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Abstrakt

Cytochromy P450 jsou enzymy zapojené do mnoha fyziologickych procesii v organismu,
kromé& metabolismu xenobiotik také do biosyntézy a katabolismu endogennich latek, jako
jsou hormony a steroidy. Cytochromy P450 zodpovédné za piemény endogennich
sloucenin mohou byt ovlivnény xenobiotiky, které¢ riznymi mechanismy zasahuji do
sekrece, metabolismu, transportu ¢i eliminace endogennich hormont. Tyto latky se také
oznacuji jako endokrinni disruptory a fadi se mezi n¢ napiiklad pesticidy, insekticidy,
nékterd 1é¢iva, nebo slouceniny obsazené kosmetickych prostiedcich. Jednim
zmechanismii jejich plsobeni je zdsah do biosyntézy steroidnich hormonti
prostiednictvim interakci se steroidogennimi enzymy. Takovym enzymem je cytochrom
P450 19, aromatasa, ktery v poslednim kroku biosyntézy steroidnich hormonti katalyzuje
konverzi testosteronu na B-estradiol. Nasledkem naruSeni aktivity tohoto enzymu
endokrinnimi disruptory je nerovnovéha hladiny estrogentll v organismu, kterd miize vést
k poskozeni reproduk¢nich funkci, vzniku osteoporézy, aterosklerdézy, demence, ci

rozvoji nékterych typl karcinomil.

V této souvislosti byl zkouman vliv komerc¢né dostupnych parfémti na konverzi
testosteronu na B-estradiol, jenz je katalyzovana aromatasou. Ovlivnéni aktivity tohoto

enzymu bylo stanoveno pomoci HPLC a HPLC ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.

Experimenty prokazaly, Ze vSechny testované parfémy o celkovém fedéni 300x,
mély na tento enzym inhibi¢ni vliv. Nejvyssi mira inhibice byla zaznamenana u parfému
Montale, Intense Roses Musk, kde doSlo ke snizeni mnozstvi vzniklého B-estradiolu
0 88% oproti kontrole. Na zakladé porovnani sloZeni parfémii by slou¢eninami
zodpovédnymi za inhibici aromatasy mohly byt komponenty esencidlnich oleji
obsazenych v parfémech, naptiklad citronellol, limonen, geraniol, citral ¢i linalool. Lze
vSak predpokladat, ze pozorované efekty zavisi rovnéz na koncentraci jednotlivych

komponent v parfémech a zaroven i na jejich synergickém piisobeni.

Klicova slova: cytochrom P450, aromatasa, endokrinni disruptor, inhibice



Abstract

Cytochromes P450 are enzymes involved in many physiological processes in the body,
besides the metabolism of xenobiotics also in the biosynthesis and catabolism of
endogenous substances such as hormones and steroids. Cytochromes P450 that are
responsible for the transformation of endogenous compounds can be affected by
xenobiotics, which interfere with the secretion, metabolism, transport or elimination of
endogenous hormones by various mechanisms. These substances are also referred to as
endocrine disruptors and include, for example, pesticides, insecticides, certain
pharmaceuticals, or compounds contained in cosmetic products. One of their mechanisms
of action is to interfere with steroid hormone biosynthesis through interactions with
steroidogenic enzymes. One such enzyme is cytochrome P450 19, aromatase, which
catalyses the conversion of testosterone to B-estradiol in the final step of steroid hormone
biosynthesis. Modulation of the activity of this enzyme by endocrine disruptors results in
an imbalance of estrogen levels in the body, which can lead to impaired reproduction,

osteoporosis, atherosclerosis, dementia, and the development of certain types of cancer.

In this context, the effect of commercially available perfumes on the conversion of
testosterone to B-estradiol, which is catalyzed by aromatase, has been investigated. The
effects on the activity of this enzyme were determined by HPLC and HPLC coupled with

mass spectrometry.

The experiments showed that all perfumes tested, in a total 300-fold dilution, had an
inhibitory effect on this enzyme. The highest inhibition was observed for Montale,
Intense Roses Musk perfume, an 88% reduction in the amount of B-estradiol produced
compared to the control. Based on a comparison of perfume formulations, the compounds
responsible for aromatase inhibition could be components of the essential oils contained
in the perfumes, such as citronellol, limonene, geraniol, citral or linalool. However, it
should be considered that the observed effects also depend on the concentration of

individual components in the perfume as well as their synergistic action.
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Uvod

Uvod

Estrogeny piedstavuji skupinu strukturné podobnych molekul, které jsou hormonalné
aktivni. Hlavnimi zastupci estrogeni v lidském téle jsou estradiol, estron a estriol. Jsou
odvozeny od cholesterolu a primarn¢ sekretovany v Zenskych vajecnicich. [1] [2]
Zasahuji do vyznamnych signalnich drah organismu a ovliviiuji naptiklad bunécnou
proliferaci, diferenciaci a homeostazu, ale také fyziologické funkce zenskych i muzskych
reprodukénich orgénii. [1] Nezbytné jsou i pro funkci imunitniho a kardiovaskularniho
systému, nebo kosterni a centralni nervové soustavy. [2]

Kromé fyziologickych ucinkli estrogent v téle je s jejich snizenou ¢i zvySenou
hladinou spojena fada neptiznivych efektl, které se projevuji zejména u Zen. [3] Nizka
hladina téchto hormonti zvySuje riziko vzniku osteopordzy, obezity, aterosklerozy ¢i
demence. [2] S abnormalné zvySenou hladinou v téle je spojeno vyssi riziko vzniku
nékterych druhi karcinomil, zejména prsu a endometria. [3] Regulace estrogentl je zavisla
na enzymech zapojenych do jejich metabolismu. Jsou to zejména enzymy, které se fadi

mezi cytochromy P450 — aromatasa a 173-hydroxysteroiddehydrogenasa. [4]

Nase populace je na kazdodenni béazi vystavena plsobeni hormondlné aktivnich
latek, které narusuji regulaci a funkci endokrinniho systému a zpusobuji tak zdravotni
a reprodukéni problémy. Tyto latky se také nazyvaji endokrinni disruptory. Radi se mezi
n¢ naptiklad pesticidy, kovy, potravinova aditiva ¢1 komponenty kosmetickych
prostiedkii. [5] Tyto latky mohou napodobovat endogenni estrogeny, ale také piimo
zasahovat do jejich syntézy a metabolismu prostfednictvim modulace aktivity
cytochromi P450. Vzhledem k jejich rozmanitym vliviim na organismus jsou endokrinni

disruptory pfedmétem intenzivniho vyzkumu. [6]
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1.1. Estrogeny

1. Literarni prehled

1.1. Estrogeny

Estrogeny jsou steroidni hormony lipofilniho charakteru, které jsou syntetizovany
v poslednim kroku biosyntézy steroidnich hormond. Tyto latky jsou krvi distribuovany
do tkani imunitni, kardiovaskularni a centralni nervové soustavy, kde diky své lipofilni
povaze snadno pronikaji bunécnymi membranami i hematoencefalickou bariérou. [7]
Vyznamnou ulohu hraji zejména v zenském organismu — zde zajist'uji naptiklad
vyvoj sekundarnich pohlavnich znakl, regulaci sekrece gonadotropinu pii ovulaci,
odpovéd’ tkdni na stimulaci progesteronem, udrZzovani kostni hmoty a kognitivnich
funkei, nebo regulaci citlivosti na inzulin. [8] Diky regulaci metabolismu cholesterolu
a triglyceridi estrogeny snizuji riziko vzniku kardiovaskularnich onemocnéni, jako
ateroskler6zy. Také redukuji uvoliiovéani kortizolu jako odpoveéd’ na stresovy podnét,
¢imz snizuji hladinu stresu. V neposledni fadé¢ jsou také dulezité pro zdravi kosti — prave
z diivodu poklesu hladiny estrogenti u Zen po menopauze se u nich zvysuje riziko rozvoje
osteoporozy. [9] Jak jiz bylo zminéno, u Zen vznikaji zejména ve folikularnich bunkach
vajecnikl, placenté, ¢i koZni a tukové tkani. V muzském téle jsou nezbytné v obdobi
rustu, a to pro udrzovani kostni hmoty a rist kosti v oblasti epifyz. Jejich hlavnim zdrojem
v muzském organismu jsou periferni tkané (kiZe a tukova tkan), piiblizné€ 15% celkového
mnozstvi vznika steroidogenezi v Sertoliho buiikach varlat. [8] Mezi hlavni endogenni
estrogeny se fadi estron, estriol a 17f3-estradiol, z nichZ posledni jmenovany se vyznacuje

nejvyssi aktivitou a zastoupenim v téle. [9] [10]

1.1.1. Syntéza estradiolu

Biosyntéza steroidnich hormont (Obr. 1, str. 12) se v lidském téle odehrava v kiie
nadledvin, dale u muzii v Leydigovych bunkach varlat a u Zen ve folikularnich bunikéch
vajeCnikll a syncytiotrofoblastu placenty. [11] Steroidni hormony hraji vyznamnou roli
v regulaci metabolismu, hladiny vody a soli v organismu, ¢i v pohlavni diferenciaci
a reprodukci. Jsou odvozeny od cholesterolu a vyznacuji se podobnou strukturou
s charakteristickymi c¢tyfmi uhlikovymi kruhy (cyklopentano-perhydrofenantrenova

struktura steranu). [12]
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1. Literarni ptehled

cholesterol
lC YP11A1
CYP17A1 CYP17A1
pregnenolon ——»  17a-hydroxypregnenolon ——» DHEA
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aldosteron
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Obr. 1: Syntéza steroidnich hormonti — prekurzorem je cholesterol a syntéza vede ke vzniku
mineralokortikoidd, glukokortikoidti a sexualnich steroidii. Pfevzato a upraveno z [13].

Aktivni steroidni hormony mohou byt syntetizovany konverzi riiznych prekurzord,
ale nejcCastéji je to de novo syntézou z cholesterolu. Prvnim krokem je pfenos cholesterolu
k vnitini membran€ mitochondrie. Zde se nachazi enzym CYP11A1l (také oznacovan
P450scc), ktery katalyzuje odSt€peni postranniho fetézce cholesterolu za vzniku
pregnenolonu. [13] Tato reakce je rychlost urcujicim krokem celé syntézy a je to praveé
schopnost exprese genu CYPIIAI, kterd bunku charakterizuje jako ,,steroidogenni®.
V dalsim kroku je pregnenolon za katalyzy enzymem 3-hydroxysteroiddehydrogenasa
(3B-HSD) pfeménén na progesteron, ktery je prekurzorem mineralokortikoidt. Druhou
mozZnosti je pfenos pregnenolonu z mitochondrie do endoplazmatického retikula, kde je
pomoci enzymu CYPI17A1 konvertovan na 17a-hydroxypregnenolon — ten dava za
katalyzy 33-HSD vzniknout 17a-hydroxyprogesteronu, prekurzoru glukokortikoida. [14]
Aktivita enzymti CYP17A1 a 3B-HSD tedy urcuje, zda biosyntéza bude sméfovat

k produkci glukokortikoidl a mineralokortikoidfi, nebo sexudlnich steroidi. [13]
CYPI17A1 mé 17a-hydroxylasovou aktivitu, diky niz vznikaji vySe zminéné
produkty, pro vznik sexudlnich steroidi je ale kli€¢ova jeho 17,20-lyasova aktivita. Tato
je vyuzita pii konverzi 17a-hydroxypregnenolonu na dehydroepiandrostendion (DHEA)
a 17a-hydroxyprogesteronu na androstendion, ktery mize byt syntetizovan také z DHEA

pomoci 3B-HSD. Dal§im krokem je pfeména androstendionu 173-hydroxysteroid-
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1.1. Estrogeny

dehydrogenasou (178-HSD) na testosteron. Posledni krok biosyntézy je katalyzovan
dalsim z enzymt cytochromu P450, aromatasou (CYP19A1), kterd pfeménuje testosteron
na estradiol ve folikularnich buiikach vajecnikli a dale také androstendion na estron

v tukové tkani. Estron mtize byt za katalyzy 173-HSD syntetizovan také z estradiolu. [15]

1.1.2. Metabolismus estradiolu

Jak jiz bylo feceno, estradiol je v téle syntetizovan nékolika cestami. Prvni z nich je
konverze androstendionu na estron enzymem aromatasa a jeho naslednd pfeména na
estradiol pomoci enzymu 178-HSD. Ve druhém piipad€ jako vychozi latka vystupuje
androstendion, ktery je opét enzymem 17B3-HSD pfeménén na testosteron, z né¢hoz

nasledné za katalyzy aromatasou vznika estradiol. [16]

Metabolismus estradiolu (Obr. 2) se odehrava zejména jeho konverzi na neestrogenni

a ve vod¢ rozpustné metabolity, které jsou z téla vylu¢ovany moci ¢i stolici. [16]

CYP19 cytochromy P450 COMT
testosteron —» estradiol — % katecholestradioly —» methoxyestradioly
a =] a a
7 7 7! 7!
E 5 5 :
Q. 1 & ==H -1
- i - = -
' CYP19 cytochromy P450 COMT
androstendion | ——» estron ———»  Kkatecholestrony — > methoxyestrony
dalsi |
! hydroxylované & i
i metabolity &®
N ‘bgfb
o
¥ ;&/'
S o > !

estery mastnych
kyselin

Obr. 2: Metabolismus estrogenti — zapojeni cytochromti P450. PieruSovana c¢ara na obrazku
znazoriiuje bunéénou membranu. Pievzato a upraveno z [16].

Metabolismus estradiolu nej¢astéji probihd oxidacni cestou, do které jsou zapojeny

cytochromy P450. Ty jsou vhojné mife exprimovany v jatrech, a pravé jatra

weew
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1. Literarni ptehled

vznikaji hydroxylované metabolity estradiolu, neboli katecholestradioly. [17] Na
hydroxylaci estradiolu se podili nékolik isoforem cytochromti P450 (rodiny CYP1, CYP2
a CYP3) a pro vznik kazdého metabolitu je dilezitd poloha uhliku, na kterém dochézi
k hydroxylaci. [16] U zhruba 80% jaterniho estradiolu je to na uhliku C2 za vzniku
2-hydroxyestradiolu. Tato reakce je katalyzovana ptevazné isoformami CYPIAI,
CYP1A2 a CYP3A4. Zbylych 20% estradiolu v jatrech je pfeménéno na
4-hydroxyestradiol, a to diky katalytické aktivité¢ isoforem CYP1B1 a CYP3AS.
V extrahepatalnich tkanich, jako je prsni tkan, placenta, déloha, mozek a hypofyza,
vzniké 2-hydroxyestradiol pfedevsim ¢innosti CYP1A1 a CYP3A4. Diky vysoké expresi
CYP1B1 v déloze a prsni tkani je zde pfevazujicim produktem 4-hydroxyestradiol. [17]
Praveé tyto dva metabolity jsou nejvice biologicky aktivnimi katecholestradioly, které
hraji vyznamnou roli ve tkanich reprodukénich organt, jater, srdce, krevnich cév, mozku
a nervové soustavy. [16] Dale probihaji také minoritni metabolické reakce, do kterych
jsou zapojeny cytochromy P450 1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2C8, 3A4, 3A5 a 3A7 a estradiol
je pfi nich hydroxylovan v pozicich 6a, 63, 7a, 123, 15a, 15B, 16t a 16f. [17]

Dalsim krokem po hydroxylaci je O-methylace katecholestradiolii za katalyzy
enzymem katechol-O-methyltransferasa (COMT, z angl. catechol-O-methyltransferase),
pfi které vznikaji methoxyestradioly. COMT je cytosolarnim enzymem pifitomnym
zejména v jatrech, ledvinach, reprodukénich orgénech a krevnich cévach. Metabolity
2- a 4-methoxyestradiol se ve srovnani s ostatnimi methoxyestradioly opét vyznacuji

nejvyssi biologickou aktivitou. [16]

Estradiol a jeho hydroxylované metabolity mohou byt také konjugovany za ucasti
glukoronosyltransferas, sulfortransferas a acyltransferas — vznikaji glukoronidy, keto-
metabolity, sulfaty, estery mastnych kyselin a dehydrogenované metabolity. Tyto latky,
kromé svych biologickych ucinkt, také slouzi jako zdroj pro postupné uvoliiovani
estradiolu a jeho hydroxylovanych metabolith ve tkanich, jelikoz vySe jmenované

enzymy jsou schopné i zpétné konverze. [16]

Dalsi cestou oxida¢niho metabolismu estradiolu je jeho konverze na méné estrogenni
metabolit estron pomoci oxidace na uhliku C17. [18] Tento reverzibilni d¢j probihé za
katalyzy enzymem 173-HSD a jeho rovnovaha je obvykle posunuta k tvorbé estronu —
konverze estradiolu na estron totiz probihd vyssi rychlosti nez opacny d¢j. [18] [19]
Estron je nasledné¢ pfeménovan na dalsi metabolity dvéma cestami, a to hydroxylaci

A-kruhu nebo D-kruhu jeho molekuly. Ob¢ tyto hydroxylace jsou katalyzovany jinymi
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1.1. Estrogeny

enzymovymi systémy, piicemz vzniklé metabolity jiz nemohou byt redukovany zpét na
estron. [20] Tento fakt také znamend, ze jejich biologické ucinky jiz nemohou byt
piipisovany parentalni molekule estradiolu, jako je tomu v pfipad¢ estronu. Vyznamnymi
produkty metabolismu A-kruhu estronu jsou 2-hydroxyestron a 4-hydroxyestron,
v ptipadé¢ D-kruhu je to 16a-hydroxyestron a estriol. V dalSich degradacnich reakcich
dochazi ke konjugaci pomoci glukoronidace, methylace ¢i sulfatace a dale vylouceni

7 t&la. [19]

Znamym faktem je, ze zvySena hladina estrogeni v téle zvysSuje riziko vzniku
karcinomu prsu a endometria. [17] V poslednich letech se pozornost zacala upirat i na
roli metabolitd estrogenil v patogenezi nékterych nadorovych onemocnéni, jelikoz

mohou zpiisobovat poskozeni DNA ¢i produkovat kyslikové radikaly. [21]

Role metaboliti estrogenti v karcinogenezi

Prvnimi produkty metabolismu estradiolu a estronu jsou 4-hydroxyestrogeny —
4-hydroxyestradiol a 4-hydroxyestron. Jsou to estrogenni latky s karcinogennimi ucinky,
u kterych byl prokazan vliv na bunéény rist u linie prsniho karcinomu MCF-7. [18] [20]
Tyto molekuly jsou relativné nestdlé a mohou byt pfes semichinonové intermediaty
pfeménény na vysoce reaktivni chinony. Béhem této reakce vznikaji kyslikové radikaly,
které jsou znamé pro své toxické u€inky na molekulu DNA, vzniklé chinony mohou také
tvofit kovalentni vazby s tubuliny. [20] Jak jiz bylo zminéno, 4-hydroxylace estrogeni je
katalyzovéana ptevdzné cytochromem P450 1BI, ktery je ve vysoké mife exprimovan
v nadorovych tkanich — 4-hydroxyestradiol se tedy vyskytuje ve zvySeném mnoZstvi
naptiklad v tkdni prsniho karcinomu. VySe popsané skute¢nosti naznacuji, ze ptitomnost
CYPIB1 a s ni spojena tvorba 4-hydroxyestrogenii hraji vyznamnou tulohu

v karcinogenezi prsu a endometria. [17]

Na rozdil od 4-hydroxylace estrogent, hydroxylace na uhliku C2 je piimou reakci,
pfi které nevznikaji reaktivni intermediaty. Produkty této pfemény, 2-hydroxyestradioly,
pusobi jako slabé estrogenni aZz anti-estrogenni latky a jsou rychle eliminovany z krve
pfeménou na 2-methoxyestradiol, pficemz nedochazi ke vzniku kyslikovych radikali.
[18] U téchto metaboliti nebyla prokazana karcinogenita, vyznacuji se spiSe opacnymi

ucinky — maji inhibi¢ni efekt na bunécnou proliferaci. [17] Takovymi antiestrogennimi
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ucinky se vyznacuje jak 2-methoxyestradiol, tak 2-hydroxyestradiol, ktery potlacuje
bunécny rust v linit MCF-7. [19]

Analogickym mechanisemem jako 4-hydroxyestrogeny plisobi také 16a-hydroxy-
estrogeny — poskozuji DNA bud’ pfimo prostiednictvim tvorby DNA aduktd s chinony
a semichinony, nebo nepiimo diky redoxnimu zacykleni a s nim spojenou produkci
reaktivnich forem kysliku, které modifikuji DNA. [22] 16a-hydroxyestron méa estrogenni
ucinky a diky tomu je spojen s rozvojem rakovinnych procesi v téle, jelikoz stimuluje
proliferaci bunék. [19] [22] V tomto smyslu je tedy dilezité, zda metabolismus smétuje
vice k hydroxylaci A kruhu nebo D kruhu estronu, jelikoz 16a-hydroxyestron podporuje

vznik karcinomi a 2-hydroxyestron jej naopak inhibuje. [20]

1.1.3. Naruseni bunécné signalizace estrogent endokrinnimi disruptory

Bunécna signalizace estrogentl je ve vétsiné tkani zprostifedkovana pomoci estrogennich
receptorti (ER, z angl. estrogen receptor), které se fadi mezi jaderné ligandem aktivované
transkripéni faktory a obsahuji pét funkénich domén. Identifikovany byly dvé formy
téchto receptort, estrogenni receptor a (ERa) a estrogenni receptor $ (ERp), které sdili
56% homologii své ligand vazajici domény. Oba tyto typy jsou kdédovany rozdilnymi
geny a exprimovany v riznych bunkach a tkanich napfi¢ organismem, pfi€emZ mira
jejich exprese se rizni v zavislosti na véku, vyvoji a patologickych stavech. [23]
Mechanismem pusobeni estrogentt je modulace transkripce cilovych geni
v bunééném jadie. Po vazbé estradiolu nebo syntetického ligandu na ligand vézajici
doménu je receptor odd€len od jeho chaperonovych proteini, podstoupi konformacni
zménu a dimerizaci. Tento aktivovany komplex se miiZe navazat na DNA pfimo pomoci
specifickych estrogen-responzivnich elementi (ERE, zangl. estrogen responsive
element), nebo nepiimo diky transkripénim faktorim. Po vazb& k DNA dimer interaguje
s dal$imi regula¢nimi proteiny dilezitymi pro modulaci genové exprese, jako napiiklad
modulatory chromatinu. Povaha ligandu vazaného na receptor predurcuje, se kterymi
regula¢nimi proteiny bude dimer interagovat, ale 1 vznik homodimeru, heterodimeru ¢i

jejich kombinace — vSechny tyto faktory vedou k expresi rozdilnych genti. [10]

16



1.1. Estrogeny

Prave tato cast signaliza¢ni kaskady estrogenti, tedy jejich interakce s ER, mtize byt
cilovym mistem ptisobeni endokrinnich disruptortl. Radi se mezi né slou¢eniny strukturou
podobné endogennim estrogentim, které riznymi mechanismy zasahuji do syntézy,
sekrece, metabolismu, transportu ¢i eliminace endogennich hormonti. [24] Tyto latky se
nazyvaji xenoestrogeny. Konkrétn¢ jsou to napiiklad primyslové chemikalie
(insekticidy, pesticidy, primyslové surfaktanty, polychlorované bifenyly), slouc¢eniny
vyskytujici se v plastech (ftalaty, alkylfenoly), kosmetickych prostfedcich (parabeny,
benzofenony), produkty vyuzivané v domécnosti (detergenty), 1€Civa (ethinylestradiol,

diethylstilbestrol) ¢i fytoestrogeny (isoflavonoidy, lignany). [25]

Vzhledem k tomu, Ze estrogenni receptory jsou relativné promiskuitni jaderné
receptory, xenoestrogeny se na né vazi s pomérné¢ vysokou afinitou a poté ovliviiuji
genomovou 1 negenomovou signalizaci ER. [26] Tyto slouceniny plsobi v nasobné
vysSich koncentracich nez estradiol a pokud jsou pfitomny soucasné s estradiolem,
mohou mit aditivni ¢i synergické Uc¢inky. [25] Jednou z moZnosti genomovych u¢inkt
xenoestrogenti je zména terciarni struktury ER, ktera vede k rozdilnym interakcim
s kofaktory. Vysledkem je zména regulace transkripce a nasledné i exprese cilovych
genu. Slouceniny jako bisfenol A a diethylstilbestrol ovliviiuji ER negenomovymi u¢inky
— mohou jej aktivovat prostfednictvim aktivace MAP-kinas a fosfatidylinositol-3-kinas.
[27] Interakci s ER mohou xenoestrogeny dale ovliviiovat také rovnovahu bunécéné

proliferace a apoptosy, diferenciaci bunck ¢i samotnou expresi ER. [24]

Hormonalni nerovnovaha estrogenti vyvolana témito vlivy miize mit cetné nasledky.
Estrogeny jsou klicovymi regulatory kostniho metabolismu u muzl i zen, ovliviiuji buniky
osteocyty, osteoblasty a osteoklasty. Jejich ukolem je potlacit resorpci kosti a zaroven
zachovat tvorbu nové kostni hmoty. Snizené mnozstvi estrogentt v organismu tedy
zvySuje riziko vzniku osteoporozy a fraktur. [27] Pokles hladiny estrogenii byl takeé
identifikovan jako jeden z faktord vzniku Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby ¢i
schizofrenie. [28] Mezi dalsi procesy v téle, do kterych tyto hormony zasahuji, se fadi
naptiklad regulace metabolismu lipidi v tukové tkéani, vyuziti glukosy jako odpovéd na
sekreci inzulinu, regulace homoestazy glukosy a lipida v jatrech. Podili se také na celkoveé
glykémii prostfednictvim regulace pankreatickych B-bunck, které zaroven chrani pred
apoptozou. V tomto ohledu mize mit nedostatek estrogenti za nasledek rozvoj obezity,
metabolického syndromu a diabetes mellitus 2. typu. [29] Abnormalné zvySena hladina

estrogenll v organismu je spojena se vznikem jistych typi karcinomd, a to zejména prsu,
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endometria, vajecniki, plic, prostaty a tlustého stteva. Estrogeny totiz inhibuji apoptozu
v rakovinnych buiikéach, podporuji buné¢énou proliferaci a také sekreci rastovych faktort
zapojenych do procesu angiogeneze (proces tvorby cévniho zasobeni kolem nadoru,
kterym jsou nésledné dodavany ziviny potfebné pro masivni rust a déleni bun¢k). [3]
S vysokou hladinou téchto hormoni je spojena fada dalSich patologii, naptiklad syndrom
polycystickych ovarii, endometriéza a n¢ktera autoimunitni onemocnéni jako systémovy

lupus erythematodes a roztrouSena skler6za. [28]

Xenoestrogeny ovliviiuji hormonélni homeostdzu mnoha dal§imi mechanismy.
Mohou napftiklad soutézit s endogennimi hormony o vazbu na globulin vazajici sexualni
hormony (SHBG, z angl. sex hormone binding globulin), coz vede k poskozeni transportu
estradiolu v plasmé. [25] Neméné vyznamna je také jejich interakce s cytochromy P450,
diky ¢emuz zasahuji do syntézy a metabolismu steroidnich hormont. Nékteré z nich
pfimo ovliviiuji produkci estrogenii diky modulaci aktivity aromatasy, enzymu
katalyzujicimu konverzi androgent na estrogeny, ¢imz narusuji rovnovahu téchto
hormontl v téle. Zasahuji také do aktivity isoforem, které se ucastni metabolismu

a exkrece estrogenti (CYP1A1, CYP1BI1, CYP3A4). [26]

1.2. Cytochromy P450

Cytochromy P450 je souhrnné oznaceni pro superrodinu hem-thiolatovych enzymf, které
se vyskytujyi v celé fadé¢ organisml od bakterii az po cClov€ka. [30] Prvni zminky
o cytochromech P450 se v literatuie objevily jiz v 70. letech 20. stoleti — od té doby byly
identifikovany tisice enzymu patficich do této skupiny, ktera i nadale zistava predmétem
intenzivniho vyzkumu. Vyznam téchto enzymi nespoc¢iva pouze na poli biochemie, ale
1 voblasti lékafstvi, vyvojové biologie, anorganické chemie ¢i chemie Zzivotniho
prostiedi. [31]

V organismu jsou lokalizovany zejména v jatrech, nachazi se ale i v plicich, tenkém
sttevé, ledvinach, nadledvinkach, kiizi a mozku. Z hlediska umisténi v bunice se vyskytuji
pfevazné na membranach hladkého endoplazmatického retikula ¢i na membranach
mitochondrii. Jejich mnozstvi v jednotlivych tkanich je podminéno mnoha faktory, mezi
néz se tadi vek, vyziva, geneticky polymorfismus, vliv vnéjSich podminek, koufeni,

podéavana lIé¢iva nebo konzumace alkoholu. [32]
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Tyto enzymy jsou hemoproteiny obsahujici porfyrinovy skelet (protoporfyrin IX),
ktery je v aktivnim centru vazan koordinagni vazbou pies thiolat cysteinu. Sestym
ligandem je atom kysliku molekuly vody. [32] Spektrum reakci katalyzovanych
cytochromy P450 je Siroké, ale obecné puisobi jako oxidasy, které se podili na aktivaci
molekularniho kysliku jeho heterolytickym Stépenim — jeden zatomt kysliku je

zabudovan do substratu a druhy je nasledné redukovan na molekulu vody. [33]

Cytochromy P450 jsou v lidském téle zapojeny do reakci I. faze biotransformace
xenobiotik, vedouci k detoxikaci chemickych latek. V této fazi dochazi k zavedeni
polarni skupiny (nejéastéji -OH) nebo k jejimu odkryti. Ugastni se tedy eliminace téchto

latek a jejich exkreci z téla pii I1. fazi biotransformace. [32]

1.2.1. Nomenklatura a rozdéleni

Nézev cytochrom P450 (,,P*“ = pigment) odkazuje na spektralni vlastnosti t€chto enzymu
— vredukované formé se do aktivniho centra misto atomu kysliku miize vazat oxid
uhelnaty, coz vede k posunu absorpéniho maxima hemu na 450 nm. Tato vlastnost je pro
cytochromy P450 charakteristickd. V literatufe se tyto enzymy také oznacuji zkracené

jako ,,CYP* (CYtochrom P450). [33]

Cytochromy P450 se vyskytuji jako isoformy a podle stupné¢ homologie primérni
struktury jsou fazeny do genetickych rodin a podrodin. Nejvice rozhodujici oblasti
sekvence je ta obklopujici cystein v aktivnim centru. Do stejné rodiny nélezi cytochromy
P450 se sekvencni homologii vyssi nez 40% a jsou oznaceny prvnim ¢islem za zkratkou
P450. Enzymy s homologii vyss$i nez 60% se fadi do podrodiny a znaci se velkym
pismenem. Nasleduje ¢islo oznacujici konkrétni enzym. Vyslednym oznacenim dané

isoformy je tedy napt. cytochrom P450 1A1, pfipadné CYP1A1. [32]

Vétsina isoforem cytochormi P450 ma Sirokou substratovou specifitu. Ptikladem
substrati ztfad xenobiotik mohou byt IéCiva, antioxidanty, anestetika, pesticidy,
organickd rozpoustédla, barviva, alkoholy nebo aromatické latky. Mezi fyziologicky
vyznamné substraty se fadi steroidy, mastné kyseliny, retinoidy, lipidové hydroperoxidy,
eikosanoidy ¢i aceton. [34] Neméné dilezité¢ je také zapojeni cytochromu P450 do
procest chemické karcinogeneze a toxicity, jelikoz se Ucastni metabolické aktivace

mnoha karcinogenti a prokarcinogend. [31]
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1.2.2. Vyznamné podrodiny a jejich role v karcinogenezi

CYP1A1l a 1A2

Cytochromy P450 podrodiny 1A mohou aktivovat az 90% znamych karcinogent. [32]
CYPIAI1 se vyskytuje zejména v extrahepatalnich tkanich, v jatrech se ve vySSim
mnozstvi objevuje az nasledkem indukce, a to zejména koutenim. [30] Vyznamna hladina
tohoto enzymu byla zjisténa v plicni tkani a v nékterych nadorovych tkanich (bunky
plicniho ¢i prsniho karcinomu). Z tohoto diivodu se predpokladd, ze mira inducibility

CYP1AL1 souvisi nejen s rozvojem rakoviny plic, ale i prsu a kiize. [32]

CYPI1A2 je hlavnim jaternim enzymem, jehoz hladina v organismu je znacné zavisla
na vnéjSich faktorech. Hlavnimi substraty jsou polycyklické aromatické uhlovodiky,
aromatické aminy, nebo napiiklad kofein. Dale je zapojen i1 do aktivace

nitroaromatickych sloucenin a aflatoxinu B1. [30]

CYP2A6 a 2B6

Isoforma P450 2A6 tvoii u ¢lov€ka asi 4% celkovych cytochromit P450 a podili se na
metabolismu mnoha vyznamnych substratti, naptiklad nikotinu, slou¢enin pouzivanych
k 1écbé AIDS, nitrosaminli, nebo kumarinu. Je zapojen do procesu chemické
karcinogeneze, aktivuje naptiklad aflatoxin B1 ¢i 4-(methylnitrosoamino)-1-(3-pyridyl)-
1-butanon (NNK) pfitomny v tabdkovém kouti. Do tohoto procesu je i pies své nizké
zastoupeni v organismu (asi 0,2%) vyznamné zapojen také CYP2B6, ktery ma

vyznamnou tlohu v metabolismu protinadorovych 1€¢iv (cyklofosfamid, ifostamid). [32]

CYP2C a CYP2D6

Nejvyznamngj§imi enzymy podrodiny 2C jsou CYP2CS, 2C9, 2C10 a 2C19, které maji
Sirokou substratovou specifitu a v lidském téle jsou zastoupeny ve vysoké mife. Jejich
charakteristickou vlastnosti je geneticky polymorfismus, ktery mize u né€kterych skupin
populace zpiisobit blokaci u¢inku chemoterapeutik metabolizovanych pravé enzymy této

podrodiny. [32]
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CYP2E1

Tento enzym je jedinym zéstupcem podrodiny 2E. Je zapojen do chemické aktivace
mnoha prokarcinogentl, karcinogentl a toxikantii a je znam pro svou tlohu v metabolismu
ethanolu. Mezi substraty CYP2E1 se tadi zejména nizkomolekuldrni latky, kromé jiz
zminéného ethanolu je to napiiklad aceton, halogenované uhlovodiky (chloroform,
chlormethan, vinylchlorid), benzen, styren, acetaldehyd ¢i nitrosaminy. Dale se podili na
metabolismu acetaminofenu (paracetamol) ¢i halothanu. [30] Vyskytuje se ve velké miie
v jaterni tkéni a mize byt indukovan latkami, které jsou zaroven jeho substraty (ethanol,
aceton, toluen, isoniazid, pyrazol). [30] [32] Vyznamnd je také jeho indukovatelnost

patologickymi stavy, jako je diabetes ¢i hladovéni. [30]

CYP3A4

v

Cytochrom P450 3A4 je nejvyznamnéjsi isoformou metabolismu 1é€iv u ¢lovéka, a to jak
z hlediska miry zastoupeni v jednotlivych tkanich, tak mnoZstvi pfeménovanych
substratti. [30] [32] S Sirokym spektrem metabolizovanych 1é¢iv vSak jdou ruku v ruce
1 nezadouci 1€kové interakce, které mohou vést k extrémnimu zvySeni ¢i sniZzeni hladiny

nékterého z 1é¢iv v organismu. [30]

Kromé jiz zminénych 1é¢iv katalyzuje CYP3A4 oxidaci dalSich exogennich latek,
konkrétné karcinogennich xenobiotik (polycyklické aromatické uhlovodiky, aromatické
aminy, nebo aflatoxiny). Z fad endogennich latek mezi jeho substraty patii steroidni

slouceniny — 173-estradiol, testosteron, kortisol a progesteron. [32]

CYP11,17,19a 21

Cytochromy P450 téchto podrodin maji nejuzsi substratovou specifitu a jejich hlavni
ulohou je metabolismus endogennich latek steroidniho charakteru. Katalyzuji reakce
biosyntézy steroidnich hormonii probihajici ve steroidogennich tkanich, jako jsou
pohlavni zlazy, klira nadledvin a placenta. Pravé s touto funkci souvisi zapojeni vyse
zminénych enzyml do procesu karcinogeneze, jelikoZ zvySend ¢i sniZend hladina
nékterych steroidnich hormonil v téle miize vést k rozvoji karcinomu. Modulatory téchto
enzymul jsou proto pouzivany v protinadorové terapii - nejcastéji jsou to inhibitory
CYPI19 (aromatasy) vyuzivané k terapii karcinomu prsu, nebo inhibitory CYP17
v pfipadé rakoviny prostaty. [30]

21



1. Literarni ptehled

1.2.3. Struktura cytochromt P450

Kli¢ovym voditkem k porozuméni mechanismu piisobeni cytochromii P450 je znalost
jejich struktury (Obr. 3). Jak jiz bylo feceno, cytochromy P450 obsahuji porfyrinovy
skelet s cysteinem v aktivnim centru. Porfyrinovy skelet je vazan jak prostfednictvim
atomu siry sulfhydrylové skupiny cysteinu (paty ligand Zeleza protoporfyrinu IX), tak
hydrofobnimi interakcemi. [32] Ve struktuie cytochromti P450 lze i pfes vysokou
variabilitu identifikovat nékteré vice ¢i méné podobné strukturni motivy. [35] Nejvice
konzervovana struktura se nachazi v okoli hemu a ptedurcuje podobny mechanismus
funkce cytochromt P450 z hlediska pfenosu protont, elektront a aktivace molekularniho
kysliku. Je tvofena svazkem cCtyt helixd zna¢enych D, E, I a L, dale helixy J a K,

strukturou zvanou ,,meandr* a dvéma sadami [-listi. [36]

Obr. 3: Strukturni model lidského mikrosomalniho cytochromu P450 3A4 s vyznacenymi
elementy sekundarni struktury — a-helixy vyznaceny Cervené, B-struktury zluté a smycky zelené.
Hem je znazornén modrou barvou. Vytvofeno v programu PyMol 2.5.4 [37], PDB kod 1TQN.

Naopak nejvice variabilni oblasti ve struktufe cytochromii P450 maji tlohu pfi jejich
ukotveni v membranach ¢i pfi rozpoznavani a vazbé substratu. [35] Na rozpoznani
a vazb¢ substratu se podili Sest tzv. substrdt rozpozndvajicich oblasti (SRS, z angl.
substrate recognition site). Jejich strukturni variabilita umozituje vazbu rizné velkych
substratli s rozdilnou mirou specifity. Nékteré z cytochromiit P450 provadéji oxidaci
substratu s vysokou stereospecifitou a regiospecifitou, jiné jsou ve vazb& substratil
naopak vice promiskuitni — naptiklad lidsky jaterni CYP3A4 metabolizuje vice nez 50%

16&iv. [38]
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1.2.4. Katalyticky mechanismus

Cytochromy P450 obecné plsobi jako monooxygenasy, které katalyzuji oxidacni,
peroxidacni a redukéni reakce. VEtsSinu reakei 1ze sumarné vyjadiit nasledovné (RH =

substrat, RH = hydroxylovany produkt):
RH + O, + NADPH +H" - ROH + H,O + NADP"[32]

Tyto enzymy potiebuji ke katalyze molekularni kyslik a pfisun redukénich ekvivalenti
zNADH nebo NADPH. V eukaryotnich organismech je donorem elektront NADPH,
pfi¢emz pienos elektronil v mitochondriich je katalyzovan dvéma transportnimi proteiny
— flavoproteinem a adrenodoxinem (protein typu ferredoxinu obsahujici atom siry
a zeleza). [39] V endoplasmatickém retikulu jsou hlavnimi slozkami transportniho
systému cytochrom P450 a flavoprotein NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa
(CYPOR). [40] CYPOR se tadi do rodiny diflavinovych reduktas a vystupuje jako
prenase¢ elektront z NADPH na cytochromy P450, konecné akceptory elektront.
Soucésti jeho struktury jsou prostetické skupiny flavinadenindinukleotid (FAD)
a flavinmononukleotid (FMN), z nichZ kazda ma specifickou funkci — FAD pfijima dva
elektrony z NADPH a postupné je ptedava na FMN, ze kterého jsou poté po jednom
pfeneseny na cytochrom P450. [41] Dale se také muze jako donor elektronti Gcastnit

cytochrom bs a NADH:cytochrom bs oxidoreduktasa. [40]

Tyto enzymy katalyzuji oxidativni atak neaktivovanych uhlovodikli za
fyziologickych teplot. Cytochrom P450 v ,klidovém* stavu ma hemové Zelezo
v oxida¢nim stupni +3 a jako Sesty ligand slouzi molekuly vody. [35] V prvnim kroku
katalytického cyklu (Obr. 4, str. 24) dochézi k vazbé substratu a vytlaceni molekuly
rozpoustédla z aktivniho centra, coz indukuje posun absorpéniho maxima, zménu
redoxniho potencialu a ptechod z nizkospinového stavu na vysokospinovy — diky tomu
muze snaze dojit k redukci hemového zeleza z oxida¢niho stupné +3 na +2. Ve druhém
kroku je oxidoreduktasou pienesen jeden elektron na cytochrom P450 a dochazi
k redukci. V dal$im kroku dochazi k vazb& molekularniho kysliku na Fe** (Fe** jej
nevaze) a nasledné je oxidoreduktasou transportovan druhy elektron. Patym krokem je
protonace komplexu Fe?"-O; nasledovana heterolytickym §tépenim vazby O-O za vzniku
FeO*" a molekuly vody. Poté dochazi k pfesunu atomu vodiku a v osmém kroku ke
vzniku produktu — ten je uvolnén v poslednim kroku cyklu a zdroven dochazi k regeneraci

puvodniho stavu enzymu, s nimz mtize zacit novy cyklus. [31]
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Vyse popsany katalyticky cyklus je zjednoduSeny — je tfeba brat v vahu
dynamicnost enzymového systému, diky které muize dochdzet naptiklad k vazbé
a uvoliovani substrdtu i na jinych mistech cyklu, nebo k dismutaci oxidovanych

intermediati, které pot¢ mohou generovat reaktivni formy kysliku. [42]
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Obr. 4: Zakladni schéma katalytického cyklu cytochromt P450 — substrat je oznacen RH,
produkt ROH. Indexy ,,0x* a ,red” zndzornuji oxidovanou a redukovanou formu. Pfevzato

a upraveno z [31].

1.2.5. Funkce cytochromi P450

Cytochromy P450 zastdvaji v organismu mnoho funkci. Jednou z téch fyziologicky
nejvyznamnéjsich je zapojeni do drah biosyntézy a katabolismu endogennich latek, jako
podrodin 11, 17, 19 a 21, které jsou lokalizovany na membranach endoplasmatického
retikula a mitochondrii. [32] Biosyntéza steroidnich hormonti probihd ze spole¢ného
prekurzoru, cholesterolu. Po splnéni své fyziologické tllohy jsou steroidni hormony v téle
degradovany opé€t pomoci cytochromli P450 — ty se zaroven podili i na katabolismu

cholesterolu, a to jeho konverzi na Zlucové kyseliny v jatrech. [39]

Tyto enzymy jsou dale zapojeny do biosyntézy a metabolismu nékterych prekurzora

lipidti. Maji vyznamnou ulohu pfi syntéze a metabolismu eikosanoidli nebo pii konverzi
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vitaminu D3 na jeho biologicky aktivni formu, 1,25-dihydroxyvitamin D3. [39]
Cytochromy P450, které jsou zapojeny do reakci metabolismu prostaglandind,
prostacyklinti, tromboxant, vitaminu D3, ZluCovych kyselin a cholesterolu, se fadi do

podrodin 7, 8, 24,27 a 51. [32]

Dalsi neméné diilezitou funkci je degradace xenobiotik, konkrétné jejich preménéna
na polarnéjsi slouceniny, aby mohly byt z téla sndze vylouceny a nedochézelo k jejich
akumulaci. [32] S touto tlohou souvisi také metabolismus 1é¢iv, ke kterému pfispivaji
vice nez kterakoliv jind skupina enzymii. Léciva jsou obvykle opét preménovana na
polarnéjsi molekuly pomoci hydroxylac¢nich reakci — tyto oxidace nejcastéji vedou
k deaktivaci 1éciva, ale v nékterych piipadech mohou vést i ke zvySeni jeho aktivity
(aktivace pro-lé¢iva na jeho biologicky aktivni formu). [32] V metabolismu cizorodych
latek jsou z tad jaternich cytochroml P450 nejvyznamnéjsi isoformy P450 1A1, 2A6,
2D6, 2C, 2E1 a 3A4. V ostatnich tkéanich, jako jsou napftiklad plice, ledviny, kiize,
gastrointestindlni trakt a mocové cesty, hraji dilezitou roli podrodiny 1A1, 2B6, 2E1
a 3A4. [32] Cytochromy P450 jsou také zapojeny do biosyntézy signalnich molekul
fidicich vyvoj organismu a homeostazu — sem se kromé jiZ zminénych steroidnich
hormont fadi také vitaminy rozpustné v tucich ¢i polynenasycené mastné kyseliny, které
jsou konvertovany na jejich biologicky aktivni formy. [38] Jak jiZ bylo zminéno
v kapitole 1.2.1., ucastni se také aktivace protoxikantd na reaktivni elektrofilni formy,
které zptisobuji biologické poskozeni (napt. vazba na DNA a proteiny a modifikace jejich
fyziologické funkce). [31] Na poskozeni bunék se dale podili tvorbou aktivnich forem

kysliku, tvorbou radikalt ¢i peroxidaci lipida. [32]

1.2.6. Cytochrom P450 19 — aromatasa

Cytochrom P450 19 (CYP19) neboli aromatasa je enzym zapojeny do procesu biosyntézy
steroidnich hormont — konkrétné katalyzuje jeho posledni krok, konverzi androgenti na
estrogeny. [43] Kapacitu exprimovat aromatasu ma u ¢lovéka mnoho bunék, k nimz patfti
granularni buiky, placentarni buiiky, Sertoliho a Leydigovy buiky, preadipocyty
a fibroblasty, neurony, osteoblasty a chondrocyty, nebo bunky hladkého svalstva. Diky
tomu k produkci estrogenti nedochazi pouze v pohlavnich organech, ale i v dalSich

tkanich jako tukova tkéan, mozek, klize, cévy, kosti a chrupavky. Hladina aromatasy
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v riznych tkanich se v pritbéhu zivota méni — naptiklad u Zen v reprodukénim véku jsou

hlavnim zdrojem estrogenti vajecniky, po menopauze jsou to periferni tkané. [44]

Lidska aromatasa byla poprvé purifikovana z placentalnich mikrosomi v 80. letech
20. stoleti. Je kodovana genem CYP19A1 lokalizovanym na chromosomu 15 (15g21).
[44] Enzymovy komplex je v buiice zabudovan do endoplazmatického retikula a sestava
jak ze samotného CYP19, ktery je zodpovédny za konverzi androgenti na estrogeny, tak
z flavoproteinu CYPOR, jehoz ulohou je ptenos redukénich ekvivalentii z NADPH na
aromatasu. Ke konverzi jednoho molu substratu na jeden mol produktu je zapotiebi tfech
molt NADPH a tfech moli molekularniho kysliku. [45] Substratem tohoto enzymu jsou
Ci9 androgenni pohlavni hormony s nenasycenym kruhem A — testosteron
a androstendion (preferovany substrat), jejichz aromatizaci vznikaji Cis estrogeny
s fenolovym kruhem A, estradiol a estron. [44] Prvnim krokem reakce (Obr. 5) je vazba
substratu (Ci9 androgen) a poté dochéazi ke tfem néaslednym oxida¢nim reakcim. Prvni
dvé€ z nich jsou hydroxylace probihajici na Ci9 methylové skuping substratu za vzniku
dvou hydroxylovych skupin. Dale dochazi k dehydrataci a vzniku Ci9 aldehydu. [43] [45]
Ve tietim oxida¢nim kroku dochazi k aromatizaci kruhu A za sou€asného odstépeni
atomu Ci9 ve form¢ kyseliny mravenci — vznikd Cis estrogen s fenolovym kruhem A.
V poslednim kroku tedy dochazi k oxidacnimu S$t€peni vazby Cio-Ci9, jeho piesny

mechanismus vSak dosud nebyl objasnén. [45]
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Obr. 5: Konverze testosteronu na estradiol katalyzovana cytochromem P450 19, aromatasou —
reakce probiha ve tfech naslednych oxidacich. Reakce 1 a 2 jsou hydroxylace na C9 (methylova
skupina), poté vznika dehydrataci aldehyd. Poslednim oxida¢nim krokem (3) je odstépeni Cio ve
formé kyseliny mravenci a soucasna aromatizace kruhu A, pii které vznika estradiol. Pfevzato
a upraveno z [46].
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Hlavnim zdrojem estrogent u muzl a Zen po menopauze je tukova tkan, pricemz
exprese aromatasy s vékem roste. Obezita a s ni souvisejici zvySend hladina estrogenti
piimo koresponduje s rizikem vyskytu rakoviny prsu, jelikoz syntéza estrogent
v perifernich tkanich se ukazala byt dilezitym faktorem v pocatecnich fazich vzniku
tumoru. V tukovych bunikach nachéazejicich se v blizkém okoli prsniho tumoru byla
prokdzana vyssi exprese a aktivita aromatasy, nez je tomu v normalnich buiikéch. To je
jeden z hlavnich diivodu, pro¢ aromatasa stoji ve stfedu zajmu protinadorové 1écby, kde

se jako anti-estrogenni terapie vyuzivaji inhibitory aromatasy. [47]

Inhibitory aromatasy v protinadorové terapii

Jak jiZ bylo zminéno, biologické ucinky estrogenu jsou zprostfedkovany pies estrogenni
receptor bunky, pti¢emz az 75% bunék prsniho karcinomu exprimuje estrogenni receptor,
progesteronovy receptor, nebo oba tyto receptory. Prave stimulace receptorti estrogenem
je vyznamnym faktorem pfi iniciaci a progresi prsniho karcinomu. [47] [49] Vyzkum na
poli protinddorové terapie piinesl pfiblizn€ v 70. letech 20. stoleti jedno z prvnich
klinicky vyuZivanych 1é€iv, které cililo na signalni drahu estrogenu v bunce, tedy ER —
tamoxifen. [49] Tamoxifen je trifenylethylenovy derivat klasifikovany jako selektivni
modulator ER. Radi se mezi nejéastéji vyzivand chemoterapeutika pro pacienty s ER
pozitivnim karcinomem prsu (karcinom prsu s pozitivnimi estrogennimi receptory), coz
¢ini asi 70% piipadi u tohoto typu karcinomu. Tamoxifen plsobi jako casteény
antagonista, ktery soupefi s estrogenem o vazbu na ER. Tim dochazi k utlumeni funkce
receptorll a v kone¢ném disledku jsou redukovany estrogenni efekty zodpovédné za
bunécny rist a proliferaci. [48] K dalsim benefitim tohoto 1éCiva patii také zlepSeni
lipidového profilu a sniZeni kostni demineralizace u Zen po menopauze. Bohuzel se
s uZivanim tamoxifenemu poji 1 negativni vedlejsi ucinky, jako naptiklad zvySeni rizika
vzniku karcinomu endometria ¢i tromboebolickych onemocnéni. U fady pacienti, ktefi
zpocatku na léCbu reagovali pozitivné, se také vyvinula tamoxifenova rezistence,

ptipadné doslo k relapsu rakoviny po nékolika letech od ukonceni 1é€by. [47] [48]

Vzhledem k vySe uvedenym nepiiznivym efektim se vyzkum zaméfil na alternativni
pristup, ktery misto ER cilil na produkci samotného ligandu, estrogenu. Diky tomuto

zkoumani vznikla 1éCiva, ktera byla v porovnani s tamoxifenem ucinné¢jsi a zaroven

27



1. Literarni ptehled

nem¢la zavazné vedlej$i Ucinky — inhibitory aromatasy. [50] Prvnim nespecifickym
inhibitorem aromatasy bylo anti-epileptikum aminoglutethimid, které potlacuje syntézu
nekterych steroidii v nadledvinach prostfednictvim inhibice specifickych cytochromt
P450. Jak se pozdéji ukazalo, klicovym mechanismem ptlisobeni aminoglutethimidu je
inhibice aromatasy. Soucasn¢ s aromatasou ale také dochazi k inhibici CYP11 a pfi 1écbé
tedy bylo nutné suplementovat kortizol. Z tohoto divodu se od pouzivani

aminoglutethimidu upustilo a doslo k rozvoji specifickych inhibitori aromatasy. [51]

Specifické inhibitory aromatasy jsou déleny na prvni, druhou a tieti generaci dle
efektivity ucinku a selektivity. [47] Do prvni generace se fadi jiz zminény
aminoglutethimid. Inhibitory druhé generace jsou formestan (4-hydroxyandrostendion),
fadrozol a vorozol, které byly vyvinuty na konci 70. let 20. stoleti. [52] V soucasné dobé
se vyuzivaji inhibitory tfeti generace, které vznikly na pocatku 90. let a fadi se mezi né
letrozol, anastrozol a exemestan. Tato skupina 1é¢iv se vyznacuje nejvyssi u€innosti,

inhibici aktivity aromatasy. [47] [53]

Selektivni inhibitory aromatasy jsou déale déleny na dva podtypy, a to steroidni
a nesteroidni. Oba typy zasahuji do posledniho kroku biosyntézy estrogenu, ale ¢ini tak
odliSnymi mechanismy. Steroidni inhibitory maji steroidni strukturu podobnou
androgeniim a patii mezi n€ formestan a exemestan. Mechanismem piisobeni je soutézeni
s pfirozenym substratem aromatasy, androstendionem. [54] Poté, co jsou tyto inhibitory
kovalentn¢ navazany do katalytického mista aromatasy, dochédzi k nevratné blokaci
enzymové aktivity az do té doby, neZ periferni tkané syntetizuji novy enzym — z tohoto
divodu jsou také oznacovany jako ,,sebevrazedné inhibitory*. Oproti tomu, nesteroidni
inhibitory aromatasy obsahuji imidazolovou strukturu a jejich vazba na aromatasu je
reversibilni — dochdzi tak k pouze do€asné inhibici. Do této skupiny se fadi inhibitor prvni

generace aminoglutethimid a zastupci tfeti generace, letrozol a anastrozol. [47] [54]

V klinické praxi jsou dnes vyuzivany zejména letrozol a anastrozol, u kterych byla
prokdzana nejvysSi redukce velikosti karcinomu prsu v porovnanim s terapii
tamoxifenem. Dale se ukdzalo, Ze neovliviiuji endometridlni proliferaci, coz naznacuje,
ze by nemély zvySovat riziko vzniku karcinomu endometria. V neposledni fad¢ jsou na
1éCbu inhibitory aromatasy citlivé i1 karcinomy, u kterych doslo k relapsu po 1é¢bé
tamoxifenem, a proto mohou byt vyuzivany jako sekundarni terapie po 1éCbé

tamoxifenem. [53] Diky jejich selektivnimu Uc¢inku také neni tfeba doplikova

28



1.3. Vliv slozek parfémt na cytochromy P450

suplementace kortikosteroidi ¢i mineralokortikoidi, jako je tomu u nespecifického

inhibitoru aminoglutethimidu. [47]

Inhibitory aromatasy zasahuji pouze do produkce estrogenu v perifernich tkanich,
nikoliv do jeho produkce ve vajecnicich. Z tohoto divodu mohou z jejich Gc¢inkl tézit
Zeny po menopauze, u kterych jiz nejsou vajecniky funkéni a jedinym zdrojem estrogenu
jsou periferni tkané. U Zen pfed menopauzou naopak podani téchto inhibitorti vede ke
zvySeni hladiny estrogent v téle, pokud soucasné neni tlumena funkce vajecnikl. Ve
vajecnicich se totiz nachdzi vysoké mnozstvi substratu aromatasy a jeji promotor je
citlivy na gonadotropin. Pifi inhibici aromatasy zprvu dochazi ke snizeni produkce
estrogenu, nasledkem toho je ale stimulace hypothalamu a hypofyzy vedouci k sekreci
gonadotropinu — ten poté stimuluje vajecniky ke zminénému zvyseni produkce estrogenu.
Z tohoto diivodu se v soucasné dobé¢ pii 1écbe karcinomu prsu u Zen pied menopauzou
standardn¢ podévaji inhibitory aromatasy v kombinaci s analogy gonadoliberinu
(gonadotropin uvolilujici hormon), které v organismu zpétnou vazbou blokuji tvorbu

gonadotropinu. [51]

1.3. VIliv slozek parfémi na cytochromy P450

Parfémy jsou aromatické tekutiny, jejichZ zakladni sloZkou jsou esenciélni oleje — vonné
latky ziskané piimo ze zdrojového materidlu (nejCastéji rostliny) prostfednictvim
lisovani, extrakce ¢i destilace. [55] Na zaklad¢ koncentrace esencidlnich oleji se parfémy
déli na n€kolik kategorii — parfum (20—40% esencialnich olejt), eau de parfum (10-20%),
eau de toilette (5-15%), eau de cologne (3—5%) a eau de fraiche (1-3%). [56] Dalsi
slozkou je alkohol, ktery vystupuje jako rozpoustédlo pro ostatni slozky. Parfémy také
obsahuji pfirodni ¢i syntetickd fixativa, kterd snizuji miru vypafovani parfému
a prodluzuji tak jeho vydrZ po aplikaci. Mezi pfirodni fixativa se fadi pryskyfice (myrha,
benzoe, labdanum) a latky zivociSného pivodu (ambra, pizmo, kastoreum, cibet). Do
skupiny syntetickych fixativ patii napiiklad ambroxid, benzylsalicylat, triethylcitrat ¢i
benzylbenzoat. [55] V neposledni fadé je tfeba zminit pfidavané konzervaéni latky,
kterymi jsou naptiklad parabeny a ftalaty. [56]

Esencidlni oleje byly pro své biologické u¢inky zndmy jiz v davnych dobach a i dnes

nachazeji Siroké uplatnéni v mnoha odvétvich, véetné kosmetického a farmaceutického.
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Po chemické strance jsou to komplexni smési nizkomolekularnich latek, zejména
alifatickych a aromatickych sloucenin, terpenti a terpenoidii. Bézné se vyskytujicimi
komponentami jsou eugenol, geraniol, limonen, linalool, kumarin, citral, citronellol,
karveol ¢i verbenon (Obr. 6). Ty jsou diky své chemické struktufe a lipofilni povaze
schopny pronikat kizi do krevniho ob&hu, kde mimo jiné interaguji s cytochromy P450
ve smyslu jejich inhibice ¢i indukce. [57]
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Obr. 6: strukturni vzorce komponent esencialnich oleji — eugenol (A), geraniol (B), L-limonen
(C) a 3R-(-)-linalool (D).

Jako ptiklad latky s antikarcinogennimi u¢inky lze uvést eugenol, ktery se vyskytuje
v hiebickovém oleji, bazalce, skofici, nebo muskatovém ofisku. Bézné se vyuziva
a anestetické Uc¢inky. Dale pusobi také jako antioxida¢ni, antibakterilni a antivirové
¢inidlo. [58] Cytochromy P450 jsou znamy pro svou ulohu pfi aktivaci prokarcinogend.
Inhibice nékterych jejich isoforem plisobenim eugenolu tedy snizuje produkci toxickych
metaboliti. Konkrétné€ se jedna o cytochromy P450 1A1 a 1B1, které hraji diileZitou roli
napiiklad pfi biotransformaci karcinogenu 7,12-dimethylbenz[ a]anthracenu (DMBA) na
metabolity s vy$si karcinogenni aktivitou. Tyto u€inky byly prokdzdny na bunécné linii
lidského prsniho karcinomu MCF-7, kde doSlo k poklesu aktivity CYPIAl a CYP1BI1
po oSetfeni eugenolem. Daéle také eugenol inhibuje aktivitu isoformy CYP2E]1. [59]

Hojn€ se vyskytujici slozkou esencidlnich olejii je také geraniol — acyklicky
isoprenoidni monoterpen, ktery je mozné izolovat z kozliku lékatského, skofice, lipie
a protinddorovych vlastnosti je ale také zndmym koZznim alergenem. [60] Co se tyce vlivu
geraniolu na cytochromy P450, 1ze zminit jeho inhibi¢ni vliv na isoformu 2B6, jenZ byla
prokazana na lidskych jaternich mikrosomech. Tato isoforma je jednak dileZita pro
metabolismus nékterych 1é¢iv (bupropion, tamoxifen, sibutramin), zaroven vsak také

aktivuje prokarcinogeny jako cyklofosfamid a aflatoxin B1. [61
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Dalsi vyznamnou komponentou esencidlnich oleji je limonen. Ten je klasifikovan
jako cyklicky terpen. Vyskytuje se v citrusovych plodech (citron, pomeran¢, mandarinka)
a je jednou z nejpouzivanéjSich vonnych latek vyuzivanych v kosmetice. Je znam pro své
diabetes mellitus, metabolického syndromu, onemocnéni gantrointestinalniho ¢i
dychaciho traktu. [62] Limonen inhibuje aktivitu cytochromu P450 2B1, tento G¢inek byl
prokazan na potkanich jaternich mikrosomech osetfenych fenobarbitalem, ktery zvysuje
aktivitu této isoformy. [63] Dale také limonen inhibuje lidsky CYP2B6; pii zkoumani
jeho vlivu na CYP3A4 jiz vysledky nebyly tak jednoznacné. Isoforma CYP3A4 mimo
jiné hydroxyluje midazolam v pozicich 1° a 4, po oSetieni lidskych jaternich mikrosomu
limonenem doslo ke stimulaci 1°-hydroxylace a naopak inhibici 4-hydroxylace — na tuto
isoformu tedy miize mit limonen jak inhibicni, tak stimulaéni u¢inky. [61] [64]

Mezi dalsi latky obsaZzené v esencidlnich olejich se fadi také linalool, ktery se na
rozdil od ostatnich zastupcl této skupiny vyznacuje vySs$i mirou rozpustnosti ve vode.
Tento nenasyceny terpenovy alkohol je obsazen v rostlindch Celedi hluchavkovitych
(mata, bazalka, levandule), listech vaviinu ¢i citrusovych plodech. Pro svou
antimikrobidlni aktivitu je mozné jej vyuzivat pii 1é€be€ infek¢nich onemocnéni, neméné
sedativni efekt na centrdlni nervovou soustavu. [65] Jeho vliv na cytochromy P450 byl
zkouman na potkanich jaternich mikrosomech. Doslo zde k indukei aktivity podrodiny
CYP2A (konkrétng isoforem 2A1, 2A2, 2A3), kterd je zodpovédnd naptiiklad za
metabolismus nikotinu ¢i kumarinu. [66] Pfi testovani na lidskych jaternich mikrosomech

byla také pozorovéana castecnd inhibice CYP2B6. [61]

Z ostatnich slozek esencialnich oleju, které ovliviiuji aktivitu cytochroma P450, 1ze
jmenovat karveol, jehoZ G€inkem dochézi k inhibici aktivity CYP2B a CYP2C. Tento
efekt byl prok4zan na jaternich mikrosomech potkant, kde pisobenim karveolu doslo
k poklesu metabolismu propofolu — latky, kterd je metabolizovana pravé zminénymi
1soformami cytochromti P450. [67] Na modulaci aktivity cytochromt P450 se podili také
kumarin (1,2-benzopyron) vyskytujici se napiiklad v semenech silovoné obecného,
svizeli vonném a divizné. [68] Studie provedené na mysich modelech prokézaly indukci

jaternich isoforem CYP1A2, CYP2B, CYP2E1, CYP2CI11 a CYP3A. [69] [70]

Za zminku stoji také biologicka aktivita latek pouZzivanych v parfémech jako

stabilizatory, rozpoustédla a konzervanty. Nékteré byvaji také soucasti esencialnich oleja.
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Jsou jimi benzylbenzoat a benzylsalicylat, které 1ze izolovat napiiklad z jasminu ¢i ylang-
ylang. [71] Obé¢ tyto latky maji estrogenni aktivitu, kterd byla prokdzana na bunéc¢né linii
prsniho karcinomu MCF-7. Byla zde pozorovana jejich vazba na estrogenni receptor,
ktera vedla ke stimulaci genové exprese zavislé na estrogenu a dale také ke zvySeni
proliferace téchto buné€k. [72] Dalsi bézn¢ se vyskytujici sloueninou je benzyl alkohol,

ktery ptispiva k poklesu aktivity isoforem CYP1A2, CYP2C9, CYP2E1 a CYP3A4.[73]

1.3.1. Estrogenita a antiestrogenita parfémovych komponent

V poslednich letech se objevuje stale vice dikazt, ze slozky parfému jsou endokrinnimi
disruptory a riiznymi mechanismy naruSuji hormonalni homeostdzu v organismu. [56]
Nékteré komponenty esencidlnich oleji mohou naptiklad ovlivilovat signalizaci
estrogennich receptorti. Konkrétné jsou to citral, geraniol a nerol, jejichz estrogenni
aktivita byla pii vyssich koncentracich pozorovana na buiikach kvasinek, které exprimuyji
ER. Dalsi ztéchto komponent, eugenol, vykazoval pii stejném testu slabou anti-
estrogenni aktivitu. [74] Estrogenni efekty byly dale prokdzany u parabent (konkrétné
butylparaben, ethylparaben a propylparaben) a nékterych pizmovych vini (celesolid,
galaxolid, cashmeran). [75] Dal$im mechanismem pusobeni téchto latek je modulace
aktivity aromatasy. Inhibi¢nim ti¢inkem na tento enzym plisobi parabeny, ftalaty, nékteré
polycyklické pizmové viing a také jedna ze sloZek esencialnich olejii, kumarin. [76] [77]
Navic bylo zjisténo, Ze esencialni oleje ziskané ze semen bazalky a fenyklu zvySuji

aktivitu aromatasy. [78]

Ackoliv jsou jednotlivé komponenty v komeréné dostupnych parfémech (a kosmetice
obecné) oznacovany jako ,,bezpecné®, je tteba mit na paméti mozné synergické ptisobeni,
pokud jsou pfitomny ve smésich. Tyto interakce stale nejsou zcela prozkoumany a jejich
vysledkem mohou byt efekty zcela rozdilné v porovnani se samostatnymi komponentami.
Nekteré obecné netoxické slouceniny také mohou byt metabolicky pfeménény na své
toxictéjsi formy. DalSi nedostatecné prozkoumanou oblasti jsou kumulativni vlastnosti
téchto latek, jelikoZ jsme jim vystaveni na kazdodenni bazi v prib¢hu let az desitek let.
K bliz§imu pochopeni mechanismu ptlisobeni téchto endokrinnich disruptori, ale i jejich

kumulativnich a synergickych ucink je tedy do budoucna za potiebi dalsiho vyzkumu.
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2. Cil prace

Cilem predkladané diplomové prace bylo studium vlivu vybranych parfémi na aktivitu

enzymu aromatasy.

Hlavni dil¢i tkoly:

e Optimalizace HPLC metody pro stanoveni 17-estradiolu.

e Sledovani vlivu vybranych parfémi na aktivitu enzymového komplexu CYP19+OR.

e Ozafovani parfémi UV-C zéafenim v oblasti kolem 254 nm a nasledné urceni jejich
vlivu na aktivitu enzymového komplexu CYP19+OR.

e Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy v pfitomnosti

vybraného parfému.
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3. Material a metody

3. Material a metody

3.1. Pouzité chemikalie

Corning® Gentest™, USA:

lidska CYP19+OR (supersomy, koncentrace: 1 nmol/ml)

Cypex, Velka Britanie:

lidska NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (baktosomy, koncentrace: 10,4 nmol/ml

Fluka® Analytical, Svycarsko:

testosteron

Sigma-Aldrich, USA:

3-estradiol, 17a-ethinylestradiol, fenacetin

Roche Diagnostics GmbH, Némecko:

NADPH (tetrasodna stil, 98%)

Lach-Ner, Ceska republika:

methanol, ethylacetat, kyselina mravenci, NaH,PO4.2H,0, KH2PO4

VWR Chemicals, Francie:

acetonitril (HPLC)
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3.1. Pouzité chemikalie

SloZeni parfémi:
Parfém &. 1 — Bvigari®, Man Wood Essence

alkohol, parfém (viin€), voda, benzylsalicylat, kumarin, ethylhexylmethoxycinamat,
benzylalkohol, limonen, linalool, alfa-isomethylionon, butylmethoxydibenzoylmethan,
ethylhexylsalicylat, citronellol, geraniol, eugenol, citral, benzylbenzoat, CI 19140
(zluta 5), BHT, CI 42090 (modra 1), CI 60730 (fialova 2)

Parfém ¢&. 2 — Dolce & Gabbana®, Q

alkohol, parfém (ving), voda, benzylsalicylat, limonen, hydroxycitronellal,
butylmethoxydibenzoylmethan, ethylhexylsalicylat, linalool, citral, citronellol,
hexylcinnamal, tris(tetramethylhydroxypiperidinol)citrdt, kumarin, benzylalkohol,
pentaerythrityltetradi-z-butylhydroxycinnamat, eugenol, geraniol, CI 14700 (Cervena 4),
CI1 60730 (fialova 2), CI 19140 (zluta 5)

Parfém ¢&. 3 — Montale®, Intense Roses Musk

alkohol, parfém (viin€), voda, citronellol, limonen, geraniol, citral, linalool

Parfém &. 4 — Narciso Rodriguez®, Pure Musc For Her

alkohol, parfém (viin€), voda, benzylsalicylat, linalool, butylmethoxydibenzoylmethan,
hexylcinnamal, hydroxycitronellal, cinnamylalkohol, benzylalkohol, limonen, BHT,

1soeugenol, ethylhexylmethoxycinamat, benzylbenzoat, farnesol

Parfém ¢&. 5 — Sisley®, Soir d’Orient

alkohol, parfém (viin€), voda, tetrasodna stl EDTA, citronellol, hexylcinnamal, limonen,
alfa-isomethylionon, benzylsalicylat, geraniol, linalool, eugenol, citral, benzylbenzoét,

benzylalkohol

Parfém &. 6 — Karl Lagerfeld®, Her

alkohol, parfém (ving), voda, ethylhexylmethoxycinamat, benzylsalicylat, limonen,

hexylcinnamal, hydroxycitronellal, linalool, ethylhexylsalicylat, geraniol, BHT, citral,

35



3. Material a metody

a-isomethylionon, citronellol, benzylalkohol, isoeugenol, butylmethoxydibenzoyl-
methan CI 14700 (Cervena 4), CI 15985 (zluta 6), CI 19140 (zluta 5), CI 60730 (fialova
2)

Parfém &. 7 — Marc Jacobs®, Daisy Eau So Intense

alkohol, parfém (vin¢), voda, ethylhexylmethoxycinamat, butylmethoxydibenzoyl-
methan, alfa-isomethylionon, citronellol, linalool, oktokrylen, hydroxycitronellal,
limonen, hexylcinnamal, geraniol, benzylbenzoat, methyl-2-oktynoat, BHT, CI 19140
(zluta 5), CI 14700 (Cervena 4), CI 42090 (modra 1)

Parfém ¢&. 8 — Dior®, Sauvage Elixir

alkohol, parfém (vin¢), voda, linalool, limonen, kumarin, citronellol, eugenol,
butylmethoxydibenzoylmethan, triethylcitrat, pentaerythrityltetradi-z-butylhydroxy-
cinnamat, geraniol, cinnamal, citral, extrakt z liSejniku Evernia furfuracea, farnesol,

1soeugenol, CI 60730 (fialova 2), CI 19140 (ZIuta 5), CI 42090 (modra 1)

Parfém &. 9 — Kayali®, Invite Only Amber 23

alkohol, parfém (viné€), voda, butylmethoxydibenzoylmethan, a-isomethylionon,
benzylbenzoat, cinnamal, cinnamylalkohol, tris(tetramethylhydroxypiperidinol)citrat,
kumarin, linalool, citral, citronellol, eugenol, farnesol, geraniol, limonen, benzylalkohol,

CI 14700 (Cervena 4), CI1 42090 (modra 1), CI 60730 (fialova 2)

Parfém €. 10 — Mugler®, Aura

alkohol, parfém (viing€), voda, a-isomethylionon, limonen, linalool, ethylhexylmethoxy-
cinamat, benzylsalicylat, kumarin, butylmethoxydibenzoylmethan, ethylhexylsalicylat,
hexylcinnamal, citronellol, geraniol, benzylbenzoat, pentaerythrityltetradi-z-
-butylhydroxycinnamat, benzylcinnamat, citral, cinnamylalkohol, benzylalkohol,

farnesol, BHT, CI 42090 (modra 1), CI 19140 (zluta 5)
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3.2. Pouzité pfistroje

3.2. Pouzité pristroje

HPLC:

HPLC systém: Agilent Technologies 1200 Series, Agilent Technologies, USA
Odplynovac: G1322A Vacuum Degasser

Pumpa: G1311A Quaternary Pump

Detektor: G1315C Diode Array Detector SL

Autosampler: G1329A Automated Sample Injector ALS

Termobox pro kolonu: LCO 101, ECOM spol. s.r.0., Ceska republika
Ptedkolona: Nucleosil 8x4 mm, 100-5, Cig, Macherey-Nagel, Némecko
Kolona: Nucleosil 250x4 mm, 100-5, Cigs HD, Macherey-Nagel, Némecko

Program: ChemStation Online 1

HPLC-MS:
HPLC: Agilent 1290 Infinity II s binarni pumpou, Agilent Technologies, Némecko
Hmotnostni spektrometr: maXis Il Q-TOF s ESI ioniza¢nim zdrojem, Bruker Daltonics,

Némecko

Centrifugacni koncentrator:

Acid-Resistant CentriVap Concentrator, Labconco, USA

Stolni centrifuga:

EBA 270, vykyvny rotor, Hettich Zentrifugen, Némecko

Trepaci vodni lazen:

BS-11, Jeio Tech Co., Jizni Korea

UV-VIS spektrofotometr:
Cary 60, G6860A UV-VIS spektrofotometr, Agilent Technologies, USA
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3. Material a metody

Fotolyzér:
Oriel 60100 (100W rtutova vybojka s dichroickym zrcadlem poskytujici UV zéfeni
v oblasti okolo 254 nm), Oriel Instruments, USA

Méri¢ UV zareni:
Lutron YK-35UV, rozsah vlnovych délek 290-390 nm, Lutron Electronic Enterprise,

Taiwan

Vortex:

Maxi mix II, 37600 Mixer, Thermolyne Corporation, USA

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

Magneticka michacka:
Magnetick4d michacka bez ohfevu ESP, VELP Scientifica, Italie

Predvazky:
KERN 440-35A, Némecko

Analytické vahy:
Discovery DV215CD, Ohaus Corporation, USA

Automatické pipety:
Research plus, Eppendorf®, Némecko

Mikrostrikacky:
Hamilton, USA
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3.3. Metabolismus testosteronu v piitomnosti parfémi

3.3. Metabolismus testosteronu v pritomnosti parfémi

3.3.1. Pouzité roztoky a preparaty

Pufr 1:

Pufr 2:

Zasobni roztoky:

Enzymy:

Testované parfémy:

0,1 M Na-fosfatovy pufr, pH = 7,4
pH upraveno 2 M NaOH

0,3 M K-fosfatovy pufr, pH = 7,5
pH upraveno 2 M KOH

0,5 mM B-estradiol v methanolu

0,25 mM 17a-ethinylestradiol (EE2) v methanolu
5 mM testosteron v methanolu

0,5 mM fenacetin v methanolu

10 mM NADPH v ultracisté vodé

0,5 mg/ml cytochrom c v pufru 2

1,04 nmol/ml OR v pufru 2

lidskd CYP19+OR (supersomy, koncentrace: 1 nmol/ml)
lidskd CYPOR (baktosomy, koncentrace: 10,4 nmol/ml)

zasobni roztoky v methanolu (fedéni 3x)

Mobilni faze (MF) pro HPLC a HPLC-MS:

MF A:

MF B:

0,1% kyselina mravenci v acetonitrilu

0,1% kyselina mraven¢i v ultracisté vodé
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3. Material a metody

3.3.2. Vliv parfému na aktivitu aromatasy

Reakeéni smési o celkovém objemu 500 pl byly davkovany do silnosténnych sklenénych
zkumavek. Komponenty reakcnich smési a jejich vysledné koncentrace byly nasledujici:
50 uM testosteron, 30 nM CYP19+OR, 1 mM NADPH, vzorek parfému (celkové fedéni
300x) nebo methanol (celkové fedéni 100x) v pufru 1. Nejprve byly pfidany vSechny
komponenty krom¢ NADPH. Reakcéni smési byly preinkubovany po dobu 5 minut
v tfepaci vodni lazni BS-11 (37 °C, 55 RPM). Naslednym krokem byla postupna iniciace
reakci ptidavkem NADPH a promichéani po dobu 10s na Vortexu Maxi mix II. Reakce
probihaly za inkubace v tiepaci vodni lazni, po 30 minutach byl pfidan vnitini standard
fenacetin (celkova koncentrace v reakéni smési 5 puM) nebo 17a-ethinylestradiol (celkova

koncentrace 2,5 pM) a reakce byly ukonceny pfidavkem 2 ml ethylacetatu.

Komponenty reakce byly vifivou extrakci na Vortexu pievedeny do organické faze
a poté byla provedena centrifugace na stolni centrifuze EBA 270 (3000 RPM, 2 minuty).
Organické faze o objemu 1,5 ml byla pfenesena do tenkosténnych zkumavek a vzorky
nasledné odpafeny na centrifugaénim koncentratoru CentriVap (37 °C, 30 minut).
Odparky byly poté pomoci mikrostiikacky smyty ze stén zkumavky a op€tovné odpareny
na centrifuga¢nim koncentratoru (37 °C, 5 minut). Poté byly vzorky rozpustény v 50%
acetonitrilu s ptidavkem 0,1% kyseliny mraven¢i a déale analyzovany metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) na pfistroji Agilent Technologies 1200
Series, ¢t HPLC Agilent 1290 Infinity II ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem maXis

11 Q-TOF.

Separace B-estradiolu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie

Metabolit testosteronu B-estradiol, ktery vznikd reakci katalyzovanou enzymem
aromatasou, byl separovan a nasledné kvantifikovan metodou HPLC na pfistroji Agilent

Technologies 1200 Series s gradientovou eluci (Tab. 1, str. 41).

Separace byla provedena na chromatografické kolon¢ Nucleosil 250x4 mm, 100-5, Cg
pii konstantni pratokové rychlosti 0,5 ml/min a teploté¢ 45 °C po dobu 30 minut.
Nastiikovy objem vzorkt byl 30 ul. Metabolit B-estradiol byl detekovan pti vinové délce
280 nm a kvantitativni vyhodnoceni probihalo vztazenim plochy piku B-estradiolu k plose

piku vnitiniho standardu fenacetinu.
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3.3. Metabolismus testosteronu v piitomnosti parfémi

Tab. 1: Gradientova eluce pro HPLC separaci B-estradiolu.

t [min] MF A [%] MF B [%]
00:00 50 50
10:00 50 50
12:00 90 10
18:00 90 10
20:00 50 50
30:00 50 50

Linearni gradient, konstantni pritokova rychlost 0,5 ml/min, MF A - 0,1% kyselina mravenci

v acetonitrilu, MF B - 0,1% kyselina mravenéi v ultracisté vode¢.

HPLC separace B-estradiolu s naslednou detekci pomoci hmotnostni spektrometrie

Pii této metodé¢ byl opét separovan metabolit

B-estradiol, ktery byl nasledné

kvantifikovan vztazenim plochy piku B-estradiolu k plose piku wvnitiniho standardu

1 7a-ethinylestradiolu.

Chromatografické separace byla provedena na HPLC s gradientovou eluci (Tab. 2)

ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem (HPLC-MS) s elektrosprejovou ionizaci.

Meéfeni spekter probihalo v pozitivnim moédu v rozsahu m/z 60-1300 a ionty byly

fragmentovany CID (kolizni energie 25 eV). Mezi jednotlivymi vzorky byl nastfikovan

blank (0,1% kyselina mravenci). Toto méteni provedl RNDr. Tomas Je¢men, Ph.D.

Tab. 2: Gradientova eluce pro HPLC-MS separaci B-estradiolu.

t [min] MF A [%] MF B [%]
00:00 50 50
02:00 50 50
08:00 90 10
10:00 90 10
11:00 50 50
15:00 50 50

Linearni gradient, konstantni prutokova rychlost 0,2 ml/min, MF A - 0,1% kyselina mravenci

v acetonitrilu, MF B - 0,1% kyselina mravenci v ultracisté vode.
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3. Material a metody

Vliv parfémi exponovanych UV-C zafeni na aktivitu aromatasy

Nejprve byla méficem slune¢niho zateni Lutron zméfena intenzita zafeni na pfimém
slunci (3,7 mW/cm?) a intenzita zdroje fotolyzéru Oriel 60100 ve vzdalenosti 3 m od
zdroje (9 mW/cm?). Pro dosaZeni srovnatelné expozice jako pfi 3 hodinovém ozaieni
sluncem bylo u fotolyzéru pouzito ozéfeni po dobu 10 s ve vzdalenosti 15 cm od zdroje.

Vybrané vzorky parfémii byly ddvkovany do kfemenné mikrokyvety (optickd draha
1 mm) a nasledn¢ umistény do fotolyzéru Oriel 60100 do vzdalenosti 15 cm od zdroje.
Intenzita zafeni zdroje o vlinové délce kolem 254 nm dosahovala v této vzdalenosti
hodnoty 3600 mW/cm?. Vzorky byly exponovany po dobu 10 a 60 sekund a poté
testovany v reakénich smésich (viz. 3.3.2.). Analyza vzniklého B-estradiolu probihala
vyse popsanou metodou HPLC-MS a vysledky byly kvantifikovany vztazenim ploch pikt

3-estradiolu k vnitinimu standardu 17a-ethinylestradiolu.

3.3.3. Aktivita NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy v pritomnosti

parfému

Experiment byl proveden dle Tepla a kol. [79] Aktivita enzymu NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasy (CYPOR) v pfitomnosti vybraného vzorku parfému byla stanovena

spektrofotometricky v UV-VIS spektrofotometru Cary 60.

Reakéni smési o celkovém objemu 600 pl byly davkovany do sklenéné maskované
semimikrokyvety s délkou optické drahy 10 mm. Ve finalnich koncentracich obsahovaly
4,3 pmol/ml NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu (CYPOR), 0,5 mg/ml cytochrom
¢, vzorek parfému (celkové fedéni 360x) nebo methanolu (celkové fedéni 120x) v pufru
2. Nejprve byl spektrofotometr vynulovan na smé€s CYPOR a cytochromu c, nésledné byl
pfidan parfém ¢i methanol a reakce byla iniciovdna piidavkem 10 pul 10 mM NADPH.
Ihned poté byla zaznamendna absorbance pii 550 nm v ¢asovych intervalech 10 sekund

po dobu 3 minut.
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4.1. Metabolismus testovanych parfému

4. Vysledky

Predkladand diplomovéa prace se zabyva vlivem vybranych vzorkd parfémi na aktivitu

enzymového komplexu CYP19+O0R a s ni souvisejici produkci B-estradiolu.

4.1. Metabolismus testovanych parfém

Cilem experimentu bylo zjistit, zda aromatasa metabolicky pfeménuje slozky parfému na
produkty detekovatelné technikou HPLC. Vysledné HPLC chromatogramy byly
porovnany s chromatogramy smeési, které sestavaly pouze z daného parfému bez
enzymového systému.. Jedinym parfémem, u kterého byla zaznamenana jistd zména, byl
parfém 6 (Obr. 7). U ostatnich testovanych parféml metabolismus aromatasou zZadné

zmény nevyvolal. Metabolity parfému 6 nebyly dale analyzovany.

=S / N
[ T/ =
o4 -j,:/‘.‘f‘:' S \\\\\\\%M
2 4 6 8 10 12 14 [min]

Obr. 7: HPLC chromatogram separace reak¢ni smeési obsahujici parfém 6. Separace prob¢hla na
chromatografické koloné Nucleosil 250x4 mm, 100-5, Cig s gradientovou eluci (viz. 3.3.2.),
signal byl detekovan pfi 280 nm. Modra kiivka oznacuje kontrolu (300x fedény parfém 6 v pufru
1), Cervena kiivka reakéni smés s ptidavkem parfému 6 (30 nM CYP19+OR, | mM NADPH,
parfém 6 o celkovém fedéni 300x). Sipky oznacuji odli$nosti chromatogramil. Chromatogramy
jsou pfiblizeny.
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4. Vysledky

4.2. Vliv parfému na aktivitu aromatasy

Vliv testovanych parfémi na aktivitu enzymu aromatasy byl vyhodnocen na zakladé

mnozstvi B-estradiolu vzniklého metabolickou konverzi testosteronu, jenz probiha za

katalyzy timto enzymem.

Cilem tohoto experimentu bylo zjisténi vlivu testovanych parfémt na aktivitu

aromatasy. Reakéni smési obsahovaly 50 uM testosteron, 30 nM CYP19+OR, 1 mM

NADPH, 5 uM fenacetin a testovany parfém. Metabolit B-estradiol byl nejprve separovan

pomoci HPLC a jeho mnozstvi poté kvantifikovano vztazenim plochy jeho piku k plose

piku vnitiniho standardu fenacetinu.

Porovnani elu¢nich profilt separace reak¢nich smési v pfitomnosti a nepiitomnosti

parfémt je prezentovano na Obr. 8 (str. 44 a 45) a vysledky jsou shrnuty v grafu na Obr.

11 (str. 47).
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4.2. Vliv parfémi na aktivitu aromatasy
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Obr. 8: Porovnani HPLC chromatogrami separace reakénich smési. Separace probéhla na
chromatografické koloné Nucleosil 250x4 mm, 100-5, C;s s gradientovou eluci (viz. 3.3.2.),
signal byl detekovan pii 280 nm. Modra kfivka oznacuje kontrolu (50 uM TST, 30 nM
CYP19+0OR, 1 mM NADPH, 5 pM fenacetin a 100x fedény methanol v pufru 1), ¢ervena kiivka
reakéni smés s piidavkem parféma (50 uM TST, 30 nM CYP19+OR, 1 mM NADPH, 5 uM
fenacetin a 300x fedény parfém v pufru 1) — parfém 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5 (E), 6 (F), 7
(G), 8 (H), 9 (I), 10 (J). Na chromatogramu A jsou Sipkou vyznaceny piky fenacetinu
a B-estradiolu. Chromatogramy jsou pfiblizeny.

Z Obr. 8 je patrné, ze komponenty neékterych parfému (parfémy 4 az 10) interferuji
s pikem fenacetinu ¢i B-estradiolu, diky ¢emuz nebylo moZné pfesné stanovit mnozstvi
produkovaného B-estradiolu. V nésledujicim experimentu byly proto analyzovany pouze
parfémy, u nichz nebyly pozorovany interakce mezi piky analytu a sloZzkami parfému.

Jednalo se o parfémy 1, 2 a 3.
Cilem tohoto experimentu bylo zjiSténi vlivu parfému ptidané¢ho tésné pired
ukoncenim reakce. Byl tedy v reakéni smési obsazen, ale nemohl ovlivnit probihajici

reakci (Obr. 9, str. 46). Slozeni reakéni smési bylo analogické jako v pfedchozim

experimentu. Vysledky jsou shrnuty v grafu na Obr. 10 (str. 46).
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Obr. 9: HPLC chromatogram separace reak¢nich smési obsahujicich parfémy. Separace
probéhla na chromatografické kolon¢ Nucleosil 250x4 mm, 100-5, C;s s gradientovou eluci (viz.
3.3.2.), signal byl detekovan pti 280 nm. Modra kiivka oznacuje kontrolu (50 uM TST, 30 nM
CYP19+0OR, 1 mM NADPH, 5 pM fenacetin a 100x fedény methanol v pufru 1), Cervena kiivka
reakéni smés s pridavkem parfémia (50 uM TST, 30 nM CYP19+OR, 1 mM NADPH, 5 uM
fenacetin a 300x fedény parfém v pufru 1) — parfém 1 (A), 2 (B), 3 (C). Na chromatogramu A
jsou Sipkou vyznaceny piky fenacetinu a B-estradiolu. Parfémy byly pfidavany tésné pred
ukoncenim reakce. Chromatogramy jsou pfiblizeny.
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Obr. 10: Vliv vybranych parfém na produkci B-estradiolu. K (kontrola): 50 uM TST, 30 nM
CYP19+0OR, 1 mM NADPH, 5 uM fenacetin a methanol (fedéni 100x) v pufru 1; 1: stejné
slozeni reakéni smési jako u kontroly, misto methanolu pfidan parfém 1 (fedéni 300x); 2:
pridavek parfému 2 (fedéni 300x); 3: pfidavek parfému 3 (fedéni 300x). Vyobrazena data
pochézi z jednoho méteni. Parfémy byly pfidavany tésné pred ukonéenim reakce.




4.2. Vliv parfémi na aktivitu aromatasy

V nésledujicim grafu (Obr. 11) jsou prezentovany vysledky stanoveni vlivu parfému
1, 2 a 3 na metabolickou konverzi testosteronu na B-estradiol, kdy byla produkce tohoto

metabolitu detekovana metodou HPLC.
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K 1 2 3

Obr. 11: Vliv parfému na produkci B-estradiolu. K (kontrola): 50 pM TST, 30 nM CYP19+OR,
1 mM NADPH, 5 puM fenacetin a methanol (fedéni 100x) v pufru 1; 1: 50 pM TST, 30 nM
CYP19+0OR, 1 mM NADPH, 5 puM fenacetin, parfém 1 (fedéni 300x) v pufru 1; 2: pridavek
parfému 2 (fedéni 300x); 3: ptidavek parfému 3 (fedéni 300x). Mé&feni byla provadéna
v triplikatech, vynesena data jsou tedy jejich primérem a smérodatna odchylka je ze tfech
méfeni.
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4.2.1. Stanoveni B-estradiolu metodou hmotnostni spektrometrie

V téchto experimentech byl B-estradiol stanoven metodou HPLC-MS, kde byl jako
vnitini standard vyuzivan 17a-ethinylestradiol (EE2) o findlni koncentraci 2,5 pM.
Kontrolni reakce (Obr. 12) sestavala z 50 uM testosteronu, 30 nM CYP19+OR, 1 mM
NADPH a methanolu (fedéni 100x). V reak¢nich smésich ovlivnénych parfémy (Obr. 13,
str. 49) byl methanol nahrazen testovanym parfém (300x fedény). Kvantifikace
B-estradiolu probihala vztazenim plochy jeho piku k plose piku EE2. Vysledky jsou
shrnuty v grafu na Obr. 14 (str. 50).
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Obr. 12 — Eluéni profil reakéni smési konverze testosteronu na B-estradiol. Analyza probihala
na HPLC-MS s elektrosprejovou ionizaci. Spektra byla méfena v pozitivnim modu v rozsahu
m/z 60—-1300, ionty byly fragmentovany CID (kolizni energie 25 eV). Reak¢ni smés obsahovala
50 puM testosteron, 30 nM CYP19+OR, 1 mM NADPH, 2,5 pM EE2, 5 uM fenacetin,
a methanol (fedéni 100x). Jednotlivé piky znazornuji komponenty vzorku — fenacetin (1), 63-
estradiol (2), EE2 (3), testosteron (4). Chromatogram je pfiblizen.
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Obr. 13 — Elu¢ni profily reakénich smési obsahujicich parfémy. Analyza probihala na HPLC-
MS s elektrosprejovou ionizaci. Spektra byla méfena v pozitivnim médu v rozsahu m/z 60—
1300, ionty byly fragmentovany CID (kolizni energie 25 eV). Reak¢ni smési obsahovaly 50 uM
testosteron, 30 nM CYP19+OR, 1 mM NADPH, 5 uM fenacetin, 2,5 uM EE2 a methanol (fedéni
100x) nebo testované parfémy (fedéni 300x). Pik 2 odpovida B-estradiolu, pik 3 odpovida EE2.
Piky svétlejsi barvy oznacuji kontrolu (reakéni smeés bez ptidavku parfému, ktery byl nahrazen
methanolem), piky tmavsi barvy reakéni smési obsahujici parfémy — parfém 1 (A), 2 (B), 3 (C),
4 (D), 5 (E), 6 (F),7(G), 8 (H),9 (I), 10 (J).
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Obr. 14: Vliv parfému na aktivitu aromatasy. K (kontrola): 50 uM TST, 30 nM CYP19+OR,
1 mM NADPH, 2,5 uM EE2, 5 uM fenacetin a methanol (fedéni 100x) v pufru 1. Sloupce 1 azZ
10 oznacuji reakéni smési o stejném slozeni, kdy byly misto methanolu pfidany testované
parfémy (parfémy 1-10, celkové fedéni v reakéni smési 300x). Kontrola a parfémy 3, 5 a 8 byly
meéfeny v triplikatech — data vynesena na grafu jsou primérem téchto tiech méfeni a smérodatna
odchylka je také ze tfech méfeni. Data pro ostatni parfémy pochazi z jednoho méfeni.

Vliv ozarenych parfémi na aktivitu aromatasy

Na zakladé vysledk ptfedchozich experimenti byly vybrany dva parfémy, které
zpusobily nejvyssi a nejniz$i inhibici aktivity aromatasy — parfémy 3 a 6. U téchto
parfému bylo poté zjiStovano, zda jimi vyvolané efekty mohou byt ovlivnény plisobenim
UV-C zafeni v oblasti kolem 254 nm. Reak¢ni smési obsahovaly 50 uM testosteron, 30
nM CYP19+OR, 1 mM NADPH, testovany parfém 3 nebo 6 (konecné fedéni 300x) ¢i
methanol (fedéni 100x). Déle byly tésné¢ pfed ukoncenim reakce pfidavany vnitini
standardy — 2,5 pM EE2 a 5 puM fenacetin. B-estradiol byl kvantifikovan vztazenim
plochy jeho piku k plose piku EE2, vysledky byly porovnany s kontrolou — reakci bez

pfidavku parfému, jenZ byl nahrazen methanolem (Obr. 15, str. 51).

V pribehu tohoto experimentu doslo k poskozeni vzorku s neozafenym parfémem 6
a z ¢asovych divodi jiz nebylo mozné experiment zopakovat. K vyhodnoceni miry
inhibice tohoto parfému byla proto vyuzita data ziskana z ptfedchoziho experimentu —
elucni profil reakcni smési obsahujici tento parfém (Obr. 15B, str. 51) a procentualni mira

inhibice B-estradiolu vzhledem ke kontrole (Obr. 16, str. 51).
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Obr. 15 — Elu¢ni profily reakénich smési ovlivnénych ozafenymi parfémy. Analyza probihala
na HPLC-MS s elektrosprejovou ionizaci. Spektra byla méfena v pozitivnim modu v rozsahu
m/z 60-1300, ionty byly fragmentovany CID (kolizni energie 25 eV). Reakéni smési obsahovaly
50 uM testosteron, 30 nM CYP19+OR, 1 mM NADPH, 5 uM fenacetin, 2,5 uM EE2, testované
parfémy 3 a 6 (fedéni 300x) nebo methanol (fedéni 100x). Piky 2 znazornuji B-estradiol, piky 3
EE2. Piky svétle zelené barvy oznacuji kontrolu, piky modré barvy nalezi reakci ovlivnéné
neozafenym parfémem. Déle jsou znazornény piky reakci s pfidavkem parfémii ozafenych 10s
(tmavé zeleny pik) a 60s (fialovy pik). Parfém 3 (obrazek A), parfém 6 (obrazek B).
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Obr. 16: Vliv ozafenych parfému na aktivitu aromatasy. K (kontrola): 50 pM TST, 30 nM
CYP19+OR, 1 mM NADPH, 2,5 uM EE2, 5 uM fenacetin a methanol (fedéni 100x) v pufru 1.
Sloupce oznacuji reakéni smési o stejném sloZeni jako kontrola, ale s pfidavkem parfému 3 nebo
6 (fedéni 300x) po expozici UV zéfeni 0 (A), 10 (B) ¢i 60 sekund (C). Méfeni byla provadéna
v triplikatech, vynesena data jsou tedy jejich primérem a smérodatna odchylka je ze tfech
meéfeni.
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4. Vysledky

4.2.2. Aktivita NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy v pritomnosti

parfému

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda parfémy inhibuji aromatasu ¢i
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu (CYPOR), kterd je rovnéz soucasti
enzymového komplexu. Proto byl vliv parfémi na samotnou CYPOR sledovan métenim

redukce elektronového akceptoru cytochromu c.

Aktivita CYPOR byla stanovena spektrofotometricky jako ¢asovy priibéh redukce
cytochromu c. Reak¢ni smési obsahovaly 0,5 mg/ml cytochrom c, 4,3 pmol/ml CYPOR,
0,17 mM NADPH, parfém 3 (fedéni 360x) ¢i methanol (fedéni 120x) v pufru 2.
Naméiena data byla vynesena do grafu jako zavislost absorbance pii 550 nm na ¢ase (Obr.

17).
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Obr. 17: Vliv parfému na aktivitu NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy — reak¢éni smés 1:
0,5 mg/ml cytochrom c, 4,3 pmol/ml CYPOR a 0,17 mM NADPH v pufru 2; reakéni smés 2:

pridavek methanolu (fedéni 120x); reakéni smés 3: piidavek parfému 3 (celkové fedéni 360x).
Detekce absorbance probihala pii vinové délce 550 nm po dobu 3 minuty (intervaly 10 sekund).
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Pod vlivem moderniho Zivotniho stylu jsme na kazdodenni bazi vystaveni piisobeni
hormondlné aktivnich latek, které zasahuji do funkce endokrinniho systému a riznymi
mechanismy ovliviiuji signalizaci prostfednictvim endogennich hormont. Z tohoto
divodu jsou tyto latky oznacovany jako endokrinni disruptory. [80] Nékterym z téchto
latek mtizeme byt vystaveni nevédomé v Zivotnim prostiedi, jsou to naptiklad pesticidy,
fungicidy, slouceniny obsazené¢ ve zmékcovadlech a plastech (bisfenol A), nebo
primyslové vyuzivana rozpoustédla a maziva (polychlorované bifenyly, dioxiny). Do
kontaktu snimi ale pfichdzime 1 védomé, a to pii pouzivadni farmaceutickych

a kosmetickych ptipravki. [81]

Zauplynulych 30 let byla studiu endokrinnich disruptorti vénovana zvysena
pozornost, jelikoz byly spojeny se vzristajicim poctem nékterych onemocnéni v lidské
populaci. Nasledkem jejich piisobeni v organismu muze dojit k ovlivnéni reprodukénich
funkei, rozvoji diabetes mellitus, obezity a metabolického syndromu a v neposledni fad¢
také k rozvoji rakoviny prsu, prostaty ¢i varlat. I pfes intenzivni vyzkum vSak endokrinni
disruptory stale nejsou dostatecné prozkoumdny. Chybi napiiklad jednotna definice
téchto latek, detailné prozkoumany neni ani mechanismus jejich plsobeni a dale je tu
otazka jejich legislativni regulace ve spotfebnich produktech. [82] Zkoumani
nepiiznivych u€inki vyvolanych témito latkami je taktéZ velmi sloZité, jelikoz tyto efekty
se mohou u jednotlivce projevit az o desitky let pozdéji — miize to ale byt az u jeho

potomstva ¢i v ramci nékolika generaci. [80]

Hormonaln¢ aktivni latky jsou ve spotiebnich produktech, jako je kosmetika, sice
obsazeny v koncentracich, které jsou obecné povazovany za bezpecné, stile ale chybi
podrobnéjsi vyzkum jejich synergického plsobeni ve smésich. [82] I ,,slabé* hormonalné
aktivni latky totiz mohou mezi sebou interagovat a diisledkem téchto interakci pak mtize
dochazet ke zcela odlisSnym efektim. Obavy vyvolava také mozné bioakumulace téchto

sloucenin v organismech ¢i Zivotnim prosttedi. [82]

Endokrinni disruptory v organismu piisobi nékolika mechanismy. Jednim z nich je
interakce s enzymy zapojenymi do biosyntézy steroidnich hormont — cytochromy P450.
Takovym enzymem je aromatasa, ktera v poslednim kroku biosyntézy katalyzuje
konverzi testosteronu na B-estradiol. [26] Aktivita aromatasy mize byt ovlivnéna ve

smyslu jeji inhibice ¢i indukce, coz vede k naruSeni homeostazy estrogenti v téle

53



5. Diskuze

a v kone¢ném disledku ke zvySeni rizika vzniku nékterych onemocnéni, jako naptiklad
osteoporozy, aterosklerdzy, ¢i karcinomu prsu a endometria. [2] [3] JelikoZ je aromatasa
ve velké mife exprimovana v podkozni tukové tkani, je v podstaté v piimém kontaktu
s hormonalné aktivnimi latkami obsazenymi v kosmetickych prostiedcich, které na kizi

denné nanasime.

Predkladand diplomova prace se zabyvala studiem vlivu komeréné dostupnych
parfémi na aktivitu aromatasy. Sledovanym parametrem bylo mnozstvi B-estradiolu
vzniklého metabolickou konverzi testosteronu. Tento metabolit byl detekovan pomoci

HPLC a dale také HPLC-MS.

Nejprve bylo nutné optimalizovat sloZeni reakéni smési a také metodu vhodnou pro
detekcei slozek reakéni smési na HPLC. Jako vhodné findlni koncentrace byly ur¢eny 50
nmol/ml testosteron, 30 pmol/ml CYP19+OR a 1 pmol/ml NADPH. Jako vnitini
standard pro HPLC byl vyuzit fenacetin o finalni koncentraci 5 nmol/ml. Optimalni
metodou pro HPLC separaci slozek reakéni smési, tedy fenacetinu, estradiolu

a testosteronu, byla metoda popsana v kapitole 3.3.2. (Tab. 1).

Jesté pred testovanim vlivu parfémi na aktivitu aromatasy bylo tfeba zjistit elu¢ni
profily téchto parfému. Také bylo tieba zjistit, zda pfi metabolismu slozek parfému
aromatasou vznikaji nové slozky, které lze detekovat na HPLC. Jedinym parfémem,
u kterého byla patrna jistd zména, byla parfém 6. V porovnani s reakci neovlivnénou
parfémem Ize u néj pozorovat vznik dvou novych pikd v 8. a 9. minuté, které jsou
vyznaCeny na Obr. 7. Tyto vzniklé metabolity nebyly déle analyzovany. U ostatnich
vzorki parfémi nebyly pii metabolismu aromatasou detekovany zadné zmény. Zajimalo
nas tedy, zda existuje korelace mezi metabolickou konverzi slozek parfému a modulaci
aktivity aromatasy. Proto byly provedeny dalSi experimenty zamétené na zjisténi vlivu
testovanych parfému na aktivitu tohoto enzymu.

Nejprve byl sledovan vliv parfému, jenZ byl do reakéni smési pfidan pied iniciaci
reakce — vyskytoval se zde tedy v jejim pribchu a mohl tak ovlivnit aktivitu aromatasy.
Pti porovnani namétenych dat s kontrolou (reakci neovlivnénou parfémem) bylo zjisténo,
ze slozky vétSiny studovanych parfémii interferuji s pikem B-estradiolu ¢i vnitiniho
standardu fenacetinu, a proto nebylo mozné pfesn¢ stanovit jejich vliv na aktivitu
aromatasy. Mnozstvi produkovaného B-estradiolu bylo mozné urcit pouze u parfému 1, 2
a 3. Z grafu na Obr. 11 je patrné, ze pii ptidavku téchto parfémt do reakéni smési doslo

u vSech testovanych vzorkil k inhibici vzniku B-estradiolu v porovnani s kontrolou.
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Nejvyssi mira inhibice byla pozorovéna u parfému 3, kdy bylo mnozstvi vzniklého
B-estradiolu snizeno na 37% oproti kontrole. Parfém 2 zpusobil snizeni mnozstvi

sledovaného metabolitu na 50% a parfém 1 na 71% oproti kontrole.

Déle bylo tfeba urcit, jaké efekty maji parfémy, které se v reakéni smési vyskytuji,
ale nemohou ovlivnit jeji prubéh. Sledovano bylo proto takové reakéni uspotfadani, kdy
byly testované parfémy 1, 2 a 3 do reakéni smési pfidany az po 30-minutové inkubaci,
tésné pred ukoncenim reakce. Jak je patrné z Obr. 9, piky estradiolu v reakcich
ovlivnénych parfémy maji téméf totozné plochy jako kontrolni reakce, kdy nebyl
pfidadvan parfém. Z této skutecnosti Ize soudit, Ze slozky parfémil neovliviiuji stanoveni

obou analytt a vysledky lze tedy interpretovat tak, ze dochazi k inhibici.

Jelikoz metodou HPLC nebylo mozné stanovit vliv vSech testovanych parfémi na
aktivitu aromatasy, pro dalSi méfeni byla vyuzivana vhodné&jsi metoda, a to HPLC
separace s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie. Jako vnitini standard byl v téchto
experimetech vyuzivan 17a-ethinylestradiol o celkové koncentraci 5 nmol/ml. Nejprve
byl s vyuzitim HPLC-MS stanoven vliv vSech testovanych parfémi na aktivitu enzymu
aromatasa. Z Obr. 13 je patrné, ze parfémy vykazovaly inhibi¢ni vliv na produkci
-estradiolu v porovnani s kontrolou, ¢imz byly ovéteny vysledky ziskané pii méteni na
HPLC. V grafu na Obr. 14 1ze pozorovat, ze vSechny testované vzorky prokézaly inhibici
vzniku B-estradiolu minimalné na 57% oproti kontrole, pficemZ nejvyssi mira inhibice
byla opét zaznamenana u parfému 3 (vznik 12% B-estradiolu v porovnani s kontrolou).
produkce B-estradiolu oproti kontrole byla pozorovéna u parfému 6 (inhibice na 57%

B-estradiolu) a dale také parfémii 9 a 1.

Pokud bychom porovnali data ziskand metodou HPLC a HPLC-MS pro parfémy 1,
2 a 3, obéma metodami jsme dosli k zdvéru, Ze nejvyssi inhibici vzniku B-estradiolu
vykazoval parfém 3 a naopak nejniz$i mira inhibice byla zaznamendna u parfému 1.
Nicméné procentudlni mira inhibice ziskand ob&éma metodami se shodovala pouze
u parfému 2, pro parfémy 1 a 3 jiz byly ziskané hodnoty do jisté miry rozdilné. Vzhledem
k interferenci slozek parfémi s vnitinim standardem fenacetinem a rovnéZ se
stanovovanym B-estradiolem pii méfeni metodou HPLC vSak Ize za vhodnéjsi a presnéjsi

metodu jeho stanoveni povazovat HPLC-MS.

V dalsim experimentu nas zajimala situace, kdy je parfém nanesen na kiizi a vystaven

pusobeni slunecniho zéfeni. Proto bylo zjiStovano, zda mohou byt parfémy a jimi
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vyvolané efekty ovlivnény plsobenim UV-C zafeni o vinové délce kolem 254 nm.
Pomoci méfice intenzity slunecniho zateni Lutron byla intenzita zafeni na pfimém slunci
stanovena jako 3,7 mW/cm?. Stejnym pfistrojem byla naméfena také intenzita zdroje
fotolyzéru Oriel 60100 ve vzdalenosti 3 m, ktera dosahovala 9 mW/cm?. Pokud jsme
uvazovali 3 hodinové ozafeni sluncem, bylo v pfipad¢ fotolyzéru ve vzdalenosti 15 cm
od zdroje mozné pouzit dobu 10 s pro dosazeni srovnatelné expozice UV zéfeni. Pro tento
experiment byly vybrany parfémy, které zpiisobily nejvyssi a nejnizsi inhibici aktivity
aromatasy — parfémy 3 a 6. Sledovana byla jak reakce s pfidavkem neozaieného parfému,
tak s parfémem ozafenym po dobu 10 s a 60 s. Z grafu na Obr. 16 je patrné, Ze ozafeni
parfému 3 po dobu 10 i 60 sekund vedlo k velmi podobn¢ inhibici vzniku B-estradiolu
oproti kontrole. Mira této inhibice byla zdroven téméf totozna s inhibici vyvolanou
neovlivnénym parfémem, z ¢ehoz mlizeme usoudit, Ze ozafeni tohoto parfému jeho vliv
na aktivitu aromatasy neovlivnilo. Naopak pifi porovnani efektl zplusobenych
neozafenym a ozafenym parfémem 6 lze pozorovat, ze ozatreni tohoto parfému vedlo ke
zvySené inhibici produkce B-estradiolu v porovnani s kontrolou. Neozafeny parfém
inhiboval vznik B-estradiolu na 54% oproti kontrole, jiZ jeho ozateni po dobu 10 sekund
vedlo ze vySeni inhibice o témét 20%. Mira inhibice zplisobend parfémem ozafenym 60
sekund byla jest¢ o dalSich 5% vys$si. Vzhledem k poskozeni vzorku s neozafenym
parfémem 6 v experimentalni sad¢ byl pro vyhodnoceni miry inhibice vyuzit identicky

vzorek z predchoziho experimentu. (Obr. 14).

V piedchozich experimentech bylo tedy prokézano, Ze testované parfémy mély
inhibi¢ni vliv na aktivitu enzymového komplexu CYP19+OR. Nasledné bylo tieba
vyloucit mozZnost, Ze se na pozorované inhibici tvorby B-estradiolu podili inhibice
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy (CYPOR), ktera v enzymovém komplexu
CYP19+0R vystupuje jako pienasec elektroni. Aktivita CYPOR v pfitomnosti parfému
byla stanovena spektrofotometricky jako casovy pribéh redukce potencidlniho
elektronového akceptoru, cytochromu c. Tento parametr byl stanoven pro parfém 3, ktery
z testovaného souboru vykazoval nejvyssi miru inhibice vzniku B-estradiolu v porovnani
s kontrolou. Sledovéana byla jak reakce bez pfidavku parfému ¢i methanolu, tak reak¢ni
smés s obsahujici parfém 3 ¢i methanol. Z grafu na Obr. 16 je patrné, Ze smérnice reakce
bez piidavku parfému ¢i methanolu je mirn€ odlisna od zbylych dvou reakci. Smérnice
reak¢ni smési s piidavkem parfému 3 a s ptidavkem methanolu jsou ale téméf identické,

z Cehoz vyplyva, Ze aktivita CYPOR nebyla ptidavkem parfému ovlivnéna. Z této
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skutecnosti lze zaroven soudit, ze vliv parfémi na aktivitu CYP19+OR pozorovany

v pfedchozich experimentech byl vyvolan ptisobenim parfémt na enzym aromatasa.

Pro zjisténi, které komponenty parfémii zptisobuji inhibici aktivity aromatasy, bylo
porovnavano jejich slozeni. [83] Parfém 3, ktery vykazoval nejvyssi inhibici produkce
3-estradiolu, obsahoval zaroven také nejméné dokumentovanych slozek ze vSech
testovanych parfémti. Komponenty citronellol, limonen, geraniol, citral a linalool,
obsazené v tomto parfému, by tedy mohly byt odpovédné za vySe popsané inhibi¢ni
ucinky. Tyto latky se vSak zdroven vyskytuji téméf ve vSech parfémech z testované¢ho
souboru, a to i u parféma, u kterych byla prokdzana nejnizsi mira inhibice aromatasy —
parfémy 1, 6 a 9. Vyjimkou byl pouze parfém 4, ktery ve svém slozeni neobsahuje
citronellol, geraniol a citral, a také parfém 7, ve kterém neni obsazen citral. Oba tyto
parfémy zpUsobily v porovnani s ostatnimi testovanymi vzorky primérnou inhibici
vzniku B-estradiolu. Konkrétn€ to byla inhibice na 45% vzniklého B-estradiolu oproti
kontrole. Na zékladé¢ této dedukce by bylo mozné predpokladat, ze ptispévek citronellolu,
geraniolu a citralu k pozorované inhibici aktivity aromatasy neni tak vysoky, jako je tomu
u limonenu a linaloolu. Dale bylo porovnavéno slozeni parfému, které aromatasu
inhibovaly nejméné - parfémy 1 a 9. Tyto parfémy obsahuji kumarin, ktery se naopak
nevyskytuje v parfémech vykazujicich nejvyssi miru inhibice produkce B-estradiolu —
parfémy 3 a 5. Z tohoto dlivodu by bylo mozné kumarinu také ptisuzovat slabsi inhibi¢ni
ucinek. U ostatnich komponent parfémt nebylo identifikovano zadné schéma, které by
napovidalo o mife jejich pfispévku k inhibici aromatasy.

Je vSak tfeba mit na paméti, Ze vySe uvedené zavéry jsou do urcité miry spekulativni
a pozorované efekty rovnéZ zavisi na koncentraci parfémt, ne jen na jejich ptfitomnosti.
Bylo by tedy tfeba je potvrdit experimenty zaméfenymi na studium jednotlivych slozek
parfémt. Napiiklad u kumarinu a jeho derivata byly totiz diivéjSimi studiemi odhaleny
vyrazné inhibi¢ni u¢inky na aromatasu, které byly srovnatelné v Uc¢inky specifického

inhibitoru aromatasy, exemestanu. [84] [85].

Vyse zminéné studie vSak byly zaméfeny pouze na zkoumani jednotlivych slozek
parfému a nikoliv parfémi jako celku. Jelikoz jsou parfémy pomérné komplexni smési
slozek, bylo by také tfeba prozkoumat synergické ptisobeni jednotlivych komponent.
K detailn¢jsSimu porozuméni vlivu parfémti na aktivitu aromatasy by tedy bylo do
budoucna tieba zaméfit se jednak na ucinky jednotlivych parfémovych komponent

a zéaroven také na jejich synergické ptisobeni ve smésich.
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6.

Shrnuti

6.

Shrnuti

V predkladané diplomové praci byl studovan vliv vybranych komeréné dostupnych

parfémi na aktivitu cytochromu P450 19, aromatasy. Experimenty byly provedeny na

enzymovém komplexu lidské mikrosomalni CYP19+OR. Vysledky diplomové prace lze

shrnout nasledovné:
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Byla vypracovana vhodna metoda pro HPLC separaci B-estradiolu z reakéni smési
obsahujici testosteron a fenacetin jako vnitini standard.

Pomoci HPLC byl stanoven vliv parfémi 1, 2 a 3 na aktivitu aromatasy, jelikoz
u ostatnich vzorkii nebylo vzhledem k interferenci slozek parfémi s analyty mozno
pfesné vyhodnotit odpovidajici plochy pik. VSechny tii parfémy mély na tento
enzym inhibi¢ni vliv. Nejvyssi mira inhibice byla zaznamenéna u parfému 3.

Vliv vSech testovanych parfémii na aktivitu aromatasy byl také stanoven pomoci
HPLC-MS. Vsechny parfémy vykazovaly vyznamny inhibi¢ni vliv na aromatasu.
Nejvyssi inhibice bylo dosazeno v reakéni smési obsahujici parfém 3 (Montale”,
Intense Roses Musk), a déale u parfémi 5 a 8. NejniZ$i inhibici aromatasy naopak

zpusobily parfémy 1 (Bvigari®, Man Wood Essence), 6 a 9.

Dale byl studovan vliv UV-C zéfeni v oblasti kolem 254 nm na efekty vyvolané
parfémy 3 a 6 — vzorky, které vykazovaly nejvyssi a nejniZ$i inhibici aktivity
aromatasy. U parfému 3 ozafeni zddnou zménu v mife inhibice nevyvolalo, naopak
u parfému 6 se mira inhibice zvySovala s ¢asem ozafeni.

Spektrofotometrickym stanovenim aktivity NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy
pomoci redukce elektronového akceptoru cytochromu c bylo ovéteno, ze ptidavek

parfému nema na aktivitu tohoto enzymu vliv.
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