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POVZETEK

Parabeni so kot konzervansi v kozmeti¢ni, prehrambni in farmacevtski industriji v uporabi
ze vec kot 90 let. Predvsem metilparaben, etilparaben in propilparaben naj bi bili razmeroma
varni, medtem ko so butilparaben, izopropilparaben, izobutilparaben, pentilparaben,
heptilparaben, fenilparaben in benzilparaben precej manj raziskani. Od kar tako znanstveniki
kot §irSa javnost precej pozornosti posvecajo t.i. hormonskim motilcem, je vprasanje njihove
varnosti zopet odprto.

In silico metode za dolocCanje absorpcije, distribucije, metabolizma, eliminacije in
toksi¢nosti spojin, ki se v zadnjih treh desetletjih razvijajo vse hitreje, predstavljajo eno
izmed potencialnih alternativ dragim ter dolgotrajnim in vivo metodam. Njihov razvoj
spodbujajo tudi regulatorne ustanove Evropske unije v okviru Uredbe (ES) st. 1907/2006
Evropskega parlamenta in Sveta o registraciji, evalvaciji, avtorizaciji in omejevanju
kemikalij, saj bi z njihovo pomogjo preprecili pretirano in nepotrebno testiranje kemikalij na
zivalih ter olajsali izdelavo mnenj obsezne koli¢ine kemikalij na evropskem trgu, ki jih
zahteva zakonodaja. V diplomskem delu smo razli¢ne in silico metode uporabili za napoved
metabolizma ter endokrine in reproduktivne toksi¢nosti desetih najbolj znanih parabenov.

S pomoc¢jo programa Meteor Nexus smo napovedali metabolizem parabenov. Dobljeni
rezultati so bili precej podobni rezultatom in vitro ter in vivo raziskav, dopuscajo pa tudi
moznost nastanka doloc¢enih $e nedokazanih metabolitov. Napovedane metabolite z izjemo
konjugatov smo uporabili za nadaljnje raziskave.

S programom Endocrine Disruptome ter VegaNIC (Relative Binding Affinity Model) smo
napovedali vezavno afiniteto parabenov in metabolitov na 12 razli¢nih jedrnih receptorjev.
Rezultati so potrdili, da obstaja potencial za endokrino toksi¢nost parabenov, povzro¢eno
predvsem preko estrogenskih, androgenskih, glukokortikoidnih ter tiroidnih receptorjev.
Potencial se poveCuje z daljSanjem alkilne stranske verige parabena oz. s prisotnostjo
aromatskega obroca v stranski skupini.

S programi Derek Nexus, VegaNIC in TEST smo napovedali razli¢ne vidike reproduktivne
toksicnosti parabenov in metabolitov. Rezultati niso bili enoznaéni, reproduktivne
toksi¢nosti parabenov pa na njihovi podlagi ne moremo ne potrditi niti zavreci.

Do sedaj raziskave Se niso podale dokon¢nih zaklju€kov o vplivu parabenov na endokrini
sistem in reprodukcijo, zato so nujne Se nadaljnje in vitro, in vivo ter epidemioloske
raziskave. NasSi rezultati potrjujejo tudi potrebo po nadaljnjem razvoju in optimizaciji in

silico metod za dolo¢anje endokrine in reproduktivne toksi¢nosti spojin.

vi



ABSTRACT

Parabens have been widely used as preservatives in cosmetics, food, and pharmaceutical
industry for more than 90 years. Methylparaben, ethylparaben and propylparaben are
supposed to be relatively safe, while butylparaben, isopropylparaben, isobutylparaben,
pentylparaben, heptylparaben, phenylparaben and benzylparaben have been far less studied.
Since both, scientists and general public have been paying a lot of attention to endocrine
disturbers the question of safety of parabens has been reopened.

Increasingly developed during last three decades, in silico methods have become possible
alternatives to costly and time consuming in vivo methods for predicting absorption,
distribution, metabolism, elimination and toxicity of compounds. Their development has
also been promoted by regulatory institutions of European Union within Regulation (EC)
No 1907/2006 of the European Parliament and of the Council concerning the Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals in order to prevent excessive and
unnecessary animal testing of chemicals and facilitate reporting on chemicals on the
European market. We used some in silico methods for prediction of metabolism, endocrine
and reproductive toxicity of ten most well-known parabens.

We used the Meteor Nexus program to predict the metabolism of parabens. The results are
similar to those obtained by in vitro and in vivo studies, but they also allow the possibility
of the formation of some previously undetected metabolites. The predicted metabolites,
except the conjugates, were used for further studies.

We used Endocrine Disruptome and VegaNIC (Relative Binding Affinity Model) programes
to predict the binding affinity of parabens and metabolites to 12 different nuclear receptors.
The results confirmed that there exists a potential for endocrine toxicity of parabens caused
primarily through the oestrogen, androgen, glucocorticoid and thyroid receptor. The
potential increases with longer parabene alkyl side chains or with the presence of the
aromatic ring in the paraben side group.

We used Derek Nexus, VegaNIC and TEST programs to predict different aspects of
parabens and metabolites reproductive toxicity. The results were inconsistent, we can neither
confirm nor discard reproductive toxicity of parabens.

Until now, the research on the parabens endocrine and reproductive effects has not given
final conclusions, therefore further in vitro, in vivo and epidemiological studies are
necessary. Our results also point out the need for further development and optimization of

in silico methods for determining endocrine and reproductive toxicity of compounds.
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1.UvOD

1.1 ENDOKRINI SISTEM

Endokrini sistem je mreza zlez in hormonov, ki imajo pomembno vlogo tako pri
kratkoro¢nem kot tudi dolgoroénem uravnavanju procesov V telesu (1). Na molekulskem
nivoju nadzoruje transkripcijo genov, sintezo in razgradnjo proteinov, aktivnost encimov,
konformacije proteinov in interakcije med proteini. Na celicnem nivoju nadzoruje celicno
delitev, diferenciacijo, motiliteto, sekrecijo, privzem hranil in celicno smrt. Na nivoju
celotnega telesa pa skrbi za vzdrZzevanje homeostaze, nadzoruje metabolizem, skrbi za rast

in razvoj, reprodukcijo in odzivanje na zunanje drazljaje (2).
1.1.1 HORMONI

Hormoni so molekule, ki jih v kri ali zunajceli¢no tekoc¢ino izlo¢ajo celice endokrinega
sistema in po vezavi na specifi¢en receptor sprozijo ali zavrejo dolocen fizioloski ucinek.
Glede na ucinek poznamo agoniste, antagoniste, delne agoniste, inverzne agoniste ter
mesSane agoniste in antagoniste. Delujejo lahko le na en tip celic ali pa na razli¢ne tipe celic.
Obratno se lahko en tip celic odziva le na en hormon ali pa na ve¢ razli¢nih hormonov. Glede
na strukturo jih delimo na steroidne hormone (aldosteron, estrogen, testosteron, kortizol),
proteine in peptide (antidiureticni hormon, folikel-stimulirajo¢i hormon, glukagon, rasni
hormon, inzulin, luteinizirajo¢i hormon, oksitocin, prolaktin, tiroidni hormon, tirotropin,
tiroliberin) ter derivate aminokislin (noradrenalin, adrenalin, trijodotironin, tiroksin) (3).
Hormoni izkazujejo v organizmu uéinek pri zelo nizkih koncentracijah (od 1022 M do 1077
M). U¢inek hormona v odvisnosti od njegove koncentracije lahko obi¢ajno ponazorimo s
sigmoidno krivuljo, obstajajo pa tudi bolj kompleksne krivulje v obliki ¢rke U ali v obliki
obrnjene ¢rke U (4).

1.1.2 RECEPTORII

Hidrofilni hormoni se vezejo na receptorje na zunanji strani celicne membrane, hidrofobni
pa na znotrajceli¢ne receptorje v citosolu ali celicnem jedru. Receptorji imajo visoko
afiniteto in zaradi Stevilnih strukturnih podobnosti med razli¢nimi hormoni tudi specifi¢nost
za dolocen hormon. Njihovo stevilo je kon¢no, zato lahko pride do zasicenja receptorjev,
vezava hormonov nanje pa je obiGajno reverzibilna. Stevilne celice prilagajajo $tevilo
receptorjev, ki se na/v njih nahajajo, glede na koli¢ino stimulacije, ki jo preko njih prejmejo.

Pogosta in intenzivna stimulacija povzro¢i upad Stevila receptorjev, obratno pa redka



stimulacija ali njeno pomanjkanje povzro¢i povisanje Stevila receptorjev (2,5). Preglednica

z jedrnimi receptorji, njihovi ligandi in funkcijo se nahaja v Prilogi I (5).
1.1.3 HORMONSKO RAVNOVESJE

Vzdrzevanje hormonskega ravnovesja v telesu je kompleksen proces, povezan z Zivénim ter
imunskim sistemom. Endokrine celice se odzivajo na razli¢ne notranje ali zunanje drazljaje
(npr. vpliv koncentracije glukoze na izlo¢anje inzulina, vpliv sesanja novorojencka na
izloCanje prolaktina in oksitocina), lahko tudi na drazljaj povzrocen z drugim hormonom
(npr. vpliv hormonov hipotalamusa na sproscanje hormonov hipofize). Hormone lahko
izlo¢ajo vsak dan, enkrat mesecno ali celo le enkrat letno. Pogosto izlo¢anje hormonov sledi
rednim vzorcem. Ce pride v endokrinem sistemu do motenj, kot so nezadostno ali pretirano
izlo¢anje hormonov, se to kaze na razli¢nih organih in funkcijah, kar lahko povzro¢i bolezen
ter celo ogroza zivljenje (1). Koncentracija hormonov v krvnem obtoku mora biti zato ves
¢as ustrezno uravnana. Nanjo vpliva hitrost nastajanja hormona, hitrost porazdeljevanja v
tarcne celice in hitrost razgradnje sproscenega hormona. Vse to je v telesu nadzorovano
preko pozitivnih in negativnih povratnih zank ter nekaterih drugih mehanizmov, Ki
spremljajo in se odzivajo na spremembe v telesu. Vecina hormonov se po sproscanju iz celic
endokrinega sistema hitro razgradi v manj aktivno ali neaktivno obliko in izlo¢i preko urina
ali blata. Njihova bioloska razpolovna doba v krvi je manj kot 10 minut, obstajajo pa tudi
izjeme, npr. §¢itni¢ni hormoni z biolosko razpolovno dobo od 1 do 5-7 dni. Ko koncentracija
hormona v krvi upade, se zmanjsa tudi koncentracija v medceli¢nini in celici, hormoni pa

disociirajo z receptorjev (2,3).
1.2 ENDOKRINA TOKSICNOST

1.2.1 HORMONSKI MOTILCI

V zadnjih dveh desetletjih tako znanstveniki kot $irSa javnost precej pozornosti posvecajo
t.i. hormonskim motilcem (HM). Problem HM se je pod drobnogledom evropskih in
ameriSkih regulatornih ustanov prvi¢ znasel na sreCanju v Weybridgu leta 1996, ko so se
osredotocili predvsem na estrogene spojine in njihov preko receptorjev posredovan vpliv na
reproduktivni sistem. Prva odkritja, da lahko HM zmotijo obicajen razvoj in funkcijo
moskega reproduktivnega sistema, so vodila v nadaljnje raziskave njihovega vpliva tudi na
druge endokrine sisteme, preko drugih mehanizmov in njihovih udinkov ne samo na

reprodukcijo, ampak tudi na mozgane, kardiovaskularni sistem, prebavila, §¢itnico idr. (4,6).



HM so »eksogene spojine ali zmesi spojin, ki spremenijo delovanje endokrinega sistema in
posledi¢no povzrocijo $kodljive uéinke na zdravje neposkodovanega organizma, njegovih
potomcev ali (sub)populacij« (1). Delujejo lahko preko veé razlicnih mehanizmov, in sicer
lahko motijo ali se vpletajo v obi¢ajno sintezo, izloCanje, transport, vezavo in metabolizem
hormonov, kar s¢asoma pripelje do deregulacije homeostatskih mehanizmov, reprodukcije
in razvoja organizma (4). Ceprav so za vpliv HM na organizem enako pomembni vsi
mehanizmi njihovega delovanja, je bilo do sedaj najve¢ pozornosti posveceno delovanju HM
preko receptorjev. Podrobni mehanizmi delovanja razlicnih HM so Se precej neraziskani.

Zanje trenutno veljajo naslednja spoznanja:

e izpostavljenost HM v obdobju razvoja endokrinega sistema lahko vodi do trajnih
sprememb njegovih funkcij ali obcutljivosti na stimulatorne/inhibitorne drazljaje,

e pri odraslih z dobro razvitim homeostatskim mehanizmom se lahko zgodi, da
izpostavljenost HM ne povzro¢i nikakr$Snih pomembnih sprememb, saj pride do
kompenzacije endokrinih ucinkov,

e Vv razlicnih zivljenjskih obdobjih lahko izpostavljenost enaki kolicini HM povzroci
razli¢ne ucinke,

e zaradi medsebojnih vplivov razli¢énih komponent endokrinega sistema, se lahko uéinki
HM pojavijo nepredvideno, na drugih mestih kot je predvideno, da delujejo (1).

Podobno kot pri hormonih tudi pri HM uéinek ni linearno odvisen od njihove koncentracije.

Pogosto je krivulja uéinka v odvisnosti od koncentracije v obliki ¢rke U ali obrnjene ¢rke U.

To pomeni, da izkazujejo endokrini u¢inek le pri nizkih in visokih koncentracijah, v

vmesnem intervalu koncentracij pa ne, ali obratno. Ceprav je afiniteta HM do receptorjev

znatno nizja od afinitete hormonov, je mozno, da delujejo tudi pri nizkih koncentracijah (4).

1.2.2 UCINEK HORMONSKIH MOTILCEV

Pojavlja se veliko vpraSanj glede vpliva HM na zdravje ljudi. Pod drobnogledom je
predvsem njihov vpliv na reprodukcijo, nevroloSske vedenjske motnje, imunski sistem in
razliéne vrste raka. Ker na razvoj in funkcijo reproduktivnega, centralnega Zivénega in
imunskega sistema najbolj vplivajo spolni in tiroidni hormoni, je ve€ina do sedaj znanih
eksperimentalnih raziskav usmerjenih prav na podrocje teh dveh hormonskih sistemov in
njunih tar¢nih tkiv (1).

HM vplivajo na spremembe tako moskega kot tudi zenskega reproduktivnega zdravja.

Obstaja vedno ve¢ dokazov, da so s HM povzrocene motnje v razvoju moskih spolnih



organov v fetalnem in neonatalnem obdobju pa tudi izpostavljenost HM v kasnejsih
obdobjih, vzrok za hipospadijo, kriptorhizem, zmanjSanje teze testisov in obmodka,
zmanjSano produkcijo sperme in njeno motilnost, povecanje teze prostate ter zakasnjen
nastop pubertete (1, 7, 8). Pri Zenskah izpostavljenost HM poveca tveganje za endometriozo,
zgodnji nastop pubertete, sindrom policisti¢nih jajénikov in skrajSanje dojenja (9). Mozno
je tudi, da imajo HM komaj zaznavne, dolgotrajne ucinke, ki vplivajo na splosni trend
spreminjanja razmerja spolov v korist zenskega spola ter da so deloma odgovorni za
povecanje Stevila spontanih splavov, vendar bodo za potrditev teh teorij potrebne Se obsezne
nadaljnje raziskave (1).

Stevilne v okolju prisotne kemikalije, vkljuéno z nekaterimi potencialnimi HM, povzroéajo
nevrotoksi¢ne u¢inke, od motenj motorike in izgube spomina do komaj opaznih vedenjskih
sprememb (10). Novorojencki izpostavljeni HM imajo veéje teZzave pri psihomotori¢nem,
nevroloskem in kognitivnem razvoju, kar bi lahko bila tudi posledica vpliva HM na tiroidni,
estrogenski in androgenski sistem, saj vsi igrajo pomembno vlogo pri razvoju mozganov in
celotnega organizma (1, 6).

Stevilni HM posedujejo imunotoksiéne lastnosti, vendar pa je za le redke dokazano, da so
posredovani z mehanizmi endokrine toksi¢nosti. Izpostavljenost majhnim koncentracijam
dolo¢enih HM ima lahko neposreden ucinek na imunsko funkcijo organizma preko vpliva
na produkcijo citokinov (11). HM pa lahko vplivajo na imunski sistem tudi posredno, preko
vplivov na sisteme imuno-modulatornih hormonov, npr. kortizola, kar lahko povzroci
oslabljen imunski sistem ali poslabsa potek avtoimunskih bolezni (12, 13).

Obstaja moZnost, da so HM povezani s povecano incidenco dolo€enih vrst raka, saj je rak
hormonsko obcutljivih tkiv, kot so maternica, dojke, prostata, testisi, $Citnica, odvisen
predvsem od hormonskega okolja v telesu (1, 14). HM povezujejo tudi z debelostjo ter
posledi¢no s sladkorno boleznijo, hiperlipidemijo in povisanim krvnim pritiskom (6). Zadnje
ugotovitve kazejo, da HM izkazujejo dolgotrajne ucinke na potomce preko epigenetskih
toksi¢énih mehanizmov, kot so spremembe v metilaciji DNA, modifikaciji histonov in
izrazanju ne-kodirajo¢e RNA (15, 16).

1.2.3 VRSTE HORMONSKIH MOTLCEV

V okolju se nahaja veliko Stevilo spojin, ki S0 hormonsko aktivne, pa naj bodo to sintezne
spojine (pesticidi, industrijske kemikalije), ali naravne spojine (fitoestrogeni, estrogeni iz
gliv). Nekatere so lipofilne in se v organizmu kopic¢ijo v mascevju, medtem ko so druge

lahko v organizmu prisotne le kratek ¢as, vendar v kritiénih obdobjih prav tako znatno



vplivajo na organizem. HM se tako po strukturi kot tudi po moc¢i med seboj precej
razlikujejo. Do leta 2012 je bilo znanih Ze okoli 800 razli¢nih spojin, ki se obnasajo kot HM.
Mednje sodijo tako naravni kot sintezni hormoni (estradiol, dietilstilbestrol), spojine
rastlinskega izvora (genistein), mikotoksini (zearalenon), insekticidi (metoksiklor,
diklorodifeniltrikloroetan, diklorodifenildikloroetilen), fungicidi (vinklozolin), snovi v
industriji plastike ter potrosniskih izdelkov (ftalati, alkilfenoli, bisfenoli, poliklorirani in

polibromirani bifenili) in drugi stranski proizvodi in onesnazevala v industriji (17).

1.2.4 DOLOCANJE HORMONSKIH MOTILCEV

Ena izmed najbolj preucevanih in dognanih poti endokrine toksi¢nosti je neposredna
interakcija hormonskega motilca in jedrnega receptorja, Se posebej estrogenskega receptorja
(ER) ter androgenskega receptorja (AR), raziskujejo pa tudi ze druge poti, npr. vpliv na
encime, ki sodelujejo pri metabolizmu hormonov, kot so aromataza in Sa-reduktaza (18, 19).
Zaradi kompleksnosti delovanja in u¢inkov HM, njihove Stevil¢nosti ter raznolikosti je
dolocanje, ali spojina sodi med HM, zelo zahtevno. Ze v letu 1996 je organizacija
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) ustanovila specifi¢no
delovno skupino Endocrine Disrupter Testing and Assessment (EDTA), ki naj bi delovala v
smeri poenotenja testiranj in ocenjevalnih pristopov pri doloc¢anju HM v razli¢nih drzavah
(17). Zbrali so mozne presejalne in dolocitvene teste, Ki so jih glede na kompleksnost metode
in mo¢ dokaza razdelili na pet stopen;j. Prva stopnja vsebuje postopke za vrednotenje spojin
na podlagi ze znanih podatkov, kot so fizikalno-kemijske lastnosti in podatki
izpostavljenosti. Sem sodijo tudi Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR) in
druge in silico napovedi. Druga stopnja vsebuje in vitro teste s katerimi ugotavljajo vezavno
afiniteto na receptorje, transkripcijsko aktivacijo receptorjev, vpliv na proliferacijo celic idr.
Tretja, Cetrta in peta stopnja pa vsebujejo in vivo teste za dokazovanje endokrinih u¢inkov:
(@) na en endokrini sistem, (b) na ve¢ endokrinih sistemov ter (C) ucinkov na celoten
organizem. Princip dolocanja je, da s pomo¢jo Kkratkotrajnih testov (1., 2. in 3. stopnje)
dolocijo potencialne HM, za katere je smiselno, da jih vklju¢ijo v nadaljnje dolgotrajno
testiranje (4. in 5. stopnja), ki je osnova za oceno tveganja (17, 20). OECD pri uresni¢evanju
svojega cilja sodeluje tudi z US Environmental Protection Agency (US EPA), ki deluje v
smeri razvoja in implementacije nabora testov za dolo¢anje HM v Zdruzenih drzavah
Amerike (ZDA) (6).



1.3 REPRODUKTIVNA TOKSICNOST

Reproduktivna toksi¢nost je Sirok pojem, ki zajema tako toksi¢ne uc¢inke na razmnozevanje
starSevske generacije (ucinki na spolne organe in z njimi povezan endokrini sistem —
produkcija, transport gamet, spolni cikel, plodnost, nose¢nost, porod, laktacija idr.), kot tudi
razvojno toksi¢nost pri potomcih (u¢inki, ki so inducirani ali izraZeni pri embriu ter fetusu,
ter ucinki inducirani v ¢asu dojenja ali izraZeni postnatalno) (21, 22). Zaradi Stevilnih
raznolikih in kompleksnih vidikov, ki jih vkljucuje, se pri njenem dolo¢anju ne moremo
osredotociti le na eno koncno to¢ko. Ocenjujemo jo na podlagi podatkov o vplivu spojine na
ljudi (primeri, opisna in analiticna epidemiologija), Zivalskih eksperimentov (generacijske
Studije, Studije teratogenosti, vedenjske Studije, testi morfologije sperme) ter in vitro testov
teratogenosti  (23). Studije reproduktivne toksi¢nosti so med najkompleksnejsimi,
najdrazjimi in ¢asovno najbolj potratnimi Studijami, potekajo pa tudi na velikem Stevilu
zivali, zato je pomemben razvoj bolj ugodnih in uporabnih alternativnin metod (24).
Regulatorne ustanove spojine, ki vplivajo na reprodukcijo in razvoj, Klasificirajo glede na
trenutno znanje o njihovih ucinkih. Zdruzeni narodi uporabljajo Globalno harmoniziran
sistem za klasifikacijo in oznafevanje kemikalij (GHS UN2003), Food and Drug
Administration (FDA) uporablja svoj nacin klasifikacije, drzave ¢lanice Evropske unije
(EV) pa uporabljajo sistem klasifikacije spojin v tri razrede, ki je opisan v prilogi 6 Direktive
Komisije 2001/59/ES (25).

1.4 IN SILICO METODE

Izraz in silico pomeni »kar se izvaja na ra¢unalniku ali z racunalnisko simulacijo« (26). In
silico metode analize podatkov so v vzponu Ze od zgodnjih 1980-tih, ko je prislo do napredka
v razvoju osebnih racunalnikov ter nastanka razli¢nih podatkovnih baz, ki predstavljajo
temelje za razvoj metode. V devetdesetih letih prejSnjega stoletja se je v farmacevtski
industriji na podro¢ju odkrivanja novih potencialnih zdravilnih u¢inkovin s pojavom
kombinatorne kemije in resetanjem visoke zmogljivosti pojavila potreba po hitrejsih in
ucinkovitej$ih metodah za ugotavljanje njihovih ADMET lastnosti. In vivo testiranja so tako
nadomestila hitrejSa in vitro testiranja ter Se hitrejSa in cenejsa in silico testiranja (27). In
silico metode vkljucujejo podatkovne baze, razlicne vrste (Q)SAR metod, ekspertne sisteme,
molekularno modeliranje (na osnovi farmakoforov, homologije idr.), orodja za strojno
ucenje, podatkovno rudarjenje, analize omrezja ter druga racunalniS8ka orodja za analizo

podatkov (26). Razvoj in silico metod ter drugih alternativnih metod za ugotavljanje



fizikalno-kemijskih, okoljskih ter toksikoloSkih lastnosti kemikalij, spodbujajo tudi
regulatorne ustanove Evropske unije v okviru Uredbe (ES) st. 1907/2006 Evropskega
parlamenta in Sveta o registraciji, evalvaciji, avtorizaciji in omejevanju kemikalij (REACH).
Z njihovim razvojem in uporabo bi namre¢ preprecili pretirano in nepotrebno testiranje
kemikalij na zivalih ter olajsali izdelavo mnenj obsezne koli¢ine kemikalij na evropskem

trgu, ki jih zahteva zakonodaja (24, 28, 29).
1.4.1 SAR in QSAR MODELI
SAR in QSAR modeli, za katere se pogosto uporablja skupno poimenovanje (Q)SAR

modeli, so teoreti¢ni modeli, s katerimi lahko na podlagi poznavanja kemijske strukture
spojin napovemo njihove fizikalno-kemijske in bioloske (npr. toksikoloske) lastnosti ter
njihovo obstojnost v okolju (18). SAR je kvalitativno razmerje, ki povezuje strukturo ali
podstrukturo spojine s prisotnostjo ali odsotnostjo dolocene lastnosti ali aktivnosti (binarna
napoved). QSAR je matemati¢ni model, ki povezuje enega ali ve¢ kvantitativnih parametrov,
izpeljanih iz kemijske strukture, s kvantitativnim merilom lastnosti ali aktivnosti (30).
(Q)SAR modeli so sestavljeni iz treh glavnih elementov:

e lastnosti spojine, na kateri temelji model (deskriptor ali strukturni fragment),

e lastnosti ali u¢inka, ki ga model napoveduje (kon¢na tocka, odziv),

e algoritma, ki deskriptorje (ali strukturne fragmente) pretvori v kon¢no tocko (ali odziv).
Lahko so teoreti¢ni (doloCevanje osnovnih fizikalno-kemijskih lastnosti), statisti¢ni
(empiri¢ni) ali temeljijo na odlocitvah na podlagi izkuSenj ali strokovne presoje. Za
napovedovanje lastnosti kemikalije je treba oceniti veljavnost izbranega modela (Q)SAR in
preveriti, ali kemikalija sodi v obmocje uporabnosti, da se zagotovi zanesljiva napoved. Pri
ocenjevanju tveganja kemikalij rezultate, ki jih dobijo s pomocjo (Q)SAR ocenjevalnih
metod obi¢ajno uporabijo v kombinaciji s podatki, ki jih dobijo s pomo¢jo in vitro ter in vivo
raziskav. Kadar se rezultati (Q)SAR modela uporabljajo v regulativi, mora biti model
validiran, kar po sklepu OECD pomeni, da mora imeti model dolo¢eno toksi¢no lastnost
spojine (kon¢na tocka), nedvoumen algoritem, definirano obmocje uporabnosti, ustrezno
stopnjo prileganja, robustnosti in napovedljivosti ter ¢e je mogoce tudi mehanisti¢no razlago
(18). Do sedaj je bilo razvitih ze vec¢ kot dvajset tiso¢ razlicnih (Q)SAR modelov.
Racunalniski programi za njihovo izgradnjo so: QSAR Application Toolbox (31), ICM
Chemist Pro (32), QSAR Workbench (33), MDL QSAR (34), ToxCreate (35) idr.



1.4.2 EKSPERTNI SISTEMI
Ekspertni sistem (ES) je racunalniski program, ki s pomocjo logi¢nega sklepanja ter
presojanja reSuje probleme oz. dela napovedi z uporabo pravil, ki nastanejo na podlagi ze
obstojeCega znanja, ustvarjenega z in vitro ter in vivo studijami (36). Je hevristic¢en (sposoben
sklepanja na podlagi teorije in strokovnega znanja), transparenten (pojasni svoj nacin
sklepanja) in prilagodljiv (sposoben vkljuCevanja novega znanja v obstojeco bazo). Obicajno
je sestavljen iz treh komponent: skupka/izbora podatkov in pravil, sistema za izvrSevanje
sklepanja ter generatorja pravil. V vecini ES je ¢lovesko znanje pridobljeno s strani
strokovnjakov vkljuceno v t.i. pravila v obliki logi¢nih izrazov if — then (»¢e <stanje> potem
<dejanje>«). Celotni nabor pravil je izpostavljen mehanizmu sklepanja, ki zazna vse mozne
povezave med pravili, dejstvi in reSitvami. Ker je v praksi to precej obsezen in posledi¢no
dolgotrajen proces, lahko programer umetno dolo¢i, katera pravila so prioritetna, vendar je
pri tem treba upoStevati moznost pristranskih, zunanje vsiljenih resitev. Pomembna prednost
ES pri dolocevanju je, da so sposobni upostevati tudi nezanesljive ali pomanjkljive
informacije, ki jih je npr. na podroc¢ju toksikologije $e veliko. Poznamo ve¢ vrst ES, ki se
med seboj razlikujejo po tem ali generirajo pravila sami ali to storijo strokovnjaki, ali zaznajo
fragmente, ki zmanjSujejo toksicnost, kako se odzovejo v primeru vecjega Stevila aktivnih
fragmentov hkrati, ali rezultate prikazejo kvantitativno, ali uposStevajo velikost fragmentov,
iz katerih podatkovnih baz izhajajo, glede na nacin, kako pridejo do rezultatov, pa jih delimo
na:
e ES, ki temeljijo na pravilih in obstojecem strokovnem znanju (Rule-based ES): DEREK
Nexus (37), METEOR Nexus (38), HazardExpert (39), MetabolExpert (40), Oncologic

(41). Tipicen pristop, ki ga uporabljajo je, da primerjajo strukturno podobnost molekul.
e ES, ki uporabljajo statisti¢ni pristop, npr. multiplo linearno regresijo, in temeljijo na
(Q)SAR zakonitostih (ES using statistical procedures): TOPKAT (42), CASE

(raziskovalni program).

e ES, ki kodirajo mehanisti¢ne procese (ES encoding mechanistic processes): COMPACT

(raziskovalni program).
e Hibridne ES: CASE Ultra (43) (44, 45).

1.4.3 PODATKOVNE BAZE

Kakovost vsake in silico metode je odvisna od kvalitete in zanesljivosti podatkov, ki se

uporabljajo za njeno izgradnjo (46). Pomembno je tudi, da je nabor podatkov ¢imbolj



raznolik (47). Obstajajo stevilne komercialne in prosto dostopne podatkovne baze v katerih
so zbrani razli¢ni podatki o spojinah, od njihovih fizikalno-kemijskih lastnosti do ADMET
lastnosti (46).

1.4.4 IN SILICO METODE NAPOVEDOVANJA METABOLIZMA

V iskanju ucinkovitejSih in bolj ekonomi¢nih metod za simulacijo metabolizma
ksenobiotikov, predvsem posnemanju in vivo metabolizma v jetrih, je prislo do precej$njega
napredka. Okolje znotraj hepatocitov posnemajo biokatalitsko (izolirani hepatociti, izolirane
celicne frakcije, rekombinantni encimi), z elektrokemijsko vzdrzevanimi encimskimi
sistemi, z elektrokemijskimi oksidacijami, s svetlobno induciranimi oksidacijami ter tudi z
in silico modeli. In silico analize metabolizma temeljijo na rac¢unalniSskem modeliranju z
encimi Kkataliziranih metaboli¢nih reakcij (48). So hitre ter poceni, njihovi rezultati
metabolizma pa dopolnjujejo ugotovitve, do katerih pridejo z in vitro raziskavami (44).
Pogosto se uporabljajo za eliminacijo potencialnih metaboli¢no nestabilnih spojin v zgodnji
fazi iskanja novih ucinkovin (27). Trenutno dostopne metode vkljucujejo tako QSAR
metode, ekspertne sisteme, podatkovno rudarjenje, sidranje ligandov, simulacije
molekularne dinamike, metode, ki temeljijo na kvantitativnem strojnem ucenju,
farmakoforih, obliki ligandov in encimov, molekulskih interakcijah ali reaktivnosti ter
njihove kombinacije (44). Metode kot osnovo za izgradnjo modelov uporabljajo velike
podatkovne baze, kjer so zbrani rezultati in vivo ter in vitro raziskav: Accelrys Metabolite

Database (49), MetaBase (50), ADME DB (51), DrugBank (52) idr. (27).

Glede na napoved, lahko metode delimo v pet skupin:

e Napoved mesta v molekuli (SOM), kjer naj bi metabolizem potekel in verjetnost le-tega
(regiolabilnost ali regioselektivnost): ADC/Percepta (53), CypScore (54), Metaprint2D
(55), ADMET Predictor (Metabolite Module) (56), MetaSite (57) idr.,

e napoved metabolnih reakcij oz. moznih metabolitov: MetabolExpert (58), Metabolizer
(59), MetaDrug (60), METEOR Nexus (38), TIMES (61), Metaprint2D-React (55) idr.,

e napoved verjetnosti interakcije z encimi in/ali vezavne afiniteto za encime, ki sodelujejo
v metabolizmu: ADC/Percepta (53), ADMET Predictor (56), VirtualToxLab (62),
PASS (63) idr.,

e napoved inhibicije/indukcije encimov, ki sodelujejo v metabolizmu: ADC/Percepta
(53), ADMET Predictor (56), MetaDrug (60), PASS (63) idr.,



e ocena celokupne metaboliCne stabilnosti spojine v organizmu (ocena klirensa):

ADC/Percepta (53), ADMET Predictor (56), MEXAlert (64) idr. (27, 44).
1.4.5 IN SILICO METODE NAPOVEDOVANJA ENDOKRINE TOKSICNOST!

Kljub raznolikim in kompleksnim mehanizmom endokrine toksi¢nosti se predvsem zaradi
omejene koli¢ine podatkov vecina in silico metod osredotoc¢a na ugotavljanje endokrine
toksi¢nosti posredovane preko jedrnih receptorjev, Se posebej preko ER ter AR (65). In silico
metode vkljucujejo razlicne tehnike, kot so (Q)SAR ter 3D-QSAR (primerjalna analiza
molekularnega polja — CoMFA) modeliranje, sidranje, simulacija molekularne dinamike,
virtualno skeniranje idr. (22, 65, 66). Podatkovne baze, Ki jih pri izgradnji in silico modelov
uporabljajo, so: EDKB (67), EDCs DataBank (68), NureXbase (69), The Comparative
Toxicogenomics Database (70) idr. Nekatere do sedaj razvite in silico metode so: ADMET
Predictor (56), MolCode Toolbox (71), TIMES (61), VirtualToxLab (62) idr. (22).

1.4.6 IN SILICO METODE NAPOVEDOVANJA REPRODUKTIVNE TOKSICNOSTI

Zaradi kompleksnosti bioloskih sistemov, pogosto Se nerazumljenih mehanizmov delovanja
ter tudi zaradi pomankanja enotnih podatkov za razvoj modelov, je trenutno razvitih malo in
silico metod, Ki bi zanesljivo napovedovali parametre reproduktivne toksi¢nosti. Razviti so
predvsem ekspertni sistemi, razlicni QSAR modeli ter ocenjevalne metode, npr. metoda
odloCitvenega drevesa, ki pa se zaenkrat Se ne morejo uporabljati pri izdelavah ocene
tveganja spojin (22). Nekateri programi izdelajo kategori¢no napoved, ko spojino razvrstijo
v enega izmed razredov ali izdajo opozorilo o potencialni toksi¢nosti spojine (Derek Nexus,
HazardExpert), medtem ko drugi izdelajo kvantitativno napoved (TOPKAT, MultiCASE)
(18, 22). Podatkovne baze v katerih so zbrani podatki o reproduktivni toksi¢nosti spojin so:
TOXNET DART (72), Toxicity Reference Database (ToxRefDB) (73), OECD (Q)SAR
Toolbox (31), The Comparative Toxicogenomics Database (70) idr. Nekatere trenutno
razvite in silico metode so: VegaNIC (74), Derek Nexus (37), TEST (75), Leadscope (76),
CASE Ultra (43), PASS (63), TOPKAT (42) idr. (22).

1.5 PARABENI

1.5.1 FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI PARABENOV

Parabeni so alkilni ali arilni estri PARA-hidroksiBENzojske kisline. Poimenujemo jih glede
na alkohol, s katerim je p-hidroksibenzojska kislina (PHBA) zaestrena, ter tako poznamo

metilparaben (MP), etilparaben (EP), propilparaben (PP), izopropilparaben (iPP),
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butilparaben (BP), izobutilparaben (iBP), pentilparaben (PentP), heptilparaben (HP),
fenilparaben (FP) benzilparaben (BzP) idr. (77). V Cisti obliki so brezbarvni ali beli kristali
brez vonja in okusa, le metilparaben ima rahlo peko¢ okus. So higroskopni in imajo visok
porazdelitveni koeficient (2 in ve¢). Topni so v alkoholu, etru, glicerinu, propilen glikolu, v

vodi pa so delno topni ali prakti¢no netopni (77, 78).

1.5.2 BIOLOSKA AKTIVNOST PARABENOV

Parabeni imajo Stevilne bioloske ucinke. Najbolj pomembna sta zaviranje transporta skozi
membrane in zaviranje procesov Vv mitohondrijih bakterij in gliv. Zaradi njihovih
protimikrobnih lastnosti jih ze od sredine 1920-tih let uporabljajo kot konzervanse v
kozmeti¢ni, prehrambni in farmacevtski industriji. Imajo Stevilne ugodne lastnosti, Ki
vplivajo na njihovo Siroko uporabo, kot so sirok spekter delovanja proti glivam, plesnim in
bakterijam, kemicna stabilnost, inertnost, bioloska razgradljivost, majhna sistemska
toksi¢nost, redko povzrocajo senzibilizacijo, zadostna topnost v vodi, so relativno varni,
nizki stroski proizvodnje, SO brez znacilnega vonja ali okusa, ne spreminjajo konsistence in
barve proizvodov (77, 79, 80, 81). Tudi protimikrobne lastnosti parabenov so neposredno
povezane z dolzino njihovih alkilnih stranskih skupin, saj se z daljSanjem skupine povecuje
tudi njihova sposobnost zaviranja rasti bakterij, vendar se hkrati zmanjSuje njihova topnost

v vodi (77).

1.5.3 IZPOSTAVLIENOST PARABENOM

Clovek je parabenom v najvedji meri izpostavljen preko kozmeti¢nih proizvodov,
farmacevtskih izdelkov in prehrane, z njimi v stik pa pride tudi preko drugih virov v okolju,
kot so papirnati izdelki, cigareti, detergenti, lepila, laki, hrana za zivali, pitna voda, prah,
barve za tekstil idr. (77, 82).

1.5.3.1 PARABENI V KOZMETICNI INDUSTRIJI

Parabeni se nahajajo v Siroki paleti kozmeti¢nih proizvodov od mil, Samponov, balzamov za
lase pa do razli¢nih krem, mleka za telo in li¢il. V EU uporabo parabenov v kozmetiki urejajo
Uredba (ES) st. 1223/2009, Uredba Komisije EU $t. 358/2014 ter Uredba Komisije EU st.
1004/2014. Dovoljena je uporaba MP, EP (in Na ter K soli) v koncentraciji do 0,4 % za
posamezni paraben in do najve¢ 0,8 % za kombinacijo parabenov ter PP, BP (in Na ter K
soli) do 0,14 % za posamezni paraben ali njihovo kombinacijo ter do najve¢ 0,8 % za
kombinacijo z MP, EP in njunimi solmi, pri ¢emer kombinacija PP in BP ne sme preseci

0,14 %. Vse koncentracije veljajo preracunano na PHBA. Hkrati se izdelkov, ki vsebujejo
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PP, BP in njune soli, ne sme uporabljati v pleni¢nem predelu otrok mlajsih od treh let, kar
mora biti na kozmeti¢nih izdelkih za otroke tudi navedeno. Uporaba iPP, iBP, FP, BzP in
PentP in njihovih soli je v kozmeti¢nih izdelkih prepovedana. Na Danskem je od leta 2011
prepovedana uporaba PP, iPP, BP in iBP v izdelkih za osebno nego za otroke mlajse od 3
let (83). Tudi v ZDA je predlagana omejitev uporabe zmesi parabenov v kozmetiki na najve¢
0,8 % oziroma do najve¢ 0,4 % za posamezni paraben, preraCunano na PHBA, vendar
predlog ni zavezujo¢ (84).

V Evropi vsebuje parabene med 30-50 % kozmeti¢nih izdelkov (84, 85, 86), v ZDA pa je
odstotek izdelkov, ki vsebujejo parabene, Se nekoliko vecji. Koncentracija parabenov v
kozmetiki se znizuje (87). Po ocenah naj bi bila dnevna poraba kozmeti¢nih proizvodov, ki
vsebuje parabene, pri odraslih 17,76 g in pri otrocih 0,378 g. Ce upostevamo maksimalen
dovoljen delez parabenov v kozmetiki (0,8 %), to ustreza 142,08 mg/kg telesne teZe
parabenov na odraslega in 3,024 mg/kg telesne teze parabenov na otroka dnevno (88).
Podobno so ocenili tudi v raziskavi izpostavljenosti parabenom pri otrocih med 0 in 3 let.
Ugotovili so, da so otroci zunanje izpostavljeni najve¢ 2,32 mg/kg telesne teze MP, 1,05
mg/kg telesne teze PP, 0,36 mg/kg telesne teze EP in 0,47 mg/kg telesne teze BP. Z
upostevanjem prehajanja skozi kozo to pomeni najve¢ 1,01 mg/kg telesne teze MP, 0,41 PP
in 0,20 mg/kg telesne teze EP ter BP dnevno (89). Ocenjen maksimalni dnevni vnos
parabenov preko kozmetike v ZDA je bil za otroke med 58,6 in 766 ng/kg telesne teze, za
odrasle pa priblizno 3-krat manjsi (87). Po nekaterih ugotovitvah naj bi bila skupna
izpostavljenost MP, PP, BP in EP se za 51 %, 58 %, 90 % in 92 % nizja od predvidene (90).
1.5.3.2 PARABENIV PREHRAMBNI INDUSTRUI

Parabene v prehrani v EU najdemo v slas¢icah, prigrizkih na osnovi zit, krompirja ali
Skroba, prelitih oresckih, tekocih prehranskih dopolnilih, povr$insko obdelanih suho-mesnih
izdelkih ter Zele premazih mesnih izdelkov in paStet. V prehrani v ZDA in drugod po svetu
se nahajajo tudi v sladkih pijacah, marmeladah, Zelejih, konzervirani hrani, olivah, kislih
kumaricah, sirupih, alkoholnih pijacah, predelanem sadju in zelenjavi, pasiranem
paradizniku, sladkornih nadomestkih, zac¢imbah, sojini omaki ter drugje (85, 91, 92).
Uporabo parabenov v prehrambni industriji v EU urejajo direktive 95/2/ES, 2003/114/ES in
2006/52/ES. Dovoljena je uporaba MP in EP (in Na soli) za povrsinsko tretiranje
suhomesnih proizvodov v koli¢ini quantum satis, za Zele premaze mesnih proizvodov, npr.
pastet v koncentraciji do 1 g/kg in v slas¢icah, z izjemo ¢okolade v koncentraciji do 0,3 g/kg

(93). Predvsem MP in PP sta v ZDA Ze ve¢ kot 50 let pogosto uporabljena konzervansa v
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prehrani. FDA ju uvr$¢a med na splosno spoznane kot varne spojine (GRAS), ce sta
uporabljena v koncentraciji manj kot 0,1 %. MP in PP je dovoljeno uporabljati tudi v
embalazi prehranskih izdelkov. ZDA dovoljujejo tudi uporabo HP v fermentiranih pijacah
iz slada v koncentraciji do 12 ppm in v brezalkoholnih pijacah brez mehurckov in pijacah na
osnovi sadja v koncentraciji do 20 ppm (77).

Do sedaj ni znanih raziskav o parabenih v prehrani v EU. V ZDA se najvisja celokupna
koncentracija parabenov nahaja v zitaricah, pija¢ah in mle¢nih izdelkih. Od 267 pregledanih
izdelkov v letih 2008-2012 (pijace, mle¢ni izdelki, mas¢obe, morska hrana, Zitarice, meso,
sadje in zelenjava) se je MP nahajal kar v 91 %, PP v 63 %, EP v 62%, BP in BzP pa v manj
kot 30 % vzorcev. Koncentracija parabenov v hrani sega lahko tudi do 400 ng/g izdelka,
Ceprav v povprecju znasa nekaj ng/g izdelka. Ocenjen povprecni dnevni vnos parabenov s
ng/kg telesne teze (91).

1.5.3.3 PARABENI V FARMACEVTSKI INDUSTRUI

Parabeni se nahajajo v razli¢nih zdravilih tako na recept kot tudi brez recepta. Najdemo jih
v tabletah, sirupih, sveckah, anestetikih, raztopinah za injiciranje, kremah in drugod. Kot vsi
ostali konzervansi v farmaciji se tudi parabeni uporabljajo le, ko je to nujno potrebno in v
V zdravilih namenjenih peroralni aplikaciji se nahajata predvsem MP v koncentraciji 0,015
do 0,2 % in PP v koncentraciji od 0,02 do 0,06 %. EP in BP se uporabljata v precej manjsi
meri in predvsem v topikalnih zdravilih (78). Na Slovaskem je leta 2012 od 159 registriranih
topikalnih zdravil parabene vsebovalo 10 % zdravil na recept in 5 % zdravil, ki so na voljo
brez recepta. Najvec jih je vsebovalo MP (98 %, 88 %) in PP (67 %, 50 %), nekaj pa tudi
EP in BP (86). Glede na trenutno odmerjanje zdravil, ki vsebujejo MP in PP, je ocenjen
maksimalni dnevni vnos za MP 140 mg/dan ter za BP 50 mg/dan (95).

1.5.3.3 PARABENI V OKOLJU

Zaradi velike proizvodnje in uporabe parabenov se le-ti v nizkih koncentracijah (do nekaj
100 ng/L v vodah, do nekaj ng/kg v sedimentih) pojavljajo tudi v okolju. Nahajajo se v prsti
in blatu, ter tudi v prahu v zaprtih prostorih in v zraku. Parabeni tudi v okolju niso stabilni
in za ¢loveka predstavljajo minimalno breme v primerjavi s parabeni neposredno zauzitimi

s hrano, farmacevtskimi izdelki in tistimi naneSenimi na kozo (82).
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1.5.3.3 DNEVNA [ZPOSTAVLIENOST PARABENOM
Ocenjeno je, da je odrasel ¢lovek dnevno izpostavljen 76 mg parabenom, od tega 50 mg (66
%) preko kozmetike in izdelkov za osebno nego, 25 mg (33 %) preko farmacevtskih

proizvodov in 1 mg (1,3 %) preko hrane (77).
1.6.4 ABSORPCIJA, DISTRIBUCIJA, METABOLIZEM, ELIMINACIJA

Peroralno zauziti parabeni se popolnoma in hitro absorbirajo ter so v telesu (tanko ¢revo,
jetra) skoraj v celoti podvrzeni metabolizmu prvega prehoda, ko jih karboksiesteraze
razgradijo na PHBA in pripadajo¢ alkohol. In vitro studije kaZejo, da hidroliza parabenov v
Cloveskih jetrnih mikrosomih poteka hitro, in sicer po Kinetiki 1. reda. Za hidrolizo
parabenov sta pomembni dve izoformi karboksiesteraz: hEC1 (v veéji meri prisotna v jetrih;
predvsem hidroliza MP, EP in PP) in hEC2 (v vecji meri prisotna v tankem crevesju;
predvsem hidroliza BP, PentP, HP, BenzP, FP) (96).

Dermalna absorpcija parabenov je zapletena in je odvisna od dolzine stranske alkilne verige
parabenov (obratno sorazmerna), temperature (sorazmerna), kombinacije parabenov
(zmanjSanje absorpcije), prisotnosti nabitih povrsinsko aktivnih snovi (obratno sorazmerna),
formulacije v kateri se nahajajo, velikosti povrSine nanosa, prisotnosti pospesevalcev
penetracije, kot sta urea in propilenglikol, stanja koze idr. (97, 98, 99). Absorpcija dermalno
nanesenih parabenov pri podganah znasa od 8 % do 15-30 % (97, 100). Ker je podganja koza
kar 2- do 37-krat bolj prepustna od ¢loveske, bi se po ocenah pri ¢loveku absorbiralo najvec
15 % naneSenega parabena (101). Ex vivo $tudije na ¢loveski kozi kazejo, da je prehajanje
parabenov skozi kozo §e manjse, vendar pa se povecuje pri veckratnem nanosu le-teh (102,
103). Tudi v kozi in podkoznem maséevju se nahajajo hEC1 in hEC2, ki hidrolizirajo
dermalno nane$ene parabene, vendar imajo le-te manjso kapaciteto kot tiste v jetrih (104).
Pri hidrolizi parabenov je lahko prisotna tudi do 3-kratna razlika v hitrosti hidrolize med
posamezniki, ki je posledica razlicne stopnje izrazanja in genskega polimorfizma
karboksiesteraz (96). Ob prisotnosti alkoholov (uzivanje etanola, metanola, etanol v
kozmeti¢nih proizvodih) pride do transesterifikacije in posledi¢no zakasnjene eliminacije
parabenov (105).

Po hidrolizi parabenov na vecini molekul PHBA potecejo reakcije metabolizma 2. faze, ko
pride do konjugacije PHBA s sulfatom, glicinom in glukuronsko kislino. Do konjugacije
lahko pride tudi na nehidroliziranih parabenih (106). Kljub hitremu metabolizmu se dolo¢en
delez parabenov ohrani in se v telesu nahaja v prvotni obliki. Pri veCkratnem dermalnem

nanosu parabenov se deleZz nemetaboliziranih parabenov akumulira v kozi, vendar po
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prenchanju uporabe ta delez hitro upade (103). Raziskave so pokazale, da so parabeni v
¢loveski plazmi razmeroma stabilni, saj se karboksiesteraze tam ne nahajajo, prisotne pa so
druge esteraze, ki parabene hidrolizirajo v precej manjSi meri (butirilholinesteraze,
paroksonaze, acetilholinesteraze in albumin) (107). Na plazemske albumine se vezejo v zelo
majhni koli¢ini oz. se nanje sploh ne vezejo, tako da so v prosti obliki razpolozljivi za
porazdeljevanje v tkiva (108). Parabeni prehajajo placento, zato so jim izpostavljeni tudi
zarodki (109). Precej odmevna Studija je pokazala, da se parabeni nahajajo tudi v tkivu v
dojkah, kjer se zaradi odsotnosti karboksiesteraz in ustreznih izoencimov sulfotransferaz ter
glukuroniltransferaz ne metabolizirajo (110). Kljub temu do sedaj Se ni dokazov, da bi se
parabeni kopicili v tkivih (100). Vecina parabenov se v obliki njihovih metabolitov izlo¢i z
urinom. Majhen deleZ parabenov se izlo€i z urinom v svoji prvotni obliki, pri ¢emer so v
ve¢ji meri konjugirani s sulfatom ali glukuronsko kislino in le v nekaj odstotkih v prosti

obliki. Nekaj odstotkov zauzite koli¢ine parabenov se izlo¢i tudi preko zol¢a z blatom (97).

1.5.5 TOKSICNI UCINKI

Dolgo ¢asa so parabeni veljali za popolnoma neskodljive spojine, Kar je vplivalo na njihovo
obsirno uporabo. Predvsem MP, EP in PP naj bi bili razmeroma varni konzervansi, medtem
ko so BP, iPP, iBP, PentP, HP, FP in BzP precej manj raziskani. V zadnjem desetletju prihaja
do novih ugotovitev in burnih razprav o njihovih uéinkih na ¢lovesko telo in zdravje. Odkar
je pod drobnogledom vpliv spojin na endokrini sistem, se pojavljajo nova vprasanja o
varnosti parabenov in njihovi endokrini ter reproduktivni toksi¢nosti. Parabeni naj bi
delovali preko ve¢ razlicnih mehanizmov v razli¢nih tkivih, zato je ugotavljanje njihovih
ucinkov precej kompleksno. Trenutno so najbolj osredotoCeni so na estrogensko in
antiandrogensko aktivnost parabenov, v raziskavah pa odkrivajo tudi vpliv parabenov na
druge receptorje, kot so glukokortikoidni, s peroksisomskim proliferatorjem aktivirani,
tiroidni, Kkortikosteroidni receptorji idr. VpraSanje, ali estrogenski ter antiandrogenski
potencial parabenov vplivata tudi na razmnoZevanje in razvoj zivali in ljudi, ostaja odprto.
Do sedaj izvedene raziskave so precej raznolike in preucujejo razli¢ne vidike reproduktivne
toksi¢nosti, njihovi rezultati pa so precej neenotni (77). Kratek povzetek raziskav endokrine

in reproduktivne toksi¢nosti parabenov se nahaja v Prilogi I1.
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2. NACRT ZA DELO

S pomocjo programa Meteor Nexus bomo napovedali metabolizem desetih
najpogosteje uporabljenih parabenov (MP, EP, PP, iPP, BP, iBP, PentP, HeptP, BzP
in FP).

Napovedane metabolite I. faze metabolizma parabenov bomo zbrali za nadaljnjo

analizo.

S pomocjo programov Endocrine disruptome in VegaNIC (Relative Binding

Affinity model) bomo napovedali endokrine u¢inke izbranih parabenov in zbranih

metabolitov.

S pomodjo programov Derek Nexus, VegaNIC (Developmental Toxicity

Classification Model version 2.1.7, Developmental/Reproductive Toxicity

virtual library version 1.0.0) ter TEST bomo napovedali nekatere vidike

reproduktive toksi¢nosti izbranih parabenov in zbranih metabolitov.
Dobljene rezultate bomo komentirali ter primerjali z rezultati do sedaj opravljenih in

vitro ter in vivo testiranj.
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3. METODE IN MATERIALI

3.1 [ZBRANI PARABENI

Osredotocili smo se na 4 najpogosteje uporabljene parabene (MP, EP, PP, BP) ter na
parabene, ki se v literaturi sicer omenjajo, vendar so redkeje uporabljeni in so z vidika
varnosti e precej manj raziskani (iPP, iBP, PentP, HP, BzP, FP). Njihove strukture, CAS
Stevilke in SMILES kode so prikazane v preglednici I.

Preglednica I: Izbrani parabeni, njihove CAS stevilke, SMILES kode ter strukture.

Metilparaben (MP),
99-76-3,

COC(=0)cl1ccc(cc1)0

0. 0o

OH

Etilparaben (EP),
120-47-8,

CCOC(=0)clccc(cc1)0

h

O (o}

OH

Propilparaben (PP),
94-13-3,

CCCOC(=0)clccc(ccl)0

-

O o

OH

Butilparaben (BP),
94-26-8,

CCCCOC(=0)c1cec(cc1)0

OH

Izopropilparaben (iPP),
4191-73-5,

CC(C)OC(=0)ci1ccc(cc1)0

Izobutilparaben (iBP),
4247-02-3,
CC(C)COC(=0)clccc(ccl)O

A

0. o

OH
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Preglednica | (nadaljevanje): Izbrani parabeni, njihove CAS stevilke, SMILES kode ter strukture.

Pentilparaben (PentP),
6521-29-5,

CCCCCOC(=0)c1cec(cc1)0

OH

Heptilparaben (HP),
1085-12-7,

CCCCCCCOC(=0)c1cec(cc1)o

OH

Fenilparaben (FP),
17696-62-7,

clcec(ccl)OC(=0)c2cec(cc2)0

OH

Benzilparaben (BzP),
94-18-8,

clcec(ccl)COC(=0)c2ccc(cc2)0

OH

3.2 KONTROLE

Za negativno kontrolo smo izbrali timol, za pozitivno pa bisfenol A.

Timol smo izbrali, ker zaradi aromatskega obroca in aromatske hidroksilne skupine obstaja
strukturna podobnost s parabeni. Gre za naravno spojino, Ki jo najdemo v origanu in timijanu
in za katero do sedaj opravljene raziskave ne ugotavljajo endokrine ali reproduktivne
toksic¢nosti (111). Bisfenol A je eden izmed najbolj prouc¢evanih HM in je dokazano aktiven
na estrogenskih receptorjih o, estrogenskih receptorjih P, z estrogenom povezanih
receptorjih (ERR), pregnanskih X receptorjih, s peroksisomskim proliferatorjem aktiviranih

receptorjih, tiroidnih receptorjih ter deluje kot antagonist na androgenskih receptorjih (66).

Njuni strukturi, CAS stevilki in SMILES kodi sta prikazani v preglednici Il.
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Preglednica Il: Izbrani kontroli, njuni CAS Stevilki, SMILES kodi ter strukturi.

Timol, Bisfenol A (BPA),
89-83-8, 80-05-7,
CC(C)clcec(C)ecc1O CC(C)(c1cce(cec1)O)c2cec(cc2)0

HO I | OH

OH

3.3 UPORABLIENI PROGRAMI IN NJIHOVE NASTAVITVE

3.3.1 NAPOVED METABOLIZMA

PROGRAM: Meteor Nexus, Lhasa Limited, Leeds, Yorkshire, UK.
RAZLICICA: Meteor Nexus: 2.1.0, Nexus: 2.0.0.
DOSTOP: Racunalnik FFA.
NASTAVITVE: Species: Mammals,

Processing direction: Breadth first,

Phase constraints: Don't grow from phase Il products,

Max. depth: 3,

Max Metabolites:1000,

Min. Likelihood: EQUIVOCAL,

Apply relative reasoning: NO,

Level cutoff: 2;

Show open likelihood: No,

Show negative predictions: Yes,

Show Rapid Prototypes: Yes.
Gre za ekspertni sistem razvit pod okriljem neprofitne organizacije Lhasa Limited v zacetku
1997 (46). Podatkovna baza programa je sestavljena iz dveh komponent podatkov zbranih
iz podatkovne baze Accelrys Metabolite Database (49), iz literature ter preko posvetov s
strokovnjaki iz industrije, regulatornih agencij in univerz. Prva komponenta obsega t.i.
slovar biotransformacij, podprtih z graficnimi opisi, komentarji, referencami in primeri
metaboli¢nih poti. Drugo komponento sestavljajo z referencami ter komentarji podprta
pravila, ki izrazajo verjetnost poteka biotransformacije pod dolocenimi pogoji (36). Hkrati
program omogoca, da uporabnik v podatkovno bazo vstavi tudi svoja lastna pravila (18).

Program kot rezultat napovedi metabolizma poda vse mozne metabolite faze I in faze II, jih
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organizira v metaboli¢no drevo, identificira potencialno reaktivne metabolite ter oceni
verjetnost nastanka metabolitov oz. poteka metabolnih poti (36). Poleg metaboli¢ne reakcije
poda tudi encim, ki omenjeno reakcijo katalizira, npr. hidrolaza, sulfotransferaza (SULT),
uridindifosfat-glukuronoziltransferaza (UGT), citokrom P450 (CYP450), katehol-O-
metiltransferaza (COMT), alkohol-dehidrogenaza (ADH), acetil koencim A-sintaza (ACS)
in glutation-S-transferaza (GST). Z napovedjo poteka metabolnih reakcij zakljuéi, ko
eksterni program za napovedovanje logP dolo¢i, da so vsi metaboliti dovolj vodotopni, da
jih organizem lahko izloc¢i. Glede na verjetnost poteka metabolizma metabolite razdeli v 5
skupin: verjeten (probable), mozen (plausible), dvoumen (equivocal), dvomljiv (doubted)
ter malo verjeten (improbable). Verjetnost, da bo dolo¢ena spojina podvrzena metabolizmu,
je premosorazmerna z lipofilnostjo, kar temelji na predpostavki, da imajo bolj hidrofilne
molekule manjSo sposobnost prehajanja v celice, kjer bi bile izpostavljene nadaljnjim
metabolnim reakcijam. Slabost programa je, da generira tudi precej$nje Stevilo lazno
pozitivnih rezultatov, zato avtorji programa priporocajo, da se potencialne metabolite preveri

z nadaljnjimi raziskavami (44).
3.3.2 NAPOVED ENDOKRINE TOKSICNOSTI

PROGRAM: VegaNIC - Vega Non-Interactive Client, Istituto di Ricerche Farmacologiche
Mario Negri Milano,

RAZLICICA: 1.1.0,

DOSTOP: http://www.vega-gsar.eu/download.html,

NASTAVITVE: Model: Relative Binding Affinity Model version 1.0.0.

Vega je novejsa prosto dostopna spletna platforma, ki deluje v podporo zakonodaji REACH.
Njen nastanek je produkt dela stevilnih evropskih in ameriskih institucij (UK FERA, US
EPA), znanstvenih institutov (Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri, Kemijski
institut) ter razlicnih projektov (ANTARES, CAESAR, ToxBank idr.). Na njej lahko
dostopamo do Stevilnih QSAR modelov. Vecina jih izhaja 1z projekta CAESAR, kjer so
razvili znanstveno veljavne modele za dolocanje bioakumulacije v ribah, senzibilizacije
koze, mutagenosti, karcinogenosti in razvojne toksicnosti, nekaj modelov je privzetih iz
programa TEST ali pa razvitih s pomo¢jo sodelavcev Vega platforme. Vsi modeli so na voljo
tudi v obliki prosto dostopnega programa VegaNIC (VEGA Non-Interactive Client),
razvitega s strani Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri. Z njegovo pomocjo
lahko ocenimo toksi¢nost, ekotoksi¢nost, vpliv na okolje ter fizikalno-kemijske lastnosti

spojin z uporabo (trenutno) 22 razli¢nih modelov (45, 74).

20



Eden od modelov je tudi model za napovedovanje relativne vezavne afinitete na ER
(Relative Binding Affinity Model). Gre za QSAR Klasifikacijski model, ki temelji na

algoritmu klasifikacijskega in regresijskega drevesa (CART). V setu za usposabljanje je 806
spojin izbranih iz podatkovne baze japonskega Ministrstva za ekonomijo, trgovino in
industrijo (116). Spojine, ki jih Zelimo analizirati, lahko v program vnesemo v obliki
datoteke .mol ali v obliki SMILES kode. Kot rezultat program poda napoved ali je spojina
aktivna ali neaktivha. Ob tem je z zvezdicami predstavljena tudi zanesljivost napovedi
(*/*** — obstaja moznost, da napoved ni zanesljiva, spojina se nahaja izven obmocja
uporabnosti modela, **/*** — obstaja nekaj kriticnih vidikov napovedi, spojina bi se lahko
nahajala izven obmocja uporabnosti modela, ***/*** — napoved se zdi zanesljiva, spojina
se nahaja znotraj obmoc¢ja uporabnosti modela), ob vsaki napovedi pa so podane tudi

opombe v primeru, da so se pri napovedovanju pojavile kakr$nekoli tezave (117, 118).

PROGRAM: Endocrine Disruptome, Katra Kolsek, Samo Turk, Fakulteta za farmacijo in

Kemijski institut Slovenija.

RAZLICICA: 21.1.2015

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

NASTAVITVE: ni nastavitev.

Gre za spletno storitev, ki predvidi vezavno afiniteto na 12 razli¢nih jedrnih receptorjev, in
sicer androgenski receptor (AR), estrogenski receptor a (ERa), estrogenski receptor 3 (ERp),
glukokortikoidni receptor (GR), jetrni X receptor o (LXRa), jetrni X receptor  (LXRp), s
peroksisomskim proliferatorjem aktiviran receptor o (PPARa), s peroksisomskim
proliferatorjem aktiviran receptor f (PPARP), s peroksisomskim proliferatorjem aktiviran
receptor Y (PPARY), retinoidni X receptor a (RXRa), tiroidni receptor a (TRa) in tiroidni
receptor B (TRP). Pri $tirih receptorjih je doloCena predvidena vezava tako na agonisticno
(AR, ERa, ERB, GR) kot antagonisticno (AR an, ERa an, ERf an, GR an) konformacijo
receptorja. Avtorji so jo ustvarili z namenom, da bo zaradi svoje enostavnosti za uporabo ter
hitrosti v pomo¢ strokovnjakom na podroc¢ju toksikologije pri sprejemanju odlocCitev za
nadaljnje testiranje spojin. S pomocjo programa AutoDock Vina (112) so dolocili
konformacije jedrnih receptorjev z najboljSimi napovednimi vrednostmi vezave ligandov.
Dobljene rezultate so nato uporabili za izbiro konformacij, na katerih s sidranjem doloc¢ajo
vezavno afiniteto ligandov. Storitev uporabniku omogoca, da s programom ChemDoodle

Sketcher (113) narise strukturo za poizvedbo ali pa vstavi neposredno njeno SMILES kodo.
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Rezultati sidranja so podani Steviléno, kot vrednost proste energije vezave (v kcal/mol), ter
obarvani glede na verjetnost vezave od zelene barve (majhna verjetnost vezave), preko
rumene in oranzne do rdece barve (najvecja verjetnost vezave). Postavljene mejne vrednosti
proste energije vezave (v kcal/mol), ki za vsak receptor posebej dolocajo Stiri razrede

verjetnosti vezave, so podane v preglednici I11.

Preglednica lll: Postavljene mejne vrednosti proste energije vezave (v kcal/mol) za receptorje.

VERJETNOST AR AR ERa ERa ERB ERB GR GR LXR LXRB PPA PPA PPA RXR TRa TRB
VEZAVE an an an an [} Ra RB Ry a

velika > > > > > > > > > > > > > > > >
8,1 7,6 8,8 9,5 8,7 8,6 9,7 9,2 | -10,7 | -11.3 9,4 -10,1 9,6 -10,8 9,2 9,4
srednja > > > > > > > > > > > > > > > >

Vse strukture receptorjev in protokoli so validirani. Avtorji opozarjajo, da je bila validacija

opravljena s precej mo¢nimi ligandi, kar je treba upoStevati pri interpretaciji rezultatov, saj
lahko $ibki ligandi kljub napovedani manjsi vezavni afiniteti vseeno predstavljajo problem
za zdravje, predvsem ¢e smo jim kroni¢no izpostavljeni. Na spletni strani so na kratko
opisani tudi vsi receptorji, ter Receiver Operating Characheristics (ROC) krivulje za vsako

strukturo (v agonisti¢ni ter antagonisti¢ni konformaciji) (114, 115).

3.3.3 NAPOVED RAZLICNIH VIDIKOV REPRODUKTIVNE TOKSICNOST!

PROGRAM: Derek Nexus, Lhasa Limited, Leeds, Yorkshire, UK.
RAZLICICA: Derek Nexus: 4.1.0, Nexus: 2.0.0.
DOSTOP: Racunalnik FFA.
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.
Gre za ekspertni program za napovedovanje toksi¢nosti spojin, razvit pod okriljem Lhasa
Limited. Model temelji na hipotezah povezanih z mehanizmi delovanja spojin ali na
opazovanih empiri¢nih odnosih. Njegova baza znanja obsega opozorila, primere ter pravila,

ki vsi skupaj prispevajo k napovedi toksicnosti. Spojino, ki je predmet poizvedbe, v
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programu nariSemo ali uvozimo v obliki datoteke .mol, .skc ali .sdf. Sistem napove ve¢
kon¢nih tock toksi¢nosti, med drugim tudi kancerogenost, mutagenost, genotoksi¢nost,
reproduktivno toksi¢nost idr. V okviru reproduktivne toksi¢nosti opozori na moZznost
razvojne toksicnosti, teratogenosti ter testikularne toksi¢nosti, pri ¢emer je napoved lahko
gotova (probable), skoraj gotova (probable), verjetna (plausible), dvoumna (equivocal),
dvomljiva (doubted), malo verjetna (improbable), nemogoca (impossible), odprta (open) ali
kontradiktorna (contradicted). Rezultat opozori tudi na del molekule, ki naj bi bil odgovoren

za toksi¢nost (toksikofor), ter poda reference, komentarje ter primere (37, 46).

PROGRAM: VegaNIC — Vega Non-Interactive Client, Istituto di Ricerche Farmacologiche

Mario Negri Milano.

RAZLICICA: 1.1.0.

DOSTOP: http://www.vega-gsar.eu/download.html.

NASTAVITVE: Model: Developmental Toxicity Classification Model version 2.1.7,
Developmental/Reproductive Toxicity virtual library version
1.0.0.

Za napoved razvojne/reproduktivne toksi¢nosti v programu VegaNIC obstajata dva modela:

Developmental Toxicity Classification Model version 2.1.7, ki je razSirjen CAESAR

model, in Developmental/Reproductive Toxicity virtual library version 1.0.0, razvit s

strani Procter&Gamble.

Prvi model kvalitativno, na podlagi binarne klasifikacije FDA (spojine iz kategorij A in B
so toksikanti, iz C, D in X pa ne-toksikanti) napove razvojno toksi¢nost, pri cemer uporablja
metodo odlocitvenega drevesa, ki jo izvaja s pomo¢jo WEKA open-source (119), ki je
priljubljena odprtokodna programska oprema za strojno ucéenje.

Drugi model zagotavlja kvalitativno napoved tako razvojne kot reproduktivne toksi¢nosti in
tudi temelji na podlagi binarne klasifikacije. Model uporablja virtualno knjiznico 641
toksicnih spojin, ki so kategorizirane v 25 skupin (anorganske spojine in derivati, spojine, ki
se vezejo na AR in ER, spojine, ki se vezejo na retinoidni receptor in aril hidrokarbonski
receptor, ...). Pri analizi i§¢e povezavo med spojino, ki je predmet napovedi in spojinami v
virtualni knjiznici. Ce povezavo najde, je spojina ozna¢ena kot toksikant, ¢e povezave ne
najde, pa je oznacena kot ne-toksikant.

Spojine, ki jih Zelimo analizirati, lahko v program vnesemo v obliki datoteke .mol ali v obliki

SMILES kode. Kot rezultat program poda napoved ali je spojina razvojni/reproduktivni
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toksikant ali ne. Ob tem je z zvezdicami predstavljena tudi zanesljivost napovedi (*/*** —
obstaja moznost, da napoved ni zanesljiva, spojina se nahaja izven obmocja uporabnosti
modela, **/*** — obstaja nekaj kriti¢nih vidikov napovedi, spojina bi se lahko nahajala izven
obmocja uporabnosti modela, ***/*** — napoved se zdi zanesljiva, spojina se nahaja znotraj
obmocja uporabnosti modela), ob vsaki napovedi pa so podane tudi opombe v primeru, da

so se pri napovedovanju pojavile kakr$nekoli tezave (24, 117).

PROGRAM: Toxicity Estimation Software Tool (TEST), US EPA.
RAZLICICA: 4.0.

DOSTORP: http://www.epa.gov/chemical-research/toxicity-estimation-software-tool-test.
NASTAVITVE: Endpoint: Developmental toxicity,
Method: Consensus.

Gre za prosto dostopno aplikacijo razvito pod okriljem US EPA. Preko razlicnih QSAR
modelov napove osnovne fizikalno-kemijske lastnosti ter razliéne kon¢ne tocke toksi¢nosti
spojin, npr. koli¢ino, pri kateri pogine 50% podgan, bioakumulacijski faktor, mutagenost ter
tudi razvojno toksi¢nost. Pri napovedi lahko uporabnik izbira med ve¢ razli¢nimi metodami:
hierarhicna metoda, FDA metoda, metoda enotnega modela, metoda prispevka skupine,
metoda najblizjega soseda, metoda odloCanja s konsenzom ter metoda odloditvenega
drevesa. Metoda odloCanja s konsenzom, ko je rezultat metode povprecje rezultatov vseh
ostalih metod, se je pri eksterni validaciji izkazala za najbolj$o, zato smo jo izbrali za naSo
raziskavo. Metoda dolocanja razvojne toksi¢nosti napove, ali spojina na ljudeh ali zivalih
izkazuje kakrSnekoli ucinke razvojne toksi¢nosti. Podatkovna baza, iz katere izhaja,
vkljucuje 285 razli¢nih spojin. Uporabnik lahko spojino, ki je predmet poizvedbe, narise, jo
nalozi v obliki datoteke .mol, vstavi njeno SMILES kodo ali jo uvozi iz podatkovne baze
struktur, ki je vklju€ena v program. Rezultat modela se izpiSe v obliki spletne strani, na kateri
se nahaja kvantitativna in kvalitativna napoved razvojne toksi¢nosti, strukture podobnih

spojin v setu za usposabljanje ter njihovi rezultati (120).
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4. REZULTATI in RAZPRAVA

4.1 METABOLIZEM PARABENOV

S programom Meteor Nexus smo ugotavljali metabolizem parabenov. 1z rezultatov, ki smo

jih izvozili v obliki Excelove preglednice, smo izdelali sheme metabolizma. Kot

najverjetnejsi potek metabolizma je bila pri vseh parabenih ugotovljena hidroliza na PHBA

in pripadajo¢i alkohol, zato smo zaradi vecje preglednosti za metabolizem PHBA izdelali

samostojno shemo.

4.1.1 METILPARABEN

Program je napovedal naslednji potek metabolizma (slika 1):

1.

stopnja:

S hidrolazo katalizirana hidroliza MP do PHBA (A1) (plausible).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine MP do produkta A2
( ).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske alkoholne skupine MP do produkta A3
( ).

S CYP450 katalizirana 2-hidroksilacija MP do produkta A4 ( ).

stopnja:

S COMT Katalizirana O-metilacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine A4
do produkta A41 ali A42 (plausible).

S SULT katalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine A4 do
produkta A43 ali A44 (plausible).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine A4 do produkta A45 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine A4
do produktov A46 ali A47 (plausible).
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Slika 1 : SHEMA METABOLIZMA METILPARABENA; LEGENDA: Stevil¢enje reakcij v shemi: 1 — hidroliza acikli¢nega karboksilnega estra, 2 — hidroliza
steri¢no oviranega aciklicnega karboksilnega estra, 3 — dekarboksilacija a-amino, aromatske ali B-keto karboksilne kisline, 4 — oksidacija primarnega alkohola,
5 — oksidacija sekundarnega (aciklicnega) alkohola, 6 — B-oksidacija karboksilne kisline, 7 — PROTOTIP-a-hidroksilacija karboksilne kisline, 8 — 2-hidroksilacija
1,4-disubstituiranega benzena, 9 — hidroksilacija predzadnje alkil metilenske skupine, 10 — hidroksilacija predpredzadnje alkil metilenske skupine, 11 — para
hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 12 — orto hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 13 — hidroksilacija terminalne metilne
skupine, 14 — hidroksilacija alkil metinske skupine, 15 — glukuronidacija aromatskega alkohola, 16 — glukuronidacija karboksilne kisline, 17 — glukuronidacija
primarnega ali sekundarnega alifatskega ali benzilnega alkohola, 18 — O-sulfatacija aromatskega alkohola, 19 — O-metilacija katehola, 20 — konjugacija aril ali
alkilarilne karboksilne kisline z glicinom, 21 — konjugacija alkilne karboksilne kisline z glicinom, 22 — konjugacija karboksilne kisline z glutaminom, 23 —
konjugacija karboksilnega estra z glutationom, 24 — PROTOTIP-formacija katehola ali merkapturne kisline preko arenskih oksidov; Faze metabolizma: Polna
¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, Crtkana ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze; Verjetnost poteka metabolizma: Temno modra — probable, Modra — plausible,
Svetlo modra — equivocal.

4.1.2 ETILPARABEN

Program je napovedal naslednji potek metabolizma (slika 2):

1. stopnja:

e S hidrolazo katalizirana hidroliza EP do PHBA (B1) in etanola (B2) (probable).

e S CYP450 katalizirana hidroksilacija terminalne metilne skupine EP do produkta B3
(plausible).

e S CYP450 katalizirana 2-hidroksilacija EP do produkta B4 ( ).

e S SULT Katalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine EP do produkta B5
( ).

e Z UGT katalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine EP do produkta B6
( ).

2. stopnja:

e Z ADH katalizirana oksidacija etanola (B2) do etanojske kisline (B21) ( ).

e S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine B3 do

26



produkta B31 (plausible).

e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine B3 do
produkta B32 (plausible).

e S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine B3 do PHBA (B1) in produkta B33
(plausible).

e Z UGT Katalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine B3 do
produkta B34 ( ).

e Z ADH Katalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine B3 do produkta
B35 (plausible).

e Shidrolazo katalizirana hidroliza spojine B4 do PHBA (B1) in produkta B41 (probable).

e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine B4
do produkta B42 (plausible) ali B43 (probable).

e S COMT Kkatalizirana metilacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine B4 do
produkta B44 ali B45 (plausible).

e S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine B4 do
produkta B46 ali B47 (plausible).
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Slika 2 : SHEMA METABOLIZMA ETILPARABENA; LEGENDA: Stevil¢enje reakcij v shemi: 1 — hidroliza acikli¢cnega karboksilnega estra, 2 — hidroliza steri¢no
oviranega aciklicnega karboksilnega estra, 3 — dekarboksilacija a-amino, aromatske ali B-keto karboksilne kisline, 4 — oksidacija primarnega alkohola, 5 —
oksidacija sekundarnega (aciklicnega) alkohola, 6 — B-oksidacija karboksilne kisline, 7 — PROTOTIP-a-hidroksilacija karboksilne kisline, 8 — 2-hidroksilacija 1,4-
disubstituiranega benzena, 9 — hidroksilacija predzadnje alkil metilenske skupine, 10 — hidroksilacija predpredzadnje alkil metilenske skupine, 11 — para
hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 12 — orto hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 13 — hidroksilacija terminalne metilne
skupine, 14 — hidroksilacija alkil metinske skupine, 15 — glukuronidacija aromatskega alkohola, 16 — glukuronidacija karboksilne kisline, 17 — glukuronidacija
primarnega ali sekundarnega alifatskega ali benzilnega alkohola, 18 — O-sulfatacija aromatskega alkohola, 19 — O-metilacija katehola, 20 — konjugacija aril ali
alkilarilne karboksilne kisline z glicinom, 21 — konjugacija alkilne karboksilne kisline z glicinom, 22 — konjugacija karboksilne kisline z glutaminom, 23 —
konjugacija karboksilnega estra z glutationom, 24 — PROTOTIP-formacija katehola ali merkapturne kisline preko arenskih oksidov; Faze metabolizma: Polna
¢rta —reakcija metabolizma 1. faze, Crtkana ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze; Verjetnost poteka metabolizma: Temno modra — probable, Modra — plausible,
Svetlo modra — equivocal
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4.1.3 PROPILPARABEN

Program je napovedal naslednji potek metabolizma (slika 3):

1.

stopnja:
S hidrolazo katalizirana hidroliza PP do PHBA (C1) in propanola (C2) (probable).

S CYP450 katalizirana hidroksilacija predzadnjega C-atoma propilne skupine PP do
produkta C3 (plausible).

S CYP450 katalizirana hidroksilacija terminalnega C-atoma propilne skupine PP do
produkta C4 (plausible).

S CYP450 katalizirana 2-hidroksilacija PP do produkta C5 ( ).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine PP do produkta C6
( ).

Z UGT Katalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine PP do produkta C7

( ).

. stopnja:

Z ADH katalizirana oksidacija propanola (C2) do propanojske kisline (C21) (plausible).

Z UGT Katalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine propanola (C2) do produkta
€22 ( ).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine C3 do
produkta C31 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine C3 do
produkta C32 ( ).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine C3 do
produkta C33 (plausible).

Z ADH Kkatalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine C3 do produkta
C34 (plausible).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine C3 do PHBA (C1) in produkta C35
(plausible).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine C4 do
produkta C41 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine C4 do
produkta C42 (plausible).
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S hidrolazo Kkatalizirana hidroliza spojine C4 do PHBA (C1) in produkta C43

(plausible).

e Z ADH Katalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine C4 do produkta
C44 (plausible).

e Z UGT Katalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine C4 do
produkta C45 ( ).

e Shidrolazo katalizirana hidroliza spojine C5 do PHBA (C1) in produkta C51 (probable).

e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine C5
do produkta C52 (plausible) ali C53 (probable).

e S COMT Katalizirana metilacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine C5 do
produkta C54 ali C55 (plausible).

e S SULT katalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine C5 do

produkta C56 ali C57 (plausible).
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Slika 3: SHEMA METABOLIZMA PROPILPARABENA; LEGENDA: Stevil¢enje reakcij v shemi: 1 — hidroliza acikli¢cnega karboksilnega estra, 2 — hidroliza
stericno oviranega aciklicnega karboksilnega estra, 3 — dekarboksilacija a-amino, aromatske ali B-keto karboksilne kisline, 4 — oksidacija primarnega alkohola,
5 — oksidacija sekundarnega (aciklicnega) alkohola, 6 — B-oksidacija karboksilne kisline, 7 — PROTOTIP-a-hidroksilacija karboksilne kisline, 8 — 2-hidroksilacija
1,4-disubstituiranega benzena, 9 — hidroksilacija predzadnje alkil metilenske skupine, 10 — hidroksilacija predpredzadnje alkil metilenske skupine, 11 — para
hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 12 — orto hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 13 — hidroksilacija terminalne metilne
skupine, 14 — hidroksilacija alkil metinske skupine, 15 — glukuronidacija aromatskega alkohola, 16 — glukuronidacija karboksilne kisline, 17 — glukuronidacija
primarnega ali sekundarnega alifatskega ali benzilnega alkohola, 18 — O-sulfatacija aromatskega alkohola, 19 — O-metilacija katehola, 20 — konjugacija aril ali
alkilarilne karboksilne kisline z glicinom, 21 — konjugacija alkilne karboksilne kisline z glicinom, 22 — konjugacija karboksilne kisline z glutaminom, 23 —
konjugacija karboksilnega estra z glutationom, 24 — PROTOTIP-formacija katehola ali merkapturne kisline preko arenskih oksidov; Faze metabolizma: Polna
¢rta - reakcija metabolizma 1. faze, Crtkana ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze; Verjetnost poteka metabolizma: Temno modra — probable, Modra — plausible,
Svetlo modra — equivocal.
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4.1.4 BUTILPARABEN

Program je napovedal naslednji potek metabolizma (slika 4):

1.

stopnja:
S hidrolazo katalizirana hidroliza BP do PHBA (D1) in butanola (D2) (probable).

S CYP450 katalizirana hidroksilacija predzadnjega C-atoma butilne skupine BP do
produkta D3 (plausible).

S CYP450 katalizirana hidroksilacija terminalnega C-atoma butilne skupine BP do
produkta D4 (plausible).

S CYP 450 katalizirana hidroksilacija predpredzadnjega C-atoma butilne skupine BP
do produkta D5 ( ).

S CYP450 katalizirana 2-hidroksilacija BP do produkta D6 ( ).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine BP do produkta D7
( ).

Z UGT katalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine BP do produkta D8
( ).

stopnja:

Z ADH katalizirana oksidacija butanola (D2) do butanojske kisline (D21) (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine butanola (D2) do produkta D22
( ).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine D3 do
produkta D31 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine D3 do
produkta D32 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine D3 do
produkta D33 ( ).

Z ADH katalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine D3 do produkta
D34 (plausible).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine D3 do PHBA (D1) in produkta D35
(plausible).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine D4 do
produkta D41 (plausible).
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Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine D4 do
produkta D42 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine D4 do
produkta D43 ( ).

Z ADH Kkatalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine D4 do produkta
D44 (plausible).

NS

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine D4 do PHBA (D1) in produkta D45

(plausible).

o1

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine D5 do PHBA (D1) in produkta D51

(plausible).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine D5 do
produkta D52 (plausible).

Z ADH Kkatalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine D5 do produkta
D53 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine D5 do
produkta D54 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine D5 do
produkta D55 ( ).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine D6 do PHBA (D1) in produkta D61
(probable).

Z UGT katalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine D6
do produkta D62 (plausible) ali D63 (probable).

S COMT Kkatalizirana metilacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine D6 do
produkta D64 ali D65 (plausible).

S SULT katalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine D6 do
produkta D66 ali D67 (plausible).
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Slika 4: SHEMA METABOLIZMA BUTILPARABENA; LEGENDA: Steviléenje reakcij v shemi: 1 — hidroliza acikli¢nega karboksilnega estra, 2 — hidroliza
stericno oviranega aciklicnega karboksilnega estra, 3 — dekarboksilacija a-amino, aromatske ali B-keto karboksilne kisline, 4 — oksidacija primarnega alkohola,
5 — oksidacija sekundarnega (aciklicnega) alkohola, 6 — B-oksidacija karboksilne kisline, 7 — PROTOTIP-a-hidroksilacija karboksilne kisline, 8 — 2-hidroksilacija
1,4-disubstituiranega benzena, 9 — hidroksilacija predzadnje alkil metilenske skupine, 10 — hidroksilacija predpredzadnje alkil metilenske skupine, 11 — para
hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 12 — orto hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 13 — hidroksilacija terminalne metilne
skupine, 14 — hidroksilacija alkil metinske skupine, 15 — glukuronidacija aromatskega alkohola, 16 — glukuronidacija karboksilne kisline, 17 — glukuronidacija
primarnega ali sekundarnega alifatskega ali benzilnega alkohola, 18 — O-sulfatacija aromatskega alkohola, 19 — O-metilacija katehola, 20 — konjugacija aril ali
alkilarilne karboksilne kisline z glicinom, 21 — konjugacija alkilne karboksilne kisline z glicinom, 22 — konjugacija karboksilne kisline z glutaminom, 23 —
konjugacija karboksilnega estra z glutationom, 24 — PROTOTIP-formacija katehola ali merkapturne kisline preko arenskih oksidov; Faze metabolizma: Polna
¢rta—reakcija metabolizma 1. faze, Crtkana ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze; Verjetnost poteka metabolizma: Temno modra — probable, Modra — plausible,
Svetlo modra — equivocal.

4.1.5 IZOPROPILPARABEN

Program je napovedal naslednji potek metabolizma (slika 5):

1. stopnja:

¢ S hidrolazo katalizirana hidroliza iPP do PHBA (E1) in izopropanola (E2) (plausible).

e S CYP450 katalizirana hidroksilacija terminalnega C-atoma izopropilne skupine iPP do
produkta E3 (plausible).

e Z UGT Katalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine iPP do produkta E4
( ).

e S CYP450 katalizirana 2-hidroksilacija iPP do produkta E5 ( ).

e S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine iPP do produkta E6
( ).

2. stopnja:

e Z ADH katalizirana oksidacija izopropanola (E2) do acetona (E21) (plausible).

e Z UGT katalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine izopropanola (E2) do produkta
E22 ( ).
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S SULT Katalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine E3 do

produkta E31 (plausible).

e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine E3 do
produkta E32 (plausible).

e Z ADH katalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine E3 do produkta E33
(plausible).

e Shidrolazo katalizirana hidroliza spojine E3 do PHBA (E1) in produkta E34 (plausible).

e Z UGT Katalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine E3 do
produkta E35 ( ).

e Z UGT Katalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine E5
do produkta E51 ali E52 (probable).

e S COMT Katalizirana metilacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine E5 do
produkta E53 ali E54 (plausible).

e S SULT Katalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine E5 do
produkta E55 ali E56 (plausible).

e Shidrolazo katalizirana hidroliza spojine E5 do PHBA (E1) in produkta E57 (plausible).
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Slika 5: SHEMA METABOLIZMA IZOPROPILPARABENA; LEGENDA: Steviléenje reakcij v shemi: 1 — hidroliza acikli¢tnega karboksilnega estra, 2 — hidroliza
stericno oviranega aciklicnega karboksilnega estra, 3 — dekarboksilacija a-amino, aromatske ali B-keto karboksilne kisline, 4 — oksidacija primarnega alkohola,
5 — oksidacija sekundarnega (aciklicnega) alkohola, 6 — B-oksidacija karboksilne kisline, 7 — PROTOTIP-a-hidroksilacija karboksilne kisline, 8 — 2-hidroksilacija
1,4-disubstituiranega benzena, 9 — hidroksilacija predzadnje alkil metilenske skupine, 10 — hidroksilacija predpredzadnje alkil metilenske skupine, 11 — para
hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 12 — orto hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 13 — hidroksilacija terminalne metilne
skupine, 14 — hidroksilacija alkil metinske skupine, 15 — glukuronidacija aromatskega alkohola, 16 — glukuronidacija karboksilne kisline, 17 — glukuronidacija
primarnega ali sekundarnega alifatskega ali benzilnega alkohola, 18 — O-sulfatacija aromatskega alkohola, 19 — O-metilacija katehola, 20 — konjugacija aril ali
alkilarilne karboksilne kisline z glicinom, 21 — konjugacija alkilne karboksilne kisline z glicinom, 22 — konjugacija karboksilne kisline z glutaminom, 23 —
konjugacija karboksilnega estra z glutationom, 24 — PROTOTIP-formacija katehola ali merkapturne kisline preko arenskih oksidov; Faze metabolizma: Polna
¢rta—reakcija metabolizma 1. faze, Crtkana ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze; Verjetnost poteka metabolizma: Temno modra — probable, Modra — plausible,
Svetlo modra — equivocal.
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4.1.6 [ZOBUTILPARABEN

Program je napovedal naslednji potek metabolizma (slika 6):

1.

stopnja:

S hidrolazo katalizirana hidroliza iBP do PHBA (F1) in izobutanola (F2) (probable).

S CYP450 katalizirana hidroksilacija terminalnega C-atoma izobutilne skupine iBP do
produkta F3 (plausible).

S CYP450 katalizirana hidroksilacija predzadnjega C-atoma izobutilne skupine iBP do
produkta F4 ( ).

S CYP450 katalizirana 2-hidroksilacija iBP do produkta F5 ( ).

S SULT Katalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine iBP do produkta F6
( ).

Z UGT katalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine iBP do produkta F7
( ).

stopnja:

Z ADH Katalizirana oksidacija izobutanola (F2) do izobutanojske kisline (F21)

(plausible).

Z UGT Katalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine izobutanola (F2) do produkta
F22 ( ).

S SULT katalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine F3 do
produkta F31 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine F3 do
produkta F32 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine F3 do
produkta F33 (plausible).

Z ADH katalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine F3 do produkta F34
(plausible).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine F3 do PHBA (F1) in produkta F35 (plausible).
S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine F4 do PHBA (C1) in produkta F41 (plausible).
S SULT katalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine F4 do
produkta F42 (plausible).

Z UGT katalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine F4 do
produkta F43 (plausible).
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¢ S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine F5 do PHBA (F1) in produkta F51 (probable).

e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine F5
do produkta F52 ali F53 (probable).

e S COMT katalizirana metilacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine F5 do
produkta F54 ali F55 (plausible).

e S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine F5 do
produkta F56 ali F57 (plausible).
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Slika 6: SHEMA METABOLIZMA IZOBUTILPARABENA; LEGENDA: Stevil¢enje reakcij v shemi: 1 — hidroliza acikli¢nega karboksilnega estra, 2 — hidroliza
steri¢no oviranega aciklicnega karboksilnega estra, 3 — dekarboksilacija a-amino, aromatske ali B-keto karboksilne kisline, 4 — oksidacija primarnega alkohola,
5 — oksidacija sekundarnega (aciklicnega) alkohola, 6 — B-oksidacija karboksilne kisline, 7 — PROTOTIP-a-hidroksilacija karboksilne kisline, 8 — 2-hidroksilacija
1,4-disubstituiranega benzena, 9 — hidroksilacija predzadnje alkil metilenske skupine, 10 — hidroksilacija predpredzadnje alkil metilenske skupine, 11 — para
hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 12 — orto hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 13 — hidroksilacija terminalne metilne
skupine, 14 — hidroksilacija alkil metinske skupine, 15 — glukuronidacija aromatskega alkohola, 16 — glukuronidacija karboksilne kisline, 17 — glukuronidacija
primarnega ali sekundarnega alifatskega ali benzilnega alkohola, 18 — O-sulfatacija aromatskega alkohola, 19 — O-metilacija katehola, 20 — konjugacija aril ali
alkilarilne karboksilne kisline z glicinom, 21 — konjugacija alkilne karboksilne kisline z glicinom, 22 — konjugacija karboksilne kisline z glutaminom, 23 —
konjugacija karboksilnega estra z glutationom, 24 — PROTOTIP-formacija katehola ali merkapturne kisline preko arenskih oksidov; Faze metabolizma: Polna
¢rta - reakcija metabolizma 1. faze, Crtkana ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze; Verjetnost poteka metabolizma: Temno modra — probable, Modra — plausible,
Svetlo modra — equivocal.
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4.1.7 PENTILPARABEN

Program je napovedal naslednji potek metabolizma (slika 7):

1.

stopnja:
S hidrolazo katalizirana hidroliza PentP do PHBA (G1) in pentanola (G2) (probable).

S CYP450 katalizirana hidroksilacija predzadnjega C-atoma pentilne skupine PentP do
produkta G3 (plausible).

S CYP450 katalizirana hidroksilacija terminalnega C-atoma pentilne skupine PentP do
produkta G4 (plausible).

S CYP450 katalizirana hidroksilacija predpredzadnjega C-atoma pentilne skupine
PentP do produkta G5 ( ).

S CYP450 katalizirana 2-hidroksilacija PentP do produkta G6 ( ).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine PentP do produkta G7
( ).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine PentP do produkta
G8 ( ).

stopnja:

Z UGT katalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine pentanola (G2) do produkta
G21 ( ).

Z ADH katalizirana oksidacija pentanola (G2) do pentanojske kisline (G22) (plausible).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine G3 do
produkta G31 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine G3 do
produkta G32 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine G3 do
produkta G33 ( ).

Z ADH Kkatalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine G3 do produkta
G34 (plausible).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine G3 do PHBA (G1) in produkta G35
(plausible).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine G4 do PHBA (G1) in produkta G41

(probable).
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Z ADH Kkatalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine G4 do produkta
G42 (probable).

Z UGT Katalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine G4 do
produkta G43 (probable).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine G4 do
produkta G44 ( ).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine G4 do
produkta G45 (plausible).

Z ADH Kkatalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine G5 do produkta
G51 (probable).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine G5 do
produkta G52 (probable).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine G5 do
produkta G53 ( ).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine G5 do
produkta G54 (plausible).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine G5 do PHBA (G1) in produkta G55
(probable).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine G6 do PHBA (G1) in produkta G61
(probable).

S COMT Kkatalizirana metilacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine G6 do
produkta G62 ali G63 (plausible).

S SULT katalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine G6 do
produkta G64 ali G65 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine G6
do produkta G66 ali G67 (probable).
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Slika 7: SHEMA METABOLIZMA PENTILPARABENA; LEGENDA: Steviltenje reakcij v shemi: 1 — hidroliza acikli¢nega karboksilnega estra, 2 — hidroliza
steri¢no oviranega acikli¢nega karboksilnega estra, 3 — dekarboksilacija a-amino, aromatske ali B-keto karboksilne kisline, 4 — oksidacija primarnega alkohola,
5 — oksidacija sekundarnega (aciklicnega) alkohola, 6 — B-oksidacija karboksilne kisline, 7 — PROTOTIP-a-hidroksilacija karboksilne kisline, 8 — 2-hidroksilacija
1,4-disubstituiranega benzena, 9 — hidroksilacija predzadnje alkil metilenske skupine, 10 — hidroksilacija predpredzadnje alkil metilenske skupine, 11 — para
hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 12 — orto hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 13 — hidroksilacija terminalne metilne
skupine, 14 — hidroksilacija alkil metinske skupine, 15 — glukuronidacija aromatskega alkohola, 16 — glukuronidacija karboksilne kisline, 17 — glukuronidacija
primarnega ali sekundarnega alifatskega ali benzilnega alkohola, 18 — O-sulfatacija aromatskega alkohola, 19 — O-metilacija katehola, 20 — konjugacija aril ali
alkilarilne karboksilne kisline z glicinom, 21 — konjugacija alkilne karboksilne kisline z glicinom, 22 — konjugacija karboksilne kisline z glutaminom, 23 —
konjugacija karboksilnega estra z glutationom, 24 — PROTOTIP-formacija katehola ali merkapturne kisline preko arenskih oksidov; Faze metabolizma: Polna
¢rta— reakcija metabolizma 1. faze, Crtkana ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze; Verjetnost poteka metabolizma: Temno modra — probable, Modra — plausible,
Svetlo modra — equivocal.

4.1.8 HEPTILPARABEN

Program je napovedal naslednji potek metabolizma (slika 8):

1. stopnja:

e S hidrolazo katalizirana hidroliza HP do PHBA (H1) in heptanola (H2) (probable).

e S CYP450 katalizirana hidroksilacija predzadnjega C-atoma heptilne skupine HP do
produkta H3 (plausible).

e S CYP450 katalizirana hidroksilacija terminalnega C-atoma heptilne skupine HP do
produkta H4 (plausible).

e S CYP450 katalizirana hidroksilacija predpredzadnjega C-atoma heptilne skupine HP
do produkta H5 ( ).

e S CYP450 katalizirana 2-hidroksilacija HP do produkta H6 ( ).

e S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine HP do produkta H7
( ).

e Z UGT Katalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine HP do produkta H8

( ).
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. stopnja:

Z UGT katalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine heptanola (H2) do produkta
H21 ( ).

Z ADH katalizirana oksidacija heptanola (H2) do heptanojske kisline (H22) (plausible).
S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine H3 do PHBA (H1) in produkta H31
(probable).

Z ADH Kkatalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine H3 do produkta
H32 (probable).

Z UGT Katalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine H3 do
produkta H33 (probable).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine H3 do
produkta H34 ( ).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine H3 do
produkta H35 (plausible).

Z ADH Kkatalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine H4 do produkta
H41 (probable).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine H4 do
produkta H42 (probable).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine H4 do
produkta H43 ( ).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine H4 do
produkta H44 (plausible).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine H4 do PHBA (H1) in produkta H45
(probable).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine H5 do PHBA (H1) in produkta H51
(probable).

Z ADH katalizirana oksidacija alifatske hidroksilne skupine spojine H5 do produkta
H52 (probable).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine H5 do
produkta H53 (probable).

Z UGT katalizirana glukuronidacija alifatske hidroksilne skupine spojine H5 do
produkta H54 ( ).
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S SULT Katalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine spojine H5 do

produkta H55 (plausible).

e S hidrolazo Kkatalizirana hidroliza spojine H6 do PHBA (H1) in produkta H61
(probable).

e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine H6
do produkta H62 ali H63 (probable).

e S COMT Katalizirana metilacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine H6 do
produkta H64 ali H65 (plausible).

e S SULT katalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine H6 do

produkta H66 ali H67 (plausible).
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Slika 8: SHEMA METABOLIZMA HEPTlLPARABENA; LEGENDA: Stevil¢enje reakcij v shemi: 1 — hidroliza acikli¢nega karboksilnega estra, 2 — hidroliza
steri¢no oviranega aciklicnega karboksilnega estra, 3 — dekarboksilacija a-amino, aromatske ali B-keto karboksilne kisline, 4 — oksidacija primarnega alkohola,
5 — oksidacija sekundarnega (aciklicnega) alkohola, 6 — B-oksidacija karboksilne kisline, 7 — PROTOTIP-a-hidroksilacija karboksilne kisline, 8 — 2-hidroksilacija
1,4-disubstituiranega benzena, 9 — hidroksilacija predzadnje alkil metilenske skupine, 10 — hidroksilacija predpredzadnje alkil metilenske skupine, 11 — para
hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 12 — orto hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 13 — hidroksilacija terminalne metilne
skupine, 14 — hidroksilacija alkil metinske skupine, 15 — glukuronidacija aromatskega alkohola, 16 — glukuronidacija karboksilne kisline, 17 — glukuronidacija
primarnega ali sekundarnega alifatskega ali benzilnega alkohola, 18 — O-sulfatacija aromatskega alkohola, 19 — O-metilacija katehola, 20 — konjugacija aril ali
alkilarilne karboksilne kisline z glicinom, 21 — konjugacija alkilne karboksilne kisline z glicinom, 22 — konjugacija karboksilne kisline z glutaminom, 23 —
konjugacija karboksilnega estra z glutationom, 24 — PROTOTIP-formacija katehola ali merkapturne kisline preko arenskih oksidov; Faze metabolizma: Polna
¢rta - reakcija metabolizma 1. faze, Crtkana ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze; Verjetnost poteka metabolizma: Temno modra — probable, Modra — plausible,
Svetlo modra — equivocal.
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4.1.9 FENILPARABEN

Program je napovedal naslednji potek metabolizma (slika 9):

1.

stopnja:

S hidrolazo katalizirana hidroliza FP do PHBA (11) in fenola (12) (plausible).

S CYP450 katalizirana p-hidroksilacija fenilne skupine FP do produkta 13 (plausible).
S SULT katalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine FP do produkta 14
( ).

S CYP450 katalizirana o-hidroksilacija fenilne skupine FP do produkta 15 ( ).
S CYP450 katalizirana 2-hidroksilacija FP do produkta 16 ( ).

Z UGT katalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine EP do produkta 17
( ).

stopnja:

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija hidroksilne skupine fenola (12) do produkta 121
(plausible).

Z UGT katalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine fenola (12) do produkta 122
(plausible).

Formacija katehola ali merkapturne Kisline preko aren oksidov do PHBA (I1) ter
produkta 131 ali 132 ( ).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine 13 do
produkta 133 ali 134 (plausible).

Z UGT Katalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine 13
do produkta 135 ali 136 (probable).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine 13 do PHBA (I1) in produkta 137 (plausible).
Z UGT Katalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine 15
do produkta I51 ali 152 (probable).

S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine 15 do
produkta 153 ali 154 (plausible).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine 15 do PHBA (I1) in produkta I55 (plausible).
S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine 16 do PHBA (I1) in produkta 161 (plausible).
Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine 16
do produkta 162 ali 163 (probable).
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e S COMT katalizirana metilacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine 16 do
produkta 164 ali 165 (plausible).

e S SULT katalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine 16 do
produkta 166 ali 167 (plausible).
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Slika 9: SHEMA METABOLIZMA FENILPARABENA; LEGENDA: Steviléenje reakcij v shemi: 1 — hidroliza acikli¢cnega karboksilnega estra, 2 — hidroliza
steri¢no oviranega aciklicnega karboksilnega estra, 3 — dekarboksilacija a-amino, aromatske ali B-keto karboksilne kisline, 4 — oksidacija primarnega alkohola,
5 — oksidacija sekundarnega (aciklicnega) alkohola, 6 — B-oksidacija karboksilne kisline, 7 — PROTOTIP-a-hidroksilacija karboksilne kisline, 8 — 2-hidroksilacija
1,4-disubstituiranega benzena, 9 — hidroksilacija predzadnje alkil metilenske skupine, 10 — hidroksilacija predpredzadnje alkil metilenske skupine, 11 — para
hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 12 — orto hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 13 — hidroksilacija terminalne metilne
skupine, 14 — hidroksilacija alkil metinske skupine, 15 — glukuronidacija aromatskega alkohola, 16 — glukuronidacija karboksilne kisline, 17 — glukuronidacija
primarnega ali sekundarnega alifatskega ali benzilnega alkohola, 18 — O-sulfatacija aromatskega alkohola, 19 — O-metilacija katehola, 20 — konjugacija aril ali
alkilarilne karboksilne kisline z glicinom, 21 — konjugacija alkilne karboksilne kisline z glicinom, 22 — konjugacija karboksilne kisline z glutaminom, 23 —
konjugacija karboksilnega estra z glutationom, 24 — PROTOTIP-formacija katehola ali merkapturne kisline preko arenskih oksidov; Faze metabolizma: Polna
¢rta - reakcija metabolizma 1. faze, Crtkana ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze; Verjetnost poteka metabolizma: Temno modra — probable, Modra — plausible,
Svetlo modra — equivocal.

4.1.10 BENZILPARABEN

Program je napovedal naslednji potek metabolizma (slika 10):

1. stopnja:

e S hidrolazo katalizirana hidroliza BenzP do PHBA (J1) in benzil alkohola (J2)
(probable).

e S CYP450 Katalizirana p-hidroksilacija benzilne skupine BenzP do produkta J3

(plausible).
e S SULT Katalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine BenzP do produkta
J4 (plausible).
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S CYP450 Kkatalizirana o-hidroksilacija benzilne skupine BenzP do produkta J5
( ).

Z GST katalizirana konjugacija karboksilnega estra BenzP z glutationom do produkta
J6 ( ).

S CYP450 katalizirana 2-hidroksilacija BenzP do produkta J7 ( ).

Z UGT Katalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine BenzP do produkta
J8 ( ).

stopnja:

Z ADH Kkatalizirana oksidacija hidroksilne skupine benzil alkohola (J2) do benzojske
kisline (J21) (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine benzil alkohola (J2) do
produkta J22 ( ).

Z UGT Katalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine J3
do produktov J31 ali J32 (probable).

S SULT Katalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine J3 do
produktov J33 ali J34 (plausible).

Z GST katalizirana konjugacija spojine J3 z glutationom do PHBA (J1) in produkta J35
( ).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine J3 do PHBA (J1) in produkta J36 (plausible).
Z UGT Katalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine J5
do produktov J51 in J52 (probable).

S SULT Katalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine J5 do
produktov J53 ali J54 (plausible).

Z GST katalizirana konjugacija z glutationom spojine J5 do PHBA (J1) in produkta J55
( ).

S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine J5 do PHBA (J1) in produkta J56 (probable).
S hidrolazo katalizirana hidroliza spojine J7 do produktov J2 in J71 (probable).

Z GST katalizirana konjugacija spojine J7 z glutationom do produktov J71 in J72
( ).

S COMT Katalizirana metilacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine J7 do
produkta J73 ali J74 (plausible).
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e S SULT katalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine J7 do
produkta J75 ali J76 (plausible).

e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine J7
do produkta J77 ali J78 (probable).
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Slika 10: SHEMA METABOLIZMA BENZILPARABENA; LEGENDA: Stevil¢enje reakcij v shemi: 1 — hidroliza acikli¢nega karboksilnega estra, 2 — hidroliza
steri¢no oviranega aciklicnega karboksilnega estra, 3 — dekarboksilacija a-amino, aromatske ali B-keto karboksilne kisline, 4 — oksidacija primarnega alkohola,
5 — oksidacija sekundarnega (aciklicnega) alkohola, 6 — B-oksidacija karboksilne kisline, 7 — PROTOTIP-a-hidroksilacija karboksilne kisline, 8 — 2-hidroksilacija
1,4-disubstituiranega benzena, 9 — hidroksilacija predzadnje alkil metilenske skupine, 10 — hidroksilacija predpredzadnje alkil metilenske skupine, 11 — para
hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 12 — orto hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 13 — hidroksilacija terminalne metilne
skupine, 14 — hidroksilacija alkil metinske skupine, 15 — glukuronidacija aromatskega alkohola, 16 — glukuronidacija karboksilne kisline, 17 — glukuronidacija
primarnega ali sekundarnega alifatskega ali benzilnega alkohola, 18 — O-sulfatacija aromatskega alkohola, 19 — O-metilacija katehola, 20 — konjugacija aril ali
alkilarilne karboksilne kisline z glicinom, 21 — konjugacija alkilne karboksilne kisline z glicinom, 22 — konjugacija karboksilne kisline z glutaminom, 23 —
konjugacija karboksilnega estra z glutationom, 24 — PROTOTIP-formacija katehola ali merkapturne kisline preko arenskih oksidov; Faze metabolizma: Polna
¢rta — reakcija metabolizma 1. faze, Crtkana ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze; Verjetnost poteka metabolizma: Temno modra — probable, Modra — plausible,
Svetlo modra — equivocal.

4.1.11 P-HIDROKSIBENZOJSKA KISLINA

Program je napovedal naslednji potek metabolizma (slika 11):

1. stopnja:

e Zdekarboksilazo katalizirana dekarboksilacija aromatske karboksilne kisline PHBA do
fenola (K1) ( ).

e Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija karboksilne skupine PHBA do produkta K2
(plausible).

e Z ACS Kkatalizirana konjugacija PHBA z glicinom do produkta K3 (plausible).
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S SULT Kkatalizirana O-sulfatacija aromatske hidroksilne skupine PHBA do produkta
K4 ( ).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine PHBA do produkta
K5 ( ).

Z ACS Katalizirana konjugacija PHBA z glutaminom do produkta K6 ( ).

S CYP 450 katalizirana 2-hidroksilacija PHBA do produkta K7 ( ).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine PHBA do
produktov K8, K9 ali K10 ( ).

. stopnja:

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija hidroksilne skupine fenola (K1) do produkta K11
(plausible).

S SULT katalizirana O-sulfatacija hidroksilne skupine fenola (K1) do produkta K12
(plausible).

S COMT Kkatalizirana metilacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine K7 _do
produktov K71 ali K72 (plausible).

S SULT katalizirana O-sulfatacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine K7 do
produktov K73 ali K74 (plausible).

Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija ene od aromatskih hidroksilnih skupin spojine K7
do produktov K75 in K77 (plausible).

Z UGT Katalizirana glukuronidacija karboksilne skupine spojine K7 do produkta K76
(plausible).

Z ACS Kkatalizirana konjugacija spojine K7 z glicinom do produkta K78 ( ).

Z ACS katalizirana konjugacija spojine K7 z glutaminom do produkta K79 ( ).
Z UGT Kkatalizirana glukuronidacija aromatske hidroksilne skupine spojine K7 do
produktov K710, K711 ali K712 ( ).

Z dekarboksilazo katalizirana dekarboksilacija aromatske karboksilne kisline K7 do
katehola (K713) ( ).
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Slika 11: SHEMA METABOLIZMA P-HIDROKSIBENZOJSKE KISLINE; LEGENDA: Stevil¢enje reakcij v shemi: 1 — hidroliza acikli¢nega karboksilnega estra,
2 — hidroliza stericno oviranega aciklicnega karboksilnega estra, 3 — dekarboksilacija a-amino, aromatske ali B-keto karboksilne kisline, 4 — oksidacija
primarnega alkohola, 5 — oksidacija sekundarnega (aciklicnega) alkohola, 6 — B-oksidacija karboksilne kisline, 7 — PROTOTIP-a-hidroksilacija karboksilne kisline,
8 — 2-hidroksilacija 1,4-disubstituiranega benzena, 9 — hidroksilacija predzadnje alkil metilenske skupine, 10 — hidroksilacija predpredzadnje alkil metilenske
skupine, 11 — para hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 12 — orto hidroksilacija monosubstituirane benzenove spojine, 13 — hidroksilacija
terminalne metilne skupine, 14 — hidroksilacija alkil metinske skupine, 15 — glukuronidacija aromatskega alkohola, 16 — glukuronidacija karboksilne kisline, 17
— glukuronidacija primarnega ali sekundarnega alifatskega ali benzilnega alkohola, 18 — O-sulfatacija aromatskega alkohola, 19 — O-metilacija katehola, 20 —
konjugacija aril ali alkilarilne karboksilne kisline z glicinom, 21 — konjugacija alkilne karboksilne kisline z glicinom, 22 — konjugacija karboksilne kisline z
glutaminom, 23 — konjugacija karboksilnega estra z glutationom, 24 — PROTOTIP-formacija katehola ali merkapturne kisline preko arenskih oksidov; Faze
metabolizma: Polna érta — reakcija metabolizma 1. faze, Crtkana ¢rta — reakcija metabolizma 2. faze; Verjetnost poteka metabolizma: Temno modra —
probable, Modra — plausible, Svetlo modra — equivocal.

4.1.12 RAZPRAVA

15

o'

Program je kot najbolj verjeten potek metabolizma za vse parabene napovedal hidrolizo do
PHBA in pripadajocega alkohola. PHBA se na novo nastali karboksilni skupini v naslednjem
koraku najverjetneje konjugira z glukuronsko Kkislino ali glicinom. Encimi, ki pri
metabolizmu sodelujejo, so hidrolaze in specificne transferaze. Tak potek navajajo tudi
Stevilne in vivo raziskave, ki so nastete v preglednici 1 v Prilogi 1. (121, 122, 123, 124, 125,
126, 127) Raziskave kot metabolite parabenov navajajo $e konjugate s sulfatom in
glukuronsko kislino na aromatski hidroksilni skupini parabena ali PHBA. Program je
napovedal tudi te metabolite, vendar je glede na napoved njihov nastanek manj verjeten. Kot
manj verjetne metabolite je program napovedal e na aromatskem obrocu ali stranski skupini
hidroksilirane parabene, njihove konjugate, oksidirane ali hidrolizirane metabolite ter tudi
fenol in 3,4-dihidroksibenzojsko kislino kot potencialna metabolita PHBA. Teh metabolitov
v dosedanjih raziskavah metabolizma parabenov $e niso zaznali. V raziskavah so ve¢inoma
proucevali metabolite v urinu in ne v ostalih telesnih tekoc¢inah in tkivih, kjer bi morda lahko
bili prisotni predvsem metaboliti reakcij I. faze metabolizma pred njihovim nadaljnjim

metabolizmom. Mozno je tudi, da metabolizem v telesu v nekatere napovedane smeri sploh
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ne poteka, ali poteka v tako majhni meri, da metabolitov ni mogoc¢e zaznati. Kljub temu

nastanka do sedaj Se nedokazanih metabolitov ne moremo povsem izkljuciti.

Program z napovedjo poteka metabolizma parabenov daje moznost

nadaljnje

eksperimentalne analize v smeri detekcije napovedanih metabolitov ter odkritja do sedaj $e

neznanih metabolitov.

4.2 ZBRANI METABOLITI

Zanadaljnjo napoved endokrinih u¢inkov in razli¢nih vidikov reproduktivne toksi¢nosti smo

zbrali le napovedane metabolite 1. faze metabolizma, saj so konjugirani metaboliti Il. faze

obicajno biolo§ko neaktivni in se iz telesa hitro izlo¢ijo predvsem skozi ledvice. Zbranih

metabolitov je 79 in so predstavljeni v preglednici IV.

Preglednica IV: Zbrani metaboliti za nadaljnjo analizo.

;

ST. | METABOLIT SMILES 1ZVORNI PARABEN
1 OH c1(ccc(cc1)0)C(=0)0 MP (A1), EP (B1), PP (C1), BP (D1),
4 Ho©_< iPP (E1), iBP (F1), PentP (G1), HP
Y (H1), FP (11), BzP (J1)
2 clcee(ccl)O MP (K1), EP (K1), PP (K1), BP (K1),

iPP (K1), iBP (K1), PentP (K1), HP
(K1), FP (12, K1), BzP (K1)

([S%)
I
5
|
i 5
o )
z

C=1(C=CC(=CC=10)C(=0)0)
0

MP (A45, K7), EP (B41, K7), PP
(C51, K7), BP (D61, K7), iPP (E57,
K7), iBP (F51, K7), PentP (G61, K7),
HP (H51, K7), FP (161, K7), BzP (371,
K7)

EN
3
(jg

C=1(C=CC=CC=10)0

MP (K713), EP (K713), PP (K713),
BP (K713), iPP (K713), iBP (K713),
PentP (K713), HP (K713), FP (I55,
K713), BzP (K713)

H

o}
oi o

)0)=0

5 " C=1(C=CC(=C(C=1)0)0)C(0 | MP (A4)
6 occ EP (B2)
- HOJ
7 OI"“ c1(cce(cc1)0)C(=0)0CCo EP (B3)
8 o C=1(C=CC(=C(C=1)0)0)Cc(0 | EP (B4)
9 Ho{ 0=C(C)0 EP (B21)
10 “°x 0cco EP (B33)
OH

11 HO Cc1(=cc=Cc(c=Cc1)o)c(occ(= | EP (B35)
= o 0)0)=0

HO
12 TN occc PP (C2)
13 Ho C1(=CC=C(C=C1)0)C(OCC(C | PP (C3)
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Preglednica IV (nadaljevanje): Zbrani metaboliti za nadaljnjo analizo.

ST. | METABOLIT SMILES [ZVORNI PARABEN
14 oH C1(=Ccc=C(c=C1)o)c(occC | PP (c4)
— 4/—/ O)=O
15 Ho C=1(C=CC(=C(Cc=1)0)0)c(0 | PP (C5)
- >: OI €CC)=0
16 | \ oH 0=C(CC)o PP (C21)
17 B C1(=CC=C(C=C1)0)C(OCC(C | PP (C34)
- J\— }=0)=0
18 HO} 0cc(c)o PP (C35), iPP (E34)
19 0 C1(=Ccc=C(c=C1)o)c(occc( | PP (c44)
- J—{ =0)0)=0
20 J—/ occce BP (C43)
21 C1(=Ccc=c(c=Cc1)o)c(occc( | BP (D3)
- J—< C)0)=0
22 o C1(=Ccc=c(c=Cc1)o)c(occc | BP (D4)
- J—F C0)=0
23 HO c1(=cc=c(c=Cc1)o)c(occ(C | BP (D5)
- J—/ €)0)=0
24 C=1(C=Cc(=C(Cc=1)0)0)c(0 | BP (D6)
- HO J—/ CCCC)=0

{9
25 :<_/ 0=C(CCC)o BP (D21)
26 C1(=CC=C(C=C1)0)c(0occc( | BP (D34)
- J—< )=0)=0

: [} o}

27 J—< ocec(c)o BP (D35)
28 - - Ho C1(=CC=C(C=C1)0)C(OCCC | BP (D44)
- J—>: C(=0)0)=0
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Preglednica IV (nadaljevanje): Zbrani metaboliti za nadaljnjo analizo.

ST. | METABOLIT SMILES [ZVORNI PARABEN
29 JJOH 0CCCCo BP (D45)
30 )—/ 0Cc(cc)o BP (D51)
31 Q C1(=CC=C(C=C1)0)c(OCC(C | BP (D53)
- )—/ C)=0)=0

32 { oc(c)C PP (22)
33 or C1(=CC=C(C=C1)0)c(0C(C) | iPP (E3)
_ C i"{ C0)=0

34 Ho C=1(C=CC(=C(C=1)0)0)C(0 | iPP (E5)
- >: :O{ c(C)c)=0

35 :< 0=C(C)C iPP (E21)
36 Ho C1(=CC=C(C=C1)0)c(0C(C) | iPP (E33)
- %:o C(=0)0)=0

37 } occ(c)c iBP (F2)
38 oH C1(=Cc=c(c=Cc1)o)c(occ(C | iBP (F3)
- )—/ )CO)=0

39 J< C1(=CC=C(C=C1)0)c(OcC(C | iBP (F4)
T R )(C)0)=0

40 C=1(C=CC(=C(C=1)0)0)C(0 | iBP (F5)
- HOE O} cc(c)c)=0

41 % 0=C(C(C)C)O iBP (F21)
42 0 C1(=CC=C(C=C1)0)C(OCC(C | iBP (F34)
- )—{ )C(=0)0)=0

43 <>—/°H 0Cc(c)co iBP (F35)
44 )< occ(c)(c)o iBP (F41)
45 J_ﬁ occecc PentP (G2)
46 Ho, C1(=CC=C(C=C1)0)C(0CCC | PentP (G3)
- ﬁ C(C)0)=0
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Preglednica IV (nadaljevanje): Zbrani metaboliti za nadaljnjo analizo.

ST. METABOLIT SMILES [ZVORNI PARABEN
a7 oH C1(=CC=C(C=C1)0)c(OCCC | PentP (G4)
— J_/—/ CCO)=0
48 C1(=Cc=Cc(c=C1)0)c(occc( | PentP (G5)
_ J—( CC)0)=0
: [o] OH
49 C=1(C=CC(=C(C=1)0)0)C(0 | PentP (G6)
_ HQ JI CCCCC)=0
e
50 :<_ﬁ 0=C(CCCC)0 PentP (G22)
51 R C1(=CC=C(C=C1)0)c(0CCC | PentP (G34)
_ J} C(C)=0)=0
52 J—% 0CCCC(C)o PentP (G35)
53 J—/_/ 0ccecco PentP (G41)
54 o C1(=CC=C(C=C1)0)c(0CcCC | PentP (G42)
_ J_/—{ CC(=0)0)=0
55 C1(=CC=C(C=C1)0)c(occc( | PentP (G51)
_ J—( CC)=0)=0
—~0H
56 4/_( 0CCC(CC)o PentP (G55)
HO OH
57 J—/_ﬁ occeeccc HP (H2)
58 HO C1(=CC=C(c=C1)0)c(0ccC | HP (H3)
58 Jﬁ €cc(C)0)=0
59 oH C1(=CC=C(C=C1)0)C(OCCC | HP (H4)
- J—/_/—/ CCCCO)=0
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Preglednica IV (nadaljevanje): Zbrani metaboliti za nadaljnjo analizo.

ST. METABOLIT SMILES [ZVORNI PARABEN

60 C1(=CC=C(C=C1)0)c(0CcCcC | HP (H5)

60 J_/—( cC(cC)0)=0

61 C=1(C=CC(=C(C=1)0)0)C(O | HP (H6)

- J_/—ﬁ CCCCCCC)=0

62 0=C(CCcccce)o HP (H22)
07<—/—/7

63 J—/} occcccc(c)o HP (H31)

64 Ho . c(cec(cc1)0)C(=0)occcce | HP (H32)

- O\’(OM o

65 Ho. c1(ccc(cc1)0)C(=0)0occcce | HP (H41)

—_— \©\’rc 5 CC(=O)O

66 J—/—/_/OH 0CCCcecco HP (H45)

67 J—/_( 0OCCCCC(CC)o HP (H51)

68 C1(=CC=C(c=C1)o)c(occC | HP (H52)

68 J_/—( CC(CC)=0)=0

69 C1(=CC=C(C=C1)0)C(0C2= | FP (13)

- C /\OQOH CC=C(C=C2)0)=0

70 HO, C1(=CC=C(C=C1)0)Cc(0C=2 | FP (15)

— >\: C=CC=CC=20)=0

72 O 0C1=CC=C(C=C1)0 FP (137)

71 "o, C=1(C=CC(=C(C=1)0)0)C(O | FP (16)

= >: o@ €2=CC=CC=C2)=0

73 p 0CC1=CC=CC=C1 BzP (J2)
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Preglednica IV (nadaljevanje): Zbrani metaboliti za nadaljnjo analizo.

ST. | METABOLIT SMILES IZVORNI PARABEN

74 o C1(=CC=C(C=C1)0)Cc(0CcC2 BzP (13)

ﬁ =CC=C(C=C2)0)=0

75 C1(=CC=C(C=C1)0)Cc(0CC= BzP (35)
— Q 2C=CC=CC=20)=0

76 C=1(C=CC(=C(C=1)0)0)C(0 | BzP (37)
- p CC2=CC=CC=C2)=0

H 0CC1=CC=C(C=C1)0 BzP (336)

77 é : 0=C(C1=CC=CC=C1)0 BzP (J21)
HO
o]

BzP (J56)

79 ; 0CC=1C=CC=CC=10
OH

4.3 NAPOVED ENDOKRINE TOKSICNOSTI

4.3.1 RELATIVE BINDING AFFINITY MODEL (VegaNIC)
S pomoc¢jo modela Relative Binding Affinity model programa VegaNIC smo napovedali

preko ER posredovano endokrino toksi¢nost. Program je za vsako spojino napovedal, ali je

spojina aktivna ali neaktivna in z zvezdicami od ena do tri podal zanesljivost napovedi.

Za izbrane parabene smo dobili naslednje rezultate, ki so predstavljeni v preglednici V:

e Program je za timol (- kontrola) napovedal, da na ER ni aktiven, kar potrjujejo tudi
eksperimentalni podatki v podatkovni bazi modela.

e Za BPA (+ kontrola) je napovedal, da je na ER aktiven, kar potrjujejo tudi
eksperimentalni podatki v podatkovni bazi modela.

e Za MP je napovedal, da na ER ni aktiven.

e ZaEP, PP, BP, iPP, iBP in BzP je napovedal, da so na ER aktivni, kar za PP, BP in

iPP potrjujejo tudi eksperimentalni podatki v podatkovni bazi modela.
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PentP in FP se nahajata izven obmoc¢ja uporabnosti modela, HP pa bi se lahko nahajal

izven obmo¢ja uporabnosti modela, zato njihovi rezultati niso zanesljivi.

Preglednica V: Rezultati s programom VegaNIC napovedane preko ER posredovane endokrine toksi¢nosti izbranih

parabenov.

SPOJINA | REZULTAT
timol (-) | - (E)
BPA (+) +++ (E)
MP =

EP +4++

PP +++ (E)
BP +++ (E)
iPP +++ (E)
iBP +++
PentP

HP ++

FP +

BzP +++ (E)

OPOMBA: Kot rezultat je zapisan + (aktivna spojina) ali — (neaktivna spojina), stevilo znakov pomeni zanesljivost napovedi
(en znak */***, dva znaka **/***, trije znaki ***/***); ¢e se v podatkovni bazi modela nahaja eksperimentalni podatek,
je poleg rezultata zapisan (E); zaradi vecje preglednosti je negativna napoved najvecje zanesljivosti osencena zeleno,
pozitivna napoved najvecje zanesljivosti pa rdece.

Za zbrane metabolite izbranih parabenov smo dobili naslednje rezultate, ki so predstavljeni

v preglednici VI:

Program je za hidroksilirane metabolite parabenov 13, 14, 33 in 75 ter Se dodatno
oksidirana metabolita, karboksilni Kislini 19 in 42, napovedal, da so na ER aktivni.

Za PHBA (1) in njena nadaljnja metabolita 2 in 4 je napovedal, da na ER niso aktivni.

in BzP 72, 77 in 79 je napovedal, da na ER niso aktivni.
Vec kot polovica metabolitov (43 od 79) bi se lahko nahajala ali se nahaja izven obmocja

uporabnosti modela, zato njihovi rezultati niso zanesljivi.

Preglednica VI: Rezultati s programom VegaNIC napovedane preko ER posredovane endokrine toksicnosti zbranih
metabolitov izbranih parabenov.

SPOJINA REZULTAT 18

timol (-) --- (E) 19 tHt
BPA (+) +++ (E) 20

1 =] 21 i
2 — (E) 22 +
3 - 23 ++
a —(® 2 "

5 - 25
6 26 ++
7 + 27

8 +i - (F) 28 s
9 - 29

10 —(E) 30

11 + 31 ++
12 32

13 + 33 +H
14 + 34 +
15 + 35 -
16 36 -
17 + 37 -
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38 ++ 59
39 + 60
40 + 61
41 62
42 +++ 63
= 64

65

66

67

43 ++
44
45

46 ++

47 - 68 -
48 ++ 69 ++
49 + 70 +
50 71

51 ++ 72 - (E)
52 73 -
53 - 74 +
54 - 75 +++
55 ++ 76 +
56 77

57 78

58 + 79

OPOMBA: Kot rezultat je zapisan + (aktivna spojina) ali — (neaktivna spojina), stevilo znakov pomeni zanesljivost napovedi
(en znak */***, dva znaka **/***, trije znaki ***/***); ¢e se v podatkovni bazi modela nahaja eksperientalni podatek, je
poleg rezultata zapisan (E); zaradi velje preglednosti je negativna napoved najvecje zanesljivosti osencena zeleno,
pozitivna napoved najvecje zanesljivosti pa rdece.

4.3.2 ENDOCRINE DISRUPTOME

S pomocjo programa Endocrine disruptome smo napovedali verjetnost vezave na dvanajst

razli¢nih receptorjev v Sestnajstih razli¢nih konformacijah. Program je kot rezultat podal
Steviléne vrednosti in jih obarval glede na verjetnost vezave: - — najvecja verjetnost
vezave, oranznd — velika verjetnost vezave, rumena — srednja verjetnost vezave, Zelend —
majhna verjetnost vezave (iz prakti¢nih razlogov je v nadaljnje nadomescena z belo barvo).
Opazili smo, da nekaterih vrednosti ni obarval skladno z razredom verjetnosti vezave, v
katerega sodijo, zato smo jih v teh primerih glede na verjetnostne razrede obarvali sami.
Za izbrane parabene smo dobili naslednje rezultate, ki so predstavljeni v preglednici VII:
e Program je za timol (- kontrola) napovedal srednjo verjetnost vezave na AR an in
majhno verjetnost vezave na ostale receptorje.

e Za BPA (+ kontrola) je napovedal [iNCCIONCHICINOSIVEZAE N2 AR in AR an, srednjo

verjetnost vezave na ERa, ERB, GR, TRa in TR ter majhno verjetnost vezave na ostale

receptorje.
e ZaMP, EP, PP, BP, iPP in PentP je napovedal srednjo verjetnost vezave na AR an ter
majhno verjetnost vezave na ostale receptorje.

e Za iBP in HP je napovedal srednjo verjetnost vezave na AR an in_TRa ter majhno

verjetnost vezave na ostale receptorje.

e Za FP je napovedal srednjo verjetnost vezave na AR, AR an, TRa in TRp ter majhno

verjetnost vezave na ostale receptorje.
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e ZaBzP je napovedal veliko verjetnost vezave na AR, srednjo verjetnost vezave na AR
an in_TRo ter majhno verjetnost vezave na ostale receptorje.

Preglednica VII: Rezultati s programom Endocrine disruptome napovedane endokrine toksicnosti izbranih parabenov.

SPOINA [ AR | AR [ERe | ERa | ERB | ERB | GR | GR | LXRa | LXRB | PPAR | PPAR | PPAR | RXRa | TRa | TRB
an an an an a B v
timol() | 61 | 68 | -61 | 59 | 60 | 60 | 63 |59 | 68 |68 | 58 |-62 |-63 |62 |69 | -67
| eea+) |G =3 | 86 | 85 | 82 | 78 | 75 | -85 | 81 | -78 | -80 | -72 | -79 | -85 | -86
MP -62 | 59 |57 |57 |58 |57 |59 |53 |57 |61 |55 |57 |54 |61 |59 |58
EP 63 | 60 | 60 | 60 | 61 | 61 | 60 | 56 | 59 | 63 | 58 | 60 | 58 | 65 | 64 | 61
PP 64 | 62 | 64 | 63 | 64 | 63 | 61 | 58 | 62 | 65 | 61 | 59 | 62 | 68 | 66 | 65
BP 68 | 63 | 67 | 63 | 65 | 65 | 64 | 59 | 64 | 69 | -65 | 60 | 67 | 70 | 68 | 68
iPP 67 | 64 | 65 | 64 | 65 | 65 | 63 | 59 | 65 | 68 | 62 | 62 | 62 | 69 | 70 | 66
iBP 68 | 66 | 66 | 65 | 65 | 67 | 64 | 61 | 66 | 69 | 65 | 64 | 66 | 70 | 74 | 7,2
PentP | -69 | 65 | 67 | 64 | -66 | 66 | 57 | 58 | 64 | 70 | -66 | 65 | 68 | 73 | 7,0 | 7,0
HP 70 | 65 | 69 | 69 | 70 |70 | 61 | 58 | -68 | 64 | -67 |71 |71 | 75 | 75 | 1,5
FP 80 | 79 |79 |78 |79 |80 |72 |71 |77 | 80 |76 |-75 | 76 | 86 | 80 | 80
BzP 82 | 80 |81 | 80 | 80 | 77 |17 | 69 | 78 |82 |77 | 80 | 80 | 87 | 83 | 81

OPOMBA: Rezultati so obarvani glede na verjetnost vezave od rdece (najvecja verjetnost vezave) preko oranzne in rumene
do bele (majhna verjetnost vezave).

Za zbrane metabolite izbranih parabenov smo dobili naslednje rezultate, ki so predstavljeni

v preglednici VIII:

e Program je za metabolite 6 (etanol), 9 (etanojska kislina) in 35 (aceton) napovedal
majhno verjetnost vezave na vse receptorje.
79 je napovedal srednjo verjetnost vezave na AR an ter majhno verjetnost vezave na
ostale receptorije.

oksidiran metabolit 68 je napovedal srednjo verjetnost vezave na AR an in TRa ter

majhno verjetnost vezave na ostale receptorje.
e Za hidroksilirane metabolite FP 69, 70 in 71 je napovedal veliko verjetnost vezave na
AR an, srednjo verjetnost vezave na AR, GR, TRa in TR ter majhno verjetnost vezave

na ostale receptorje.

e Za hidroksiliran metabolit BzP 74 je napovedal veliko verjetnost vezave na AR in AR

an, srednjo verjetnost vezave na ERa, TRa in TR ter majhno verjetnost vezave na
ostale receptorje.

e Za hidroksiliran metabolit BzP 75 je napovedal veliko verjetnost vezave na AR in AR
an, srednjo verjetnost vezave na GR, TRa in TR ter majhno verjetnost vezave na ostale
receptorje.

e Za hidroksiliran metabolit BzP 76 je napovedal veliko verjetnost vezave na AR an,

srednjo verjetnost vezave na AR, ERa, GR, TRa in TRf ter majhno verjetnost vezave

na ostale receptorje.
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Preglednica VIII: Rezultati s programom Endocrine disruptome napovedane endokrine toksi¢nosti zbranih metabolitov
izbranih parabenov.

SPOINA | AR | AR | ERa | ERe | ERB | ERB | GR | GR | LXRa | LXRB | PPAR | PPAR | PPAR | RXRa | TRa | TRB
an an an an a B 1%
timol(-) [ 61 [ 68 [ -61 |59 [-60|60]-63][-59]68 [-68 [58 [62 [63 |62 [-69]-67
[ eea) |EHIEEEN 3 | 86 | 85 | 82 | 78 | 75 | 85 | 81 | 78 | -80 | -7,2 | -79 | -85 | -86
1 60 | 59 | 56 | 56 | 57 | 56 | 57 | 52 | 55 | 60 | -55 | 58 | 53 | 63 | -59 | -57
2 51 | 53 |-48 |49 |48 |48 |51 |46 |50 |49 [-47 |-49 |51 |54 [-51]-50
3 61 |59 |58 |59 |57 |56 6458|6060 |57 |59 |54 |62 |-61]-s2
4 53 |55 |52 |52 |=52]50]s55]|51]52 |50 |47 |50 |55 |56 |-58]-52
5 62 | 61 |59 | 60 | 59 | 57 | 66 | 55 | 60 | 61 | -57 | 58 | 55 | 62 | -63 | 63
6 27 | -26 |25 [-26 |25 |25 |26 |26 |24 |24 |25 | -25 |26 |-26 |-27 | 29
7 63 | 62 |60 |57 |59 |57 ]60]|57]62 |64 |61 |61 |58 |63 |-62]+63
] 63 | 62 | 63|61 |61]|-60]|66|=58]|61|63 |59 |58 |61 |67 |-66]|-%65
9 32 | 29 | 27 |25 | 27 | 26 | 30 | 27 | 26 | 24 | -25 | -26 | 27 | 32 | -28 | -25
10 32 | 32 | 29 | 28 | 29 | 28 | 30 | 32 | 28 | 29 | -28 | -29 | 30 | 31 | -33 | 3.2
1 67 | 64 |62 |62 |64]-61]65]|=59]|63 |67 |63 |59 |61 |65 |-65]|-=64
12 33 |33 |31 323131313230 29 [31 [31 [32 [31 [33]-33
13 67 | 65 | 63 | 62 | 65|63 | 63|58 |64 | 68 |66 |64 |64 |67 | 68|67
14 65 | 64 | 60 | 59 | 65 |-60 | 60 |59 |64 |67 |62 |59 |61 |65 |-66|-64
15 67 | 63 | 66 | 63 | 64|63 |67 |61]|65 |66 |62 |61 |64 |69 |-70]|+69
16 37 |35 |32 |30 |33 ]-29 35|33 [33 |31 |32 |31 |34 |38 |35]-31
17 67 | 65 | 65|62 |65]|-63]|63|59]|64 |67 |64 |61 |64 |67 |68)]%67
18 36 | 35 | 35 | 33 |34 |33 |37 |34 [-33 |33 [34 [-35 [33 |37 [-39]-38
19 69 | 65 | 65 | 64 | 67 |65 ]|64|60]|64 |67 |65 |61 |63 |69 |-67]|=66
20 37 | 38 |35 |35 |36 |35 |35]|36|-35 |35 |-35 |34 |38 |37 |-38]-38
21 68 | 68 | 68 | 64 | 68 | 64 | 65 |57 | 64 | 67 | -68 | -64 | 66 | 68 | -66 | 65
22 70 | 68 |68 |65 |69 |65 |64 |60]|66 |69 |-70 |63 |67 |71 |-68 |68
23 67 | 68 | 65 | 66 | 65 |-64 |64 |60]|-66 |70 |67 |62 |-70 |-70 |-68 | 65
24 68 | 68 | 67 | 66 | 65|65 | 69|62 |66 |66 |66 |63 |67 |72 |-73|-71
25 41 | 39 |37 |33 |38 |35 39|37 |38 |35 |36 |-37 |38 |44 |37 ]|-36
26 70 | 64 | 66 | 65 | 69 | -67 | 64 |60 |66 |70 |66 |61 |66 |-71 |-69 | 68
27 42 | 40 |39 |41 |38 3939|3635 |36 |36 |37 |36 |40 |-41|-42
28 70 | 66 | 68 | 66 | 70 | 66 | 65 | 59 | 66 | 67 | -63 |61 | 64 |-74 |-70 | 69
29 40 | 38 |39 |38 |38 |37 37|38 |33 |34 [35 |37 |35 |40 |-42]-41
30 40 | 39 | -40 |37 |40 |37 |41 |38 |37 |37 |38 [-38 |39 |41 |43 |43
31 70 | 66 | 65 | 67 | 66 | -65 | 66 | 60 | 66 | 69 | -67 |62 | 68 |-71 |-69 | -7,0
32 34 |32 |30 [30 3130323130 31 31 [30 [32 |32 [34]-31
33 68 | 65 | 65 |61 | 63|62 ]|64|=57]|67 |70 |65 |64 |62 |67 | 68|67
34 69 | 68 | 67 | 66 | 66 | 66 | 69 | 60 | 67 | 68 | -62 | -61 | 62 | -7,0 | -7,0 | -71
35 33 | 31 | 28 | 27 | 29 | 27 | 29 | 28 | 29 | 27 | 28 | 29 | 30 | 32 | -30 | -27
36 70 | 69 |67 |66 | 68 |67 |68 |62 |67 |71 |66 |64 |65 |-70 |-71|-68
37 40 | 38 |36 |35 | 37 |36 |36 |37 |37 |35 |37 |35 |38 |38 |37 |37
38 69 | 68 | 69 | 63 | 68 | 64 | 62 | 58 | 65 | 69 | -66 | -63 | 68 | 67 |-7,3 | 69
39 71 | 69 | 66 | 66 | 68 |67 |67 |61|68 |74 |69 |65 |68 |71 |-72]-68
40 68 | 67 |68 |67 | 69|66 |-70]|62]-70 |69 |66 |64 |68 |71 |-74]-74
41 44 | 41 |37 |35 |39 |35 413739 |38 |38 |38 |39 |45 |-38]-37
42 73 | 69 |68 |68 | 71|67 696269 |71 |66 |66 |68 |73 |-71]-71
43 39 | 38 |36 |40 |38 |37 39|36 ]|-36 |36 |38 [-38 [39 [-41 [-43]-39
a4 39 | 38 | -40 | 37 | 40 | 37 | 42 | 38 | 38 | 38 | -37 | -39 | 38 | 41 | -37 | -40
a5 40 | 41 |39 [ 39 |40 |39 |-40]-40|-40 |40 |38 [-20 |41 |41 |-40]-42
46 72 | 68 |68 |69 |70 |65 | 646167 |69 |69 |63 |69 |73 |-70 |69
a7 66 | 66 | 71 | 65 | 65 | 64 | 59 | 57 | 67 | 69 | -65 | -61 | 70 | 67 | -68 | 6,6
a8 73 | 70 | 70 | 65 | 69 | 64 | 65 | 57 | 65 | 70 | 67 | 64 | 70 | -7,2 | -7,0 | 6,7
49 70 | 67 |69 |65 |67 |-65]|69|61]|69 |66 |66 |66 |68 |-75 |-75]|-75
50 43 |44 |38 |38 |42 |40 |43 |41 |-41 |40 |40 |-23 |43 |47 |-41]|-40
51 73 |71 | 69 | 68 | 70 | 68 | 60 | 60 | 69 | 69 | -65 | -66 | 66 | -72 | -7,0 | 6,9
52 43 | 42 |42 [43 |41 [ 42 |42 |41 [-41 |39 [-41 [-43 |40 |-44 |-43 | 47
53 41 | 38 | -41 [ 40 |40 |40 |42 |41 [ -41 |39 [ 39 [-43 |40 |-43 |-44 |47
54 71 | 69 |69 |-70 |72 |70 | 60 |61 |70 |70 |66 |65 | 67 |-75 |-70 | -70
55 72 | 65 | 68 | 66 | 69 | 68 | 66 | 59 | 67 | 71 | 68 | 67 | 69 | -73 | -7,0 | -7,0
56 45 | 42 |41 [ 45 |42 [ 42 |43 |40 [ -43 |41 [-41 [-40 [-40 |-43 |-44 | 46
57 48 | 48 | -45 [ 45 | 46 | -45 |47 | 44 | -47 |45 |43 |-45 |48 | -48 |-48 | -48
58 72 |69 |74 |70 |72 -70 63|58 |72 |72 |66 |66 |70 |76 |75 |71
59 64 | 68 | 71 | 67 | 69 | -70 | 66 | 57 | 68 | 69 | -65 | 68 | 68 | -7,4 | -66 | 6,9
60 74 |70 |73 [-73 |74 |70 | 65 | 59 |68 |73 |65 | -70 | 69 | -73 | -74 | -7,2
61 68 | 68 |71 |-71 |68 |69 |70 |65 |-71 |68 |61 |67 |71 |-76 |-78 | -78
62 53 | 51 |-44 |44 |47 |45 | 51|45 |-48 |49 [-46 |-47 |50 |55 |[-50]-48
63 48 | 46 | -a6 | 47 |47 |47 |49 |45 |49 |48 |-45 |-a8 |49 |48 |-49 | 50
64 72 |69 |71 |71 |75 |71 |62 |59 |71 |73 |68 |68 |69 |-75 | -68 | -75
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Preglednica VIl (nadaljevanje): Rezultati s programom Endocrine disruptome napovedane toksicnosti zbranih metabolitov
parabenov.

SPOJINA AR AR ERa ERa ERB ERB GR GR LXRa LXRB PPAR PPAR PPAR RXR TRa TRB
an an an an a B y ]
64 -7,2 -69 | -71 -7,1 | -7,5 -7,1 -6,2 -5,9 -7,1 -7,3 -6,8 -6,8 -6,9 -7,5 -6,8 -7,5
65 -7,1 -7,0 | -7,0 -70 | -7,4 -7,0 -7,1 -6,0 -7,0 -7,2 -6,0 -6,8 -6,9 -7,6 -7,0 -7,5
66 44 | -46 | -4,8 46 | -4,6 -4,5 -4,8 -4,2 -4,8 -4,5 -4,4 -4,7 -5,0 -4,6 -4,9 -4,8
67 -48 | -50 | 4,6 -4,6 | -4,7 -4,7 -4,8 -4,4 -4,9 -4,7 -4,4 -4,7 -5,0 -4,8 -4,8 -4,8
68 -74 | -70 | -7,0 -70 | -7,4 -7,0 -6,3 -6,1 -6,7 -7,3 -6,9 -7,1 -6,8 -7,8 -7,3 -7,3
69 -79 [ -80 | -8,1 -8,2 | -7,9 -8,1 -7,5 -7,0 -7,9 -7,8 -7,6 -7,5 -7,4 -8,7 -8,0 -8,2
70 -8,1 [ -81 | -8,1 -7,8 | -7,9 -8,0 -7,5 -7,1 -8,1 -8,1 -7,7 -7,7 -7,7 -8,6 -8,1 -8,2
71 -8,1 [ -80 | -8,0 -79 | -7,9 -7,9 -7,8 -7,7 -8,1 -7,9 -8,0 -7,3 -7,5 -8,5 -8,3 -8,5
72 -5,3 -5,0 | -5,0 -49 | -4,9 -4,9 -4,8 -4,7 -4,8 -5,0 -4,7 -4,9 -4,8 -5,8 -5,3 -4,8
3 -5,5 -5,5 -5,3 -5,1 | -5,3 -5,1 -5,1 -5,1 -5,3 -5,6 -5,0 -5,4 -5,1 -5,7 -5,3 -5,1
74 82 | 81 | -84 | -83 | -7,9 -7,5 -7,1 -6,7 -7,6 -8,1 -7,8 -7,7 -7,7 -8,4 -8,1 -8,2
75 -85 | -84 | -82 -7,9 | -8,0 -7,7 -7,7 -7,1 -8,4 -8,2 -7,9 -7,7 -8,4 -8,4 -8,4 -8,4
76 -8,1 | -80 | -83 -8,3 | -8,0 -7,8 -8,2 -7,7 -8,1 -8,3 -8,1 -7,4 -8,3 -8,8 -8,4 -8,7
77 -5,9 -5,2 -5,3 -5,1 | -5,3 -5,2 -5,5 -5,2 -5,5 -5,7 -5,3 -5,8 -5,6 -6,2 -5,7 -5,3
78 -5,6 | -5,5 -5,5 -5,2 | -5,3 -5,3 -5,3 -5,4 -5,4 -5,7 -5,4 -5,3 -5,1 -6,0 -5,4 -5,6
79 -54 | -5,7 | -5,6 -5,6 | -5,6 -5,3 -5,5 -5,3 -5,6 -5,6 -5,0 -5,3 -5,4 -6,1 -5,5 -5,6

OPOMBA: Rezultati so obarvani glede na verjetnost vezave od rdece (najvecja verjetnost vezave) preko oranzne in rumene
do bele (najmanjsa verjetnost vezave).

4.3.3 RAZPRAVA

Od vplivov parabenov na endokrini sistem je trenutno najbolj raziskana njihova estrogenska
aktivnost. Eksperimentalno jo preucujejo predvsem z razli¢nimi in vitro ter in vivo
metodami. In vitro estrogensko aktivnost dokazujejo v studijah s pomocjo rekombinantnih
gliv kvasovk, izoliranih estrogenskih receptorjev ter razli¢nih celi¢nih linij, kot so ¢loveske
celice hormonsko odvisnega raka dojke MCF-7 in ZR-75-1 ter ovarijske celice kitajskega
hr¢ka (CHO). Znano je, da so parabeni kompetitivni agonisti ER in tekmujejo z endogenim
ligandom 17p-estradiolom za vezavo na ER ter da lahko povecajo proliferacijo ¢loveskih
MCEF-7 celic in ekspresijo od estrogena odvisnih genov. Afiniteta parabenov do ER se veca
z daljSanjem in razvejanostjo stranske alkilne verige, vendar je Se vedno vsaj 1000-Kkrat pa
tudi do 1000000-krat manjsa od 17p-estradiola. Kratek povzetek do sedaj znanih raziskav o
vezavi parabenov na ER se nahaja v preglednicah I1-V1 v Prilogi 11 (128, 129, 130, 131, 132,
133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141). Parabeni se torej kljub drugacni napovedi
programa Endocrine disruptome vezejo na ER, program pa je pravilno napovedal
povecevanje vezavne afinitete z daljSanjem in razvejanostjo stranske alkilne verige parabena
0z. s prisotnostjo aromatskega obroca v stranski skupini. Neujemajoc¢e rezultate programa
pripisujemo temu, da je bil program validiran na podlagi mo¢nih ligandov, parabeni pa so v
primerjavi z 17B-estradiolom §ibki ligandi. Nasprotno je program VegaNIC za parabene, ki
se nahajajo znotraj obmocja uporabnosti modela, z izjemo MP, napovedal preko ER
posredovano endokrino toksi¢nost parabenov. K ustrezni napovedi programa je pripomoglo
tudi, da se ve¢ parabenov s pozitivnimi eksperimentalnimi vrednostmi nahaja v podatkovni

bazi modela ter so bili uporabljeni za izgradnjo modela. Negativna napoved za MP je
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posledica tega, da pri napovedi prevlada podobnost s spojinami z negativnimi
eksperimentalnimi vrednostmi (ortohidroksibenzojska kislina, PHBA) v setu za izgradnjo
modela.

Pri ugotavljanju estrogenske aktivnosti metabolitov je zelo pomembna aktivnost PHBA kot
klju¢nega metabolita parabenov. Rezultati in vitro raziskav njene estrogenske aktivnosti so
neenotni. V vecini raziskav estrogenske aktivnosti PHBA na hibridnih glivah kvasovkah
niso zaznali (133, 141), ugotovili so tudi, da ne povzroca proliferacije ¢loveskih MCF7 celic
(138) in ni aktivna na ER v rekombinantnih celicah CHO (135). Nasprotno pa so nekateri
porocali o vezavi PHBA na ER, povecCanju ekspresije od estrogena odvisnih genov in
povecanju proliferacije ¢loveskih MCF7 celic (140). Uporabljena programa nista
napovedala preko ER posredovane endokrine toksi¢nosti PHBA, niti njenih dveh
metabolitov. Prav tako glede na napoved estrogenske toksi¢nosti ne izkazujejo metabolni
ostanki razli¢nih stranskih skupin parabenov. Ceprav je program Endocrine disruptome
napovedal vecjo verjetnost vezave na ERa le za dva metabolita, je mogoce, da so tudi
nekateri drugi metaboliti Sibki ligandi na ERa in/ali ERB. Vsi metaboliti, za katere je
program VegaNIC napovedal endokrino toksi¢nost, so produkti hidroksilacije stranske
skupine parabena ter v nekaterih primerih $e nadaljnje oksidacije do ustreznih karboksilnih
skupin. Glavna tezava napovedi s tem programom je, da je ve¢ kot polovica metabolitov
izven obmodja uporabnosti modela, zato napovedi za njih niso zanesljive.

Poleg preko ER posredovane endokrine toksi¢nosti, ki smo jo napovedali s programoma,
obstaja tudi drugac¢en mehanizem, ki naj bi posredoval estrogensko delovanje parabenov. V
in vitro Studijah so dokazali, da parabeni inhibirajo delovanje ¢loveskih sulfotransferaz, Ki
sodelujejo v inaktivaciji 17p-estradiola, kar posledi¢no poveca koncentracijo aktivne oblike
estradiola v telesu (142, 143).

Tudi preko drugih jedrnih receptorjev povzroceno endokrino aktivnost parabenov in
njihovih metabolitov preucujejo na izoliranih receptorjih ter razliénih rekombinantnih
celi¢nih linijah. Raziskav je malo, njihovi rezultati pa se med seboj razlikujejo. Enoznacnih
rezultatov in vitro raziskav antiandrogenske aktivnosti ni, saj so v doloc¢enih $tudijah
porocali o Sibki antiandrogenski aktivnosti parabenov (144, 145, 146), druge pa SO
antiandrogenski ucinek parabenov ovrgle (135). Kratek povzetek raziskav se nahaja v
preglednici VII v Prilogi 1. PHBA kot glavni metabolit parabenov nima antiandrogenskega
ucinka (135, 144), le pri zelo visokih odmerkih je izkazala Sibko antiandrogensko aktivnost

(135). Pri napovedi s programom Endocrine disruptome je postavljeni interval za srednjo
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verjetnost vezave na AR an precej Sirok in se za¢ne pri nizki prosti energiji vezave, zato je
program vanj uvrstil vse izbrane parabene, vecino njihovih metabolitov ter celo timol (-
kontrola). Posledi¢no se pojavlja vprasanje ali je napoved vezave na AR an dovolj
specifi¢cna. Program je pricakovano napovedal, da je najbolj verjetna vezava na AR in AR
an za oba parabena z dvema aromatskima obroCema ter njune hidroksilirane metabolite.

V in vitro studijah glukokortikoidne aktivnosti so ugotovili, da parabeni izkazujejo
agonisti¢no aktivnost na glukokortikoidne receptorje, pri ¢emer aktivacija GR naraséa z
daljSanjem stranske verige parabenov. Preko aktivacije GR parabeni povzrocajo tudi
diferenciacijo adipocitov, kar vpliva na debelost (147, 148). PHBA nima nikakrSnega
glukokortikoidnega ucinka ter ne promovira in vitro adipogeneze (148). Program Endocrine
disruptome je za vse izbrane parabene z izjemo BzP ter za ve¢ino metabolitov napovedal
majhno verjetnost vezave na GR. Tudi v tem primeru je lahko vzrok, da so parabeni $ibki
ligandi, program pa je bil validiran na podlagi moc¢nih ligandov.

Ceprav je za BP dokazana aktivnost na PPAR vy ter minimalna aktivnost tudi na PPAR a,
je program za vse izbrane parabene in njihove metabolite na vseh treh razli¢nih tipih PPAR
napovedal majhno verjetnost vezave (148, 149).

Sibko in vitro tiroidno aktivnost parabenov so dokazali za BP, medtem ko za EP tak u¢inek
ni bil potrjen (150). Program Endocrine disruptome je napovedal srednjo verjetnost vezave
na TR za vse parabene z vec¢jimi stranskimi skupinami (iPP, iBP, PentP, HP, FP in BzP).
Metaboliti, za katere je bila napovedana srednja verjetnost vezave, so parabeni z dodatno
hidroksilno skupino na aromatskem obrocu ali stranski skupini. Napoved tiroidne aktivnost
za FP, BzP in njune metabolite, smo pri¢akovali, saj sta za tiroidne agoniste znacilna
planarna obroca povezana s kratkim mostom ter polarni substituenti na mestih 1 ter 4'.
Delovanje parabenov preko LXR ter RXR je Se slabo raziskano. Program Endocrine
disruptome je tako za parabene kot vse metabolite napovedal majhno verjetnost vezave na
LXR a, LXR B in RXR a.

Ce povzamemo, so parabeni in nekateri njihovi metaboliti $ibki ligandi dolo¢enih jedrnih
receptorjev (ER, AR, GR, TR), vendar je njihovo delovanje Se precej slabo raziskano. Ker
gre za Sibke ligande, in silico rezultati ne kazejo velike verjetnosti vezave na receptorje.
Kljub temu se tudi pri in silico analizi kaze trend vec¢anja endokrine toksi¢nosti parabenov
in pripadajo¢ih metabolitov z daljSanjem in razvejanostjo stranske alkilne skupine oz.

prisotnostjo aromatskega obroca v stranski skupini.
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Pomembno vprasanje je, ali vezava parabenov na jedrne receptorje, ki je nakazana v in silico
ter in vitro pogojih, dejansko poteka tudi in vivo, ko na uc¢inek vplivajo tudi njihove ADME
lastnosti, ter kako rezultate vseh teh raziskav prenesti na delovanje HM na ljudi. Le majhen
delez parabenov se V telesu nahaja v nespremenjeni obliki, medtem ko se jih ve¢ina hitro
hidrolizira, zato je za varnost parabena najbolj pomembno, da bistvenega endokrinega
uc¢inka ne izkazujeta PHBA in alkoholni ostanek stranske skupine. Za druge potencialno
endokrino toksi¢ne metabolite Se ni povsem znano ali v telesu sploh nastajajo in ali se
pojavljajo v zadostni koli¢ini ter za dovolj dolgo, da bi na organizem dejansko lahko vplivali.
Poleg preko jedrnih receptorjev posredovane endokrine toksi¢nosti parabenov in
metabolitov ne smemo zanemariti tudi moznosti njihovega delovanja preko drugih
mehanizmov endokrine toksi¢nosti.

In vivo $tudij o vplivu parabenov na endokrini sistem je malo, Se te pa so osredotocene
predvsem na estrogensko aktivnost parabenov. Le-to obicajno ugotavljajo s spremljanjem
kvalitativnih in kvantitativnih sprememb na Zenskih spolnih organih CD1 misi, Wistar
podgan in drugih sesalcev. Spolno Se ne popolnoma razvitim sesalcem ali pa sesalcem z
odstranjenimi jajéniki dolo¢en Cas, obiCajno nekaj dni, aplicirajo parabene. Uporablja se
predvsem uterotrofi¢ni test, pri katerem ugotavljajo spremembe v tezi maternice. Tudi
rezultati in vivo $tudij niso enoznacni in so odvisni od vrste Zivali ter naina aplikacije.
Estrogenski ucinek se, podobno kot pri in vitro Studijah, veca z daljSanjem in razvejanostjo
stranske verige parabenov, zanj pa so obic¢ajno potrebne koli¢ine parabenov med 10 pa do
nekaj 100 mg/kg telesne teze dnevno, kar je precej ve¢ od ocenjene dnevne povprecne
celokupne izpostavljenosti parabenom pri ljudeh, ki znasa 76 mg (77, 133, 151).
Estrogenskega u¢inka PHBA in vivo na podganah, misih in ribah niso zaznali oz. so zaznali
Sibek estrogenski u¢inek pri dnevno zelo velikih koli¢inah PHBA (151, 152, 153).

Glede na znane podatke endokrine toksi¢nosti parabenov pri ljudeh ne moremo izkljuciti.
Na tem podrocju so potrebne $e Stevilne raziskave, ne le o njihovem vplivu na estrogenski
in androgenski sistem, temve¢ tudi na vse ostale hormonske sisteme. Pomembno je, da
njihovo potencialno endokrino toksi¢nost obravnavamo celostno. Pri tem je treba upostevati,
da je hormonski sistem precej kompleksen, da se HM obnasajo bolj kot hormoni in ne kot
splosni toksikanti ter da tudi zelo majhne koli¢cine HM povzrocajo ucinke, ki se lahko
razlikujejo od tistih, ki jih povzrocajo velike koli¢ine HM. Prav tako je pomembno, da
podobno delujo¢i HM v kombinaciji pripomorejo k skupni mesanici ucinkov. Ucinki so

odvisni od moc¢i, koli¢ine in Stevila HM, ki jim je organizem hkrati izpostavljen, kar pomeni
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tudi, da ucinki parabenov ne morejo biti zanemarjeni zato, ker je njihova moc¢ v primerjavi
z endogenimi hormoni nizka. Za ucinek parabenov je odlo¢ilno tudi, v katerem obdobju v

zivljenju jim je ¢lovek izpostavljen, saj je ranljivost v dolo¢enih obdobjih vecja.

4.4 NAPOVED RAZLICNIH VIDIKOV REPRODUKTIVNE TOKSICNOSTI

Razli¢ne vidike reproduktivne toksi¢nosti Smo napovedali z ekspertnim sistemom in tremi

razlicnimi QSAR modeli. Vsak od njih je podal rezultat na drugacen nacin.

4.4.1 DEREK NEXUS

Derek Nexus je kot rezultat podal opozorilo v primeru, da obstaja verjetnost za testikularno

toksicnost, teratogenost ali razvojno toksi¢nost. Verjetnost je opredelil kot dvomljivo

(equivocal), mozno (plausible) ali verjetno (probable).

Za izbrane parabene smo dobili naslednje rezultate, ki so prikazani v preglednici IX:

e Program ni podal opozorila za timol (- kontrola).

e Za BPA (+ kontrola) je podal opozorilo, da obstaja dvomljiva verjetnost za testikularno
toksi¢nost.

e Program ni podal opozorila za nobenega od parabenov.

Za zbrane metabolite izbranih parabenov smo dobili naslednje rezultate, ki so prikazani v

preglednici X:

e Program je podal opozorilo, da je za metabolita PHBA 2 (fenol) in 4 (katehol) ter
kratkoverizna alkohola 6 (etanol) in 32 (izopropanol) verjetna teratogenost.

e Program je podal opozorilo, da je za kratkoverizne alkohole 12 (propanol), 20
(butanol), 45 (pentanol) in 57 (heptanol) ter produkt hidrolize FP 72 (hidrokinon)
mozna teratogenost.

e Za ostale metabolite program ni podal opozoril.

4.4.2 VEGANIC (Developmental Toxicity (CAESAR) 2.1.7)
Model Developmental Toxicity (CAESAR) 2.1.7 programa VegaNIC je za vsako spojino

napovedal, ali je le-ta razvojni toksikant in ob tem z zvezdicami ocenil zanesljivost napovedi.

Za izbrane parabene smo dobili naslednje rezultate, ki so prikazani v preglednici IX:

e Program je za timol (- kontrola) z visoko zanesljivostjo (***/***) napovedal razvojno
toksicnost.

e Za BPA (+ kontrola) je z visoko zanesljivostjo (***/***) napovedal razvojno

toksicnost.
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e ZaiPP in FP je napovedal razvojno toksi¢nost.

e Vsi ostali parabeni bi se lahko nahajali ali se nahajajo izven obmoc¢ja uporabnosti
modela, zato njihovi rezultati niso zanesljivi.

Za zbrane metabolite izbranih parabenov smo dobili naslednje rezultate, ki so prikazani v

preglednici X:

e Program je za metabolne ostanke alkilnih stranskih skupin parabenov 6 (etanol), 10
(etilenglikol), 18 (propilenglikol), 20 (butanol), 25 (butanojska kislina), 29 (1,4-
butandiol), 30 (1,2-butandiol), 50 (pentanojska kislina) in 52 (1,4-pentandiol) ter za
toksi¢nost. Za metabolit 6 razvojno toksi¢nost potrjujejo tudi eksperimentalni podatki v
podatkovni bazi modela.

e Zakatehol (4), hidrokinon (72) ter produkta hidroksilacije HP 58 in 60 je napovedal,
da niso razvojno toksicni.

e Vec kot polovica metabolitov (60 od 79) bi se lahko nahajala ali se nahaja izven obmocja

uporabnosti modela, zato njihovi rezultati niso zanesljivi.

4.4.3 VEGANIC (Developmental/Reproductive Toxicity library (PG) 1.0.0)
Model Developmental/Reproductive Toxicity library (PG) 1.0.0 programa VegaNIC je

za vsako spojino napovedal, ali je le-ta razvojni/reproduktivni toksikant in ob tem z

zvezdicami ocenil zanesljivost napovedi. Za izbrane parabene smo dobili naslednje rezultate,

Ki so prikazani v preglednici 1X:

e Timol (- kontrola) se nahaja izven obmoc¢ja uporabnosti modela, zato njegov rezultat
(spojina ni razvojni/reproduktivni toksikant) ni zanesljiv.

e Program je za BPA (+ kontrola) z visoko zanesljivostjo (***/***) napovedal
razvojno/reproduktivno toksi¢nost.

e Za HP je napovedal razvojno/reproduktivno toksiénost.

e Vsi ostali parabeni bi se lahko nahajali ali se nahajajo izven obmod¢ja uporabnosti
modela, zato njihovi rezultati niso zanesljivi.

Za zbrane metabolite izbranih parabenov smo dobili naslednje rezultate, ki so prikazani v

preglednici X:

e Program je za metabolne ostanke alkilnih stranskih skupin parabenov 6 (etanol), 12
(propanol), 18 (propilenglikol), 20 (butanol), 29 (1,4-butandiol), 32 (izopropanol),

35 (aceton), 37 (izobutanol) in 53 (1,5-pentandiol) napovedal razvojno/reproduktivno
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toksi¢nost. Za metabolite 6, 12, 20 in 29 razvojno toksi¢nost potrjujejo tudi
eksperimentalni podatki v podatkovni bazi modela.
Velika ve¢ina metabolitov (70 od 79) bi se lahko nahajala ali se nahaja izven obmoc¢ja

uporabnosti modela, zato njihovi rezultati niso zanesljivi.

444 TEST

Program TEST je podal Steviléno vrednost napovedi, pri kateri gre za verjetnost, da je

spojina razvojni toksikant. Stevilo 0 pomeni najniZjo verjetnost, §tevilo 1 pa najvisjo. Na

podlagi verjetnosti je program napovedal, ali spojina je razvojni toksikant (0,50-1,00) ali ni

razvojni toksikant (0-0,49). Za izbrane parabene smo dobili naslednje rezultate, ki so

prikazani v preglednici IX:

Za timol (- kontrola) je program napovedal, da je verjetnost razvojne toksi¢nosti 0,99.
Za BPA (+ kontrola) je napovedal, da je verjetnost razvojne toksi¢nosti 0,68.

Za MP in HP je napovedal, da je verjetnost razvojne toksic¢nosti nizja od 0,50.

Za ostale parabene je napovedal, da je verjetnost razvojne toksi¢nosti vecja od 0,50, za
iPP ter PP pa kar vecja od 0,80.

Za zbrane metabolite izbranih parabenov smo dobili naslednje rezultate, ki so prikazani v

preglednici X:

Program je za metabolit 1 (PHBA) napovedal, da je verjetnost razvojne toksic¢nosti 0,31.
Za metabolne ostanke alkilne stranske skupine parabenov 6 (etanol), 10 (etilenglikol),
27 (1,3-butandiol), 50 (pentanojska kislina), 56 (1,3-pentandiol), metabolne ostanke
stranske skupine BzP 73 (benzil alkohol), 77 (benzojska Kkislina), 78 (4-
hidroksibenzil alkohol) in 79 (2-hidroksibenzil alkohol) ter produkte hidroksilacije
verjetnost razvojne toksi¢nosti 0,50 ali manj. Za metabolit 6 program ni napovedal
razvojne toksic¢nosti, eprav je spojina glede na eksperimentalne podatke v podatkovni
bazi modela razvojni toksikant.

Za vse ostale metabolite je program napovedal, da je verjetnost razvojne toksi¢nosti
vecéja od 0,50, najvecjo verjetnost pa je napovedal za nekatere metabolne ostanke alkilne
stranske skupine parabenov 25 (butanojska kislina), 41 (2-metilpropanojsk kislina),
57 (heptanol) in 63 (1,6-heptandiol) ter produkte hidroksilacije parabenov 13, 34, 71
in 76.
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Preglednica IX: Rezultati napovedi razlicnih vidikov reproduktivne toksicnosti izbranih parabenov s pomocjo programov
Derek Nexus, VegaNIC (Developmental Toxicity model (CAESAR) 2.1.7, Developmental/Reproductive Toxicity library (PG)
1.0.0) in TEST.

SPOJINA Derek Nexus? Developmental Toxicity model Developmental/Reproductive TEST ©
(CAESAR) 2.1.7 b Toxicity library (PG) 1.0.0°
timol (-) - +++ - 0,99
BPA (+) Dvomljiva testikularna +++ +++ 0,68
toksi¢nost
MP - - + 0,48
EP - - + 0,75
PP - - + 0,87
BP - - + 0,62
iPP - +++ + 0,88
iBP - - + 0,59
PentP - - ++ 0,70
HP - - +++ 0,46
FP - +++ - 0,69
BzP - ++ - 0,73

OPOMBA: a - kot rezultat je zapisano opozorilo, Ce ga je program podal oz. -, e opozorila ni bilo; b - kot rezultat je zapisan
+ (napovedana je bila reproduktivna/razvojna toksi¢nost) ali — (reproduktivna/razvojna toksi¢nost ni bila napovedana),
Stevilo znakov pomeni zanesljivost napovedi (en znak-*/***, dva znaka-**/***, trije znaki ***/***); ¢ - kot rezultat je
zapisana stevilcna vrednost napovedi; zaradi vecje preglednosti je negativna napoved osencena zeleno, pozitivna napoved
pa rdece.

Preglednica X: Rezultati napovedi razlicnih vidikov reproduktivne toksicnosti zbranih metabolitov izbranih parabenov s
pomocjo programov Derek Nexus, VegaNIC (Developmental Toxicity model (CAESAR) 2.1.7, Developmental/Reproductive
Toxicity library (PG) 1.0.0) in TEST.

SPOJINA Derek Nexus® Developmental Toxicity | Developmental/Reproductive TEST ©
model (CAESAR) 2.1.7 © Toxicity library (PG) 1.0.0
timol (-) - +++ - 0,99
BPA (+) Dvoumna testikularna +++ +++ 0,68
toksi¢nost

1 - + - 0,31
2 Verjetna teratogenost + - 0,67
3 - + - 0,59
4 Verjetna teratogenost - - 0,66
5 - + - 0,67
6 Verjetna teratogenost +++ (E) +++ (E) 0,45 (+E)
7 - -- - 0,67
8 - +++ - 0,75
9 - + - 0,60
10 - 4+ - 0,27
11 - -- - 0,80
12 MozZna teratogenost - +++ (E) 0,66
13 - - - 0,85
14 - - - 0,75
15 - - - 0,75
16 - + - 0,70
17 - ++ - 0,73
18 - 4+ 4+ 0,52
19 - - - 0,28
20 MozZna teratogenost +++ +++ (E) 0,67
21 - -- - 0,47
22 - - - 0,77
23 - - - 0,47
24 - +++ - 0,68
25 - +++ - 0,91
26 - -- - 0,72
27 - - - 0,37
28 - - - 0,73
29 - +++ +++ (E) 0,66
30 - +++ - 0,65
31 - - - 0,78
32 Verjetna teratogenost - +++ 0,55
33 - - - 0,73
34 - 4+ - 0,90
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35 - -- +++ 0,52
36 - - - 0,55
37 - + +++ 0,84
38 - -- - 0,71
39 - -- - 0,58
40 - - - 0,56
41 - + - 0,82
42 - ++ - 0,51
43 - + - 0,79
44 - - - 0,67
45 MozZna teratogenost - - 0,52
46 - - - 0,50
47 - - - 0,52
48 - - - 0,65
49 - - - 0,61
50 - +++ - 0,47
51 - - - 0,51
52 - +++ - 0,62
53 - - +++ 0,51
54 - - - 0,47
55 - -- - 0,48
56 - - - 0,33
57 MozZna teratogenost - - 0,86
58 - --- - 0,54
59 - - - 0,50
60 - --- - 0,65
61 - - - 0,51
62 - - - 1,00
63 - - - 0,60
64 - - - 0,53
65 - -- - 0,46
66 - - - 0,66
67 - - - 0,65
68 - - - 0,61
69 - +++ - 0,66
70 - +++ - 0,71
71 - +4++ - 0,80
72 MozZna teratogenost - - 0,63
73 - + - 0,21
74 - ++ - 0,48
75 - ++ - 0,73
76 - ++ - 0,82
77 - + - 0,36
78 - + - 0,16
79 - + - 0,26

OPOMBA: a— kot rezultat je zapisano opozorilo, ¢e ga je program podal oz. -, e opozorila ni bilo; b - kot rezultat je zapisan
+ (napovedana je bila reproduktivna/razvojna toksi¢nost) ali — (reproduktivna/razvojna toksi¢nost ni bila napovedana),
Stevilo znakov pomeni zanesljivost napovedi (en znak-*/***, dva znaka-**/***, trije znaki ***/***); ¢ - kot rezultat je
zapisanai Stevilcna vrednost napovedi; zaradi vecje preglednosti je negativha napoved osencena zeleno, pozitivna
napoved pa rdece.

4.4.5 RAZPRAVA

Reproduktivna toksi¢nost je Sirok pojem, ki zajema tako vpliv na sposobnost razmnoZevanja,
kot tudi vpliv na razvoj zarodka v maternici in na spremembe Vv telesu, ki so izzvane pred
rojstvom ter se izrazijo po rojstvu. Vprasanje ali estrogenski ter antiandrogenski potencial
parabenov vplivata tudi na razmnozevanje in razvoj zivali in ljudi, ostaja odprto. Do sedaj
izvedene raziskave so precej raznolike in preucujejo razlicne vidike reproduktivne
toksi¢nosti, njihovi rezultati pa niso vedno povsem enotni. Vec¢ina do sedaj izvedenih in vivo

raziskav reproduktivne toksi¢nosti parabenov (preglednica VIII v Prilogi 1) je proucevalo
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vpliv §tirih najpogosteje uporabljenih parabenov (MP, EP, PP in BP), medtem ko za druge
parabene Se ni podatkov. Nekatere predvsem starejSe raziskave, v katerih so proucevali
razvojno toksi¢nost parabenov (MP, EP), niso odkrile nikakrSnega vpliva le-teh na
reprodukcijo podgan, misi, zajcev in hré¢kov. (154, 155) Tudi nekatere novejse raziskave
pritrjujejo, da parabeni (MP, EP, BP) na razli¢ne vidike reproduktivne toksi¢nosti nimajo
vpliva (150, 156, 157, 158, 159, 160). Kljub temu ne moremo zanemariti raziskav, ki
dokazujejo nasprotno, torej da izpostavljenost predvsem PP in BP zmanj$a odstotek
zivorojenih potomcev, vpliva na koli¢ino spermijev, tezo testisov, semenskih mesi¢kov in
prostate pri moskih potomcih ter na ¢as do vaginalnega odprtja pri Zenskih potomcih (161,
162, 163) ter da upad koli¢ine testosterona pri podganah moskega spola, povzrocen s PP in
BP, vpliva na njihovo reproduktivno funkcijo (161, 162). Reproduktivna toksi¢nost naj bi se
vecala z daljSanjem stranske alkilne verige parabena. Obstaja celo verjetnost, da prenatalna
izpostavljenost parabenom povzro¢a razvoj avtizma pri potomcih, saj so podgane in misi, ki
so bile prenatalno izpostavljene BP kazale spremembe v socialnem vedenju in imele motnje
v razvoju zivéevja (164). Na podrocju reproduktivne toksi¢nosti parabenov so torej potrebne
Se obsirne raziskave. Zaenkrat na listo snovi strupenih za razmnozevanje v skladu z
Direktivo Komisije 2001/59/ES parabeni niso uvrséeni. PHBA kot glavni metabolit
parabenov dokazano ni reproduktivno toksi¢na v odmerkih do 1000 mg/kg telesne teze (165,
166, 167).

Pri¢akovanja, da bodo rezultati vseh in silico analiz podali podobne rezultate ter pomagali
postaviti vsaj priblizen okvir reproduktivne toksi¢nosti parabenov in njihovih metabolitov,
se niso izpolnila. Rezultati programov za napoved reproduktivne/razvojne toksi¢nosti so
precej neenotni, vprasljiva pa je tudi njihova zanesljivost, saj sta kar dva programa za
negativno kontrolo timol z veliko zanesljivostjo oz. verjetnostjo podala pozitiven rezultat.
V/zrok za to je najverjetneje prisotnost aromatskega obroca ter fenolne hidroksilne skupine
v spojini, ki sta pogosto prisotna tudi v reproduktivno/razvojno toksi¢nih spojinah v
podatkovnih bazah modelov. Pricakovanega odnosa vecanja razvojne/reproduktivne
toksicnosti z daljSanjem stranske verige parabenov nismo zaznali. Glede na dobljene
rezultate lahko sklenemo le, da reproduktivne/razvojne toksi¢nosti parabenov ne moremo
niti povsem potrditi niti ovre¢i. Zaradi nasprotujocih si rezultatov razli¢nih programov pri
napovedi reproduktivne/razvojne toksi¢nosti metabolitov, tudi tukaj ne moremo postaviti
gotovih zakljuckov. Za PHBA ni reproduktivne/razvojne toksi¢nosti napovedal noben od

programov, kar se ujema tudi z rezultati in vivo raziskav. Pri nekateri drugih metabolitih
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(katehol, etanol, etilenglikol) je pri napovedi reproduktivne/razvojne toksic¢nosti prislo do
nasprotujo¢ih si rezultatov, ¢eprav so spojine reproduktivno toksi¢ne. Ce spregledamo
nekatera odstopanja, lahko s pomocjo programov ocenimo, da so razvojno/reproduktivno
toksi¢ni alfatski alkoholi in njihovi nadaljnji metaboliti, kar potrjujejo tudi in vivo raziskave.
Glede na napovedi programov bi bila mozna tudi reproduktivna/razvojna toksi¢nost
produktov hidroksilacije parabenov, kar pa do sedaj Se ni raziskano.

Pri napovedi reproduktivne toksi¢nosti se na in silico metode zaenkrat $e ne moremo
zanas$ati, lahko pa jih uporabimo kot pomoc¢ pri postavljanju smernic ter prioritet za nadaljnje
raziskave. Potreben bo Se precejsnji napredek tako v razvoju podatkovnih baz kot in silico
metod, da bomo z njimi lahko vsaj deloma nadomestili druge na¢ine dolo¢anja reprodukivne
toksi¢nosti. V prihodnosti bi bilo dobro z raziskavami odpraviti dvome o reproduktivni
toksi¢nosti domnevno varnih parabenov (MP, EP, PP), dolo¢iti NOAEL vrednosti tudi za

ostale parabene ter raziskati reproduktivno toksi¢nost produktov hidroksilacije parabenov.
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5. SKLEP

e In silico napoved metabolizma parabenov kaze v 1. stopnji v smer hidrolize na PHBA
ter pripadajoc¢i alkohol, manj verjetni pa so produkti hidroksilacije na aromatskem
obrocu ali stranski skupini parabena ter produkti konjugacij. V 2. stopnji metabolizma
parabenov je najbolj verjeten nastanek razlicnih konjugatov, manj verjeten pa je
nastanek nekaterih drugih metabolitov, kot so fenol, katehol idr. Izsledki so primerljivi
z in vitro ter in vivo raziskavami, nekaterih in silico napovedanih manj verjetnih
metabolitov pa do sedaj Se niso dokazali, zato bi bilo smiselno raziskati, ¢e oz. v kaks$nih
koli¢inah v telesu dejansko nastanejo.

e Glede na in silico napovedi endokrine toksi¢nosti parabenov in nekaterih njihovih
metabolitov lahko zaklju¢imo, da obstaja potencial za endokrino toksi¢nost parabenov,
povzroceno predvsem preko ER, AR, GR ter TR, ki se povecuje z daljSanjem alkilne
stranske verige parabena oz. s prisotnostjo aromatskega obroca v stranski skupini.
Aktivnost parabenov preko nastetih receptorjev je potrjena tudi z in vivo ter in vitro
raziskavami, vendar rezultati niso povsem enotni, zato so potrebne Se nadaljnje
raziskave.

e Pri ugotavljanju reproduktivne toksi¢nosti parabenov in njihovih metabolitov nam
rezultati in silico raziskave ne pomagajo veliko. Reproduktivne toksi¢nosti na podlagi
dobljenih rezultatov ne moremo povsem potrditi niti zavreci. Tudi in vitro ter in vivo
raziskave ne dajejo enoznaCnega odgovora, obstaja pa verjetnost, da so parabeni
predvsem v vecjih koncentracijah reproduktivno toksicni.

e Na podlagi vseh do sedaj znanih podatkov ugotavljamo, da je pri uporabi izdelkov, ki
vsebujejo parabene, Se posebej pri otrocih in nose¢nicah potrebna previdnost dokler ne
pride do jasnih zaklju¢kov o njihovem celostnem vplivu na organizem. Prav je tudi, da
parabeni z ve¢jimi stranskimi skupinami v kozmetiki, hrani in farmacevtskih proizvodih
niso dovoljeni, saj je njihova varnost Se posebej vprasljiva.

e In silico metode napovedovanja metabolizma, endokrine in reproduktivne toksi¢nosti
trenutno $e upravi¢eno niso namenjene samostojnemu testiranju spojin, ampak le kot
usmeritev za nadaljnje raziskave. Zaenkrat se zdi nemogoce, da bi lahko pri dolocanju
toksikoloskih lastnosti kemikalij povsem nadomestile in vivo testiranja na zivalih,
vsekakor pa je na tem podro¢ju potreben nadaljnji razvoj, predvsem v smeri izgradnje

obsirnih ter zanesljivih podatkovnih baz ter izboljSanju algoritmov.
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7. PRILOGA |

Preglednica I: Jedrni receptorji, njihovi ligandi in funkcija.

DRUZINA IME RECEPTORIJA LIGAND FUNKCUA
1A tiroidni receptor trijodotironin delovanje 8¢€itni¢nih
hormonov
1B receptor retinojske vse-trans retinojska kislina retinoidna aktivnost
kisline
1C s peroksisomskim polinenasicene masc¢obne metabolizem mascobnih
proliferatorjem aktiviran | kisline, eikozanoidi, kislin, negativna povratna
receptor a levkotrien B4, zanka izlo¢anja LTB4in
oleiletanolamid inhibicija vnetja
s peroksisomskim neznan implementacija placente,
proliferatorjem aktiviran decidualizacija
receptor B
s peroksisomskim prostaglandin J2, PUFA, adipogeneza
proliferatorjem aktiviran | lizofosfatidna kislina
receptor y
s peroksisomskim prostaciklin implantacija blastocist,
proliferatorjem aktiviran inhibicija PPAR o in PPAR
receptor 6 Y
1F z RAR povezan receptor | holesterol homeostaza holesterola
sirota
1H jetrni X receptor oksisteroli metabolizem holesterola
farnezoidni X receptor Zolc¢ne kisline, lanosterol metabolizem Zol¢nih
kislin in holesterola
1l receptor vitamina D 1,25-dihidroksiholekalciferol | absorpcija intestinalnega
kalcija
pregnanski X receptor pregnani, litoholna kislina metabolizem steroidov in
ksenobiotikov
steroidni X receptor kortikosteron metabolizem steroidov in
ksenobiotikov
benzoatni X receptor alkilni estri benzojske kisline | metabolizem steroidov in
ksenobiotikov
konstitutivni androstenol, androstenal metabolizem steroidov in
androstanski receptor ksenobiotikov
2A hepatocitni jedrni faktor | mascobne kisline metabolizem lipidov in
4a ogljikovih hiratov
2B retinoidni X receptor 9-cis retinojska kislina, pogost partner pri
dokozaheksaneojska kislina dimerizaciji receptorjev,
embriogeneza
3A estrogenski receptor a estradiol estrogenska aktivnost
estrogenski receptor B estradiol, fitoestrogeni, 5a- estrogenska aktivnost
androstan-3f3,17Bdiol
3C androgenski receptor dihidrotestosteron, androgenski ucinki
testosteron
glukokortikoidni kortizol glukokortikoidna
receptor aktivnost
mineralokortikoidni aldosteron, kortizol resorpcija renalnega
receptor natrija, glukokortikoidna
aktivnost
progesteronski receptor | progesteron progesteronska
aktovnost
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8. PRILOGA II

8.1 METABOLIZEM PARABENOV

Preglednica I: In vivo raziskave metabolizma parabenov.

AVTOR, LETO, NASLOV PROUCEVANI TESTNI NAJDENI METABOLITI
PARABENI MATERIAL
Derache et al.,1963, MP, EP, PP | kri,urin podgan | PHBA, konjugat PHBA 2z glicinom, konjugat PHBA z
Metabolism of a food (peroralna glukuronsko kislino na aromatski hidroksilni skupini,
preservative: aplikacija) konjugat PHBA z glukuronsko kislino na karboksilni skupini,
phydroxybenzoic konjugat PHBA s sulfatom
acid and its esters
Jones et al., 1956, p- MP, EP, PP, BP | kri, urin psa PHBA, konjugat PHBA z glukuronsko kislino
Hydroxybenzoic acid esters (intravenska ali
as preservatives. lll. The peroralna
physiological aplikacija)
disposition of p-
hydroxybenzoic acid and its
esters
Phillips et al., 1978, The EP,PP (peroralna | urin mack PHBA, konjugat PHBA z glicinom
metabolism of aplikacija)
ethyl and n-propyl-p-
hydroxybenzoate
(“parabens”) in male cats
Sabalitscka et al., 1954, PP (peroralna | urin ¢loveka PHBA, konjugat PHBA z glicinom, konjugat PHBA s sulfatom
Behavior of p- aplikacija)
hydroxybenzoic
acid in human body
Tsukamoto et al., 1960, MP  (peroralna | urin zajca konjugat PHBA z glukuronsko kislino na aromatski hidroksilni
Metabolism of drugs. XXIII. aplikacija) skupini, konjugat PHBA z glukuronsko kislino na karboksilni
Metabolic fate of p- skupini
hydroxybenzoic acid and its
derivatives in
rabbits
Tsukamoto et al., 1962, MP  (peroralna | urin zajca PHBA, konjugat PHBA z glicinom, konjugat PHBA z
Metabolism of drugs. XXVI. aplikacija) glukuronsko kislino na aromatski hidroksilni skupini,
Metabolic fate of konjugat PHBA z glukuronsko kislino na karboksilni skupini,
hydroxybenzoic acid and its konjugat PHBA s sulfatom
derivatives in
rabbits
Tsukamoto et al., 1962, MP, EP, PP, BP, | urin zajca PHBA, konjugat PHBA z glicinom, konjugat PHBA z
Metabolism of drugs. XLVII iPP, iBP glukuronsko kislino na aromatski hidroksilni skupini,
Metabolic fate of p- (peroralna konjugat PHBA z glukuronsko kislino na karboksilni skupini,
hydroxybenzoic acid and its aplikacija) konjugat PHBA s sulfatom
derivatives in
rabbits
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8.2 ESTROGENSKA AKTIVNOST PARABENOV

Preglednica Il: Raziskave vezave parabenov na ER.

17B-estradiol

2,75*10° (ER)
2,99*10° (ERa)
3,03*10° (ERP)

AVTOR, LETO, NASLOV VIR ER PARABEN, POVPRECNA ICso? POVPRECNA MOLARNI PRESEZEK
KONTROLA (M) RECz0® (M) PARABENA GLEDE NA 178-
ESTRADIOL (ODSTOTEK
INHIBICIJE VEZAVE
ESTRADIOLA(%))
Blair et al., 1999, The maternica | MP 2.45* 104 / /
Estrogen Receptor Relative podgan EP 1,50 * 10
Binding Affinities of 188 PP 1,50 * 104
Natural and BP 1.05 * 10
Xenochemicals: Structural HP 1,10 * 10
Diversity of Ligands BzP 3,15 * 10°
17B-estradiol 8,99 * 10°%°
Byford et al., 2002, MCF-7 MP / / 1000000 x (21)
Oestrogenic activity of EP 1000000 x (54)
parabens in MCF-7 human PP 100000 x (26)
breast cancer cells 1000000 x (77)
BP 100000 x (49)
1000000 x (86)
Darbre et al., 2003, MCF-7 BzP / / 1000 x (22)
Oestrogenic Activity of 10000 x (40)
Benzylparaben 100000 x (57)
1000000 x (100)
Darbre et al., 2002, MCF-7 iBP / / 100000x(81)
Oestrogenic Activity of 500000x(86)
Isobutylparaben In 1000000x(87)
vitro and In vivo
Okubo, 2001, ER-dependent | MCF-7 EP 2,7*10* (ERa) / /
estrogenic activity of 2,4*10* (ERB)
parabens assessed by PP 9,0*10% (ERa)
proliferation of human 6,0%107 (ERB)
breast cancer MCF-7 cells BP 5,6%¥10° (ERa)
and expression of ERa and 2,1*107 (ERB)
PR iPp 7,5%10° (ERa)
4,9%10° (ERB)
iBP 2,7*10° (ERa)
2,8*10° (ERB)
dietilstilbestrol 3,0%108 (ERa)
2,6*10 (ERP)
Routledge, 1998, Some maternica | BP ~1%10°% / /
Alkyl Hydroxy Benzoate podgan dietilstilbestrol ~1*10°
Preservatives (Parabens)
Are Estrogenic
Vo, 2010, Potential maternica | EP 4,63*10° (ERa) /
estrogenic effect(s) of podgan 5,55*10 (ERB)
parabens at the prepubertal PP 1,87*10° (ERa)
stage of a postnatal 1,65*107 (ERB)
female rat model BP 4,98*10° (ERa)
5,24*10° (ERB)
iPp 1,52*10° (ERa)
1,69%105 (ERB)
iBP 2,07*10° (ERa)
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Preglednica Il (nadaljevanje): Raziskave vezave parabenov na ER.

AVTOR, LETO, NASLOV VIR ER PARABEN, POVPRECNA ICs02 | POVPRECNA MOLARNI PRESEZEK
KONTROLA (M) RECz20® (M) PARABENA GLEDE NA 17-

ESTRADIOL (ODSTOTEK
INHIBICUE VEZAVE
ESTRADIOLA(%))

Watanabe, 2013, CHO-K1 MP / / /

Comparative study on /

transcriptional activity of 17 EP 4,3*10°(ERa)

parabens mediated 1,2*10%(ERB)

by estrogen receptor a and PP 6,1*107 (ERa)

b and androgen receptor 1,7*107 (ERB
BP 2,9*107 (ERa)

1,5*107 (ERB

PentP 2,7*107 (ERa)
9,4*10°® (ERB
iPP 3,0*107 (ERa)
1,6*107 (ERB
iBP 1,2*107 (ERa)
4,3*10°%(ERB
iPentP 1,3*107 (ERa)
7,3*107 (ErB)
HP 2,0%107 (ERa)
2,2*107 (ErB)
FP 1,8*107 (ERa)
3,5%10°% (ErB)
BzP 1,1*¥107 (ERa)

3,0*107 (ErB)
OPOMBA: a - koncentracija, ki povzroci inhibicijo vezave 50% 178-estradiola; b - koncentracija, ki povzroci agonisti¢no
aktivnost enako 20% agonisticne aktivnosti povzroc¢ene z 10-°M 178-estradiolom.

Preglednica lll: Raziskave estrogene aktivnosti parabenov na rekombinantnih glivah kvasovkah.

AVTOR, LETO, NASLOV PARABEN, RELATIVNA ESTROGENA AKTIVNOST GLEDE NA
KONTROLA ESTRADIOL (%)
JinSung, 2000, Hormonal effects of several chemicals in | BP 0,02
recombinant yeast, MCF-7 cells and utreotrophic assays in mice
Miller, 2001, Estrogenic Activity of Phenolic Additives MP 0,00003
Determined By an In Vitro Yeast Bioassay EP 0,0005
PP 0,003
BP 0,013
BzP 0,025
17B-estradiol 100
Nishihara et al., 2000, Estrogenic Activities of 517 Chemicals MP 0,00005
by Yeast Two-Hybrid Assay EP 0,0006
BP 0,002
PP 0,007
17B-estradiol 100
Routledge, 1998, Some Alkyl Hydroxy Benzoate Preservatives | MP 0,00004
(Parabens) Are Estrogenic EP 0,0007
PP 0,003
BP 0,01
Preglednica IV: Raziskave vpliva parabenov na proliferacijo celic.
AVTOR, LETO, NASLOV PARABEN, Cnin® (M) Cma® (M) ECso¢ (M)
KONTROLA
Byford et al, 2002, | MP 10° 2*10* /
Oestrogenic  activity of | EP 5*10° 10*
parabens in MCF-7 human | PP 10 5*10°
breast cancer cells BP 10 10°
17-Bestradiol 101t 101
Darbre et al, 2003, | BzP 10¢ 10° /
Oestrogenic  Activity of
Benzylparaben
Darbre et al., 2002, iBP 10® 10° /
Oestrogenic Activity of
Isobutylparaben In
vitro and In vivo
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Preglednica IV (nadaljevanje): Raziskave vpliva parabenov na proliferacijo celic.

AVTOR, LETO, NASLOV PARABEN, Crin® (M) Cmad® (M) ECso¢ (M)
KONTROLA

Okubo, 2001, ER- MP, / 2*%10* 3,1*10°

dependent estrogenic EP, 2*10° 3,2*%10°

activity of parabens PP, 2*10° 1,9%10°

assessed by BP, 2*10° 1,6*¥10°

proliferation of human iPP, 5*10° 5,7%107

breast cancer MCF-7 cells iBP 5*10° 6,8*107

and expression of ERa and | dietilstilbestrol 10° /

PR 17-Bestradiol 3*1011 1,6*¥10%2

Van Meeuwen, 2008, MP, / / 1,6*10°

Aromatase inhibiting and EP, 3,1*10°

combined estrogenic PP, 1,6*¥10°

effects of parabens BP, 7,9*107

and estrogenic effects of iPP, 1*10®

other additives in iBP, 7,9*107

cosmetics BzP 7,9*107

Wrdbel, 2013, Effects of MP, Koncentracija parabenov med 2*10%° in 2*107

single and repeated in PP, signifikantno poveca proliferacijo MCF-7 celic v

vitro exposure BP primerjavi s kontrolo.

of three forms of

parabens, methyl-, butyl-

and

propylparabens on the

proliferation and estradiol

secretion in MCF-7 and

MCF-10A cells

OPOMBA: a — najnizja koncentracija parabena, ki povzro¢i spremembo proliferacije celic glede na kontrolo; b — najnizZja
koncentracija parabena, ki povzro¢i maksimalno proliferacijo celic; ¢ - povprecna koncentracija parabena, pri kateri je
doseZena 50 % proliferacija celic glede na maksimalno.

Preglednica VI: Raziskave vpliva parabenov na izraZanje od estrogena odvisnih genov.

AVTOR, LETO, NASLOV PARABEN, POVECANJE EKSPRESIE | POVECANJE EKSPRESIE | POVECANIE EKSPRESIE

KONTROLA ER-CAT GENA V 24 | ER-CATGENAV 7DNEH | pS2 GENA
URAH (KONC. (M))

Byford et al, 2002, | MP / 1,4 x (10%) +

Oestrogenic activity of | EP 1,4 x (10%) 1,4 x (10%) +

parabens in MCF-7 human | PP 1,3 x(10%) 1,4 x (10°%) +

breast cancer cells BP 1,2 x (109) 1,1x(10%) +
17B-estradiol 2,6 x (108) 2,9 x (108) +

Darbre et al, 2003, | BzP 1.83 x (109) 1.89 x (10%) /

Oestrogenic  Activity of 1,26 x (10%) 1,42 x (10%)

Benzylparaben 17B-estradiol 1,89 x (10°%) 2,20 x (10°%)

Darbre et al., 2002, iBP u¢inek 10°M iBP enak | / +

Oestrogenic Activity of uinku 10 M estradiola

Isobutylparaben In
vitro and In vivo

Pugazhendhi, 2005, MP 1,50 x (5*10%) 4,3 x (5*10%) /
Oestrogenic activity of p- 17B-estradiol 2,07 x (10°8) 13,8 x (10%8)
hydroxybenzoic acid

(common

metabolite of paraben
esters) and
methylparaben in

human breast cancer cell
lines
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Preglednica VI: In vivo raziskave estrogene aktivnosti parabenov.

AVTOR, LETO, NASLOV ZIVAL PARABEN UGOTOVITVE
Darbre et al, 2002, mis iBP Subkutano apliciran iBP v odmerkih pribl. 94,5 in 945 mg/kg tt ima
Oestrogenic Activity of uterotroficen ucinek.
Isobutylparaben In
vitro and In vivo
Hossaini et al, 2000, Lack of mis, podgana MP Nobeden od parabenov apliciran subkutano ali peroralno v
Oestrogenic Effects of Food EP odmerku do 100 mg/kg tt ter peroralno EP apliciran v odmerku
Preservatives (Parabens) in PP 1000 mg/kg tt nima uterotrofi¢nega ucinka pri misih.
Uterotrophic BP Subkutano apliciran BP v odmerkih 400 in 600 mg/kg tt dnevno
Assays ima uterotroficen ucinek.
Lemini et al., 2003, In vivo podgana MP Uterotroficen ucinek parabenov se povecuje z daljSanjem stranske
and in vitro estrogen EP alkilne verige parabenov.
bioactivities of alkyl parabens PP Subkutano aplicirani parabeni imajo uterotroficen ucinek ze v
BP odmerkih nekaj deset g/kg tt dnevno.

Routledge et al., 1998, Some podgana MP Peroralno ali subkutano apliciran MP v odmerku do 800 mg/kg tt
Alkyl Hydroxy Benzoate BP dnevno nima uterotrofi¢nega ucinka.
Preservatives (Parabens) Are Peroralna aplikacija BP v odmerku 800 in 1000 mg/kg tt dnevno
Estrogenic povzro¢i majhno, ampak statisticno nepomembno povecanje teze

maternice.

Subkutano apliciran BP v odmerku od 400 do 1200 mg/kg tt

dnevno povzrodi signifikantno povecanje teZze maternice.
Shaw et al., 2009, mis BP Subkutana aplikacija BP v koncentraciji do 950 mg/kg tt dnevno
Estrogenicity of parabens nima signifikantnega vpliva na teZo maternice.
revisited: Impact of parabens
on
early pregnancy and an
uterotrophic assay in mice
Vo et al., 2010, Potential podgana MP Peroralno aplicirani parabeni v odmerku do 1000 mg/kg tt dnevno
estrogenic effect(s) of EP ne vplivajo na tezo maternice.
parabens at the prepubertal PP
stage of a postnatal BP
female rat model iPP

iBP
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8.3 (ANTI)ANDROGENSKA AKTIVNOST PARABENQV

Preglednica VII: Raziskave antiandrogenske aktivnosti parabenov.

AVTOR, LETO, NASLOV REKOMBINANTNA PARABEN UGOTOVITVE

CELICNA LINUA
Chen et al., 2007, CHO 293 MP Parabeni v konc. 1*10°> M zmanjsajo luciferazno
Antiandrogenic properties PP aktivnost povzroceno z 1,25*107°M testosteronom za
of parabens and other BP 40 % (MP), 33 % (PP) ter 19 % (BP).
phenolic
containing small
molecules in personal care
products
Fang et al., 2003, Study of rekombinantni podganji MP MP se na AR ne veZe, PP pa se, pri cemer povzroci 50 %
202 natural, synthetic, and | AR PP inhibicijo vezave mocnega androgena metribolona pri
environmental chemicals koncentraciji 3,10¥10*M.
for binding to the
androgen receptor
Kolsek et al, 2015, MDA-kb2 MP MP in EP sta zmerna antagonista testosterona.
Screening of bisphenol A, EP
triclosan and paraben PP
analogues as modulators BP
of the glucocorticoid and
androgen receptor
activities
Ma et al., 2014, rekombinantne kvasovke | MP Vsi izkazujejo signifikanten antiandrogenski ucinek. Do
Assessment of combined PP popolnega zasicenja ¢loveskih AR pride pri
antiandrogenic effects of iPP koncentracijah 103 M (MP) ter 5¥10*M (PP in iPP).
binary parabens mixtures
in a yeast-based reporter
assay
Satoh et al, 2005, CHO-K1 MP PP, BP, iPP in iBP v koncentr.1,9*¥10** M inhibirajo
Androgenic and EP vezavo 1,7*1071° M testosterona za 40 %.
antiandrogenic effects of PP Koncentracije parabenov, ki povzrocijo 50% zmanjsanje
parabens assessed using BP luciferazne aktivnosti povzrocene z 1,7¥10°°M
the reporter gene assay iPP testosteronom so > 1,0 * 10*® M (MP in EP), 8,6 * 10
with stably transfected iBP M (PP), 6,8 * 10°M (BP), 4,2 * 10 M (iPP) in 7,6 * 105
CHO-K1 cells M (iBP).
Watanabe et al, 2013, CHO-K1 17  razlicnih | 20% zmanjsanje luciferazne aktivnosti povzrocene z

Comparative study on
transcriptional activity of
17 parabens mediated by
estrogen receptor and
androgen receptor

parabenov
(tudi MP, EP,
PP, BP, iPP,
iBP, PentP,
HP, FP, BzP)

1*10° M testosteronom ni dosezeno pri nobenem od
parabenov v konc. od 10 do 10> M.
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8.4 REPRODUKTIVNA TOKSICNOST PARABENOV

Preglednica VIII: Raziskave reproduktivne toksicnosti parabenov.

AVTOR, LETO, NASLOV TESTNA PARABEN UGOTOVTVE
ZIVAL
Daston et al., 2004, podgana BP Peroralno apliciran BP v odmerkih do 1000 mg/kg tt na dan ne
Developmental Toxicity vpliva na preZivetje, teZo in spremembe na zarodku.
Evaluation of Butylparaben in
Sprague-Dawley Rats
Fisher et al., 1999, Effect of podgana BP Subkutano apliciran BP v odmerku 2 mg/kg tt na dan ne vpliva na
Neonatal Exposure to Estrogenic teZo testisov.
Compounds on Development
of the Excurrent Ducts of the Rat
Testis through Puberty to
Adulthood
Hoberman et al., 2008, Lack of podgana MP, Peroralno apliciran MP ali BP v odmerku do priblizno 1000 mg/kg tt
Effect of Butylparaben and BP na dan nima ucinka na tezZo in histopatologijo spolnih organov ter
Methylparaben proizvodnjo, motilnost in morfologijo sperme.
on the Reproductive System in
Male Rats
Kang et al., 2001, Decreased podgana BP Brejim podganam subkutano apliciran BP v odmerku 200 mg/kg tt
sperm number and motile na dan zmanj$a odstotek Zivorojenih mladiéev ter njihovo nadaljnje
activity on the F1 offspring prezivetje.
maternally exposed to butyl p- Brejim podganam subkutano apliciran BP v odmerku 100 mg/kg tt
hydroxybenzoic acid na dan signifikantno zmanjsa tezo testisov, semenskih mesickov in
prostate.
Brejim podganam subkutano apliciran BP v odmerku 100 ali 200
mg/kg tt na dan signifikantno zmanjsa Stevilo spermijev in
motilnost sperme.
Oishi, 2001, Effects of podgana BP 0,01 % (pribl. 10 mg/kg tt), 0,10 % (pribl. 100 mg/kg tt) in 1,00 %
butylparaben on the male (pribl. 1000 mg/kg tt) BP v hrani podgan v 8 tednih povzroci
reproductive system in rats zmanjsanje dnevne produkcije sperme in Stevila spermijev.
0,10 % in 1,00 % BP v hrani podgan v 8 tednih povzroci
signifikantno zmanjsanje teZe obmodka pri podganah ter
zmanj$anje koncentracije testosterona v serumu.
Oishi, 2002, Effects of propyl podgana PP 0,01 % (pribl. 12 mg/kg tt), 0,10 % (pribl. 125 mg/kg tt) in 1,00 %
paraben on the male (pribl. 1250 mg/kg tt) PP v hrani podgan v 4 tednih povzroci
reproductive system zmanjsanje dnevne produkcije sperme.
1,00 % PP v hrani podgan v 4 tednih povzroci signifikantno
zmanj$anje koncentracije testosterona v serumu.
Qishi, 2004, Lack of podgana MP, Peroralno apliciran MP ali EP v odmerku do priblizno 1000 mg/kg tt
spermatotoxic effects of methyl EP na dan nima ucinka na teZo testisov, koli¢ino spermijev in nivo
and ethyl esters of testosterona v krvi.
p-hydroxybenzoic acid in rats
Shaw et al., 2009, Estrogenicity mis PP, Subkutano apliciran BP v odmerku do 35 mg/kg tt na dan ne vpliva
of parabens revisited: Impact of BP na Stevilo Zivorojenih potomcev in na njihovo nadaljnje preZivetje.
parabens on Subkutano apliciran PP v odmerku do 40 mg/kg tt na dan ne vpliva
early pregnancy and an na ugnezdenje oplojenega jajceca.
uterotrophic assay in mice
Taxvig et al., 2008, Do Parabens podgana EP, Subkutano apliciran EP ali BP v odmerku 200 in 400 mg/kg tt na dan
Have the Ability to Interfere with BP nima ucinka na ugnezdenje oplojenega jajceca, Stevilo potomcev,
Steroidogenesis? nivo hormonov v telesu in anogenitalno razdaljo pri potomcih.
Subkutano apliciran BP v odmerku 200 in 400 mg/kg tt na dan
povzroca signifikantno zmanjsanje izrazanja ER B pri Zenskih
potomcih.
Vo et al., 2010, Potential Sprague— | MP Peroralno aplicirani parabeni v odmerku do 1000 mg/kg tt dnevno
estrogenic effect(s) of parabens Dawley EP povzrocajo histopatoloske spremembe v reproduktivnih organih.
at the prepubertal stage of a podgana PP
postnatal BP
female rat model iPP
iBP
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