsebnosti naravno prisotnih halogenih elementov in

koli¢ine dezinfekcijskega sredstva), vsebnosti broma, pH vrednosti in temperature vode.



1.5.1.1pH

V odvisnosti od vrednosti pH raztopine se klor v

vodi lahko nahaja v treh oblikah: molekularni o

klor (Cl2) pri pH < 4; nedisociirana hipokloritna
kislina (HOCI) (Sibka kislina) pri pH med 4 —5 in
hipokloritni ion (OCI) pri pH > 11 (mocna
konjugirana baza) (Slika 3). Pri pH okoli 7,5 sta

HOCI in OCI" v enakem razmerju. pH vrednosti 5 1 2 3 4 5 & 7 & 9 10 11 12
vode v bazenih se gibljejo med 6,5 in 8,5, zato
Slika 3: Prikaz relativne porazdelitve vseh treh oblik klora, ki
jih najdemo v vodni raztopini 0,1 M Cl,, v odvisnosti od
spremembe pH-ja pri 25 °C.

je obicajno klor prisoten v obliki HOCI in/ali OCI
(1).
Velja, da je HOCI bolj reaktivna kot OCI-, kar pomeni, da so reakcije halogeniranja bolj pogoste,

ko se kislinsko-bazi¢no ravnotezje premakne na stran nevtralne oblike kisline (17, 18).
1.5.1.2 Naravno prisotni halogeni elementi v vodi

V sladkovodnih vodah in morju so raztopljene razli¢ne snovi, med njimi tudi halogen-vsebujoce
snovi, katerih vrsta in koncentracija sta odvisni od podrodja, kjer voda izvira, torej od geologije
dna. Klor v obliki kloridnih ionov CI- predstavlja veclinski deleZz raztopljenih ionov, poteg pa
najdemo Se bromidne, magnezijeve, natrijeve, kalijeve, kalcijeve in sulfatne ione. Do povisanja
vsebnosti kloridnih ionov v vodih sistemih pa lahko pride tudi zaradi industrijskega
onesnazevanja, kloriranja pitne in bazenske vode, uporabe kemi¢nih mehcalcev vode, katerih

glavna sestavina je NaCl, in uporabe soli za ceste (16).
1.5.1.3 Halogeni elementi kot posledica sterilizacije vode

Vodo, se z namenom zagotavljanja ustrezne mikrobioloske kakovosti, dezinficira z uporabo
kemicnih sredstev, med katerimi se najpogosteje uporablja klor v obliki elementarnega klora
(Cly), raztopine natrijevega hipoklorita (NaOCl), kalcijevega hipoklorita (Ca(OCl)2) in klorovega
dioksida (ClO3). Halogeni elementi se ob procesu dezinfekcije v vodi pojavljajo v prosti ali vezani

obliki. Med dezinfekcijo se klor veZe na proste organske snovi (bakterije), prosti klor pa je tisti,
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ki ostaja na voljo za dezinfekcijo ter je hkrati vzrok za reakcije halogenacije z ostalimi snovmi, ki

so Se prisotne v vodi (tudi z UV filtri) (16).
1.5.1.4 Vsebnost broma

Prav tako kot klor je tudi brom v vodi naravno prisoten - v niZjih koncentracijah v sladkovodni
vodi, v visjih koncentracijah pa se nahaja v morski vodi. Brom se lahko uporabi kot dolgotrajno
dezinfekcijsko sredstvo za bazenske vode (15). Prosti klor v vodi oksidira brom do hipobromitne
kisline (HOBr) in bromidnega iona (Br'), ki je v vodi v ravnovesju z HOCI in CIO". Brom zato
»tekmuje« s klorom (HCIO) v reakcijah halogenacije z UV filtri v vodi. Raziskave so pokazale, da
sistem HOBr/ OBr hitreje in ucinkoviteje reagira v reakcijah substitucije kot HOCI/"OCl, zato so
lahko koncentracije bromiranih stranskih produktov celo visje, kot ¢e bi na to sklepali le iz
razmerja med Br/Cl ioni. Iz tega razloga smo tudi sami pri analizi razgradnje UV filtrov

upostevali klorirane in bromirane razpadne produkte (15, 17).
1.5.1.5 Temperatura

Visja kot je temperatura vode, hitreje potekajo reakcije halogenacije. Ta parameter sovpada s
poletnim letnim ¢asom, ko sta poraba in prisotnost UV filtrov v vodnem okolju najvisja in so

zato reakcije halogenacije UV filtrov zaradi visjih temperatur vode $e bolj verjetne (15).

1.6 Endokrini sistem

Pri ljudeh, Zivalih in rastlinah delovanje omogoca sistem kemijskih molekul, ki kontrolirajo in
usmerjajo Stevilne osnovne Zivljenjske procese. V mnogoceli¢nih organizmih je za normalno
delovanja telesa nujno usklajeno delovanje dveh locenih sistemov: ZivCevja in endokrinega
sistema. Endokrini sistem nadzoruje in usmerja rast, razvoj, reprodukcijo, vzdrzuje homeostazo
in pravilen metabolizem. Pri Zivalih in ljudeh ta sistem upravljajo Zleze, ki proizvajajo kemijske
prenasalce informacij, ki jim pravimo hormoni. Glavne Zleze z notranjim izloéanjem so hipofiza,
epifiza, obscitnica, trebusna slinavka, prizeljc, nadledvi¢ni Zlezi, hipotalamus, Scitnica in spolne
Zleze (jajcniki in moda). Vsaka Zleza neposredno v kri izlo¢a enega ali ve¢ hormonov, ki jih nato

dostavi do svojih tarénih receptorjev v telesu (16).
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Hormoni se v ciljnem organu v celici veZejo na to¢no dolofeno vezavno mesto na svojem
receptorju. Posledica vezave na receptor je sprememba konformacije receptorja, ki omogoci
prenos signala, kar sprozi specifi¢en fizioloski odgovor v telesu. Ucinek spojine na prenos signala
se izraZa v intrinzi¢ni aktivnosti. Glede na intrinzicno aktivnost, delimo hormone na: agoniste,
delne oz. parcialne agoniste, inverzne agoniste alostericne modulatorje in antagoniste. Agonist
se veZe na receptor in ga aktivira, kar ima za posledico bioloski odgovor, antagonist pa zavira
vezavo agonista na receptor, posledica je izostanek bioloSkega odgovora. Lo¢imo kompetitivne,
nekompetitivne, akompetitivne in ireverzibilne antagoniste. Po strukturi delimo hormone na tri

skupine: peptide in proteine, steroidne hormone in na derivate aminokislin (19).

1.6.1 Receptorji

Bioloski ucinek je odvisen od jakosti in ucinkovitosti delovanja hormonov na receptor.
Receptorji imajo zelo visoko afiniteto za dolo¢en hormon, zato ucinkujejo Ze pri zelo nizkih
koncentracijah in so odgovorni za kemijsko regulacijo delovanja organizma. Celi¢ni odzivi, ki so
posledica vezave liganda na receptor, so lahko razli¢no hitri — nastopijo lahko v zelo kratkem
¢asu ali Sele po nekaj urah, dnevih ali tednih. Kljub visoki afiniteti za telesu lastne hormone, pa

so receptorji zmozni vezave tudi drugih spojin, e le-te ustrezajo dolo¢enim zahtevam (20).

1.6.2 Hormonski motilci

V primeru motenega in nepravilnega izlo¢anja ali delovanja hormonov se to izraza v porusenem
hormonskem ravnovesju, kar se lahko kaze na razlicne nacine. Razlogov za pojav hormonskega
neravnovesja je ve€. Lahko so endogenega izvora: starost, dedni vzroki, noseénost, kar je
posledica delovanja naravnih hormonov v telesu, ki vsebujejo estrogene (npr. estron (E1), 17pB-
estradiol (E2), estriol (E3), progesteron in testosteron) (15). Eksogenega izvora pa so hormonski
motilci (HM) — kemijske snovi (naravne, sintezne snovi ali razgradni in stranski produkti prej
omenjenih snovi), ki jih najdemo v okolju in lahko vplivajo na delovanje endokrinega sistema, ¢e
dosezZejo mejno vrednost za doseganje ucinka. Med znane HM spadajo UV filtri. Ker pa UV filtri
ob izpiranju v vodo podleZejo razgradnji, imajo lahko tudi njihovi razgradni produkti vpliv na

endokrini sistem, vendar o teh ucinkih (trenutno) Se ni veliko znanega.

12



Do endokrine motnje v telesu pride, ko se HM vezZejo na hormonske receptorje in na tak nacin
spremenijo naravni odziv telesa, posledi¢no je poruSeno ravnoteZje endokrinega sistema tako
zivali (vodnih in kopenskih) in ljudi. HM so eksogene kemijske substance, ki vplivajo in
spreminjajo delovanje endokrinega sistema, posledica ¢esar so razli¢ni ucinki v organizmu pri
izpostavljeni populaciji (definicija po US EPA; ang. United States Environmental Protection

Agency) (21).
1.6.2.1 Delovanje hormonskih motilcev

Obstajajo Stevilni mehanizmi, s katerimi lahko snovi vplivajo na delovanje endokrinega sistema.
Delujejo lahko na nivoju interakcije s hormonskimi receptorji. NajpogostejSa mehanizma HM na
tem nivoju sta agonisti¢ni in antagonisti¢ni ucinek. Agonisticen ucinek HM doseze, ko se veze na
receptor in sproZzi odziv s posnemanjem konformacije naravnega liganda. V primeru
antagonisti¢nega ucinka pa HM tekmuje z naravnim ligandom za vezavno mesto na receptoriju,
zato je prenos signala zavrt in fizioloski u¢inek preprecen. Sam ucinek vezave HM na receptor
ne sovpada nujno s stopnjo afinitete vezave na receptor. HM ima lahko zelo nizko afiniteto do
receptorja, a kljub temu povzro¢i mocan odziv. Poleg omenjenega antagonisti¢nega in
agonisti¢nega ucinka lahko HM vplivajo tudi na Stevilo hormonskih receptorjev in stopnjo

izrazanja dolo¢enega receptorja.

Drug nivo delovanja HM predstavlja vpliv na biosintezo, metabolizem, spros¢anje in odstranitev
hormonov. HM imajo najpogosteje estrogeno ali antiestrogeno aktivnost, lahko pa delujejo tudi
kot androgeni ali imajo antiandrogeno delovanje (22). Estrogeni (Zenski spolni hormoni) in
androgeni (moski spolni hormoni) so specifi¢ni steroidi, ki imajo pomembno vlogo pri
reprodukciji, nevroendokrinem sistemu in spodbujajo razvoj sekundarnih spolnih znakov.
Endogeni estrogeni so v strukturnem smislu steroidi z 18 ogljikovimi atomi in aromatskim
obroéem, na katerega je na mestu 3 pripeta hidroksilna skupina. V ¢loveskem telesu (estrogeni
so sicer znacilni Zenski hormoni, vendar so prisotni tudi pri moSkem) so prisotni trije endogeni
estrogeni: estradiol, estron in estriol (23). Primarni androgen pri moskih pa je testosteron in
uravnava delovanje spolnih organov, spermatogeneze in ima pomembno metaboli¢no

aktivnost. Biosinteza estrogenov se v endokrinih tkivih pod vplivom gonadotropinov zacne s
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holesterolom, ki se metabolizira do progesteronov (progesteron, 17a-hidroksiprogesteron,
pregnenolon) in  moskih  spolnih  hormonov  androgenov  (testosteron, 5a-
dehidroepiandrosteron, 4-androsten-3,17-dion, 5a-dihidrotestosteron, 11-ketotestosteron). Pri
obicajnih pogojih se androgeni v nadaljevanju metabolizirajo do estrogenov. Biosintezo spolnih
hormonov katalizirajo encimi v posebnih tkivih ali Zlezah. Spros¢anje hormonov urejajo
mehanizmi, nadzorovani s strani hipotalamusa in hipofize. Na sliki 4 je prikazana biosinteza

steroidnih spolnih hormonov s pripadajo¢imi encimi (23, 24).

Holesterol
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Slika 4: Biosinteza steroidnih spolnih hormonov. Encimi na sliki predstavljajo: (a) encim za cepitev stranske verige holesterola -
P450scc, (b) 17a-hidroksilaza, (c) 5-en-3B-hidroksisteroid dehidrogenaza, (d) 3-oksosteroid-4,5-izomeraza, (e) 17,20-liaza, (f)
17B-hidroksisteroid dehidrogenaza, (g) aromataza, (h) estradiol dehidrogenaza in (i) 5a-reduktaza (1).

1.7 Insilico metode za napovedovanje toksi¢nosti

Za napovedovanje toksi¢nosti spojin se poleg klasi¢nih in vitro in ter in vivo Studij vse pogosteje
uporabljajo in silico metode. lzraz in silico opisuje tehnike, ki se izvajajo s pomocjo racunalniske
simulacije. In silico metode so netestne metode in jih omogocajo posebni programi, ki
vkljuujejo (Q)SAR modele in podatkovne baze. Program lahko na podlagi kemijske strukture

spojine z racunalniskim modeliranjem, uporabo algoritmov in razlicne programske opreme
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kvantitativno in kvalitativho napove oz. predvidi fizikalno-kemijske lastnosti spojin, njihovo
aktivnost in toksikoloske lastnosti, ter tudi kakSna je usoda teh snovi v okolju (25). Metoda
modeliranja obsega 5 temeljnih korakov pri razvoju modela predvidevanja: 1) Zbiranje
podatkov o povezavi med kemijskimi snovmi in kon¢nimi to¢kami toksi¢nosti, 2) raCunanje
molekulskih deskriptorjev snovi 3) generiranje modela napovedovanja 4) ovrednotenje
natancnosti modela in dolo¢anje podrocja uporabe modela in 5) razlaga in vrednotenje
rezultatov. Napovedi, ki se nahajajo izven obmocja uporabnosti modela, so nezanesljive in jih

zato ne moremo upostevati kot uporabne (26, 27).

1.7.1 Prednosti in slabosti in silico metod

In silico metode so v primerjavi z in vitro/in vivo Studijami predvsem hitrejSe, enostavnejse in
cenejSe za uporabo. Poleg tega lahko z uporabo in silico metod nadomestimo (del) testiranja na
zivalih, kar je pod doloc¢enimi pogoji v Evropski uniji od leta 2006 dovoljeno z Uredbo REACH.

Slabost in silico metod je vprasljiva zanesljivost in to¢nost pridobljenih rezultatov. VEasih ni
jasno definiranega obmocja uporabnosti modela. Zato velja, da pri oceni tveganja in razvrs¢anju
snovi prednostno upoStevamo rezultate poskusov in meritev, dobljenimi v Studijah in vitro/in

vivo, pred rezultati, pridobljenimi z in silico metodami s pomocjo QSAR modelov (27, 28).

1.7.2 In silico metode za napovedovanje ekotoksikoloskega vpliva

In silico metode uporabljamo tudi za napovedovanje usode snovi v okolju in njihovo
ekotoksiénost, saj so v najvecji meri odvisni od fizikalno-kemijskih lastnosti snovi. Temeljne
lastnosti snovi, ki vplivajo na usodo snovi v okolju in so klju¢ne za pravilno in silico napoved
preko QSAR modela, so: molekulska masa snovi, topnost, konstanta ku, parni tlak, logP in
sposobnost biodegradacije. Z upostevanjem teh lastnosti se lahko z in silico metodami napove
hitrosti biodegradacije, pridobi informacije o BCF faktorju, o kronic¢ni in akutni toksi¢nosti (LCso
in LDso) za razlicne Zivalske vrste (za ribe, cebele, plankton, glodavce), bioloski aktivnosti snovi in
njihovi nagnjenosti k nalaganju in akumuliranju v organski snovi (v sedimentu, blatu ali vodi)
(25, 27).

Trenutno je dostopnih veliko Stevilo programov, ki omogocéajo in silico napoved

(eko)toksikoloskih lastnosti: program VegaNIC (https://www.vegahub.eu/), Endocrine
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Disruptome(http://endocrinedisruptome.ki.si/), T.E.S.T. (The Toxicity Estimation Software Tool),

Pass (http://www.akosgmbh.de/pass/), Meteor Nexus, ToxCast in Tox21 in ostali programi.

16


http://endocrinedisruptome.ki.si/
http://www.akosgmbh.de/pass/

2 Nacrtzadelo

Vnos UV filtrov v vodno okolje, njihova razgradnja in posledi¢no vnos teh razgradnih produktov
v Clovesko telo so procesi, katerim se ob tako obsezni in vsesplo$ni uporabi UV filtrov ne
moremo izogniti. Obstaja velika vrzel v eksperimentalnih podatkih o usodi UV filtrov v okolju in
produktih, na katere lahko ti razpadejo. Po pregledu razpoloZljive literature smo ugotovili, da je
toksikoloski profil razgradnih produktov vecine UV filtrov (razen nekaj izjem) v vecji meri Se
neraziskan ali pa so podatki pomanjkljivi, saj je takSne ucinke tezko in dolgotrajno preucevati s
pomocjo in vitro in in vivo studij. V okviru naloge bomo zato s pomocjo in silico metod najprej
predvideli okoljsko usodo preiskovanih UV filtrov in razgradnih produktov, raziskali
ekotoksikoloski profil z napovedjo akutne toksi¢nosti (LCso) ter napovedali njihovo endokrino
delovanje. Nato pa bomo na podlagi dobljenih rezultatov ocenili, kateri UV filtri in njihovi
razgradni produkti so s staliS¢a varnosti najbolj pomembni za nadaljevanje raziskovanje tako z in

silico, kot z in vitro/in vivo raziskavami.

V sklopu magistrske naloge bomo:

o pregledali razpoloZljive literaturne podatke o uporabljenih UV filtrih in razgradnih
produktih, ki so posledica razgradnih reakcij halogenacije.

e S programom VegaNIC bomo ocenili ekotoksikoloski profil UV filtrov in razgradnih
produktov. Z modelom Daphnia Magna LCso 48h (EPA) bomo napovedali vrednosti
smrtne koncentracije LCso za planktonsko vrsto rakca Daphnia Magna (Velika vodna
bolha), ter tako sklepali na akutno toksi¢nost snovi. Zanimalo nas bo tudi, kakSen vpliv
ima logP na spremembo LCsg.

e S programom VegaNIC bomo ocenili usodo UV filtrov in razgradnih produktov v okolju. Z
modelom Ready Biodegradability model (IRFMN) bomo dolocili verjetnost bioloSke
razgradnje glede na parameter P/vP. Z modelom Persistence (sediment) model (IRFMN)
bomo ocenili verjetnost biokoncentracije UV filtrov in razgradnih produktov v organski
snovi sedimenta. Z modelom BCF Model (CAESAR) pa bomo pridobili podatke o faktorju
bioakumulacije (BCF), iz katerega bomo sklepali, ali lahko raziskovane snovi preko

prehranjevalne verige stopijo v ¢lovesko telo.
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S programoma VegaNIC in Endocrine Disrupome bomo ocenili in napovedali endokrino
toksi¢nost na podlagi verjetnosti vezave UV filtrov in razgradnih produktov na dolocene
jedrne receptorje. Pozorni bomo predvsem na razgradne produkte, ki bi zaradi vecje
verjetnosti vezave lahko imeli bolj izrazit endokrini uc¢inek, kot izvorni UV filter.

S pomocjo zbranih podatkov o okoljskem vplivu, ekotoksikoloskih podatkih in endokrini
toksi¢nosti bomo ocenili, kaksni so ucinki razgradnih produktov UV filtrov na ljudi in ali
bi lahko bili potencialni hormonski motilci. Dolocili bomo najbolj varen in najbolj
toksi¢en UV filter. Dobljene rezultate in ugotovitve bomo ovrednotili in primerjali z

literaturnimi podatki raziskav, ki so bile izvedene in vitro in in vivo.
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3 Metode in materiali

V nalogi smo se osredotodili na raziskovanje usode UV filtrov po prehajanju v vodno okolje. To
podrocje je bilo v preteklih letih precej skopo raziskano, vendar pa je v zadnjih letih naraslo
zanimanje o usodi UV filtrov, ko preidejo v okolje. Povecalo se je Stevilo raziskav, ki preucujejo
koncentracije UV filtrov v okolju, ali se lahko bioakumulirajo, ali imajo lahko njihovi razgradni
produkti ucinke na ljudi in Zivali itd. Zato smo na zacetku pisanja naloge najprej naredili pregled
razpolozljive literature na to tematiko. Tako smo pridobili informacije, kateri UV filtri podlezejo
razgradnji ob prisotnosti reaktivnih halogenih spojin in kaksni razgradni produkti nastanejo. Ob
pregledu literature smo ugotovili, da so pri vecini UV filtrov uspeli dokazati nastanek mono- ali
dikloriranih produktov. Ker pa najdemo v vodi naravno prisoten tudi brom, poleg tega pa je za
zagotavljanje mikrobioloske kakovosti bazenske vode vse pogosteje kot dezinfekcijsko sredstvo
uporabljen tudi brom, smo pri vsakem UV filtru predvideli Se mono- in dibromirane razgradne
produkte. Na podlagi pridobljenih informacij iz literaturnih virov ter predvidenih razgradnih
produktov smo v nalogo vkljucili 9 UV filtrov iz 6 strukturno razli¢nih skupin UV filtrov:

1. SALICILATI

e Benzil salicilat (BZS) - elektrofilna aromatska substitucija (Cl-, Br’); st. RP=4 (18)

e Fenil salicilat (PS) - elektrofilna aromatska substitucija (Cl, Br); $t. RP=4 (18)

e Etilheksil salicilat (EHS) - elektrofilna aromatska substitucija (Cl, Br’); st. RP=4 (18)

2. BENZOFENONI

e Benzofenon-3 (BP3) - elektrofilna aromatska substitucija (Cl, Br’), oksidacija, cepitev vezi;
&. RP=9 (13, 29)

e Benzofenon-4 (BP4) - elektrofilna aromatska substitucija (Cl, Br’), oksidacija, cepitev vezi;
&t. RP=9 (30)

3. DERIVATI PABA

e Etilheksil dimetil PABA (EDPABA) - elektrofilna aromatska subst. (CI-, Br); st. RP=4 (31)

4. DERIVATI DIBENZOILMETANA

e Butil metoksidibenzoilmetan(BMDM)-elektrofilna aromatska subst. (Cl, Br’); st. RP=4 (32)

5. CINAMATI

e 2-etilheksil-4-metoksicinamat(EHMC) - elektrofilna aromatska subst.(Cl, Br’); st.RP=4 (33)

6. DERIVATI KAFRE

e A-metilbenziliden kafra (4-MBC) - elektrofilna aromatska substitucija (Cl", Br’); St. RP=4 (18)
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V preglednici Il so prikazani vsi preucevani UV filtri s pripadajo¢o strukturno formulo, SMILES

kodo in CAS stevilko.

Preglednica Il: Preucevani UV filtri s strukturno formulo, SMILES kodo in CAS stevilko.

SALICILATI

Benzil salicilat (BZS) Fenil salicilat (PS) Etilheksil salicilat
(EHS)
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3.1 Uporabljeni racunalniski programi

V nadaljevanju naloge smo s pomocjo izbranih rac¢unalniskih programov ovrednotili izbrane UV
filtre in njihove razgradne produkte in silico. Za analizo smo uporabili dva racunalniska

programa: Endocrine Disruptome in VegaNIC. Oba sta prosto dostopna na spletu.

3.1.1 Program VegaNIC

VegaNIC je program, ki po namestitvi na racunalnik deluje s pomocjo prenosljivega
programskega jezika Java in za uporabo ne zahteva spletne povezave ter podatkov ne prenasa
preko interneta. Rezultati so podani v formatu csd ali pdf. Razvili so ga v sklopu platforme VEGA
HUB v Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri v Milanu (Italija). Program VegaNIC je

dostopen za brezplacen prenos na povezavi: https://www.vegahub.eu/.

Program nam ponuja moznost izbire med 4 skupinami modelov za napoved toksikoloSkih
lastnosti (12 modelov), ekotoksikoloskih lastnosti (5 modelov), okoljski vpliv (7 modelov) in
fizikalno-kemijske lastnosti izbranih spojin (3 modeli). Modeli temeljijo na razli¢nih podatkovnih
bazah. Program nam ponudi kvalitativne ali kvantitativno razvrstitev izbranih spojin (odvisno od

modela). V nalogi smo uporabili naslednje modele:

TOKSICNOST:
e Estrogen receptor Relative Binding Sffinitx model (IRFMN); za napoved endokrine

toksicnosti.

EKOTOKSICNOST:

e Model Daphnia Magna LC50 48h (EPA); za napoved akutne toksi¢nosti preko LCso.

OKOLJSKI VPLIV:
e Persistence (sediment) model (IRFMN); za napoved odpornosti proti biodegradaciji in
obstojnosti v sedimentu.
e Ready Biodegradability model (IRFMN); za napoved verjetnosti bioloske razgradnje.

e Model BCF: za napoved faktorja biokoncentracije.
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3.1.2 Program Endocrine Disruptome

Program Endocrine Disruptome je racunalniski program, s katerim lahko napovedujemo
endokrine ucinke izbranih spojin. Razvili so ga leta 2014 na Fakulteti za Farmacijo v sodelovanju
s Kemijskim institutom v Ljubljani. Do programa lahko brezplatno dostopamo na naslovu:

http://endocrinedisruptome.ki.si/.

Program deluje na platformi DoTS — Docking interface for Target Systems, ki uporablja program
AutoDock Vina za napoved sidranja preucevanih spojin v predhodno validirane strukture
ligandov. Analizirano spojino lahko nariS$emo s pomocjo programa ChemDoodle Sketcher ali jo
vnesemo Vv obliki SMILES kode. Mi smo pri izdelavi naloge vse UV filtre in njihove razgradne
produkte narisali s pomocjo programa in tako dobili tudi SMILES kode vseh UV filtrov in
razgradnih produktov. Program poleg napovedi afinitete vezave na receptorje izraCuna Se
naslednje lastnosti spojine: molekulsko maso (MW), Stevilo akceptorjev vodikove vezi (HBA),
Stevilo donorjev vodikove vezi (HBD), lipofilnost (LogP) in polarnost molekule (TPSA). Za

namene naloge smo v nalogi upostevali LogP vrednosti.

Program nam poda afiniteto vezave za 12 receptorjev:

e Androgenski receptor (AR) — naravna liganda sta testosteron in dihidrotestosteron

e Estrogenski receptor alfa (ER a) — naraven ligand je 17B-estradiol

e Estrogenski receptor beta (ER B) — naravni ligandi so 17B-estradiol, fitoestrogeni, 5a-
androstan-3[3,17B-diol

e Glukokortikoidni receptor (GR) — naravni ligandi so glukokortikoidi (endogeni: kortizol,
kortikosteron)

e Jetrna X receptorja alfa in beta (LXR ain LXR B) — naravni ligandi so oksisteroli

e Receptoriji, aktivirani s proliferatorjem peroksisomov (PPAR a, PPAR B, PPAR y) — vezava
proliferatorjev peroksisomov

e Retinoidni X receptor alfa (RXR a) — naravni ligand je retinojska kislina

e Tiroidna receptorja (TR a in TR B) — naravni ligand je trijodtironin (20).

Za receptorje AR, ERa, ERB in GR program napove vezave za dve razlicni konformaciji, na
agonisti¢no in antagonisticno konformacijo (oznaka »an« poleg receptorja). Rezultati napovedi
so obarvani glede na stopnjo verjetnosti vezave: rezultati z - imajo najvisjo verjetnost
vezave, z oranzno imajo visoko verjetnost, z rumeno srednjo verjetnost in z zeleno nizko
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verjetnost vezave na analizirani receptor. Rezultati so podani Se kvantitativno s Stevilkami, ki
pomenijo vrednost proste energije vezave, izrazene v kcal/mol in so doloc¢ene za vsak receptor
posebej. Bolj kot je Stevilka negativna, vecja je verjetnost vezave spojine na receptor (Slika 5)

(20).

Docking prediction "mlewfksnfl"

@ STRUKTURNA FORMULA
O z G ANALIZIRANE SPOJINE
I
SMILES: cciclecct)C(=0)0Cctccccc)0 SMILES KODA
Name: - SPOJINE

Properties &

Mw HBA HBD LogP TPSA Rot.

LASTNOSTI SPOJINE

22829 4 1 275 46.53 5

PAINS: Not found

1ZRACUNANE ENERGUE
VEZAVE NA POSAMEZNE

RECEPTORIE
s [
Cemn me s

Predictions* <

TRE:-60 LEGENDA AFINITETE

robability of binding: T R IETNOSTI VEZAVE

Slika 5: Prikaz rezultatov programa Endocrine Disruptome

3.2 Pregled baz podatkov

3.2.1 PubChem

PubChem je podatkovna zbirka spojin in drugih snovi, ki jo vzdriuje Narodni center
biotehnoloskih informacij. Podatkovna zbirka PubChem je prosto dostopna na spletni strani

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/. VkljuCuje informacije iz treh podatkovnih baz: PubChem

Substance (informacije o spojinah), PubChem Compound (informacije o strukturi spojin) in
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PubChem BioAssay (informacije o bioloski aktivnosti spojin). Na osnovi kemijskega imena UV
filtra smo s pomocjo podatkovne zbirke podatkov PubChem pridobili informacije o sinonimih, ki
se uporabljajo za doloéen UV filter ter podatke o IUPAC imenu, strukturni in molekulski formuli,

CAS Stevilki in podatke o toksi¢nosti izbranih UV filtrov (34, 35).

3.2.2 Academic Search Complete in PubMed

Preko podatkovnih zbirk Academic Search Complete in PubMed smo pregledali literaturo
dostopno na medmreZju na temo razgradnje UV filtrov v prisotnosti reaktivnih halogenih spojin.
Do zbirke Academic Search Complete smo dostopali preko uporabniskega vmesnika EBSCOHost,
PubMed pa je brezplacna zbirka podatkov dostopna vsem uporabnikom. Obe bazi podatkov

smo uporabili z namenom pridobiti ¢lanke, ki vsebujejo informacije:

e kateri UV filtri podleZejo razgradnji ob prisotnosti reaktivnih halogenih spojin,
e kaksni razgradni produkti nastanejo ob razgradnji UV filtrov,

e kaksne so znane koncentracije v okolju, Zivalih in ljudeh,

e katere poti vnosa v ¢lovesko telo so mogoce,

e kaksni so do sedaj znani endokrini ucinki preucevanih UV filtrov.

Iskanje literature smo omejili s klju¢nimi besedami (degradation products of UV filters,
chlorination, bioconcentration of UV filters, UV filters bioaccumulation in fish, concentrations of
UV filters in water, in silico prediction of endocrine activity, ecotoxicological effects of UV filters

ipd.). Osredotoceni smo bili na ¢lanke, ki so bili zadnji objavljeni na iskano temo.
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4 Rezultati in razprava

4.1 Mehanizmi razgradnje UV filtrov

Iz literaturnih podatkov smo najprej zbrali informacije, preko katerih mehanizmov poteka
razgradnja preucevanih UV filtrov, na katerem mestu/mestih potece reakcija ter kateri so mozni
razgradni produkti. Rezultati so predstavljeni v preglednici lll. Pri vseh UV filtrih potece reakcija
elektrofilne aromatske substitucije kot primarni mehanizem razgradnje, pri benzofenonih, ki
imajo v svoji strukturi ketonsko skupino, pa potece oksidacija do estra, kateri sledi Se cepitev

estrske vezi.

Za vsako spojino smo s program Endocrine Disruptome izrac¢unali Se vrednost LogP. Opazimo,
da se s halogeniranjem vrednosti logP razgradnih produktov vseh UV filtrov povisajo.
Dihalogenirani produkti imajo ne glede, ali potece reakcija s klorom ali bromom visje vrednosti
logP kot monohalogenirani produkti. Benzofenonom, pri katerih potece Se reakcija oksidacije,
se logP le minimalno spremeni. Razgradni produkti, ki so posledica razgradnje estrske vezi, pa

imajo niZji logP od osnovnega UV filtra.

Preglednica Ill: Tabela proucevanih UV filtrov z opisom reakcij in napovedanimi razgradnimi produkti.

; ; Oznaka RP
UV filtri in moZne reakcije razgradnje Razgradni produkti
SMILES koda Log P
I. SALICILATI
Benzil salicilat (BZS) BZS-R1

OH
C14H1203 \/@
O —
LogP=2,75 LogP=3,40

c1(c(c(ccc1)C(=0)0
Cclcceecl)O)Cl

BZS-R2

OH
O\/@
LogP=4,06

c1(c(c(cc(c1)Cl)C(=0)OCclcccecl)O)Cl
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Elektrofilna aromatska

Br

BZS-R3

substituciia OH
A 0. LogP=3,51
\::d O
o c1(c(c(ccc1)C(=0)0Cclceeccl)O)Br
OH Bi BZS-R4
I?‘ OH
[
T
[ O\/@ LogP=4,27
Elektrofilna aromatska Br
substitucija
c1(c(c(ce(c1)Br)C(=0)OCclcccecl)O)Br
SMILES:
clc(c(ccecl)C(=0)OCclcccecl)O
PS-R1
. . . OH
Fenil salicilat (PS)
0 =
C13H1003 \© LogP=3,42
LogP=2,61
c1(c(cccclCl)C(=0)0clcceccl)O
Elektrofilna aromatska PS-R2
substitucija OH
Y
‘::J 0 LogP=3,92
OH
0 c1(c(cc(cc1Cl)Cl)C(=0)Oclcccecl)O
A
'! Br PS-R3
7
: OH
Elektrofilna aromatska
substitucija 0] LogP=3,37
c1(c(c(ccc1)C(=0)0c1cccccl)O)Br
SMILES: (c(c(cec1)C(=0) )0)
Br PS-R4
¢1(c(ccecc1)C(=0)Oclcccccl)O OH
Br O\/@ LogP=4,14

c1(c(c(cc(c1)Br)C(=0)0clcccccl)O)Br
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Etilheksil salicilat (EHS)

HO O CHj
\@LO
CHs

EHS-R1

CisH2203
LogP=3,77 LogP=4,42
c1(c(cccclCl)C(=0)0Ccc(ccece)ce)o
Elektrofilna aromatska HO 0 EHS-R2
substituciia 1
5\ 0
\ HO 0 LogP=5,07
1
A
N 0
Y c1(c(ce(cclCl)Cl)C(=0)0CC(CCCC)CC)O
1
i EHS-R3
HO 0O
Elektrofilna aromatska B
substitucija [ )
LogP=4,53
SMILES: c1(c(ccec1Br)C(=0)OCC(CCCC)CC)O
CCCCC(CC)COC(=0)clccccclo EHS-R4
HO (@]
Br
O
r{\ LogP=5,29
Br
c1(c(cc(cc1Br)Br)C(=0)OCC(CCCC)CC)o
Il. BENZOFENONI
HO 0 BP3-R1
Benzofenon-3 (BP3)
HaC ~0 LogP=3,29
C14H1203
LogP=2,63
& c1(c(cce(c1Cl)OoC)C(=0)clcccecl)o
HO O BP3-R2
H:»C«.O g G LogP=3,94
c1(c(cc(c(c1Cl)OC)Cl)C(=0)clcccccl)O
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Cepitev vezi
Elektrofilna aromatska . R
substitucija H
! L
Oksidacija
. Ho 1o
\\:A V A’
~0 O ©

gﬂlﬂgﬂl;,t_rﬂgjﬂlig aromatska
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0
‘o

BP3-R3

LogP=3,93
c1(c(cc(c(c1Cl)OC)Cl)C(=0)0clceeccl)O
: BP3-R4
j@: LogP=4,58
C1(=C(C(=C(C(=C1C(=0)0C2=CC=CC=C2)Cl)
cl)oc)cl)o
HO 0 BP3-R5
Br
H:fC\\[:J O G LogP=3,39
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c1(c(c(c(c(c1Cl)OC)S(=0)(=0)[0-
1)Cl)C(=0

Benzofenon-4 (BP4) HO O BP4-R1
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H
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c1(c(c(c(c(c1S(=0)(=0)[0])Br)C(=0)clcccec
1)0)Br)OC

OH O BP4-R7
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Elektrofilna aromatska

c1(c(cce(c1)C(=0)OCC(CC)CCCC)N(C)C)Br

substitucija EDPABA-R4
“\\ 4
A |
N
™~ LogP=5,65
0
R
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0O OH
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g - ‘
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VI. DERIVATI KAFRE
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Elektrofilna aromatska

substitucija f LogP=5,32
4 o
> [
N
\
O f:\ clc(c(c(ccl/C=C\1/C2CCC(C1=0)C2(C)C)ClCc)cl
]
E 4-MBC-R3
Elektrofilna aromatska
substitucija
LogP=4,78
SMILES: Z Br
clec(cee1/C=C\1/C2CCC(C1=0)C2(C)C)C N\
clc(c(ceec1/C=C\1/C2CCC(C1=0)C2(C)C)C)Br
4-MBC-R4
LogP=5,54

clc(c(c(cc1/C=C\1/C2CCC(C1=0)C2(C)C)Br)C)Br

4.2 Usoda UV filtrov in razgradnih produktov v okolju

Da bi lahko napovedali toksi¢nost UV filtrov in halogeniranih razgradnih produktov, smo Zeleli

najprej pridobiti podatke, kaksna je njihova usoda po prehodu v okolje.

S programom VegaNIC smo preko 3 modelov napovedali:
e verjetnost bioloSke razgradnje - Ready Biodegradability model (IRFMN),
e odpornost proti biodegradaciji in obstojnost v sedimentu — Persistence (sediment)
model (IRFMN),
o faktor biokoncentracije — model BCF (CAESAR).
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4.2.1 Program VegaNIC - Persistence (sediment) model (IRFMN) in Ready
Biodegradability model (IRFMN)

S programom VegaNic z modelom Persistence (sediment) model (IRFMN) smo napovedali,
kak$na je obstojnost UV filtrov in razgradnih produktov v organski snovi sedimenta. Model na
osnovi fizikalno kemijskih lastnostih in podatkov o razpolovnih ¢asih snovi poda kvalitativno
oceno obstojnosti v doloéenem okolju (v sediment v nasem primeru). S tem dobimo
informacijo, v kolikSni meri je snov odporna na biodegradacijo. Kriterij za obstojnost (P) v

sedimentu znasa ti/2s >120 dni, za zelo obstojno snov (vP) pa ti/2 > 180 dni (36).

Z modelom Ready Biodegradability model (IRFMN) smo napovedali, kaksna je stopnja
biorazgradljivosti snovi v okolju. Model temelji na podatkih, pridobljenih iz presejalnih testov

bioloske razgradljivosti (OECD TG 301C test) (37).

Oba modela Ready Biodegradability model (IRFMN) in Persistence (sediment) model (IRFMN)
razvrstita spojino v enega izmed Stirih razredov, kot je prikazano na sliki 6. Ob tem podata Se
informacijo, kako zanesljiva je bila napoved - visoka (*** - spojina se nahaja v obmocju
uporabnosti modela), srednja (** - spojina se lahko nahaja izven obmocdja uporabnosti) ali nizka

zanesljivost (* - spojina se nahaja izven obmocja uporabnosti) (slika 6):

Persistence (sediment) model Ready Biodegradability model
(IRFMN) 1.0.0 (IRFMN) 1.0.9
Snov ni obstojna. I:l Lahko biorazgradljiva snov.
Snov je na mejni vrednosti med neobstojno/obstojno. I:l Biologka razgradnja snovi je mogoca.
Snov je na mejni vrednosti med obstojno/zelo obstojno. I:l Biolotka razgradnja snovi je malo mogoda.

! Snov je zelo obstojna. ! Snov ni biorazgradljiva.

Slika 6: Klasifikacija modelov Ready Biodegradability model (IRFMN) in Persistence (sediment) model (IRFMN).
4.2.1.1 Persistence (sediment) model (IRFMN)

S programom Persistence (sediment) model (IRFMN) smo pridobili podatke, kako obstojna je

snov v recnem sedimentu. Rezultate smo prikazali v preglednici V v naslednjem poglavju, skupaj
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z rezultati o biorazgradljivosti snovi (Ready Biodegradability model (IRFMN)). Rezultati napovedi
obstojnosti UV filtrov in razgradnih produktov v sedimentu prikazujejo raznolike rezultate,
vendar je samo 38 % rezultatov v obmocju visoke ali srednje zanesljivosti, preostali rezultati (62

%) pa so izven obmocja uporabnosti ali pa celo ni dovolj podatkov na voljo za razvrstitev (n/a).

Na sliki 7 smo graficno prikazali vrednosti logP vseh devetih UV filtrov in njihovih mono- in
dikloriranih produktov, saj je to najpomembnejsi parameter, ki dolo¢a obstojnost UV filtra v
organski snovi v sedimentu kot tudi v mas¢obnem tkivu organizmov. Izbrali smo samo klorirane
razgradne produkte, ker so njihove logP vrednosti zelo podobne tistim od bromiranih

razgradnih produktov.

LogP izvornih UV filtrov in njihovih kloriranih RP
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UV filtri in njihovi mono- in diklorirani produkti

Slika 7: 1zraCunane LogP vrednosti za UV filtre in njihove mono- in diklorirane produkte.

Kot je razvidno iz grafa na sliki 7, se logP povecuje s stopnjo substitucije — diklorirani produkti
vseh UV filtrov imajo za eno enoto vedji logP od osnovnih UV filtrov. Glede na vrednosti logP
smo pricakovali najvecjo obstojnost v sedimentu za EHMC (logP=4,47) in 4-MBC (logP=4,4) in za
njune diklorirane produkte, najmanjSo obstojnost pa za oba benzofenona in BZS, saj imajo logP
<3. Rezultati za obstojnost v sedimentu, napovedani s programom Persistence (sediment)
model (IRFMN), so prikazani v preglednici V, skupaj z rezultati za Ready Biodegradability model
(IRFMN).
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Program je spojine razvrstil drugace od nasih predvidevanj: EHMC in vsi njegovi mono- in di-
halogenirani razgradni produkti so razvr$ceni v razred nP/P, 4-MBC pa je opredeljen kot
neobstojen (AP) — za oba smo, vsaj glede na visoke vrednosti logP, pricakovali najvisjo
obstojnost v sedimentu. BZS in njegovi razgradni produkti so uvrs¢eni v razred nP/P, BP3 je v
razredu P/vP, mono- in diklorirana produkta pa se uvr3¢ata med zelo obstojne snovi (.)— za
oba smo, glede na nizke vrednosti logP, pri¢akovali najniZjo obstojnost. Za BP4 ni dovolj
podatkov za razvrstitev, razen za razgradna produkta BP4-R8 in BP4-R9, ki sta uvrs¢ena v razred
.. Dobljeni rezultati se v vecini ne skladajo z literaturnimi podatki, ki pravijo, da se z visjim logP
poveca tudi obstojnost v okolju (38). Posledi¢no smo zaradi povisanja logP pri vseh razgradnih
produktih pri¢akovali uvrstitev v razred z vec¢jo obstojnostjo od izvornega UV filtra. Rezultate

smo prikazali v preglednici IV.

Preglednica IV: Preglednica razgradnih produktov, ki so bolj obstojni od izvornih UV filtrov in UV filtrov, katerih obstojnost se z
razgradnjo ne poveca.

Razgradni produkti, ki so bolj obstojni UV filtri, pri katerih se obstojnost v
glede naizvorni UV filter sedimentu z razgradnjo ne poveca

BP3 P/vP BZS nP/P
BP3-R1- monokloriran RP EHS nP/P
BP3-R2- dikloriran RP
BMDM nP/P EDPABA nP/P
BMDM-R1 -monokloriran RP P/vP EHMC nP/P
PS nP/P 4-MBC nP
PS-R2 - dikloriran RP BP4 n/a
PS-R4 -dihalogeniran RP

Glede na izvorni UV filter so v organski snovi sedimenta bolj obstojni razgradni produkti
naslednjih UV filtrov: BP3 (mono- (BP3-R1) in dikloriran produkt (BP3-R2) — oba .), BMDM
(monokloriran produkt (BMDM-R1) — razred P/vP) in PS (dikloriran (PS-R2) in dihalogeniran
produkt (PS-R4) — oba .). Za ostale UV filtre (BZS, EHS, EDPABA, EHMC, 4-MBC) je program
njihovim razgradnim produktom napovedal enako obstojnost v okolju kot izvornemu filtru, kljub
povisanju logP, kar ni v skladu z literaturnimi podatki, ki navajajo, da se s poviSanjem logP

poveca tudi obstojnost v sedimentu.
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4.2.1.2 Ready Biodegradability model (IRFMN)

S programom Ready Biodegradability model (IRFMN) smo pridobili podatke o biorazgradljivosti
UV filtrov in njihovih razgradnih produktov. Rezultati so prikazani v preglednici V. Program je
napovedal 67 % podatkov z visoko ali srednjo zanesljivostjo. Samo en UV filter — BZS je bil
razvrscen kot lahko biorazgradljiv. Bioloska razgradljivost je mogoca Se pri PS. Vsi ostali UV filtri
so uvrs¢eni med biolosko nerazgradljive snovi, kar je v skladu z nasimi pri¢akovanji. UV filtri so
odporni na biodegradacijo zaradi fizikalno kemijskih lastnosti kot so: lipofilne lastnosti, visoke
logP vrednosti in visoke vrednosti porazdelitvenega koeficienta Koc (Koc ve€ine UV filtrov je nad

vrednostjo 2000) (4).

Pri BZS in PS smo opazili, da s halogeniranjem postajajo razgradni produkti vedno manj
biorazgradljivi, kar je v skladu s pri¢akovanji, saj imajo te spojine visji logP (Slika 7). Pri ostalih
UV filtrih, ki so Ze sami bioloSko nerazgradljivi, imajo enake lastnosti tudi razgradni produkti. Pri

EHMC postaneta oba razgradna produkta po cepitvi estrske vezi bolj biorazgradljiva.
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Preglednica V: Rezultati programov VegaNIC za napoved obstojnosti v sedimentu z modelom Persistence (sediment) model
(IRFMN) 1.0.0 in napoved verjetnosti biorazgradnje z modelom Ready Biodegradability model (IRFMN) 1.0.9. Legenda: barve
kvadratkov predstavljajo razred, v katerega je bila spojina razvrscena, kot je razloZeno na sliki 6. Zvezdice opredeljujejo
zanesljivost napovedanega rezultata: *** Visoka zanesljivost, ** Srednja zanesljivost, * Nizka zanesljivost, n/a — na voljo ni
dovolj podatkov za napoved.

Persistence

np/p *=*

WV filter in | (sediment) ) Ready -
) Biodegradabilit
razgradni model y model
produkti (IRFMIN)
10.0 (IRFMN) 1.0.9
BZ5 npP/p ** %
BZS-R1 np/p ** S
BZ5-R2 np/p **
BZ5-R3 nk/p *
BZ5-R4 np/p *
PS np/p ** EEE:
np/p ***

EHS-R1 nP/p ***
EHS-R2 np/p *+*
EHS-R3 np/p **
EHS-R4 nP/p **

P/vP **

nP/P *

BP3-R3 P/up ***
BP3-R9 Pfup ==
BP4 nfa
BP4-R1 nfa
BP4-R2 nfa
BP4-R3 nfa
BP4-R4 nfa
BP4-RS nfa
BP4-RG nfa

nfa
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Persistence

UV filter in .

) (sediment)
razgradn.l model
produkti | PEMIN 1.0.0

EHDPABA np/p ***
EHDPABA-R1 np/p ***
EHDPABA-R2 np/p ***
EHDPABA-R3 np/p ***
EHDPABA-R4 np/p ==
EHDPABA-RS np/p ==

BMDM nP/p **

BMDM-R1 P/uP *
BMDM-R2 n/a
BMDM-R3 nP/p *
BMDM-R4 n/a
EHMC nP/p *
EHMC-R1 nP/p *
EHMC-R2 np/p *
EHMC-R3 np/p *
EHMC-R4 np/p *
4-MBC np *
4-MBC-R1 np *
4-MBC-R2 np *
4-MBC-R3 np *
4-MBC-R4 np *

Ready
Biodegradability
model (IRFMN)
1.0.9




V raziskavi Spanskih rek je Gago-Ferrero s sodelavci raziskoval prisotnost razlicnih UV filtrov v
recnem sedimentu na 20 razlicnih lokacijah. Ker se v sedimentu snovi nalagajo skozi daljse
obdobje, je to primeren pokazatelj onesnazenosti vode, iz katerega lahko sklepamo o snoveh, ki
koncentracijah). Z UPLC in MS/MS metodo so preverjali prisotnost 8 UV filtrov: 4DHB, 4HB, BP1,
OC, BP3, 4-MBC, EHMC, EDPABA (zadnje Stiri smo uporabil tudi v nasi magistrski nalogi).
Rezultati so podani v ng na gram mascobnega tkiva. Prisotnost UV filtrov so zasledili v kar 95 %
analiziranih vzorcih sedimenta. Zasledili so pet UV filtrov (OC, EDPABA, EHMC, BP3 in 4DHB).
vzorcev s koncentracijami do 24 x 102 ng/g. V niZjih koncentracijah (4,4 — 27 ng/g) so v 60-65 %
analiziranih vzorcih zasledili EDPABA in BP3. EHMC so zasledili v 35 % vzorcih v koncentraciji od

Ve

4-MBC, BP1 in 4HB niso zasledili (38).

Glede na dobljene rezultate z modelom Ready Biodegradability model smo ocenili, da je BP3

eden izmed najmanj biorazgradljivih UV filtrov, saj je to tudi edini UV filter, za katerega

obstajajo eksperimentalni podatki v bazi programa VegaNIC, ki potrjujejo, da se BP3 v
sedimentu ne razgrajuje, to pa potrjuje tudi prej omenjena raziskava, saj so BP3 zasledili v 60-65
% analiziranih vzorcih sedimenta (38). Program je z veliko verjetnostjo napovedal najvecjo
obstojnost vecini razgradnim produktom BP3 (BP3-R1, BP3-R2, BP3-R4, BP3-R5 in BP3-R6-snov
ni biorazgradljiva, BP3-R3-snov je lahko biorazgradljiva). Prisotnost BP3 so v Stevilnih raziskavah
dokazali v vodnem okolju pa tudi v ¢loveskem urinu, serumu in materinem mleku. BP3 ima
dokazan ekotoksikoloski vpliv, saj ima Skodljive ucinke na koralne grebene. Dokazano ima tudi
endokrine ucinke (antiandrogeno in antiestrogeno delovanje), zato se uporaba varovalnih
izdelkov s tem UV filtrom v zadnjem c¢asu vse bolj odsvetuje, Se zmeraj pa je uvrs¢en med

dovoljene filtre (5).
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4.3 Program VegaNIC - model BCF (CAESAR)

S programom VegaNIC z modelom BCF smo napovedali faktor biokoncentracije (BCF) za
analizirane UV filtre in razgradne produkte. Program nam poda informacijo o vrednosti BCF za

ribe, podanih v enoti log (L/kg). Spojina je lahko razvrséena v 3 skupine:

» log BCF < 2,7: Spojina ni bioakumulativna,
» log BCF med 2,7 in 3,3: Spojina je lahko bioakumulativna,

» log BCF > 3,3: Spojina je bioakumulativna.

Rezultate smo grafi¢no prikazali na spodnjih dveh slikah (slika 8 in slika 9). Na sliki 8 smo
prikazali UV filtre iz skupine salicilatov (BZS, PS, EHS), benzofenonov (BP3, BP4) in derivatov
kafre (4-MBC).Na sliki 9 smo prikazali rezultate za UV filtre: EDPABA, BMDM in EHMC.

Rezultati napovedi faktorja BCF so nasledniji:

e Najvisje BCF vrednosti imajo 4-MBC in njegovi razgradni produkti. Razgradni produkt 4-
MBC-R2 je edini, ki ima logBCF visji od 2,7, in se zato uvrs¢a med spojine, ki so lahko
bioakumulativne.

e Vse ostale logBCF vrednosti ostalih UV filtrov in RP so pod mejo 2,7, kar pomeni, da jih je
program opredelil kot spojine, ki se ne koncentrirajo v mas¢obnem tkivu.

e BP4 ima izrazito niZji logBCF faktor od preostalih UV filtrov.

EU REACH smernice razvrséajo snovi glede na vrednosti BCF faktorja v dva razreda: snovi z BCF >
2000 spadajo v razred B (ang. bioaccumulative); snovi z BCF > 5000 spadajo v razred vB (ang.
very bio-accumulative), ki imajo zelo veliko nagnjenost k bioakumulaciji (39). Literaturni podatki
za vrednosti BCF za UV filtre: EHS, EDPABA, EHMC, 4-MBC iz preglednice | (Uvod; 1.2.2
Parametri, ki vplivajo na usodo UV filtrov v okolju) uvrscajo tri UV filtre (EHS, EDPABA, 4-MBC) v
razred B, EHMC pa celo v razred vB, oba benzofenona (BP3 in BP4) pa med spojine, ki se ne
bioakumulirajo. Napovedane BCF vrednosti s programom VegaNIC so precej niZje v primerjavi z
literaturnimi podatki, saj je program vse UV filtre opredelil kot snovi, ki se ne bioakumulirajo.

Literaturni podatki se ujemajo z napovedanimi za oba benzofenona (BP3 in BP4), ki ju tako
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program kot razlicne raziskave opredeljujejo kot spojini, ki se ne koncentrirata v mas¢obnem

tkivu vodnih organizmov. S stalis¢a bioakumulacije je BP4 najvarnejsi za uporabo.

model BCF (CAESAR) log (L/kg)

3,5

3,09

2,64

2,512,49

S o
R S S B
RN
I

Slika 8 Prikaz rezultatov programa VegaNIC in BCF modela za UV filtre: BZS, PS, EHS, BP3, BP4, 4-MBC. Legenda: Zelen stolpec —
izvorni UV filter, oranZen stolpec — klorirani RP, moder stolpec — bromirani in ostali RP, rjav stolpec: oksidirani in ostali RP. Na
stolpcih je zapisana vrednost BCF v log (L/kg).

Pri podrobnejsi analizi rezultatov smo ugotovili, da se skoraj vsem UV filtrom (BZS, PS, EHS, 4-
MBC, EDPABA, BMDM, EHMC) pri razgradnih produktih, ki so posledica kloriranja, poveca
vrednost BCF. Z bromiranjem pa se BCF pri vseh prej omenjenih UV filtrih povecini zniza, Se
sploh, ¢e ga primerjamo z BCF vrednostmi za UV filter in klorirane razgradne produkte. Na sliki 9
smo graficno prikazali Se BCF vrednosti za UV filtre iz skupine derivatov PABA (EDPABA),
derivatov dibenzoilmetana (BMDM) in cinamatov (EHMC), pri katerih je jasno vidno povisanje
BCF vrednosti pri kloriranih razgradnih produktih in znizanje BCF vrednosti pri bromiranih
razgradnih produktih. Tudi stopnja halogeniranja vpliva na spremembo BCF vrednosti. Pri
dikloriranih produktih je BCF visji glede na monokloriran produkt, medtem ko je pri bromiranih
produktih BCF monobromiranega rahlo visji v primerjavi z dibromiranim produktom.

Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da bodo imeli (di)klorirani razgradni produkti vecjo
verjetnost biokoncentracije v prehranjevalni verigi kot izvorni UV filtrii Medtem ko bodo
razgradni produkti kot posledica bromiranja, imeli manjSo nagnjenost k biokoncentraciji. V
literaturi nismo zasledili podatkov, ki bi podpirali ali zavracali nase rezultate o vplivu vrste

halogene razgradnje ter stopnje halogeniranja na spremembo BCF vrednosti.
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model BCF (CAESAR) log (L/kg)
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Slika 9 Prikaz rezultatov programa VegaNIC in modela BCF(CAESAR) za UV filtre: EDPABA, BMDM in EHMC. Legenda: Zelen
stolpec — izvorni UV filter, oranZen stolpec — klorirani RP, moder stolpec — bromirani RP. Na stolpcih je zapisana vrednost BCF v
log (L/kg).

Stevilo raziskav, ki so bile izvedene na temo bioakumulacije UV filtrov, se je v zadnjih letih
povecalo. Literaturnih podatkov raziskav, ki bi preucevale bioakumulacijo razgradnih produktov
UV filtrov v organizmih, pa nismo nasli. Bioakumulacijo zdravilnih in kozmeti¢nih sestavin in
kemikalij je tezko dokazovati, saj je odvisna od Stevilnih ekoloskih dejavnikov, kot so vrsta in
velikost organizma, vsebnost telesnih maséob, izbira dela vzorlenja ter sama geografska
lokacija vzoréenja. Se posebno teZavo pa predstavlja raziskovanje bioakumulacije razgradnih
produktov teh snovi. Do sedaj so o zasledenih koncentracijah UV filtrov v ribah porocali v
Stevilnih evropskih drzavah (Nemd¢iji, Svici, Spaniji), v Ameriki in na Japonskem. V Braziliji so leta
2013 UV filtre prvi¢ zasledili tudi v sesalskih vodnih vrstah. V delfinih je bil najpogosteje (v 21 od
56 analiziranih vzorcev) zasleden UV filter oktokrilen, in sicer v koncentracijah od 89-789 ng/g

Iw (40).

4.4 Ekotoksikoloski vpliv UV filtrov in RP

S programom VegaNIC z modelom Daphnia Magna LCss 48h (EPA) smo dobili podatke o
napovedi akutne toksi¢nosti analiziranih UV filtrov in njihovih RP (Preglednica VII). Model
razvrsti spojino glede na smrtno koncentracijo LCso — niZja kot je vrednost LCso, bolj je spojina

toksi¢na.
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4.4.1 Model Daphnia Magna LCso 48h (EPA)

Model Daphnia Magna LCso 48h (EPA) nam poda kvantitativno napoved LCso (48 ur) (-log/mol/L)
za planktonskega rakca vrste Daphnia Magna. Vrednost je podana v enoti mg/L. Daphnia
Magna se hrani s fitoplanktonom, poleg tega pa je sam pomemben izvor hrane ribam ter
nekaterim drugim vodnim organizmom in ima zaradi tega pomembno ekoloSko vlogo v
prehranjevalni verigi v vodnem sistemu. Zaradi velike dovzetnosti in obcutljivosti na
toksikoloske vplive, brezspolnega razmnoZevanja in enostavne kultivacije se pogosto uporablja

kot indikator onesnazenja vodnega ekosistema in za oceno akutne toksi¢nosti (40).

Model razvrsti spojino v Stiri razrede toksi¢nosti, glede na vrednost LCso, kot je prikazano v

preglednici VI.

Preglednica VI: Klasifikacija spojin na osnovi LCso vrednosti v sklopu modela Daphnia Magna.

Vrednost LCs Daphnia Magna LCso 48h (EPA) Ucinek
. - . Spojina nima Skodljivih ucinkov na
LCso vec kot 100 mg/L Netoksicna spojina vodne sivali
. . - Spojina ima lahko blazje skodljive
LCso med 10 in 100 mg/L Spojina je blago toksicna. uginke na vodne Zivali
. L. - Spojina ima lahko hujse Skodljive
LCso med 1in 100 mg/L Spojina je toksic¢na.

ucinke na vodne Zivali.

Spojina  ima lahko zelo hude
Skodljive ucinke na vodne Zivali.

Rezultati napovedi akutne toksi¢nosti (LCso) so naslednji (Preglednica VII):

e BP4 ima izrazito visoke vrednosti LCso (LC50=70,42 mg/L) in njegovi razgradni produkti
BP4-1, BP4-8 in BP4-9, ki se zaradi vrednosti LCsp > 100 mg/L uvrséajo v razred
netoksi¢nih spojin (edini izmed preucevanih razgradnih produktov 9 UV filtrov).
Razgradni produkti BP4-R5, BP4-R6 in BP4-R7 se uvrscajo v skupino blago toksi¢nih
spojin, BP4-R2, BP4-R3 in BP4-R4 pa se uvrs¢ajo med toksicne spojine.

e Vsi UV filtri iz skupin salicilatov (BZS, PS, EHS) in EHDPABA spadajo med blago toksi¢ne
spojine, njihovim razgradnim produktom pa se vrednosti LCso celo znizajo, zaradi ¢esar
so vsi bromirani in diklorirani produkti ovrednoteni kot zelo toksi¢ne spojine.
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e Med zelo akutno toksi¢ne spojine spadajo UV filtri BMDM, EHMC in 4-MBC in vsi njihovi
halogenirani razgradni produkti, saj imajo LCso vrednosti pod 1 mg/L.

e NajniZje vrednosti LCso imajo BMDM (LCs0=0,1025 mg/L) in njegovi RP (LCso < 0,0578
mg/L), zaradi Cesar jih uvrs¢amo med najbolj akutno toksi¢ne razgradne produkte.

Preglednica VII: Rezultati programov VegaNIC za napovedovanje ekotoksikoloskega vpliva z modelom Model Daphnia Magna

LC50 48h (EPA).

UV filter in Daphnia Magna UV filterin Daphnia Magna
razgradni LCso 48h (EPA) razgradni LCso 48h (EPA)
produkti {mg/t) produkti {mg/L)

BZS 3,58 EHDPABA 1,21
BZ5-R1 1,3 EHDPABA-R1
BZ5-R2 EHDPABA-R2
BZS-R3 EHDPABA-R3
B75-R4 EHDPABA-R4

13 4,04 EHDPABA-RS
P5-R1 1,43 BEMDM
P5-R2 BEMDM-R1
P5-R3 BEMDM-R2
PSR4 EMDM-R3

EHS 4,36 EMDM-R4
EHS-R1 EHMC
EHS-R2 EHMC-R1
EHS-R3 EHMC-R2
EH5-R4 EHMC-R3

BP3 EHMC-R4
BP3-R1 4-MBC
BP3-R2 4-MBC-R1
BP3-R3 4-MBC-R2
BP3-R4 4-MEBC-R3
BP3-R5 4-MEBC-R4
BP3-R6
BP3-R7
BP3-R8
BP3-RS

BP4 70,42
BPA-R1 119,7
BP4-R2 4,85
BPA-R3 3,71
BP4-R4 3,55
BPA-R5 29,2
BP4A-RE 30,27
BP4-R7 18,45
BPA-RE 137,84
BP4-R9 4245,14
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Ob analizi rezultatov za akutno toksi¢nost smo se najprej posvetili povezavi med napovedano
vrednostjo LCso in logP vrednostjo za posamezen izvorni UV filter. Na sliki 10 je prikazana
korelacija med vrednostmi logP in vrednostmi LCso, napovedanimi s programom VegaNIC z
modelom Model Daphnia Magna LCso za sedem UV filtrov, pri katerih opazimo inverzno
korelacijo med obema parametroma: UV filtri (BZS, PS, BP3), ki imajo niZje logP vrednosti (logP
< 4), imajo LCso vrednosti visje (LCso > 2,5). Pri UV filtrih (EDPABA, BMDM, EHMC in 4-MBC), ki
imajo visje vrednosti logP (logP > 4), pa opazimo, da imajo niZje vrednosti LCsp (LCs0< 1,21) in so
zato bolj akutno toksi¢ni. Izjema je EHS, ki ima kljub visokemu logP (= 5,7), nenavadno visok LCso
(LCso= 4,36), kar ga uvrs¢a med najmanj toksi¢ne UV filtre. Po nizki akutni toksi¢nosti pa izstopa

Se BP4, ki ima log P=2,2 in LC50=70,42.

logP in LCsq vrednosti

4,5

3,5

2,5 M LogP

m LC50
1,5

0,5

BZS PS EHS BP3 EDPABA BMDM EHMC 4-MBC

Slika 10: Korelacija logP z LC50 vrednostmi napovedanimi s programom VegaNIC z modelom Model Daphnia Magna LC50 48h
(EPA). Legenda: modri stolpci — logP; rdedi stolpci — LC50.

Nato smo analizirali Se vpliv halogeniranja na vrednosti akutne toksi¢nosti LCso. Na sliki 11 smo
grafiéno prikazali napovedane vrednosti LCso za vse UV filtre (razen BP4, ki ima izrazito visoke
vrednosti LCso) in njihove klorirane in bromirane razgradne produkte. Opazimo lahko, da je
vrednost LCso najviSja za osnovne UV filtre, s halogeniranjem pa se LCsp niZa, kar pomeni, da se
akutna toksi¢nost pri razgradnih produktih poveca. Pri vseh razgradnih produktih se bromiranim
produktom vrednosti LCso znizZajo bolj kot pri kloriranih produktih, kar pomeni, da so v primeru
preucevanih UV filtrov bromirani derivati bolj akutno toksi¢ni kot klorirani derivati enakega UV

filtra.
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Slika 11 Prikaz vrednosti LC50 (v mg/L) za UV filtre in njihove mono- ali dihalogenirane RP. Legenda: Zeleni stolpci — izvorni UV
filter; oranzni stolpci — klorirani RP; modri stolpci — bromirani RP.

4.5 Endokrino delovanje

Endokrino delovanje smo napovedali z dvema razli€nima programoma: Veganic z modelom

Relative Binding Affinity Model in programom Endocrine Disruptome.

4.5.1 Program VegaNIC - Relative Binding Affinity Model

S programom VegaNIC z modelom Relative Binding Affinity Model smo napovedali endokrino
toksi¢nost kot posledico vezave spojin na estrogenski receptor. Program napove, ¢e se spojina
veze na receptor ali ne. V kolikor se spojina veie na ER receptor, je oznacena z zeleno, kar
pomeni, da je spojina aktivha na receptor ER. Ce je obarvana rde€e, pomeni, da je spojina
neaktivna, saj se na receptor ER ne veZe. Hkrati nam program poda oceno zanesljivosti
napovedi v treh stopnjah: visoka (***), srednja (**) ali nizka zanesljivost (*) (Preglednica VIII).
Program je za 34 % analiziranih spojin podal napoved z nizko zanesljivostjo (v preglednici

oznaceno z *), zato teh podatkov nismo upostevali.

Program VegaNIC je za UV filtre in njihove RP napovedal naslednje rezultate:
e Za BZS in vse njegove RP (BZS-R1 do BZS-R4) je napovedanalaktivnost na ER, vendar je
zanesljivost napovedi srednja (spojine se lahko nahajajo izven obmocja uporabnosti

modela).
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za PS je napovedana neaktivnost na ER, kar je potrjeno tudi z eksperimentalnimi podatki
v podatkovni bazi modela. Prav tako so na ER kot neaktivni napovedani tudi vsi razgradni
produkti PS (PS-R1 do PS-R4), in to z visoko verjetnostjo zanesljivosti.

Za EHS je napovedana neaktivnost na ER, kar je potrjeno tudi z eksperimentalnimi
podatki v podatkovni bazi modela. Napoved za vse RP ima zgolj nizko zanesljivost, zato
teh podatkov ne moremo obravnavati kot verodostojnih.

Za BP3 je napovedanalaktivnost na ER, kot tudi za BP3-R1, BP3-R2 (oba klorirana RP) in
BP3-R4 (trikloriran produkt po oksidaciji karbonilne skupine). Za vse ostale RP ima
napoved zgolj nizko zanesljivost, zato teh podatkov ne moremo obravnavati kot
verodostojnih.

Za BP4 je napovedana aktivnost, vendar z nizko zanesljivostjo, zato teh podatkov ne
moremo upoStevati. Aktivnost na ER s srednjo zanesljivostjo je napovedana samo za
BP4-R3 (dihalogeniran produkt po oksidaciji karbonilne skupine) in BP4-R7 (bromiran in
kloriran produkt).

Za EDPABA je napovedana neaktivnost na ER, kar je potrjeno tudi z eksperimentalnimi
podatki v podatkovni bazi modela. Prav tako so na ER kot neaktivni napovedani vsi
razgradni produkti PS (EDPABA-R1 do EDPABA-R4) z visoko verjetnostjo zanesljivosti.

Za BMDM je napovedana neaktivnost na ER, vendar je zanesljivost napovedi srednja
(spojine se lahko nahajajo izven obmocja uporabnosti modela). Neaktivnost s srednjo
zanesljivostjo je napovedana za oba monohalogenirana produkta BMDM-R1 in BMDM-
R3, z visoko zanesljivostjo pa za dihalogenirana RP BMDM-R2 in BMDM-RA4.

Za EHMC je napovedana neaktivnost, vendar z nizko zanesljivostjo, zato teh podatkov ne
moremo upostevati. Neaktivnost s srednjo zanesljivostjo je napovedana za dikloriran RP
(EHMC-R2). Za oba bromirana produkta je napovedana aktivhost — za monobromirani
EHMC-R3 (s srednjo zanesljivostjo) in za dibromirani RP EHMC-R4 (z visoko
zanesljivostjo).

Za 4-MBC in vse njegove RP (4-MBC-R1 do 4-MBC-R4) je napovedana aktivnost na ER z

visoko zanesljivostjo napovedi.
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Pozorni smo bili ali se je kateremu izmed predvidenih RP povecala aktivnost glede na
izvorni UV filter. To smo opazili le pri enemu UV filtru, saj je za EHMC program
napovedal neaktivnost na ER (vendar z nizko zanesljivostjo), medtem ko je za EHMC-R3

in EHMC-R4 (mono- in dibromiran RP) napovedana aktivnost na ER.

Preglednica VIII: Rezultati programa VegaNIC za napoved endokrine toksi¢nosti preko ER za UV filtre in njihove RP.
Legenda: Zeleno obarvan kvadratek = spojina ni aktivna na ER, rdecCe obarvan kvadratek = spojina je aktivna na ER. V
kvadratkih so navedene Se zvezdice, ki opredeljujejo zanesljivost napovedanega rezultata: *** Visoka zanesljivost
(spojina se nahaja v obmocju uporabnosti modela), ** Srednja zanesljivost (spojina se lahko nahaja izven obmocja
uporabnosti), * Nizka zanesljivost (spojina se nahaja izven obmocja uporabnosti).

Estrogen Receptor Estrogen Receptor
UV filterin Relative Binding uv filter in Relative Binding
razgradni produkti Affinity model razgradni produkti | Affinity model
(IRFMN]) (IRFMN])
BZS EHDPABA EXPERIMENTAL DATA
BZ5-R1 EHDPABA-R1 FE=
BZ5-R2 EHDPABA-R2 FE*
BZ5-R3 EHDPABA-R3 FEE
BZ5-R4 EHDPAEA-R4 FE=
PS EXPERIMENTAL DATA EHDPABA-R5 FE*
P5-R1 s BMDM T+
PS-R2 e BMDM-R1 ==
P5-R3 FEE BMDM-R2 RS
PS-R4 i BMDM-R3 o
EHS EXPERIMENTAL DATA BMDM-R4 wE=
EHS-R1 EHMC *
EH5-R2 EHMC-R1 *
EH5-R3 EHMC-R2
EHS-R4 EHMC-R3
BP3 EHMC-R4
BP3-R1 4-MBC
BP3-R2 4-MBC-R1
BP3-R3 4-MBC-R2
BP3-R4 4-MBC-R3
BP3-R5 4-MBC-R4
BP3-R6
BP3-R7
BP3-R8
BP3-R9
BP2
BP4-R1
BP4-R2
BP4-R3
BP4-R4
BP4-R5
BPA-R6
BP4-R7
BP4-R8
BP4-RS *
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4.5.2 Program Endocrine Disruptome

Program Endocrine Disruptome smo uporabili za napoved verjetnosti vezave 9 UV filtrov in
njihovih razgradnih produktov na 12 hormonskih receptorjev v agonisti¢ni in nekaterih primerih
tudi v antagonisti¢ni konformaciji, na podlagi ¢esar smo ocenili ali bi napovedani RP lahko

vplivali na delovanje endokrinega sistema.

Program nam je razvrstil spojine v 4 razrede, glede na stopnjo verjetnosti vezave na dolocen
receptor. Spojine oznacene z - imajo najviSjo verjetnost vezave, z oranzno visoko
verjetnost, z rumeno srednjo verjetnost in z zeleno nizko verjetnost vezave na analizirani
receptor. Poleg razvrstitve v razrede pa nam program poda Se Steviléno vrednost verjetnosti
vezave, za bolj natan¢no interpretacijo rezultatov. V nadaljevanju smo predstavili rezultate
napovedi vezave na hormonske receptorje za posamezne skupine UV filtrov in njihovih

razgradnih produktov (Preglednica IX).

e Na receptor AR je program napovedal - stopnjo vezave za 4-BMC (in njegove RP: 4-
MBC-R1, 4-MBC-R2, 4-MBC-R3). Visoko stopnjo verjetnosti vezave program napove samo
za BP3-R1. Srednja stopnja vezave velja za BZS (in njegove RP: BSZ-R1, BZS-R2), PS (PS-R1,
PS-R3), BP3 (BP3-R3, BP3-R4, BP3-R7), BP4, 4-MBC-R4. Vse ostale UV filtre (EDPABA,
BMDMB, EHMC) in njihove RP je program razvrstil v razred z najnizjo verjetnostjo vezave.

e Na receptor AR an je program napovedal - stopnjo vezave za dva razgradna
produkta 4-MBC - 4-MBC-R2, 4-MBC-R3. Visoka verjetnost vezave je napovedana za BZS in
vse njegove RP, PS (in njegove RP: PS-R1, PS-R2) BP3 (in njegove RP: BP3-R1, BP3-R2, BP3-
R3, BP3-R4, BP3-R7) in BP4-R1, BP4-R6) in 4-MBC (in njegova RP: 4-MBC-R1, 4-MBC-R4).
Srednja verjetnost vezave je napovedana za EHS in EDPABA in vse njune RP, nekatere
razgradne produkte benzofenonov (BP3-R5, BP3-R6, BP3-R8, BP3-R9), BP4 (in njegove RP:
BP4-R2, BP4-R3, BP4-R4, BP4-R5, BP4-R7, BP4-R8, BP4-R9) in PS-R3, PS-R4. Program napove

najnizjo verjetnost vezave samo za BMDM in vse njegove RP.

e Na receptor ER a se z visoko verjetnostjo veze 4-MBC in 4-MBC-R1, s srednjo verjetnostjo

pa 4-MBC-R3. Vse ostale UV filtre (BZS, PS, EHS, BP3, BP4, EHDPABA, BMDM, EHMC) in

49



njihove razgradne produkte pa je program razdelil v zelen razred z nhajnizjo verjetnostjo
vezave.

Podobni rezultati so tudi za antagonisticno obliko ER a (an), za katerega je program
napovedal srednjo verjetnost vezave za 4-MBC (in njegove RP: 4-MBC-R1, 4-MBC-R2, 4-
MBC-R3, 4-MBC-R4).

Na receptor ER B je program napovedal srednjo verjetnost vezave za BSZ (in njegove
RP:BZS-R1, BZS-R2, BZS-R3), 4-MBC (in njegova RP: 4-MBC-R1, 4-MBC-R3) in za PS-R1. Vse
ostale UV filtre (BZS, PS, EHS, BP3, BP4, EHDPABA, BMDM, EHMC) in njihove razgradne
produkte je program razdelil v zelen razred z najnizjo verjetnostjo vezave.

Za antagonisti¢no obliko ER B (an) je program za vse UV filtre in njihove RP napovedal
najnizjo verjetnost vezave. lzjema je edino 4-MBC, za katerega je napovedal visoko
verjetnost vezave na ta receptor.

Na receptor GR je program napovedal srednjo verjetnost vezave za BZS-R1, BZS-R2, BZS-R3,
BZS-R4, PS (in njegove RP: PS-R1, PS-R2, PS-R3, PS-R4), BP3 (in BP3-R1, BP3-R2, BP3-R3,
BP3-R4, BP3-R5, BP3-R6, BP3-R7, BP4) (in njegovi RP: BP4-R1, BP4-R2, BP4-R3, BP4-R4, BP4-
R5, EDPHPABA-R5), BMDM in 4 MBC (in vsi njuni RP), in za EHMC-R1, EHMC-R2. Za UV filtre
(BZS, EHS EDPABA, EHMC) in preostale RP pa je napovedana najnizja verjetnost vezave.

Za antagonisti¢no obliko GR (an) je program za vse UV filtre in njihove RP napovedal
najnizjo verjetnost vezave. Izjema so BDMD-R3, 4-MBC-R2 in 4-MBC-R4, ki jih je program
razvrstil v rumen razred s srednjo verjetnostjo vezave.

Na receptor LXR a je program napovedal nizko verjetnost vezave za vse UV filtre in njihove
RP, razen za BMDM in BMDM-R1, ki ju je razvrstil v rumen razred s srednjo verjetnostjo
vezave. Prav tako so podobni rezultati za LXR B, kjer je bila napovedana nizka verjetnost
vezave za vse UV filtre in njihove RP. Srednja verjetnost vezave je bila napovedana le za
BMDM-R2, BMDM-R3 in BMDM-R4.

Za receptorje PPAR o, PPAR B, PPAR p in RXR a je program napovedal nizko verjetnost

vezave za vse UV filtre in njihove RP.
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e Za receptor TR a je program napovedal - verjetnost vezave za BMDM in BMDM-R1,
ter 4-MBC-R1 in 4-MBC-R2. Za BZS, PS, EHS in vse njihove RP je napovedana srednja
verjetnost vezave. V rumen razred s srednjo verjetnostjo vezave so razvrsceni Se BP-3 (in
njegovi RP: BP3-R1, BP3-R2, BP3-R3, BP3-R4, BP3-R5, BP3-R6, BP3-R7), BP-4 (in njegova RP:
BP4-R1, BP4-R4), EDPABA (in njegovi RP: EDPABA-R1, EDPABA-R2, EDPABA-R3), EHMC (in
njegovi RP: EHMC-R1, EHMC-R2, EHMC-R3, EHMC-R4), 4-MBC (in njegova RP: 4-MBC-R2, 4-
MBC-R4) in trije RP od BMDM: BMDM-R2, BMDM-R3, BMDM-RA4.

e Zareceptor TR B je napovedana - verjetnost vezave za BMDM (in njegove RP: BMDM-
R1, BMDM-R2, BMDM-R3) in Stiri RP od 4-MBC: 4-MBC-R1, 4-MBC-R2, 4-MBC-R3, 4-MBC-
R4. Srednjo verjetnost vezave je napovedana za BZS, PS in vse njune RP. Za BP3 (in njegove
RP: BP3-R1, BP3-R2, BP3-R3, BP3-R4, BP3-R5, BP3-R6, BP3-R7), ter za BP4 (in njegove RP:
BP4-R2, BP4-R5), EHDPABA-R2, BMDM-R4, EHMC (in njegove RP: EHMC-R1, EHMC-R2,
EHMC-R3) in 4-MBC. Najnizja verjetnost vezave je napovedana za EHS, (in vse njegove RP)

in EDPABA.
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Preglednica IX: Rezultati programa Endocrine Disruptome za napoved endokrine toksi¢nosti UV filtrov in njihovih razgradnih
produktov. Polja so obarvana glede na stopnjo verjetnosti vezave. V polju je zapisana Se Stevil¢na vrednost napovedi verjetnosti
vezave.

UV filter in
razgradni AR | ARan| ERa |ERaan| ERB |ERBan| GR | GRan| LXRa | LXRB |PPAR ofPPAR B|PPARY| RXRa | TRa | TR
produkti
BZS -7,8 -8,2 -8,4 | -8,0
BZS-R1 -7,9 -8,1 -7,6 86 | -84
BZS-R2 -7,5 -8,1 -7,7 86 | -84
BZS-R3 -8,1 -7,7 86 | -84
BZS-R4 -7,6 84 | -83
_ [ 7,6 7,7 83 | -81
g PS-R1 -7,9 -8,1 -7,6 84 | -82
3] PS-R2 -7,9 83 | -85
g PS-R3 7,7 | -76 -7,6 82 | -81
PS-R4 7,2 -8,0 76 | -8,0
EHS -6,7 -7,6
EHS-R1 7,1 -7,9
EHS-R2 -7,0 8,1
EHS-R3 6,8 7,8
EHS-R4 7,1 7,8
BP3 -7,8 -7,6 81 | -81
BP3-R1 -8,2 82 | -83
BP3-R2 -8,1 80 | -84
BP3-R3 -7,8 -7,8 84 | -86
BP3-R4 -8,1 -8,2 83 | -86
BP3-R5 -7,5 -8,2 84 | -84
BP3-R6 -7,4 -8,5 79 | -8.2
_ BP3-R7 -7,5 -7,6 79 | -81
g BP3-R8 5,8
g BP3-R9 5,5
Q BP4 75 | 75 -8,5 81 | -82
E BP4-R1 -8,5 -7,8
BP4-R2 7,2 -8,5 -8,1
BP4-R3 -7,0 -7,6
BP4-R4 7,6 -8,4 7,3
BP4-R5 7,1 -8,2 -7,9
BP4-R6
BP4-R7 -6,7
BP4-R8 -5,9
BP4-R9 6,2
< EHDPABA 7,2 -7,6
2 | EHDPABA-R1 7,1 -7,8
= | _EHDPABA-R2 -7,0 74 | -7,9
< | EHDPABA-R3 6,8 -7,6
§ EHDPABA-R4 6,4
EHDPABA-R5 -6,4 -7,5
g BMDM -8,5 -10,1
£l BMDM-R1 -8,2 -10,4
z 2 BMDM-R2 -8,2 -10,8 9,1
&% BMDM-R3 84 | -7,7 -10,4 -8,9
a BMDM-R4 7,7 -10,5 8,0 | 9,0
EHMC 6,8 79 | -8,0
_ EHMC-R1 6,8 8,1 80 | -83
g EHMC-R2 6,3 -8,3 75 | -86
2 EHMC-R3 6,8 -8,3 76 | 82
g EHMC-R4 -5,7 -7,9
EHMC-RS -5,4
EHMC-R6 5,3
B 4-MBC 87 | -87 9,1 85 | -93
S w| 4-MBCR1 93 | -87 -8,6
2+ | 4MBCR2 9,1 8,8 | -86 -8,8
&> [ MBC-R3 87 | 91 | -82 -8,6
4-MBC-R4 -7,9 85 | -838 -8,9
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Kot je razvidno tudi iz obarvanosti preglednice (najvec rdece in oranzno obarvanih polj) imajo
analizirani UV filtri in razgradni produkti najvecjo verjetnost vezave na receptorje AR, AR an in

TRain TR B.

Androgeno aktivnost osmih UV filtrov (BP3, BP4, 4-MBC, BMDM, ODPABA, HMS, 3-BC in OMC)
so dokazovali v raziskavi na celi¢ni liniji MDA-kb2. Antagonisticno delovanje na androgene
receptorje pa so zaradi DHT aktivirane transkripcije AR dokazali samo za dva UV filtra, in sicer
BP3 in HMS pri 1C50=4,98 x 10°M (BP3) in 5,57 x 10®M (HMS). Nobeden od osmih UV filtrov ni
izkazoval antagonisti¢ne aktivnosti na androgene receptorje med testiranjem (45). Za pet UV
filtrov iz omenjene raziskave (BP3, BP4, 4-MBC, BMDM, ODPABA) smo tudi sami napovedali
aktivnost na androgene receptorje in silico. Napovedani rezultati niso popolnoma skladni z
rezultati raziskave, saj imata BP3 in 4-MBC napovedano antagonisticno delovanje na AR z veliko
verjetnostjo, raziskava pa dokazuje, da antagonisticnega delovanja nima nobeden izmed UV

filtrov.
4.5.2.1 Vpliv halogeniranja na povecanje verjetnosti vezave

Pri vecini UV filtrih smo opazili, da je stopnja verjetnosti vezave na nekatere receptorje odvisna
od tega, katera reakcija potece ob razgradnji ter s katerim halogenim elementom, saj se glede
na to spremeni razred vezave. Prav tako je stopnja vezave odvisna tudi od tega ali potece
elektrofilna substitucija do mono- ali dihalogeniranega razgradnega produkta. Zanimalo nas je
predvsem, ali se po razgradnji UV filtrov kateremu izmed nastalih razgradnih produktov poveca

verjetnost vezave na dolocen receptor, glede na osnovni UV filter.

To smo opatzili pri 7 UV filtrih (oz. pri 12 razgradnih produktih), pri Sestih se je verjetnost vezave
povecala na enem receptorju, pri BMDM pa se je verjetnost vezave povecala na dveh

receptorjih. Rezultate smo prikazali v preglednici X.
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Preglednica X: Preglednica UV filtrov in njihovih razgradnih produktov, pri katerih se je po razgradnji povecala verjetnost vezave
na vsaj en receptor.

uv fll’fer oz. Opis RP Receptor Verjetnost

razgradni produkt vezave
BZS GR nizka
BZS-R1, BZS-R2 mono- in dikloriran derivat GR srednja
BZS-R3, BZS-R4 mono- in dibromiran derivat GR srednja
BP3 AR srednja
BP3-R1 monokloriran derivat AR velika
BP4 AR an srednja
BP4-R1 monokloriran derivat AR an velika
BP4-R6 oksidiran in dibromiran AR an velika
EDPABA TR B nizka
EDPABA-R2 dikloriran derivat TR B srednja
BMDM GR an nizka
BMDM-R3 monobromiran derivat GR an srednja
BMDM LXR B nizka
BMDM-R2 dikloriran derivat LXR B srednja
BMDM-R3, BMDM-R4 mono- in dibromiran derivat LXR B srednja
EHMC GR nizka
EHMC-R1 in EHMC-R2 mono- in dikloriran derivat GR srednja
4-MBC AR an velika
4-MBC-R2 dikloriran derivat AR an
4-MBC-R3 monobromiran derivat AR an

Iz dobljenih rezultatov lahko vidimo, da je povefanje verjetnosti vezave mogoce tako pri
kloriranih in bromiranih produktih. Stopnja halogenacije ne vpliva nujno na povecanje
verjetnosti vezave, saj se le-ta spremeni tako pri mono- kot dihalogeniranih produktih.
Najveckrat pa se verjetnost vezave na vsaj en receptor povisa pri dikloriranih razgradnih
produktih, kar smo opazili pri petih proucevanih UV filtrih (BZS, EDPABA, BMDM, EHMC, 4-
MBC).

4.6 Ocena tveganja analiziranih UV filtrov

Povecana verjetnost vezave razgradnih produktov prej omenjenih sedmih UV filtrov na dolocene
receptorje je pomembna pri doloanju ocene tveganja teh UV filtrov. Tako iz literaturnih

podatkov kot tudi iz in silico podatkov za BCF in biorazgradljivosti smo ugotovili, da je
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izpostavljenost razgradnim produktom UV filtrom najverjetnej$a preko bioakumulacije teh snovi

v vodnih organizmih, ki jih ¢lovek nato zauzije.

Z namenom identificirati potencialno najbolj toksi¢en UV filter ali katerega izmed razgradnih
produktov smo primerjali in povezali rezultate endokrine toksi¢nosti, pridobljene s programom
Endocrine Disruptome, z rezultati o potencialu za bioakumulacijo in akutni toksi¢nosti,
pridobljenimi s programom VegaNIC (preglednica XlI). Rezultate za vezavo na receptorje AR, AR
an, TR a in TR B (verjetnosti vezave na te receptorje so bile najvisje) smo prikazali v preglednici
XIl, ter jih primerjali z dobljenimi rezultati o logP, BCF in LCso. Glede na rezultate napovedane in

silico smo ocenili, da je najbolj varen UV filter BP4, najbolj toksicen UV filter pa je 4-MBC.

Preglednica Xl: Prikaz rezultatov logP, BCF, LC50 in verjetnost vezave na receptorje AR, AR an, TR a in TR B za 7 UV filtrov,
katerim se je zaradi razgradnje povecala verjetnost vezave na vsaj enem receptorju. Z zelenim okvirjem je oznacen potencialno
najvarnejsi UV filter: BP4, z rdecim okvirjem je oznaden potencialno najnevarnejsi UV filter: 4-MBC.

raz;:;::irrzz.uk + Opis razgradnega produkta logP Faktor LCso AR AR an TRa TRB
BZS 2,75
BZS-R1 monokloriran derivat 3,4
BZS-R2 dikloriran derivat 4,06
BZS-R3 monoebromiran derivat 3,51
BZS-R4 dibromiran derivat 4,27
BP3 2,63 1,89 2,52
BP3-R1 monokloriran derivat 3,29 1,13 1,25
BP-4 2,62 0,41 70,42
BP4-R1 monokloriran derivat 3,27 0,37 119,7
BP4-R6 oksidiran in dibromiran derivat 4,14 0,73 30,27
EDPABA
EDPABA-R2 diklariran derivat
BMDM
BMDM-R2 diklariran derivat
BMDM-R3 monobromiran derivat
BMDM-R4 dibromiran derivat
EHMC
EHMC-R1 monokloriran derivat
EHMC-R2 dikloriran derivat
4-MBC
4-MBC-R2 diklariran derivat
4-MBC-R3 monobromiran derivat

4.6.1 Najvarnejsi UV filter - BP4

BP4 smo glede na in silico rezultate iz preglednice Xll ovrednotili kot najbolj varen UV filter.
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logP: BP4 ima najnizjo vrednost logP izmed preucevanih UV filtrov, ki se pri mono- in

dihalogeniranih produktih povisa, najvisjo vrednost logP ima zato dibromiran razgradni
produkt BP4-R6.
BCF: BCF za BP4 in vse njegove razgradne produkte je pod 0,73, zaradi Cesar spadajo

med_snovi, ki se ne bioakumulirajo. In silico napovedani rezultati za faktor BCF se

skladajo z literaturnimi podatki iz preglednice | (Uvod; 1.2.2 Parametri, ki vplivajo na
usodo UV filtrov v okolju), za BCF in porazdelitveni faktor Koc izvornega UV filtra. Vecina
UV filtrov ima vrednost Koc > 2000, BP4 pa ima izrazito nizek porazdelitveni faktor Koc
(92,37), ki nam poda informacijo o veliki mobilnosti in ima zato manjSo nagnjenost k
akumulaciji v okolju, kar potrjuje tudi literaturni podatek za nizek BCF (BCF=3,2) tega UV
filtra.

Akutna toksi¢nost LCso: BP4 in njegovi razgradni produkti izstopajo tudi po visokih
vrednostih LCso. Trije razgradni produkti BP4-R1, BP4-R8 in BP4-R9 imajo LCso visji od
100 mg/L in so edini izmed razgradnih produktov, ki so v tem modelu opredeljeni kot

popolnoma netoksi¢ne spojine. Izvorni UV filter in Stirje izmed njegovih razgradnih

produktov imajo LCso med 10-100 mg/L, zaradi Cesar se uvrs¢ajo med blago toksi¢éne

spojine.

Endokrina toksi¢nost: Na 11 receptorjev je napovedana najniZja verjetnost vezave za

BP4 in vse njegove razgradne produkte. Srednja verjetnost pa je napovedana za vezavo
BP4 in vecina njegovih razgradnih produktov na antagonisti¢cno konformacijo AR. Velika
verjetnost vezave je napovedana le za 2 razgradna produkta (monokloriran produkt BP4-
R1 in dibromiran produkt BP4-R6) na antagonisticno konformacijo AR (an), vsi ostali
razgradni produkti imajo srednjo ali nizko verjetnost vezave.

V smislu sposobnosti vezave na ostale receptorje se pri nekaterih razgradnih produktih

verjetnost vezave celo zniZa iz srednje na nizko verjetnost. To opazimo pri receptorjih

AR, GR, TR a in TR B. BP4 in vecina razgradnih UV filtrov ima napovedano najnizjo
verjetnost vezave na vseh 12 cloveskih receptorjev (izjema je AR an, kjer so v vecini
napovedane srednje verjetnosti vezave izvornega UV filtra in RP) iz ¢esar sklepamo na

Sibko endokrino delovanje tega UV filtra tudi po potencialni razgradnji v vodnem okolju.
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Preglednica XlI: Rezultati programa VegaNIC za faktor BCF, LC50 in programa Endocrine Disruptome za logP in verjetnosti
vezave na 16 receptorjev za BP4 in njegove razgradne produkte.

wiain || daktor | PPl | Sl el Bl BlEl eSSl e|e
razgradnji produkti BCF ash (EPA) | ¥ | = frr} & s = x e g é E E
BP4 2,62 0,41 70,42 75|-75|-75|-78|-74|70|-85|-73|-86| -87 | -77 |-7.7|-6,9 -85 | -81 | -8,2
BP4-R1 3,27 0,37 119,7 67|-77|-77|-76|-71| 69 |-85|-72|-85| 82 |-7.8|-7,7|-7.9|-87| -7.8 | -7.6
BP4-R2 3,26 0,31 4,69 58|-72|-77|-76|-69|69|-85|-70|-80( 82 |-79|80|-7,1|-86| -7.2 | -81
BP4-R3 3,91 0,3 3,71 6,5|-7,0|-65|-65|-66|-61|-76|-66|-84(-85 |-77|-7.2|-7.3|-84| -68 | -75
BP4-R4 3,38 0,52 3,55 58|-76|-76|-74| 70 | 67 |-84|-74|-85( -82 |-79|-7,1|-8,0 |-86| -7.3 | -74
BP4-R5 3,37 0,45 29,2 58|-71|-76|-70(-73| 69 |-82|-70|-85(-83 |-7.8|-7.6|-7.2|-86 | -65 | -7.9
BP4-R6 4,14 0,73 30,27 5,1|80]|-77|-64|-74|71|-72|-67|-79| 82 |-71| 69 |-6,6|-74| -65 | -7.6
BP4-R7 4,02 0,4 18,49 49|-67|(-72|-65|-66|64|-72|-66|-77| -81 |-80|-7,7|-70|-85| -65 | -7.7
BP4-R8 2,91 0,29 137,84 -5 |=59|-57|-55|-57|-56|-60[-53|-61|-62 |-59|-56(-53|-63| -57 | -6,1
BP4-R9 1,85 0,07 4245,14 63|-62|-59|-57|-59|-62|-59|-56|-59|-61|-62|-59|-54|-59| -62 | -59

4.6.1.1 BP4 - primerjava rezultatov pridobljenih in silico s podatKi iz literature
Ekotoksicnost BP4

V preteklosti so objavili zelo malo raziskav, ki bi preucevale in dokazale toksi¢ne ucinke BP4. V
raziskavi, izvedeni leta 2017 na Japonskem, so raziskovali akutno toksi¢nost in oceno tveganja
za okolje za benzofenona BP3 in BP4. Akutno toksi¢nost so dokazovali s tremi testi: test s
Chlorella vulgaris (sladkovodna alga — doloca se ECso (mg/L) po Casu izpostavljenosti 48 h), test z
Daphnia magna (planktonski rakec — doloc¢a se LCso (mg/L) po Casu izpostavljenosti 48 h) in s
testom z Brachydanio rerio (zarodki rib cebric - doloc¢a se LCso (mg/L) po ¢asu izpostavljenosti 96
h) in tako sklepali, kakSno tveganje predstavljata oba UV filtra kot hormonska motilca v okolju.
Kriterij za dolocitev stopnje toksi¢nosti je glede na vrednost ECso (96h)/ LCs0 (ash)/ LCso (96h) (mg/L)
pri vseh treh testih enak: <1 zelo visoka stopnja toksi¢nosti, 1-10 visoka stopnja, 10-100 srednja
stopnja toksi¢nosti in > 100 nizka stopnja toksi¢nosti. Rezultati so predstavljeni v preglednici
XIll, iz katere je razvidno, da ima BP4 pri vseh treh testih veliko boljSe rezultate iz vidika akutne
toksi¢nosti v primerjavi z BP3 in je posledi¢no BP4 varnejsi od BP3. S testoma C. vulgaris in B.
rerio so BP4 opredelili kot UV filter z nizko stopnjo toksi¢nosti, s testom D. magna pa kot
spojina s srednjo stopnjo toksi¢nosti. Vsi trije testi C. vulgaris, D. magna in B. rerio so BP3

opredelili kot UV filter z visoko stopnjo akutne toksi¢nosti.
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Preglednica XllII: Rezultati raziskave o akutni toksi¢nosti BP3 in BP4 s tremi testi C. vulgaris, D. magna in B. rerio (povzeto po 41)

Test akutne toksicnosti enota: mg/L “-

test s Chlorella vulgaris ECso (96h) 2,98
test z Daphnia magna LCso (ash) 1,09 47,47
test z Brachydanio rerio LCso (96h) 3,89 633

V raziskavi so preucevali Se ekotoksi¢nost kombinacije BP3 in BP4 z izraCunom enot toksi¢nosti
(TU = Toxic units). TUi za eno snov se izracuna po formuli TU=Ci/ECso | in predstavlja razmerje
med koncentracijo snovi v zmesi (Cj) in vrednostjo ECso 0z LCso zmesi. ToksikoloSka enota zmesi
je vsota TU; posameznega UV filtra. Ce je skupni TU; vegji od 1, ima zmes antagonisti¢no
delovanje, v primeru, da je TUimanjsi od 1, pa ima zmes sinergisticno delovanje. TU; vrednosti
zmesi pri vseh treh vodnih organizmih C. vulgaris, D. magna in B. rerio so bile visje od 1.2, iz
Cesar so sklepali na antagonisti¢no delovanje zmesi obeh UV filtrov. Opazili so, da kombinacija
obeh UV filtrov spodbudi mocno povecanje nivoja mRNA Ze pri niZjih koncentracijah,
podrobnejSega mehanizma toksi¢nega delovanja pa niso objasnili. Antagonisti¢ni ucinek se je s

povisanjem koncentracije meSanice UV filtrov poveceval (42).

Rezultati te raziskave dokazujejo akutno toksi¢nost zmesi BP3 in BP4, medtem ko akutne
toksi¢nosti za sam UV filter BP4 niso dokazali oz. je le-ta zelo majhna. Ker vemo, da v soncnih
kremah in posledi¢no v vodnem okolju ve¢inoma najdemo kombinacijo ve¢ UV filtrov, bi lahko
bil to pomemben podatek pri upostevanju ocene tveganja izvornih UV filtrov. Zaradi posledic
bioakumulacije bi lahko torej imela zmes teh dveh filtrov po vstopu v vodno okolje endokrino

delovanje na vodne organizme in posredno tudi na ¢loveka.

4.6.2 Najbolj toksicen UV filter: 4-MBC

4-MBC smo glede na in silico rezultate, predstavljene v preglednici XIV, ovrednotili kot najbolj

toksicen UV filter.

e LogP: 4-MBC ima logP=4,4, zaradi Cesar ima lipofilne lastnosti in posledicno veliko

nagnjenost k akumulaciji v okolju in masc¢obnem tkivu organizmov. LogP se pri
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monohalogeniranima produktoma povisa, in sicer pri kloriranem produktu (4-MBC-R1;
logP=4,67 in pri bromiranem produktu 4-MBC-R3 na logP=4,78. Opazimo, da se pri obeh
dihalogeniranih produktih logP $e zvi$a na logP=5,32 pri dikloriranem produktu (4-MBC-
R2), pri dibromiranem prodkutu pa na logP=5,54 (4-MBC-R4)

BCF: Glede na visoke logP vrednosti izvornega UV filtra in vseh njegovih razgradnih
produktov so pri¢akovane tudi zelo visoke vrednosti BCF. LogBCF za 4-MBC in vse
njegove razgradne produkte je nad 2,26, zaradi ¢esar spadajo med spojine, ki se lahko

bioakumulirajo. Najvisjo vrednost logBCF=3,09 ima dikloriran produkt 4-MBC-R2, kar je

tudi najvisja vrednost izmed vseh preucevanih razgradnih produktov.

Akutna toksic¢nost LCso: Vrednost akutne toksi¢nosti LCso 4-MBC in vseh njegovih
razgradnih produktov je pod vrednostjo 0,1 mg/L, zaradi ¢esar spada med zelo toksi¢ne
spojine. NajnizZji LCs0=0,0425 mg/L ima dibromiran produkt 4-MBC-R4. Zaradi najvecje
produkt 4-MBC-R4 opredelili kot razgradni produkt, ki ima najve¢jo mozZnost
akumuliranja v masc¢obnem tkivu vodnih organizmov in je tako najbolj ekotoksicen.

Endokrina toksicnost: Na receptor AR je napovedana najvecja verjetnost vezave za 4-

MBC in njegov mono- (4-MBC-R1) in dikloriran razgradni produkt (4-MBC-R2) ter za
monobromiran produkt (4-MBC-R3). Velika verjetnost je napovedana za vezavo
izvornega UV filtra na antagonisticno konformacijo AR, medtem ko se pri dikloriranem

(4-MBC-R2) in monobromiranem produktu (4-MBC-R3) povela verjetnost vezave na

najvec¢jo. Srednja verjetnost vezave je napovedana za vezavo na TR a se poveca na
veliko verjetnost pri 4-MBC-R1 in 4-MBC-R3 na TR a in TR B, ki pa se poveca na veliko
verjetnost pri vseh razgradnih produktih. Srednja verjetnost vezave je napovedana za
vezavo na antagonisti¢no konformacijo ER B, ki pa se zmanjSa na najmanjSo verjetnost
pri vseh razgradnih produktih. Na 6 receptorjev je napovedana najniZja verjetnost
vezave za 4-MBC in vse njegove razgradne produkte (preglednica XV).

4-MBC in njegovi razgradni produkti so edini, za katere je program VegaNIC z modelom

Relative Binding Affinity Model napovedal aktivhost na receptorju ER z visoko

zanesljivostjo (preglednica VII). Zaradi velike nagnjenosti k biakumulaciji, ki je posledica
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zelo visokih vrednosti logP in nizkih vrednosti LCso, ki uvrsc¢a tako izvorni UV filter kot
njegove razgradne produkte med najbolj akutno toksi¢ne spojine ter zaradi povecane
vezave nekaterih razgradnih produktov na ¢loveske jedrne receptorje AR, AR an, TR ain
TR B,smo ovrednotili 4-MBC kot najbolj toksi¢en UV filter, ki bi ob halogeni razgradniji s

klorom ali bromom zaradi bioakumulacije lahko imel Se moénejSe endokrine ucinke kot

izvorni UV filter.

Preglednica XIV Rezultati programa VegaNIC za faktor BCF, LC50 in programa Endocrine Disruptome za logP in verjetnosti
vezave na 16 receptorjev za 4-MBC in njegove razgradne produkte.

] Daphni s £ c g|lea| >| g

UV filter in aphnia g | @ lal @) .. E] sl ol e o] =y

razaradnii produkti logP |faktor BCF|Magna LCS0 E =} E :. G| e % % E E E S E E
zracnll p 48h (EPA) & [ 9 glaela

4-MBC 4,4 83|87|87(87(51|-79|96|-100|-78|-83|-69|-97| -85 | -93

4-MBC-R1 4,67 89|53|87|82|86|82|98|-101| 82|85 -88|97|-100| 58

4-MBC-R2 82|91|69|-77|88|86|96|-103]|-77|-84|-73]|96| -88 |-101

4-MBC-R3 478 87|91|-82|-77|-86|82|96|-103|-76|-86|-82|96|-101| -9,6

4-MBC-R4 58|-75|47|-76|85|88|80(-101]|-72|-78|-72| 50| -85 | 57

4.6.2.1 4-MBC - primerjava rezultatov pridobljenih in silico s podatKi iz literature
Ekotoksikoloski vpliv 4-MBC

4-MBC je eden izmed najpogosteje uporabljenih organskih UV filtrov, zaradi ¢esar je pogosto
prisoten v vodnih ekosistemih, v katerih so predvsem v zadnjih letih dokazali njegove negativne
ucinke na vodne organizme. V in vivo multigeneracijski raziskavi na ceponoznih rakih Tigriopus
japonicus so Chen in sodelavci preucevali vpliv 4-MBC na preZivetje, razvoj in razmnozevanje. T.
japonicus so izpostavili razlicnim koncentracijam (0, 0,5, 1, 5 in 10 pg/L) Stirim zaporednim
generacijam (FO — F3). Rezultati na generaciji FO so pokazali, da 4-MBC povzroc¢a smrtnost pri
letalnih koncentracijah 5 in 10 pg/L, pri naslednjih generacijah (F1-F3) izpostavljenost 4-MBC ni
vplivala na stopnjo prezivetja. Pri potomcih (na generacijah F1-F3) so odkrili, da 4-MBC tudi pri
najnizji koncentraciji 0,5 pg/L povzroca oksidativni stres in apoptozo celic, kar vpliva na razvoj in

razmnozevanje T. japonicus (43).
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Endokrino delovanje 4-MBC

V stevilnih raziskavah so dokazali tudi endokrino delovanje 4-MBC, in sicer predvsem estrogeno
delovanje preko delovanja na estrogenski receptor beta (ER B). V in vitro raziskavi na podganah
so ugotavljali vpliv 4-MBC na estrogenske receptorje na tumorski celi¢ni liniji MCF-7. Ugotovili
so, da 4-MBC stimulira proliferacijo celic MCF-7, pri koncentraciji EC50=3,9 uM. V raziskavi so
dokazali $e, da 4-MBC vpliva na spremenjeno izraZanje 16-a-'?°|-estradiola iz citosolnih
receptorjev prasi¢je maternice (ICs0=112 uM) ter iz ¢loveskih estrogenskih receptorjev B (ER B)
pri koncentraciji 1Cs0=35,3 uM. Spremembe v izrazanju na ¢loveSkem estrogenskem receptorju
o (ER a) niso dokazali do koncentracij 3 mM, kar dokazuje visjo afiniteto vezave 4-MBC do ER B,
kot na ER a (44). In silico rezultati, ki smo jih napovedali s programom Endocrine Disruptome za
vezavo 4-MBC na estrogenska receptorja ER a in ER B, se ne ujemajo z dokazano vecjo afiniteto
na receptor ER B, saj je z veliko verjetnostjo napovedana vezava na ER a, na ER B pa le s srednjo

verjetnostjo.

V in vivo raziskavi so Durrer in sodelavci na podganjih samcih dokazovali estrogene ucinke na
reproduktivni razvoj pri prenatalni in postnatalni izpostavljenosti 4-MBC. Podganji samci so bili
dnevno izpostavljeni 0.7, 7, 24 in 47 mg/kg/dan 4-MBC pred parjenjem pa vse do odrasle dobe.
Dokazali so, da ima 4-MBC vpliv na razvoj moskih reprodukcijskih funkcij in organov, saj so
opazili zniZzanje mase prostate pri odraslih samcih, poviSsano maso testisov in odloZen nastop
razvoja reproduktivnih organov. Spremenjeno je bilo izrazanje receptorjev: AR, IGF-1, ER a in ER
B v prostati, kar se je odraZzalo na spremenjenem izrazanju mRNA kot tudi na nivoju beljakovin.
mg/kg (45) Rezultati napovedani in silico napovedujejo aktivnost 4-MBC na receptorju AR z
najvecjo verjetnostjo, ter na receptor ER a z veliko verjetnostjo, kar je v skladu z rezultati iz
raziskave. Na receptor ER B je in silico napovedana aktivnost le s srednjo verjetnostjo, kar se ne

ujema popolnoma z rezultati in vivo raziskave.
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5 Sklep

1. Clovek je razgradnim produktom UV filtrov najbolj izpostavljen preko prehrane zaradi
procesa bioakumulacije v mas¢obnem tkivu vodnih organizmov, saj ima vecina UV filtrov
vrednost logP vi$jo od 3. Stevilne raziskave potrjujejo razgradnjo UV filtrov ob prisotnosti
reaktivnih halogenih (klorovih in bromovih) spojin v vodnem okolju. Razgradnja najpogosteje
poteka preko elektrofilne substitucije s klorom, pri kateri nastajajo mono- ali diklorirani

razgradni produkti.

2. S programom Endocrine Disruptome smo izracunali logP razgradnim produktom UV
filtrov in dokazali, da se logP z razgradnjo povisa, na povisanje vrednosti logP pa vpliva tudi
stopnja halogenacije. Literaturni podatki navajajo, da se s poviSanjem logP poveca obstojnost in
zmanjSa razgradnja snovi v okolju, ter da se posledicno povisajo tudi vrednosti BCF.
Napovedane vrednosti BCF s programom VegaNIC so precej nizje v primerjavi z literaturnimi
podatki. Program je namrec vse UV filtre opredelil kot snovi, ki se ne bioakumulirajo, v literaturi

pa je dokazana prisotnost UV filtrov v sedimentu in vodnih organizmih.

3. Pri rezultatih za akutno toksi¢nost smo opazili korelacijo med parametroma logP in LCso —
visji logP kot ima UV filter, niZje so vrednosti LCsoin je zato tak UV filter bolj akutno toksié¢en. Pri
analizi vpliva halogeniranja na akutno toksi¢nost smo ugotovili, da se LCso s halogeniranjem
zniZajo tako pri kloriranih kot bromiranih derivatih. Opazili smo Se, da so bromirani derivati bolj

akutno toksic¢ni kot klorirani derivati enakega UV filtra.

4. In silico rezultati, pridobljeni s programoma Endocrine Disruptome in VegaNIC, so
napovedali endokrino delovanje razgradnih produktov UV filtrov. Za BP3 in 4-MBC je program
VegaNIC napovedal aktivnost na receptorju ER. Program Endocrine Disruptome je napovedal
najvecje endokrino delovanje na ¢loveske receptorje AR, AR an, TR ain TR B. Pri 7 UV filtrih smo
opazili, da se endokrino delovanje po halogeniranju poveca. Pri 12-ih razgradnih produktih teh
UV filtrov smo namrec opazili vecjo verjetnost vezave na vsaj en receptor, na katerih bi bilo

potrebno izvesti dodatna in vivo/in vitro testiranja za potrditev delovanja.
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5. Glede na in silico rezultate za ekotoksikoloski vpliv, verjetnost bioloSke razgradnje,
faktorja BCF, napovedi akutne in endokrine toksi¢nosti smo dolocili najbolj varen UV filter — BP4
in najbolj toksicen UV filter — 4-MBC. Rezultati za endokrino delovanje 4-MBC se vecinoma
ujemajo z dokazi iz in vivo/in vitro testiranj, saj so estrogeno delovanje 4-MBC dokazali v

predhodnih raziskavah.

6. Ljudje so veliki potrosniki rib in morske hrane, zato je izpostavljenost okoljskim
endokrinim motilcem preko hrane potrebno upostevati kot eno izmed moZnih in zelo
pomembnih poti vnosa razgradnih produktov UV filtrov. V nalogi smo nakazali, da imajo lahko
nekateri razgradni produkti Se mocnejSe endokrine ucinke kot izvorni UV filtri. Med
preucevanimi UV filtri izstopa 4-MBC, zato bi bilo smiselno toksikoloski profil halogeniranih

razgradnih produktov 4-MBC $e dodatno preuciti z in vitro in in vivo raziskavami.

In silico rezultati v nalogi, pridobljeni z razlicnimi programi, so sicer v€asih odstopali od
literaturnih podatkov, vendar menimo, da in silico preu¢evanje predstavlja pomemben del pri

nadaljnjih usmeritvah in vitro in in vivo raziskav endokrinih okoljskih motilcev.
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