Wplyw naturalnego
kolagenu na stan antyoksydacyjny
i profil lipidowy skory wrazliwej.

Badania wstepne

The influence of natural collagen on antioxidant and lipid status of sensitive skin.

Preliminary studies

WPROWADZENIE

Skora stanowi aktywna bariere, ktora bierze
udzial w wydalaniu produktéw przemiany
materii, regulacji temperatury i ochronie
przed egzogennymi czynnikami fizyczny-
mi, chemicznymi oraz biologicznymi. Jako
bariera zewnelrzna jest narazona na cia-
gle drzialanie czynnikow utleniajacych: fi-
zycznych  (promieniowanie UV), wolnych
rodnikow i reaktywnych form tlenu (RFT).
Zrédlem RFT moga byé rowniez czynniki
endogenne. Glownym zrodlem reaktywnych
form tlenu w komorce jest tancuch oddecho-
wy w mitochondriach oraz enzymy biora-
ce udzial w procesach utleniania: oksydazy
NADPH, lipooksygenazy, cyklooksygenazy
oraz mieloperoksydaza w neutrofilach [1].

W niskich stezeniach RFT sa nieodzow-
ne dla funkcjonowania komorek. Stanowia
one wtorne przekazniki, ktore przekazuja
informacje wewnatrz komorek, biora udzial
w procesach proliferacji czy programowanej
Smierci (apoptozie), stanowig element odpo-
wiedzi immunologicznej.

Nadmierna produkcja RFT i/lub niewydol-
nos$¢ mechanizmow usuwajacych ich nadmiar
prowadzi do stresu oksydacyjnego. W jego wy-
niku zmienia si¢ przemiana materii, dochodzi
do uszkodzenia makroczasteczek: lipidow,
bialek i kwasow nukleinowych. Oksydacyjne
zmiany biochemiczne leza u podstaw przewle-
klych stanow zapalnych, dezorganizacji lub
zaburzonej struktury wlokien kolagenowych,
zmiany funkcji skory, jej starzenia, procesow
zapalnych czy procesow kancerogenezy [2].

W celu ochrony przed reaktywnymi forma-
mi tlenu w skorze rozwinat sie zlozony uktad
antyoksydacyjny. Uklad ten obejmuje sklado-
we enzymatyczne oraz nieenzymatyczne. En-
zymy moga bezposrednio przeciwdziala¢ RFT,
np. poprzez dysmutaze ponadtlenkows (zmia-
ta anionorodnik ponadtlenkowy), a katalaza
i peroksydaza glutationowa rozkladaja nad-
tlenek wodoru. Istnieje grupa enzymow, ktore
wspomagaja aktywnos¢ gléwnych enzymow
antyoksydacyjnych (np. reduktaza glutationo-
wa). Nieenzymatyczny uklad antyoksydacyjny
obejmuje antyoksydanty niskoczasteczkowe,
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STRESZCZENIE
Naturalny nanotropokolagen uzyskiwany ze
skory ryb morskich swobodnie przenika do
przestrzeni miedzykomorkowej, gdzie jest
wykorzystywany przez fibroblasty do syntezy
wlokien kolagenowych. Wlasciwosci antyok-
sydacyjne wiokien kolagenowych zwigzane sa
7z wychwytem reaktywnych form tlenu (rod-
nik hydroksylowy) oraz promieniowaniem UV.
W pracy przedstawiono nowatorska, niein-
wazyjna metode ekstrakeji wedlug M. Portugal-
-Cohen stosowana do oceny catkowitej zdolno-
$ci antyoksydacyjnej i unieczynniania rodnika
syntetycznego DPPH przez nanotropokolagen
aplikowany na powierzchnie skory wrazliwej.
Stwierdzono, Ze systematyczne stosowanie na-
notropokolagenu prowadzi do wzrostu catkowi-
tej zdolnosci antyoksydacyjnej FRAP i do wiek-
szej zdolnosci zmiatania rodnika DPPH.

Stowa kluczowe: nanotropokolagen, catkowi-
ta zdolnos¢ antyoksydacyjna, skora wrazliwa
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ABSTRACT

Natural nanotropocollagen obtained from skin
of marine fish [reely passes into the intercellular
spaces where it is used by fibroblasts for the syn-
thesis of collagen fibers. The antioxidant pro-
perties of collagen fibers are hound with reac-
tive oxygen species scavenging (mainly hydroxy
radical) and absorption of UV radiation.

The study assess the total antioxidant capa-
city and the ability to scavenge synthetic DPPH
radical by nanotropocollagen applied to the
sensitive skin surface. In the study a novel, non-

-invasive method of extraction by. M. Portugal-
-Cohen was used. It was found that the regular
use of nanotropocollagen in the surface of sen-
sitive skin leads to an increase in total antioxi-
dant capacity FRAP and increase in ability to
scavenge DPPH.

Key words: nanotropocollagen, tolal antioxi-
dant capacity, sensitive skin
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ktore sa syntetyzowane w komorce (glutation), sa produk-
tami przemiany materii (kwas moczowy) lub sg dostarcza-
ne z dieta lub w kosmetykach (kwas askorbowy, a-tokoferol,
B-karoten, polifenole herbaty, izoflawony sojowe). Istnieja
rowniez antyoksydanty niskoczasteczkowe, ktore dzialaja
posrednio - biatka wiazace jony metali przejSciowych, ka-
talizujacych reakcje Habera-Weissa [3].

Podstawowa strukturg, ktora zapewnia wlasciwosci
skory, jest kolagen. Jest on produkowany przez fibroblasty
w obrebie szorstkiej siateczki endoplazmatycznej z ami-
nokwasow hydroksylizyny i hydroksyproliny, tzw. fancuch
o prokolagenu. Proteazy prokolagenu przeksztalcaja go
w przestrzeni pozakomorkowej do tropokolagenu. Cza-
steczki tropokolagenu polimeryzuja w wlokna kolageno-
we |4]. Do prawidtowej syntezy tego bialka konieczny jest
kwas askorbinowy (witamina C). Kolagen zapewnia skorze
wytrzymaltosc¢ na rozciaganie i sprezystosé. Sie¢ kolage-
nowa stanowi miejsce umocowania czasteczek melaniny
(odpowiadajacej za pigmentacje skory) oraz kwasu hialu-
ronowego (odpowiadajacego za nawilzenie skory).

Naturalny tropokolagen uzyskiwany ze skory ryb mor-
skich (np. tososia czy tilapii) jako nanoczasteczka o wy-
miarach 280 x 1,5 nm moze swobodnie dyfundowac do
przestrzeni miedzykomorkowej poprzez mieszki wlo-
sowe, gruczoly lojowe i gruczoly potowe. Najwazniejsza
droga wchlaniania transdermalnego tropokolagenu sa
pory skorne. Tropokolagen przekazany do przestrzeni
miedzykomorkowej wychwytywany jest przez fibroblasty
do syntezy wlokien kolagenowych.

Badajac bezposredni wplyw starzenia sie skory i foto-
starzenia na metabolizm kolagenu, wykazano znamien-
nie obnizony poziom kolagenu oraz mRNA dla prokolage-
nu typu I w komorkach starzejacych sie w porownaniu do
komorek skory mlodej [5].

W innych badaniach stwierdzono, Ze kolagen przejmuje
na siebie dziatanie reaktywnych form tlenu, chroniac fibro-
blasty [6]. Rodnik hydroksylowy lub nadtlenek wodoru po-
wodujg uszkodzenie kolagenu poprzez tworzenie pomiedzy
czasteczkami kolagenu wigzan krzyzowych, w wyniku cze-
go czasteczki kolagenu ulegaja polimeryzacji, traca swoje
elastyczne wlasciwosci, wytracaja sie z roztworow [7].

Rys. 1. Schemat komory do przemywania powierzchni skéry w celu oznacze-
nia catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej FRAP oraz zdolnosci zmiatania rod-
nika DPPH. Model komory przygotowany wedtug M. Portugal-Cohen [11]

Tabela 1. Poréwnanie wynikéw uzyskanych w grupie kontrolnej i grupie stosujqcej regularnie kolagen

Wypadkowa dzialania nieenzymatycznych antyoksy-
dantow niskoczasteczkowych stanowi o calkowitym po-
tencjale antyoksydacyjnym [8].

Wysoki odsetek skladu plaszcza lipidowego na powierzch-
ni skory SSL (Skin Surface Lipid) stanowia dtugotancuchowe
kwasy thuszczowe, trojglicerydy, cholesterol i estry choleste-
rolu, fosfolipidy oraz skwalen. Promieniowanie UV i wzrost
stezenia RFT, wywotujac reakcje peroksydacji, prowadza do
wzrostu stezenia utlenowanego skwalenu oraz cholestero-
lu, ich penetracje w glebsze warstwy skory, gdzie wywoluja
miejscowe reakcje zapalne i immunologiczne. Zmiany w SSL
obserwowano m.in. w tradziku, atopowym zapaleniu skory,
pokrzywce i starzeniu sie [9]. Wzajemne reakcje miedzy RFT
i cytokinami prozapalnymi odgrywaja wazng role w patofi-
zjologii wielu roznych zaburzen skornych [10].

Ze wzgledu na fakt, ze naskorek posiada wysoka ak-
tywnosc¢ metaboliczna, wydziela z warstw glebszych na
powierzchnie: cytokiny, biatka, enzymy i antyoksydanty,
co moze by¢ wykorzystane do diagnozowania i monitoro-
wania stanu skory. Od niedawna stosuje si¢ nieinwazyjna
metode oceny na podstawie skladu buforu optukujacego
naskorek [11] (Rys. 1).

Wysoce prawdopodobnym jest, ze zbyt niski poziom
kolagenu moze prowadzi¢ do zwiekszonego narazenia fi-
broblastow na dzialanie RFT oraz zaburzenia rownowagi
pomiedzy skladnikami ukladu antyoksydacyjnego skory.
Aplikacja tropokolagenu droga transdermalng moze po-
prawic¢ wlasciwosci antyoksydacyjne skory.

CEL PRACY

Celem pracy bylo oznaczenie calkowitego stanu antyok-
sydacyjnego oraz zdolnosci zmiatania rodnika DPPH na
powierzchni skory i porownanie wynikow w grupie sto-
sujacej regularnie przez dwa tygodnie preparat nanotro-
pokolagenu w odniesieniu do grupy niestosujacej prepa-
ratow kolagenowych.

MATERIAE BADAWCZY I METODA
W badaniu wzigto udzial 26 studentek kosmetologii Malo-
polskiej Wyzszej Szkoly im. J. Dietla w Krakowie, w wieku
od 19-30 lat (24+0.7; Srednia + SD), u ktorych stwierdzo-
no cere wrazliwa. Grupe badang stanowito 17 studentek,
ktore zostaly zobowigzane do systematycznego stosowa-
nia preparatu z nanotropokolagenem na wskazany obszar
skory. Grupa kontrolna skladala sie z 9 studentek, ktore
nie stosowaly zadnego preparatu kolagenowego.

Przebadano wplyw nanotropokolagenu w prepara-
cie Collagen Active wprowadzonym do obrotu w 2013
roku przez firme Collagen Active Science (nr. rejestracji
RK/372591/2013).

W badaniu wykorzystano metode opracowana przez M.
Portugal-Cohen [11] w celu oznaczania cytokin obecnych
na powierzchni skory. Jako komo-

Grupa Kontrolnan=9 Grupa Kolagenun =17 re wyk(?rzyslano pOl[lprop.ylenowe
— - — — - — naczynie wagowe o srednicy 4 cm.
Srednia | Mediana | Wariancja | Btad Srednia | Mediana | Wariancja | Btad i )
Standard. Standard. | Komorg przymocowano do po-
Wiek 20,50 | 20,50 1,67 0,65 24,76 | 25,00 9,32 0,74 w1erzlchn1 sko'ry Do wewnelrznej
) stronie kostki lub nadgarstka za
Nattuszczenie | 14,64 14,29 5.99 1,22 17,82 17,67 19,38 1,07
% pomoca Parafilmu (Rys.l). Przez
FRAP 0,24 0,24 0,001 0,01 0,31 0,31 0,001 0,01 olwor do komory wprowadzo-
mMol/L no 2 ml buforu wypltukujacego:
RS DPPH 36,55 | 36,61 3,19 0,89 4525 | 41,68 63,98 1,94 fosforanowego (PBS) o pH 7.2
0, A . . ’
%/ problke i zamknicto otwor Parafilmem na
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Rys. 2. Stopien nattuszczenia skéry w grupie kontrolnej i grupie stosujqcej
regularnie kolagen
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Rys. 3. Poréwnanie catkowitego stanu antyoksydacyjnego wyrazonego jako
zdolnos¢ redukcji jonow zelaza Ill do jonéw zelaza Il (FRAP) w grupie kontro-
lnej i stosujqcej regularnie kolagen
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Rys. 4. Poréwnanie zdolnosci zmiatania rodnika DPPH przez naskérek w grupie
kontrolnej i grupie stosujqcej regularnie kolagen

czas ekstrakcji. Bufor zebrano z komory po 30 minutach
i oznaczono w nim calkowita zdolnos$¢ antyoksydacyjna
oraz zdolnos¢ zmiatania rodnika DPPH.

Calkowita zdolnos¢ antyoksydacyjna oznaczono spek-
trofotometrycznie na podstawie zdolnosci do redukeji
jonow zelaza I1I do jonow zelaza I1 FRAP (Ferric Reducing
Ability of Plasma) wedtug metody 1. Benzie [8].

Zdolnos¢ zmiatania rodnikow na powierzchni skory
zmierzono na podstawie zdolnosci zmiatania syntetyczne-
go rodnika DPPH (1,I-difenylo-2-pikrylohydrazyl) metoda
opracowang przez Janaszewska i in. [12,13].

Stopien natluszczenia skory oznaczono za pomoca po-
wszechnie stosowanego analizatora skory.

Analize statystyczng wykonano za pomoca programu
STATISTIKA PL. Do oceny réznic pomiedzy grupami za-
stosowano nieparametryczny test U Manna-Whitneya.

Kosmetologia Estetyczna /3 /2014 / vol. 3

WyNIKI

Wyniki przedstawiono na wykresach (Rys. 2-4), na kto-
rych oznaczono wartosci median (punkty), 25-75 kwartyl
(pudetko) oraz wartosci minimalne i maksymalne (wasy)
oraz w tabeli 1.

Porownujac stopien natluszczenia skory w grupie ba-
danej i kontrolnej, nie zanotowano istotnej statystycznie
roznicy (Rys. 2). W grupie stosujacych kolagen w dwoch
przypadkach stopien nattuszczenia byl wyzszy od warto-
sci maksymalnych grupy kontrolnej i wynosit 27%. Osoby
te wykazywaly najnizsze wartosci FRAP (0,200 mMol/L;
0,237 mMol/L i 0,260 mMol/L) i najmniejsza zdolnos¢
zmiatania rodnika DPPH (okolo 40%).

Nizsze wlasciwosci antyoksydacyjne w przypadkach
wyzszego stezenia lipidow na powierzchni cery po-
twierdzaja korelacje pomiedzy wysokim poziomem tri-
glicerydow i wolnych kwasow tluszczowych obserwo-
wanych w atopowym zapaleniu skory [9] a dzialaniem
prooksydacyjnym.

Calkowily stan antyoksydacyjny jest wypadkowa
miara dzialania antyoksydantow niskoczasteczkowych
rozpuszczalnych w wodzie (kwas moczowy, kwas hia-
luronowy, kwas askorbowy, melanina). Stwierdzono, ze
osoby stosujace nanotropokolagen wykazywaly istotnie
statystycznie wyzsze wartosci FRAP w pordownaniu do
grupy kontrolnej (Rys. 3). Wyniki te sugeruja wlasciwosci
antyoksydacyjne kolagenu.

W badaniach przeprowadzonych na szczurach, ktorym
podawano doustnie hydrolizaty kolagenu uzyskane ze
skory ryb morskich (fososia), stwierdzono zahamowanie
fragmentacji i utraty kolagenu w starzejacej sie skorze
[14]. Dzialanie ochronne, antyoksydacyjne kolagenow
ryb morskich wiazane jest ze zdolnoscia do pochlaniania
promieniowania UVB [15] lub rodnikow hydroksylowych
|6]. Powierzchnia skory kobiet stosujacych kolagen cha-
rakteryzowala sie istotnie statystycznie wyzsza zdolno-
$cig zmiatania syntetycznego rodnika DPPH.

PODSUMOWANIE

Na obrone antyoksydacyjna na powierzchni skory skla-
daja sie glownie antyoksydanty nieenzymatyczne, ni-
skoczasteczkowe, ktore sa w stanie przeniknac¢ z mela-
nocytow, fibroblastow i komorek Langerhansa w skorze
wlasciwej na powierzchnie naskorka. W skorze stwier-
dzono rowniez aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych:
dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy unieczynniajacych
anionorodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru. Pod
wplywem srodowiska (glownie promieniowania UVA),
w wyniku starzenia skory lub przewleklych stanow za-
palnych naturalna powierzchniowa obrona antyoksyda-
cyjna ulega zniszczeniu. Na zasadzie sprzezenia zwrotne-
go dodatniego zwieksza sie stopien peroksydacji lipidow,
w efekcie zniszczeniu ulegaja blony komorkowe i war-
stwa lipidowa naskorka.

W pracy po raz pierwszy oceniono nieinwazyjna me-
toda stan obrony antyoksydacyjnej na powierzchni skory
i oceniono wplyw kolagenu stosowanego na skore wraz-
liwa. W przedstawionej pracy do oceny catkowitej zdol-
nosci antyoksydacyjnej i zdolnosci do zmiatana rodnika
syntetycznego na powierzchni skory wykorzystano no-
watorska metode ekstrakcji M. Portugal-Cohen.

Stwierdzono, 7e aplikacja kolagenu na powierzchnie

skory przywraca rownowage antyoksydacyjna: zwieksza 1 8 3
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catkowity stan antyoksydacyjny mierzony
jako FRAP, zwigksza zdolnos¢ zmiatania rod-
nikow wyrazona zdolnoscia zmiatania synte-
tycznego rodnika DPPH. Ponadto stosowanie
kolagenu na powierzchnie przywraca pra-
widlowy poziom lipidéw. Na podstawie wy-
mienionych efektow mozna wnioskowac, 7ze
preparaty zawierajace nanotropokolagen po-
siadaja dzialanie ochronne, antyoksydacyjne
i odmladzajace. 7k
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