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POVZETEK

Z nara$Canjem ozaveS¢enosti o nevarnostih, ki jih prinasa pretirano izpostavljanje UV
sevanju, narasc¢a tudi uporaba kozmeti¢nih izdelkov za zas¢ito pred soncem. Aktivne
sestavine teh izdelkov so UV filtri, ki jih najdemo tudi v drugih izdelkih, saj se s tem podaljsa
njihov rok uporabnosti. Zaradi vse vecje uporabe ne ¢udi dejstvo, da so jih nasli tudi v
odpadnih vodah, rekah in podtalnicah. Vprasanje, ki se poraja, je ali so te spojine res varne
za zdravje ljudi. Namen nase magistrske naloge je bil, da z in silico metodami preu¢imo
endokrine ucinke in reproduktivno toksi¢nost izbranih derivatov benzofenona in njihovih
metabolitov ter dobljene rezultate primerjamo z Ze obstojecimi $tudijami in vitro/in vivo.
Dva izmed izbranih derivatov benzofenona, benzofenon-3 in benzofenon-4, sta kot UV filtra
dovoljena tako v Evropski uniji kot na ameriskem trgu. Prvega v izdelkih za zas¢ito pred
soncem najdemo predvsem na ameriSkem trgu, medtem ko se pri nas v izdelkih bolj pogosto
pojavi benzofenon-4, ki se veCinoma uporablja v nizjih koncentracijah in le kot zasCita
drugih sestavin izdelka pred svetlobo. V raziskovanje smo vkljucili $e benzofenon-2 in
benzofenon-6, ki v Evropski uniji sicer nista dovoljena kot UV filtra in se redkeje pojavljata
v izdelkih. Preu¢evanja smo se lotili s pomo¢jo in silico metodologije. Pri preucevanju
metabolizma s programom Meteor Nexus smo dobili rezultate, ki so bili dokaj primerljivi z
rezultati obstojecih raziskav, vendar pa se je $e vedno pojavljalo nekaj neujemanja. Nato
smo izbrane derivate benzofenona in njihove metabolite preucili s pomoc¢jo racunalniSkih
programov za preucevanje endokrinih uéinkov (Vega QSAR, Endocrine Disruptome) ter
reproduktivne toksi¢nosti (Derek Nexus, Vega QSAR, TEST). Z njimi smo dolo¢ili, da se
benzofenon-2 in benzofenon-3 z veliko verjetnostjo vezeta kot agonista na estrogenski
receptor ter kot antagonista na androgenski receptor. Benzofenon-4 izkazuje Sibkejse
delovanje na endokrini sistem, medtem ko benzofenon-6 izkazuje neaktivnost na vse
receptorje. Opazili smo, da so metaboliti lahko celo bolj toksi¢ni od izhodnih spojin. Primer
je benzofenon-3, katerega metaboliti lahko izkazujejo celo mo¢nejSo vezavo na estrogenski
receptor. Reproduktivno toksi¢nost izkazujejo vsi izbrani derivati benzofenona ter nekateri
njihovi metaboliti. Za benzofenon-2, benzofenon-3 in dolo¢ene metabolite to potrjujejo tudi
obstojece Studije, medtem ko za druge le-teh primanjkuje. In silico metode so zaenkrat Se
premalo zanesljive, da bi lahko pri preuc¢evanju metabolizma in toksi¢nih u¢inkov derivatov
benzofenona, nadomestile validirane in vitro/in vivo metode. Potrebne so nadaljnje
nadgradnje podatkovnih baz in zmogljivosti modelov ter strokovna presoja dobljenih

rezultatov.



KLJUCNE BESEDE: derivati benzofenona, in silico metode, metabolizem, endokrina

toksi¢nost, reproduktivna toksic¢nost



ABSTRACT

With increasing awareness of the dangers caused by excessive exposure to UV radiation, the
use of sunscreens has also increased. Active ingredients of these products are UV filters that
are also found in other products, as this prolongs their shelf life. Due to its growing use, it is
not surprising that they were found in wastewaters, rivers and groundwater. The question is
whether these compounds pose any risk to health. The purpose of our work was to study the
endocrine effects and the reproductive toxicity of the selected benzophenone derivatives and
their metabolites using in silico methodology and to compare the results with the already
existing in vitro/in vivo studies. Two of the selected benzophenone derivatives,
benzophenone-3 and benzophenone-4, are permitted in the European Union as well as the
American market as UV filters. Benzophenone-3 is found in sunscreens present mainly on
the American market while in our market benzophenone-4 can be found more often, which
Is also used at lower concentrations as protection of other components from light. We have
also evaluated benzophenone-2 and benzophenone-6, which are not permitted as UV filters
in European Union and are rarely found in products. We used in silico methodology. The
results for the metabolism of selected benzophenone derivatives predicted with Meteor
Nexus were similar to those obtained by in vitro/in vivo studies, but there is still some
discrepancy. In the next step, we evaluated the selected derivatives of benzophenone and
their metabolites by different types of software for potential effects on endocrine system
(Vega QSAR, Endocrine Disruptome) and for reproductive toxicity (Derek Nexus, Vega
QSAR, TEST). We established that benzophenone-2 and benzophenone-3 bind to the
estrogen receptor as an agonist and to the androgen receptor as an antagonist with high
probability. Benzophenone-4 exhibits weaker activity on the endocrine system, while
benzophenone-6 is devoid of any binding capacity to all of the receptors. We have predicted
that metabolites can sometimes be even more toxic than their parent compounds in terms of
endocrine activity. For example, benzophenone-3 metabolites have shown stronger binding
affinity to the estrogen receptor than the parent compound. All selected benzophenone
derivatives and some of their metabolites exhibit reproductive toxicity. This is also in line
with the results of existing in vitro/in vivo studies in cases of benzophenone-2,
benzophenone-3 and certain metabolites, while there is a lack of studies for others. In silico
methods are not yet sufficiently reliable to replace validate in vitro/in vivo methodology in

the study of metabolism and toxic effects of benzophenone derivatives. Further upgrading



of databases and better performance of models is needed, as well as an expert judgement of

obtained results.

KEYWORDS: benzophenone derivatives, in silico methodology, metabolism, endocrine

toxicity, reproductive toxicity
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1 UVOD

1.1 KOZMETICNI IZDELKI ZA ZASCITO PRED SONCEM

Soncna svetloba je glavni vir energije na naSem planetu. Klju¢na je pri procesu fotosinteze,
nastajanju toplote in vida ter tako posledi¢no za prezivetje vseh zivih bitij. Pa vendar prav
ultravijoli¢na svetloba (UV svetloba) velja za eno najvecjih nevarnosti za ¢lovesko kozo (1).
Razdelimo jo lahko v tri skupine. UVC svetloba ima najkraj$o valovno dolzino (100-280
nm) in zaradi popolne absorpcije v ozonskem plasc¢u sploh ne doseze zemeljskega povrsja.
Soncna svetloba v nasi okolici je pretezno sestavljena iz UVA svetlobe (90-95 %) in UVB
svetlobe. UVA svetloba je tista z najdalj$o valovno dolzino (315-400 nm), in ki v koZi prodre
najgloblje (2). Vsaka komponenta UV sevanja lahko povzroci razli¢ne $kodljive uéinke na
tkiva, celice in molekule, zato je zelo pomembno, da kozo zas¢itimo. Kratka izpostavljenost
soncu (5-10 minut) ima sicer res terapevtske ucinke, saj poveca proizvodnjo vitamina D in
s tem olajSa absorpcijo kalcija, ki je pomemben za zdrave kosti, pa vendar daljse
izpostavljanje soncu lahko povzro¢i hude poskodbe koze, opekline, staranje koze in koznega
raka (3). Predvsem UVB zarki, ob&asna intenzivna izpostavljenost soncu ter son¢ne opekline
so tisti dejavniki, ki prispevajo k nastanku melanoma (4). Med belo raso je moznost za razvoj
te vrste raka kar 2,4 % (5). Stevilo odraslih, ki se zdravijo za koznim rakom, pa iz leta v leto
naras¢a. V ZdruZenih drzavah Amerike (ZDA) se je med leti 2002 in 2006 za koZnim rakom
zdravilo 3,4 milijonov ljudi, medtem ko se je v naslednjih 5 letih §tevilo bolnikov poveéalo
za kar 1,5 milijona (6). Negativne ucinke sonénih zarkov lahko prepre¢imo ali zmanj$amo z
upostevanjem za$Citnih ukrepov, med katere sodi tudi uporaba kozmeti¢nih izdelkov za
zascito pred sonénimi zarki. Aktivne uc¢inkovine v teh pripravkih so UV filtri, ki varujejo
kozo pred UV sevanjem (7). Glede na kemicno sestavo jih lahko delimo na organske in
anorganske. Organski UV filtri so ve¢inoma aromatske spojine, ki absorbirajo UV svetlobo,
medtem ko so anorganski UV filtri minerali, ki lahko UV svetlobo absorbirajo, razprsijo ali
odbijejo. Obe skupini imata tako svoje prednosti kot tudi svoje slabosti. Anorganski UV filtri
povzroc¢ajo manj alergijskih reakcij in so bolj stabilni, vendar pa niso tako primerni za
uporabo v kozmeticnih izdelkih, saj se slabse vpijajo in lahko na kozi pustijo belo sled (8).
Kljub vsem pozitivnim u¢inkom UV filtrov pa se v zadnjem casu vse ve¢ govori tudi o
njihovi morebitni nevarnosti za okolje in zdravje ljudi. Zaradi vse vecje ozaveSéenosti o
negativnih vidikih soncenja se je v zadnjih letih poraba kozmeti¢nih izdelkov za zas¢ito pred

soncem moc¢no povecala. Prav tako pa se UV filtri vse ve¢ dodajajo tudi plastiénim masam,



barvam, lepilom in gumam kot za$¢ita sestavin pred svetlobo. Vse to je privedlo do tega, da
vse ve¢ UV filtrov pristane v odpadnih vodah in zaradi neucinkovitih Cistilnih naprav
posledi¢no tudi v rekah, podtalnicah ali celo pitni vodi (7).

V Evropski uniji (EU) je zakonodaja kozmeti¢nih izdelkov za zas¢ito pred soncem usklajena
in regulirana kot kozmetika s strani Evropskega zdruzenja kozmeti¢ne industrije (Cosmetics
Europe), medtem ko se v ZDA tovrstni izdelki smatrajo kot zdravilo brez recepta in jih zato
regulira AmeriSka agencija za hrano in zdravila (Food and Drug Administration (FDA)).
Prav zaradi tega UV filtri, prisotni na trgu ZDA, potrebujejo veliko ve¢ varnostnih testiranj
in klini¢nih Studij, kar je vodilo do slabse razvitosti ameriskega trga kozmeti¢nih izdelkov
za za$Cito pred soncem v primerjavi z evropskim (9). Medtem ko ameriska FDA dovoljuje
le 16 UV filtrov za uporabo v izdelkih za za$¢ito pred soncem, pa znanstveni odbor EU
trenutno dovoljuje kar 27 spojin (10, 11).

Faktor zascite proti soncu (SPF) nam pove sposobnost zas¢ite kozmeticnega izdelka pred
rdecico, ki nastane kot posledica izpostavljanja UVB Zarkom. IzraCunamo ga s pomocjo
minimalne koli¢ine UV Zarkov, ki povzroc¢i nastanek rde¢ine (minimum erythemal dose
(MED)) na kozi zaS¢iteni s son¢no kremo in na tisti brez zascite.

MED zascCitena koza
SPF =

MED nezascCitena koza
Odstotek filtriranega sevanja naraste iz 0 % pri izdelkih brez UV zas¢ite na 90 % pri izdelkih

s SPF 10, in se poveca le za 3 % med izdelkom s SPF 30 in tistim s SPF 100. Ker tako izdelki
z vi§jo vrednostjo SPF ne nudijo obCutno boljse zascite se v EU lahko oznacujejo kozmetiéni
izdelki s SPF ve¢ kot 50 z oznako SPF 50+, v Avstraliji pa je ta lestvica celo omejena z
oznako SPF 30 (9).



1.2 DERIVATI BENZOFENONA KOT UV FILTRI

Med najpogosteje uporabljene organske UV filtre spadajo derivati kafre, cimetne ali salicilne

kisline, p-aminobenzojska kislina in njeni derivati ter derivati benzofenona. Pri nasem delu

smo se osredotoCili na Stiri derivate benzofenona. Med najbolj uporabljenimi sta

benzofenon-3 (BF-3) in benzofenon-4 (BF-4), ki sta dovoljena tako v EU kot tudi drugje po

svetu. V EU je sicer nujno, da je na izdelku prisotno opozorilo, da le-ta vsebuje BF-3 (11,

12). Benzofenon-2 (BF-2) in benzofenon-6 (BF-6) pa sta dovoljena samo na Japonskem in

v Juzni Afriki (3). V preglednici | smo zbrali maksimalne dovoljene koncentracije izbranih

derivatov benzofenona v nekaterih drzavah sveta.

Preglednica | Izbrani derivati benzofenona, ki so dovoljeni v razlicnih drzavah, ter njihova maksimalna koncentracija.
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Japonska in JuZzna Afrika: 10 %




1.2.1 FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI DERIVATOV BENZOFENONA

Derivati benzofenona so skupina organskih spojin s sposobnostjo absorpcije UVA in UVB
dela spektra svetlobe. Imajo relativho nizko molekulsko maso, saj temeljijo na osnovni
strukturi benzofenona, ki vsebuje dva benzenska obroca, pre¢no povezana s karbonilno
skupino. Razli¢ni derivati imajo dodane substituente na specificnih mestih osnovnega
benzofenonskega skeleta (13). Vecina derivatov benzofenona je pri sobni temperaturi v
trdnem stanju, topni pa so v organskih topilih in netopni v vodi (14). Izjema je BF-4 in
njegova natrijeva sol (BF-5), ki sta zaradi prisotne sulfonske skupine dobro topna v vodi (7).
Derivati benzofenona so planarne molekule, ki so zmozne fotoabsorpcije in resonancne
stabilizacije ter s tem zascite ¢loveske koze in drugih izdelkov pred poskodbami s strani UV
sevanja (15). Najbolj pogosto uporabljen derivat benzofenona, BF-3, je fotostabilen,
lipofilen in potencialno bioakumulativna spojina, saj se lahko hitro absorbira per os ali preko
koze (16). Predviden razpolovni ¢as BF-3 v povrsinskih vodah v poletnih mesecih je nekaj

tednov, medtem ko se v zimskih mesecih lahko poveca celo za 7-9 krat (17).

1.2.2 ABSORPCIJA DERIVATOV BENZOFENONA

V prizadevanju, da bi sredstva za zascito pred soncem ostala ¢im dlje na kozi, jih proizvajalci
poskusajo narediti ¢im bolj lipofilne, kar pa lahko privede do povecane absorpcije skozi kozo
(18). Pomembna je tudi podlaga izdelka, ki lahko vpliva na penetracijo UV filtra. V primeru
BF-3 se je izkazalo, da je najboljsa penetracija iz vazelina, medtem ko je pri hidrofilnem BF-
4 najucinkovitejSa iz hidroksietilceluloznega gela. V izogib absorpciji skozi kozo in hkrati
sprejemljivosti kozmeti¢nega proizvoda je za derivate benzofenona idealna oblika emulzija
olje v vodi (19). Daltonovo pravilo pravi, da spojine z molekulsko maso niZjo od 500 Da
lahko prehajajo koZo in so tako nezaZelene v kozmeti¢nih izdelkih, v to skupino pa spadajo
tudi derivati benzofenona (20). Vendar je potrebno pri vrednotenju absorpcije upostevati
povrsino telesa, pogostost nanaSanja pripravkov za zascito pred soncem, in sicer predvsem
poleti, ko jih nanasamo tudi veckrat dnevno veé let zapored (21). Studija na 11 prostovoljcih
po enkratnem nanosu sonéne kreme s 4 % BF-3 po celem telesu je pokazala, da se z urinom
1zlo¢1 0,5 % aplicirane koli¢ine BF-3. AmeriSka raziskava pa je raziskovala vpliv veckratne
aplikacije. Pokazalo se je, da veckratna aplikacija povzroci vecje izlo¢anje BF-3 v povprecni
koncentraciji 3,7 %. Kar je pri tem presenetljivo, je dejstvo, da se je v obeh raziskavah BF-

3 izlocal iz telesa Se do 48 ur 0z. 5 dni po zadnji aplikaciji (18, 22).



1.2.3 1ZPOSTAVLJENOST DERIVATOM BENZOFENONA

Derivate benzofenona uporabljajo tudi za druge namene in ne samo v kozmeti¢nih izdelkih
za za$Cito pred soncem. V embalazi za zivila $¢itijo tako embalazo kot tudi hrano pred UV
zarki. Uporabljajo se tudi v barvah in lakih ter v izdelkih iz plasti¢ne mase, ki se uporabljajo
na prostem. Najpogosteje uporabljeni BF-3 so zaznali v kar 96 % vzorcev urina v ZDA, ter
v 13 % vzorcev mleka doje¢ih mater v Svici. V danski raziskavi so zaznali prisotnost BF-3
v vseh 129 vzorcih urina otrok, in to v zimskih mesecih, kar pri¢a o tem, da obstaja tudi drug
vir slednjega in ne le izdelki za zas¢ito pred soncem (23). Med preiskovanimi UV filtri so v
rekah najpogosteje prisotni prav derivati benzofenona. Zaradi najvecje polarnosti in topnosti
v vodi so pri¢akovano najvisjo vrednost zaznali pri BF-4 (0,3 mg/l). V nizjih koncentracijah
so Stevilne zaznali tudi v jezerih in morjih, predvsem BF-3 in BF-4 pa tudi v pitni vodi in
podtalnici (do koncentracije 450 ng/l). 1zjema je manj uporabljeni BF-6, ki so ga nasli le v
usedlinah in tleh (7). Da je razsirjenost derivatov benzofenona resni¢no velika, kaze tudi
dejstvo, da so jih leta 2014 zaznali celo na Arktiki (24). UV filtri pa ne povzrocéajo skodljivih
ucinkov le na ljudi, ampak tudi na okolje. Studija iz leta 2008 je ugotovila, da s spodbujanjem
virusnih okuzb igrajo pomembno vlogo pri beljenju koral tudi, ¢e so prisotni v zelo nizkih
koncentracijah. Ocenjuje se, da se na obmocje koralnih grebenov letno izlo¢i od $tiri do Sest
tiso¢ ton kozmetic¢nih izdelkov za zascito pred soncem, kar pa z leti le $e narasca (25). To je
bil tudi razlog, da so leta 2017 na Havajih prepovedali uporabo BF-3 v vseh izdelkih za
potrosnike, predvsem ce je predvidena uporaba blizu plaz ali pa se vsaj zahteva opozorila na
embalazi, da je kemikalija Skodljiva za korale in vodno okolje. UV filtri v okolje pridejo s
spiranjem s koZe ob uporabi izdelkov za osebo nego in preko odpadnih voda. V Svici so na
primer ocenili, da se v ¢istilne naprave izlo¢i povpre¢no 69 g BF-3/deset tiso¢ ljudi/dan (26).
Med pregledom izdelkov na slovenskem trziS¢u smo nasli kar nekaj takSnih, ki vsebujejo
derivate benzofenona. V izdelkih je bil najpogosteje prisoten BF-4, ki smo ga nasli v
produktih za nego telesa tudi nekaterih znanih proizvajalcev, kot na primer gel za prhanje
Palmolive Gourmet Strawberry Touch, teko¢e milo FA Hygiene & Frische in lak za lase
Taft Power Cashmere Touch. V teh izdelkih se sicer ne uporablja kot UV filter za zas¢ito
pred soncem, ampak je dodan z razlogom, da se podaljsa zivljenjska doba izdelka s tem, da
se zmanjSa fotodegradacija ostalih sestavin (27). V izdelkih namenjenih za za$¢ito pred
so¢nimi zarki smo nasli samo BF-3. Na slovenskem trziScu ga vsebujejo le nekatere linije
kot na primer Hawaiian Tropic in Olival. Slednja vsebuje izdelke z BF-3 celo za otroke

(mleko za sonéenje za otroke Olival SPF 30). Za razliko pa na ameriSkem trgu opazimo



znatno vecjo uporabo BF-3 kot UV filtra kot posledico strozje regulative in s tem manj izbire
pri uporabi filtrov, predvsem tistih z UVA za$cito. V bazi kozmeti¢nih izdelkov Skin Deep
ameriSke okoljevarstvene organizacije (Environmental Working Group (EWG)) smo nasli
preko 500 razli¢nih izdelkov za zas¢ito pred soncem, Ki so vsebovali BF-3 ter Se skoraj toliko
drugih izdelkov, namenjenih osebni negi. Pogosto uporabo tega filtra potrjuje tudi raziskava
iz leta 2011, ko so izmed 201 pregledanih izdelkov za zascito pred soncem na ameriskem
trgu nasli BF-3 v kar 68 % izdelkov (28). Tudi na ameriskem trgu niso prisotni izdelki za
zascito pred soncem z BF- 4 kot UV filtrom, vendar pa se slednji prav tako pogosto nahaja
v razli¢nih drugih izdelkih, predvsem v izdelkih na nego las, teko¢ih milih in gelih za
tusiranje. Medtem ko smo na ameriskem trgu nasli 18 lakov za nohte, ki so vsebovali BF-2,

pa nismo nasli nobenega izdelka, ki bi vseboval BF-6 (29).

1.2.4 TOKSICNI UCINKI DERIVATOV BENZOFENONA

Dva izmed izbranih derivatov benzofenona (BF-2 in BF-3) sta razvr§¢ena na seznam SIN
(Substitute It Now!), ki ga sestavljajo kemikalije, ki jih nevladna organizacija ChemSec
identificira kot Seznam snovi, ki zbujajo veliko zaskrbljenost (Substance of very high
concern (SVHC)) na podlagi meril dolo¢enih v uredbi EU za registracijo, evalvacijo,
avtorizacijo in omejevanje kemikalij (Registration, Evaluation, Authorisation and
Restriction of Chemicals (REACH)) (30). Raziskovalci Danskega centra za endokrine
motilce (Center for Hormonforstyrrende Stoffer (CEHOS)) so na podlagi tega seznama
izdelali oceno nevarnosti, ki je temeljila na rezultatih studij u¢inkov derivatov benzofenona
na zdravje ljudi, in vitro/vivo $tudij in Studij vpliva na okolje. BF-3 so razvrstili kot
potencialni hormonski motilec, BF-2 pa kot hormonski motilec (31). Prav tako pa je bil BF-
3 uvrscen na seznam Tekoci akceijski nacrt Skupnosti (The Community Rolling Action Plan
(CoRAP)), ki deluje na podlagi uredbe REACH in zdruzuje seznam snovi, ki so ali bodo
ocenjene v prihodnjih letih s strani dolo¢ene drzave ¢lanice EU (32). V razli¢nih in vitro in
in vivo raziskavah je ve¢ derivatov benzofenona izkazalo u¢inke hormonskih motilcev, in
sicer z delovanjem na estrogenske (ER), androgenske (AR), progesteronske (PR) in druge
jedrne receptorje. Poleg tega pa je dokumentiran tudi njihov vpliv na povzrocanje skodljivih
koznih reakcij, predvsem alergij in fotoalergijskih reakcij. Retrospektivna Studija je
pokazala, da so v primeru alergij, ki jih povzrocajo pripravki za sonéenje, pozitivni rezultati
epikutanih testov v kar 70,2 % posledica BF-3 (33). Leta 2014 so bili derivati benzofenona
izbrani s strani ameriSkega ZdruZenja za kontaktni dermatitis (American Contact Dermatitis

Society (ACDS)) kot alergen leta, v Zelji po vecji prepoznavnosti teh alergenov in njihovih



ucinkov natelo (15). Pri uporabi pripravkov, ki vsebujejo derivate benzofenona, je potrebna
posebna pozornost predvsem pri mlajsih otrocih, pri katerih sposobnost konjugacije, kot
glavne poti izloCanja Se ni v popolnosti razvita in je posledi¢no izlo¢anje teh snovi

pocasnejse (18).

1.3 ENDOKRINI SISTEM

Endokrini sistem je eden izmed glavnih sistemov v telesu, ki omogoca, da se notranje
ravnovesje ne spremeni kljub nenehno spreminjajoc¢em se okolju. Deluje v sodelovanju z
zivénim sistemom, vendar pocasneje in trajnejSe kot ta. Uravnava razli¢ne procese kot so
rast kosti, spanje, menstrualni cikel pri Zenskah, proliferacija celic in psihosocialno vedenje
(34). Sistem nadzorovanja telesnih funkcij je kompleksen in sestavljen iz S$tevilnih
medsebojno povezanih sistemov. Glavni del endokrinega sistema so zleze z notranjim
izloCanjem (endokrine Zleze) in hormoni, ki jih te Zleze izlo¢ajo. Hormoni so kemicni
signali, ki potujejo po krvi in v oddaljenih tkivih sprozijo ali zavrejo fiziolosko aktivnost.
Glede na kemijsko strukturo jih lahko razdelimo na proteine, steroide in derivate aminokislin
(35).

1.3.1 RECEPTORJI
Prvi korak, da lahko hormoni vplivajo na tkiva, je vezava na specifi¢ne receptorje v ciljani

celici. Te lahko najdemo na celi¢ni membrani, v citoplazmi ali jedru. So veliki proteini, ki
so obicajno specifi¢ni za en hormon ali skupino hormonov. Njihovo §tevilo se spreminja v
odvisnosti od intenzivnosti in pogostosti stimulacije s hormoni (36). Receptorje lahko
razdelimo v pet skupin. Jedrne receptorje lahko opisemo tudi kot z ligandi regulirane
transkripcijske faktorje. Nahajajo se znotraj celice, zato morajo biti njihovi ligandi topni v
mascobah, da lahko preckajo celicno membrano. Ostale $tiri skupine receptorjev se nahajajo
na membrani celice. Mednje Stejemo receptorje sklopljene z encimom (s tirozin kinazo),
receptorje sklopljene s proteinom G in ionske kanal¢ke. Stevilni receptorji obstajajo v ved
oblikah kot na primer a in 3 estrogenski receptorji, ki so obicajno specifi¢ni za razli¢na tkiva.
V preglednici Il so nasteti receptorji, ki jih bomo uporabili pri naSem delu. Nasteti so njihovi

ligandi ter opisana njihova funkcija (37).



Preglednica Il: Receptorji, ki jih bomo uporabili pri nasem delu, njihovi ligandi ter njihova funkcija.

RECEPTOR

LIGAND

FUNKCIJA
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androgena aktivnost

estrogenski receptor a | estradiol estrogena aktivnost
(ER o)
estrogenski receptor | E2, fitoestrogeni, 50- | estrogena aktivnost

(ER B)

androstan-3p,17pdiol

glukokortikoidni kortizol glukokortikoidna aktivnost
receptor

(GR)

jetrni X receptor o.in B | oksisteroli metabolizem holesterola
(LXR o in B)

S peroksisomskim | veckrat nenasi¢ene mascobne | metabolizem mascobnih

proliferatorjem

aktiviran receptor o

(PPAR 0)

kisline, eikozanoidi

Kislin, zaviranje vnetja

S peroksisomskim | neznan implementacija  posteljice,
proliferatorjem decidualizacija

aktiviran receptor 3

(PPAR P)

S peroksisomskim | prostaglandin ~ J2, veckrat | adipogeneza

proliferatorjem
aktiviran receptor y

(PPAR v)

nenasi¢ene mascobne kisline,

lizofosfatidna kislina

retinoidni X receptor o
(RXR a)

9-cis-retinojska kislina,

dokozaheksaenojska kislina

pogost partner pri dimerizaciji

receptorjev, embriogeneza

tiroidni receptor a in 3

(TR ain B)

trijodotironin (T3)

aktivnost $¢itni¢nih hormonov




1.3.2 HORMONSKI MOTILCI

Hormonski motilci (HM) so kemikalije ali meSanice kemikalij, ki motijo naravno delovanje
hormonov v telesu, bodisi s poseganjem v sintezo, vezavo, prenaSanje ali izloCanje
hormonov iz telesa (38). Ena izmed prvih snovi, za katero so ugotovili vpliv na endokrini
sistem je bil DDT (dikloro-difenil-trikloroetan) leta 1949. Gre za vcasih mnozi¢no
uporabljen pesticid, a so dokazi na laboratorijskih zivalih jasno pokazali estrogeno delovanje
(39). Poleg pesticidov pa HM najdemo tudi v razli¢nih produktih od elektronike in oblacil
do izdelkov za osebno nego ter embalaznega materiala (38). Tako ni ¢udno, da se
izpostavljenost tem kemikalijam za¢ne Ze v maternici in se nadaljuje v klju¢nih stopnjah
razvoja ter v vsej odrasli dobi. Glavna pot prehajanja HM v telo je preko koze z nanasanjem
raznih izdelkov za osebno nego, mozna pa je tudi izpostavljenost preko plju¢ z vdihavanjem
ob uporabi lakov za lase in diSav ali pa z zauZitjem v primeru mazil za ustnice. Zaradi vse
vecje prisotnosti v okolju lahko HM v telo vnesemo tudi s hrano in vodo (40). Tako kot
hormoni tudi te kemikalije delujejo pri zelo nizkih koncentracijah in njihovih u¢inkov v nizki
koncentraciji pogosto ni mogoce ekstrapolirati na visoke odmerke. Ve¢ razlicnih HM lahko
deluje sinergisticno in se tako ucinek Se poveca. KljuCen parameter je tudi cas
izpostavljenosti. Predvsem izpostavljenost med razvojem lahko povzro¢i nepopravljive
posledice, medtem ko ucinki pri odraslih pogosto izginejo z odstranitvijo HM (41).
Ameriska agencija za varstvo okolja (United States Environmental Protection Agency (US
EPA)) je razvila program za odkrivanje HM (The Endocrine Disruptor Screening Program
(EDSP)), ki z uporabo validiranih metod preiskuje pesticide, komercialno dostopne
kemikalije in kemikalije v okolju ter ugotavlja njihovo delovanje na endokrini sistem (42).
Tudi EU je v zelji po odpravi prisotnosti HM v vodi, industrijskih kemikalijah,
fitofarmacevtskih sredstvih in biocidih uvedla razli¢ne zakonodajne obveznosti. Ena izmed
njih je uredba REACH, ki skrbi za varovanje ljudi in okolja pred tveganji, ki jih lahko
predstavljajo kemikalije (43).

1.4 REPRODUKTIVNA TOKSICNOST

Pod reproduktivno toksi¢nost Stejemo Skodljive ucinke na spremembo Zenske in moske
razmnoZzevalne funkcije, ki zajema ucinke kot so na primer vpliv na menstrualni cikel pri
zenskah, na pojav pubertete pri najstnikih ali na proizvodnjo in prenos gamet kot tudi ucinki
na plodnost, porod in izid nosecnosti. Poleg tega med reproduktivno toksi¢nost spada tudi

razvojna toksi¢nost, ki v najSirSem smislu vkljucuje kakrSen koli vpliv na normalen razvoj



pred ali po rojstvu, in ki izhaja iz izpostavljenosti starSev pred spocetjem, med nose¢nostjo
ali izpostavljenost postnatalno vse do spolne dozoritve. Ucinki razvojne toksi¢nosti se lahko
pokazejo v razlicnih obdobjih razvoja kot smrt ploda v maternici, strukturne okvare,
spremembe v rasti ali funkcionalne pomanjkljivosti. V posebno skupino reproduktivne
toksicnosti spadajo tudi uéinki, ki so posledica izpostavljenosti matere kemikaliji med
dojenjem (44). Za oceno tveganja za reproduktivno toksi¢nost so najboljsi podatki, ki
izhajajo iz epidemioloskih Studij. Vendar pa je teh podatkov premalo, zato velja
predpostavka, da sredstvo, ki povzroca skodljiv reproduktiven uc¢inek pri eksperimentalnih
Studijah na zivalih, predstavlja potencialno reproduktivno groznjo tudi za cloveka (45).
Kljub temu da obstaja tezja po zmanjSevanju testiranj na zivalih, pa v primeru reproduktivne
toksicnosti Evropska agencija za kemikalije (The European Chemicals Agency (ECHA))
priznava, da metode in vitro in (Q)SAR ne morejo nadomestiti poskusov na zivalih (46). To
je predvsem posledica kompleksnosti razmnozevalnega sistema pri sesalcih, in ker je
posledi¢no nemogoce preiskovati celoten cikel v enem samem in vitro sistemu. Tako se cikel
obi¢ajno razdeli na razlicne bioloske komponente, ki jih je mogoce raziskovati (47).
Najpogosteje uporabljene in vitro studije so Studije s ¢loveskimi ali zivalskimi celicami ter
celi¢nimi linijami kot na primer zarodne mati¢ne celice (Embryonic Stem Cell Test (EST))
ali razli¢ni Zivalski modeli (npr. na ribah cebricah) (48). Tudi racunalniski modeli in s tem
in silico $tudije ¢edalje bolj kazejo potencialno uporabnost (49). V EU so reproduktivno
toksi¢ne snovi razvr$éene kot snovi CMR (rakotvorne, mutagene ali strupene za
razmnozevanje) v 1A, 1B ali 2 kategorijo. Ker pa nevarna lastnost snovi ne pomeni nujno
tveganja za zdravije ljudi, se te snovi lahko uporabljajo v kozmeti¢nih izdelkih pod posebnimi
pogoji ali ¢e jih Znanstveni odbor za varstvo potrosnikov (Scientific Committee on
Consumer Safety (SCCS)) EU glede na izpostavljenost in koncentracijo oceni kot varne za

uporabo (11).

1.5 INSILICO METODE

Skupaj z uredbo REACH je prisla teznja po zmanjSevanju poskusov na Zivalih in s tem vse
vedje zanimanje za uporabo rac¢unalni$kih metod. Termin in silico se nanaSa na racunalniski
poskus, matemati¢ni izraun ali organizacijo podatkov, povezanih s spojino s pomocjo
racunalniSke analize. Obstajajo razli¢na raCunalnisko podprta orodja za analizo podatkov, ki
omogocajo naértovanje novih zdravilnih u¢inkovin, napoved farmakokineti¢nih lastnosti ali

razliénih vidikov toksi¢nosti (50). Kljub temu da farmacevtska industrija Ze desetletja
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uporablja ta nacin raziskovanja predvsem kot pomo¢ pri iskanju novih zdravilnih uc¢inkovin,
pa se z vse hitrejSim razvijanjem te metodologije razsirja tudi njen spekter uporabe. Velika
prednost teh metod je, da so hitrejSe in cenejSe od in vitro ali in vivo poskusov in je zato
mozno oceniti veliko Stevilo spojin v relativno kratkem ¢asu (51). Edinstvena prednost je
tudi v tem, da je mogoce spojino oceniti Se preden jo sintetiziramo. S pomocjo in silico
metod bi lahko pomembno zmanjsali potrebo po poskusih na zivalih (52). Obstaja ve¢ vrst
in silico modelov, ki lahko obravnavajo celo telo, posebne organe in bioloske procese ali pa
SO usmerjeni v biokemi¢ni mehanizem, kot je vezava na receptor. Med najpogosteje
uporabljenimi najdemo razli¢ne metode kvantitativnih modelov odnosa med strukturo in
delovanjem ((Q)SAR), ekspertne sisteme, molekulsko modeliranje, podatkovno rudarjenje,
kinetiéne modele in razli¢na racunalniSka orodja za analizo podatkov (53, 54). Splosno
sprejeto dejstvo pravi, da je uspe$nost ra¢unalniSkih metod odvisna od izbire in kakovosti
vhodnih podatkov (55). Izbira primerne podatkovne baze je zato eden izmed kljucnih
parametrov razvoja uspesnih in silico modelov. Poznamo razli¢ne podatkovne zbirke, ki so
uporabne za napovedovanje kineti¢nih lastnosti spojin (ADME Database (56), Metabase
(57), DrugBank (58)) ali pa vsebujejo informacije o toksi¢nosti. Med slednjimi najdemo na
primer podatkovne baze, ki vsebujejo informacije o0 HM (EDCs DataBank (59), EDKB
Database (60)), o estrogenem delovanju (EADB (61)) ali o reproduktivni toksi¢nosti (Toxnet
DART (62)).

151 (Q)SAR IN EKSPERTNI SISTEMI

Najbolj poznane in silico metode so modeli, ki podajo kvantitativno razmerje med strukturo
in delovanjem ((Quantitative) Structure — Activity Relationship ((Q)SAR)) in temeljijo na
trditvi, da je struktura molekule odgovorna za delovanje spojine. Razmerje med strukturo in
njenim delovanjem se opise s pomoc¢jo molekulskih deskriptorjev, kot so logP in povrsina
molekule, ki so v bistvu intrinzi¢ne lastnosti posamezne molekule. Modeliranje s pomocjo
(Q)SAR na splosno vkljucuje tri korake. V prvem koraku se zbere nabor spojin, v drugem
pa deskriptorji, ki povezujejo kemicno strukturo z doloc¢eno aktivnostjo. V zadnjem koraku
se uporabijo statisticne metode, ki povezujejo spremembe v strukturi s spremembami v
aktivnosti. (Q)SAR modeli obstajajo za razli¢ne bioloske in toksikoloske koncne tocke.
Obstaja ve¢ kot 30 razli¢nih kon¢nih tock, ki pokrivajo vse od rakotvornosti, mutagenosti
do preobcutljivosti na kozi in drazenje oci (63).

Cedalje bolj uporabljena in silico metoda so tudi ekspertni sistemi (ES) — ra¢unalniski

programi, ki uporabljajo tako razpolozljive informacije kot tudi logi¢no sklepanje za
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reSevanje dolocenih zastavljenih problemov. V splo$nem so sestavljeni iz baze podatkov in
pravil, sistema sklepanja in generatorja pravil. Prednosti ES so v hitrosti in relativno dobri
primerljivosti z in vitro/in vivo $tudijami ter njihovi transparentnosti in prilagodljivosti,
medtem ko so pomanjkljivosti predvsem v pravilni oceni toksi¢nosti s strani strokovnjaka
ter omejenosti trenutnega znanja (64). Vsi ES temeljijo na eksperimentalnih podatkih in/ali
pravilih, ki izhajajo iz takih podatkov. Lahko jih razdelimo glede na to ali temeljijo na
obstojeCem strokovnem znanju in pravilih (knowledge/rule-based ES) ali pa na tiste, Ki
uporabljajo statisti¢ni pristop in temeljijo na (Q)SAR zakonitostih. Pri prvih strokovnjaki
ustvarijo pravila, ki temeljijo na seznamu strukturnih znacilnosti, ki so povezane z doloceno
toksi¢nostjo ali aktivnostjo (63).

1.5.2 IN SILICO NAPOVEDOVANJE METABOLIZMA

Preucevanje metabolizma spojin je pomembno, ker se v velikih primerih izkaze, da je prav
ta posredno ali neposredno kriv za toksi¢ne ucinke. V zadnjih letih se kot nacin za
raziskovanje metabolizma vse pogosteje pojavljajo prav in silico metode. Metabolizem neke
spojine se preucuje z razliénih vidikov, kot na primer napoved mesta presnove,
napovedovanje potencialnih metabolitov in njihovih kemijskih struktur ter napoved uc¢inkov
snovi na presnovne encime (65). Cilj je predvideti vse pricakovane metabolite I. in II. faze,
jih organizirati v metabolno drevo ter oceniti verjetnost njihovega nastanka. Kljub temu da
je razvoj na tem podro¢ju hiter, pa se Se vedno pojavljajo nekatere ovire, saj manjka
zanesljivih metod za kvantitativno oceno koli¢ine nastalega metabolita ter napovedovanje
razlik v metabolizmu na podlagi vrste, starosti, spola, prehranskih in bolezenskih stanj ter
zaradi genetskih razlik (66). Trenutno so na voljo metode, ki vklju¢ujejo modele (Q)SAR,
ekspertni sistemi, sidranje protein — ligand, algoritmi na osnovi farmakoforja, simulacije
molekularne dinamike in druge (67). Najdemo jih pod imeni MetaSite (68), StarDrop (69),
Meteor Nexus (70).

1.5.3 IN SILICO NAPOVEDOVANJE ENDOKRINIH UCINKOV

Najpogostejsi nezeleni u¢inek HM je estrogeno delovanje, ki je tudi najbolj intenzivno
preucevano poleg androgenega. Razlog je tudi v raznolikosti in zapletenosti mehanizmov
delovanja HM ter omejenih podatkih, ki so na voljo za in silico testiranje drugih vidikov
endokrine toksi¢nosti. Modeli, ki se uporabljajo, vkljucujejo (Q)SAR modele, stimulacijo
molekulske dinamike, sidranje in modeliranje na osnovi farmakoforjev. Vecina teh
racunalniskih orodij omogoca le razvrs¢anje spojin med tiste, ki se vezejo na receptor in

tiste, ki se ne. Le nekatere omogocajo kvantitativno oceno relativne vezavne afinitete (71).
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Primeri metod so Derek Nexus (72), Endocrine Disruptor Knowledge Base (73),
VirtualToxLab (74).

1.54 IN SILICO NAPOVEDOVANJE REPRODUKTIVNE TOKSICNOSTI
Mehanizmi povzro€anja reproduktivne toksi¢nosti so raznoliki, mnogi neznani ali le delno
raziskani na celicnem in molekularnem nivoju. Razlog za pomanjkanje raziskav na tem
podrocju je v tem, da so Studije ene izmed drazjih in Casovno najbolj zahtevnih poleg tega
pa je tudi Stevilo zahtevanih Zivali za in vivo Studije veliko vecje od vseh ostalih $tudij
toksicnosti. Obstaja velika teznja po raziskovanju na in silico nivoju vendar trenutno obstaja
relativno malo modelov za raziskovanje reproduktivne toksi¢nosti, obstojeci pa imajo
omejeno podrocje uporabe. Vecina modelov, ki so na voljo, uporabljajo (Q)SAR metode in
sorodne metode, kot je metoda odloCitvenega drevesa ali ekspertni sistemi (75). Poznamo
metode kot so CAESAR (76) in TEST (Toxicity Estimation Software Tool) (77).
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2 NACRT ZA DELO

Derivati benzofenona se pogosto uporabljajo v razli¢nih izdelkih, zato njihova prisotnost v
okolju naras¢a. Vprasanje, ki se ob tem poraja, je kakSen je vpliv izpostavljenosti tem
kemikalijam na zdravje ljudi. Derivate benzofenona se povezuje predvsem z vplivom na
endokrini ter reproduktivni sistem. To podrocje je Se relativno slabo raziskano, zato bomo
za izbrane S§tiri derivate benzofenona in njihove metabolite s pomoc¢jo in silico metod

napovedali endokrine u¢inke in reproduktivno toksi¢nost.

Najprej bomo s pomoc¢jo ra¢unalniSkega programa Meteor Nexus napovedali metabolizem
Stirih izbranih derivatov benzofenona (BF-2, BF-3, BF-4 in BF-6).

1. Med dobljenimi metaboliti bomo izbrali metabolite I. faze biotransformacije in jih
uporabili za nadaljnjo analizo.

2. S pomocjo racunalniskega programa Vega QSAR - Estrogen Receptor Relative
Binding Affinity Model in Endocrine Disruptome bomo napovedali endokrino
toksicnost izbranih derivatov benzofenona in njihovih metabolitov.

3. Za napoved reproduktivne toksi¢nosti izbranih derivatov benzofenona in njihovih
metabolitov bomo uporabili racunalniSke programe Derek Nexus, Toxicity
Estimation Software Tool (TEST), Vega QSAR - Developmental Toxicity
Classification Model in Vega QSAR - Developmental/Reproductive Toxicity
library.

4. Vse dobljene rezultate bomo ovrednotili in primerjali z rezultati do sedaj opravljenih

in vitro in in vivo raziskav.
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3 METODE IN MATERIALI
3.1

IZBRANI DERIVATI BENZOFENONA

Za preucevanje metabolizma, endokrinih u¢inkov in reproduktivne toksi¢nosti smo izbrali
Stiri derivate benzofenona, BF-2, BF-3, BF-4 in BF-6, ki so dostopni v izdelkih na trgih EU,
ZDA, Avstralije, Azije, in Juzne Afrike. V EU sta le BF-3 in BF-4 dovoljena kot organska

UV filtra v pripravkih za zasCito pred soncem. Za prvega je od lanskega leta naprej

maksimalna dovoljena koncentracija 6 %, za drugega pa 5 % (11, 12). Ameriska FDA pa

dovoljuje BF-3 v enaki koncentraciji (6 %), medtem ko dovoljuje BF-4 v koncentraciji do

10 % (78). Za preucevanje smo izbrali Se BF-2 in BF-6, ki sta dovoljena le na Japonskem in

v Juzni Afriki. Vse §tiri izbrane derivate benzofenona smo prikazali v preglednici I11.

Preglednica Ill: Izbrani derivati benzofenona, njihova strukturna formula, INN ter IUPAC ime, CAS stevilka in koda

SMILES.

BENZOFENON-2

OH o OH
HO l l OH
INN: /

IUPAC: bis(2,4-dihidroksifenil)metanon
CAS: 131-55-5

SMILES:
cl(c(cce(cl)O)C(=0)cle(cc(ccl)0)0)0

BENZOFENON-3

OH (o]
\O O O

INN: oksibenzon

IUPAC: (2-hidroksi-4-
metoksifenil)fenilmetanon

CAS: 131-57-7

SMILES:
c1(c(cce(c1)OC)C(=0)clcceccl)O

BENZOFENON-4

OH o)
\O O O

SO4H

INN: sulizobenzon

IUPAC: 5-benzoil-4-hidroksi-2-
metoksibenzensulfonska kislina

CAS: 4065-45-6

SMILES:
c1(c(cc(c(cl)OC)S(=0)(=0)O)C(=0)clccecc
10

BENZOFENON-6

OH (o] OH
\O O O O/

INN: /

IUPAC: bis(2-hidroksi-4-
metoksifenil)metanon

CAS: 131-54-4

SMILES:
c1(c(cce(c1)OC)C(=0)clc(cc(ccl)OC)
0)O
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3.2 NEGATIVNA IN POZITIVNA KONTROLA

Timol (2-izopropil-5-metilfenol), ki se v naravi nahaja v eteri¢nih oljih rastlin iz druzine
Lamiaceae, kot so materina duSica, navadna bazilika in navadna dobra misel, smo izbrali
kot negativno kontrolo (79). Ameriska FDA ga je namre¢ uvrstila na seznam EAFUS
(Everything Added to Food in the United States), kar pomeni, da je razvrs¢en kot snov, Ki je
odobrena kot aditiv v zivilih, poleg tega pa je timijan, Ki tudi vsebuje timol, splo$no priznan
kot varen in uvrséen na seznam GRAS (Generally Recognized As Safe) (80). Raziskave, Ki
so jih opravili do sedaj, niso pokazale endokrine ali reproduktivne toksi¢nosti timola (81).
Kot pozitivno kontrolo smo izbrali bisfenol A (BPA), ki so ga nacrtovali kot u¢inkovino z
estrogenim delovanjem, kasneje pa se je z uporabo pri izdelavi raznih izdelkov za potrosnike,
kot na primer plastike, PVC in embalaze za hrano, hitro razsiril po vsem svetu (82). Dokazali
S0, da se primarno veze na estrogenska receptorja ER o in ER 3, poleg tega pa je za endokrine
ucinke najverjetneje kriva Se vezava na receptorje AR, ER y, PPAR vy, TR in PXR (83).
Skupina ameriskih raziskovalcev je na osnovi pregleda literature objavljene med letom 2007
in 2013 na temo BPA in njegovega vpliva na razmnozevalni sistem pri ljudeh in Zivalih
zakljucila, da je BPA reproduktivno toksi¢en (84). V preglednici IV sta prikazani obe
kontroli ter njuni CAS Stevilki in kodi SIMLES.

Preglednica IV: Izbrani kontroli, njuna strukturna formula, CAS stevilka in koda SMILES.

TIMOL BISFENOL A

OH

CAS: 89-83-8 CAS: 80-05-7
SMILES: c1(ccc(c(c1)0)C(C)C)C SMILES:

clc(cce(c1)O)C(cleec(ccl)O)(C)C
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3.3 UPORABLJENI RACUNALNISKI PROGRAMI IN SPECIFIKACIJA
NASTAVITEV
3.3.1 PROGRAM ZA NAPOVED METABOLIZMA

METEOR NEXUS
Uporabljen program: Meteor Nexus, Lhasa Limited, Leeds, Yorkshire, UK
Razlicica: Meteor: 1.0.0; Meteor Nexus: 2.1.0; Nexus: 2.0.0.

Dostop: placljiv program na ra¢unalniku Fakultete za farmacijo v Ljubljani

Uporabljene nastavitve: Species: Mammals; Processing direction: Breadth first; Phase
constraints: Don't grow from phase 1l products; Max. Depth: 3; Max. Metabolites: 1000;
Min. Likelihood: EQUIVOCAL; Apply relative reasoning: no; Level cutoff: 2

Meteor Nexus je programsko orodje, ki ga je razvila neprofitna organizacija Lhasa Limited
(85). Program uporablja obsirno strokovno bazo znanja za predvidevanje metabolizma
spojin ter zajema reakcije metabolizma faze I in II. Predvidevanje poteka na osnovi treh
korakov. Najprej se vnesena strukturna formula primerja s certificirano bazo podatkov
Meteor in njenim slovarjem biotransformacij. Na ta nain program ugotovi ali spojina
vsebuje podskupine, ki so podvrzene metabolizmu in v drugem koraku napove verjetnost
nastanka posameznih metabolitov prve generacije z uporabo ene od treh metod. Metoda
absolutnega/relativnega sklepanja temelji na pravilih, ki jih dolo¢ijo strokovnjaki, medtem
ko metoda staticnega ocenjevanja in metoda ocenjevanja na osnovi mesta metabolizma
temeljita na eksperimentalnih podatkih. Vsak metabolit se nato se dodatno analizira, da se
napove njegov nadaljnji metabolizem. Rezultati so prikazani v interaktivnem drevesnem
diagramu skupaj s podanimi razlogi za vsako dano napoved, podrobnostmi o
biotransformaciji (encimi, ki nastopajo v reakciji) in potmi metabolizma (86, 87). Program
doloci absolutno verjetnost nastanka posameznega metabolita, med drugim tudi na osnovi
logP vrednosti spojine. Manjsa je lipofilnost spojine, manjsa je njena sposobnost, da prehaja
celi¢ne membrane in s tem moZznost za biotransformacijo. Verjetnost reakcije program opise
z eno od petih ravni: probable (V€HjEtNO), plausible (mogode), equivocal (dvoumna),
doubted (FNGHMINE) in improbable (HEIINENEIE) (85, 86). Predvidevanje se konéa, ko
program napove, da je molekula postala dovolj vodotopna, da se lahko izlo¢i iz telesa. Kljub

temu da so rezultati podprti z znanstvenimi raziskavami, avtorji opozarjajo, da program $e
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vedno ustvarja velik obseg lazno pozitivnih rezultatov zato so nujne nadaljnje in vivo/ex vivo
raziskave metabolizma (65).
3.3.2 PROGRAMA ZA NAPOVED ENDOKRINIH UCINKOV

VEGA QSAR
Uporabljen program: Vega QSAR, Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri

Milano
Razli¢ica: 1.1.3.

Dostop: program je na voljo za prenos na spletni strani https://www.vegahub.eu/portfolio-

item/vega-gsar/

Uporabljene nastavitve: Model: Estrogen Receptor Relative Binding Affinity model
(IRFMN) 1.0.1

Vega QSAR je raCunalniska platforma, ki s pomocjo razlitnih modelov omogoca
napovedovanje razli¢nih vidikov toksi¢nosti. Je rezultat sodelovanja razli¢nih institutov in
evropskih ter ameriskih regulatornih organov. Zacetni modeli izhajajo predvsem iz modelov
CAESAR, kasneje pa so dodali se mnogo drugih modelov, ki so jih razvili partnerji projekta
(88). Program je prosto dostopen na spletu in ga lahko namestimo na nas$ racunalnik. Deluje
s pomocjo tehnologije Java. Molekulske formule spojin, ki jih Zelimo analizirati, vnesemo v
obliki kode SMILES, seznama kod SMILES ali v obliki sdf datoteke. Modeli so organizirani
v §tiri razrede: toksi¢nost (mutagenost, karcinogenost, ...), ekotoksi¢nost (akutna toksi¢nost
pri ribah, cebelah, ...), okoljski vplivi in fizikalno-kemijske lastnosti (logP). Rezultate
program poda v obliki pdf datoteke, ki vsebuje kompletne informacije tudi o sorodnih
molekulah in o razlogih za strukturna opozorila ali v obliki csv datoteke, ki vsebuje le najbolj
nujne podatke in je uporabna takrat, ko imamo opravka z veliko bazo spojin (89). Za
napovedovanje endokrinih uéinkov nasih preiskovanih spojin smo uporabili Estrogen
Receptor Relative Binding Affinity Model. Ta model omogoc¢a kvalitativno napoved
relativne afinitete vezave na estrogenski receptor. Kot rezultat program napove ali je spojina
aktivna ali neaktivna in s Stevilom zvezdic oceni, kako zanesljiva je ta napoved. Poleg tega
pa nam izrise Se Sest podobnih spojin, ki imajo predvidene in eksperimentalne vrednosti ter

utemelji rezultate (90).
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ENDOCRINE DISRUPTOME

Uporabljen program: Endocrine Disruptome, avtorja: Katra KolSek in Samo Turk, podprto

s stani Fakultete za farmacijo, Univerza v Ljubljani in Kemijskega instituta Slovenija

Dostop: na spletni strani http://endocrinedisruptome.Kki.si/prediction.html

Uporabljene nastavitve: /

Endocrine Disruptome je prosto dostopna spletna storitev, ki omogoca odkrivanje
potencialnih endokrinih motilcev tako, da predvidi njihovo vezavo na 14 razli¢nih jedrnih
receptorjev. Med te receptorje spadajo androgenski receptor (AR), estrogenski receptor o in
B (ER a in B), glukokortikoidni receptor (GR), jetrni X receptor a in B (LXR o in B), s
peroksisomskim proliferatorjem aktiviran receptor a,  in y (PPAR a, B in y), retinoidni X
receptor o (PXR a) ter tiroidni receptor o in § (TR a in B). Pri Sirih receptorjih je vklju¢ena
tudi njihova antagonisti¢na konformacija (AR an, ER a an, ER B an in GR an). Program
deluje na platformi imenovani Docking Interface for Target Systems (DoTS), ki uporablja
prosto dostopen program za izvajanje molekulskega sidranja AutoDock Vina. Uporaba je
enostavna. Molekulsko formulo spojine narisemo s pomocjo programa ChemDoodle 2D
Sketcher ali pa jo vnesemo v obliki kode SMILES. Odpre se novo okno, ki pokaze strukturno
formulo spojine ter njene izraCunane lastnosti, kot sta molekulska masa in logP. Konéne
rezultate sidranja dobimo v nekaj minutah, odvisno od kompleksnosti spojine. Rezultati so
podani v barvni tabeli, v kateri vsaka celica predstavlja en receptor oznacen s Kratico.
Dodana je Stevil¢na vrednost, ki pove izraCunano prosto energijo vezave spojine na receptor
(v kcal/mol). Nizja kot je ta vrednost, vefja je moznost vezave. Dobljene rezultate
izraCunanih energij vezave nato uporabi, da spojine klasificira v 4 razrede glede na verjetnost
vezave in jih oznaéi z ustrezno barvo. Rde¢a barva predstavlja NCCIOIGHEIOS Vczave,
oranzna Veliko verjetnost, rumena srednjo verjetnost in zelena [iajRNOIVEIEINOSE vezave
(91). Kljub temu da je program zelo uporaben pri iskanju potencialnih tar¢ preiskovanih
spojin, pa ne upoSteva nobenega 0d farmakokineticnih parametrov, previdnost pri
interpretaciji rezultatov pa je potrebna tudi, ker so validacijo naredili z mo¢nimi ligandi.
Predvsem pri $ibkih ligandih se zato lahko zgodi, da program ne bo predvidel vezave na
receptorje kljub temu, da so ti lahko problemati¢ni predvsem pri kroni¢ni izpostavljenosti.
Kot varovalo so avtorji dodali filter PAINS, ki opozori uporabnika na potencialno

problemati¢en znacaj spojine (92).
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3.3.3 PROGRAMI ZA NAPOVED REPRUDUKTIVNE TOKSICNOSTI

DEREK NEXUS
Uporabljen program: Derek Nexus, Lhasa Limited, Yorkshire, UK
Razli¢ica: Derek Nexus: 4.1.0; Nexus: 2.0.0

Dostop: placljiv program na ra¢unalniku Fakultete za farmacijo v Ljubljani

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

Derek Nexus je na znanju temelje¢ ekspertni sistem, ki nam omogoca hitro in silico
predvidevanje toksi¢nosti spojin. Po vnosu strukturne formule preiskovane spojine v obliki
razli¢nih formatov ali z narisano strukturo se ta standardizira in nato primerja s certificirano
bazo podatkov Lhasa. Napoved se ustvari tako, da se primerja strukturne znacilnosti dane
spojine s strukturnimi opozorili v bazi podatkov, upoSteva vrsto zivega bitja ter nekaj
izraGunanih fizikalno-kemijskih parametrov. S tem se ¢im bolj priblizajo odlo¢anju na
podlagi ¢loveske logike. Kot rezultat dobimo podatek, kaks$na je verjetnost za toksi¢nost ter
podrobne informacije o razlogih za tak$no odlocitev. Verjetnost se lahko opise kot probable
(VEHBIRB), plausible (mogoce), equivocal (dvoumno), doubted (ERIGHIING) in improbable
(HEIEEEEE). v primeru, ko program v bazi podatkov ne najde niGesar, na ¢emer bi lahko
temeljila njegova napoved, pokaze opozorilo »Nothing to report« - ni¢ za porocanje, kar pa
ne pomeni neaktivnosti spojine. Mozna je izbira med razli¢nimi vidiki toksi¢nosti kot so
karcinogenost, mutagenost, hepatotoksi¢nost ali za nas najbolj relevantna reproduktivna
toksi¢nost. Slednjo program nadalje razdeli na razvojno toksi¢nost, teratogenost in

testikularno toksic¢nost (85, 93, 94).
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VEGA QSAR
Uporabljen program: Vega QSAR, Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri

Milano, Italy
Razlicica: 1.1.3.

Dostop: program je na voljo za prenos na spletni strani https://www.vegahub.eu/portfolio-
item/vega-gsar/

Uporabljene nastavitve: Model: Developmental Toxicity Classification Model version

2.1.7 in Developmental/Reproductive Toxicity library version 1.0.0

Pri modelu »Developmental Toxicity Classification Model« kvalitativna napoved razvojne
toksi¢nosti Spojin temelji na binarni klasifikaciji FDA, ki razvr$¢a spojine v kategorije A in
B, ki se Stejejo za netoksi¢ne ter C, D in X, ki so oznaéene kot toksi¢ne (95). Model izhaja
iz projekta CAESAR, ki ga financira Evropska komisija, in je namenjen razvijanju in silico
modelov, ki so specifitno zasnovani za uredbo REACH, ki opredeljuje ravnanje s
kemikalijami v celotni EU (96). Drugi uporabljeni model »Developmental/Reproductive
Toxicity library« omogoca kvalitativno napoved razvojne in reproduktivne toksi¢nosti, ki
prav tako temelji na binarni klasifikaciji in je izveden znotraj platforme VEGA. Model
uporablja virtualno knjiznico toksi¢nih spojin, ki so jo prvi¢ opisali v $tudiji podjetja Procter
& Gamble. V tej Studiji so identificirali 25 kategorij toksi¢nih spojin in za vsako kategorijo
izdelali razSirjen seznam spojin. Model poskusa najti natan¢no ujemanje med dano spojino
in katero izmed spojin v knjiznici. Ce najde povezavo, se poda napoved, da je spojina
toksi¢na, v nasprotnem primeru pa da ni (97). Poleg tega, da se rezultat v obeh primerih poda
kvalitativno, se s stevilom obarvanih zvezdic oceni tudi stopnja zanesljivosti napovedi. Ena
obarvana zvezdica (“**) pomeni, da je zanesljivost nizka, ker se spojina nahaja izven
obmocja uporabnosti modela, pri dveh obarvanih zvezdicah (***) se spojina lahko nahaja
izven obmocja uporabnosti modela in je zato napoved dvomljiva. Pri treh obarvanih

zvezdicah (* ) je napoved zanesljiva, saj se spojina nahaja znotraj uporabnosti modela (95).

21


https://www.vegahub.eu/portfolio-item/vega-qsar/
https://www.vegahub.eu/portfolio-item/vega-qsar/

TEST
Uporabljen program: Toxicity Estimation Software Tool (TEST), US EPA
Razlicica: 4.2.1

Dostop: program je na voljo za prenos na spletni strani https://www.epa.gov/chemical-

research/toxicity-estimation-software-tool-test

Uporabljene nastavitve: Endpoint: Developmental toxicity; Method: Consensus

S pomocjo prosto dostopnega programa TEST lahko enostavno ocenimo toksi¢nost
kemikalij na podlagi (Q)SAR modelov. Gre za razli¢ne matemati¢éne modele, ki napovedo
toksi¢nost na podlagi fizikalno-kemijskih lastnosti spojine. Mozna je izbira med razli¢nimi
metodami. Pri naSem delu smo uporabili metodo s konsenzom, ki poda rezultat kot povprecje
vseh ostalih metod. Ta metoda ima najvi§jo natan¢nost napovedi in najSirSe podrocje
uporabnosti, saj ima vsaka metoda malo drugacno domeno uporabnosti. Programska oprema
vsebuje razli¢ne modele za razli¢ne konéne tocke. Poleg razvojne toksic¢nosti je na voljo tudi
izraGun LD50 (odmerek, ki povzro¢i smrt pri 50 % izpostavljenih osebkih) pri podganah,
mutagenost, biokoncentracijski faktor (BCF) in drugo. Poleg tega program omogoca tudi
izraCun nekaterih fizikalno-kemijskih parametrov, kot so na primer temperatura vrelisca,
gostota in povrsinska napetost. Preiskovano spojino lahko v programu nari§emo, vnesemo v
obliki kode SMILES, formata mol ali pa jo najdemo v podatkovni bazi programa (98).
Podatkovno bazo, ki jo uporablja program, so ustvarili z zdruzevanjem podatkov iz TERIS
(Teratogen Information System) in smernic FDA in vsebuje 285 kemikalij. Ko program

izraGuna oceno toksi¢nosti, se pokazejo rezultati na novo ustvarjeni spletni strani (99).
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA
41 METABOLIZEM IZBRANIH DERIVATOV BENZOFENONA

Za ugotavljanje metabolizma $tirih izbranih derivatov benzofenona smo uporabili program
Meteor Nexus. Dobljeni rezultati so zajemali reakcije metabolizma in encime, ki sodelujejo
pri posamezni reakciji. V nasem primeru so to bili: alkohol-dehidrogenaza (ADH), citokrom
P450 (CYP450), uridindifosfat — glukuronoziltransferaza (UGT) in sulfotransferaza

(SULT). Program je napovedal tudi stopnjo verjetnosti nastanka posameznega metabolita.
Mi smo izbrali tiste s stopnjami: probable — - plausible — mogoce in equivocal —
dvoumno. 1z dobljenim rezultatov smo zaradi vecje preglednosti izdelali napovedne sheme
metabolizma.
4.1.1 BENZOFENON-2
Program nam v prvi stopnji poda tri razli¢ne poti metabolizma:
1. stopnja
e Z ADH katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta Al (mogoce)
e S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov A2 in A3
(dvoumno)
e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov A4 in A5
(dvoumno)

redukcija aromatskega I O-sulfatacija fenolne ! 1 glukuronidac_ija fenolne :
ketona 2 skupine 1 2 skupine 1

OH OH OH
oH o oH oH oH o oH
| | ’ | |
& A A Ho, . oH I 1
~/ 1 J 1 | —e. L L
X A > Ho. | P J{ | 3
HO oH s P " 4 X N ; 5 =
Hd g

Al mogode A2 dvoumno A4 dvoumno

A3 dvoumno
A5 dvoumno

Slika 1: Napovedna shema metabolizma BF-2; legenda: polna c¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze, prekinjena
¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1l. faze.
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Za produkt Al program napove nadaljnji metabolizem:
2. stopnja
1. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta Al
e S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov Al.1 in Al.2
(dvoumno)
e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov A1.3 in Al.4
(dvoumno)
e Z ADH katalizirana oksidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta A1.5, ki
je enak izhodnemu benzofenonu-2 (dvoumno)

e Konjugacija sekundarne hidroksilne skupine z glutationom do produkta Al.6

(dvoumno)
OH OH OH
Al
_______ 8 —_——— - — - 1 p—— [—— 1 e ——
I 1 I 1 — 1~ ~ Konjugacija sekundarrie = Tt
! O-sulfatacija fenolne skupine : :glukuronidacija fenolne skupine: Oﬁ%?gﬁgﬁnfimgﬂge : hidroksilne skupine z :
Ee e e e e e e e e e = = = 1 Ee e e e e e e e e e = = = 1 I_____g_lu_tallo_n(lrn_____l
L I, 1
| | Ho. ! | | | i L, i
o/ T i ok ok | u [ T
o o ;
ﬂ i 1 on
All dvoumno AL3 dvoumno ALS5 1 &
ot dvoumno
o o HO. J OH
— LT ™ e
“ B l‘ | e OH OH T O ] dvoumno
s ‘ ]
Al2 | dvoumno -
Al4d dvoumno

Slika 2: Napovedna shema metabolizma spojine 41, legenda: polna ¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze, prekinjena
¢rta okvirja — reakcija metabolizma Il. faze.

4.1.2 BENZOFENON-3
Program nam Vv prvi stopnji poda Sest razli¢nih poti metabolizma:
1. stopnja
e Z ADH katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta B1 (mogoce)
e S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta B2 (Vefjetho)
e S CYP450 katalizirana para-hidroksilacija na monosubstituiranem benzenu do
produkta B3 (mogoce)
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e S CYP450 katalizirana orto-hidroksilacija na monosubstituiranem benzenu do
produkta B4 (dvoumno)

e S SULT Katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produkta B5 (dvoumno)

e Z UGT Katalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produkta B6 (dvoumno)

OH o
\u
BF -3
I - T | T E— | —— P — L __
redukcija aromatskega oksidativna para-hidroksilacija orto-hidroksilacija 1 O-sulfatacija fenolne ! 1 glukuronidacija fenolne:
ketona O-demetilacija monosub. benzena monosub. benzena 1 skupine \ 1 skupine \
i i
OHl on on lo on |o T l J,\ OL g l
AN A N ~ J N il ol 7 f ! | '
| (T JOR PORU I - T
o Z o F Ny ¥ N on o & [ [ [ I [ I
’ I
Bl B2 B3 B4 o
mogoce mogoce lvoumno
dvoumo B6
dvoumno

Slika 3: Napovedna shema metabolizma BF-3; legenda: polna c¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze, prekinjena crta
okvirja — reakcija metabolizma Il. faze.

Za produkte B1, B2, B3 in B4 program napove nadaljnji metabolizem:
2. stopnja
1. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B1
e S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produkta B1.1 (mogoce)
e Z UGT katalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produkta B1.2 (mogoce)
e Z ADH katalizirana oksidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta B1.3, Ki
je enak izhodnemu benzofenonu-3 (mogoce)
e S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta B1.4, ki je enak
produktu B2.5, pri katerem je tudi napovedan nadaljnji metabolizem (mogoce)
e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta
B1.5 (dvoumno)
e Konjugacija sekundarne hidroksilne skupine z glutationom do produkta B1.6
(dvoumno)
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Slika 4: Napovedna shema metabolizma spojine B1, legenda: polna c¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze, prekinjena

¢rta okvirja — reakcija metabolizma Il. faze.

2. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B2
e S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov B2.1 in B2.2
(mogoce)

e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov B2.3 in B2.4

e Z ADH Katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta B2.5, ki je enak
produktu B1.4 (mogoce)
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Slika 5: Napovedna shema metabolizma spojine B2; legenda: polna crta okvirja — reakcija metabolizma . faze,
prekinjena ¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1l. faze.

Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B2.5

S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov B2.5.1 in B2.5.2
(mogoce)

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov B2.5.3 in B2.5.4
(mogoce)

Z ADH Kkatalizirana oksidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta B2.5.5,
ki je enak produktu B2 (mogoce)

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta
B2.5.6 (dvoumno)

Konjugacija sekundarne hidroksilne skupine z glutationom do produkta B2.5.7

(dvoumno)
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Slika 6: Napovedna shema metabolizma spojine B2.5; legenda: polna c¢rta okvirja — reakcija metabolizma |. faze,

prekinjena crta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze.

3. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B3

e S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov B3.1 in B3.2

(mogoce)

e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov B3.3 in B3.4

e S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta B3.5 [Uerjetne)

e Z ADH katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta B3.6 (mogoce)

28



oH -]
\uw
B3
:C_)-;qua_ta;ij; fe;ol_n; s_ku_p;we-i :_ _glrlk_ur;rﬁdac?ja_ f;n;I;e_ a oksidativna O-demetilacija redukcija aromatskega
i 1 | skupine ! ketona
I I
o o o on  ow
ox_/ |
5 o on
S o
~ ~ R . e} HO' OH \0 on
’ ) Y ﬂ ; ] H l B3.5 B3.6
o S W W
B3.1 mogoce - mogoce
ess (G0N
o o o o on
I [ -
— DEY — (T 1 [,
o o\ o o o s
© “
o
B3.2 mogoce B3.4 -

Slika 7: Napovedna shema metabolizma spojine B3; legenda: polna ¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze, prekinjena

¢rta okvirja — reakcija metabolizma Il. faze.

4. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B3.5
e S SULT Katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov B3.5.1, B3.5.2 in
B3.5.3 (mogoce)
e Z UGT Katalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov B3.5.4, B3.5.5 in

B3.5.6 [{erjetno)

e Z ADH katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta B3.5.7 (mogoce)
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Slika 8: Napovedna shema metabolizma spojine B3.5; legenda: polna c¢rta okvirja — reakcija metabolizma |. faze,

prekinjena c¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze.

5. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B3.6

S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov B3.6.1 in B3.6.2
(mogoce)

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov B3.6.3 in B3.6.4
(mogoce)

Z ADH Kkatalizirana oksidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta B3.6.5,
ki je enak produktu B3 (mogoce)

S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta B3.6.6, ki je enak
produktu B3.5.7 (mogoce)

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta
B3.6.7 (dvoumno)

Konjugacija sekundarne hidroksilne skupine z glutationom do produkta B3.6.8
(dvoumno)
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Slika 9: Napovedna shema metabolizma spojine B3.6; legenda: polna crta okvirja — reakcija metabolizma |. faze,
prekinjena crta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze.

6. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B4

e S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov B4.1 in B4.2

(mogoce)

e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov B4.3 in B4.4

e S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta B4.5 (Uerjetho)

e Z ADH katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta B4.6 (mogoce)
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Slika 10: Napovedna shema metabolizma spojine B4; legenda: polna ¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze, prekinjena

¢rta okvirja — reakcija metabolizma Il. faze.

7. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B4.5
e S SULT Katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov B4.5.1, B4.5.2 in
B4.5.3 (mogoce)
e Z UGT Katalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov B4.5.4, B4.5.5 in

B4.5.6 [Verjetno)

e Z ADH katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta B4.5.7 (mogoce)
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Slika 11: Napovedna shema metabolizma spojine B4.5; legenda: polna c¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze,

prekinjena c¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze.

8. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta B4.6

S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov B4.6.1 in B4.6.2
(mogoce)

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov B4.6.3 in B4.6.4
(mogoce)

Z ADH Kkatalizirana oksidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta B4.6.5,
ki je enak produktu B4 (mogoce)

S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta B4.6.6, ki je enak
produktu B4.5.7 (mogoce)

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta
B4.6.7 (dvoumno)

Konjugacija sekundarne hidroksilne skupine z glutationom do produkta B4.6.8
(dvoumno)
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Slika 12: Napovedna shema metabolizma spojine B4.6; legenda: polna c¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze,

prekinjena c¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze.

413 BENZOFENON-4

Program nam v prvi stopnji poda Sest razlicnth poti  metabolizma:
1. stopnja
e Z ADH katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta C1 (mogoce)

e S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta C2 (mogoce)

e S CYP450 katalizirana para-hidroksilacija na monosubstituiranem benzenu do
produkta C3 (mogoce)

e S CYP450 Katalizirana orto-hidroksilacija na monosubstituiranem benzenu do
produkta C4 (dvoumno)

e S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produkta C5 (dvoumno)

e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produkta C6 (dvoumno)
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Slika 13: Napovedna shema metabolizma BF-4; legenda: polna ¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze, prekinjena crta

okvirja — reakcija metabolizma Il. faze.

Za produkte C1, C2, C3 in C4 program napove nadaljnji metabolizem:
2. stopnja
1. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta C1
e S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produkta C1.1 (dvoumno)
e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produkta C1.2 (dvoumno)
e Z ADH katalizirana oksidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta C1.3, ki
je enak izhodnemu benzofenonu-4 (dvoumno)
e S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta C1.4, ki je enak
produktu C2.5 pri katerem je tudi napovedan nadaljnji metabolizem (dvoumno)
e Konjugacija sekundarne hidroksilne skupine z glutationom do produkta C1.5
(dvoumno)
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Slika 14: Napovedna shema metabolizma spojine C1; legenda: polna ¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze, prekinjena

¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1l. faze.

2. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta C2
e S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov C2.1 in C2.2
(mogoce)
e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov C2.3 in C2.4
(mogoce)
e Z ADH Katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta C2.5, ki je enak
produktu C1.4 (mogoce)
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Slika 15: Napovedna shema metabolizma spojine C2; legenda: polna ¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze, prekinjena

¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1l. faze.

3. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta C2.5

e S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov C2.5.1 in C2.5.2
(dvoumno)

e Z UGT katalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov C2.5.3 in C2.5.4
(dvoumno)

e Z ADH Kkatalizirana oksidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta C2.5.5,
ki je enak produktu C2 (dvoumno)

e Konjugacija sekundarne hidroksilne skupine z glutationom do produkta C2.5.6

(dvoumno)
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Slika 16: Napovedna shema metabolizma spojine C2.5; legenda: polna crta okvirja — reakcija metabolizma I. faze,

prekinjena c¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze.

4. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta C3

S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov C3.1 in C3.2

(mogoce)

Z UGT katalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov C3.3 in C3.4

(mogoce)

S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta C3.5 (mogoce)

Z ADH katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta C3.6 (mogoce)
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Slika 17: Napovedna shema metabolizma spojine C3; legenda: polna ¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze, prekinjena

¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1l. faze.

5. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta C3.5
e S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov C3.5.1, C3.5.2 in
C3.5.3 (dvoumno)
e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov C3.5.4, C3.5.51in
C3.5.6 (dvoumno)
e Z ADH katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta C3.5.7 (mogoce)
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Slika 18: Napovedna shema metabolizma spojine C3.5; legenda: polna crta okvirja — reakcija metabolizma |. faze,

prekinjena c¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze.

6. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta C3.6

S SULT Katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov C3.6.1 in C3.6.2
(dvoumno)

Z UGT katalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov C3.6.3 in C3.6.4
(dvoumno)

Z ADH Kkatalizirana oksidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta C3.6.5,
ki je enak produktu C3 (dvoumno)

S CYP450 katalizirana oksidativha O-demetilacija do produkta C3.6.6, ki je enak
produktu C3.5.7 (dvoumno)

Konjugacija sekundarne hidroksilne skupine z glutationom do produkta C3.6.7
(dvoumno)
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Slika 19: Napovedna shema metabolizma spojine C3.6; legenda: polna crta okvirja — reakcija metabolizma |. faze,

prekinjena c¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze.

7. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta C4
e S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov C4.1 in C4.2
(mogoce)
e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov C4.3 in C4.4
(mogoce)
e S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta C4.5 (mogoce)
e Z ADH katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta C4.6 (mogoce)
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Slika 20: Napovedna shema metabolizma spojine C4; legenda: polna ¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze, prekinjena

¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1l. faze.

8. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta C4.5

e S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov C4.5.1, C4.5.2 in

C4.5.3 (mogoce)

e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov C4.5.4, C4.5.5in

C4.5.6 (mogoce)

e Z ADH katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta C4.5.7 (mogoce)
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Slika 21: Napovedna shema metabolizma spojine C4.5; legenda: polna ¢rta okvirja — reakcija metabolizma |. faze,

prekinjena c¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze.

9. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta C4.6

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov C4.6.1 in C4.6.2
(dvoumno)

Z UGT Katalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov C4.6.3 in C4.6.4
(dvoumno)

Z ADH Kkatalizirana oksidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta C4.6.5,
ki je enak produktu C4 (dvoumno)

S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta C4.6.6, ki je enak
produktu C4.5.7 (dvoumno)

Konjugacija sekundarne hidroksilne skupine z glutationom do produkta C4.6.7
(dvoumno)
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Slika 22: Napovedna shema metabolizma spojine C4.6; legenda: polna ¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze,

prekinjena crta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze.

4.1.4 BENZOFENON-6

Program nam v prvi stopnji poda $tiri razli¢ne poti metabolizma:

1. stopnja
e Z ADH katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta D1 (mogoce)
e S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta D2 (Mefjetho)
e S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produkta D3 (dvoumno)

e Z UGT katalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produkta D4 (dvoumno)
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Slika 23: Napovedna shema metabolizma BF-6; legenda: polna ¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze, prekinjena crta

okvirja — reakcija metabolizma Il. faze.

Za produkta D1 in D2 program napove nadaljnji metabolizem:

2. stopnja

1.

Napoved nadaljnjega metabolizma produkta D1

e S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produkta D1.1 (mogoce)

e Z UGT katalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produkta D1.2 (mogoce)

e Z ADH katalizirana oksidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta D1.3, ki
je enak izhodnemu benzofenonu-6 (mogoce)

e S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta D1.4, ki je enak
produktu D2.8. pri katerem je tudi napovedan nadaljnji metabolizem (mogoce)

e Z ADH katalizirana oksidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta D1.5
(dvoumno)

e Konjugacija sekundarne hidroksilne skupine z glutationom do produkta D1.6

(dvoumno)
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Slika 24: Napovedna shema metabolizma spojine D1, legenda: polna ¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze,
prekinjena ¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1l. faze.

2. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta D2

e S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov D2.1, D2.2 in D2.3
(mogoce)

e Z UGT Katalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov D2.4, D2.5 in
D2.6 (Nefjetno)

e S CYP450 katalizirana oksidativha O-demetilacija do produkta D2.7, ki je enak BF-
2 pri katerem je tudi napovedan nadaljnji metabolizem -

e Z ADH Katalizirana redukcija aromatskega ketona do produkta D2.8, ki je enak
produktu D1.4 (mogoce)
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Slika 25: Napovedna shema metabolizma spojine D2; legenda: polna crta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze,

prekinjena c¢rta okvirja — reakcija metabolizma 1. faze.

3. Napoved nadaljnjega metabolizma produkta D2.8

S SULT katalizirana O-sulfatacija fenolne skupine do produktov D2.8.1, D2.8.2 in
D2.8.3 (mogoce)

Z UGT katalizirana glukuronidacija fenolne skupine do produktov D2.8.4, D2.8.5 in
D2.8.6 (mogoce)

Z ADH katalizirana oksidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta D2.8.7,
ki je enak produktu D2 (mogoce)

S CYP450 katalizirana oksidativna O-demetilacija do produkta D2.8.8, ki je enak
produktu Al pri katerem je tudi napovedan nadaljnji metabolizem (mogoce)

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija sekundarne hidroksilne skupine do produkta
D2.8.9 (dvoumno)

Konjugacija sekundarne hidroksilne skupine z glutationom do produkta D2.8.10
(dvoumno)

47



D2.8
|
||

I
O-sulfatacija 1
fenolne skupine :

!
!

L
D2.8.1

mogoce

D2.8.2 mogoce

D2.8.3 mogoce

RS P
glukuronidacija 1
fenolne skupine :

[
D2.8.4 mogoce
|
| [
D2.8.5 mogoce
1L
WF
D2.8.6 mogoce

oksidacija sek.
hidroksilne skupine

oksidativna O-
demetilacija

PP [ I 7
) \ [ 1
D2.8.7 D2.8.8
mogode mogoce

JEEDE P
:glukuronidacija sek.1
1 hidroksilne skupine:

D2.8.9

dvoumno

! 'k’orTju'galcia'se'kf i
! hidroksilne skupine |
z glutationom

D2.8.10

dvoumno

Slika 26: Napovedna shema metabolizma spojine D2.8; legenda: polna c¢rta okvirja — reakcija metabolizma I. faze,

prekinjena crta okvirja — reakcija metabolizma 1l. faze.
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415 RAZPRAVA

Racunalniski program Meteor Nexus je kot najverjetnejSo reakcijo v prvi stopnji
metabolizma derivatov benzofenona s prisotno metoksi skupino (BF-3, BF-4 in BF-6),
napovedal demetilacijo, ki ji v drugi stopnji sledi glukuronidacija ali v primeru BF-6 tudi
druga demetilacija. Kot mogoci reakciji prve stopnje je program pri vseh preucevanih
derivatih benzofenona najpogosteje napovedal $e redukcijo ketona in para-hidroksilacijo.
Pri demetiliranem metabolitu BF-3 in BF-6 je najbolj verjetna reakcija napovedana

glukuronidacija, medtem ko je sulfatacijo oznacil le kot mogoco.

Z in vivo raziskavo farmakokinetike in metabolizma BF-2 na podganah so v njihovi krvi po
peroralnem dajanju razli¢énih odmerkov ugotovili prisotnost in identiteto metabolitov.
Prevladujeta reakcija sulfatacije, katere produkt ustreza tudi naSemu metabolitu A2 in
reakcija glukuronidacije, katere produkt ustreza nasemu metabolitu A4. Na§ program je
reakcije sulfatacije in glukuronidacije napovedal kot dvoumne, medtem ko je kot mogoco
reakcijo napovedal redukcijo ketona, ki vodi do metabolita A1, ki pa ga v omenjeni raziskavi
niso zasledili (100).

Z raziskavo in analizo plazme podgan po peroralni aplikaciji BF-3 so ugotovili prisotnost
treh metabolitov. Glavna metabolita sta bila 2,4-dihidroksibenzofenon in 2,2'-dihidroksi-4-
metoksibenzofenon. Prvi nastane z O-demetilacijo in ustreza nasemu metabolitu B2, v
literaturi pa ga imenujejo tudi BF-1, medtem ko drugi nastane z orto-hidroksilacijo in ustreza
nasemu metabolitu B4, znan pa je tudi kot BF-8. Prvega je na§ program napovedal kot
verjetnega, medtem ko je nastanek drugega oznacil kot dvoumnega. V sledovih pa so v tej
raziskavi zaznali Se 2,3,4-trihidroksibenzofenon, katerega na$ program ni napovedal (glej
Sliko 27) (101). Enake tri metabolite BF-3 so dokazale tudi nekatere druge raziskave, in
sicer po topikalnem nanosu na kozo podgan kot tudi ex vivo raziskava na podganjih
hepatocitih (16, 102, 103). V raziskavi na ljudeh so na kozo aplicirali komercialno dostopno
kremo za soncenje in zbirali vzorce urina v katerih so zaznali le BF-3 in njegov metabolit
BF-1 (spojina B2) (104). V novejsi in vitro raziskavi so inkubirali podganje in ¢loveske
jetrne mikrosome ob prisotnosti NADPH in BF-3 ter dolocali najpogostej$e metabolite. V
nasprotju s prej$njimi raziskavami so v tej kot glavni metabolit identificirali 5-hidroksi-
substituiran derivat 2,5-dihidroksi-4-metoksibenzofenon poleg Zze znanega 2,4-

dihidroksibenzofenona (B2 oz. BF-1) (glej Sliko 27). Na$ program tega metabolita ni
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napovedal (105). Kot mozna razlaga nastanka 5-hidroksi derivata BF-3 se navaja to, da je
mesto 5 relativno elektronsko bogato in je zaradi tega lahka tarca citokromov P450. V
zadnjem casu pa so odkrili s pomoc¢jo podganjih in ¢loveskih mikrosomov Se dva nova
metabolita, in sicer 2,4,5-trihidroksibenzofenon in 2,3-dihidroksi-4-metoksibenzofenon,

katerih nastanek na$ program ni napovedal (glej Sliko 27) (106).

OH
HO
HO o HO

B2 ali BF-1 B4 ali BF-8 2,3,4-trihidroksibenzofenon

OH o OH o OH o
@ (0O

Ao : JJ U
OH OH

2,5-dihidroksi-d4-metoksibenzofenon 2,4,5-trihidroksibenzofenon 2,3-dihidroksi-4-metoksibenzofenon

Slika 27: BF-3 in metaboliti, ki so jih zaznali v in vitro/in vivo raziskavah, z rdeco sta obrobljena metabolita, ki smo ju
napovedali tudi z in silico metodo.

Program je za BF-4 kot mogoco reakcijo metabolizma napovedal bodisi redukcijo ketona,
demetilacijo ali para-hidroksilacijo. Kot mogoe je oznacil tudi potek nadaljnjega
metabolizma demetiliranega in para-hidroksiliranega metabolita v smeri sulfatacije,
glukuronidacije, redukcije ali tudi demetilacije v primeru para-hidroksiliranega metabolita.
V primeru BF-6 pa je program kot najbolj verjetno napovedal reakcijo demetilacije, ki ji
sledi glukuronidacija ali druga demetilacija, ki ji nato prav tako sledi glukuronidacija. Kot
mogoco je oznacil tudi reakcijo redukcije Z moznostjo nadaljevanja metabolizma v smeri
sulfatacije, glukuronidacije ali demetilacije.

Za zadnja dva derivata benzofenona je metabolizem z in vitro in in vivo raziskavami sicer se
slabo raziskan. Na osnovi ugotovitev, ki smo jih dobili pri BF-2 in BF-3, lahko sklepamo,

da je tudi v primeru teh dveh derivatov benzofenona najverjetnejsa reakcija metabolizma O-
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demetilacija. V primeru BF-4 sklepamo tudi na moznost para- ali orto-hidroksilacije, pri
BF-6 pa na drugo O-demetilacijo. Tem reakcijam metabolizma domnevno sledi Se reakcija

glukuronidacije ali O-sulfatacije.

Kljub pomembnosti raziskav, ki vkljucujejo derivate benzofenona, ki so komercialno
dostopni v raznih kozmeti¢nih in drugih izdelkih, je pomembno tudi, da se vprasamo ali
imajo vpliv na ¢lovesko telo tudi njihovi metaboliti. V in vivo raziskavi so pokazali, da se
koncentracija glavnih metabolitov v krvi podgan zmanjSuje pocasneje od koncentracije BF-
3, kar lahko nakazuje na to, da imajo lahko metaboliti na dolgi rok pomembnejso vlogo pri
nastanku nezelenih u¢inkov kot izhodne spojine in jih zato pri Studijah varnosti ne smemo
zanemariti (101).

Izkazalo se je, da je program Meteor Nexus napovedal le nekatere metabolite, ki so jih
identificirali v in vitro in in vivo §tudijah. V primeru BF-3 ni napovedal meta-hidroksilacije
kljub temu, da se ti metaboliti pogosto pojavljajo v studijah metabolizma. Poleg tega pa tudi
verjetnost napovedi posameznih metabolitov pogosto ni primerljiva s tistimi, dobljenimi v
literaturi. Program sicer pokaze Sirok razpon moznih metabolitov, vendar pa je Se vedno
potrebna primerjava z rezultati ze obstoje¢ih $tudij ali nove in vitro/in vivo Studije, da se

ovrednoti in potrdi dobljene rezultate.
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4.2 ZBRANI METABOLITI

Za nadaljnjo raziskavo endokrini u¢inkov in reproduktivne toksi¢nosti izbranih derivatov
benzofenona smo izbrali 26 metabolitov 1. faze biotransformacije, ki jih je napovedal
program Meteor Nexus. Razlog, da nismo vkljucili tudi metabolitov II. faze je v tem, da ti
metaboliti zaradi konjugacije vefinoma izgubijo aktivnost in se zaradi povecane
vodotopnosti hitro izlocijo iz telesa. Izbrani metaboliti so predstavljeni v preglednici V s

pripadajoco strukturno formulo, kodo SMILES in vrednostjo logP.

Preglednica V: Zbrani metaboliti izbranih derivatov benzofenona za nadaljnjo raziskavo endokrinih ucinkov in
reproduktivne toksicnosti; legenda: metaboliti reakcij prve stopnje so podcrtani, vsi ostali pa so metaboliti reakcij druge
stopnje.

cl(c(cce(cl)OC) | BF-3 3,03

Steviléna | Metabolit izbranega derivata | Koda SMILES Izhodni logP
oznaka benzofenona derivat
benzofenona

1 OH  OH OH cl(c(ccc(c1)O)C( | BF-2 -0,32
(AL, clc(cc(ccl)O)0)
D2.8.8) O O 0)0
2 OH O cl(c(ccc(c1)OC) | BF-3 1,83
(B1) h C(clcececl)O)O

JJ U
3 OH  OH cl(c(cce(cl)O)C( | BF-3 1,07
(B1.4, clceceecl)O)O
S POR®

HO
4 oH o cl(c(cce(cl)O)C( | BF-3 3,01
(B2, =0)clcceecl)O
B2.5.5) O O

HO
(BS, C(=0)clccce(ccl)
B3.6.5) O O 0)0

\O OH
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6 oH o cl(c(cce(cl)O)C( | BF-3 2,39
(B3.5) =0)clcce(ccl)O)
g
7 OH  OH cl(c(cce(cl)O)C( | BF-3 0,40
(B3.5.7, clcce(ccl)0)0)O
B3.6.6) O O
8 OH  OH cl(c(ccc(cl)OC) | BF-3 1,17
(B3.6) C(clcce(ccl)O)O
(J L )P
\O OH
9 oH o oH cl(c(ccc(c1)OC) | BF-3 3,49
(B4, C(=0)clc(ccecl)
B4.6.5) O O 0)0
\O
10 oH 0 oH cl(c(cce(cl)O)C( | BF-3 2,85
(B4.5) =0)clc(ccecl)O)
J0
11 OH  OH  OH cl(c(cce(cl)O)C( | BF-3 0,35
(B4.5.7, clc(ccccl)0)O)O
B4.6.6) O O
12 OH  OH  OH cl(c(ccc(c1)OC) | BF-3 1,12
(B4.6) C(clc(ccecl)0)O
Ju )
\O
13 OH  OH cl(c(cc(c(cl)OC) | BF-4 -0,95
(C1) S(=0)(=0)O)C(c
1cccecl)O)O

P
0
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14 OH OH cl(c(cc(c(cl)O)S( | BF-4 -1,72
(C1.4, =0)(=0)0)C(clc
C2.5) ccecl)0)O
15 oH o cl(c(cc(c(cl)O)S( | BF-4 0,22
(C2, =0)(=0)0)C(=0)
C2.5.5) clcccecl)O
16 oH o cl(c(cc(c(cl)OC) | BF-4 0,24
(C3, S(=0)(=0)O)C(=
C3.6.5) O O O)clece(cel)0)0
\O OH

17 OH 0 cl(c(cc(c(cl)O)S( | BF-4 -0,40
(C3.5) =0)(=0)0)C(=0)

O O clcce(ccl)O)O
18 OH  oOH cl(c(cc(c(cl)OC) | BF-4 -1,62
(C3.6) S(=0)(=0)0O)C(c

O O 1cce(ccl)0)0)0

\O OH

19 OH OH cl(c(cc(c(cl)O)S( | BF-4 -2,39
(C3.5.7, =0)(=0)0)C(clc
C3.6.6) cc(ccl)0)0)O

=
(o]
o
I
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20 OH 0 OH cl(c(cc(c(cl)OC) | BF-4 0,70
(C4, S(=0)(=0)O)C(=
C4.6.5) O O O)clc(ccecl)O)O
\O
21 OH 0 OH cl(c(cc(c(cl)O)S( | BF-4 0,06
(C4.5) =0)(=0)0)C(=0)
O O clc(ceec1)0)O
22 OH OH OH cl(c(cc(c(cl)O)S( | BF-4 -2,44
(C45.7, =0)(=0)0)C(clc(
C4.6.6) #/ \‘ ccec1)0)0)0
23 OH OH OH cl(c(cc(c(cl)OC) | BF-4 -1,67
(C4.6) S(=0)(=0)0)C(c
O O 1c(ccee1)0)0)0
\O
24 OH OH OH cl(c(ccc(c1)OC) | BF-6 1,22
(D1) C(clc(cc(ccl)oC
SReY i
% e
25 OH OH OH cl(c(cce(cl)O)C( | BF-6 0,45
(D14, clc(cc(ccl)OC)O
D2.8) O O )0)O
HO O/
26 OH 0 OH cl(c(ccc(cl)O)C( | BF-6 2,85
(D2, =0)clc(cc(ccl)O
D2.8.7) C)0)O




4.3 NAPOVED ENDOKRINEGA DELOVANJA

43.1 REZULTATI, PRIDOBLJENI S PROGRAMOM VEGA QSAR

Za napovedovanje endokrine toksi¢nosti kot posledico vezave derivatov benzofenona in
njihovih metabolitov na ER smo uporabili program VEGA QSAR in izbrali Estrogen
Receptor Relative Binding Affinity model (IRFMN; v. 1.0.1.). Poleg aktivnosti oz.
neaktivnosti nam je program podal $e stopnjo zanesljivosti napovedi kot nizko (*), srednjo
(**) ali visoko zanesljivost (***).

Rezultati verjetnosti vezave na ER za negativno in pozitivho kontrolo ter izbrane derivate

benzofenona so predstavljeni v preglednici VI:

e Za negativno kontrolo — timol, je program predvidel, da ni aktiven na ER, kar
potrjujejo tudi eksperimentalni podatki v podatkovni bazi modela, zaradi Cesar je
zanesljivost napovedi visoka.

e Za pozitivno kontrolo — BPA, je program predvidel, da je aktivna na ER, kar
potrjujejo tudi eksperimentalni podatki v podatkovni bazi modela. zaradi ¢esar je
zanesljivost napovedi visoka.

e Za BF-2 je program predvidel, da ni aktiven na ER, medtem ko eksperimentalni
podatki v podatkovni bazi modela kazejo, da je aktiven na ER. Zaradi tega je
zanesljivost napovedi nizka.

e Za BF-3 in BF-4 je program s srednjo oziroma nizko zanesljivostjo napovedal, da
sta aktivna na ER.

e ZaBF-6 je program z nizko zanesljivostjo napovedal, da ni aktiven na ER.

Preglednica VI: Rezultati napovedi aktivnosti na ER s programom VEGA QSAR za negativno in
pozitivno kontrolo ter izbrane derivate benzofenona; legenda: *** —visoka zanesljivost, ** — srednja
zanesljivost, * — nizka zanesljivost; rdece — spojina je aktivna na ER z veliko zanesljivostjo, svetlo
rdece — spojina je aktivna na ER, ampak obstaja moznost, da se nahaja izven obmocja uporabnosti
modela, zeleno — spojina ni aktivna na ER z veliko zanesljivostjo, svetlo zeleno — spojina ni aktivna
na ER, ampak obstaja moznost, da se nahaja izven obmocja uporabnosti modela; dodatna oznaka E
— v podatkovni bazi modela ostajajo eksperimentalni podatki o tej spojini.

SPOJINA REZULTAT
timol (- kontrola)
BPA (+ kontrola)
BF-2
BF-3
BF-4
BF-6
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Rezultati verjetnosti vezave na ER za izbrane metabolite derivatov benzofenona so

predstavljeni v preglednici VII:

Za reduciran metabolit BF-2 (1) je program z nizko zanesljivostjo napovedal, da ni
aktiven na ER.

Za metabolite BF-3, ki nastanejo po demetilaciji (3, 4, 6, 7) ali redukciji (2) je
program napovedal, da so aktivni na ER, in sicer za metabolita 2 in 3 z nizko oziroma
srednjo zanesljivostjo, za metabolite 4, 6 in 7 pa z visoko zanesljivostjo. Za
metabolita 4 in 6 aktivnost na ER potrjujejo tudi eksperimentalni podatki v
podatkovni bazi modela in je zato zanesljivost napovedi visoka.

Za para-hidroksiliran metabolit BF-3 (5) in njegov reduciran metabolit (8) je
program s srednjo oziroma visoko zanesljivostjo napovedal, da nista aktivna na ER.
Za orto-hidroksilirane metabolite BF-3 (9-12) je program napovedal, da niso aktivni
na ER. Za metabolita 9 in 12 je zanesljivost napovedi visoka za ostala dva pa nizka.
Pri metabolitu 9 neaktivnost na ER potrjujejo tudi eksperimentalni podatki v
podatkovni bazi modela, kar poveca zanesljivost napovedi.

Za vse metabolite BF-4 (13-23) je progam z nizko zanesljivostjo napovedal, da so
aktivni na ER.

Za vse metabolite BF-6 (24-26) je program napovedal, da niso aktivni na ER in sicer
za reduciran metabolit (24) z visoko zanesljivostjo, za ostala dva pa z nizko

zanesljivostjo.

Preglednica VII: Rezultati napovedi aktivnosti na ER s programom VEGA QSAR za izbrane
metabolite derivatov benzofenona; legenda: *** — visoka zanesljivost, ** — srednja zanesljivost, * —
nizka zanesljivost,; rdece — spojina je aktivna na ER z veliko zanesljivostjo, svetlo rdece — spojina je
aktivna na ER, ampak obstaja moznost, da se nahaja izven obmocja uporabnosti modela, zeleno —
spojina ni aktivna na ER z veliko zanesljivostjo, svetlo zeleno — spojina ni aktivna na ER, ampak
obstaja moznost, da se nahaja izven obmocja uporabnosti modela; dodatna oznaka E — v podatkovni
bazi modela ostajajo eksperimentalni podatki o tej spojini.

METABOLIT REZULTAT
1 *

2

3

4

5

6

7

8

9

57



10 *
11 *
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26 *

4.3.2 REZULTATI, PRIDOBLJENI S PROGRAMOM ENDOCRINE
DISRUPTOME
S pomocjo programa Endocrine Disruptome sSmo napovedali vezavo izbranih stirih derivatov

benzofenona ter njihovih metabolitov na 12 hormonskih receptorjev. Za §tiri receptorje smo
napovedali tudi vezavo na njihove antagonisti¢éne konformacije (oznaka: an). Rezultate smo
podali v preglednicah (preglednica VIII in IX) v obliki Stevilénih vrednosti in jih obarvali
glede na stopnjo verjetnosti vezave na receptor: [lBGH — najvecja, branzna — velika, rumena
— srednja in Z8IENA — majhna verjetnost vezave.

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

izbrane derivate benzofenona so predstavljeni v preglednici VIII:

e Zanegativno kontrolo — timol, je program napovedal srednjo verjetnost vezave na

AR an receptor in [fijANONVEIENost vezave na ostale receptorje.

e Za pozitivno kontrolo — BPA, je program napovedal [iNCOIONCHEMOS Vezave na
AR an receptor, veliko verjetnost vezave na AR receptor, srednjo verjetnost vezave

naER a, ER B, GR, TR a in TR $ ter [iajANGNVEIENost vezave na ostale receptorje.
e ZaBF-2in BF-3 je program napovedal Veliko verjetnost vezave na AR an receptor,

srednjo verjetnost vezave na AR, GR, TR « in TR £ ter [TiajANONGHenost vezave na
ostale receptorje.

e ZaBF-4 je program napovedal srednjo verjetnost vezave na AR, AR an, GR, TR a.in

TR 2 ter AJANONETEthost vezave na ostale receptorje.
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ZA BF-6 je program napovedal srednjo verjetnost vezave na AR an, GR in TR « ter

MajARCNVErEtRoSH v czave na ostale receptorje.

Preglednica VIII: Rezultati napovedi verjetnosti vezave na hormonske receptorje s programom Endocrine Disruptome za
negativno in pozitivno kontrolo ter izbrane derivate benzofenona: legenda: rdece — najvecja verjetnost vezave, oranzna —
velika verjetnost vezave, rumena — srednja verjetnost vezave, zelena — majhna verjetnost vezave.

Rezultati verjetnosti vezave na hormonske receptorje za izbrane metabolite derivatov

benzofenona so predstavljeni v preglednici IX:

receptor AR: program je napovedal Veliko verjetnost vezave za metabolite 4, 6, 10,
14,15, 17 in22. Za te metabolite je skupno, da nastanejo z demetilacijo in imajo zato

prosto hidroksilno skupino na mestu 4. Srednjo verjetnost vezave je napovedal za

je napovedal [ajANCNVErjetnost vezave.

receptor AR an: program je napovedal [iNCCIOINCHEIOS \ezave za metabolit 17, ki
nastane po para-hidroksilaciji benzenovega obrota ter demetilaciji. Velikg

19, 21, 22, 25 in 26 ter srednjo verjetnost vezave za vse ostale metabolite.

receptor ER «: program je napovedal srednjo verjetnost vezave za metabolit 10, ki

nastane po orto-hidroksilaciji benzenovega obroca in demetilaciji. Za vse ostale

metabolite je program napovedal [fajANONEljEtNost vezave.

receptor ER o an: program je napovedal [iajNONEHENost vezave za vse metabolite.
receptor ER S: program je napovedal srednjo verjetnost vezave za metabolite 10, 15,
17in 22, katerim je skupna prosta hidroksilna skupina na mestu 4. Nastanejo direktno

po demetilaciji v primeru metabolita 15 ali posredno preko orto- ali para-
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hidroksilacije, ki ji sledi demetilacija in v primeru metabolita 22 tudi redukcija. Za
vse ostale metabolite je program napovedal iajANONVEIEINOsE vezave.
receptor ER £ an: program je napovedal [iajiiNONerjethost vezave za vse metabolite.

receptor GR: program je napovedal srednjo verjetnost vezave za vse metabolite razen

za metabolite 3, 19 in 22, za katere je napovedal [iajiNONEIENost vezave.
receptorji GR a, LXR a, LXR £, PPAR a, PPAR £, PPAR y in RXR a: program je

napovedal [aJANONEHENost vezave za vse metabolite.

receptor TR «: program je napovedal srednjo verjetnost vezave za vse metabolite.

receptor TR f: program je napovedal srednjo verjetnost vezave za vse metabolite

Vezave.

Program je za metabolite derivatov benzofenona napovedal veliko verjetnost vezave na

androgenske receptorje. Za glukokortikoidne in tiroidne receptorje je za vec¢ino metabolitov

napovedal srednjo verjetnost vezave, medtem ko je za vse ostale receptorje napovedal

MEHRAGIVEFEHHoS! vezave.

Preglednica IX: Rezultati napovedi verjetnosti vezave na hormonske receptorje s programom Endocrine Disruptome za
izbrane metabolite derivatov benzofenona: legenda: rdece — najvecja verjetnost vezave, oranzna — velika verjetnost vezave,
rumena — srednja verjetnost vezave, zelena — majhna verjetnost vezave.

=

—

@]

z c = = clslal2lSZ] s
Ul o ole | clelS %8818 % |8
S| < | < |w|wWw|lw|lw|o|lo|d|d|la|lal|lal|el|lrF|F
1 7.7 | -7,9
2 76 | -81
3 8,0 | -8,1
4 83 | -82
5 82 | -82
6 84 | -81
7 78 |-79
8 78 |-82
9 79 | -81
10 82 |-83
11 81 |-79
12
13 81 |-79
14 84 | -7,9
15 82 | -82
16 83 | -7.9
17 83 | -86

60



4.3.3 RAZPRAVA
S programoma VEGA QSAR in Endocrine Disruptome smo napovedali vezavo na

estrogenske receptorje za Stiri izbrane derivate benzofenona ter njihove metabolite.
Program VEGA QSAR je z nizko do srednjo zanesljivostjo napovedal vezavo na ER za BF-
2, BF-3 in BF-4, medtem ko je Endocrine Disruptome za vse izbrane derivate benzofenona
napovedal majhno verjetnost vezave. Program VEGA QSAR je z visoko zanesljivostjo
napovedal vezavo na ER za metabolite 4, 6 in 7 (glej Sliko 28) ter neaktivnost metabolitov
8.9,12in 24.

Estrogeno delovanje je najbolj raziskano za izbrane §tiri osnovne derivate benzofenona in za
nekatere njihove metabolite, katerih nastanek smo predvideli tudi sami s programom Meteor
Nexus (metaboliti 4, 6, 9 ter 10). Slednji izhajajo iz BF-3. V in vitro raziskavi na celi¢ni
liniji adenokarcinoma dojke MCF-7 so proucevali estrogeno delovanje derivatov
benzofenona. Najvecjo aktivnost so opazili pri metabolitu 6 z izmerjeno vrednostjo EC50
0,1 uM, ki mu sledijo BF-2 (EC50 0,3 uM), metabolit 4 (EC50 1,26 uM) in BF-3 (EC50
19,5 uM). Prvim trem spojinam sta skupni dve hidroksilni skupini na mestih 2 in 4. Ostali
preiskovani derivati benzofenona BF-4, BF-6 in metabolit 9, ki imajo na mestu 4 metoksi
skupino, pa v tej raziskavi niso pokazali delovanja na ER (EC50 > 100uM) (106). V in vitro
raziskavi na estrogensko odzivni celi¢ni liniji iz ovarijskih celic kitajskega hrcka, so testirali
14 razli¢nih metabolitov BF-3 in merili koncetracijo pri kateri dosezejo 20 % agonisti¢nega
ucinka 17p-estradiola (E2) (REC20). Ugotovili so, da ima metabolit 6 z dodatno hidroksilno
skupino na mestu 4" kar za dva velikostna razreda veéjo aktivnost na ER o (REC20 0,0038
uM) kot metabolit 4, ki te skupine nima (REC20 0,099 uM). Kljub temu, da smo mi s
pomocjo programa Meteor Nexus napovedali metabolit 6 kot verjeten, ga v Studiji na
podganjih in ¢loveskih jetrnih mikrosomih kot metabolit BF-3 niso zaznali. Predvideva se,
da je estrogeno delovanje BF-3 predvsem posledica njegovega glavnega metabolita 4,

vendar pa se zaradi mo¢nega estrogenega delovanja ne more izkljuciti prispevka metabolita
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6 kot stranskega presnovka, ki se pojavlja pod mejo detekcije uporabljene metode. Tudi za
metabolit 10, ki ima prav tako kot metabolit 6 tri proste hidroksilne skupine (glej Sliko 28),
so dokazali ve¢jo aktivnost na ER o (REC20 0,68 uM) kot za BF-3 (REC20 2,2 uM), vendar
pa manjSo kot za metabolit 4 (REC20 0,099 uM) (107).

OH Q OH o]
HO I I HO il II OH
metabolit 4 metabolit 6
OH CH OH o] OH
HO il II OH HO I I
metabolit 7 metabolit 10

Slika 28: Metaboliti BF-3, ki kazejo najmocnejse delovanje na ER.

V in vivo raziskavi endokrine aktivnosti na podganah z odstranjenimi jajéniki so merili
ekspresijo genov po petdnevni peroralni aplikaciji BF-2 v dveh razli¢nih odmerkih. Na vecih
organih so opazili u¢inek, sorazmeren z odmerkom, podoben kot ga ima E2, endogeni
agonist, in sicer v maternici (poveéana teza), vagini (povecanje izrazanja IGF1), hipofizi
(zmanjSana sinteza luteinizirajoéega hormona), jetrih (povecana izrazanje IGF1) in pri
nekaterih lipidnih parametrih (zmanjsanje). Delovanje, ki ni podobno E2, so opazili le pri
tiroidnih hormonih (T4 in T3), katerih vrednosti so se bistveno zmanjsale (108). Druga in
vivo raziskava na podganah je dokazala tudi antiosteoporoti¢ni u¢inek BF-2 tri mesece po
peroralni aplikaciji. Dokazali so podoben uéinek kot ga ima E2 na osteokalcin (serumski
kazalec aktivnosti osteoblastov) in podganji CrossLaps (serumski kazalec aktivnosti
osteoklastov) (109). Pri uterotroficnem testu so ugotovili, da BF-2, BF-3 in metabolit 4
povecajo tezo maternice podgan (110). V ameriski $tudiji so iskali povezavo med
koncentracijo derivatov benzofenona v urinu Zensk in pojavnostjo endometrioze. Izkazalo
se je, da je vecja izpostavljenost metabolitu 4 lahko povezana z nastankom te estrogensko

odvisne bolezni, medtem ko pri drugih derivatih tega niso mogli potrditi (111).
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Nasi rezultati pridobljeni in silico so z visoko zanesljivostjo napovedali vezavo na ER le za
metabolite 4, 6 in 7. Delovanje metabolita 7 kot tudi ostalih metabolitov z reducirano
karbonilno skupino je sicer le malo raziskano. Za prva dva pa se je v vecih raziskavah
izkazalo, da sta najbolj aktivna izmed preiskovanih derivatov benzofenona. Skupna jima je
hidroksilna skupina na orto in para mestu ter nereducirana karbonilna skupina. Ce temu
dodamo Se BF-2, katerega delovanje je potrjeno tudi z eksperimentalnimi podatki v
podatkovnimi pazi modela VEGA QSAR, lahko povzamemo, da je za estrogeno delovanje
klju¢na prosta hidroksilna skupina. Vendar pa se je izkazalo, da Stevilo hidroksilnih skupin
in njihova pozicija mo¢no vpliva na aktivnost. Najvisjo aktivnost tako kaze trihidroksiliran
metabolit 6. Za hidroksilno skupino na para mestu (mesto 4) se predvideva, da je nujna za
vezavo na ER, saj ima podobno vlogo kot 3-hidroksilna skupina pri E2 (glej Sliko 29). Poleg
tega sta za vezavo pomembni e prosti hidroksilni skupini na mestu 4" in 2, ki sta na primer
prisotni pri metabolitu 6. Hidroksilna skupina na mestu 4" je pomembna kot donor vodikove
vezi, ki se v vezavno mesto veze tako kot 17B-hidroksilna skupina E2. Pomembna je tudi
razdalja med 4'- in 4-hidroksilno skupino, ki idealno znasa med 9,7 in 12,3 A. V tem lahko
najdemo razlog za vecjo aktivnost 4’-hidroksiliranih derivatov od 2’-hidroksiliranih.
Razdalja pri prvih pade v predlagano obmocje, pri drugih pa ne. To kazejo tudi nasi rezultati
dobljeni s programom VEGA QSAR. Program namre¢ z nizko do visoko zanesljivostjo
napove neaktivnost 2’-hidroksiliranih metabolitov BF-2 (9-12). Za aktivnost na ER je
pomembna tudi primerna molekulska masa, ki naj bi bila med 140 in 250 Da. Opazili so
tudi, da imajo simetri¢ni derivati benzofenona mocnejSe estrogeno delovanje kot

nesimetri¢ni (106, 112, 113).

HO

Slika 29: Strukturna formula 17p-estradiola (E2).

Program VEGA QSAR je z visoko zanesljivostjo napovedal, da se metaboliti 8, 9, 12 in 24
ne vezejo na ER. Za metabolit 9 so to potrdili tudi z raziskavami, za ostale metabolite pa je

podrocje Se neraziskano.
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Androgenski receptor se je izmed vseh receptorjev izkazal kot najbolj verjetna tarca za
vezavo izbranih derivatov benzofenonona in njihovih metabolitov. Program Endocrine
Disruptome je s srednjo verjetnostjo napovedal vezavo BF-2, BF-3 in BF-4 na agonisti¢no
konformacijo AR in z majhno verjetnostjo vezavo BF-6. Po drugi strani pa smo vezavo na
antagonisticno konformacijo AR receptorja napovedali z veliko verjetnostjo za BF-2 in BF-
3 ter s srednjo verjetnostjo za BF-4 in BF-6.

Program je za 27 % metabolitov izbranih derivatov benzofenona napovedal vezavo na
agonistiéno konformacijo z visoko verjetnostjo ter za 65 % metabolitov vezavo na
antagonisticno konformacijo. Program je z najvecjo verjetnostjo napovedal vezavo na
antagonisticno konformacijo AR le za para-hidroksiliran in demetiliran metabolit BF-4
(metabolit 17). 1z dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je prav tako kot za estrogeno
delovanje tudi za vezavo na AR klju¢na prosta para hidroksilna skupina. Poleg tega pa je
aktivnost vecja, e je prisotna tudi nereducirana karbonilna skupina ali hidroksilna skupina
na orto-mestu. Ti rezultati so dokaj pri¢akovani, saj tudi endogeni agonist receptorja AR,

testosteron, v svoji strukturi vsebuje hidroksilno in karbonilno skupino (glej Sliko 30).

Slika 30: Strukturna formula testosterona.

Aktivnost derivatov benzofenona na AR so raziskovali in vitro, na NIH-3T3 celi¢ni liniji
podganjih fibroblastov ter ugotovili, da ima najmo¢nejse antiandrogeno delovanje metabolit
6 (IC50 0,3 uM), kar so potrdili tudi in vivo s Hershbergerjevim testom na podganah po
subkutanem apliciranju. Po mo¢i antiandrogenega delovanja mu sledijo BF-2 (IC50 1,5
uM), metabolit 4 (IC50 10,0 uM) in BF-6 (1C50 13,0 uM), medtem ko metabolit 9, BF-3 in
BF-4 v tej raziskavi kazejo Sibko aktivnost (IC50 >100 uM) (106). In vitro studija na celi¢ni
linji MDA-kb2, pridobljeni iz ¢loveskih celic raka dojke, ki moc¢no izraza AR, je pokazala,
da tudi BF-3 deluje kot antagonist na AR, medtem ko za BF-4 tega niso mogli potrditi (114).
Izmed preiskovanih metabolitov BF-3 so vsi kazali sibko antiandrogeno delovanje podobno
kot BF-3. Izjema je le metabolit 6, ki kaze mo¢no antiandrogeno delovanje in predstavlja
potencialno nevarnost za zdravje ljudi (107). Za metabolit 4 so v raziskavi dokazali, da

inhibira od 17B-HSD-3 odvisno nastajanje testosterona v celi¢ni liniji HEK-293, kar so
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potrdili tudi ex vivo v izoliranih misjih in podganjih testisih (115). V in vitro raziskavah na
razli¢nih celi¢nih linijah noben izmed preiskovanih derivatov benzofenona in njihovih
metabolitov ni kazal agonisti¢nega u¢inka na AR (106, 114, 115).

Medtem ko raziskave nakazujejo, da je antiandrogeno delovanje najmoé¢nejSe pri metabolitu
6, pa so nasi rezultati nakazali Se na nekatere druge metabolite, ki bi prav tako lahko
izkazovali potencialno nevarnost, vendar njihovega (anti)androgenega delovanja Se niso
raziskali. V primeru preucevanja agonisticnega delovanja na AR se nasi in silico rezultati
niso izkazali za primerljive obstoje¢im in vitro raziskavam, saj so predvideli, da se nekateri

AR, Cesar Vv in vitro Studijah niso dokazali.

Vezavo na TR smo s programom Endocrine Disruptome napovedali s srednjo verjetnostjo
za vse izbrane derivate benzofenona tako na obliko TR o kot tudi na TR B. Izjema je le BF-
6, za katerega se je vezava na TR [ izkazala za malo verjetno. S srednjo verjetnost smo
napovedali vezavo vseh metabolitov izbranih derivatov benzofenona na TR o in za 77 %
metabolitov na TR B.

Kljub temu da je in vitro raziskava pokazala agonisti¢no delovanje BF-2 in BF-3 na TR, pa
v raziskavi opozarjajo, da so ti rezultati lahko pozitivni zaradi uporabe relativno visokih
koncentracij v primerjavi z endogenim agonistom T3, zato so nujne nadaljnje raziskave za
potrditev teh rezultatov. Hormonski motilci delujejo kompleksno in poleg delovanja na TR
v literaturi zasledimo veliko bolj raziskano delovanje na nekatere drugih mestih homeostaze
tiroidnih hormonov (116). V in vitro raziskavi na tumorski celi¢ni liniji FTC-238 so
ugotovili, da izmed ve¢ razliénih hormonskih motilcev, med katerimi sta tudi 4-
metilbenziliden kafra in oktil 4-metoksicinamat, prav BF-2 najmocneje inhibira tiroidno
peroksidazo (TPO), ki igra glavno vlogo pri sintezi $¢itni¢nih hormonov. BF-2 je izkazal
inhibicijo v veliko nizji koncentraciji (IC50 0,45 uM) kot sta tisti pri metamizolu (IC50 9,2
uM) in propiltiouracilu (IC50 125 uM), znanih antitiroidnih u¢inkovinah z inhibitornim
delovanjem na TPO. V in vivo $tudiji na podganah so Ze po 5 dneh aplikacije BF-2 opazili
hormonske spremembe znacilne za hipotiroidno stanje. Spremembe so bile vidne predvsem
v povecanju serumskih koncentracij T4 in zmanjsanju serumskih koncentracij TSH. V
raziskavi so tudi ugotovili, da je u¢inek na tiroidni sistem $e bolj izrazen ob odsotnosti

jodida, kar kaze na povecano nevarnost v delih sveta, kjer je pomanjkanje joda Se vedno
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prisotno ter pri posameznikih, pri katerih so potrebe po njem visje (otroci, mladostniki,
dojece matere) (117).

V tem trenutku ob¢utno primanjkuje raziskav o uc¢inku derivatov benzofenona na tiroidne
receptorje. Nasi rezultati so napovedali, da se vecina derivatov benzofenona in njihovih
metabolitov s srednjo verjetnostjo lahko vezejo na te receptorje. Za BF-2 in BF-3 to
potrjujejo tudi eksperimentalno pridobljeni podatki, medtem ko so za ostale potrebne
nadaljnje raziskave.

Za izbrane derivate benzofenona in za vecino njihovih metabolitov smo napovedali srednjo
verjetnost vezave na agonisticno konformacijo GR. Rezultati so pricakovani, glede na
strukturno podobnost z endogenimi agonisti GR, glukokortikoidi. Eden najbolj znanih je
kortizol, ki ima na steroidnem skeletu pripeto hidroksilno in karbonilno skupino (glej Sliko
31). Rezultati nase in silico raziskave kazejo majhno verjetnost vezave izbranih derivatov
benzofenona in njihovih metabolitov na LXR, PPAR in RXR. Delovanje na te receptorje

pa je prav tako manj raziskano tudi z in vitro ter in vivo Studijami.

Slika 31: Strukturna formula kortizola.

Pri raziskovanju estrogenega delovanja izbranih hormonskih motilcev je pomembno, da v
raziskavah upostevamo tudi metabolite teh spojin. Kot se je izkazalo v primeru BF-3, imajo
lahko ti celo vecjo aktivnost na receptorje kljub temu, da nastajajo v telesu v manjsih
koli¢inah. Proizvajalci pogosto zelijo narediti pripravek za zasCito pred soncem, ki bi
obvaroval kozo pred Sirokim spektrom UV sevanja. Tako se pogosto zgodi, da se v enem
pripravku nahaja ve¢ razli¢nih UV filtrov. Kombinacija je pomembna z vidika sinergizma,
saj se je izkazalo, da se ucinki potencirajo tudi ¢e se posamezen filter nahaja v zelo nizkih
koncentracijah. Zato je zelo pomembno, da razumemo tudi ucinke v zelo nizkih
koncentracijah ter da se preiskuje tudi njihov skupni uc¢inek (118). Kljub temu da Stevilo
raziskav nara$¢a, pa Se vedno primanjkuje predvsem tistih, ki bi povezovale prisotnost
derivatov benzofenona v urinu z dolo¢enimi boleznimi ali spremljale u¢inke na daljsi

¢asovni rok.
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44 NAPOVED REPRODUKTIVNE TOKSICNOSTI

S pomocjo racunalniskih programov Derek Nexus, VEGA QSAR in TEST smo napovedali

reproduktivno toksi¢nost $tirih izbranih derivatov benzofenona ter njihovih metabolitov.

Rezultate smo zdruzili v dve preglednici in s tem omogocili ve¢jo preglednost rezultatov

(preglednici X in XI).

441 REZULTATI, PRIDOBLJENI S PROGRAMOM DEREK NEXUS

RacunalnisSki program Derek Nexus nam je podal informacijo o verjetnosti za razvojno

toksicnost, teratogenost in testikularno toksi¢nost. Program za doloceno toksi¢nost poda

verjetnost v treh stopnjah: - (probable), mogoce (plausible) in dvoumno (equivocal).
e Zanegativno kontrolo (timol) program ni izdal opozorila o toksi¢nosti, medtem ko

je za pozitivno kontrolo (BPA) izdal opozorilo o dvoumni toksi¢nosti za

testikularno toksi¢nost. Ti rezultati so priCakovani in kazejo na izbiro primerne
kontrole ter izbiro primernih parametrov programa.
e Za izbrane §tiri derivate benzofenona ter vse njihove metabolite program ni

napovedal toksi¢nosti.

442 REZULTATI, PRIDOBLJENI SPROGRAMOM VEGA QSAR

Za napovedovanje razvojne/reproduktivne toksi¢nosti smo uporabili program VEGA
QSAR. Uporabili smo dva razli¢na modela, in sicer Developmental/Reproductive Toxicity
library (PG) 1.0.0 in Developmental Toxicity Classification Model (CAESAR) 2.1.7.. Poleg
reproduktivne toksi¢nosti nam je program podal Se oceno zanesljivosti napovedi, ki je
oznadena s tevilom zvezdic: nizka (*), srednja (**) ali visoka (***). Ce je bilo v poro¢ilu
programa zapisano, da se spojina nahajala izven obmoc¢ja uporabnosti modela, smo takSen

primer oznacili s svetlo rumeno.

Developmental/Reproductive Toxicity library (PG) 1.0.0

S pomoc¢jo modela Developmental/Reproductive Toxicity library (PG) 1.0.0 smo predvideli
razvojno in reproduktivno toksi¢nost. Za negativno in pozitivno kontrolo, izbrane $tiri
derivate benzofenona ter njihove metabolite smo dobili naslednje rezultate, ki so
predstavljeni v preglednicah X in XI:
e Za negativho kontrolo, timol, se je izkazalo, da se nahaja izven obmocja
uporabnosti modela, zato rezultati niso zanesljivi.

e Z visoko zanesljivostjo je program napovedal razvojno/reproduktivno toksi¢nost za

pozitivno kontrolo, BPA.
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Za vse §tiri izbrane derivate benzofenona (BF-2, BF-3, BF-4 in BF-6) in vse njihove
metabolite se je izkazalo, da se nahajajo izven obmoc¢ja uporabnosti modela.

Rezultati so zato nezanesljivi in jih ne moremo uporabiti pri nadaljnjem delu.

Developmental Toxicity Classification Model (CAESAR) 2.1.7

S pomoc¢jo modela Developmental Toxicity Classification Model (CAESAR) 2.1.7 smo

predvideli razvojno toksi¢nost. Za negativno in pozitivno kontrolo, izbrane $tiri derivate

benzofenona ter njihove metabolite smo dobili naslednje rezultate, ki so predstavljeni v

preglednicah X in XI:

Z visoko zanesljivostjo je program napovedal razvojno toksi¢nost za negativno

kontrolo timol in za pozitivno kontrolo BPA.

Z visoko zanesljivostjo je program napovedal razvojno toksi¢nost za BF-2 in BF-3,

medtem ko se BF-4 in BF-6 nahajata izven obmoc¢ja uporabnosti in zato njuni
rezultati niso zanesljivi.

Z visoko zanesljivostjo je program napovedal razvojno toksi¢nost za metabolite 4

(BF-1), 5, 6, 9 (BF-8) in 10. Ti metaboliti imajo v svoji strukturi nereducirano
karbonilno skupino in vsaj dve hidroksilni skupini. Vsi ostali metaboliti pa se
nahajajo oziroma se lahko nahajajo izven obmocja uporabnosti modela in njihovi
rezultati zaradi nezanesljivosti niso uporabni. Med te metabolite spadajo vsi
metaboliti BF-2, BF-4 in BF-6 ter metaboliti BF-2, ki imajo reducirano karbonilno
skupino. Iz tega zato lahko zaklju¢imo, da razvojno toksi¢nost izkazujejo derivati
benzofenona s prisotno karbonilno skupino ter dvema prostima hidroksilnima

skupinama, medtem ko za ostale toksi¢nosti s tem modelom ne moremo napovedati.

443 REZULTATI, PRIDOBLJENI SPROGRAMOM TEST

Naslednji program, ki smo ga uporabili pri napovedovanju razvojne toksi¢nosti, je bil TEST.

Dobljeni rezultati so podani v obliki §teviléne vrednosti od 0 do 1, ki nam kaze verjetnost,

da je spojina razvojno toksi¢na. Program je za spojine, katerih vrednosti so bile nad 0,5,

napovedal, da so razvojno toksi¢ne. Za spojine z vrednostmi nizjimi od 0,5 pa da niso.

Rezultati so predstavljeni v preglednici X in XI.

Razvojno toksi¢nost smo napovedali tako za negativho kontrolo, timol, z
vrednostjo 0,99 kot tudi za pozitivno kontrolo, BPA, z vrednostjo 0,68. Ti rezultati

kazejo na majhno zanesljivost programa.
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e Razvojno toksi¢nost smo napovedali za vse §tiri derivate benzofenona. Za BF -2 in
BF-3 smo dobili vrednost ve¢jo od 0,7, za BF-4 in BF-6 pa celo vec¢jo od 0,95.
e Zavecino metabolitov smo napovedali razvojno toksi¢nost. Izjema je le metabolit 1,

za katerega je program podal, da ni razvojno toksicen, saj je verjetnost za to manjSa
od 0,5.

Preglednica X: Rezultati napovedi reproduktivne toksi¢nosti s programi Derek Nexus, VEGA QSAR in TEST
za negativno in pozitivno kontrolo ter izbrane derivate benzofenona; legenda: negativni znak (- ) — ni podatka
o razvojni toksicnosti; *** — visoka zanesljivost, ** — srednja zanesljivost, * — nizka zanesljivost; rdece —
spojina je razvojno ftoksicna, zeleno — spojina ni razvojno toksicna, rumeno — spojina se nahaja ali se lahko
nahaja izven obmocja uporabnosti modela.

SPOJINA DEREK VEGA QSAR - | VEGA QSAR -
NEXUS Developmental/ Developmental
Reproductive Toxicity
Toxicity library | Classification
(PG) —v. 1.0.0 Model (CAESAR)
-v. 217
timol - *
(- kontrola)
BPA Mogoca
(+ kontrola) razvojna
toksi¢nost
BF-2 -
BF-3 -
BF-4 -
BF-6 -

Preglednica XI: Rezultati napovedi reproduktivne toksicnosti s programi Derek Nexus, VEGA QSAR in TEST
za izbrane metabolite derivatov benzofenona; legenda: negativni znak ( - ) — ni podatka o razvojni toksicnosti;
*** _visoka zanesljivost, ** —srednja zanesljivost, * — nizka zanesljivost; rdece — spojina je razvojno toksicna,
zeleno — spojina ni razvojno toksicna, rumeno — spojina se nahaja ali se lahko nahaja izven obmodja
uporabnosti modela.

TEST

METABOLIT | DEREK VEGA QSAR - | VEGA QSAR —
NEXUS Developmental / | Developmental
Reproductive Classification
Toxicity library | Toxicity Model
(PG) -v.1.0.0 (CAESAR) — v.
2.1.7

1 _ * *

2 _ * *%

3 _ * *

4 _ *

5 - *

6 - *

7 _ * *

8 _ * *
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9 -
10 -
11 -
12 -
13 -
14 -
15 -
16 -
17 -
18 -
19 -
20 -
21 -
22 -
23 -
24 -
25 -
26 -

X[ k| b K[ k| k| K| k| k| X[ k| k| K| X| k| X[ *| *

XL k| R K[ k| k| K| k| k| X[ X[ k| X[ ¥| *| ¥

444 RAZPRAVA

Ze dolgo &asa je znano, da se derivati benzofenona lahko vpletajo v delovanje endokrinega
sistema kot hormonski motilci, v zadnjem ¢asu pa se vedno bolj raziskuje tudi njihov vpliv
na reproduktivni sistem in vpliv na razvoj organizma. Zaradi njihove mnozi¢ne uporabe in
posledi¢no prisotnosti v okolju so jih nasli v urinu in krvi ljudi po vsem svetu, nekatere pa
tudi v placenti, mleku ter semenski tekocini (119).

Placenta je organ, ki omogoc€a izmenjavo snovi med materjo in plodom, in je zato odlicen
pripomocek pri raziskovanju prisotnosti kemikalij med razvojem. V placenti sicer niso
odkrili BF-3 so pa nasli njegov metabolit 4. Poleg BF-2 in BF-6 se je v placenti v kar 75 %
vzorcev pojavljal tudi BF-4, kar je presenetljivo zaradi njegove hidrofilne narave (120, 121).
Razvijajoci se plod je bolj obc¢utljiv na vpliv kemikalij, zato je Se toliko bolj pomembno
razumevanje nevarnosti, ki jih lahko povzroéi izpostavljenost tem kemikalijam med
nosecnostjo (119). V kohortni raziskavi, v katero je bilo vklju¢enih 404 ameriskih nose¢nic
v tretjem trimesecju, so merili povezavo med koncentracijo razli¢nih fenolov in ftalatov v
urinu s porodno tezo novorojenckov. Izkazalo se je, da je visja izpostavljenost BF-3 pri
materi povezana z nizjo porodno maso deklic, a visjo pri deckih (122). V drugih raziskavah
so nasli povezavo tudi z znizano gestacijsko starostjo ter nizjim delezem mascob pri deklicah
v starosti od 4 do 9 let. Vendar pa so za potrditev teh rezultatov potrebne nadaljnje raziskave

(123, 124). BF-2, ki so ga nasli v urinu starSev, S0 povezali z ve¢jim delezem rojstev deklic,
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medtem ko prisotnost BF-3 v urinu otrok povezujejo z zakasnjeno puberteto, merjeno glede
na razvoj dojk (125, 126). Raziskava primerov s kontrolami je iskala vzrok za nastanek
Hirschsprungove bolezni (HB) pri izpostavljenosti BF-3 med nose¢nostjo. Gre za prirojeno
bolezen, za katero je znacilna odsotnost ganglijskih celic v steni debelega Crevesja, zaradi
¢esar lahko pri novorojenckih pride do obstrukcije ¢revesja in kroni¢nega zaprtja. Raziskava
je pokazala, da je pri zenskah, pri katerih so v urinu nasli visjo koncentracijo BF-3, vecja
verjetnost, da so rodile otroka z diagnozo HB. Za pomembno se izkaze predvsem materina
izpostavljenost BF-3 med kriticnim obdobjem fetalnega razvoja zivéevija med 5 in 12
tednom nosecnosti (127, 128). S pomocjo vzorcev urina ter semenske tekocine 413 moskih
so ugotovili, da so nekateri derivati benzofenona lahko povezani tudi s spremembami v
semenski tekoc¢ini kot so znizana koncentracija semencic, njihova hitrost ali nepravilnosti v
razvoju. Izkazalo se je, da imata najveéji vpliv na zmanj$anje plodnosti pri moskih BF-2 in
metabolit 9, medtem ko za metabolit 4 in BF-3 te povezave niso mogli potrditi (129, 130).
Poleg reproduktivne toksi¢nosti pri ljudeh so odkrili, da tako BF-2 kot tudi BF-3 vplivata
tudi na razmnoZevanje rib. Ceprav so koncentracije v povrsinskih vodah precej nizje od
uporabljenih v teh raziskavah, se vseeno kot zmerno lipofilne spojine lahko kopicijo v
organizmu. Poleg tega pa lahko derivati benzofenona prispevajo k ucinkom na

razmnozevanje rib drugih estrogenih spojin, ki so tudi prisotne v okolju (131, 132).

Ker v podatkovnih bazah modelov VEGA QSAR ni eksperimentalnih vrednosti, se
predvidevanje o toksi¢nosti izvede na osnovi primerjanja s podobnimi spojinami Vv
podatkovni bazi modela. V primeru nase negativne kontrole timola se izkaze, da se Kljub
visokemu indeksu uporabnosti modela predlagane spojine precej razlikujejo. Enaka tezava
se pojavi pri programu TEST, zato je napoved o toksi¢nosti timola lahko lazno pozitivna, na
kar kaZejo podatki iz literature. Pri uporabi programov je zato potrebna strokovna presoja o
dobljenih rezultatih (94).

Nasi uporabljeni programi niso pokazali zelene primerljivosti. Program Derek Nexus in
Developmental/Reproductive Toxicity Library Model programa VEGA QSAR nista dala
uporabnih rezultatov, saj so se vsi izbrani derivati benzofenona in njihovi metaboliti nahajali
izven obmocja uporabnosti modela. Developmental Toxicity Classification Model programa
VEGA QSAR je z visoko zanesljivostjo napovedal toksi¢nost za BF-2 in BF-3 ter nekatere
metabolite BF-3. Te rezultate smo potrdili tudi s programom TEST ter Ze obstojecimi

raziskavami teh dveh derivatov benzofenona. Medtem ko se BF-2 vecinoma uporablja le v
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izdelkih, pri uporabi katerih absorpcija v sistemski krvni obtok ni verjetna (laki za nohte),
pa vecjo skrb vzbuja BF-3. Predvsem na tujih trgih je slednji $e vedno moc¢no razsirjen UV
filter, in se nahaja tudi v koncentracijah do 6 %. Posledica mnozi¢ne uporabe je tudi njegova
prisotnost v okolju in s tem v hrani ljudi.

Med metaboliti so se v obmoc¢je uporabnosti modela razvrstili le nekateri metaboliti BF-3.
Strukturno gledano jim je skupna nereducirana karbonilna skupina in hidroksilna skupina,
pripeta na mestu 2. Med metabolite, ki so v nasi in silico raziskavi pokazali reproduktivno
toksi¢nost z visoko zanesljivostjo, spada tudi metabolit 9, katerega vpliv na plodnost so
potrdili tudi z Zze obstoje¢imi Studijami. Vendar pa $tudij Se vedno primanjkuje kljub temu,
da je vpliv metabolitov pomemben za razumevanje nacina delovanja izbranega derivata

benzofenona.

Za BF-4 in BF-6 je samo program TEST izkazoval ustrezne pogoje in predvidel njihovo
reproduktivno toksi¢nost. Ta naj bi bila celo vi§ja kot pri prvih dveh proucevanih derivatih
benzofenona. Visoko toksi¢nost so pokazali tudi vsi metaboliti BF-4. Predvsem uporaba
slednjega v kozmeti¢nih izdelkih nara$¢a, saj se je pokazal kot dobra zamenjava za BF-3. V
nasprotju z ostalimi derivati benzofenona je namre¢ ta vodotopen in tako omogoca bolj
lahkotno strukturo kozmeti¢nih izdelkov (120). Kljub temu da razSirjenost narasca, pa
primanjkuje $tudij o njegovih vplivih na zdravje ljudi, predvsem o reproduktivni toksi¢nosti,
Ki jo kazejo nasi rezultati. Vecina raziskav se osredotoca na uéinke po aplikaciji na kozo,
primanjkuje pa raziskav o morebitnih Skodljivih u€inkih po vdihavanju izdelkov za osebno

nego, kot so na primer laki za lase in o vplivu ob daljsi vsakodnevni izpostavljenosti.

Izkazalo se je, da so in silico metode uporabne kot izhodisce za nadaljnje raziskave, in ko
zelimo pregledati veliko bazo spojin. Zaradi omejenega Stevila snovi z eksperimentalnimi
vrednostmi in posledi¢no nepopolnimi bazami podatkov ter omejene zmogljivosti modelov
pa ti Zal Se niso primerni za nadomesc¢anje in vitro ali in vivo Studij. Uporaba in silico metod
je dale¢ od tega, da bi rezultate zgolj prepisali. Potrebno je razumevanje algoritmov, ki stojijo
za posameznimi programi ter strokovna presoja razlogov, ki jih navede program za njegovo
odlo¢itev. Program Vega QSAR tako na primer poleg rezultatov poda tudi nekatere
izto¢nice, Ki potrebujejo preverjanje, kot na primer to, da so bile v podatkovni bazi modela
najdene le zmerno podobne spojine ali pa, da je za te spojine natan¢nost napovedi nizka.

Priporoca se uporaba ve¢ razli¢nih in silico modelov ter vpogled v literaturne podatke.
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5 SKLEP

S pomocjo rac¢unalniskega programa Meteor Nexus Smo predvideli nekatere metabolite
izbranih derivatov benzofenona, ki so jih identificirali tudi v in vitro in in vivo
raziskavah. Kljub temu so v drugih raziskavah zaznali tudi nekaj metabolitov, ki jih s
pomocjo in silico metode nismo uspeli napovedati ali pa je bila verjetnost njihovega
nastanka majhna. Kot najbolj verjetna metabolita BF-3, ki smo ju predvideli tudi v nasi
in silico raziskavi, sta se izkazala metabolita 4 in 9.

V nasi in silico raziskavi smo potrdili rezultate Zze obstojecih Studij 0 estrogenem
delovanju BF-2 in BF-3 ter neaktivnosti BF-6. V primeru BF- 4 se nasi rezultati in
rezultati obstojecih Studij razlikujejo. Antagonistiéno delovanje na AR najmocneje
izkazujeta BF-2 in BF-3. Vezava derivatov benzofenona na ostale preucevane receptorje
je trenutno manj raziskana, zato so nujne nadaljnje raziskave, predvsem v smeri
preucevanja vezave na TR in GR, za katere nasi rezultati kazejo moznost vezave.

Pri preucevanju endokrinih ucinkov smo opazili, da imajo metaboliti lahko vecjo
aktivnost kot izhodna spojina. V primeru BF-3 se je namre¢ izkazalo, da vecjo aktivnost
na ER izkazujejo metaboliti 4, 6 in 7, na AR an pa kar vec¢ina njegovih metabolitov. V
nadaljnjih raziskavah endokrinih u¢inkov priporoc¢amo, da se vkljuéijo tudi metaboliti
derivatov benzofenona.

Pri in silico raziskavi reproduktivne toksi¢nosti smo ugotovili, da BF-2 in BF-3 kazeta
na razvojno toksic¢nost, kar potrjujejo tudi podatki iz literature. V primeru BF-4 in BF-6
nasi rezultati prav tako kaZzejo na morebitno toksi¢nost vendar primanjkuje raziskav, s
katerimi bi te rezultate lahko potrdili.

In silico metode so zaenkrat e premalo zanesljive, da bi pri preu¢evanju metabolizma
in toksic¢nosti derivatov benzofenona lahko nadomestile in vitro ali in vivo raziskave.
Potrebne so nadgradnje podatkovnih baz in ve¢ja zmogljivost modelov, saj se je v naSem
primeru pokazalo, da se preiskovane spojine veckrat nahajajo izven obmocja uporabnosti
modela. Kljub temu pa so te metode uporabne za hiter pregled baze spojin in usmeritev
v nadaljnje raziskave. Pri uporabi in silico metod je pomembno, da razumemo delovanje
modelov, uporabimo ve¢ razli¢nih metod in dobljene rezultate strokovno ovrednotimo s

primerjanjem tistih iz literature.
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