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Abstrakt

Cytochromy P450 hraji kli¢ovou roli pii metabolismu endogennich a exogennich
sloutenin. Ugastni se jak biotransformace, tak biosyntézy steroidnich hormond.
Vyznamnym zéastupcem téchto hemovych enzymi je cytochrom P450 19, aromatasa,
ktera katalyzuje finalni krok biosyntézy estrogennich hormonti, aromatizaci androgenti
na estrogeny. K fyziologickym funkcim estrogenti se fadi vyvoj sekundarnich pohlavnich
znakl, podpora tvorby kostni hmoty nebo regulace sekrece gonadotropinu. Naruseni
hormonalni rovnovahy vlivem endokrinnich disruptori vSak miize vést mimo jiné
k rozvoji nddorovych onemocnéni nebo reprodukénim problémim. Mezi slouceniny
s témito ucinky patfi krom¢ kontaminant zivotniho prostfedi také néktera 1éciva

a kosmeticka aditiva, kterym jsou lidé vystaveni kazdodenng.

V této bakalatské praci byl zkouman vliv vybranych parfému a antiperspirantli na
metabolickou konverzi testosteronu na estradiol, katalyzovanou enzymem aromatasa.
Aktivita tohoto enzymu byla orienta¢n¢ detekovana s vyuzitim TLC chromatografie.

Experimentalné bylo zjisténo, ze vybrané antiperspiranty nemaji na aktivitu
aromatasy vliv. U vétSiny testovanych parfémii byla zaznamendana jen velmi nizkd mira
inhibice aromatasy. Pouze jeden vzorek tento efekt vykazoval ve vys§i mife. Na zakladé
porovnani sloZeni parfémi by potencidlnimi inhibitory aromatasy mohly byt naptiklad

farnesol, kumarin nebo cinnamal.

Kli¢ova slova: cytochrom P450, aromatasa, inhibice, steroidogeneze



Abstract

Cytochrome P450 enzymes play a key role in the metabolism of endogenous and
exogenous compounds. These enzymes are involved both in biotransformation and
steroid hormone biosynthesis. An important member of this family is cytochrome
P450 19, aromatase, which catalyzes the final step of estrogen hormone biosynthesis,
conversion of androgens into estrogens. The physiologic functions of estrogens include
development of secondary sexual characteristicts, maintenance of bone mass or
regulation of gonadotropin secretion. However, hormonal imbalance due to endocrine
disruptors can result in development of certain cancers or impaired reproduction.
Compounds with these effects include, in addition to environmetal pollutants, some drugs

and cosmetic additives which people are exposed to on a daily basis.

In the present study, the effect of selected perfumes and antiperspirants on the
metabolic conversion of testosterone into estradiol, catalyzed by aromatase, was

examined. The activity of this enzyme was detected using TLC chromatography.

The experiments showed that selected antiperspirants do not affect aromatase
activity. For most of the perfumes tested, only a very low aromatase inhibition was
observed. Only one sample showed this effect to a higher extent. Based on the
comparision of perfume compositions, potential aromatase inhibitors could be, e.g.

farnesol, coumarin or cinnamal.

Key words: cytochrome P450, aromatase, inhibition, steroidogenesis
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Seznam zkratek a symbolu

3B8-HSD
178-HSD
15q21.1
AD

AHA

AR
AHTN
BHA
BHT
BP-3

CA
cAMP
CTA
CYP
CYPI9
CYP19+OR
CYPI1A1
CYPI7A1
CYPI9A1
DES

DDE
DDT
DHEA
DHT
DTB
EDTA
EHMC
ER

ERa

ERB

ERE
ERR-gama
FAD
FMN
H2AX
HSL

3-B-hydroxsteroidni dehydrogenasa
17-B-hydroxsteroidni dehydrogenasy
chromozom koddujici gen pro enzym aromatasu
androstendion

a-hydroxykyseliny

androgenni receptor

tonalid, 6-acetyl-1,1,2,4,4,7-hexamethyltetralin
butylhydroxyanisol

butylhydroxytoluen

benzofenon-3

test chromozomovych aberaci

cyklicky adenosinmonofosfat

test bunécné transformace

cytochrom P450

aromatasa

aromatasa + NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa
enzym Stépeni postranniho fetézce cholesterolu
17-0-hydroxylasa

aromatasa

diethylstilbesrol

dichlordifenyldichlorethylen
1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan
dehydroepiandrosteron

Sa-dihydrotestosteron

dibutylcin

kyselina ethylendiamintetraoctova

ethylhexyl methoxycinamat

estrogenni receptor

estrogenni receptor o

estrogenni receptor 3

estrogen responzivni jednotky

estrogenni receptor gama
flavinadenindinukleotid

flavinmononukleotid

varianta histonu z rodiny H2A

hormon-senzitivni lipasa



LCso koncentrace, kterd zptisobi umrti 50% zvitat v testované skupiné

LDso davka, kterd zpiisobi umrti 50% zvifat v testované skupiné
LDH laktatdehydrogenasa

LDL nizkodenzitni lipoprotein

MBC 3-(4-methylbenzyliden)-d-/-kafr

MCEF-7 bunécna linie lidského prsniho karcinomu

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-difenyltetrazoliumbromid
NADH nikotinamidadenindinukleotid

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NOAEL davka, pfi které jesté nebyl pozorovan skodlivy ucinek
NRU test s neutralni Cerveni

OR NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa

PBSA kyselina 2-fenylbenzimidazol-5-sulfonova

PCA kyselina pyrrolidonkarboxylova

PG propylenglykol

SCGE kometovy test

SHBG sexualni hormony vézajici globulin

SRB sulforhodamin B

T47D bunécna linie lidského prsniho karcinomu

TBT tributylcin

TCDD tetrachlorodibenzo-p-dioxin

TPT trifenylcin

WST-1 2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium
XTT 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid



1. Literarni prehled

1.1. Definice a klasifikace kosmetiky

Definice pojmu ,,kosmetika“ se v zavislosti na rtiznych zdrojich do urcit¢ miry lisi,
obecné se ale jedna o ptipravek aplikovany na télo za ucelem ¢isténi, zkrasleni ¢i upravy

jeho vzhledu, zvySeni atraktivity nebo udrzovani péce o pokozku a vlasy. [1]

Kosmetika miize byt klasifikovana podle pouziti, mista aplikace a slozeni.
Nejcastéjsi je rozdéleni podle pouziti, do této kategorie patii oblicejova kosmetika uréena
k ¢iSténi, udrzovani rovnovahy pokozky a jeji ochrané. Dale make-up, pouzivany
zejména na oblicej, télova kosmetika jako piipravky na opalovani, deodoranty,
antiperspiranty, depila¢ni ptipravky, mydla, krémy na ruce, ptipravky do koupele a také
repelenty proti hmyzu. Mezi vlasové produkty se fadi Sampony, vyzivy, barvy na vlasy,
pripravky na styling vlasti nebo podporu jejich rtstu. Pro Ustni péci se pouzivaji zubni

pasty ¢i ustni vody a v neposledni fad¢ jsou tu rizné viin€ a parfémy. [1]

1.2. Historie a vyvoj

1.2.1. Kosmetika

Slovo ,.kosmetika* bylo poprvé pouzito na zacatku 17. stoleti Sirem Francisem Baconem.
Ve svém spise The Advancement of Learning ([2]) zroku 1605 jej definoval jako
,»uméni dekorace® (z angl. ,,the art of decoration “). [3] V prub¢hu staleti se kosmetické
ptipravky nepouzivaly jen k dekora¢nim ucelim, jak je tomu dnes, ale 1 k vyjadieni
nabozenského vyznani, postaveni ve spolecnosti, pfislusenstvi k ur€itému rodu,
bohatstvi a zdravi. JiZ v prehistorickych dobach bylo malovani na télo ziejmé
nezbytnou souc¢asti nabozenskych ritudlii, nebo slouzilo k zastraseni nepftitele v dobach
vale¢ného konfliktu. [3]

1.2.2. Parfémy

Pocatky pouzivani parfémi sahaji az do obdobi starovéku. Prvni ndm znami vyrobci byli
egyptsti knézi, ktefi michali extrakty ziskané z rostlin a ovocné duziny s kotfenim,
pryskyfici, vinem, medem a nejriznéjSimi oleji. Z téchto vonnych smési pak vyrabéli
masti a kadidlo. [4] Slovo ,,parfém* (z lat. ,,per fumum ‘) znamena ,,skrz koui a prave
kadidlo bylo zfejmé jednou z prvnich forem parfému. Vonné masti se pouzivaly jak ke

kosmetickym a l1é¢ebnym ucelim, tak k balzamovani tél zesnulych. [5]



V Indii, Persii a Egypté se vyrabély parfémy na olejové bazi procesem macerace.
Aromatické rostlinné materialy byly rozdrceny a louhovéany v oleji, nebo pro 1écebné
ucely ve vode. [6] Vyznamnou roli pfi vzniku parfému tak, jak je zndme dnes, sehrala
alchymie — uméni, které ma své kofeny ve starovéké Cing, Indii a Egypté. Alchymisté
jako prvni ziskali alkohol z vina diky vynalezu destilace, ktery nejen Ze vyznamné piispél
k rozvoji chemie jako védni discipliny, ale i k vyvoji v oblasti parfumerie. [4] Obdobi
pocatku 12. stoleti bylo v Evropé spjato nejen s rozvojem vyroby parfémi, ale i se
ziskavanim esencidlnich (éterickych) olejii procesem parni destilace. Vyuzivaly se pii ni
aromatické rostliny obsahujici ur¢ité mnozstvi ,,té€kavého oleje* s charakteristickou chuti
¢i vini. [7] Principem bylo zahtati vody spolu s rostlinnym materidlem k bodu varu.
Vznikajici kapky pary s sebou nesly 1 vonné oleje a byly kondenzovany pomoci chladice.
Separace vody a esencialnich oleji poté probihala pomoci tzv. florentinské nadoby na
zaklad¢ rozdilné hustoty. [8]

Ve 2. poloviné 19. stoleti byla vynalezena metoda izolace aromatickych latek
z rostlin, ve kterych se vyskytuji — jako prvni kumarinu (Obr. 1) z tonkovych bobu
(semena plodu silovoné obecného) v roce 1856 a vanilinu (Obr. 2) z vanilkovych luski
vroce 1858. O 10 let pozd¢ji dokazali chemici Perkin a Graebe jako prvni pfipravit
kumarin syntetickou cestou. Diky objevu ptipravy syntetickych vonnych latek jiz vyrobci

parfémut nebyli zavisli pouze na ptirodnich ingrediencich. [9] [10]

H (0]
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OH
Obr. 1: Strukturni vzorec Obr. 2: Strukturni vzorec
molekuly kumarinu. molekuly vanilinu.

Obdobi zacatku 20. stoleti bylo zndmo jako zlaty vék parfumerie. V roce 1921 uvedla
francouzska mddni navrhéaika Coco Chanel parfém Chanel no.5, jehoz charakteristickym
znakem byly svrchni tony tvofené mimo jiné alifatickymi aldehydy. [9] Aldehydy jako
takové byly objeveny na konci 19. stoleti a posléze se zacaly pouzivat v parfémech,
protoze poskytovaly vétsi spektrum viini, nez ptirodni latky. [11]

Postupem casu se parfémy staly vice komercni zalezitosti — rozmohlo se jejich
pridavani do kosmetickych produkti, pfipravki pro osobni hygienu a Cisticich prostredki
pro domécnost za ucelem zvySeni atraktivity pro zdkaznika. [9] Na konci 20. stoleti
probihaly debaty na téma bezpecnosti ingredienci ve viinich a parfémech, a to predevsim
ve spojitosti s jejich vlivem na vznik kontaktni alergie. Védecky vybor pro kosmetické

prostiedky a nepotravinaiské vyrobky urcené spottebitelim (SCCNFP, z angl. ,,Scientific
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Committee on Cosmetic products and Non-Food Products®) vydal v roce 1999 na zakladé
dermatologickych dat a klinickych pozorovani stanovisko (SCCNFP/0017/98, [12]), ve
kterém oznacil 24 ptirodnich i syntetickych ingredienci jako mozné alergeny, mezi nimi
napiiklad kumarin, benzylalkohol, hydroxycitronellal, d-limonen a citral. O rok pozdé&ji
byly pfidany dalsi dvé ptfirodni latky, extrakty z liSejnikti vétvicniku slivového a ter¢ovky
otrubi¢naté. Tento seznam latek byl v roce 2003 zanesen do pozménovaciho navrhu
evropské Smérnice o kosmetickych prostiedcich 76/768/EHS (2003/15/ES, [13]). [14]

1.2.3. Deodoranty a antiperspiranty

Nazev deodorant pochazi z latinského odor, neboli pach, slovo antiperspirant ma také
svij pivod v latin€ — zdkladem slova je spiro, neboli ,,dychani®, perspirace pak znamena
»dychani kiizi. [15] Tyto latky jsou primarné uréeny k aplikaci do podpazi. Deodoranty
typicky obsahuji viini k prekryti télesného zapachu a antibakteridlni slozku ke zniceni
bakterii, které se mnozi vpotu a zplusobuji zdpach. Jejich podkategorii jsou

antiperspiranty, které kromé jiz zminénych G¢inkii navic brani produkci potu. [16]

Prvni pisemné zminky o pouzivani podpaznich deodorantl se datuji do 9. stoleti.
Tehdy byly zalozeny zejména na vinich maskujicich télesny zapach. [17] V podobé,
v jaké je zndme dnes, se na trhu zacaly poprvé objevovat teprve ke konci 19. stoleti. Prvni
deodorant pod nazvem Mum deodorant bylo mozné zakoupit v roce 1888. Jednalo se
o latku s voskovitou strukturou obsahujici oxid zine¢naty. Prvni antiperspiranty, jejichz
hlavni G¢innou slozkou byly slouceniny hliniku nebo zirkonia, vznikly na pocatku
20. stoleti. Od roku 1903 byl v prodeji antiperspirant Everdry. Tento roztok s chloridem
hlinitym o nizkém pH (kolem pH = 2,5-3,0) byl vSak pomérné agresivni, zpiisoboval
podrazdéni kuze, Stipani, paleni a také poSkozoval obleceni. [16]

SloZeni 1 podoba téchto produktl se postupem casu vyvijela. Zasluhou amerického
chemika a vynalezce Julese Monteneira bylo v roce 1941 patentovano nové slozeni
antiperspirantl s lep$i snaSenlivosti. Jejich ucinnou latkou byly pufrované slouceniny
s chloridem hlinitym, které udrzovaly pH bliZze neutrdlnimu (zhruba pH = 4). Byly
soucasti produktu Stopette, hojn€ vyuzivaného v 50. letech. Roku 1952 diky vynalezu
kulickového pera vznikl prvni deodorant typu ,roll-on. [15] Prvni antiperspiranty
ve form¢ aerosolu se na trhu objevily na konci 50. let a brzy ziskaly na popularité.
V70. letech byly vSak aerosolové antiperspiranty obsahujici zirkonium
a chlor-fluorované uhlovodiky zakézany kvili obavam z jejich bezpecnosti pro zdravi
azivotni prostfedi. V dneSni dobé je jiz k dispozici Siroké spektrum deodoranti
a antiperspiranti v riznych formach — jako roztoky (,.,roll-ony*), aerosoly, gely, krémy

nebo v pevné formée jako tyc¢inky. [17]
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1.3. Vlastnosti a slozeni

1.3.1. Kosmetika

Vlastnosti a podoba kosmetickych produktl se ptizpiisobuji dle ¢asti téla, na kterou jsou
uréeny, zda se poté smyji, setfou, nebo ponechaji na pokozce a obecné tak, aby byly pro
spotiebitele snadno pouzitelné. Jsou dostupné v podobé tekutin, gell, krémi, voskd,

tuhych latek, pudrt ¢i aerosold. [18]

Nejvice zastoupenou slozkou jsou latky proptjcujici danému produktu formu. Patii
mezi né¢ mastné kyseliny, které se vyznacuji odolnosti vii¢i oxidaci a zavislosti jejich
konzistence na ptitomnosti dvojnych vazeb. Déle tuky a oleje, jejichZ podstatnou soucasti
jsou tzv. nezmydelnitelné latky (uhlovodiky, terpenické latky, steroly, n€které vitaminy
nebo jejich prekurzory). Mezi nejstarsi kosmetické ingredience tohoto typu se fadi vosky,
zejména vceli vosk, lanolin (vosk z ovéi viny) a jojobovy vosk. Jako emulgatory se
pouzivaji glycerolfosfolipidy (fosfatidylcholin, neboli lecithin). [19] Mezi povrchové
aktivni latky se tadi detergenty, pénici Ccinidla, solubilizatory, zmékcovadla,
antimikrobidlni ¢i antistatickd aditiva. [18] Konkrétn¢ jsou to sulfaty, sulfonany, estery

kyseliny sulfojantarové, isothionaty nebo N-acyltauraty. [19]

Znacnou c¢ast kosmetickych aditiv zaujimaji latky, které udrzuji urcitou uroven
hydratace pokozky. Nejuc€inngj$imi z nich jsou humektanty, konkrétné kyselina mlé¢na,
mandlova a glykolova patiici do skupiny o-hydroxykyselin (AHA), dale kyselina
pyrrolidonkarboxylova (PCA), mocovina, polyoly (glycerol) a panthenol. NiZzsi
hydrata¢ni u¢inek maji bilkoviny, nejcastéji odvozené od bilkovin kiize (kolagen, keratin,
elastin), dale substituované polysacharidy, zejména kyselina hyaluronova a chitosan. [19]

Vyznamnou roli pfi udrzeni kvality a stability ptipravki hraji stabiliza¢ni latky, mezi
néz patii latky ovlivilujici pH, antimikrobialni pfisady, antioxidanty a chelata¢ni ¢inidla.
[18] Do kategorie antimikrobiotik se fadi kyseliny a jejich estery (kyselina benzoova
a salicylova), alkoholy (ethanol, isopropanol), z esterti zejména parabeny, tedy estery
kyseliny p-hydroxybenzoové. Antioxidanty zabranuji oxida¢nimu pisobeni kysliku na
sloZzky kosmetickych piipravkill a pouZivaji se pfirodni (flavonoidy, tokoferoly, kyselina
askorbova) ¢i syntetické — butylhydroxytoluen (BHT), butylhydroxyanisol (BHA). [19]

Utinky produktu jsou dany obsazenymi aktivnimi latkami. Kazdy vyrobce pouziva
vlastni kombinaci pfisad, mezi néZ patii rostlinné extrakty, bylinné 1é¢ivé piipravky,
aminokyseliny, proteiny, latky mikrobialniho plivodu, ceramidy a vitaminy. [18]

Latkami dtlezitymi pro celkovy dojem z produktu jsou barviva a odoranty. [18]
Barviva mohou byt pfirodni, pivodem zivocisna (karmin) ¢i rostlinna (chlorofyly, betain,
anthokyaniny), nebo syntetickd — azobarviva, trifenylmethanova barviva,

antrachinonova, ftalocyaniny. Patii sem také pigmenty, konkrétn¢ oxidy zeleza, oxidy
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trojmocného chromu, bilé oxidy (titanovd a zinkovd béloba), modré pigmenty
(ferrokyanid Zelezitoamonny, ultramarin) a perletové pigmenty. Mezi piirodni vonné
latky patii rostlinné oleje (naptiklad levandulovy, bergamotovy) a tinktury Zivoc¢isného
puvodu — ambra (latka vznikajici ve stftevech vorvang), cibet (latka produkovana cibetkou
africkou) ¢i pizmo (zZlazovy vymeések samci kabara pizmového). K syntetickym
odorantim se ftadi terpenické uhlovodiky (limonen, myrcen), terpenické alkoholy
(citronellol, menthol, nerol), alifatick¢ aldehydy, monoterpenické aldehydy (citral,
citronelal), ketony s jednim ¢i dvéma aromatickymi jadry a estery. [19] [10]

1.3.2. Parfémy

Zakladem modernich parfémti je obvykle vonnd slozka odvozena od prirodnich
rostlinnych ¢i zivoc¢isnych extraktd, nebo ziskand syntetickou cestou. [20] Esencialni
oleje mohou byt z rostlin ziskdny lisovanim, jemnéjSimi metodami jsou rizné druhy
destilace (zejména destilace vodni parou) nebo extrakce tékavymi rozpoustédly. [4]
Syntetické vonné latky pochazi ¢asto z petrochemického primyslu — zejména terpentyn
(tekavy olej ziskany destilaci z riznych druhl borovic) a cedrovy olej. Tato obsahlé
skupina se nevyznacuje konkrétni funkéni skupinou, mohou to byt alkoholy, aldehydy,
estery ¢i terpeny. Priklady pouzivanych syntetickych latek jsou limonen, pinen,
citronellol, benzylacetat, kumarin, ambroxan nebo anther. [21] [22]

Dalsi komponentou jsou piirodni Ci synteticka fixativa, ktera snizuji miru vypafovani
ostatnich slozek parfému a prodluzuji tak dobu jeho retence na kuzi. Jsou to vétSinou
rostlinné latky jako pryskyfice, balzamy, pomalu se vypatujici rostlinné oleje nebo
zivoci$né substance — ambra, pizmo, cibet, kastoreum (vymések z anélnich 714z bobra
evropského a kanadského) a propolis (pryskyti¢na latka produkovana véelami). [11] [23]
[24] Pro zvySeni stability vaci svétlu se vyuzivaji absorbenty UV zateni, naptiklad
benzofenon-2. DalSimi stabilizatory jsou rtizna chelata¢ni ¢inidla (EDTA a jeji soli),
antioxidanty jako BHT a déle kyselina citronova, vinna ¢i Stavelova k zabranéni Zluknuti.
[25] Posledni soucésti je solvent, tedy kapalina, ve které je rozpustén vonny olej a ostatni

komponenty. Obvykle je to roztok obsahujici 98% ethanolu a 2% vody. [20]

1.3.2.1. Klasifikace viuni

Klasifikace viini je hybridni systém, zaloZeny ¢astecné na ¢ichovém vnimdani, botanickém
¢1 chemickém plvodu ingredienci a historii. Zakladni Clenéni je do tzv.
rodin — kvétinové, chypre (cypiiSové), fougérové a ambrové (orientdlni) viné. [26]
Muzeme také rozliSovat viin€ citrusové, kofenéné, bylinné, anyzové, matové, kvetinové,

ruzove, drevité, zemité, pryskyficoveé ¢i zivocisné. [4]
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Obsah vonné slozky udava intenzitu viné a jeji vydrz na kuzi — ¢im vyssi
koncentrace, tim je parfém siln¢jsi a déle vydrzi. Dle tohoto kritéria rozliSujeme Ctyii
hlavni tfidy — nejvice koncentrovany je tzv. parfum, obsahujici mezi 15 az 30% vonné
slozky. Dale eau de parfum s koncentraci 8 az 15%, eau de toilette o 4 az 8% a nakonec

eau de cologne s pouze 2 az 5% vonné slozky. [20]

Ve vétSing parfémil 1ze najit 3 tony, které se objevuji s postupnym vyparovanim jeho
komponent. Svrchni tony (hlava parfému) jsou tvofeny malymi lehkymi molekulami
s vysokou t¢kavosti. Jsou to prvni tony, které vnimame a typicky jsou tvoteny aldehydy
jako citrusy, levandule nebo anyz. Stfedni tony (srdce parfému) se objevuji od 2 minut
do 1 hodiny po aplikaci. Jsou kvétinové a patii sem naptiklad rGze, jasmin, Sefik,
konvalinka, orchidej, neroli ¢i tymidn. Nizké tony (zéklad parfému) se vétSinou rozviji
soucasn¢ se stfednimi a byvaji to fixativa podporujici intenzitu svrchnich a stfednich
toni. Tvoii je velké, tézké molekuly, které se pomalu vypatuji a obvykle nejsou vnimany

drive nez 30 minut po aplikaci. Patii k nim napiiklad pizmo ¢i ambra. [20] [27]

1.3.3. Deodoranty a antiperspiranty

Pot je tekutina produkovana asi 3 az 4 miliony potnich Z14z ve Skatfe a podkoznim vazivu.
Existujyi dva typy potnich Zlaz, které se li§i strukturou, umisténim a mechanismem
sekrece — ekrinni a apokrinni. V klizi se nejvice vyskytuji zlazy ekrinni, zastoupené
pfedevS§im v dlanich, chodidlech, oblic¢eji a podpaZzi. Produkuji mirné kysely roztok
obsahujici vodu, anorganické ionty (zejména draselné, sodné a chloridové), kyselinu
mlécnou a askorbovou, mocovinu, kyselinu mocovou, aminokyseliny, amoniak
a glukosu. Tento sekret je obvykle bez zdpachu, nicméné bakterie, které se v ném mnoZi,
mohou napomadhat k produkci zapachajicich produktii (mastné kyseliny s kratkym
fetézcem, aminy). Apokrinni Zlazy se vyskytuji v podpaZzi, v okoli pohlavnich organt
a prsnich bradavek. Jejich produkty jsou sekretovany do chlupovych folikulii a v jejich

okoli opét rozkladany bakteriemi, ¢imZ mize vznikat zapach. [16]

Jak jiz bylo uvedeno, deodoranty plisobi dvojim mechanismem — antimikrobiélni
agens snizuje pocet bakterii produkujicich t€kavé latky se zdpachem a vonna slozka tento
zapach prekryva. [28] Funkce antiperspiranti je zalozena na pulsobeni aktivnich
ingredienci, obvykle sloucenin hliniku. Ty tvoii spolu s elektrolyty v potu ,,gelovou
zatku®, kterd ucpava vyvod potni zlazy (Obr. 3, str. 15). Dal§im disledkem je denaturace
keratinu v potni zlaze a uzavieni jejiho vyvodu. [15] Ackoliv antiperspiranty redukuji

produkci potu v podpazi, nemaji vliv na télesnou termoregulaci. [29]
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B C
Obr. 3: Princip funkce antiperspirantu — naneseni produktu (A), rozpusténi produktu v potu v misté

potni zlazy (B), reakce aktivnich latek (sloucenin hliniku) s elektrolyty v potu a tvorba gelové zatky,
ucpani zlazy (C). [30]

A

Utinnou latkou antiperspirantii jsou hlinité soli, které maji zaroveti antimikrobialni
ucinky. V produktech na bazi aerosolu ¢i ,,roll-onech to byva aluminium chlorohydrit,
zatimco tyCinky, gely a ostatni pevné produkty obsahuji soli aluminia a zirkonu. Do
deodorantii bez obsahu téchto soli se piidavaji antimikrobialni ptisady, které bakterie
zabiji nebo zpomaluji jejich riist a mnozeni. [29] Obvykle jsou to kvartérni amonné soli
s dlouhym fetézcem, soli zinku, fenolické slouceniny (triclosan), amoniové slouc¢eniny
(benzethoniumchlorid) ¢i Sirokospektralni  antibiotika (neomycin). [16] Ne&které

A

deodoranty a antiperspiranty obsahuji alkohol, ktery je v tomto sméru takeé ucinny. [29]

Do vétSiny deodorantl a antiperspirantil se pfidava parfém k maskovani télesného
zapachu. Obsahuji také rtizné oleje ke zklidnéni a zjemnéni pokoZzky, nebo k usnadnéni
aplikace u produktti ve formé¢ ,roll-onti“ a tyCinek. Hydratacni ucinek mé glycerin
¢i rostlinné oleje. Za G€elem pohlceni piebyte¢ného potu a mazu se pridava silikagel. [29]

K usnadnéni aplikace musi byt pfisady zadrzeny na néjakém typu nosice (tekutina ¢i
pevna latka), kterym ¢asto byva voda — produktim ve form¢ krémd a ,,roll-oni* dodava
na tekutosti a usnadiiuje tak jejich rozetfeni na kizi. V aerosolech se pouzivé tekutina
(bézn¢  dekamethylcyklopentasiloxan) v kombinaci s gelotvornym  materidlem
(dimethyldioctadecylammoniumhektorit). U pevnych antiperspirantt je k tomuto ucelu
vyuzivana napiiklad kombinace ricinového oleje, triacylglycerolu a stearyl alkoholu,
kterd zaroveinl zabrafiuje separaci jednotlivych ingredienci. Nékteré antiperspiranty také
obsahuji PEG-8-distearat, usnadiiujici smyti produktu z ktize. [29]

Hnaci plyny v pfipravcich na bazi aerosolu umoziuji jemné rozptyleni vystiikované
kapaliny, diky ¢emuz je produkt rovnomérné nanesen. Nejcastéji jsou to smesi t€kavych
uhlovodikt jako butan, izobutan a propan. Ptisady deodorantli a antiperspirantii byvaji
Casto rozpustény v alkoholu, protoze po aplikaci rychle usychd. V mnoha kosmetickych
pfipravcich lze nalézt parabeny jako konzervanty. Nicméné u antiperspirantii to neni

pravdépodobné, jelikoz maji konzervacni ti€inky samy o sobé. [29]
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1.4. Zdravotni aspekty deodorantti a antiperspirantt

Kromé pozitivniho efektu téchto produktii, kterym je piekryti télesného zépachu
a omezeni poceni, jsou tu 1 negativni ucinky, a to zejména u antiperspiranti. Freony, jako
soucast chladicich a hnacich médii, tedy i sprejti, zptisobuji snizeni mnoZzstvi ozénu ve
stratosféfe a zvySeni mnozstvi propusténého UV zareni. Neptimo tak ovliviiuji 1 lidské
zdravi, protoze toto zafeni negativné ovliviiuje oci a kizi a je pravdépodobné i jednou

z pri¢in vzniku malignich koznich nédort. [15]

V souvislosti s pfimymi vlivy antiperspirantli na lidské zdravi se diskutuje o jejich
hlavnich slozkach, slouc¢eninach hliniku a zirkonia. Ani jeden ztéchto prvkl neni
biogenni. [15] Vysoké davky hliniku neptiznivé ovliviiuji hematoencefalickou bariéru
a epigenetické procesy, nebo mohou zpusobit poskozeni DNA. [29] Pii pfijmu hliniku
gastro-intestinalnim traktem je jeho resorpce mala a kov je eliminovan ledvinami.
Tendenci ukladat se v riznych organech (mozek, kosti, svaly, slezina, jatra) ma vSak pfi
intravendznim ¢i transdermdlnim podani. [15] Pouzivani antiperspirantli obsahujicich
slou¢eniny hliniku miize predstavovat zvySené riziko pro spotiebitele trpici
onemocnénim ledvin. V téchto piipadech proto americky Utad pro kontrolu potravin
aléciv (FDA, zangl. ,,Food and Drug Administration*) doporucuje pied pouZzivanim
produkti 1€katskou konzultaci. [29] Objevily se také domnénky, Ze expozice
sloucenindm hliniku vede ke zvySenému riziku vzniku Alzheimerovy choroby. Potvrdila
je recenze z roku 2008 posuzujici 46 studii spojenych s touto problematikou, vSechny
studie se vSak zabyvaly pouze ordlni a environmentalni expozici [31]. Dalsi studie
zkoumajici pfimo antiperspiracni produkty obsahujici slouceniny hliniku toto riziko také
prokazala, pficemz v pfipad¢ pravidelného pouZivani produktl bylo riziko jesté vyssi.
[32] Studie sice nebyla vzhledem k jistym metodologickym problémtm zcela priikazna,

toto téma ale stale ziistdva predmétem diskuzi. [28]

Pisobeni antiperspirantli na kizi maze také vyvolat nezadouci kozni reakce, zejména
iritacni dermatitidu, tvorbu granulomt ¢i popaleniny aerosolem. [15] Nej€astéjsi z nich
je kontaktni alergicka dermatitida, kterd mtize vzniknout reakci na jakoukoliv ingredienci
produktu. Nejvice se vyskytujicimi alergeny jsou parfémova slozka, propylenglykol (PG)
vyuzivany jako rozpoustédlo se zvlhCujicimi, antiseptickymi a konzerva¢nimi ucinky.
Dale nékteré esencialni oleje (obsahujici citral, geraniol, eugenol) a biologick4 aditiva,

vitamin E (antioxidant, zvlhcujici a konzervacni vlastnosti) a lanolin. [28]

Soli zirkonia v antiperspirantech jsou spojovany se vznikem koZnich granulomi,
z tohoto dlivodu je jejich pouZzivani zakédzano. Povoleny jsou vSak slouceniny obsahujici
komplex Al-Zr, jelikoz komplex zabrafiuje uvolnéni volného zirkonia do kize. [33]
Slouceniny zirkonia v aerosolech, vcetné¢ slouCenin s komplexem Al-Zr, byly kviili

obavam z jejich ucinkt pti dlouhodobém vdechovani zakdzany FDA v roce 1977. [15]
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Dalsim rizikovym faktorem je iritace kiize, ktera vzhledem k naruSeni kozni bariéry
zvysSuje moznost senzibilizace vii¢i ostatnim piisadam. Tento potencidl ma predevSim
propylenglykol a krystalicky siran hlinito-draselny (kamenec) uzivany v ,,ptirodnich*
antiperspirantech. Pokud je aerosolovy produkt aplikovan na kiizi zpfili§ malé
vzdalenosti, mohou se také objevit aerosolové ,,popaleniny” — omrzliny zplsobené

poklesem teploty az o 60°C. [15]

wevr

Diskutovanym tématem jsou slozky antiperspirantti a deodorantii s potencidlni estrogenni
aktivitou. Takovou slozkou jsou slouceniny hliniku, které mohou byt jakozto aktivni
ingredience absorbovany kiizi a zplisobovat zmény v estrogennich receptorech bunck
prsni tkané. Experiment provedeny na bunécné kultute potvrdil, Ze tento kov se muze
akumulovat ve zladzach savctl, selektivné zde zasahovat do biologickych vlastnosti
epitelidlnich bunck a podporovat tak kaskddu zmén piipominajicich pocatecni fazi
maligni transformace. [34] Jina studie zkoumala estrogenni aktivitu deodorantt ve formeé
spreju, ,,roll-onti* a ty¢inek. Byla provedena s pomoci in vitro testu na bunééné linii
lidskych rakovinnych bunck prsni tkané. Méfitelna estrogenni aktivita byla prokdzana

u sedmi z deseti sprejovych deodorantil, u ,,roll-onti* a ty¢inek to jiz bylo méné. [35]

Profesorka P. D. Darbre z britské Univerzity v Readingu ve svych pracich poukazala
na vliv parabent, které simuluji vliv estrogenli a mohou tak stimulovat proliferaci
lidskych rakovinnych bunck v prsni tkdni. Mohou také inhibovat ucinky
4-hydroxytamoxifenu, latky potlacujici riist rakovinnych bunék, a prostiednictvim vazby
na estrogenni receptor ERR-gama zabranit jeho deaktivaci riistovymi inhibitory
(ERR-gama je aktivator transkripce). [36] [37] [38] [39] [40] [41] [42]

Vysledky studii vS§ak byly mnohdy protichiidné. K opaénému zavéru, nez profesorka
P. D. Darbre, dosli védci z instituci National Cancer Institute a American Cancer Society,
kteti vydali prohldSeni, Ze jejich studie neprokazaly pfimou spojitost mezi parabeny
arozvojem karcinomu prsu. Tento negativni vliv antiperspirantll tedy zatim prokazan

nebyl, nicméné k definitivnimu vyvraceni obav je tfeba provést dalsi studie. [15]
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1.5. Testovani kosmetickych pripravku

Antiperspiracni a deodoracni produkty podléhaji odliSnym regulacim ve ¢tyfech hlavnich
oblastech svéta — USA, Evropska Unie, Japonsko a Brazilie. VétSina ostatnich zemi se
fidi pravidly jedné z téchto oblasti. [43]

Antiperspiranty jsou na evropském trhu povazovany za kosmetické ptipravky a fidi
se evropskou Smérnici o kosmetickych prosttedcich 76/768/EHS z roku 1976. [44] Podle
Naftizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 je ,.kosmeticky pfipravek*
definovén jako ,,jakdkoli latka nebo smés, kterd je urcena pro styk s vnéjSimi Castmi
lidského téla (pokozkou, vlasovym systémem, nehty, rty a vnéjSimi pohlavnimi organy)
nebo se zuby a sliznicemi ustni dutiny, vyhradné nebo pfevazné za ucelem jejich Cisténi,
parfemace, zmény jejich vzhledu, jejich ochrany, jejich udrzovani v dobrém stavu nebo
upravy télesnych pachi.” [45] [43]

Vétsina regulaci kontroluje jednotlivé ingredience obsazené v kosmetickych

prostiedcich (Tab. 1), tyto jsou poté predmétem testovani. Lze je rozlisit na tii kategorie:

e substance zakazané — v produktu se nesmi objevit, povolena je vSak pfitomnost
jejich stop, a to v pfipadech, kdy je nezbytna k provedeni spravného vyrobniho
postupu a zaroven pokud nepfedstavuje nebezpeci pro zdravi spotiebitele,

e substance omezené — nesmi byt v produktech pouZity, aZ na vyjimky dané odliSnou
legislativou jednotlivych statd. Témi jsou napfiklad hodnoty maximalnich
koncentraci a pH limitd,

e substance uzivané ke specifickym ucelim — napiiklad kosmetickd barviva,

konzervanty ¢i UV filtry pro ochranu pokoZzky. [46]

Tab. 1: Typy analyti — jednotlivé testované ingredience a konkrétni slouceniny. [46]

Typ analytu Specifikace Testovana slouc¢enina
e benzofenon-3 (BP-3)
o ethylhexylmethoxycinamat (EHMC)
produkty na e  cthylhexyldimethyl-p-aminobenzoova kyselina
UV filtry opalovani . bptylmethoxydibenzoylmethan
’ e dihydroxyaceton
e  bergapten
R e  hydrochinon a jeho estery
bélici pripravky o i , : .,
PrP Yl denivaty kyseliny askorbové a kyseliny kojové
¢ fenylendiamin
barvy na vlasy -aminof
barvici arvy na vlasy | ¢  p-aminofenol
latky e polyfenoly
e monoazo-, disazo-, trifenylmethan-, fluoran-, xanthen-, chinolin-
a antrachinonova barviva
. . | antimikrobidlni | ¢ parabeny
konzervacni S -
. iantioxidaéni | e formaldehyd
y konzervanty e  konzervanty uvoliyjici formaldehyd
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Typ analytu

Specifikace

Testovana sloucenina

vonné latky

potencialni
alergeny
oznacené
pozméiiovacim
navrhem
evropské
Smérnice
o kosmetickych
prostiedcich
76/768/EHS
(2003/15/ES,

(13D

amylcinnamal

benzylalkohol
cinnamylalkohol

citral

eugenol

hydroxycitronellal

isoeugenol
3-fenyl-2-pentylprop-2-en-1-o0l
benzylsalicylat

cinnamal

kumarin

geraniol
4-(4-hydroxy-4-methylpentyl)-
cyklohex-3-en-1-karbaldehyd
4-methoxybenzylalohol

benzylcinamat

farnesol
2-(4-terc-butylbenzyl)propanal
linalool

benzylbenzoat

citronellol

2-benzilidenoktanal

d-limonen

methyl-okt-2-yonat
3-methyl-4-(2,6.6-tri-
methylcklohex-2-en-1-yl-)but-
3-en-2-on

vytazek z vétvicniku slivového
(Evernia prunastri)

vytazek z teréovky otrubi¢naté
(Evernia furfuracea)

latky kationtové,

sulfaty, sulfonaty

kationty alkylpyridiniové, alkylbenzyldimethylamoniové,

trimethylamoniové

surfaktanty iontove, ¢i . .
surfaktanty aniomfove, 1 kokamidopropylbetain
amfoterni . .
kokamidopropylsultain
lauroamfoglycinat
heterocyklicke slouceniny, organicke kyseliny, alkanolaminy,
ucinné latky thioslouceniny, aminy, aminokyseliny, amidy, alkoholy, peroxidy,
ceramidy, polymery a peptidy
B . lanolin
ostatni prirodni aloe vera
organicke extrakty enoxolon
slouceniny X :
) nitrosaminy
necistoty, fenoly
v-ec(lllejkm polychlorované bifenyly
produkty pesticidy
chemické nedisto selen
prvky a ' Ty olovo
DR vedlejsi
anorganické rodukty rtut’
ionty P zinek

1.5.1. Rozdéleni testa toxicity

K ohodnoceni zdravotnich a environmentalnich rizik latek je tfeba pomoci testl

prozkoumat jejich toxické vlastnosti. Pro studie se Casto vyuzivaji experimentalni zvifata,

takové metody se nazyvaji in vivo (z lat. ,,v Zivém®). [47] Neustéle se vSak rozviji nové

techniky, které se spoléhaji na molekularni biologii, informac¢ni technologie a rizné dalsi

alternativy k testovani na zivych zvifatech. Oznacuji se jako in vitro (z lat.

,ve skle®) metody. [48] Cilem toxikologickych studii je ziskat informace spolehlivé,

reprodukovatelné a zavislé na davce. [49]
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Toxicitou rozumime neptiznivy u¢inek dané latky ¢i smési latek na testovany systém.
Muze byt ovlivnéna dobou pusobeni latky, jeji koncentraci ¢i faktory ovliviiujicimi
fyziologicky stav testovaného organismu (teplota, pfisun zivin). Pfi testu toxicity je
testovany systém vystaven zndmé davce dané latky za definovanych podminek a zmény

vyvolané touto expozici jsou vyhodnoceny porovnanim s kontrolnim systémem. [50]

Tyto testy lze délit podle raznych kritérii — doba expozice, druh pokusného
organismu a koncentrace toxické latky. Dle doby expozice se déli na akutni (doba
expozice 4 az 24 hodin), subchronické (n¢kolik tydnt az tfi mésice) a chronické (ptil roku
az nekolik let). Testovani zpravidla zacind testy akutni toxicity, nasleduji testy
subchronické a chronické. [48] Z hlediska pokusnych organismi je k dispozici Siroké
Skala druh — prokaryota (Escherichia coli, Pseudomonas sp., Enterobacter clocae),
jednobunééna eukaryota (prvoci, sinice, kvasinky) a mnohobunééna eukaryota (potkani,

mysi, kralici, ryby, ptaci, opice). [50]

Testy akutni toxicity posuzuji negativni ucinky kratkodobé expozice testovanym
latkdm pfi ordlni, dermdlni nebo inhala¢ni expozici. [48] [50] Slouzi zejména
k vyhodnoceni stfedni letdlni davky LDso (davka, kterd zpiisobi tumrti 50% zvifat
v testované skuping) a stfedni letalni koncentrace LCso (koncentrace, ktera zptsobi umrti
50% zvitat v testované skuping). [48] Do této kategorie patii jeden z nejkontroverznéjsich
testll, tzv. LDso test, vyvinuty v roce 1927. Pokusnym subjektiim je podana studovana
latka, jejiz davka je zvySovana, dokud nezemie polovina zvifat. [51] Dal§im z nich je
Draiziiv o¢ni test, pii kterém je do oci kralika (albinll) vpravena substance s testovanou
latkou a nasledné jsou pozorovany nezadouci reakce. [47]

Subchronické testy zkoumaji G€inky nepfietrzité ¢i opakované expozice. Poskytuji
informace o toxicité pro cilové organy, potencialu bioakumulace a pomahaji stanovit
davky pro studie chronické toxicity. Ziskanym parametrem je hodnota NOAEL (davka,
pfi které jesté nebyl pozorovan skodlivy ucinek). [48]

Je-1i tfeba po ukonceni téchto testi ziskat dalsi data, nésleduji doplikové testy. Pii
testech reprodukéni a vyvojové toxicity se sleduje vliv toxickych latek na pohlavni buiiky,
endokrinni funkce reprodukénich organt, anatomické abnormality potomstva, zpomaleni
ristu, teratogenitu a Umrtnost. Testy neurotoxicity se zabyvaji jak zménami
anatomickymi (axony a myelinové pochvy neurontl), tak fyziologickymi (zpomaleni
synaptického pienosu) a behaviordlnimi (smyslové vnimani, reflexy, motorické
a kognitivni funkce). Pfi imunotoxickych testech jsou sledovany reakce imunitniho
systému vyvolané expozici xenobiotiku — imunosuprese, antigenicita a autoimunita. [48]
Indikatorem pro chemicky indukovanou imunosupresi je tzv. smiSend odpovéd
lymfocyti, kdy se v systému tkanovych kultur zjiStuje proliferativita T-lymfocyth
izolovanych ze sleziny. [50] Testy genotoxicity jsou zaméieny na detekci genovych

a bodovych mutaci nebo chromozomovych aberaci. [48]
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1.5.2. Testy toxicity in vitro

V soucasné dobé je pro in vitro testovani k dispozici cela fada systémt, napiiklad
purifikované enzymy a subcelularni frakce, jednotlivé bunky, izolované tkanové
komponenty, tkanové tezy ¢i celé izolované organy. [52] Zvlastni skupinou jsou modely
ex vivo (z lat. ,,vné zivého*), stojici na hranici mezi in vitro a in vivo modely. [53] Jsou
pii nich pouzivany buné¢né kultury, které byly pfipraveny z organii darcti nebo zvitat. Na
téchto kulturdch se poté provadi in vitro testy. [54] Dalsim piistupem jsou pocitacové
simulace pro predikci chemické toxicity, oznaCované jako metody in silico (z lat.
,provadény na pocitaci®). [52]

V bunkéach a bunéénych kulturach je mozné sledovat mnoho parametrd, mezi néz se
fadi mitochondridlni funkce, integrita membran (pomoci specifickych markert
unikajicich do média kultury), vliv na DNA a proteiny, proliferace bunék, bunécna

spojeni, zivotaschopnost a smrt bun¢k, metabolické a energetické pochody. [52]

Zakladem testovani toxicity in vitro je studium cytotoxicity, neboli potencialu urcité
latky zptsobit bunéénou smrt. Predmétem téchto testl je obvykle toxicky ucinek latky na
bunky z hlediska velikosti davky a délky expozice, sledovani bunécného cyklu, nebo
mechanisml jako nekroza a apoptdza. [55] Nachazeji zde uplatnéni kolorimetrické
metody zaloZzené na optické aktivité¢ organickych barviv. Jednou znich je test
s trypanovou modii, ktery posuzuje Zivotaschopnost bunck. [53] Toto azobarvivo
prochazi pouze do nitra poSkozenych bunék a slouzi k jejich vizualizaci. V LDH testu je
sledovan cytoplazmaticky enzym laktatdehydrogenasa (LDH), ktery pti poskozeni bunky
unikd do jejiho okoli. Je tedy dilezitym markerem tohoto déje a nachdzi vyuZiti pfi
meétfeni bunééné enzymové aktivity. [56] Metabolickd aktivita bunék se méfi pomoci
tetrazoliovych  test, ve kterych jsou pouzivanymi slou¢eninami MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-difenyltetrazoliumbromid), XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-
-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid), nebo WST (napt. WST-1,
2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium). [53] [57]
Principem je pfeména tetrazoliovych soli na formazan katalyzovana bunéénymi
dehydrogenasami. Reakce je doprovazena barevnou zmeénou, kterd se mefi
spektrofotometricky. [55] Pfi resazurinovém testu je nefluorescencni barvivo resazurin
(neboli ,,Alamar Blue*) prevedeno pomoci mitochondridlnich reduktas na fluorescen¢ni
resorufin. [57] Intenzita fluorescence odpovida metabolické aktivité a poctu Zivych
bunc¢k. [53] Dalsi metodou je sulforhodamin B test (SRB test). [58] Toto fluorescencni
barvivo se v zavislosti na pH elektrostaticky vaze na zakladni aminokyseliny proteint
a umoznuje tak vyhodnoceni mnozstvi proteini vazanych v buikach a tedy i mnozstvi
bunék. [57] [58] Testem vyuzivanym k odhadu poctu zivych bunék v kultufe je metoda
neutralni ¢ervené (NRU, z angl. ,,Neutral Red Uptake*), zaloZzena na schopnosti zivych

bun¢k zachytit toto barvivo v lysozomech. Pfi fyziologickém pH mé neutrdlni Cerven
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naboj blizky nule a pfes bunéfnou membranu prochazi pasivnim transportem.
V lysozomech je oproti cytoplazmé nizs§i pH, barvivo zde ziskavd kladny naboj

a je zadrzeno. [58]

Predmétem genotoxickych studii jsou zejména somatické buiiky, vzhledem k jejich
zapojeni do neoplastickych transformaci. Hlavnimi sledovanymi parametry jsou mutace,
poskozeni chromozomil, poskozeni ¢i opravy DNA a zmény v po¢tu chromozomu. [59]
K detekci mutagennich vlastnosti latek slouzi Amestv test. Vyuziva auxotrofni kmeny
bakterii Salmonella typhimurium s mutacemi genu pro biosyntézu histidinu, které pro
tvorbu kolonii vyzaduji médium s histidinem. Mutagenni latky indukuji zpétné mutace
bakterii, ¢imZ je obnovena schopnost syntézy histidinu a kolonie vznikajii v médiu s jeho
nedostatkem. [54]

Technikou zabyvajici se méfenim zlomu v fetézci DNA je naptiklad kometovy test
(SCGE, z angl. ,,Single-Cell Gel Electrophoresis®). Celé buiiky jsou pfi ném podrobeny
elektroforéze a DNA fragmenty vzniklé pisobenim mutagennich faktorti putuji ven
zjadra. Po obarveni fluorescencnim barvivem jsou pozorovany utvary podobné
kometam. [53] [60] H2AX test je dllezitym ukazatelem zlomi dvoufetézcové DNA.
Bunécnou odezvou na tyto zlomy je fosforylace jednoho z jadernych histoni (H2AX),
ktery je zobrazen pomoci fluorescencné znacenych protilatek. [53] Testem vyuzivanym
ke studiu cytogenetiky je test chromozomovych aberaci (CA, z angl. ,,Chromozome
Aberration Assay“) a mikrojadrovy test (angl. ,,Micronucleus Assay*), vyuZivajici
fragmentace jaderného genomu po vystaveni genotoxické latce. [53] [60] Test bunécné
transformace (CTA, z angl. ,,Cell Transformation Assay*) posuzuje karcinogenitu latky
na zaklade¢ jeji schopnosti vyvolat transformaci buiiky. [61]

Uginnym nastrojem pii hodnoceni bezpecnosti a u¢innosti kosmetickych produkti
jsou kromé biologickych modelti (organové kultury) také 3D arteficidlni tkaniové modely
na bazi syntetickych ¢i pfirodnich biomateridld. Tyto modely napodobuji vysoce
komplexni strukturu lidské klize a nejcastéji jsou to epidermalni modely vyuzivajici
lidské kozni buiiky. Piiklady téchto tkani jsou EpiSkin® (L’Oreal, Francie), EpiDerm®
(MatTek Corporation, USA), epiCS® (CellSystem, Némecko), SkinEthic® (SkinEthics,
Francie). Pokrocilejsi tkanové modely sestdvaji z kolegenové matrix s lidskymi
fibroblasty, piekryté vrstvou lidskych keratinocytil. Jsou to napiiklad Phenion® (Henkel,

Némecko) a NeoDerm® (Tegoscience, Jizni Korea). [62]

Alternativni metody maji své vyhody i omezeni (Tab. 2, str. 23) a neustale se vyviji.
Maji potencial snizit pocet laboratornich zvifat potfebnych pro testovani, nebo tyto
experimenty zcela nahradit. V oblastech, kde jedina alternativni metoda selhava, by
mohla byt uspéSna kombinace strategii in vitro, ex vivo a in silico. U néckterych
komplexnéjsich testl je vSak k vyvoji alternativni metody nutné blize prozkoumat

mechanismus toxicity. [63]
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Tab. 2: Vyhody in vitro testli a jejich omezeni. [54]

Vvyhody Omezeni

e snadné provedeni testll. miniaturizace. automatizace | ¢  rozdily mezi biokinetikou sloucenin v in vitro

e finan¢né vyhodné. rychlé ziskani vysledku a in vivo systémech

e postacuje mensi mnozstvi testované latky * neprobiha biotransformace

e provedeni studii na bunécné a molekularni tirovni ¢  disociace tkané vede k naruseni integrity bunék

¢ dostupnost bunéénych modeld pro téméi vechny a poskozeni mezibunécné komunikace
tkané a druhy experimentalnich zvirat e obtizné stanoveni koncentrace, pii které je latka

e efekty toxickych latek na funkce bunék vyzadujici toxikologicky aktivni a jeji uCinek odpovida
jejich organizaci mohou byt provedeny s pouzitim davkovani in vivo
jednovrstevnych kultur ¢ buiky jsou udrzovany v umélych nefyziologickych

e moznost uchovani bunék v jednovrstevnych podminkach. které neodrazi télesnou teplotu nebo
kulturch po delsi dobu hladinu krevnich elektrolytl v organismu

e  existence malého mnozstvi etickych problému. ¢ podminky v kultuie nejsou homeostatické
s vyjimkou lidskych embryonalnich kmenovych a vzhledem k nedostate¢nému prisunu kysliku se
bunék a darcovstvi lidskych tkani muze tvorfit anaerobni prostiedi

e 10Vé piistupy a technologie zvysuji kvalitu dat e uzivane imortalizované bunecné linie akumulu;ji
a zkracuji dobu potiebnou k jejich ziskani ¢emeé mutace. vcetné ztrat celych chromozomnu ¢i

jejich Casti

1.5.3. Testy estrogenity a antiestrogenity

Endokrinni disruptory jsou latky, které zasahuji do funkci endokrinniho systému a mohou
tak narusit procesy spojené s udrzovanim homeostazy a regulaci vyvojovych procest.
[64] Cizorodé latky napodobujici svymi G€inky funkci steroidnich hormont estrogent se
nazyvaji xenoestrogeny. [65] Jejich estrogenni ¢i antiestrogenni aktivita zavisi na
schopnosti interagovat s estrogennim receptorem (ER), ktery se fadi mezi jaderné
receptorové proteiny. V ruznych tkanich se svou distribuci 1isi dva typy receptoru,
o (ERa) a B (ERB). [66] [67] Neaktivni receptory tvoii komplex s proteiny tepelného
Soku. Vazba estrogenni slouceniny vede kjejich disociaci a nésledné aktivaci
a dimerizaci receptori. Homodimery vstupuji do bunécného jadra, kde se vazi na
specifické sekvence DNA, tzv. estrogen responzivni jednotky (ERE, z angl. ,,Estrogen
Response Elements*). Tim dochézi k aktivaci a transkripci cilového genu, syntéze mRNA

a jeji translaci na proteiny, které jsou kone¢nymi efektory pozorované odpovédi. [68]

Estrogenni aktivitu sloucenin posuzuji naptiklad testy vazby ligandu na receptor
(ER Binding Assays). Tyto kompetitivni testy hodnoti schopnost testované latky soutézit
s endogennim ligandem 178B-estradiolem o vazbu na ER. [69] Pouzivaji se preparaty
z hormonaln¢ aktivnich tkani (naptiklad dé€lozni tkan z potkant), které jsou inkubovany
s nadbytkem radioaktivné znadeného 17B-estradiolu. Cim vice testované latky je ptidano,
tim vice znac¢eného piirozeného ligandu je z estrogennich receptorti vytésnéno. [70] [68]
Tato metoda neposkytuje informace o schopnosti testované latky pusobit stejné jako

piirozeny ligand (agonismus), ¢i funkci receptoru inhibovat (antagonismus). [69]
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Testy s reportérovymi geny jsou zalozeny na schopnosti testované latky stimulovat
transkripéni aktivitu. Technika vyuziva napiiklad geneticky modifikované kmeny
kvasinek bez endogennich receptorti, do kterych jsou vlozeny exogenni receptory spolu
s reportérovym genem obvykle kodujicim B-galaktosidasu. Dalsi moznosti jsou savci
buiiky s endogennimi receptory (bunécné linie lidského prsniho karcinomu MCF-7
aT47D) a reportérovym genem kodujicim luciferasu. Do jaderné DNA bunék jsou
vlozeny sekvence DNA kodujici receptor, estrogen-responzivni elementy a reportérovy
gen. Principem testd je exprese reportérového genu a ndslednd produkce enzymu
vyvoland navazanim testované latky na ER. Vhodny substrat obsazeny v reakéni smési je
enzymem metabolizovan na detekovany produkt (v pfipadé€ luciferasy je to vznikajici
svétlo). V agonistickych studiich se méti produkt reportérového genu, jehoz vznik je
indukovan piisobenim testované latky. Antagonistické testy zjiStuji rozdil ve vzniku
produktu reportérového genu v pfitomnosti a nepfitomnosti testované substance. [68]
Omezenim téchto metod je nedostatek citlivosti na urcité estrogeny a antiestrogeny nebo
rozdily mezi sav€imi a kvasinkovymi buiikami (rozdilné permeability bunéénych stén

a membran, rozdily v hladinach receptortr). [69] [71]

Pii testech bunécéné proliferace (E-Screen) se vyuzivaji estrogen-responzivni
bunééné linie MCF-7 nebo T47D. U buncék péstovanych v kultivaénim médiu
s neestrogennim  lidskym ¢i  fetdlnim hovézim sérem proliferace neprobiha
a je indukovéna az ptidavkem estrogenu. [71] Bunécné kultury jsou nejprve vystaveny
riznym koncentracim testované latky, nasleduje pfidani neestrogenniho séra a inkubace.
Pocet bun€k v médiich je poté porovnan s kontrolnim vzorkem bez obsahu testované
latky. Pti antagonistickych studiich je nejprve testovana schopnost domnélého
antagonisty inhibovat estrogenni G¢inky. Poté se ovétuje, zda je inhibice zprostfedkovana
receptorem. Nevyhodou metody E-Screen je nedostatek estrogenni specifity, jelikoz
proliferaci buné¢k mohou indukovat i dalsi latky, naptiklad cytokiny, mitogeny, ristové
faktory nebo ostatni hormony kromé¢ estrogenti. [68]

Potencialni estrogenni aktivitu maji néktera kosmeticka aditiva, zejména parabeny,
UV filtry a syntetické pizmové viin€. Parabeny maji antimikrobialni Gi€inky, ptisobi jako
deodoracni prosttedky v mydlech, nebo ucinné latky v Samponech proti lupim.
Konkrétné jsou to p-hydroxybenzoovd kyselina, methylparaben, butylparaben,
propylparaben nebo ethylparaben, jejichz estrogenni aktivita byla prokdzana testy vazby
ligandu na receptor a testy sreportérovymi geny. UV filtry (BP-3, homosalat,
ethylhexylmethoxycinamat, ethylhexyldimethyl-PABA) se vyskytuji v produktech na
opalovéani, ale i v dalSich kosmetickych prostfedcich (krémy, make-up). Jejich estrogenni
aktivita byla pozorovana v in vitro testech (testy bunécné proliferace) a in vivo modelech.
Mezi pizmové viné s témito ucinky se fadi naptiklad galaxolid, celestolid a cashmeran,

které l1ze najit v parfémech, kosmetickych produktech nebo pracich prosttedcich. [72]
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1.6. Steroidogeneze

Steroidogeneze je proces, kterym v buiikach specializovanych tkéni vznikaji steroidni
hormony, molekuly lipofilni povahy na bazi terpenu. [73] [74] V kiife nadledvin vznikaji
glukokortikoidy (kortizol, kortikosteron), regulujici zejména metabolismus sacharidii,
a mineralokortikoidy (aldosteron), jejichz hlavni funkci je udrzovani rovnovahy
anorganickych iontd a krevniho tlaku. V centrdlni nervové soustavé vznikaji
neurosteroidy, které plsobi na procesy uceni, paméti a stresové odpovédi. DalSimi
skupinami steroidnich hormonta jsou estrogeny (estradiol, estron, estriol), gestageny

(progesteron) a androgeny (testosteron, androstendion, dihydrotestosteron). [73]

Ve steroidogennich organech a tkdnich je pocatecnim krokem steroidogeneze
pfeména cholesterolu na pregnenolon, hlavni prekurzor vSech steroidnich hormond. [75]
Lidské nadledviny jsou schopny syntetizovat cholesterol de novo z acetéatu, z vétsi casti
pak z nizkodenzitnich lipoproteinti (LDL). Esterifikovany cholesterol je skladovan v ke
nadledvin, pro potfebu syntézy steroidnich hormoni je pteménén na volny cholesterol
enzymem hormon-senzitivni lipasa (HSL) a transportovan na vnitini membranu
mitochondrie. [76] Zde pfitomny cytochrom P450 11A1 (CYPI1Al) katalyzuje
odstépeni postranniho fetézce cholesterolu za vzniku pregnenolonu. Po jeho pienesu do
endoplazmatického retikula nasleduje bud’ konverze na progesteron enzymem
3-B-hydroxsteroiddehydrogenasa (3B8-HSD), nebo na 17-a-hydroxypregnenolon
enzymem 17-0-hydroxylasa (CYP17A1). Ten také katalyzuje pfeménu progesteronu na
17-a-hydroxyprogesteron. [75] CYP17A1 ma C17-20 lyasovou aktivitu a je vysoce
exprimovan v Leydigovych bunkéch varlat a ovarialnich folikulech, kde hraje zasadni
roli pfi nasmérovani biosyntézy smérem k pohlavnim hormonim. Pfeménuje
17-a-hydroxypregnenolon a 17-a-hydroxyprogesteron na androgeny
dehydroepiandrosteron (DHEA) a androstendion (AD), ze kterého dale vznika
testosteron. Rovnovadha mezi androstendionem a testosteronem je zdvisla na aktivité
17-B-hydroxsteroiddehydrogenasy (178-HSD) — vysokd aktivita podporuje tvorbu
testosteronu. Enzym aromatasa (CYP19A1) nasledné zajist'uje konverzi androstendionu

a testosteronu na 178B-estradiol a estron. [77]

1.6.1. Estradiol a testosteron

Mezi estrogenni hormony se fadi estron a estriol, nejvice se vSak vyskytuje
178B-estradiol (Obr. 4, str. 26), vznikajici aromatizaci testosteronu ve folikularnich
bunikach vajec¢niki, dale v placentdrnim syncytiotrofoblastu u téhotnych zen a v tukové
tkdni u postmenopauzalnich zen. [78] [79] Tento hormon se v krvi transportuje navazany

na sexudlni hormony vézajici globulin (SHBG, zangl. ,,Sex Hormone Binding
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Globuline*). Mezi jeho fyziologické funkce u Zen se fadi vyvoj sekundarnich pohlavnich
znakt, regulace sekrece gonadotropinu v souvislosti s ovulaci, podpora tvorby kostni
hmoty, udrzovani kognitivnich funkci, regulace syntézy lipoproteini a citlivosti na
inzulin. [79] Vyuziva se v rdmci postmenopauzalni estrogenni substitucni terapie a pfi
1é¢bé Alzheimerovy choroby. [80] U muzi je syntetizovan ve varlatech a hraje dilezitou
roli pti udrzb¢ kostni hmoty. [79] Mechanismus ptisobeni estradiolu, stejné jako dalSich
steroidnich hormont, je zaloZzen na difuzi plazmatickou membranou cilovych bun¢k
a signalizaci prostiednictvim estrogennich receptor. Mlze také ovliviiovat genovou

expresi nepiimo, a to interakci ER s transkripénimi faktory vazajicimi DNA. [78]

Testosteron (Obr. 5) je steroidni hormon ze skupiny androgend, ktery je u muzi
z vétsiny produkovan Leydigovymi bunkami varlat a z mensi ¢asti také v ktife nadledvin
(zona reticularis). [81] Mezi jeho ucinky patii zejména stimulace spermatogeneze, vyvoj
sekundérnich pohlavnich znak, rist svald, podpora tvorby kostni hmoty a zpétnd vazba
na ose hypotalamus-hypofyza. Je produkovan i u Zen, a to nejvice v thekalnich buiikdch
vajecniki, dale také v placenté, nadledvinach a perifernich tkanich. VétSina cirkulujiciho
testosteronu je v krvi vdzana na SHBG nebo albumin. [82] Asi 7% testosteronu u muzi
je redukovéno na Sa-dihydrotestosteron (DHT) enzymem 5a-reduktasou. DHT je
biologicky aktivnéjSim hormonem, jelikoz se vaze na androgenni receptor (AR)
s patnactkrat vyssi afinitou nezZ testosteron. Testosteron ovliviiuje fyziologické funkce

pomoci téchto receptori podobnym mechanismem jako estradiol. [81]

OH OH
HO O/
Obr. 4: Strukturni vzorec molekuly Obr. S: Strukturni vzorec molekuly
178-estradiolu. testosteronu.

1.6.2. Interakce kosmetiky s cytochromy P450

Cytochrom P450 (CYP) je souhrnné oznaceni pro skupinu enzymii ze skupiny
hem-thiolatovych proteinti, které hraji kliCovou roli v metabolismu endogennich
a exogennich molekul. [83] Témeét vSechny katalyzuji redukéni Stépeni molekuldrniho
kysliku, kdy jeden atom kysliku je zaveden do substratu a druhy redukovén za vzniku
molekuly vody. Jsou to termindlni monooxygenasy, které vyuzivaji elektrony pirenasSené
kofaktory NADH a NADPH. Aby byly katalyticky aktivni, je nutné jejich spojeni
s redoxnimi proteiny (NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa, NADH:cytochrom bs

reduktasa, ferredoxin reduktasa), které prendseji elektrony z téchto kofaktord do
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hemového centra. [83] Vétsinu reakcei 1ze sumarné vyjadiit rovnici, kde RH predstavuje

substrat a ROH hydroxylovany produkt:
RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,O + NADP" [85]

Cytochromy P450 hraji vyznamnou roli pfi se biosyntéze hormont, strukturnich
komponent bunék, detoxikaci cizorodych latek v I. fazi biotransformace, nebo pii aktivaci
1é¢iv a tvorbé jejich findlnich metabolitd. [84] [85] Na druhou stranu jsou vSak zapojeny
také do potencialné nebezpecnych reakci aktivace protoxikantii a prokarcinogenti
aucastni se tedy procesu karcinogeneze. VétSina isoforem cytochroma P450 je tzv.
inducibilni — jejich koncentrace v tkdnich mlze za urcitych podminek (naptiklad vliv
induktor() vyznamné narist. Pfiklady téchto induktorti jsou tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD), benzo[a]pyren, heterocyklické aminy, polychlorované bifenyly, omeprazol,

barbituraty, ethanol, rifampicin, fenobarbital ¢i dexamethason. [85]

Potencidl interagovat s cytochromy P450 a plisobit jako modulatory jejich aktivity
maji také néktera kosmetickd aditiva. Jsou to naptiklad parabeny (antimikrobidlni
prostiedky), ftalaty (fixativa syntetickych viini) a jejich metabolity, u kterych byl
prokézan inhibi¢ni G¢inek zejména na isoformy CYP1A a CYP2B. [86] Silnou inhibici
aktivity CYP3C a CYP3D vykazuji stiibrné nanocastice, které jsou jako antimikrobialni
agens pfidavany do opalovacich krémil, make-upu, hydratacnich krémi ¢i vlasovych
produkti. [87] [88] Dalsim antimikrobidlnim prostftedkem je triclosan, zvySujici aktivitu
CYPIA a CYP2B. [89] Diskutovanym kosmetickym aditivem jsou UV filtry pfiddvané
za UCelem ochrany pokozky pifed UV zafenim. Napiiklad béZn€ pouZivana
2-fenylbenzimidazol-5-sulfonova kyselina (PBSA) vyrazné zvySuje aktivitu isoforem
CYP1A a CYP2B, organicky filtr 3-(4-methylbenzyliden)-d-/-kafr (MBC) zase sniZuje
transkripéni aktivitu nékterych genli pro cytochromy P450. [90] [91] Dalsi studie
poukazuji na jiZ zminénd syntetickd piZma, konkrétné nitro pizma (xylenové a ketonové
pizmo) jako inhibitory CYP1A a dale polycyklické pizma (celestolid, galaxolid, tonalid)
inhibujici CYP3A. [92] Zajimava je také interakce CYP s nc¢kterymi vonnymi latkami,
které samy o sob¢ nejsou senzibilizujici, ale pii metabolismu cytochromy P450 se méni
na silné kontaktni alergeny. Ptiklady takovych latek jsou geraniol a jeho metabolity

geranial, neral a 6,7-epoxygeranial, nebo metabolit linaloolu, 6,7-epoxylinalool. [93] [94]

Dilezitym enzymem z rodiny cytochromt P450 je aromatasa (CYP19, Obr. 6,
str. 28), kterd ma kli¢ovou ulohu pii pteméné C19 steroidl (androgeny) na C18 steroidy
(estrogeny). Tento enzym se vSak kromé fyziologickych procest podili také na rozvoji
nadorovych onemocnéni, je tedy tfeba se zabyvat i modulaci jeho aktivity vlivem
endokrinnich disruptori. [76] [95] [96]
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1.6.3. Aromatasa

Aromatasa se fadi mezi glykoproteiny a vyskytuje se ve steroidogennich tkanich
(folikularni buiiky vajec¢nikd, placenta), mozku, tukové tkani a epifyzach rostoucich kosti.
[76] Jak jiz bylo uvedeno, enzymovy komplex je vdzan v endoplazmatickém retikulu
bunck a sklada se ze dvou hlavnich proteini — CYP19, ktery prevadi androgeny na
estrogeny, a enzymu NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy (OR), pfenasejici
redukéni ekvivalenty na CYP19. [95] OR je diflavinovy mikrosomalni enzym, ktery
pfijima elektrony z NADPH a transportuje je pomoci FAD (flavinadenindinukleotid)
a FMN (flavinmononukleotid) na cytochromy P450, konecné akceptory elektront. [97]

Obr. 6: 3D struktura lidské rekombinantni aromatasy (CYP19A1) s barevné odliSenymi sekundarnimi
strukturami — a-helixy jsou vyznaceny ¢ervené, B-skladané listy zIuté. Prosteticka skupina (hem b) je
vyznacena modrou barvou. Vytvofeno v programu PyMol 1.7.4.5, PDB kod 4KQS.

Oxida¢ni demethylace C19 steroidli spotiebuje tfi ekvivalenty NADPH
a molekuldrniho kysliku. Reakce vede k tvorbé C18 steroidi s aromatickym kruhem A
(17B-estradiol, estron) za soucasného vzniku kyseliny mravenci. Tato aromatizace
sestava ze tfech po sobé¢ nasledujicich oxidacnich krokd, jejichZ detailni mechanismus
vSak nebyl doposud zcela objasnén. Prvnim krokem je ziejmé hydroxylace na C2
19-oxoandrostendionu, nasledovand enzymatickym pfesmykem a tautomerizaci
intermediatu na fenolovy aromaticky kruh A za soucasného zabudovani atomu kysliku
do kyseliny mravenci. [76] Prvni dva kroky jsou spole¢né pro vSechny cytochromy P450,

treti je charakteristicky pro aromatasu. [96]

Aromatasa hraje diilezitou roli v pohlavni diferenciaci, vyvoji, reprodukci a chovani.
Jak jiz bylo uvedeno, je také zapojena do procesu karcinogeneze. Vzhledem k jeji expresi
v rakovinnych bunikéch jsou zde produkovany vyssi hladiny estrogent, nez je tomu
u bun¢k normalnich. [76] [96] Estrogeny podporuji riist a proliferaci bunék, vcetné
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epitelovych bunek prsu a bun¢k prsniho karcinomu. Rovnéz indukuji tvorbu a sekreci
rustovych faktort v bunécnych liniich MCF-7 a T47D. [95]

Inhibice aromatasy je tedy dulezitym pfistupem ke snizeni ristové-stimulacnich
ucinkil estrogentl na nadorové buiiky. [95] RozliSujeme dva typy inhibitort, steroidni
a nesteroidni. Hlavnim mechanismem steroidnich inhibitori je kompetice se substratem
o vazbu na aktivni centrum enzymu, zatimco nesteroidni interaguji s prostetickou
skupinou aromatasy. [98] Prvni steroidni inhibitor schvaleny k vyuziti v protinadorové
terapii byl 4-hydroxyandrostendion. Do nov¢jsi generace inhibitord se fadi steroidni
exemestan a nesteroidni tamoxifen, anastrozol a letrozol. Hlavni vyuziti nachazeji pii
16¢bé metastazujici rakoviny prsu, a to zejména u postmenopauzalnich pacientek. [95]
U Zen v premenopauzalnim obdobi jsou podavany za ucelem zvysSeni sekrece
gonadotropinu, ¢i stimulace ovulace u neplodnych zen. [99] Dlouhodobéd 1écba
tamoxifenem je vSak spojena se zvySenym vyskytem potencialné Zivot ohrozujicich
nezadoucich ucinki, konkrétné rakoviny endometria a tromboembolickych piihod. Tato
rizika jsou vyrazné€ snizena pii nahrazeni tamoxifenu anastrozolem ¢i letrozolem, ani tyto
inhibitory vSak nejsou zcela bez vedlejSich ucinki. V jejich ptipadé studie poukazuji na

urcité zvyseni rizika demineralizace kosti a naslednych fraktur. [100]

Procesy exprese a aktivity aromatasy jsou ovlivnény riznymi endokrinnimi
disruptory. Ty mohou piisobit ve smyslu aktivace ¢i inhibice enzymu, nebo U¢inkem
zavislym na davce (tedy v zdvislosti na mife expozice pisobi jako aktivatory ¢i
inhibitory). Substance odvozené z rostlin, které se svou strukturou podobaji pfirozen¢ se
vyskytujicim estrogenim a plsobi obecné inhibicnim tU¢inkem, se nazyvaji
fytoestrogeny. Patfi mezi n¢ isoflavony (biochanin A, geinstein, daidzen), flavony
(kvercetin, apigenin), lignany (enterodiol, enterolakton), mykotoxiny (zearalenon)
a kumestany. Jako inhibitory plsobi také nékteré xenoestrogeny, tedy zemédélské
a primyslové chemikalie. Konkrétné to jsou nékteré pesticidy (DDT, methoxychlor),
fungicidy (vinclozolin, prochloraz, klotrimazol), zm¢kcovadla a surfaktanty (ftalaty)
nebo  polychlorované¢  bifenyly.  Aktivacni  uc¢inek mé&  pesticid DDE
(dichlordifenyldichlorethylen) a herbicidy atrazin a propazin. Uginkem zavislym na
davce plsobi pesticidy DTB (dibutylcin), TBT (tributylcin), TPT (trifenylcin) a také
bisfenol A. [101]

Mezi kosmeticka aditiva ovliviwjici aktivitu CYP19 patii parabeny (methyl-, ethyl-,
propyl-, isopropyl-, butyl-, isobutyl-, benzylparaben), které jeji aktivitu vyznamné
inhibuji. [102] Stejnym G€inkem piisobi hojné vyuzivané polycyklické pizmo AHTN
(tonalid, 6-acetyl-1,1,2,4,4,7-hexamethyltetralin). [103] N¢ktera aditiva ovliviiuji
aromatasu na urovni transkripce jejtho genu - naptiklad organicky UV-filtr
benzofenon-3 nebo monoisobutylftalat, které snizuji transkripcni aktivitu. Mezi ftalaty

s opa¢nym ucinkem se fadi diethyl-, benzylbutyl- a diisobutylftalat. [104] [105]
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2. Cil prace

Cilem predkladané bakalaiské prace bylo orienta¢ni studium vlivu kosmetiky, konkrétné
parfému a antiperspirantd, na aktivitu enzymu aromatasy. Pro dosazeni tohoto cile bylo

tteba provést nasledujici diléi ukoly:

e Optimalizovat provedeni reakce a sloZeni reakéni smeési obsahujici enzymovy
komplex lidské mikrosomalni aromatasy a NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy
(CYP19+OR).

¢ Orienta¢né porovnat vliv kosmetickych produktl na aktivitu enzymového komplexu
CYPI19+OR.

e Stanovit aktivitu NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy v piitomnosti vybraného

vzorku kosmetiky.
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3. Material a metody

3.1. Pouzité chemikalie
Corning® Gentest™, USA: lidsk4a mikrosomalni aromatasa + NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasa (CYP19+OR), koncentrace: 1 nmol/ml

Cypex, Velka Britanie: lidskA NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (OR)

v baktosomech, koncentrace: 10,4 nmol/ml

Sigma-Aldrich, USA: B-estradiol, letrozol, TLC desticky (nosi¢: aluminium, stacionarni

faze: silikagel)
Fluka® Analytical, Svycarsko: testosteron

Merck KGaA, Némecko: TLC desticky (nosi¢: aluminium, stacionarni faze:
silikagel 60 F2s4)

Roche Diagnostics GmbH, Némecko: NADPH (tetrasodnd stal, 98%)

Lach-Ner, Ceska republika: methanol, ethylacetat, dichlormethan, hexan, diethylether,
kyselina sirovd, NaH>PO4.2H>0O, hydroxid sodny, hydroxid draselny

SloZeni parfémii a antiperspiranti:

Parfém 1: LOEWE®, 7 Plata - alkohol, parfém (ving), voda,
ethylhexylmethoxycinamat, butylmethoxydibenzoylmethan, ethylhexylsalicylat, BHT,

tokoferol, limonen, linalool, citral, benzylalkohol, citronellol, geraniol.

Parfém 2: Yves Saint Laurent®, Black Opium - alkohol, parfém (ving), voda,
benzylsalicylat, benzylalkohol, hydroxycitronellal, butylmethoxydibenzoylmethan,
hexylcinnamal, limonen, linalool, geraniol, citronellol, cinnamylalkohol,
methylanthranilat, amylcinnamal, citral, kumarin, benzylbenzoat, CI 15985 (zluta 6), CI
17200 (Cervena 33).

Parfém 3: Chanel®, Coco — alkohol, parfém (ving), voda, benzylsalicylat, limonen,
benzylalkohol, benzylbenzoat, cinnamylalkohol, citral, citronellol, kumarin, eugenol,
farnesol, geraniol, hexylcinnamal, hydroxyizohexyl-3-cyklohexenkarboxaldehyd,
1soeugenol, linalool, alfa-isomethylionon, BHT, CI 14700 (Cervend 4), CI 19140
(zluta 5), C1 42090 (modra 1).
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Parfém 4: Gucci®, Giulty Absolute Pour Femme — alkohol, parfém (ving), voda,
ethylhexylmethoxycinamat, diethylaminohydroxybenzoylhexylbenzoat, BHT, limonen,
benzylsalicylat, linalool, hydroxycitronellal, alfa-isomethylionon, hexylcinnamal,
citronellol, citral, kumarin, geraniol, eugenol, farnesol, CI 60730 (fialova 2), CI 17200
(¢ervena 33), CI 15985 (zluta 6), CI 14700 (Cervena 4).

Parfém 5: Chanel®, Bleu de Chanel — alkohol, parfém (viing), voda, limonen, linalool,
citronellol, alfa-isomethylionon, kumarin, citral, geraniol, extrakt z vétvi¢niku slivového
(Evernia  prunastri),  farnesol,  benzylbenzoat, ethylhexylmethoxycinamat,
butylmethoxydibenzoylmethan, ethylhexylsalicylat, CI 60730 (fialova 2), CI 15985
(Zluta 6), CI 19140 (Zluta 5).

Parfém 6: Hermés®, Voyage d’ Hermés — alkohol, parfém (ving), voda,

ethylhexylmethoxycinamat, limonen, citronellol, butylmethoxydibezoylmethan, linalool,
ethylhexylsalicylat, geraniol, BHT, farnesol, kumarin, citral, cinnamal, CI 19140
(zlutd 5).

Parfém 7: Gucci® Bloom Nettare di Fiori — alkohol, parfém (ving), voda,

benzylsalicylat, ethylhexylmethoxycinamat, diethylaminohydroxybenzoylhexylbenzoat,
BHT, Ilinalool, benzylalkohol, cinnamal, hydroxycitronellal, citronellol, geraniol,

eugenol, isoeugenol, farnesol, benzylbenzoat, hexylcinnamal, citral.

Parfém 8: Sisley®, Soir d’Orient — alkohol, parfém (viing), voda, tetrasodna stil EDTA,
citronellol, hexylcinnamal, limonen, alfa-isomethylionon, benzylsalicylat, geraniol,

linalool, eugenol, citral, benzyl benzoéat, benzylalkohol.

Antiperspirant 1: Nivea® Men Invisible Black & White — voda, aluminium
chlorohydrat, isoceteth-20, mineralni olej (paraffinum liquidum), butylenglykol,
glycerylizostearat, laureth-7-citrat, parfém, palmitamidopropyltrimoniumchlorid,
propylenglykol, PEG-150-distearat, linalool, geraniol, kumarin.

Antiperspirant 2: Rexona® Motionsense Active Protection Invisible — voda,
aluminiumzirkoniumpentachlorohydrat, glycerin, olej ze slunecnice ro¢ni (Helianthus
annuus), steareth-2, parfém, steareth-20, disodna sil EDTA, pentaerythrityltetra-di-z-
-butylhydroxyhydrocinnamat, kaprylové/kaprinové triglyceridy, Zelatinovy polymer,
celulozovd guma, benzoat sodny, silikagel, mlénan draselny, alfa-isomethylionon,
benzylalkohol, benzylbenzoat, benzylsalicylat, butylfenylmethylpropional, citronellol,

geraniol, hexylcinnamal.
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3.2. Pouzité pristroje
Centrifugacni koncentrator:

Acid-Resistant CentriVap Concentrator, BioTech, Ceska republika

Stolni centrifugy:
Hettich Zentrifugen, EBA 270, Schoeller Instruments, Némecko
Eppendorf®, Centrifuge 5418, Némecko

Trepaci vodni lazen:
Jeio Tech Co., LTD, BS-11, Schoeller Instruments, Jizni Korea

Vortex:
IKA®, MS1, Schoeller Pharma Praha, Ceska republika

Magneticka michacka s ohfevem:
IKA®, IKAMAG RH basic 2, Vitrum Praha, Ceska republika

pH metr s teplomérem:
HI 2211, Hanna Instruments, USA

UV-VIS spektrofotometr:
HP 8453, Hewlett Packard, USA

Analytické vahy:
Ohaus®, Discovery DV215CD, Schoeller Instruments, gv;’/carsko

Magneticka michacka s ohfevem:
DLAB, MS-H-S, DLAB Scientific Europe S.A.S, Francie

Automatické pipety:
Eppendorf®, Némecko

Mikrostrikacky:
Hamilton, USA
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3.3. Metabolismus testosteronu v pritomnosti kosmetiky
s detekci na TLC

Reak¢ni pufr 1: 0,1 M Na-fosfatovy pufr, pH = 7,4
0,1 M NaH;POy4, pH upraveno 2 M NaOH

Reak¢ni pufr 2: 0,3 M K-fostatovy pufr, pH =7,5
0,3 M KH,POy4, pH upraveno 2 M KOH

Mobilni faze (TLC): hexan : diethylether v poméru 1 : 4

Vyvijeci ¢inidlo: 10% (v/v) kyselina sirova

Extrak¢ni ¢inidlo: ethylacetat

Enzymy: lidskd OR v baktosomech, koncentrace: 10,4 nmol/ml

lidska mikrosomalni CYP19+OR, koncentrace: 1 nmol/ml

Testované vzorky: parfémy extrahované v methanolu

antiperspiranty extrahované v methanolu

Zasobni roztoky: 5 mM testosteron (TST) v methanolu
0,5 mM B-estradiol (ESD) v methanolu
5 mM a 10 mM NADPH v destilované vodé
50 uM a 200 puM letrozol v methanolu
0,5 mg/ml cytochrom c v reakénim pufru 2
1,04 nmol/ml OR v reak¢nim pufru 2

3.3.1. Vliv testovanych vzorku na aktivitu aromatasy

Do silnosténnych zkumavek byly pfipraveny reakéni smési o celkovém objemu 500 pl.
Nejprve byly ptidany vSechny slozky kromé NADPH —reak¢ni pufr 1 (dale jen ,,pufr 1%),
50 uM testosteron, 15 nM nebo 30 nM aromatasa, testovany vzorek (parfém C¢i
antiperspirant, fedéni: 3x, 10x, 15x, 25x), pfipadné¢ methanol. Pfidavek parfému
¢1 methanolu byl 5 pl, svyjimkou stanoveni koncentracni zavislosti vybraného
testovaného vzorku, kdy bylo ptidavano 25 pl. Pti vSech optimaliza¢nich experimentech

byl ptidavan parfém 1.
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Reakéni smési byly 5 minut preinkubovany v tfepaci vodni lazni (37 °C, 55 RPM).
V Casovych intervalech 1 minuta byly reakce postupné iniciovany piidavkem NADPH
(u reak¢énich smési bez NADPH byl pfidan pouze pufr 1), promichany 10 sekund na

pfistroji vortex a nasledn¢ 30 minut inkubovany v tfepaci vodni lazni (37 °C, 55 RPM).

Po inkubaci byly reakce opé€t v intervalech 1 minuta ukoncovany piidavkem 2 ml
ethylacetatu. Poté byla provedena tzv. vifiva extrakce na piistroji vortex a nasledovala
centrifugace na stolni centrifuze EBA 270 (3000 RPM, 2 minuty). Do tenkosténnych
zkumavek bylo injekéni stiikackou odebrano 1,5 ml horni organické faze a odpatreno
v centrifugacnim koncentratoru (37 °C, 30 minut). Odparky byly ptidavkem 125 pl
ethylacetatu smyty ze stén zkumavek, odpateny v centrifuga¢nim koncentratoru (37 °C,

5 minut) a nasledné rozpustény ve 20 ul ethylacetatu.

TLC desticka (5x10 cm) byla nejprve aktivovana proudem horkého vzduchu z fénu
po dobu Sminut a pot¢é na ni byly naneseny vzorky. Vyvijeni probihalo
v chromatografické van¢ s mobilni fazi hexan : diethylether (1 : 4). Desticka byla
vysuSena fénem a skvrny vizualizovany roztokem 10% kyseliny sirové nanaSenym
pomoci rozpraSovace. Nasledovalo dalsi vysuSeni fénem a zahtivani na ploténce, dokud

nebyly barevné produkty na TLC desticce plné vizualizovany.

3.4. Aktivita NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy
v pritomnosti kosmetiky

Experiment byl proveden dle Tepld a kol. [106] Aktivita enzymu byla méfena
spektrofotometricky v UV-VIS spektrofotometru (HP 8453) ve sklenéné maskované

semimikrokyveté (délka optické drahy: 10 mm), pfi vlnové délce 550 nm.

Do spektrofotometrické kyvety byly davkovany komponenty reakéni smési
o celkovém objemu 600 pl, obsahujici 0,5 mg/ml cytochrom ¢ v reakénim pufru 2, enzym
OR o koncentraci 4,3 pmol/ml a 5 pl 3x fedéného testovaného vzorku ¢i methanolu. Pred
iniciaci reakce pfidavkem NADPH byl pfistroj na tento vzorek vynulovén, nasledné bylo
pfidano 10 pul 10 mM NADPH a ihned registrovana absorbance pfi 550 nm po dobu
3 minut (v ¢asovych intervalech 10 sekund).
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4. Vysledky

4.1. Optimalizace slozeni reak€éni smési
Koncentrace aromatasy a NADPH

Prvnim krokem bylo urc¢eni vhodné koncentrace CYP19+OR a NADPH v reak¢ni smési,
aby byl produkt reakce (estradiol) na TLC dobie viditelny (Obr. 7). Reakéni smési
obsahovaly 50 uM testosteron, CYP19+OR o koncentracich 15 nM a 30 nM a NADPH
o koncentracich 1 mM a 0,5 mM v pufru 1. Dalsi reakéni smés byla bez ptidavku
NADPH, které bylo nahrazeno pufrem 1. Standardni roztok obsahoval 50 uM testosteron
a 5 uM estradiol v pufru 1.
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Obr. 7: Optimalizace koncentrace aromatasy a NADPH v reakéni smési — draha €. 1: 15 nM
CYPI9+OR, 1 mM NADPH; draha ¢. 2: 15 nM CYP19+OR, 0,5 mM NADPH; draha ¢. 3:
30 nM CYP19+OR, 1 mM NADPH; draha ¢. 4: 30 nM CYP19+OR, 0,5 mM NADPH; draha
¢. 5: bez NADPH (nahrazeno pufrem 1), draha €. 6: standard (50 uM TST, 5 uM ESD v pufru 1).

Reakéni smés bez aromatasy a NADPH

Sledovanym parametrem byl vliv chybéjicich slozek reakéni smési (CYP19+OR,
NADPH) na vznik produktu (Obr. 8, str. 37). Reak¢éni smés bez CYP19+OR obsahovala
testosteron, parfém a NADPH v pufru 1, reakéni smés bez NADPH obsahovala
testosteron, parfém a CYP19+OR vpufru 1. Déle byl zkoumdn pribéh reakce
v kompletni reakéni smési (s CYP19+OR i NADPH) s parfémem a bez n¢j. Vznikly
estradiol byl na TLC desticce porovnavan se standardem (reakéni smés obsahujici
testosteron a estradiol v pufru 1).
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Obr. 8: Vliv chybéjicich slozek reakéni smési na produkt — draha €. 1: bez NADPH (50 uM TST,
30 nM CYP19+OR, 3x fedény parfém v pufru 1); draha €. 2: bez CYP19+OR (50 uM TST, 0,5 mM
NADPH, 3x fedény parfém v pufru 1); draha €. 3: 50 uM TST, 30 nM CYP19+O0R, 0,5 mM NADPH,
3x fedény parfém v pufru 1; draha €. 4: bez parfému (50 uM TST, 30 nM CYP19+OR, 0,5 mM
NADPH v pufru 1); draha €. 5: 50 uM TST, 5 uM ESD, 3x fedény parfém v pufru 1).

Cilem dalSiho experimentu bylo porovnat vliv parfému na aktivitu CYP19+OR
s nesteroidnim inhibitorem tohoto enzymu, letrozolem (Obr. 9). Reak¢ni smési
obsahovaly testosteron, aromatasu, NADPH, letrozol o koncentracich 0,5 uM a 2 uM

a dale parfém ¢i methanol v pufru 1.
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Obr. 9: Porovnani inhibice aromatasy parfémem a letrozolem — draha €. 1: 50 uM TST, 30 nM
aromatasa, 0,5 mM NADPH v pufru 1; draha €. 2: standard (50 uM TST, 5 uM ESD v pufru 1);
draha ¢. 3: reakéni smés s 3x fedénym parfémem; draha ¢&. 4: reakéni smés s 0,5 uM letrozolem;
draha €. 5: reak¢ni smés s 2 uM letrozolem.
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4.2. Vliv kosmetickych pripravkl na aktivitu aromatasy

Pro orientacni ,,screening* interakce kosmetiky s enzymem aromatasou technikou TLC
je zasadni, aby Zadna z jejich komponent nekomigrovala s estradiolem a nebranila tak
detekci jeho zony na TLC (Obr. 10). Kazdy vzorek parfému €1 antiperspirantu byl pfidan
jednak do reak¢ni smési s testosteronem a estradiolem v pufru 1 a déle pro porovnani do

reak¢ni smési obsahujici pouze pufr 1. Vysledky byly porovnany se standardem.
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Obr. 10: TLC separace slozek kosmetiky a hormonti — drahy S: standard (50 uM TST, 5 uM ESD
v pufru 1). Kazdy vzorek kosmetiky byl pfidan do dvou reakénich smési, prvni z nich obsahovala
50 uM TST, 5 uM ESD a 3x fedény parfém / antiperspirant v pufru 1, nasledujici 3x fedény
parfém / antiperspirant a methanol v pufru 1. Draha €. 1 a 2: parfém 1; draha ¢&. 3 a 4: parfém 2;
draha ¢. 5 a 6: parfém 3; draha ¢. 7 a 8: parfém 4; draha ¢. 9 a 10: parfém 5; draha ¢. 11 a 12:
parfém 6; draha ¢. 13 a 14: parfém 7; draha €. 15 a 16: parfém §; draha ¢. 17 a 18: antiperspirant 1;
draha €. 19 a 20: antiperspirant 2.
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Nasledné byla u vybranych parfémt a antiperspirant testovana jejich schopnost
ovlivnit metabolickou konverzi testosteronu na estradiol. Reakéni smési obsahovaly
testosteron, CYP19+OR, NADPH vpufru 1 a testovany vzorek. Porovnanim
s neovlivnénou reakci bylo zjisténo, do jaké miry tyto vzorky ovliviiovaly aktivitu

aromatasy (Obr. 11).

ESD —»
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Obr. 11: Testovani vlivu parfémd a antiperspiranti na aktivitu aromatasy — drahy S: standard
(50 uM TST, 5 uM ESD v pufru 1); drahy ¢. 1 a 6: reakéni smés bez testovaného vzorku kosmetiky
(50 uM TST, 30 nM aromatasa, 0,5 mM NADPH, methanol v pufru 1). Ostatni drahy obsahovaly
50 uM TST, 30 nM aromatasu, 0,5 mM NADPH a 3x fedény parfém / antiperspirant v pufru 1. Draha
¢, 2: parfém 1; draha €. 3: parfém 3; draha ¢. 4: parfém 4; draha ¢. 5: parfém 5; draha €. 7: parfém
6; draha ¢. 8: parfém 7; draha ¢. 9: antiperspirant 1; draha €. 10: antiperspirant 2.

Na zéklad¢ predchoziho testu byl vybran vzorek, ktery ovliviioval aktivitu aromatasy
nejvice. Nasledné¢ byl porovnanim se standardem a reakéni smési bez ptidavku
testovaného vzorku zkouman vliv jeho koncentrace v reakéni smési na vznik estradiolu
(Obr. 12, str. 38). Reakéni smési obsahovaly testosteron, aromatasu, NADPH a rtizné

koncentrace testovaného vzorku (nebo methanol) v pufru 1.
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Obr. 12: Vliv koncentrace vybraného vzorku kosmetiky na aktivitu aromatasy — draha S: standard
(50 uM TST, 5 uM ESD v pufru 1). Draha ¢. 1: reakéni smés bez testovaného vzorku (50 uM TST,
30 nM aromatasa, 0,5 mM NADPH, methanol v pufru 1. V ostatnich drahach byly misto methanolu
pfidavany rizné koncentrace testovaného vzorku. Draha ¢&. 2: 25x fedény parfém; draha €. 3: 15x
fedény parfém; draha €. 4: 10x fedény parfém; draha ¢. 5: 3x fedény parfém.

4.3. Redukce cytochromu c v pritomnosti kosmetiky

Cilem testu bylo rozlisit, zda vybrany vzorek kosmetiky ovliviiyje aktivitu CYP19+OR,
nebo inhibuje NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu (OR), ktera slouzi jako
prenase¢ elektronti v enzymovém komplexu CYP19+0OR. Aktivita tohoto enzymu byla
stanovena spektrofotometricky jako ¢asovy prubéh redukce elektronového akceptoru,
cytochromu c (Obr. 13).
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Obr. 13: Vliv vzorku kosmetiky na aktivitu NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy — Reakéni
smés ¢ 1: 0,5 mg/ml cytochrom ¢ v reakénim pufru 2, OR o koncentraci 4,3 pmol/ml, 0,17 mM
NADPH; reakéni smés €. 2: s piidavkem 2,5 pl methanolu; reakéni smés €. 3: s ptidavkem 2,5 pl 3x
fedéného parfému v methanolu. Méfeno pii 550 nm po dobu 3 minuty. Linedrni ¢asti zavislosti jsou
oznaceny tmavsi barvou.
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5. Diskuze

Endokrinni disruptory jsou exogenni slouceniny s potencialem naruSovat hormonalni
regulaci a normalni funkci endokrinniho systému. Mohou poskozovat procesy produkce,
uvoliiovani a metabolismu pfirozenych hormonti, nebo simulovat jejich funkce
v organismu. [107] Tyto latky se vyskytuji v zivotnim prosttedi, typickym ptikladem jsou
pesticidy, herbicidy ¢i organické slou¢eniny cinu. [77] Casto jsou jim lidé vystaveni také
védomeé, a to v podobé 1éCiv ¢i kosmetickych produktil, které denné pouzivaji.

V soucasné dobé jsou jako cil endokrinnich disruptort stale vice studovany enzymy
zapojené do metabolismu steroidnich hormont. NaruSeni jejich homeostdzy miiZze mit za
nasledek reprodukéni problémy, zmény v sexudlni diferenciaci, ristu a vyvoji, ¢i zvySené
riziko vzniku nddorovych onemocnéni. [74] Jednim z téchto enzym je aromatasa, enzym
zrodiny cytochromi P450, ktery v poslednim kroku syntézy steroidnich hormont
pfevadi androgeny na estrogeny. Pravé zvySend hladina estrogent je jednim z faktorti
rozvoje nadorovych onemocnéni, jelikoz ti€¢inkem téchto hormont je mimo jiné podpora
rustu a proliferace bunék. [95] Aromatasa je exprimovana ve steroidogennich tkanich
a mozku, obrovskou kapacitu ma ale také v tukové tkani. [76] Podkozni tukova tkan tvoii
nezanedbatelnou ¢ast lidského téla a je v podstaté v pfimém kontaktu s kosmetickymi
produkty, které jsou na kiizi aplikovany.

Vramci této bakalafské prace byl proto studovan vliv vybranych parfémi
a antiperspirantil na aktivitu aromatasy. Tento efekt byl orientacné detekovan s vyuZzitim
TLC chromatografie, sledovanym parametrem byla metabolickd konverze testosteronu
na estradiol katalyzovanad timto enzymem.

Pfed samotnym testovanim vzorkd kosmetiky bylo nutné optimalizovat slozeni
experimentalni reakéni smési. Nejprve byla zjistovana takova koncentrace CYP19+OR
a NADPH, pfi které byla zona vzniklého estradiolu na TLC dobfe viditelna. Jako vhodna
koncentrace CYP19+OR byla ur¢ena 30 pmol/ml, v ptipad¢ NADPH o koncentracich
I pmol/ml a 0,5 pumol/ml byly zbény estradiolu v podstaté shodné, v dalSich
experimentech byla proto pouZivana koncentrace 0,5 pmol/ml.

Dale byl zkouman pribéh reakce v reakénich smésich, ve kterych chybéla urcita
slozka klicova pro konverzi testosteronu na estradiol. V reak¢énich smésich bez
CYP19+0OR nebo NADPH 74dny produkt nevznikl, ¢imz bylo ovéfeno, Ze bez téchto
komponent reakce neprobihd. Po pfidavku parfému do kompletni reakéni smési
a porovnani s neovlivnénou reakéni smési a standardem byla detekovana jista inhibice
vzniku estradiolu. Stejny vysledek byl ziskdn i1 v dalSim experimentu, kdy byl tento
efekt porovnan s inhibici zprosttedkovanou nesteroidnim inhibitorem aromatasy,
letrozolem. [95] Po ptidavku vyssi koncentrace tohoto inhibitoru byla pozorovana vyssi

mira inhibice aromatasy.
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Pfi tomto orienta¢nim testovani vlivu parféml a antiperspirantd na aktivitu
aromatasy je zasadni, aby zadna z jejich ingredienci nekomigrovala s estradiolem
a nebranila tak detekci jeho zony na TLC desti¢ce. DalSim krokem tedy byla separace
smési hormond v pfitomnosti testovanych vzorkli kosmetiky. U parfémt 2 a 8 bylo
zjisténo urcité splynuti zony estradiolu s nékterou z jejich komponent, tyto vzorky proto
nebylo mozné v téchto testech dale zkoumat.

V dalsim experimentu bylo zjistovano, jakym ucinkem pusobi vybrané vzorky
kosmetiky na aktivitu aromatasy po jejich pfidani do reakéni smési. V pifipadé dvou
testovanych antiperspiranti nebyla ani u jednoho znich pozorovdna zadna zména
v aktivité aromatasy. VSechny testované parfémy plsobily uréitym inhibi¢nim Gc¢inkem.
Z testovaného souboru byl vybran parfém 6 (Hermes®, Voyage d’ Hermeés), vykazujici
nejvyssi inhibici metabolické konverze testosteronu na estradiol. U tohoto vzorku byla
poté testovana zavislost jeho koncentrace na vzniku estradiolu. Zéna estradiolu byla
prakticky stejna pfi pfidavku 25x a 15x fedéného parfému, nicméné pii porovnani 25x
a 10x fedéného parfému jiz byla patrnd vys$si inhibice v pfipadé vyssi koncentrace
v reakéni smési. U reakéni smési s pridavkem 3x fedéného parfému nebylo mozné
vysledek vyhodnotit, jelikoz zony v celé draze byly nezietelné.

Nasledné bylo nutné rozlisit, zda vybrany vzorek parfému skutecné ovliviluje
aromatasu, nebo pouze inhibuje NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu (OR)
v enzymovém komplexu CYP19+OR. OR je redoxni enzym, ktery ptenasi elektrony
z kofaktort NADH a NADPH do reakéniho centra enzymii cytochromu P450 a je tedy
klicovy pro jejich funkci. [83] Aktivita tohoto enzymu byla stanovena spektrofotometicky
jako casovy prubéh redukce jednoho =z potencidlnich elektronovych akceptord,
cytochromu c. Z Obr. 13 (str. 40) je patrné, ze smérnice zdvislosti pro neovlivnénou
reakéni smés je odlisnd od zbyvajicich dvou reakcénich smési s pfidavkem methanolu
nebo roztoku parfému. Smérnice zavislosti pro tyto reakéni smési vSak byly velmi
podobné, z ¢ehoz 1ze usoudit, Ze parfém nemél na aktivitu OR vliv.

Pfi porovnani sloZeni vybraného parfému 6, ktery aktivitu CYP19+OR inhiboval
nejvice, byla nejvétsi shoda s dal$imi parfémy nalezena u parfému 1. Vzhledem
k nezfetelné vizualizaci drahy tohoto parfému na TLC sice neni moZné zénu estradiolu
vyhodnotit zcela jednoznacné, i tak se vSak jeho vznik zd4 byt inhibovan mén¢, nez je
tomu v piipad¢ parfému 6 (Obr. 11, str. 39). Parfém 6 obsahuje navic ingredience
farnesol, kumarin, cinnamal a CI 19140 (Zlutd 5), které v parfému 1 obsaZeny nejsou.
Slouceniny farnesol a kumarin se vyskytuji také v parfému 4 a 5, parfém 5 navic jesté
obsahuje CI 19140. U obou téchto parfémi byla zaznamenana srovnatelna mira inhibice
vzniku estradiolu, jako u parfému 6. Cinnamal je déale obsazen v parfému 7, u kterého
zony opét nebyly zcela jednoznacné, nicméné jistd inhibice vzniku estradiolu byla
zjisténa. Na druhou stranu, barvivo CI 19140 tento efekt pravdépodobné nevykazuje,

jelikoz parfém 3 s jeho obsahem vznik estradiolu inhiboval v mensi mife.
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Slouc¢eninami podezielymi z inhibi¢niho vlivu na aktivitu aromatasy by tedy mohly
byt farnesol, kumarin nebo cinnamal, které jsou zaroven oznacCeny jako potencidlni
alergeny v evropské Smérnici o kosmetickych prosttedcich (2003/15/ES, [13]). Tento
ucinek na aktivitu aromatasy byl prokdzan u kumarinu a jeho derivatd naptiklad ve
studiich Adams a kol. ([108]), nebo Yamaguchi a kol. ([109]). V ptipad¢ farnesolu vSak
studie poukazuji spiSe na opacny ucinek, tedy indukci aktivity aromatasy (napt. studie
Horn a kol., [110]). Nicmén¢ vétSina studii je zamétena na testovani jednotlivych slozek
kosmetiky, nikoliv kosmetickych produkti jako celku — tedy smési sloucenin.
V konecném duasledku muze tedy dochdzet k vzijemnému ovliviiovani jednotlivych
ingredienci, a tudiz k odliSnym w¢inkiim, nez pfi testovani samotnych ingredienci (napf.
studie Backhaus a kol., [111]).

Vétsina testovanych parfémti vykazovala minimalni inhibici aktivity aromatasy.
Pouze parfém Hermes®, Voyage d’ Hermés vykazoval vys$si inhibi¢ni ucinek.
Potencidlnim inhibitorem aktivity aromatasy muize byt n¢kterd z komponent parfému,
napiiklad farnesol, kumarin ¢i cinnamal. Testované antiperspiranty nevykazovaly
vyznamnou inhibici aktivity aromatasy a lze je tedy v tomto sméru povaZovat za
bezpecné. Nicméné metoda TLC chromatografie vyuzivana v predkladané bakalaiské
préci je pouze orienta¢ni a pro ovéteni téchto efektit bude tieba provést detailnéjsi studie

vyuzivajici HPLC chromatografii.
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6. Souhrn

Tato bakalafska prace byla zaméfena na sledovani vlivu parfémt a antiperspiranti na
aktivitu enzymu cytochromu P450 19, aromatasy, ktera katalyzuje posledni krok
biosyntézy steroidnich hormont, aromatizaci androgenti na estrogeny. Experimenty byly
provadény na enzymovém komplexu lidské mikrosomalni CYP19+OR a sledovaly
schopnost téchto kosmetickych produktl ovlivnit metabolickou konverzi testosteronu na
estradiol. Efekty byly orienta¢né¢ detekovany metodou TLC chromatografie. Bylo

dosazeno nasledujicich vysledk:

e Pii optimalizaci slozeni reakéni smési byla stanovena vhodna koncentrace
CYP19+0OR 30 pmol/ml a NADPH 0,5 pmol/ml.

e Pomoci TLC byla porovnana mira inhibice aktivity aromatasy v reakénich smésich
s ptidavkem vybranych parfémt a antiperspiranti.

e Nejvy$si miru inhibice vykazoval parfém 6 (Hermes®, Voyage d’ Hermes).
Potencialnimi inhibitory aromatasy by mohly byt obsazené komponenty, naptiklad
farnesol, kumarin nebo cinnamal.

e Spektrofotometrickym stanovenim aktivity NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy
na zakladé¢ méfeni redukce cytochromu ¢ bylo ovéfeno, Ze pridavek parfému do

reak¢ni smési tento enzym neinhibuje.
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