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ABSTRAKT

Aromatasa (CYPI19A1, AROM) je cytochrom P450 zprosttedkovavajici pfeménu
androgennich pohlavnich hormont na estrogeny jejich aromatizaci. Naruseni aktivity
tohoto enzymu latkami ze skupiny tzv. endokrinnich disruptorii mize mit pro lidsky
organismus mnoho nepfiznivych disledkt. Inhibicni uCinky parfémt vaci lidské
aromatase byly zjistény v rekombinantné exprimovaném systému — v tzv. bakulosomech.

V predkladané bakalatské praci byly ovéfovany ucinky parfémti na aktivitu lidské
placentarni aromatasy v pfirozeném mikrosomalnim systému. V pfipravenych reakcnich
smésich byly sledovany zmény v produkci estrogenu estradiolu, a to nejprve
s vyhodnocenim metodou TLC. Zavérecné vyhodnoceni a kvantifikace probihaly
metodou HPLC/MS. Zérovei byla naptic¢ n¢kolika expresnimi systémy (mikrosomalnim,
bakulosomalnim a baktosomalnim) v pfitomnosti testovanych parfémt sledovana aktivita
dalezitého redoxniho partnera aromatasy, NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy
(CYPOR).

Provedené experimenty potvrdily inhibi¢ni vlastnosti testovanych parfému i
v piipravenych placentdrnich mikrosomélnich preparatech. Oba testované vzorky
vykazovaly v mikrosomalnim systému stejnou nebo vEtsi miru inhibice lidské aromatasy
nez v systému bakulosomalnim. Pfi stanoveni aktivity CYPOR v reakénich smésich
obsahujicich parfém nebyla v bakulosomalnich a baktosomalnich systémech zjisténa
vyznamna zmeéna aktivity oproti kontrolni reakci. Oba parfémy naopak v mikrosomalnim

preparatu pisobily jako stimulanty enzymatické aktivity CYPOR.

Klic¢ova slova: cytochrom P450, aromatasa, NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa,

modulace, expresni systémy



ABSTRACT

Aromatase (CYP19A1, AROM) is a cytochrome P450 enzyme that catalyses the
metabolic transformation of androgens into oestrogens by introducing an aromatic A-ring
into these precursors. Disruption of its enzymatic function by endocrine-disrupting
chemicals (EDCs) can result in a variety of ailments. The inhibitory effect of certain
perfumes on aromatase was confirmed in a recent study. However, the enzyme system
used was produced recombinantly in baculosomes.

As part of this bachelor’s thesis, the inhibitory effects of perfumes on aromatase
in human placental microsomes were investigated. By comparing and then measuring
oestradiol production in individual reactions using TLC and finally HPLC/MS, we were
able to first identify and then quantify these effects. Interactions between perfumes and
cytochrome P450 reductase (CPR) were also examined in multiple expression systems
(microsomes, baculosomes, bactosomes).

By conducting these experiments, we were able to show that microsomal
aromatase is also susceptible to inhibition by both of the tested perfumes. The inhibitory
effects observed in microsomes were similiar or even greater than those seen in
baculosomes. We also found that the addition of either tested perfumes did not impact
CPR acitivty in baculosomes or bactosomes. Conversely, cytochrome P450 reductase

activity in human placental microsomes was increased by both of the tested perfumes.

Keywords: cytochrome P450, aromatase, cytochrome P450 reductase, modulation,

expression systems
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Seznam pouzitych zkratek a symbol

3B-HSD 3B-hydroxysteroiddehydrogenasa,
Sa-HSD 5B-reduktasa

17B-HSD 3B-hydroxysteroiddehydrogenasa,
AcMNPV: Autographa californica nukleopolyhedrovirus
AROM: aromatasa (CYP19A1)

BSA: hovézi sérovy albumin

CYP: cytochrom(y) P450

CYPOR: NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa
cytc: cytochrom c

DDT: dichlordifenyltrichlorethan

E2: estradiol (konkrétné 17B-estradiol)
EDTA: kyselina ethylendiamintetraoctova

EE2: 170-ethinylestradiol

FAD: flavinadenindinukleotid

FMN: flavinmononukleotid

GPMT: maximalizacni test na morcatech

HPLC: vysoce u¢inna kapalinova chromatografie
HPRT: hypoxanthinfosforibosyltranferasa

IA: inhibitory aromatasy

IFRA: mezinarodni asociace pro vonné¢ latky
LLNA: test lokdlnich miznich uzlin

MEF: mobilni faze

MS: hmotnostni spektrometrie

NADPH: nikotinamidadenindinukleotidfosfat; redukovany
NRU: pfijem neutralni cervené

OECD: organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj
QSAR: kvantitativni strukturné-aktivitni vztahy
RIFM: vyzkumny institut pro vonné latky

TLC: chromatografie na tenké vrstveé

TST: testosteron

TTC: prah toxikologického rizika

uVv: ultrafialové [elektromagnetické zateni]



1. Uvod

Jiz odnepaméti je pevnou soucasti lidského zivota péce o svlij zevnéjsek. Snahy o zvySeni
svého ptivabu (at’ uz upravou vzhledu, pfirozené ¢ichové stopy ¢i napt. starosti o svij
chrup) pomoci chemickych latek ¢i jejich smési jsou doloZeny v literarnich a uméleckych
projevech lidi po tisice let a takika na vSech svétadilech. Dodnes vyznam takzvané
kosmetiky roste — obchodni asociace vyrobcl kosmetiky Cosmetics Europe uvadi,
ze evropsky trh s kosmetikou jen v roce 2023 navysil svou hodnotu 0 9,1 % na témét 96
miliard euro, coZ z n¢j €ini po USA druhy nejvétsi na svété [1]. Dotazani Evropané uvadi
ze 72 %, ze kosmetické produkty jsou diilezité nebo velmi dilezité v jejich kazdodennim
zivoté [2].

Z celého segmentu kosmetickych produkti v Evropé vykazoval v roce 2023
nejveétsi rast trh s parfémy (11,5 %) [1]. Z vySe zminéné hodnoty evropského trhu
s kosmetickymi produkty pak na produkty tohoto typu ptipadéa zhruba 15,4 miliardy euro,
tedy 16,1 %, coz z nich déla hned po produktech péce o plet’ a hygienickych potiebach
tieti ekonomicky nejvyznamnéjsi kategorii [1].

Z vySe uvedenych udaji je zfejmé, ze parfémy pouziva podstatna ¢ast evropské
populace. Podle agentury Euromonitor dokonce kolem 75 % Evropanli pouziva tyto
produkty jednou nebo vicekrat za tyden (zhruba 50 % pak denné) [3].

I pfes zjevny vyznam parfémi v kazdodennim zivoté ale chybi dostatecny
vyzkum, ktery by posoudil jejich vliv na lidské zdravi. Jednotlivé slozky sice jsou
vétSinou vyhodnoceny jako neskodné (resp. v realistickych davkach nemaji Skodlivé
ucinky), nicméné aplikovany jsou dohromady jako smés. Hodnoceni celkové Skodlivosti
smési v posledni dobé¢ sice nabyva na vyznamu, naptiklad v toxikologickych metodikach
EU se ale zatim objevuje predev§im v souvislosti s pesticidy a potravinami.

Zvlasté nebezpecnym mechanismem ucinku cizorodé latky na organismus
je naruSeni produkce hormont ¢i endokrinni rovnovahy. Latky tohoto typu jsou totiz
Casto schopny vyvolat nezddouci Gc¢inky 1 v malém mnozstvi. Tyto tzv. endokrinni
disruptory jsou pak spojeny s riziky rakoviny prsu a prostaty, poruchami metabolismu
a obezitou, naruSenim bézné funkce rozmnozovaciho ustroji a s dalSimi nepfiznivymi
ucinky [4].

Klicovym enzymem, ktery zajiStuje pfeménu muzskych pohlavnich hormont
na zenské, a tedy se vyznamné podili na udrzovani endokrinni rovnovahy, je cytochrom
P450 19A1 — aromatasa. Jedna se o pomérné studovany enzym, na ktery zaroven cili fada
1éCiv, a to predevsim kvuli jeho roli v rakoviné prsu u zen po menopauze. U Zen
reprodukéniho véku se aromatasova aktivita vyskytuje v mnoha tkanich a orgénech
lidského téla, zdaleka nejvice vSak ve vajecnicich. U postmenopauséalnich zen vSak

k syntéze estrogeni ve vajecnicich jiz nedochdazi, jeji t€zisté se presouva do tukove tkane,



kostnich osteoblastti a chondrocytii ad. [5]. Jak jiz bylo feeno, naruSeni hormonalni
rovnovahy, napft. estrogent, endokrinnimi disruptory mtize mit zavazné disledky.

Nabizi se tedy otazka, zda mohou kazdodenné¢ pouzivané kosmetické smési typu
parfémi a vonavek ¢i jejich jednotlivé slozky mit vliv na aktivitu aromatasy, kterd
se u postmenopauzalnich zen vyskytuje Casto piimo v misté aplikace — tj. v podkozni
tukové tkani — i zda dokonce nemohou plisobit jako jeji potentni inhibitory?

Takovy zavér byl navic jiz cCasteCné potvrzen v pilotni studii provedené
Drejslarovou et al. [6]. Vysledky je nyni vSak tfeba potvrdit v kontextu prostiedi,
ve kterém se aromatasa za fyziologickych okolnosti nachdzi — totiz v komplexu
endoplazmatického retikula, které Ize experimentalné ziskat v podob¢ jeho fragmentd,

mikrosomu.



2. Literarni prehled

2.1. Zakladni terminologie

Navzdory vyznamu, ktery parfémy maji v souc¢asné spolecnosti, jsou obklopeny tfadou
pojmu, které jsou v bézné feci Casto zaménovany ¢i pouzivany velmi volné. Tato kapitola
cili na definovani alespon zakladnich pojmi pro potteby této prace.

Nadfazenym pojmem vonnym piipravkim (neboli parfémim) budiz pojem
kosmeticky ptipravek. Ten je pro legislativni tcely definovan Nafizenim Evropského
parlamentu a Rady ¢. 1223/2009 [7], jako:

wjakakoli latka nebo smés urcend pro styk s vnéjSimi castmi
lidského téla (pokozZkou, viasovym systémem, nehty, rty,
vnéjsimi pohlavnimi organy) nebo se zuby a sliznicemi ustni
dutiny, vvhradné nebo prevazné za ucelem jejich cisteni,
parfemace, zmeny jejich vzhledu, jejich ochrany, jejich

udrzovani v dobrém stavu nebo upravy télesnych pachii;*

coz je pro ucely této prace vice nez postacujici definice.
Nejdulezitéjsim pojmem, ktery je nutno definovat, je vonny piipravek, resp.
parfém. Dobfe platnou definici Ize ziskat z plivodni definice kosmetického ptipravku (viz

vyse), a to v nasledujici podobe:

wjakakoli latka nebo smés urcend pro styk s vnéjSimi castmi
lidského téla (predevsim vsak pokozkou), vyhradné nebo
prevdzné za ucelem parfemace, popr. upravy telesnych

pach;*
Obvyklym délenim parfémi je d€leni na zaklad¢ koncentrace vonnych latek. Tyto

produkty lze tak rozdélit do ¢tyt hlavnich kategorii: eau de cologne, eau de toilette, eau

de perfum a perfum, jejich obvyklé koncentrace viz Tab. 1 nize.

Tab. 1 — prehled nejcastéji pouzivanych kategorii vonnych prostredkii delenych na zakladé koncentraci vonnych latek.

Nazev kategorie (zkratka — ¢esky ekvivalent) Obvykla koncentrace vonnych litek (w/w) [8]
Eau de Cologne (kolinska [voda]) 3%-5%
Eau de Toilette (toaletni voda) 4% —-8%
Eau de Perfum (parfumovana voda) 15%—18 %
Perfum (,,parfém®) 15%-30%




Nejvice koncentrovanou formou parfémt je tedy stejnojmenny perfum, méné
koncentrované¢ formy se nazyvaji eau (francouzsky ,,voda“) [8]. Terminologicky
problematické je pouziti slova parfém v ¢estin€ jak pro vonné piipravky obecné, tak pro
jejich nejvice koncentrovanou kategorii. V ramci této prace bude slovo parfém pozivano
vyhradné v prvém smyslu, tedy jako oznaceni pro vSechny vonné ptipravky. V piipade
zminky o nejkoncentrovanéjsi form¢ téchto piipravk bude pouzit francouzsky nazev
psany kurzivou (perfum). V nékterych textech zabyvajicich se touto problematikou lze
rovnéz jako synonymum pro perfum nalézt slovo extrait (extrakt), popt. extrait de perfum
(parfémovy extrakt). Jako synonymum pro parfém, jako oznaceni celé kategorie téchto
produktii, 1ze také pouzit napt. Ceské slovo vonavka [9].

Kromé¢ vySe zminénych ctyf hlavnich kategorii parfémii (podle koncentrace
vonnych latek) 1ze nalézt v literatute i dal$i — jsou jimi napft. eau fraiche (,,Cerstva voda®,
4 % -5 % vonnych latek) a baby cologne (,,détska kolinska®, 1% — 2% vonnych latek).

Navzdory zdéani vytvofenému vyse, Ze jsou tyto kategorie pevné stanoveny, lze
v riznych zdrojich najit pomérné rozdilné udaje [10]. Kategorie se tak mohou vzajemné
prekryvat a splyvat dohromady. Navic se ¢asto parfémy stejného jména ve svych riznych
fedénich (napft. eau de perfum a eau de cologne) mohou pomérné lisit v i v kvalitativnim
obsahu jednotlivych latek. Napifi¢ vyrobci pak nelze obecné kvili velkym
rozpétim koncentraci u jednotlivych kategorii garantovat, ze napt. eau de cologne bude
slabsi a mén¢ koncentrovana nez eau de perfum. Do hry navic vstupuje i marketingovy
aspekt a lze se tak setkat 1 s nepftili§ definovanymi perfume de toilette ¢i eaux de cologne
(eaux znamena francouzsky voda v mnozném Ccisle).

Obecné Ize tedy fict, Ze déleni parfémi podle koncentrace vonnych latek v nich
obsaZzenych ma vyznam piedevSim pro spotiebitele. Je totiz (alesponi v ramci jednoho
vyrobce a stejné fady produktll) vétSinou ptimo timérna dobé trvani a intenzité ¢ichového
vjemu. Po chemické strance ma ale malou vypovidajici hodnotu.

Na zavér této kapitoly by bylo pro uplnost vhodné zminit, Ze do definice vonnych
prostiedkii v ramci této prace spadaji i produkty typu antiperspirantti a deodorantd.
Vzhledem k tomu, Ze vSak v této praci nebyly v experimentalni ¢asti testovany, nebudou

ani dale teoreticky rozpracovavany.

2.2. Historie vyroby a pouzivani parfému

Zaznamy o piiprave parfému lze nalézt jiz ve starovéké Mezopotdmii kolem roku 3000
pt. n. L., tedy nedlouho po samotném vyndlezu pisma [8, 11, 12]. I pfesto, Ze jejich vyroba
naroc¢nosti vyrobniho procesu, ktery zacinal riznymi formami extrakce vonnych latek

z rostlinného materialu.



Mezi tyto metody patfila macerace (louhovani extrahované hmoty za studena ve
vodé ¢irostlinném oleji) a absorpce za horka (extrakce do horkého oleje, jinak také ,,horka
macerace®) [14]. Mezi jednotlivymi extrakcemi byl vzdy pouzity rostlinny material
odfiltrovan ptes latku a do vody nebo oleje byl piidan na extrakci material novy. Oba tyto
zpisoby piipravy parfemované hmoty vSak bylo nutno mnohokrat opakovat, pro velmi
kvalitni ptipravky napf. i Ctyficetkrat [11].

Dalsi pouzivanou technologii byla tzv. hydrodestilace [8, 15]. V ramci této
metody dochazelo k zahfivani vody s vlozenym rostlinnym materidlem, pificemz
s odpafovanou vodou ze smési t€kaly a odchazely také esencialni oleje a jejich slozky. Ty
byly po ukonceni hydrodestilace jimany a predstavovaly tak samotny konecny produkt.

Zminéna vysoka cena byla pfimo zpiisobena, kromé ceny samotnych surovin,
Casovou naroc¢nosti macerace a absorpce za horka a technologickou nedokonalosti
hydrodestilacni aparatury [8, 13, 14]. Parfémy a vonné smési byly tedy vyuzivany
pfedev§im movitymi vrstvami obyvatelstva a knéZimi pro nadbozenské tcely. Hlavnimi
formami parfémil byly vonné oleje a méné také parfemované vody.

Od Mezopotamcu pievzali znalosti a technologii tvorby parfémi starovéci
Egyptané [8]. Zavedli pouzivani tukd zvifeciho ptivodu v ramci absorpce za horka. To
jim zfejmé umoznilo vyrabét tzv. vonné kuzele — predméty kuZzelovitého tvaru s oblou
Spickou z pevného parfemovaného tuku [16]. Tuto nezvyklou formu parfému si uzivatel
umistil na hlavu, kde pak doslo vlivem teploty k postupnému roztékani vonného kuzele.
To vedlo k parfemaci a pomazani daného jedince. Esencialni oleje nekterych plodi
(citrust) byly ziskavany lisovanim [12].

Béhem staroveku platily Egyptské parfémy za luxusni zbozi [8, 17]. Byly hojné
dovazeny napf. do starovékého Recka a Rima. Za dob Rimského cisaistvi byly parfémy
vyuzivany ve velkych mnozstvich k nidboZenskym a osobnim ucelim, ale také
k parfemaci nékterych vefejnych prostranstvi. Zaroven doSlo k poklesu ceny, ktery
zptistupnil parfémy $ir§im masam obyvatel. Rimané pouzivali parfémy v pevné a tekuté
podobé. Dochazelo i k barveni parfémi [12].

Po padu Rimské Fi3e se v podstaté nejvétsim vyrobcem parfémii stali Arabové [8].
Ti po zdokonaleni destilace dovedli pfipravit velmi koncentrované roztoky alkoholu [15],
které umoZnily ptipravu parfémil v dneSnim slova smyslu, tedy smichdnim vonnych latek
s koncentrovanym alkoholem [18] — ty se pak staly dominantni formou parfémii. Misto
Cisté rostlinnych ingredienci zacaly byt vyuzivany i latky zvifeciho pivodu, z ¢asti jako
dal$i vonné latky, nicméné pfedevsim jako velmi ucinné fixativa (latky prodluzujici
vonné uc¢inky parfémil, do té doby byla pouzivéana fixativa pouze rostlinného ptavodu).

V Evropé se vyroba parféml ve stiedovéku udrzela v klasterech, kde byly
pfipravovany predevsim jako l1é¢ivé prostfedky [12]. V obdobi renesance doslo k rozvoji
vyroby parfému a nastoupilo obdobi hojného vyuzivani téchto latek slechtou a bohatymi
méstany [17]. V navaznosti na klasterni tradici byly parfémy vyuzivany i 1écebné, Casto



dokonce i per oralné [19]. Tato tradice odeznéla po legislativnich omezenich v obdobi
napoleonskych valek [19].

V novovéku pak doslo k zdokonaleni extrakénich procesti vonnych latek [8].
V 18. stoleti zacala byt ve Francii pouzivana absorpce za studena [20]. Pfi tomto procesu
je (ptedevsim) rostlinny material zavien mezi dvé sklenéné desky pottené zivocisSnym
tukem [9]. Vonné latky tak zcasti prejdou do tuku, ktery je pak odebran jako pomada,
popf. je dale zpracovavan [9]. Jedna se o Casoveé narocny proces. V 19. stoleti pak ptichazi
zfejmé¢ nejpouzivanéjsi metoda extrakce esencidlnich oleji, totiz parni destilace [20].
Extrahovany materidl neni ponoten ve vodé jako v ptipadé hydrodestilace, je misto toho
umistén v samostatné nadobé, do které je vodni para piivadéna [20]. Do prochazejici pary
jsou pak extrahovany esencialni oleje, po ochlazeni jsou jimany jako nevodna faze a dale
vyuzivany.

Rozvijejici se syntetickd organickd chemie v 19. a 20. stoleti nahradila velké
mnozstvi drahych surovin, pouzivanych pro piipravu parfémi, jejich syntetickymi
ekvivalenty [17, 19]. Ptipravila také nova organické rozpoustédla pro pfimou extrakci
z 7ivoc¢isného a rostlinného materialu. To vSe vedlo, spolecné s vySe popsanymi pokroky
v extrakci prirodnich materidlt, k bezprecedentnimu snizeni ceny a parfémy se tak staly
masoveé vyrabénym zbozim pro vSechny spolecenské vrstvy [8]. Zaroveil byly pomoci
syntetickych latek ptipraveny zcela nové ving, které nelze piipravit pouze z rostlinnych

¢i zivocisnych extraktii [21].

2.3. Parfémy 21. stoleti

Parfémy soucasnosti jsou rozSifeny mezi v podstaté vSemi vrstvami obyvatelstva.
Jak bylo fe¢eno v tvodu, pouzivani na denni bazi deklaruje pies 50 % Evropant [3].
Po prvotnim tstupu ptirodnich ingredienci v minulém stoleti se ukazalo, Ze n¢které latky
nelze plnohodnotné nahradit [22], popi. se jejich vyroba neukazala jako ekonomicky
vyhodna (ve spojitosti s novymi metodami ziskdvani vonnych latek, jako je napft. extrakce
superkritickym oxidem uhli¢itym) [8, 20]. Dnesni spotiebitelské tendence také tlaci trh
zp&t k nesyntetickym latkam [3].

Soucasny parfémovy primysl tedy vyuziva jak ptirodni, tak syntetické chemikalie
rozli¢nych typti. Celkem lze tyto latky rozd€lit na latky vonné a funk¢éni. Funkéni latky



1ze pak rozd¢lit na fixativa, barviva, konzervanty, zvlhc¢ovace a emulgatory (Obr. 1 nize).

Rozpoustédla —  Fixativa
Parfémové s .
. . Vonné latky |~  Barviva
ingredience
Funkéni latky /—— Konzervanty
— ZvlhCovace
— Emulgatory

Obr. 1 — schéma rozdéleni parfémovych ingredienci do jednotlivych skupin

2.3.1. Rozpoustédla

Zdaleka nejcastéjSim rozpoustédlem v parfémech je dnes vysoce Cisty ethanol [22]. Pro
lepsi vlastnosti a rozpustnost vonnych latek je v podstat¢ vzdy nafedén vodou [23].
Obecn¢ plati, Ze pro koncentrovangj§i typy parfémi (perfum) se pouziva
koncentrovanéjsi (napt. az 95 %) ethanol nez pro napt. eau de toilette
(mezi 80 a 90 %) [23].

Vysoka tenze par ethanolu je pro spotiebitele Zadouci, nebot’ oproti parfémim
Zaroven pouzivani vysoce koncentrovaného ethanolu znemoziuje riist mikroorganismii,
v drtivé vétsiné pripadli tedy neni nutné do parfémi piidavat antimikrobidlni latky.
PouZzivany ethanol je nicméné denaturovany. To znaci, Ze obsahuje Spatné oddé€litelné
latky prakticky znemoZiujici jeho konzumaci (Casto svou extrémni hotkosti, napf.
diethylftalat nebo denatoniumbenzoat) [25]. U ethanolu obecné se také v zavislosti na
jeho piivodu (syntetickém nebo z riiznych ptirodnich zdrojii) mohou vyskytnout piimeési,
které ovliviiyji napt. 1 viini findlniho produktu [25].

2.3.2. Vonné latky

Vonné latky jsou vétSinou tékavé organické molekuly schopné vyvolat ¢ichovy vjem,
ktery je v pribéhu Casu tradi¢né€ ¢lenén do tii ¢asti, Casto zobrazovanych v tzv. ¢ichové
pyramidé (Obr. 2 na dalsi strance) [22].

Prvni a nejvysSi cast pyramidy zndzoriiuje tzv. svrchni tony, které jsou
zprostfedkovany nejtékavéjSimi slozkami parfému [12]. Jednd se o prvni registrovany
vjem z parfému, ktery relativné rychle odezni — vrcholi mezi 5 a 20 minutami po aplikaci.

Do této kategorie patii predevsim svéZzi ovocné viing, napf. citrusové aroma.



Druhou c¢asti pyramidy jsou tzv. stfedni tony. Jde o méné tékavé a zpravidla vétsi
molekuly [12]. Jimi zprostiedkovavany Cichovy vjem dosahuje nejvyssSi intenzity asi
hodinu po aplikaci. Takto plisobi vétSina kvétinovych vini, napi. levandulové aroma.

Posledni a nejdéle ptsobici ¢asti parfému jsou tzv. tony nizké, vrcholici nékolik
hodin po aplikaci [12]. Latky ptsobici timto ucinkem jsou zpravidla nejméné tékavé
slozky smési a patii mezi né¢ pfedevsim vonné latky zivocisného puvodu, napt. pizmo,

nebo latky majici dfevitou vuni.

Aplikace parfému

Cas PN

15 min Svrchni ™
tony

Stredni tony \

Nizke tony

A

Obr. 2 — schéma tzv. ¢ichové pyramidy (viz text vyse),
pouzité obrdzky jsou volné dostupné (pod licenci CC0).

Vonné latky lze dale podle jejich ptivodu délit na rostlinné, zivoc¢isné a ryze syntetické.

Rostlinné vonné latky jsou historicky nejpouzivanéj$i vonnou soucasti parfémii
[8, 23]. Jedna se pfedev§im o tzv. esencidlni (neboli éterické) oleje. Jsou to tekutiny
hydrofobni povahy obsahujici t€kavé vonné latky, které vétSinou pochazi z urcité ¢asti
dané rostliny. Nejcastéji se jde o kvéty ¢i listy [12]. Do parfémi se pouzivaji bud’ pifimo
esencialni oleje nebo jejich jednotlivé slozky.

Nejvice zastoupenymi latkami v téchto olejich jsou terpenoidy a terpeny [12].
Mezi nejbéznéjsi piisady do parfémi patii linalool, a- a B-pinen, limonen, 1,8-cineol

a geraniol.

Mezi dulezité synteticky produkované ptisady vyskytujici se téz v rostlinach patii
pfedevSim a- a B-jonony (hlavni komponenty fialkové viin€), kumarin (fixativum s vini
cerstveé posecené travy) a vanilin [19].

Zivo&isné vonné latky jsou daleko méné pocetnou skupinou neZ ty rostlinné
(které se pocitaji na tisice) [8, 23]. Nejvetsiho uplatnéni nalezlo téchto pét prirodnich
smési: ambra, piZzmo, bobfina, hyraceum a cibet [9]. Jako vonna latka bylo vyuzivano
pfedevs§im piZzmo, vSechny pak maji roli silnych fixativ (viz niZe). Pro neudrzitelnost
a nehospodarnost sbéru a ziskdvani téchto vétSinou Zlaznatych vyméskl byly ovSem

v podstaté pln€ nahrazeny syntetickymi nahrazkami, nebo jsou pouzivany ¢im dal méné.



Syntetické nahrazky vétSinou vychdzi z chemikalii obsazenych v téchto latkach
[8]. Ambru nejcastéji reprezentuje terpenoid ambroxid, pizmo pak jeho komponenta
muskon [26].

Latky plné syntetického pivodu (bez piirodniho vyskytu) umoziuji
napodobovat rostlinné nebo hlavné Zivocisné vonné latky, Casto lze ale také vytvofit
¢ichovy vjem, jehoz pomoci ptirodnich latek nelze dobtfe dosahnout.

Rostlinné viiné napodobuji napt. 4-terc-butylcyklohexylacetat (viing fialek), a-
amylcinnamaldehyd (viin€ jasminu), 4-ferc-butyl-a-methylhydrocinnamaldehyd (viingé
brambotiku), javanol a polysantol (oba napodobuji viini santalového dieva) [22].

Pizmovy keton, tonalid, ethylenbrasylat a galaxolid pak patii mezi piiklady
sloucenin imitujicich viini pizma [19, 22].

Mezi latky s vice abstraktnim ¢ichovym vjemem patii napt. koavon (dfevité
kvétinova ving s nddechem jantaru) ¢i isocyklemon E (s podobnou viini bez kvétinovych
tonu) [27].

2.3.3. Fixativa

vewr

které vyrovnavaji tenzi par slozek roztoku a zpomaluji tak te¢kéni pfedev§im vonnych
latek. Diky tomu se prodluzuje doba ucinku parfému po jeho aplikaci.

Fixativa, podobn¢ jako vonné latky, miizeme rozdé¢lit na pfirodni (rostlinna
a Zivo€i$na) a synteticka.

Rostlinna fixativa jsou z historického hlediska nejstarsi [8]. Pro tento ucel byly
primarné vyuzivany pryskyfice suchomilnych stromil jako je myrha, kadidlo a mnohé
dalsi [22]. Fixativni u€inky maji ovSem 1 nékteré esencialni oleje, kuptikladu z kotfene
kosatce (Iris) ¢i tymidnovy nebo cedrovy.

Mnohem 0¢inné&j8i nezZ ta rostlinnd jsou vSak fixativa Zivoc€isného piivodu [8].
Jedna se o stejnou skupinu jako u vonnych latek tohoto ptivodu, jejich ptehled viz vyse
[22].

Prave na zivoc€i$na fixativa Casto navazuji ta synteticka [8, 22]. Plsobi tak napf.
jiz zmifovany pizmovy keton & ambroxid. Zivo¢iiné pachy imituji také fixativa
cyklopentadekanolid a 4-ferc-butyl-2,6-dinitro-3-methoxytoluen, ptfezdivany jantarové
pizmo. Mezi vonnd rostlinna fixativa ptfipravovana synteticky pak patii jiz zmiiovany
kumarin a vanilin, dale pak isougenol a benzylsalicylat.

Fixativa pFripravovana synteticky jsou pak také casto latkami bez zapachu [22].
Do této skupiny patii napt. benzylbenzoat, diethylftalat a triethylcitrat.



2.3.4. Barviva

Nekteré parfémy obsahuji latky, které zplsobuji jejich zabarveni. Mezi syntetickymi
barvivy jsou pouzivana napt. azo- [28] a trifenylmethanova barviva [29]. Parfémy
obsahujici esencidlni oleje mohou byt v nékterych pifipadech zbarveny pfimo témito
rostlinnymi ingrediencemi [29].

2.3.5. Konzervanty

Pro zvySeni trvanlivosti parfému a jeho viné se do téchto smési piidavaji také
konzervanty. Jedna se piedevSim o chemikalie pohlcujici UV (ultrafialové) zateni,
antioxidanty a chelatacni Cinidla.

Antioxidanty v parfémech pomahaji zpomalit oxidaci smési, kterd miize snizit
kvalitu viing a vzhledu [30]. Jednim z nejpouzivanéjSich antioxidanti v parfémech je
BHT (butylhydroxytoluen). Vzhledem k Castym synergickym efektim se pouZiva
vétSinou ve smésich s dalsimi latkami, jako napft. kyselinou citronovou nebo stavelovou
[31].

Chemikalie pohlcujici UV zabrafiuji neZddoucim chemickym preménam
komponent parfému vlivem UV zéfeni tim, ze ho samy pohlti a nasledné tuto energii
uvolni ve formé tepla [32]. Mezi tyto latky patii napt. butylmethoxydibenzolmethan,
ethylhexylmethoxycinnamat, ethylhexylsalicylat, benzofenony a oktokrylen [33, 34].

Posledni pouZivanou kategorii konzervantl jsou chelata¢ni ¢inidla [35]. Smysl
jejich vyuziti spocivd ve vazbé kovl, které by mohly po cCase reakcemi s okolnimi
slouC¢eninami naruSovat vzhled parfému. Typickym ptikladem je Chelaton III (disodna

stil kyseliny ethylendiamintetraoctové).

2.3.6. Zvlhéovace

Vysouseci efekt odpatujiciho se ethanolu na lidskou pokozku je v parfémech ¢asto mirnén
pfidavkem latek se zvlhCujicimi U€inky [25, 35]. Mezi tyto latky patii predevSim
polyethylen- a polypropylenglykoly, ¢asto ve formé¢ svych soli. V nékterych parfémech
je pouZzivan téz glycerin [31].

2.3.7. Emulgatory

V parfémech s nizsi koncentraci ethanolu a vys§im obsahem vody (tedy napt. eau de
cologne) se mohou hydrofobni latky (napf. esencidlni oleje) po Case oddélit jako
samostatnd faze [31]. Tomuto zabranuji v nékterych nachylnych parfémech praveé
emulgatory. V parfémech se mj. vyuziva polysorbat 20 (neboli Tween 20) a polysorbaty
60 a 80 [33]. Prilisné vyuzivani emulgatort vSak neni pro spotiebitele Zaddouci, nebot’

na kiizi, tj. v misté aplikace, ptisobi neptijemng.



2.4. Legislativa a toxikologie

V seznamu vytvareném a provozovaném IFRA (International Fragrance Association),
mezinarodni organizaci uzce spolupracujici s parfémovym priimyslem, se nachazi pies
3500 jednotlivych ingredienci [33]. U takového poctu pouzivanych slozek parfému

je logické polozit si otazku, zda n€které z nich nemohou byt pro ¢lovéka toxicke.

2.4.1. Regulaéni ramec

Parfémovy primysl v této oblasti podléhda dvéma typim regulaci [35]. Oficidlnim
(naptiklad nafizeni parlamentu a rady EU ¢. 1223/2009 [7]) a dobrovolné pfijatym,
pfipravovanym ptredevsim mezinarodni vyzkumnou organizaci RIFM (Research Institute
for Fragrance Materials). Ta spolupracuje jak s IFRA, tak s parfémovym primyslem.
Jedna se nicméné o nezavislou organizaci, pod jejiz zaStitou probihd vyzkum chemickych
latek pouzivanych v parfémech. Zaroven také RIFM obstaravd shromazdovani a
publikaci informaci tykajicich se tohoto tématu.

Informace jsou krom¢ vyrobct diilezité i pro spotiebitele. Etikety parfémi vSak
zdaleka neobsahuji vSechny chemikalie v téchto produktech obsazené. To by ostatné ani
nebylo na tak malém prostoru mozné — nckteré parfémy obsahuji az nékolik stovek
ingredienci [35]. Hlavnim diivodem je ale obchodni tajemstvi vyrobct téchto produktt
[35]. To ovSem neplati absolutné. V EU jsou dle vySe zminéné legislativy (nafizeni ¢.
1223/2009) vyrobci povinni na etiketé uvést chemikalie s vonnou funkci vyjmenované
v tomto natizeni [7]. U vétSiny z nich je nutné je uvadét az od obsahu vice nez 0,001 %
[7]. Funkéni slozky parfému spole¢né s rozpoustédlem musi byt uvedeny vzdy [7].

2.4.2. Toxikologicky ramec

Pro spotiebitele jsou sice udaje o kompletnim slozeni parfému nedostupné, uradim v EU
a organizaci [FRA musi ovSem vyrobce dolozit fadu udajt [35]. Jedna se napt. o ptehledy
bezpecnosti pouzitych chemikalii, jejich obsahu, vycet alergenli a mnoho dalSich. Pro
ziskani dilezitého a prestizniho certifikatu IFRA je nutno doloZit soulad s regulacemi
organizace IFRA.

Mezi ptiklady listin potfebnych kuvedeni parfému na trh vSak chybi
toxikologické posouzeni parfému jako celku, tedy smési jednotlivych ingredienci.
Z historickych a praktickych diivodt probihd posouzeni bezpecnosti parfému pro
spotiebitele vétSinou pouze na trovni individualnich ptisad [27].

Vyvojem metodiky pro posouzeni toxicity jednotlivych slozek parfémt
a samotnym posouzenim toxicity se zabyva jiz vySe zminéna organizace RIFM, ktera tak
¢ini v souladu s vyvijejici se legislativou a védeckym poznanim [27]. Je zfejmé, Ze
existuji mnohé dalsi pfistupy k testovani téchto produkth, vétSinou se vSak jedna

o metodiky podobného rdzu a mensSiho vyznamu. Jako ptiklad bude tedy ramcové



popsana metodika organizace RIFM, ktera bere specificky na zfetel aplikace parfémt a
relevantni typy toxicity.

Zminéna aplikace parfému probiha predevsim na pulznich mistech — ¢astech téla,
kde lze diky blizkosti tepen jeho povrchu méfit puls (télesné teplo zde pomaha lepsimu
odpatovani slozek parfému) [8]. Mezi tato mista se fadi napft. spodni strana zap¢sti, ohyb
lokte a oblast na krku pod celisti (u krkavice). Parfémy lze také mj. aplikovat na hrud,
na zadni stranu kolen a za uSi. Primarni expozice parfému probiha tedy kontaktem skrze
ktzi a jeho néaslednym vdechovanim [36].

Soucasny pfistup k hodnoceni toxicity spocivd v analyze sedmi relevantnich
koncovych bodl toxicity — genotoxicity, toxicity opakovanych davek, vyvojové
a reproduk¢ni toxicity, senzibilizace kiize, forosenzibilizace a fotoalergennich vlastnosti,
respiracni toxicity, a nakonec vlivem na zivotni prostiedi [36].

Prvnim krokem je snaha o vyvozeni zavéru z jiz dostupnych dat [36]. V ptipadé
jejich nedostatku jsou pouzita data a zavéry ziskané u podobnych latek. Pokud nejsou
dostupné ani tyto informace, je vypocten tzv. TTC (Threshold of Toxicological Concern,
Cesky ,,prah toxikologického rizika®). Pokud dochézi k expozici v koncentracich
mensSich, nez je tento prah, je latka v podstaté prohlaSena za bezpecnou. Pokud dochazi
k vétsi expozici, neZ je hodnota daného TTC, jsou provedeny potiebné in vitro a in vivo
testy, ze kterych pak vychdzi toxikologické posouzeni dané latky. Protokoly téchto testl
jsou v drtivé vétsiné piipadi standardy podle OECD, v této praci jsou pak uvadény

predevsim ty doporucené Evropskou unii.

Genotoxicita
V ramci této kategorie je zkouman vliv latek na strukturu a funkci DNA [36]. Jsou
posuzovany jak mutagenni tak klastogenni (delece nebo destrukce struktury DNA)
vlastnosti.  Mutagenita je  posuzovdana napf. Amesovym nebo HPRT
(hypoxanthinfosforibosyltransferasa) testem. Klastogenni vlastnosti jsou podle

doporuceni posuzovany tzv. mikronuklearnim testem.

Toxicita opakovanych davek
Tyto testy hodnoti neptiznivé Uc¢inky zplsobené expozici chemické latce rozlozené
po delsi dobu a zaroven na jinych mistech organismu, nez kde probéhla jeji aplikace [36].
Standardem jsou in vitro metabolické a dermatologické studie, v ptipadé potieby je pak
na in vivo modelech studovéna toxikokinetika a subchronicka toxicita. Stale vétSiho
vyznamu nabyvaji vypocetni metody QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationship).



Vyvojova a reprodukéni toxicita
Do této kategorie toxicity patii predevSim zpomaleni, zastaveni a poruchy ristu nebo
vyvoje [36]. Analyza téchto piipadnych ucCinkl se provadi komparativné na potkanich,
mysich a lidskych hepatocytech. Diive bylo hojné vyuZzivano in vivo testll na potkanech

¢i jinych zvitatech.

Senzibilizace kiiZe
Nékteré chemické latky maji senzibiliza¢ni G¢inek na kizi a mohou tak zpiisobovat
dermatitidy [36]. Mezi testy pouzivané ke stanoveni téchto vlastnosti pattily predevsim
LLNA (Local Lymph Node Assay), GPMT (Guinea Pig Maximization Test) a s nim
souvisejici Buehlertiv test. Jedna se predevsim o testy in vivo. Dnes probiha testovani
téchto vlastosti pomoci kombinaci alternativnich in vitro testi. Ty monitoruji predevsim

nékolik kli¢ovych oblasti, které umozni data extrapolovat i na lidsky organismus.

Fotosenzibilizace a fotoalergenni vlastnosti
Tento druh toxicity spociva v podrazdéni pokozky, popt. vyvolani alergické reakce
chemikaliemi, které jsou aktivovany svétlem nebo UV zafenim [36]. Pro analyzu
nachylnosti k témto ucinkim se pouzivaji metody in vitro. Zékladnim protokolem
k analyze této problematiky je tzv. 3T3 NRU (Neutral Red Uptake).

Respiracni toxicita
Jak jiz nazev napovida, latky vykazujici tento typ toxicity zpisobuji poruchy dychaci
soustavy [36]. K feSeni se opét pouziva kombinace in vitro modeli. Vzhledem k nizkym

expozi¢nim koncentracim se vétSinou nejedna o rizikovy faktor.

Vliv na Zivotni prostiedi
Bioakumulace a vyskyt v zivotnim prostiedi obecné jsou monitorovany pomoci

screeningovych programi a zaroven piedpovidany in silico [36].

V Evropské unii neni nicméné prodej kosmetiky, jejiz u€inky a toxicita jsou
testovany na zviratech, od roku 2009 povolen [7]. VySe zminéné in vivo testy jsou tudiz
nahrazeny alternativnimi in vitro testy. Ty ¢asto nemohou postihnout plnou §ifi toxického
pusobeni dané latky, pouzivaji se tedy v kombinacich nékolika testli dohromady. I ptes
mnozstvi modernich alternativnich metod a jejich pouZzivani ve skupinach vSak mayji jista
omezeni vyplyvajici z jejich podstaty — nelze zkoumat mnohé sloZité interakce, které za
fyziologickych podminek probihaji v organismu, ¢asto vyuzivané nadorové builky maji
nepiirozené regulovany metabolismus a dalsi. Plisobeni latek ¢i jejich smési se mize také

napti¢ podobné navrZzenymi alternativnimi testy toxicity liSit.



2.4.3. Posouzeni toxicity komplexnich smési

U smési znamého slozeni ale bez dat o jejich toxicit¢ Ize toxicitu téchto smeési
extrapolovat z toxicit jednotlivych obsazenych slozek [36]. V pfipadé nezndmého
toxikologického profilt nékterych konstituentl 1ze pak tato data nahradit pomoci analogti
téchto latek a stanoveni TTC (a pfipadnych experimentalnich stanoveni).

Parfémy vétSinou nejsou podrobeny celkovému toxikologickému hodnoceni, jak
jiz bylo ostatn€¢ zminéno vyse [27]. Diiraz pouze na jednotlivé chemikalie tak muze
opomenout synergické nebo aditivni efekty téchto smési.

Tyto G¢inky mohou umociiovat nékteré nezadouci efekty parfémovych smési
a potencidlné by mohly z téchto smési (povétSinou) neskodnych latek vytvofrit smés
majici nezddouci az toxické ucinky [37]. Tyto potencialni G¢inky by se mohly projevit
mnoha zpusoby, napi. zdsahy do lidského metabolismu. Navic se u drtivé vétSiny
parfémovych ingredienci jedna o xenobiotika, neboli latky organismu cizi. Jako takové
jsou také po vstupu do téla zpracovavany biotransformacnimi systémy, mezi néz patii

monooxygenasové komplexy obsahujici cytochromy P450.

2.5. Cytochromy P450

Cytochromy P450 jsou membranové hemoproteinové monooxygenasy, které
zprostiedkovavaji velkou ¢ast metabolismu xenobiotik, mastnych kyselin, eikosaniodl
a steroidnich slouenin [38]. Ucastni se zpracovani az 70 % lé&iv [39] a jako katalyzatory
pusobi ve vétsing redoxnich enzymatickych reakci v lidském téle [40].

Cytochromy P450 (CYP) jsou v lidskych buiikach kodovany celkem 57 geny a 58
pseudogeny [41]. Téchto 57 exprimovanych CYP se v lidském organismu déli do celkem

18 rodin [42] a pfes Ctyficeti podrodin [43].

2.5.1. Historicky uvod

V roce 1958 byl pfi studiich mikrosomalniho cytochromu bs popséan nezndmy ,,pigment*,
ktery po redukci a nasledném syceni roztoku plynnym oxidem uhelnatym vykazoval
jediny absorpcni pas pti 450 nm [44]. Po rozpoznani hemoproteinové podstaty tohoto
pigmentu diky rozporiim v obsahu mikrosomalniho hemu a vySe zminéné vazbé oxidu
uhelnatého byl tento protein, ptivodné povaZovany za jeden ztamnich cytochromt,
nazvan cytochrom P450 [45, 46, 47]. Pismeno P v tomto nazvu zna¢i pigment, podle
pivodniho provizorniho ndzvu v jedné z pilotnich studii.

Nésledujicich dvacet let vyzkumu téchto enzymi bylo vénovano ptedevsim
objasnéni jejich funkce a struktury [48]. S vyuzitim metod molekularni biologie bylo na
pfelomu tisicileti popsdno mnoho cytochromi P450 Zivoc€ichd, rostlin 1 bakterii. Dnes



pocty znamych CYP dosahuji zhruba nékolik desitek tisic, a je proto nutné je zatadit do

dostatecn¢ flexibilniho nomenklaturniho systému a soucasn¢ je kategorizovat.

2.5.2. Clenéni a nomenklatura

Dnesni nazvoslovi a ¢lenéni cytochroma P450 vychézi z doporuceni vypracovaného D.
W. Nebertem et al. v ¢lanku z roku 1987 [49]. To bylo nasledné revidovano podobnym
kolektivem v letech 1989 [50], 1991 [51] a nakonec v roce 1993 [52], kdy byla
nomenklatura uvedena do dnesni podoby (az na nékteré formalni detaily tykajici se ale
pfedevsim jinych organismil nez ¢loveka, napt. aktualizace z roku 1996 od stejné komise
[53]).

Soucasné nazvoslovi cytochromti P450 (jinak také obecné pouze CYP) tak
spociva v rozdéleni nadrodiny CYP na rodiny a podrodiny [53, 54]. Nazev vzdy tvofi
zaklad ,,CYP* a k nému se pfipojuje arabskou ¢islice znacici rodinu. Za tento identifikator
se pak pfipoji velké tiskaci pismeno urcujici podrodinu. Jednotlivé enzymy v ramci jedné
rodiny se pak rozliSuji opét arabskymi Cislicemi.

Pojmy rodina a podrodina jsou definovany pomoci shody sekvence aminokyselin
v proteinovy fetézcich CYP, vychazi tedy z genetické piibuznosti jednotlivych proteinli
[53, 54]. Pivodné uméle stanovené hranice obou kategorii se ukédzaly jako vyhodné
a robustni — schopné pojmout velké mnozstvi novych CYP. Ve vysledku se tedy pouzivaji
1 v soucasnosti. Rodina je definovéana jako mnozina cytochromt P450 majici shodu ve
vice nez 40 % svoji aminokyselinové sekvence. Podrodina je obdobné ddna vice nez 55%
ur¢ovani zafazeni nového CYP, posledni slovo méa vZzdy ndzvoslovnd komise, pfi¢emz
kromé této podobnosti rozhodnuti zohlediiuje 1 metabolické okolnosti a strukturu daného

enzymu.

2.5.3. Struktura

Cytochromy P450 maji obecné pomérné konzervovanou terciarni strukturu [38]. To se
vétSinou tyka a-helixii v okoli aktivniho mista obsahujiciho hem, s dil¢imi odchylkami
umoznujicimi substratovou specifitu [55]. Pfed jednim z téchto a-helixii se vyskytuje -
smycka obsahujici vysoce konzervovanou sekvenci aminokyselin zahrnujici
mj. fenylalanin, glycin, bazicky zbytek a predev§im cystein. Ten ptlisobi jako axialni
ligand hemového Zeleza a ve formé& hemthiolatového Fe'-CO komplexu je zodpovédny
za specifické spektralni vlastnosti v§ech CYP, totiZ za typicky absorp¢ni pas pii 450 nm.
Mezi hemoproteiny nejsou tyto spektralni vlastnosti obvyklé.

Aktivni misto lemované nékolika a-helixy a hemem se napfi¢ cytochromy P450
pomérné lisi [38]. Tuto skutecnost Ize zdlivodnit riznorodosti substratii zpracovavanych

jednotlivymi ¢leny této nadrodiny (viz Tab. 2 na dalsi strance).



Tab. 2 — Prehled déleni cytochromii P450 podle druhu jejich substratu, prevzato z [56]

Xenobiotika Steroidy Mastné Vitaminy Eikosanoidy Neznamé
kyseliny
1A1 1B1 2]2 2R1 2U1 2A7
1A2 7A1 281 24A1 4F2 4X1
2A6 7B1 2U1 26A1 4F3 20A1
2A13 8Bl 4A11 26B1 4F8
2B6 11A1 4A22 27A1 5A1
2C8 11B1 4B1 27B1 8Al
2C9 11B2 4F11 27C1
2C18 17A1 4F12
2C19 19A1 4F22
2D6 21A2 4V2
2E1 27A1 471
2F1 39A1
2W1 46A1
3A4 51A1
3A5
3A7
3A43

Velikost aktivniho mista je také znacné promeénlivd — jednim z nejmensich
disponuje CYP2E1 (190 A%), coz koresponduje s jeho substratovou specifitou [38, 57].
Ta je pomérné€ vyhranéna a vyznacuje se preferenci mensich substratt [57]. Naopak jedno
z nejvétsich aktivnich mist ma CYP3A4, a to konkrétng 1386 A3 [58]. Velikost aktivniho
mista opét urcuje substratovou specifitu — predevsim velké molekuly, v ptipadé menSich
substratli pak byla zaznamenana ptitomnost nékolika molekul v aktivnim misté najednou
[58]. Dalsimi faktory urcujicimi substratovou specifitu jsou ptedevs§im tvar aktivniho
mista a dostupné vazebné a nevazebné interakce s aminokyselinami okolniho
proteinového fetézce.

Substraty cytochromti P450 jsou obecné latkami hydrofobni povahy [59].
NejcastéjSim substratem napiic CYP (viz Tab. 2 vySe) jsou jiz zminénd xenobiotika.
Cytochromy P450 zpracovavaji tyto latky predev§im v tzv. prvni fazi biotransformace,
v ramci které jsou do nich obecné zavadény (nebo jsou odkryvany) polarni funkéni
skupiny. Polarizace substrati dosahuji CYP pomoci jejich hydroxylace, reakce jimi

katalyzovana ma pak tvar:

NADPH + H* + RH + O, => NADP * + H,0 + ROH,



kde R pfedstavuje hydroxylovany substrat [38]. Stejny reakéni mechanismus
vyuzivaji v podstaté¢ vSechny cytochromy P450, at’ uz pii metabolismu xenobiotik,
steroidnich hormont nebo dalsich endogennich latek. Casto se tak vsak d&je s riiznym
konecnym vysledkem, dochdzi tak naptf. k desaturaci, tvorbé dvojné vazby nebo
aromatizaci puvodné nearomatického systému [38].

2.5.4. Reakéni cyklus

vvvvvv

zelezo pritomné v aktivnim misté [60]. V nepfitomnosti substratu je Sestym ligandem

jinak pentakoordinovaného Fe!

molekula vody. Substrat svoji pfitomnosti tuto vodu
vyté€sni a iniciuje tak cely katalyticky cyklus. V nasledujicim kroku dojde k redukci
zeleza na Fe'l coz umozni vazbu molekularniho kysliku (resp. molekuly oxidu
uhelnatého, ktera tvoii vyse zmitiovany Fe''-CO komplex). Vznikly intermediat je opét

redukovéan za vzniku komplexu Fe'

a peroxidového aniontu. Distélni kyslik v dalSich
krocich pfijme dva protony a heterolytickym $tépenim vazby se oddé€li jako molekula
vody. Vznikly (Fe'VO)-* komplex nasledné& provede samotnou hydroxylaci. Cely komplex
se tak po uvolnéni produktu dostane do pocate¢niho stavu. Schéma popsaného cyklu je

zobrazeno na Obr. 3 niZe.
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Obr. 3 — Zjednodusené schéma katalytického cyklu CYP. Fe symbolizuje hemové Zelezo, R predstavuje substrat.
Prevzato, zjednoduseno a upraveno z [60].



Vyse popsany katalyticky cyklus je velmi zjednoduseny, mtze dojit k mnoha
jevum, které tento proces komplikuji — napft. k disociaci substratu v nékterém z krokd,
k tvorbé peroxidu vodiku ¢i jeho aniontu apod.

Z prechoziho odstavce jasné plyne potieba redoxniho partnera pro cytochromy
P450. Timto partnerem je pro v podstaté pro vSechny mikrosomalni cytochromy P450
enzym nazvany NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa, zkracené téz CYPOR
(EC 1.6.2.4).

Jedna se o membranovy enzym, ktery v piipadé savciho systému lokalizovaného
v endoplazmatickém  retikulu  obsahuje oba flavinové kofaktory, FMN
(flavinmononukleotid) i FAD (flavinadenindinukleotid), nalezi tak do rodiny tzv.
diflavinovych oxidoreduktas [61]. Molekula tohoto proteinu se sklada celkem ze tii
domén. Prvni doménou je doména vazajici FMN, kterd zaroven svou Casti
zprostiedkovava ukotveni v membrané endoplasmatického retikula. Na ni je napojena
spojovaci doména, kterd obsahuje mimofadné pohyblivy usek umoziujici vzajemny
pohyb obou flavinovych domén. Posledni ¢asti tohoto enzymu je doména vézajici FAD.

CYPOR existuje na membrané ve dvou konformacich, mezi kterymi volné
prechazi — otevienou a uzavienou [61]. V oteviené konformaci jsou ob¢ flavinové
domény od sebe vzdaleny, v uzaviené jsou naopak v ptimém kontaktu a je tak umoznén
piimy pienos elektronti mezi obéma kofaktory.

Prvnim ¢asti tohoto enzymu nutnou k jeho redoxni aktivité je doména vazajici
FAD [61]. Dochazi zde totiz k pfenosu hydridového aniontu z NADPH
(nikotinamidadenindinukleotidfosfat v redukovaném stavu), na vazany isoalloxazinovy
kofaktor [62]. K tomuto pfenosu dochédzi ve zminéné oteviené konformaci, kdy je FAD
stericky pfistupné pro latky z roztoku. Po pfechodu do uzaviené konformace pak miize
dojit k prenosu elektront na FMN. Navrat do oteviené konformace pak umozni interakci
redukovaného mononukleotidového kofaktoru s redoxnimi partnery CYPOR.

Mezi tyto akceptory elektroni patii primarné¢ vSechny mikrosomalni CYP,
hemoxygenasa, skvalenepoxidasa a cytochrom bs [63]. V nékterych pfipadech miize také
CYPOR fungovat jako enzym zprostiedkujici redoxni pfemény nizkomolekularnich
latek. Mezi zndmé substraty patii napt. derivat vitaminu K lapachol [64], mitomycin C
[65] nebo tirapazamin [66].

Nekteré latky maji také schopnost modulovat aktivitu CYPOR. Mezi jeji
inhibitory patii mj. kation difenyljodu [67], kyselina o-lipoova [68] a flavonoidy
quercetin a morin [69]. Jako stimulator jeji aktivity plisobi napt. a-naftoflavon [69].

Jak jiz bylo zminéno vySe, mezi redoxni partnery CYPOR se fadi 1 cytochrom bs,
ktery zfejmé patii mezi modulatory aktivit alesponi n€kterych CYP a zaroven by také mohl
pusobit jako jejich redoxni partner [70]. Jeho role neni nicméné naptic¢ cytochromy P450

jednotna a tlloha donora elektront je do jisté miry kontroverzni [71].



2.5.5. Expresni systémy pro vyzkum membranovych enzymu

Spolecné s CYP tvoii CYPOR (a cytochrom bs) tzv. mikrosomalni oxygenasovy systém,
ktery je zodpovédny za metabolismus Sirokého spektra chemickych latek. Jedna se vSak
0 systém vazany na membranu endoplazmatického retikula a je nutné ho zkoumat
v tomto, nebo aspon podobném prostiedi, tj. na nckteré zbunéfnych membran.
V pribéhu Casu bylo pro studium membranovych proteinil vyvinuto nékolik expresnich
systémd, pfi¢emz mezi nejpouzivanéjsi se fadi baktosomy, bakulosomy a mikrosomy.

Baktosomy jsou membranovou frakci izolovanou z bakterialnich bunék [72, 73].
Nejcastéji se pro rekombinantni expresi membranovych proteini vyuziva E. coli
(ptedevsim kmeny BL21(DE3) a jeho varianty, popt. C43(DE3) a C41(DE3)) [74]. Mezi
nedostatky této expresni metody pro nasledné experimenty s takto pfipravenymi proteiny
patii predevS$im absence post-translacnich modifikaci — chybi nebo je omezena
glykosylace, fosforylace, acylace a tvorba disulfidovych mustki [75]. Problémem je také
preferencni vyuzivani nékterych kodonti (jinych nez u eukaryot), coz muze zpiisobit
chybné slozeni proteinu a dalsi strukturni odliSnosti [ 74]. Tyto problémy je mozné zmirnit
vyuzitim specialnich kment E. coli, 1 tak se vSak tento expresni systém nejlépe hodi pro
ptipravu malych, bezpodjednotkovych proteini (kolem 50 kDa).

Bakulosomy (obchodnim nazvem téz Supersomy) jsou membranovou frakci
pochazejici z endoplazmatického retikula hmyzi buiiky transfekované virem z rodiny
Baculoviridae  (napt. AcMNPV  —  Autographa  californica  multikapsidni
nukleopolyhedralni virus) [72, 74]. BéZn€ vyuzivanymi buiikami pro tyto ucely jsou
bunééné linie SO a Sf21 (motyl Spodoptera frugiperda, Cesky blyskavka kukufi¢na),
z motyla druhu Trichoplusia ni (Cesky kovolesklec cizokrajny) pochéazeji pak bunétné
linie Hi5 a Tnao38 [76]. Zdrojem buné€k je u vSech uvedenych linii vajecnik daného
¢lenovce. Mezi nedostatky tohoto zplisobu piipravy rekombinantnich proteinii patii
predevsim naro¢nost soucasné ptipravy vice proteinti (vétSinou je tedy pfipravovan pouze
s komplexni N-glykosylaci. Dalsi skute¢nosti majici vliv na aktivitu membranovych
enzymu je také odlisné slozeni bunéénych membran, a to kviili jiné fyziologické teploté
puvodniho organismu (bunky jsou kultivovany pti 27 °C) [77].

Mikrosomy jsou nejstarSim systétmem pro studium mikrosomalniho
oxygenasového systému. Podobn¢ jako u bakulosomii se jednd o TUtrzky
endoplazmatického retikula (pfisn€ vzato jsou bakulosomy typem mikrosomu) [72].
Je zieymé, ze zde dochéazi ke kompletni sad€ post-translacnich modifikaci proteina
v tomto systému piirozené exprimovanych. Nevyhodou tohoto systému oproti dvéma
pfedchozim miize byt mensi obsah daného CYP, popt. CYPOR. Dalsi nevyhodou mize
byt interference metabolismu ostatnich CYP se zkoumanou metabolickou drahou.

Typ tkéné pro izolace mikrosomalni frakce zavisi na poZzadovaném cytochromu

P450 [42]. Exprese CYP ucastnicich se metabolismu xenobiotik je centralizovéana



predevsim v jatrech a napfic jedinci se mize kvantitativné (celkova aktivita enzymi, vliv
ma také indukce jejich exprese nékterymi latkami) a kvalitativné (diky genové vybave
jedince) pomérné lisit [78, 79]. Ze steroidogennich tkani (napf. z placenty) lze pak ziskat
druhou nejvétsi skupinu téchto enzymu, totiz cytochromy P450 ucastnici se
steroidogeneze. Obsah téchto CYP se mezi jedinci naopak 1isi jen malo, zfejmé kvili

velkému fyziologickému vyznamu této metabolické drahy.

2.5.6. Steroidogeneze

Steroidogeneze je metabolicky proces, v ramci kterého je cholesterol pfeménovan na
steroidni hormony (mineralokortikoidy, glukokortikoidy a pohlavni hormony) [80]. Mtize
probihat nékolika zpiisoby v zavislosti na cilové steroidni slouc¢eniné, ¢ehoz je docileno
pomoci rGzné urovné exprese a modulace jednotlivych enzymii v jiz zminénych
steroidogennich tkanich. S

Prvni reakci je obecné mitochondrialni odStépeni bocniho fetézce cholesterolu
pomoci enzymu CYP11A1 [80]. Vznikly pregnenolon je nésledné jiZ vné mitochondrie
ptes nékolik meziprodukti pfeménén na dany steroidni hormon. Zjednodusené schéma

steroidogeneze s diirazem na syntézu pohlavnich hormont je na Obr. 4 niZe.

Cholesterol
CYPI1IAl
3p-HSD
Pregnenolon — Progesteron = Mineralokortikoidy
—_—
CYPI7A1 CYP17A1
3B-HSD
17-hydroxypregnenolon —  17-hydroxyprogesteron —— Glukokortikoidy
— -
CYP17Al CYP17A1
F 3p-HSD CYPI9A1
Dehydroepiandrosteron — Androstendion B Estron
17p-HSD 17p-HSD i 17B-HSD
3p-HSD ! CYPI9A1
Androstendiol —_— Testosteron e 17p-estradiol
Estrogeny
5a-RED .
Dihydrotestosteron
Androgeny

Obr. 4 — zjednodusené schéma steroidogeneze s diirazem na syntézu pohlavnich hormonii. Skupiny téchto hormonii jsou

ve schématu barevné vyznaceny i s legendou. Zkratky:3p-HSD — 3[-hydroxysteroiddehydrogenasa, analogicky také

17p-HSD — 17-hydroxysteroiddehydrogenasa, So-HSD — 5-reduktasa; metabolické posloupnosti prejaty z [80] a [111].
Z Obr. 4 je zfejmé, ze pfemény cholesterolu na steroidni pohlavni hormony se

ucastni celkem tfi enzymy z nadrodiny cytochromti P450. Rychlost ur¢ujici krok v této



biosyntéze zprostiedkovavda CYP19A1, zvany téz aromatasa (AROM): Tento enzym
zprostiedkovava pfeménu androgenti (muzskych pohlavnich hormont, konkrétné
testosteronu a androstendionu) na estrogeny (zenské pohlavni hormony, estron a 173-
estradiol) [81].

2.6. CYP19A1 — aromatasa

Aromatasa (EC 1.14.14.14) je enzym naélezici do nadrodiny cytochromt P450 [42].
Vztahuje se tedy k ni tedy vétSina obecnych poznatki uvedenych pro tuto kategorii
proteinti v predchozich kapitolach. Z obou reakcei (viz Obr. 4 na piedchozi stran¢), které
aromatasa katalyzuje, bude dale diskutovana pfedevSim pifemeéna testosteronu (TST)
na 17p-estradiol (dale v§ak bude pouzivan predevsim konvencni zkraceny nazev estradiol

nebo zkratka E2). Tuto reakci Ize zndzornit nasledujicim schématem:

OH

HO
Testosteron Estradiol

Katalyzovanou reakci je aromatizace kruhu A v molekule androgenu, ¢imz dojde
k pteméné na estrogen [42, 82, 83]. Pii této reakci jsou spotiebovany tfi moly
molekularniho kysliku a NADPH na jeden mol substratu. Jedna se o tfikrokovou reakci,
pficemz prvni dva kroky zahrnuji hydroxylaci methylu v pozici 19 na geminalni diol.
Mechanismus posledniho kroku neni dosud jednoznacné vyieSen [84]. Dochéazi vSak
k oxida¢nimu odstépeni molekuly kyseliny mravenci (plivodem methylu z pozice 19)
a naslednému presmyku, jehoz vysledkem je vznik aromatického kruhu.

Aktivni misto je schopno vazat a metabolizovat kromé obou zminénych substrati
1 dal$i androgeny a steroidni slouceniny, jmenovité napf. dihydrotestosteron [85], 16a-
hydroxytestosteron [42] a nékteré 3-deoxyandrogeny [86]. Pomérmé zka substratova
specifita je zprostiedkovana piedev§im iontovymi vazbami, vodikovymi mistky
a hydrofobni interakci substratu a okolnich aminokyselin (napf. vazba mezi 3-keto
skupinou androgent a aspartatem v poloze 309) [38].

Celkova struktura aromatasy odpovidd obvyklé terciarni struktuie cytochromu
P450 (viz Obr. 5 na nasledujici strané€). Jedna se o prvni CYP, ktery byl vykrystalizovan

bez jakychkoliv zmén v aminokyselinové sekvenci [87]. V ramci post-translacnich



modifikaci dochazi k fosforylaci na n€kolika mistech s moznym regulacnim vyznamem
[88] a k N-glykosylaci [89], pficemz dosud se jedna o malo prozkoumanou oblast.
Lokalizace a exprese aromatasy v lidském organismu se liSi mezi pohlavimi
a vramci raznych obdobi Zivota. U muzii se AROM vyskytuje napt. v Leydigovych
bunkach varlat, tukové tkani, kiizi nékterych ¢astech mozku a v kostnich bunkéach [42,
90]. U premenopauzalnich zen se aromatasova aktivita vyskytuje ve stejnych mistech.
vajecnicich, které produkuji drtivou vétSinu krevnich estrogent [5]. V obdobi téhotenstvi
je dulezitym zdrojem estrogenti (pfedevsim pro plod) fetoplacentalni komplex [80].
Po menopauze vsak produkce estrogenii ve vajecnicich zanika a na dulezitosti nabyva
aromatasa v perifernich tkanich [5]. Obsah E2 (biologicky nejvice aktivniho estrogenu)
v krvi v8ak jiz neni vysoky a primarné tak dochazi k parakrinnimu a autokrinnimu

pusobeni tohoto hormonu [91].

Obr. 5 — Strukturni model aromatasy ziskany krystalizaci tohoto enzymu. V aktivaim misté uprostred je vazany modie
zbarveny substrat androstendion. Model je obarven podle sekundarni struktury — a-helixy jsou zbarveny cervené,
nestrukturované useky a smycky zelené a jednotlivé [-hiebeny jsou vyznaceny zluté. Orientace molekuly bilkoviny
odpovida jeji orientaci na mikrosomdlni membrané (ta by se nachdzela zhruba ve tietiné obrazku odspoda), hydrofobni
casti smeruje dolii. Obrazek vytvoren v programu PyMOL (verze 3.0.4). PDB: 3EQM, struktura prevzata z [87].

Naruseni endokrinniho metabolismu a rovnovéhy estrogenll je spojeno s fadou

[ 1

nezadoucich stavii [4, 92]. PfiCiny téchto odchylek od standardniho stavu mohou byt
vnitini (dédicné choroby, stafi organismu) nebo vnéjsi (chemické agens) povahy. Latky,
které obecné naruSuji endokrinni homeostazi se nazyvaji endokrinni disruptory. Mohou
pusobit mnoha zplsoby, napf. inhibici praveé diskutované aromatasy.

Nedostatecna exprese ¢i funkce aromatasy je spojena piedev§im s rizikem
osteoporozy, pred¢asného porodu, schizofrenie a Alzheimerovy choroby [92]. Nadmérna

exprese AROM je naopak typicka pro n€které typy rakoviny prsu, vajecnika a prostaty.



Dale jsou poruchy zptsobujici nadmérnou produkci estrogenti rizikovym faktorem pro
obezitu, endometriozu, gynekomastii a mnoha dals$i onemocnéni.

Vzhledem k velkému poctu chorob zptlisobenych chybnou (Casto zvySenou)
funkci aromatasy jsou modulatory jeji aktivity (v naprosté vétsin€ inhibitory) pfedmétem

velmi intenzivniho vyzkumu.

2.7. Inhibitory aromatasy

Inhibitory aromatasy (IA) se tradi¢né déli na steroidni a nesteroidni. Tyto dvé skupiny se
kromé struktury 1i$i 1 inhibicnim mechanismem.

Steroidni IA plsobi Casto jako tzv. sebevrazedné substraty [82]. V aktivnim misté
jsou metabolizovany, nasledkem ¢ehoz dojde k tvorbé kovalentni vazby s enzymem.
Timto zpisobem je pro dalsi substraty znemoznén piistup do aktivniho mista a enzym je
tak deaktivovan. Strukturnég jsou tyto latky vétSinou podobné androstendionu. V soucasné
dobé jsou klinicky vyuzivany IA tzv. teti generace, které vykazuji méné vedlejSich
ucinku nez ty diive pouzivané. Typickym zastupcem této skupiny je inhibitor exemestan
(viz Obr. 6 na dal§i strance). DalSimi steroidnimi IA jsou formestan nebo 4-
hydroxyandrostendion.

Nesteroidni IA funguji jako kompetitivni inhibitory AROM [82, 93]. Diky vazb¢
do aktivniho mista tak soupefi o prostor v ném s androgeny. Do kategorie klinicky
vyuzivanych nesteroidnich IA patii napf. anastrozol (viz Obr. 6 na dalsi strance)
a letrozol. Dal8imi inhibitory jsou mj. fadrozol, vorozol a rogletimid.

Lidsky organismus je vystaven 1 fadé environmentilnich IA. Jednim
z nejsilngjSich nesteroidnich IA je a-naftoflavon (viz Obr. 6 na dalsi strance) [94].
Flavonoidy casto pisobi jako inhibitory aromatasy, predev§im diky jisté strukturni
podobnosti se substraty a produkty AROM (kruhy A a C u flavonoidi se podobaji kruhiim
D a C u steroidnich latek) [95, 96]. Mezi takové latky patii mj. chrysin, luteolin, apigenin,
8-prenylnaringenin, 7-hydroxyflavon, biochanin A a hesperetin [97].

Mezi dalsi sloZzky potravy inhibujici AROM patii (—)-gossypol a resveratrol (viz
Obr. 6 na dalsi strance) [95]. K biocidnim latkam vykazujicim tyto ucinky se fadi motidlo
kaptofol, fungicid ziram a prochloraz, déle také triklosan, lindan a tributylcin. Insekticid
DDT ve vysokych davkach vykazuje podobné ucinky. Bisfenol-A je také modulatorem
aktivity aromatasy, nicmén¢ jeho pfesny U€inek zavisi na intenzité a délce expozice.

Nekteré latky obsazené v parfémech a podobnych piipravcich mohou také ptisobit
jako IA. Jedné se napf. o parabeny (pfedev§im methyl- a propylparaben) a kyselinu
hydroxybenzoovou [98]. Mezi pravdépodobné inhibitory patii syntetické polycyklické
pizmo tonalid [99]. Jind skupina latek mize regulovat aktivitu aromatasy na urovni jeji

transkripce. Patfi sem myj. diethylftalat [100], a n€které benzofenony [101].



Mnohé pfirodni smési (extrakty zplodii révy vinné, popt. Cervené¢ho vina,
nekterych rostlin a hub) byly také oznaceny jako 1A [95, 102]. V nedavné pilotni studii
s bakulosomalnimi preparaty byly jako IA prokdzany také nékteré parfémy [6].

//N

exemestan anastrozol

~
~ _N 7

= ~

a-naftoflavon

Obr. 6 — Vybrané priklady inhibitorii aromatasy.



3. Cile prace

Hlavnim cilem ptfedkladané bakaléiské prace bylo porovnat G€inky parfému na aktivitu

CYP19A1 v riznych biologickych systémech. Jako dil¢i ukoly byly stanoveny tyto:

e Izolovat zlidské placenty mikrosomalni frakci a provést jeji
charakterizaci.

e Posoudit vliv vybranych parfémid na aktivitu lidské placentarni
mikrosomalni aromatasy.

e Kvantifikovat tento vliv a porovnat s vlivem parfémi na aromatasu
exprimovanou v bakulosomalnim systému.

e Porovnat vliv parfémi na NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu

v mikrosomalnim, bakulosomalnim a baktosomalnim expresnim systému.



4. Materialy a metody

4.1. Pouzité chemikalie
Linde (Irsko): Oxid uhelnaty

Lach:ner (CR): chlorid draselny (p.a.), Chelaton III (p.a.), glycerol bezvody (p.a.),
kyselina chlorovodikova (35 %, p.a.), dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (p.a.),
dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu draselného (p.a.)

NzyTech (Portugalsko): tris(hydroxymethyl)aminomethan (>99,9 %),

Penta (CR): dithioni¢itan sodny (&isty)

VWR Chemicals (USA): Methanol (vhodny pro HPLC), diethylether bezvody
(>99,8 %), ethylacetat bezvody (>99,8 %), n-hexan (Reag. Ph. Eur.),

Lachema (CR): Kyselina sirova (96 %, p.a.), pyrofosfore¢nan sodny (p.a.), amoniak
(25% vodny roztok, p.a.)

Reanal (Mad’arsko): sodné siill NADPH

Sigma Chemical Company (USA): 17a-ethinylestradiol (>98 %)

Fluka Analyticals (Svycarsko): Testosteron (&isty), (+)-a-tokoferol (>97 %)
Merck (Némecko): 17B-estradiol (>99%)

Montale Paris (Francie): Parfém 1 — INTENSE Roses Musk; parfum (parfém (ving),

denaturovany alkohol, voda, citronellol, limonen, geraniol, citral, linalool);

Interparfums (Francie): Parfém 2 — Karl Lagerfeld For Her; eau de parfum (parfém
(viin€¢), denaturovany alkohol SD 39-C, voda, ethylhexylmethoxycinnamat,
benzylsalicylat, limonen, hexylcinnamal, hydroxycitronellal, linalool,
ethylhexylsalicylat, butylmethoxydibenzoylmethan, geraniol, a-isomethyljonon, BHT,
citral, citronellol, benzylalkohol, isoeugenol, CI 14700 (Cerven 4), CI 15985 (zlut’ 6), CI
19140 (zlut’ 5), CI1 60730 (ext. fialova 2)



Vzorky placentarni tkané — ze Zemské porodnice u svatého Apolinare.

Corning Gentest (USA): lidska CYP19A1+CYPOR

(Supersomy, koncentrace CYP 1 uM)

Cypex (Velka Britanie): lidska CYPOR
(Baktosomy, koncentrace CYPOR 10,4 uM)

Thermo Fischer Scientific (USA): Pierce BCA Protein Assay — Reducing Agent
Compatible



4.2. Pouzité pristroje

Centrifugy: EBA 270 (Hettich, Némecko)
Allegra X-30R Centrifuge (Beckman Coulter, USA)

Ultracentrifuga: Optima XPN-90 Ultracentrifuge (Beckman Coulter, USA)
rotory 45Tia 70 Ti

Analytické vahy: DV215CD (OHAUS, USA)

Piedvazky: 440-35A (Kern, Némecko)

pH metr: HI 2211 pH/ORP Meter (Hanna Instruments, USA)

Magneticka michacka: RH basic 2 (IKA, Némecko)

Spektrofotometr: Specord 250 Plus (Analytik Jena, Némecko)
Sunrise (Tecan, Svycarsko)

Homogeniza¢ni motor: RW16 basic (IKA, Némecko)
Inkubacni zaFizeni: IB-01E a BS-11 (JeioTech, Jizni Korea)

Centrifug. koncentrator: RC 10.22. (Jouan, Francie)

Vortex: Maxi Mix II (Thermolyne, USA)

TLC desticky: silikagel na hlinikové f6lii, 60 F2s4 (Merck, Némecko)
Automatické pipety: Research Plus (Eppendorf, Némecko)
Mikrostrikacky: Hamilton, (USA)

HPLC/MS:

HPLC: Agilent 1290 Infinity II s binarni pumpou (Agilent Technologies, Némecko)
MS: maXis Q-TOF s ESI (Bruker Daltonics, Némecko)



4.3. Pouzité metody

4.3.1. I1zolace placentarni mikrosomailni frakce

Pouzité roztoky a material:

Pufry
Homogenizacni puftr (pufr 1): 0,15 M KCI; 50 mM Tris/HCl; 1 mM EDTA,
20 uM vitamin E
Rozpusténo v destilované vod¢; pH = 7,4
Pufr 2: 0,1 M NasP,07; 1 mM EDTA
Rozpusténo v destilované vodé; pH = 7,2
Uchovavaci pufr (pufr 3): 0,15 M KCL; 50 mM Tris/HCl; 1 mM EDTA,

20 % (v/v) glycerol
Rozpusténo v destilované vodé, pH = 7,4

Placentarni tkan
Pro blizsi informace viz Tab. 3 nize.

Tab. 3 — Charakteristika vzorkii placent pouZitych pro pripravu mikrosomalni frakce

Puvod tkané Prvni darce Druhy darce Tteti darce
Stav tkané Mrazena” Mrazena Cerstva Mrazena Cerstva
Mikrosomalni

1 2 3 4 5
frakce

“mrazend tharn byla uchovana pri —80 °C

Postup
Cela procedura probihala pifi 5 °C. VSechen potfebny materidl byl pfedem vychlazen na
tuto teplotu. Byla pouzita metodika podle van der Hoevena a Coona (1974) [103].

Tkan urcena k izolaci byla nejprve zvaZena a nakrajena na co nejmensi kousky.
Nésledné byla nastfihana a odkrvena v homogeniza¢nim pufru (o zhruba trojnasobném
objemu, nez Cinila hmotnost tkan¢, 1 ml odpovidd 1 g). Elektricky pohanénym
teflonovym pistem byla nasledn¢ ve sklenéném homogenizatoru podle Pottera-Elvehjema
homogenizovana ve zhruba Ctyinasobném objemu homogenizacniho média. Vznikly
homogenat byl prefiltrovan pies Ctyfi vrstvy gazy a centrifugovan po 10 min pii 600 g
a5 °C (Allegra X-30R, rotor SX4400). Supernatant byl odlit a znovu centrifugovan
(16 000 g, 20 min, 5 °C, Allegra X-30R, rotor F0630). Supernatant pfipraveny touto
centrifugaci byl pak opatrné odlit a tim odd¢€len od tzv. jemné sedlé vrstvy.



Naésledné byl tento supernatant ultracentrifugovan (235 000 g, 90 min, 5 °C, XPN-
90, rotor 45Ti). Vzniklé¢ pelety byly homogenizovany v pufru 2 (zhruba polovina
mnozstvi homogenizacniho média pouzitého pfi homogenizaci).

Vznikly homogenizat byl opét ultracentrifugovan (425 000 g, 65 min, 5 °C, XPN-
90, rotor 70Ti). Ziskané pelety byly resuspendovany v pufru 3 (pfiblizn¢ 1/50 mnozstvi
pufru 2). Ziskany mikrosomalni preparat byl ulozen v kapalném dusiku po malych

davkach az do jeho spotieby.

4.3.2. Stanoveni celkové koncentrace bilkoviny metodou BCA

Pouzité roztoky:
Komeréné dostupnd sada ,Pierce BCA Protein Assay - Reducing Agent
Compatible* od Thermo Fischer Scientific — roztoky A a B

Postup
Bylo vyuzito metody podle Smith et al. (1985) [104], kterd je zaloZena na méfeni
absorbance komplexu kyseliny bicinchoninové s méd'nymi kationty, které vznikaji
redukci méd’natych kationtli v roztoku s peptidovou vazbou.

Z rozmrazeného mikrosomalniho prepardtu byly pfipraveny 10x, 20x a 50x
fedéné roztoky v destilované vodé. Na mikrotitracni desticku byly aplikovany (vzdy
vmnozstvi 9 pl do jedné jamky) triplet blanku (destilovand voda), duplikaty jiz
ptipravenych standardl obsahujicich bilkovinu BSA (v koncentracich 2; 1,5; 1; 0,75; 0,5;
0,25 a 0,125 mg/ml) a vSechna tfi fedéni mikrosomalniho preparatu v triplikatech.
Nasledné byl ptipraven ,,pracovni roztok* smichanim jednoho dilu ¢inidla B a padesati
dilt ¢inidla A z vyse uvedené komeréni sady. Do kazdé pouzité jamky bylo ptidano 250 pl
pracovniho roztoku.

Mikrotitracni desti¢ka byla pak po 30 min inkubovana pii 37 °C. Po uplynuti této
doby byla na pfistroji Tecan Sunrise zméfena absorbance v jednotlivych jamkéach
pii 562 nm. Z absorbanci BSA standardu byla sestavena kalibra¢ni kiivka a z jeji
smérnice a dat ziskanych pro triplety vzorki byla vypoctena jejich celkovéa koncentrace

bilkoviny.



4.3.3. Stanoveni celkové koncentrace cytochromi P450

Pouzité roztoky:
Puft: 0,1 M draselnofosfatovy (KH2PO4)

Rozpusténo v destilované vod¢; pH = 7,4

Postup
Stanoveni bylo provadéno podle Omury a Sata (1964) [47] na zaklad¢ schopnosti CYP
v redukovaném stavu vazat oxid uhelnaty a vykazovat pak absorp¢ni pés pii 450 nm.

Mikrosomalni preparat byl v pouzitém pufru (0,1 M draselnofosfatovy) nafedén
na zhruba 1 mg/ml (vysledny objem 2,4 ml). Vznikly roztok byl promichan zpétnym
nasavanim do $picky pipety a nasledn¢ rozdélen do dvou sklenénych kyvet s maskovanim
o objemu piiblizné 1 ml a optické draze 1 cm. Ob¢ kyvety byly jednu minutu syceny
plynnym oxidem uhelnatym. Nasledné¢ byly obé kyvety promichany a vloZeny do
spektrofotometru (Spekord 250 Plus). Bylo prométeno referenéni spektrum mezi 350
a 500 nm. Jedna z kyvet (vzorkova) byla redukovana nékolika mg pevného Na»S>04
a promichana zpétnym nasavanim do $picky pipety. Nasledné bylo prométeno diferencni
spektrum (o stejném rozsahu), z n€hoz byla urcena absorbance pii 450 a 490 nm.

Rozdil téchto absorbanci byl vyjadien jako AA4so-490. Celkova koncentrace CYP

v preparatu byla ur€ena ze vztahu:

AAys0-490

‘ Fedéni,
e-l

Ccyp =
kde AAas0-490 je rozdil absorbanci pii 450 a 490 nm,
ccyp je koncentrace CYP v preparatu (v umol/dm?),
¢ je molarni absorpéni koeficient CYP (0,126 dm*-cm™-umol™),

[ je opticka dréha kyvety v cm (u pouzivané kyvety 1 cm).
Specificky obsah CYP byl poté vypocten nasledujicim zplisobem:

ccyp
5.0.CYP = ———,
Chilkovina

kde ccyp je vySe vypoctend koncentrace CYP v preparatu,
s.0. CYP je specificky obsah CYP v preparatu,

Chilkovina J€ celkova koncentrace bilkoviny uré¢end metodou BCA.



4.3.4. Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy
Pouzity material:
Reak¢ni puft: 0,3 M draselnofosfatovy (KH2PO4)

Rozpusténo v destilované vod¢; pH = 7,4

Cytochrom c: 5 mg/ml roztok v destilované vodé

NADPH 10 mM roztok v destilované vodé

Parfémy 1 a 2 1,5% fedény roztok v methanolu
Postup

Aktivita CYPOR byla stanovena podle Dignama a Strobela (1977) [105] na zaklad¢
casové zmeény absorbance redukované formy cytochromu c pti 550 nm.

Ptimo do sklenéné kyvety s maskovanim (optickd drahy 1 cm, objem kyvety
ptiblizné 1 ml) byla pfipravena reakéni smés v objemu 1000 pl reakéniho pufru. Findlni
koncentraci cytochromu c ¢inila 0,5 mg/ml. Dale reakéni smés obsahovala, v zavislosti
na experimentu, pfiblizné¢ 4 nM mikrosomalni CYP (stanoveni aktivity mikrosomalnich
preparatli), nebo 4 nM baktosomalni CYPOR (pfi stanoveni jeji aktivity), nebo 4 nM
rekombinantni bakulosomalni AROM (pfi stanoveni aktivity obsazené CYPOR).

Pti stanoveni aktivity CYPOR v pfitomnosti parfémi byl také do vzorku pfidan
methanol, nebo testovany parfém. U parfému byla testovana celkova fedéni 300x a 150x%.
Methanol byl do roztokll pfidavan do finalniho fedéni 100x (kontrolni methanolova
reakce bez parfému), 200x (reakce s 300x fedénym parfémem; ptidavek 1:1 parfém
a methanol) anebo viibec (kontrolni reakce bez methanolu, reakce se 150x fedénymi
parfémy).

Po vySe popsaném sestaveni reakéni smési a promichéni zpétnym nasavanim do
pipety byla zméfena absorbance reakéni smési pfi 550 nm jako blank
(na spektrofotometru Spekord 250 Plus). Do kyvety bylo nésledné pfidano 10 pul 10 mM
roztoku NADPH. Reak¢ni smés byla pak rychle promichana technikou zpétného nasavani
do Spicky pipety a po 4 min byl na vySe zminéném spektrofotometru méten piirtstek
absorbance pii 550 nm. Absorbance byla métena kazdych 10 s.

Z pocatecniho linearniho useku ziskané kiivky byla néasledné vypoctena aktivita
CYPOR podle vztahu:

AA

— -Tedéni,
e-l-t

AcypPoR —

kde acyror je aktivita CYPOR (v umol cyt ¢ - min"!-ml™)



44 je rozdil absorbanci na pocatku a konci linearniho tiseku ktivky,

¢ je molarni absorpéni koeficient CYPOR (21 dm*mmol!-cm™),

[ je optickd draha kyvety v cm (u pouzivané kyvety 1 cm)

t je Cas registrace absorbance na konci linearniho useku (resp. doba, po kterou byla

zavislost linearni).
Specificka aktivita CYPOR byla néasledné vypoctena podle vztahu:

s.a.CYPOR = —ZCYPOR

Cbilkovina

kde acyror je vySe stanovena aktivita CYPOR,
s.a. CYPOR je specifickd aktivita CYPOR,

Chilkovina J€ celkova koncentrace bilkoviny ur¢end metodou BCA.

4.3.5. Stanoveni aktivity aromatasy s TLC nebo HPLC/MS
vyhodnocenim

Pouzité roztoky:
Puft: 0,1 M sodnofosfatovy (NaH2POs)

Rozpusténo v destilované vodé; pH = 7,4

Testosteron (TST): 5 mM roztok v methanolu

Estradiol (E2): 5 mM roztok v methanolu

Standard pro TLC: pfiblizné 0,5 mM E2 a 1,25 mM TST v ethylacetatu
NADPH: 10 mM roztok v destilované vodé

Mobilni faze (MF) pro TLC: 1 dil hexanu na 4 dily diethyletheru

Vyvolavaci roztok: 10 % (v/v) kyselina sirova

Vnitini standard pro MS: 0,5 mM roztok ethinylestradiolu v methanolu

Parfémy 1 a 2: 1,5x fedény roztok a 3x fedény roztok v methanolu



Postup
Do sklenénych silnosténnych zkumavek byla v pfipravena reakéni smés o sloZeni:
reak¢ni pufr (0,1 M sodnofsofatovy, pH = 7,4), 50 uM TST a mikrosomalni preparat (v
kone¢né koncentraci bilkoviny pfiblizn¢ 1 mg/ml). Koncentrace jsou vztazeny
na celkovych 500 pl reakéni smési, tedy az po ptidavku NADPH.

Pti experimentech posuzujicich aktivitu aromatasy v ptitomnosti parfému byly do
smési piidavany také parfémy, a to v celkovém fedéni 150x a 300x (v zévislosti
na konkrétni reakéni smési). V piipadé¢ porovnavani aromatasové aktivity byly
proménnou mezi jednotlivymi reakénimi smésmi mikrosomdlni preparaty, pii studiu
interakce s parfémy byl naopak ve vSech smésich pouzit preparat stejny a proménnou byl
pridavek parféma.

Pfi porovnani inhibi¢nich ucinka parfémii mezi expresnimi systémy (s HPLC/MS
vyhodnocenim) byly v roztoku pfitomné parfémy fedéné 300%, v kontrolni reakci byl
naopak 100x fedény methanol. Mikrosomélni preparat byl v odpovidajicich reak¢énich
smésich nafedén pfiblizné na koncentraci CYP 34 nM, rekombinantni aromatasa byla
v danych reakénich smésich pfitomna v koncentraci 30 nM.

Tyto reakéni smési byly po 5 min pfi 37 °C preinkubovany. Reakce byla
iniciovana piidavkem NADPH (jehoz koncentrace ve vysledné reakéni smeési byla
1 mM). Zkumavky s reakéni smési byly pak po 30 min pfi 37 °C inkubovany. Reakce
byla ukonfena ptfidavkem 1,5 ml ethylacetitu. Pii experimentech s HPLC/MS
vyhodnocenim byl do smési pfidavan po ukonceni reakce vnitini standard 17a-
ethinylestradiol (pfidavek ¢inil celkem 10 pl zdsobniho roztoku). Jeho celkova
koncentrace byla v celé¢ smési 2,5 pM (tj. v reak¢ni smési i s 1,5 ml ethylacetatu).

Reakéni smési byly pak podrobeny vifivé extrakei na vortexu (75 s) a nasledné
centrifugaci (2 min, 1700 g, EBA 270 s vykyvnym rotorem). Déle byl odebran 1 ml
organické faze do malych sklenénych zkumavek. Ty byly nasledné umistény
do centrifugacniho koncentratoru a po 45 minut byla organickd faze odpafovana
za laboratorni teploty. Odparek byl smyt 125 pul ethylacetatu a organicka faze byla znovu
ponechana se odpafit za stejnych podminek. Vysledny odparek byl pak smyt 20 ul
ethylacetatu.



Experimenty s TLC vyhodnocenim
Mezitim byla TLC desticka (silikagel na hlinikové f6lii) po 30 min aktivovana
pii 120 °C. Po této dob¢ byly poznaceny startovni pozice a startovni linie. Pfipravena
mobilni fize byla probublana 50 cm? plynného amoniaku.

Na aktivovanou desticku byly naneseny jednotlivé vzorky a standardy a nasledné
bylo provedeno samotné TLC (mobilni faze: 1 dil hexanu na 4 dily diethyletheru). Po jeho
ukonceni a oznaceni polohy chromatografického cela byla desticka vyvoldna 10 %
kyselinou sirovou a nasledné byla zahfivana pomoci fénu az do uplné vizualizace.

Vyhodnoceni probihalo subjektivné posouzenim velikosti zluté skvrny estradiolu

v jednotlivych drahéch.

Experimenty s HPLC/MS vyhodnocenim
Misto aplikace na TLC desticku bylo 20 pl ethylacetatu s rozpusténym odparkem znovu
odpateno. Takto ptipravené vzorky byly pfedany na HPLC/MS analyzu, kterou provadél
RNDr. Tomas Je¢men, PhD podle Drejslarové et al. [6].

Analyza HPLC probihala gradientovou eluci na reverzni fazi. Hmotnostni
spektrometrie probihala na pfistroji slozeném z kvadrupdlového filtru a time-of-flight
analyzérem. Pfistroj byl opatfeném zdrojem s elektrosprejovou ionizaci. Ze ziskanych
chromatogramii byly pomoci MS identifikace pfipraveny tzv. extrahované iontové
chromatogramy, zobrazujici pouze relevantni ionty. Na téchto ziskanych datech byla pak
provedena integrace jednotlivych pikt pro E2 a EE2. Plocha estradiolového piku pak byla
vztazena na plochu piku ethinylestradiolového. Ze ziskaného poméru a znadmé

koncentrace EE2 v jednotlivych reakénich smésich byla dopoctena koncentrace E2.



5. Vysledky

5.1. lzolace a charakterizace mikrosomalnich preparat

Metodou frakéni centrifugace podle Hoevena a Coona (1974) [103] bylo pfipraveno
celkem pét mikrosomalnich placentarnich frakci. Vysledky jejich charakterizace pomoci
metod uvedenych v kapitole 4.3 jsou shrnuty v Tab. 4 nize. Ptiklad subjektivniho
vyhodnoceni aromatasovych aktivit ziskanych preparatii je na Obr. 7 na nésledujici
strance. Na Obr. 8 (také na nasledujici strance) je pak reprezentativni spektrum namétené
pii stanoveni celkové koncentrace CYP a na Obr. 9 (str. 46) je reprezentativni pribch
redukce cytochromu c pfi stanoveni aktivity CYPOR.

Tab. 4 — Charakterizace jednotlivych mikrosomalnich preparatii.

. Celkovy zisk Vytézek ms.
m(homogeniz o ) i o
; . V(ziskany Chilkovina mikrosomalni bilkoviny
Preparat ovana tkan) ) ) . . ;
lel preparat) [ml] [mg/ml] bilkoviny z puvodni
s & [mg] tkané
E 1 180 5 21£2 105 0,06 %
= 2 81 2 18+1 36 0,04 %
3 90 2 22+2 44 0,05 %
4 90 2 8+1 16 0,02 %
5 100 3 25+4 75 0,08 %
n(celkem L.
i ccyp s.0. CYP . ; Aktivita
Preparat ziskaného CYP)
[pmol/ml] [pmol/mg] CYP19A1
[mol]
pod limitem pod limitem pod lim. detekce
o 1 ++
> detekce detekce
Q
2 0,36 0,02 0,72 +
3 1,32 0,06 2,64 -
4 0,07 0,01 0,16 +
5 0,75 0,03 2,25 +++
. ACYPOR s.a. CYPOR
Preparat . .
[pmol cyt ¢ / min - ml] [pmol cyt ¢ / min + mg]
o 1 1,05 0,05
é 2 0,54 0,03
Q 3 1,14 0,06
4 1,10 0,16
5 0,91 0,04

Stanoveni celkové koncentrace bilkoviny probihalo metodou BCA vzdy ve trech redénich, pricemz jednotliva redeéni se
stavala z triplikati. Data v tabulce jsou priumery koncentraci stanovenych pro jednotliva redéni a jsou uvedena
s prislusnou smeérodatnou odchylkou. Vzhledem k nature izolace z biologického materidalu neni u celkového zisku
mikrosomalni bilkoviny provedeno statistické oSetieni. Obsah CYP byl stanoven z jednoho méreni provedeného podle
Omury a Sata (1964) [47). Aktivita CYPOR byla urcena podle Dignama a Strobela (1977) [105]. Pro prepardaty 1 az 4
byla stanovena z jednoho méreni, u prepardatu 5 je uveden prumér z triplikatu. Aktivita AROM byla posuzovina
subjektivné na zdakladé provedenych reakci s TLC vyhodnocenim. Jednotlivé reakce byly provadeny v duplikatech.
Stupnice vyjadruje miru aktivity CYP19A1, ,,+* znaci nejmensi aktivitu, , +++" aktivitu nejvyssi. Pro priklad

vyhodnoceni viz Obr. 7 na nasledujici strance.



Preparaty ¢. 4 a 5 byly nésledné¢ vyuzivany k dal$im pokustim (preparaty 1 a 2
vykazovaly pfili§ nizkou miru aromatasové aktivity a byly spotfebovany pii optimalizaci
slozeni roztokii a reakcnich smési, preparat 3 byl také spotfebovan pii optimaliza¢nich

experimentech).
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Obr. 7— Porovnadvani aktivity aromatasy mezi prepardty placentdrnich mikrosomi. Na levém panelu je reprezentativni
TLC desticka, vyrez (vpravo) zachycuje subjektivni hodnoceni intenzit skvrn E2 pri porovnani jednotlivych
mikrosomalnich preparatii. Draha S: standard (0,5 mM E2 a 1,25 mM TST v ethylacetatu). Reakcni smési obsahovaly
vzdy 50 mM TST, 1 mM NADPH a odpovidajici preparat (pri celkové koncentraci bilkoviny v roztoku zhruba 1 mg/ml)
v 0,1 M sodnofosfatovém pufiu o pH 7,4. Reakce byly provadeny v duplikatech. Dvojice drah 3; 4 a 5: cislo odpovida
preparatu pouzitému k pripravé dané reakcni smési. Zkratkou E2 je oznacen 17p-estradiol, TST pak znaci testosteron.
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Obr. 8 — Reprezentativni spektrum redukovaného mikrosomalniho prepardatu syceného oxidem uhelnatym.
Predklddané spektrum pochdzi ze stanoveni celkového obsahu CYP u mikrosomdlniho preparatu cislo 3. Jako
reference byl pouzit roztok nasyceny oxidem uhelnatym a neredukovany dithionicitanem sodnym. Viastni mérent
diferencniho spektra bylo provedeno ve vzorkové kyveté proti této referenci. Vzorkova kyveta byla nasycena oxidem
uhelnatym a nasledné redukovana zminénym Ccinidlem (nékolik mg krystalické latky). Celkovd koncentrace
mikrosomalni bilkoviny v obou kyvetdch ¢inila priblizné 1,5 mg/ml (v 0,1 M draselnofosfatovém pufiu o pH 7,4).
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Obr. 9 — Reprezentativni zaznam zmény absorbance cytochromu c pri stanoveni aktivity CYPOR. Prezentovany graf byl
ziskan pri stanoveni aktivity CYPOR v prepardtu ¢. 4. Reakéni smés obsahovala 0,5 mg/ml cytochromu ¢ a 4 nM
mikrosomalni CYP v 0,3 M draselnofosfatovém pufiu.

5.2. Vliv parfému na aktivitu placentarni mikrosomaini
aromatasy

Orientacni ovéfeni vlivu parfémut na aktivitu mikrosomalni aromatasy bylo provedeno
reakci (pfeména TST na E2) s TLC vyhodnocenim (podobné jako na Obr. 7, viz piechozi
stranka), pfiemz experiment probihal v duplikatech jednotlivych reakcénich smési.
Nejprve byl pokus proveden s mikrosomalnim preparatem ¢. 4 a 300x fedénymi parfémy
(ve finalni reakéni smési). Vzhledem k malé mife inhibice byl pokus zopakovan jesté
s preparatem €. 5 (pro nedostatek preparatu €. 4) a s parfémy fedénymi 150x. Obé

vyvolané TLC desti¢ky jsou na Obr. 10 niZe.
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Obr. 10 — Vliv parfémii na aktivitu placentarni mikrosomalni aromatasy. Desticky jsou vysledkem separdtné
provadenych experimentii. Drahy 1 aZ 6 (pokus s 300 fedenymi parfémy) obsahuji v reakcni smési preparat ¢. 4,
drahy 7 aZ 12 (pokus s 150 % rFedénymi parfémy) pak preparat ¢. 5. Draha S: standard (0,5 mM E2 a 1,25 mM TST
v ethylacetatu; Drahy 1; 2; 7 a 8: kontrolni reakcni smés bez parfémii (reakcni pufy, 50 mM TST, 1 mM NADPH a
preparat v celkové koncentraci bilkoviny zhruba 1 mg/ml), ostatni drdahy jsou stejného sloZeni az na pridavek parfému;
Drahy 3 a 4: 300 Fedeny parfém 1; Drahy 5 a 6: 300 redény parfém 2; Drahy 9 a 10: 150% redeny parfém 1;
Drahy 11 a 12: 150% redény parfém 2. Pozn. na desticce B (150 % Fedéné parfémy) jsou zretelné skvrny po necistotach
z nanosu aerosolu ziedéné kyseliny sirové. Zkratka E2 znaci 17f-estradiol, TST pak testosteron.



5.3. Inhibi¢éni Gc¢inky parféml na aktivitu aromatasy
v bakulosomalnim a mikrosomalnim systému

Po orientacnim prokazani inhibi¢nich u¢inkti parfémi na aromatasu v mikrosomalnim
prostiedi bylo nutné je kvantifikovat pomoci HPLC/MS. HPLC bylo provadéno
gradientovou eluci na reverzni fazi. Hmotnostni spektra byla proméiena
po elektrosprejové ionizaci a selekci iontii na zédklad€ kvadrupolového filtru a nasledného
time-of-flight analyzéru. Cel¢é HPLC/MS vyhodnoceni provadél RNDr. Tomas
Je¢men, PhD.

Celkem bylo pfipraveno Sest reakcnich smési — tii s rekombinantni bakulosomalni
aromatasou a tfi s mikrosomalni aromatasou. Jedna z téchto tii reakénich smési vzdy
predstavovala kontrolni reakci, kde byl misto parfému pfidan methanol ve stejném
objemu. Dalsi dvé reakéni smési obsahovaly kazdd ptidavek jednoho z testovanych
parfémi (ve vysledku 300x fedénych). Jako wvnifni standard byl pouzit 17a-
ethinylestradiol, ktery méa velmi podobny MS ioniza¢ni profil jako E2 (fragmentacni
spektra viz Ptiloha 1). Plochy pikii E2 a EE2 ziskané jejich integraci pro jednotliva méteni
v triplikatech jsou obsazeny v Ptiloze 2. Vysledné extrahované iontové chromatogramy,
na nichz byly piky integrovany, jsou soucasti Ptilohy 3.

Plochy pikii E2 byly vztazeny na plochu pikl vnitiniho standardu EE2 a pomoci
toho byla vypoctena vyslednd koncentrace E2 v jednotlivych vzorcich. Vysledny graf
shrnujici inhibi¢ni u€inky parfémil v obou systémech je na Obr. 11 niZe.
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Obr. 11 — Vliv parfémii na aktivitu aromatasy v mikrosomadlnim a bakulosomalnim systému. VSechny reakéni smési
obsahovaly 50 mM TST a 1 mM NADPH v reakénim pufiu (0,1 M sodnofosfatovy, pH = 7,4).

Pouzity mikrosomadlni prepardt byl naredén na celkovou koncentraci bilkoviny v reakcni smési priblizné 1 mg/ml.
Bakulosomalni aromatasa byla v danych reakcnich smésich pritomna v koncentraci 30 nM. Oba parfémy byly
v reakcni smési pritomny v 300% fedeni. Kontrolni reakce probihala s pridavkem methanolu (ve vysledném redeéni
100%). Procenta nad jednotlivymi sloupci predstavuji vztazeni vysledné koncentrace E2 v dané reakcni smési na tuto
koncentraci v kontrolni reakci v totozném expresnim systému. Méreni bylo provadéno v technickych triplikatech
(vynesen je primér a smérodatna odchylka téchto méveni). Zkratka E2 znaci 17[-estradiol.



5.4. Vliv parféemu na aktivitu NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasy v rozdilnych expresnich systémech

Cilem této série experimentli bylo nejprve ovéfit, zda maji testované parfémy vliv
na aktivitu mikrosomalni placentarni aromatasy. Nasledn¢ byl pro porovnani proveden
totozny pokus také s bakulosomalni a baktosomalni CYPOR.

Aktivita CYPOR byla stanovena na zakladé casové zmény absorbance
redukované formy cytochromu c. Reakéni smés obsahovala (mimo neovlivnény systém)
bud’ 100x fedény methanol, nebo fedény testovany parfém v celkovém tfedéni 300x
a 150x. Vysledné vypoctené aktivity z jednotlivych méfeni jsou obsazeny v Ptiloze 4.
Ziskané aktivity CYPOR byly nésledn¢ statisticky vyhodnoceny a vysledny
graf je na Obr. 12 nize.
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Obr. 12 — Viiv parfémit na aktivitu CYPOR v riznych expresnich systémech. Vyslednad aktivita jednotlivych systémii je
vzdy procentudlné srovndna s neovlivnénou reakct (kontrola) provadeénou ve stejném expresnim systému. Reakéni smés
obsahovala 0,5 mg/ml cytochrom ¢ a 4 nM mikrosomalni CYP, nebo 4 nM bakulosomalni AROM, nebo 4 nM
baktosomalni CYPOR (v zavislosti na experimentu, koncentrace CYPOR kazdého preparatu nebyla totiz znama) v 0,3M
draselnofosfatovéem pufiu o pH 7,4. Reakce byla iniciovana pridavkem 10 pl 10 mM roztoku NADPH. Méreni
s pridavkem parfému, methanolu, nebo je pufru byla provadena v triplikdtech, vynesenym vdajem je priumér a mirou
variability je smerodatnd odchylka. Vyjimkou jsou méreni pro mikrosomalni preparat pro 300% redény parfém
1 a 150% rFedény parfém 2, kde je vyneseny priimér pouze z duplikatu a mirou variability je variacni rozpéti souboru..



6. Diskuse

Aromatasa (CYP19A1, AROM) je cytochrom P450 zprostiedkovavajici aromatizaci
androgennich steroidnich hormonil na estrogeny [42]. Jeji znacny fyziologicky vyznam
dokumentuje mnozstvi patologickych stavii pfi jeji deficienci nebo naopak nadmérné
aktivité [92]. Inhibitory aromatasy maji velky klinicky vyznam jako 1é¢iva, 1ze s nimi
vSak pfijit do kontaktu také nezdmérné v zivotnim prostiedi. Aromatasa se navic
v lidském organismu jakozto extrahepatilni CYP vyskytuje mj. v tukové tkani a kazi,
do kterych mohou hydrofobni latky ciziho pivodu v nékterych ptipadech pomérné
snadno prochazet [106].

Predkladana bakaléatska prace navazuje na studii provedenou Drejslarovou et al.
[6], ktera poukazala na inhibi¢ni G¢inky parfémi viic¢i lidské aromatase. Enzym byl ovSem
rekombinantniho plivodu, pfi¢emz pouzivanym expresnim systémem byly bakulosomy,
tzn. mikrosomdlni frakce ziskand zhmyzich bunék transfekovanych nékterym
z bakulovirti. Napfi¢ riznymi expresnimi systémy neni mozné vzdy predpokladat totozny
toxikokineticky a ptfedevSim toxikodynamicky profil zkoumanych latek [72]. Zjisténi
vySe uvedené studie bylo tedy nutné potvrdit v lidském mikrosomdlnim systému,
tj. membranovém prostiedi, kde se aromatasa fyziologicky vyskytuje.

Casto vyuZivanym zdrojem aromatasy je placentarni tkan, predevsim kvali
vysokému obsahu AROM a relativné snadné dostupnosti biologického materialu [42].
Nejprve bylo tedy pfipraveno metodou frakéni centrifugace nékolik mikrosomalnich
preparatl, které byly charakterizovany a navzajem orientaéné porovnany v ramci jejich
aromatasov¢ aktivity.

Dalsim krokem bylo posoudit pfipadné inhibi¢ni ucinky parfémt na aktivitu
tohoto enzymu. Testované parfémy byly vybrany v ndvaznosti na vySe zminénou studii.
Vybrané vzorky v ni vykazovaly celkem nejvétsi (parfém 1) a nejmensi (parfém 2)
inhibi¢ni ucinky na aromatasu v bakulosomalnim systému. Samotné posouzeni ptisobeni
parfémll na tento enzym prob&hlo nejprve orientacné formou reakce (fyziologicka
pfeména testosteronu na estradiol) s TLC vyhodnocenim. Inhibice aromatasy parfémy
byla sice zietelnd, mezi ucinky obou parfémut vSak nebyl vidét vyraznéjsi rozdil. Pokus
tak byl zopakovan s dvojndsobnou koncentraci parfému. Vysledky byly, zfejmé vzhledem
k malé citlivosti pouzité metody, témet totozné. Inhibi¢ni vlastnosti parfému tak byly
ovSem dostatecné potvrzeny.

Nasledovala kvantifikace a pfimé porovnani tohoto inhibi¢niho vlivu mezi obéma
membranovymi systémy. Znovu byly provedeny stejné pokusy, vyhodnoceni vSak
probéhlo metodou HPLC/MS. Opét byla potvrzena inhibice aromatasy v mikrosomalnim
1 bakulosoméalnim systému, mikrosomalni systém se v tomto ohledu dokonce ukézal jako

mirné citlivéj$i na pritomnost parfémd.



Na zavér bylo nutno ovéfit ucinky parfémi na redoxniho partnera aromatasy, totiz
CYPOR. Me¢feni byla provedena s CYPOR obsazenou v bakulosomech, baktosomech
apfipravenych  mikrosomdalnich  preparatech. Na aktivitu CYPOR v obou
rekombinantnich  systémech nemély parfémy vyznamnéjsi vliv. CYPOR
v mikrosomalnim systému z placenty byla vSak pfitomnosti parfému (i samotného
methanolu) stimulovéana, pfiCemz nejvyssi stimulace nastdvala pii vysSich fedénich
parfém, pii nizSich aktivita CYPOR opét klesala.

Rozdily ve vysledcich v obou porovnavanych experimentalnich systémech
vyuzivanych pro vyzkum CYP dokazuji, Ze jejich rovnost neni samoziejma a nelze
ji obecné predpokladat. To plati zvlasté v ramci metabolickych a toxikologickych studii
provadénych v téchto systémech. Hmyzi bunky kultivované pii 27 °C vykazuji
v membrané vyssi obsah nenasycenych mastnych kyselin a nizsi obsah cholesterolu nez
kultivované sav¢i bunky (kvili udrzeni dostateéné fluidity membrany) [77]. Nenasycené
mastné kyseliny mohou navic in vitro plsobit jako inhibitory aromatasy [107]. ZvySena
fluidita vede mj. ke zvySeni laterdlni difuze [108] a tedy k ovlivnéni aktivity
membranovych enzymii [109], nebot’ lze predpokladat zvyseny pocet jejich kontakti
se substraty, ale i inhibitory. Konkrétni vysledek téchto casto protichidnych jevi
a interakei ziejmé zavisi na specifické situaci a kombinaci dvojice substratu a inhibitoru.

Dal$im moznym vysvétlenim liSicich se modulacnich vlastnosti parféma naptic
expresnimi systémy je rozdilny metabolismus nékterych slozek parfému zprostfedkovany
bud’ CYPOR, nebo jinymi enzymy obsazenymi v téchto systémech. Vysledné metabolity
by také mohly pilisobit jako inhibitory ¢i stimulatory enzymatické aktivity, pfipadné
se zapojovat do aditivnich nebo synergickych piisobeni samotné parfémové smési. Roli
pfi stanoveni aktivity aromatasy jist€¢ hraji i zjisténé stimulacni G€inky parféma na
mikrosomalni CYPOR.

I pfesto ale vykazovala AROM v tomto systému vétSi miru inhibice parfémy
nez v bakulosomech. V rekombinantnich systémech obecné dochazi k nadmérné expresi
urcitého CYP spolecné s fyziologickou bazalni expresi ostatnich membranovych proteinti
(napft. ostatnich CYP a CYPOR) [72]. Lze pak ptedpokladat, ze oproti mikrosomalnimu
systétmu bude plocha membrany vztazend na jeden dany CYP v rekombinantnich
systtmech menSi. To by mohlo vést ke sniZeni kapacity pro absorpci, uchovani
a zpracovani hydrofobnich latek oproti mikrosomalnimu systému, kde by tak inhibitory
mohly mit lep$i podminky k plisobeni.

Celkovy inhibi¢ni profil testovanych parfémi se napadné kvalitativné podoba
ucinkiim a-naftoflavonu na CYP 1 CYPOR v mikrosomalnim systému. Tato sloucenina
totiz podobné jako testované parfémy pusobi jako inhibitor aromatasy [94], zaroven
ale jako stimulator aktivity CYPOR [69]. Flavonoidy, latky mezi které se fadi i o-
naftoflavon, se vyskytuji i v rostlinnych esencidlnich olejich, kde ptsobi i jako vonné
latky [12]. Jejich ptitomnost Ize tedy oCekavat 1 v testovanych parfémech. Nékteré z nich



ovSem pisobi naopak jako inhibitory CYPOR (napi. quercetin a morin) [69], profil
flavonoidii v tomto ohledu tedy neni jednoznacny.

Lisici se stimula¢ni ptisobeni obou parfémti na CYPOR lze vysvétlit napt. jejich
rozdilnymi koncentracemi vonnych slozek — vice stimulujici parfém (parfém 1) byl
zaroven vice koncentrovany a puisobil i jako siln€jsi inhibitor AROM. Mén¢ stimulujici
parfém (parfém 2) byl naopak méné koncentrovany a mén¢ potentni inhibitor aromatasy.
Obdobn¢ vysvétleni zamétené na jejich koncentraci 1ze podat i u jejich inhibi¢nich ucinki
vici aromatase. Ovsem jak bylo uvedeno v kapitole pojednavajici o terminologii téchto
ptipravkil, zatazeni parfému do kategorie s uddvanou vyssi koncentraci vonnych latek
nemusi byt vzdy spolehlivym tdajem a métitkem jeho koncentrace.

Jako pomémé nezvykly se jevil stimula¢ni vliv methanolu na mikrosomalni
CYPOR. Pti ptidavku methanolu a parfému v poméru 1:1 (tfistandsobné fedéni parfémir)
byl pozorovan nejvétsi stimulacni vliv na tento enzym. Mensi stimulaéni vliv pii vyssich
koncentracich parfému (stopadesatindsobné tfedéni) je mozné vysvétlit bud menSim
mnozstvim methanolu v reakéni smési (parfémy byly nafedény v methanolu), nebo
inhibi¢nimi U¢inky samotného parfému. Tento jev je vSak tfeba ovéfit a prozkoumat
v dal$ich experimentech.

Experiment sledujici kvantitativni inhibici AROM parfémy je v budoucnu taktéz
nutné zopakovat s odliSnym placentarnim mikrosomdlnim preparatem, aby bylo mozné
vylouc¢it vliv variability téchto preparati na ziskané vysledky. Tato metabolicka studie
by také méla v budoucnu byt provedena ve skutecnych, nikoliv technickych triplikatech

v ramci ovéteni ziskanych vysledkd.



7. Souhrn

V ramci predkladané bakalatské prace byly zkoumdny inhibi¢ni G€inky vybranych
parfémti na lidskou placentdrni mikrosomdlni aromatasu v porovnani s lidskou

aromatasou exprimovanou v tzv. bakulosomech.

e Bylo izolovano a charakterizovano celkem pét placentarnich
mikrosomalnich frakei.

e Pilotni studii s vyhodnocenim pomoci metody TLC bylo zjisténo, ze oba
testované parfémy pusobi jako inhibitory lidské placentarni mikrosomalni
aromatasy, a to pfi svém 300x a 150x fedéni.

e Inhibicni vliv obou parfémi byl kvantifikovan pomoci HPLC/MS.
V placentarnim mikrosomalnim systému se inhibi¢ni u¢inky parfému 2
lisily od bakulosomélniho jen nevyznamné, parfém 1 naopak inhiboval
placentarni aromatasu o 15 % efektivnégji.

e Porovnanim ucinkd obou parfému na NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasu (CYPOR) obsaZenou ve tfech biologickych expresnich
systémech (mikrosomalnim, bakulosoméalnim a baktosomalnim) bylo
zjisténo, ze vobou rekombinantnich systémech (baktosomalnim
a bakulosomélnim) nemé piidavek parfému na aktivitu CYPOR vliv.
V mikrosomdalnim systému vykazovaly naopak oba testované parfémy
vici aktivite¢ CYPOR stimuacéni G€inky, pficemz parfém 1 zvySoval
aktivitu tohoto enzymu vyznamnéji nez parfém 2 ve vSech pouZitych

fedénich.
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