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Wplvw melanogenezy na
powstawanie przebarwien

The effect of melanogenesis on the Jormation of hyperpigmentation

WSTEP
Przebarwienia skérne stanowia czesto spotykany de-
fekt estetyczny. Wérdd przyczyn powstawania prze-
barwien, obok nadmiernej ekspozycji na swiatto UV,
wyrdznia sie m.in. przesuszanie skory, zmiany hor-
monalne czy dziatanie niektérych lekow [1]. Wszyst-
kie te czynniki prowadza do wzmozonej produkcji
barwnikdéw z grupy melanin. Zjawisko to zwiazane
jest z podwyzszona aktywnoscia tyrozynazy, czyli
kluczowego enzymu dla tego procesu biochemiczne-
go. Hamowanie tego enzymu jest celem dziatania wie-
lu kosmetykdw przeznaczonych do profilaktyki ub
redukeji przebarwient skornych. Kosmetyki o takich
wtasciwosciach zawieraja rézne sktadniki aktywne,
w zaleznosci od mechanizmu hamowania tyrozyna-
zy, np. kwas kojowy, kwas szikimowy czy arbutyne [1].
Skora cztowieka jest wyposazona w mechanizm
naturalnej fotoochrony, jakim jest melanogenza,
dzieki czemu negatywne efekty oddziatywania np.
nadmiernego nastonecznienia zostaja ztagodzone.
Proces melanogenezy moga jednak w znacznym
stopniu  modyfikowac¢ substancje przyjmowane
w postaci doustnej lub aplikowane na skore, powo-
dujac zarowno pojawienie sie przebarwien jak row-
niez ich rozjasnienie oraz regulacje tego procesu [1].

STRESZCZENIE
Za jedna z gtdwnych przyczyn powstania przebar-
wienn wymienia sie nadmierna ekspozycje na pro-
mieniowanie ultrafioletowe. Problem ten jest jednak
bardziej ztozony i zwiazany ze skomplikowanymi
reakcjami biochemicznymi w komodrkach naskaérka.
Celem pracy bylo przedstawienie czynnikéw
oraz substancji majacych wptyw na melanogeneze.
Nieodpowiednia profilaktyka przebarwien moze
wptynaé¢ negatywnie na stan skéry w diuzszej
perspektywie czasowej. Z kolei odpowiednie po-
taczenie dziatania hamujacego tyrozynaze, moze
W znaczacy sposob poprawic stan skory i stanowic
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Najczestsza przyczyna powstawania przebar-
wienl, prawdopodobnie nie jest wytacznie nad-
mierna ekspozycja na promieniowanie UV, ale to-
warzyszaca temu dysfunkcja regulacji gradientu
pH bariery naskdérkowej. Gradient ten zmienia sie
podczas proliferacji komorek naskoérka, na ktora
wplyw ma przyjmowanie lub aktywnosc substan-
cji mogacych wywotac¢ odczyn fototoksyczny Iub
fotoalergiczny, wiek, pte¢ oraz niewtasciwa pie-
legnacja cery [2]. Istotnym elementem, wydaje sie
by¢ réwniez wydolnos¢ bariery naskoérkowej oraz
aplikowane na skdre produkty kosmetyczne, kto-
re moga bezposrednio wpltywaé na powstawanie
miejscowych zmian skérnych [3].

WOLNE RODNIKIISTRES OKSYDACYJNY
Melanogeneza jest procesem zwiazanym z ochro-
na komorek przed stresem oksydacyjnym, spo-
wodowanym przez wolne rodniki (WR). Jednym
z czynnikow zewnetrznych, odpowiedzialnych za
powstawanie wolnych rodnikéw oraz stres oksyda-
cyjny jest promieniowanie UV. To jedno z nielicz-
nych Zrédet WR, ktére mozna kontrolowac [4, 5].
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Teoria odpowiedzialnosci za procesy starzenia sie skory opiera
sie na wolnych rodnikach. Ze wzgledu na wolny elektron uczest-
nicza one w losowych reakcjach utleniania w ludzkich komor-
kach, uszkadzajac biatka, lipidy, a nawet DNA. Wspomniana
wczesniej hipoteza zakiada, Ze proces starzenia sie, czyli utraty
zdolnosci do prawidtowego funkcjonowania tkanek jest wzmac-
niany i przyspieszany w wyniku uszkodzen makromolekut i ko-
morek. Ostatecznie prowadzi to do uszkodzen enzymadw i biatek,
co moze przektadac sie na zanik zdolnosci do namnazania sie
komdrek, wielu nieprawidtowosci w ich normalnym funkcjono-
waniu, a nawet na powstawanie mutantéw nowotworowych [5].

Naturalnym mechanizmem ochronnym ludzkiego organi-
zmu przed promieniowaniem UV oraz wynikajacym z niego
stresem oksydacyjnym jest m.in. melanogeneza i powstajaca
w jej wyniku melanina [6].

MELANOCYTY, MELANOSOMY I MELANOGENEZA
Pigmentami nadajacymi barwe ludzkiej skorze sa zwiazki z gru-
py melanin. Powstaja one w komodrkach zwanych melanocytami,
ktére sa odpowiedzialne nie tylko za ich produkcje, ale réwniez
za ich dystrybucje. Melanocyty stanowia okoto 1% komadrek war-
stwy podstawnej naskdrka. Stamtad melaniny w specjalnych
organellach - melanosomach, transportowane sa do keratyno-
cytoéw, gdzie tworza struktury chroniace ich jadra komdrkowe
przed szkodliwym promieniowaniem UV [7].

Caty aparat biochemiczny niezbedny do naturalnej fotoochro-
ny skory znajduje sie wtasnie w melanosomach. Ze wzgledu
na silng reaktywnos¢ chinonéw niezbednych do procesu me-
lanogenezy, catos¢ reakcji odbywa sie wewnatrz tych organelli
komorkowych. Zachodzacy proces syntezy melaniny oddzielo-
ny jest btona komodrkowa, dzieki czemu zjawisko to zapobiega
uwolnieniu jej do cytoplazmy melanocytu [7]. Rozpatrujac pro-
ces pigmentacji warto podkresli¢, Ze melanina obecna w mela-
nosomach zostaje w nich, az do catkowitej degradacji bton ko-
morkowych. Dzieki temu, gdy ekspozycja na promieniowanie
ultrafioletowe wzrasta, melanina jest juz czesciowo zgromadzo-
na w melanosomach, ktére jednoczesnie zwiekszaja intensyw-
nosc¢ produkeji.

Melanogeneza jest wieloetapowym procesem utleniania
i polimeryzacji, w ktérym tyrozyna przeksztatcana jest w do-
pachinon, a nastepnie w jedna z form melaniny. Eumelanine
stanowi barwnik ciemny, czarny lub brazowy, w zaleznosci od
zageszczenia. Odpowiada za ciemne zabarwienie skory i bra-
zowa opalenizne po ekspozycji na storice. Feomelanine stano-
wibarwnik jasny, czerwono-zotty, o najnizszym zageszczeniu.
Wytwarzana jest jako pierwsza podczas ekspozycji na promie-
niowanie stoneczne i objawia sie w postaci podraznienia [6].

Zadaniem melanin jest ochrona gtebszych warstw skory
przed szkodliwym promieniowaniem UVA i UVB. Ze wzgledu
na swoje wtasciwosci fotoabsorbujace szacuje sie, ze melaniny
sa w stanie skutecznie rozpraszac do 99,9% zaabsorbowanego
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Rys. 1 Schemat procesu me/anogenezyirc’)dlo: Archiwum wtasne, BBH Biotech Polska

promieniowania ultrafioletowego [6, 8]. Chronia komorki przed
rozpadem foliandw, degradacja wierzchnich warstw skérnych,
a takze zmniejszaja ryzyko czerniaka.

KOLOR SKORY A ZAGROZENIE CZERNIAKIEM

W zaleznosci od rodzaju karnacji, melanosomy w naskorku moga
przyjmowac rézne formy i stanowic¢ rézny poziom fotoochrony.
U o0séb o ciemnej skérze melanosomy sa wieksze, elipsoidalne
i zawieraja bardzo duzo eumelaniny. Nie tworza skupisk, jednak
jest ich wyjatkowo duzo i sa one odporne na dziatanie enzymaow
lizosomalnych, co zmniejsza ryzyko ich degradacji. W skorze ja-
snej melanosomow jest zauwazalnie mniej. S3 one mniejsze oraz
zawieraja mniej melaniny, dlatego w celu skutecznego chronie-
nia keranocytéw tworza skupiska zwigzane z btong komadrkowa.
Najwieksze ryzyko mozna zaobserwowac u 0séb o jasnej cerze.
W ich przypadku w keranocytach gérnych warstw naskodrka nie
znajdziemy melanosomodw, a jedynie tzw. pyt melaninowy, ktory
jest efektemn catkowitej degradacji melanosomdéw przez enzymy
lizosomalne. Wptywa to bardzo niekorzystnie na fotoprotekcje
i zwieksza ryzyko kancerogenezy w skorze [5, 7, 9.

Nie nalezy jednak zupetnie unikac ekspozycji na promienio-
wanie stoneczne. Jego odpowiednia dawka stymuluje procesy
zwiazane z melanogeneza oraz te odpowiedzialne za naprawe
komorek uszkodzonych przez stres oksydacyjny czy promie-
niowanie UV [8].

Naduzywanie fotoprotekcji moze powodowac zaburzenia
melanogenezy, obnizenie zdolnosci organizmu do syntezy me-
laniny, a takze obnizyc¢ wydajnos¢ niektérych mechanizméw
naprawczych DNA. Jednym z enzymow odpowiedzialnych
za radzenie sobie ze stresem oksydacyjnym w melanocytach
jest katalaza. W badaniach in vitro i ex vivo zaobserwowa-
no w melanocytach pochodzacych z jasnej skory (typ I'i1l), iz
aktywnosc katalazy jest mniejsza niz w melanocytach pocho-
dzacych ze skéry ciemniejszej. Dlatego kontakt z odpowiednia
dawka promieniowania dziennego jest niezbedny do utrzyma-
nia aktywnosci antyoksydacyjnej w melanocytach oraz natu-
ralnej fotoochrony [10].
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WPLYW PH NA PROCES MELANOGENEZY

Podczas powstawania i dojrzewania melanosomdw poziom pH
wewnatrz organelli ulega zmianie. Z poczatkowego kwasnego,
o wartosci 5,0 rosnie do niemal obojetnego tj. pH 6,8. Zmiana ta
jest niezwykle istotna, poniewaz tyrozynaza (gléwny enzym
w procesie melanogenezy) traci aktywnosé w kwasnym srodowi-
sku. Warto miec to na uwadze zaréwno w przypadku dtugotrwa-
tej ekspozycji skéry na promieniowanie stoneczne jak i w profi-
laktyce przebarwien (2, 10]. Stosowanie produktéw do pielegnacii
skéry z odpowiednio obnizonym pH, np. serum z hydroksykwa-
sami lub sktadnikami aktywnymi, takimi jak witamina C, moze
stanowic skuteczna profilaktyke powstawania przebarwien.

AKTYWNOSC TYROZYNAZY A ODCZYN PH SKORY
Tworzenie bariery hydrolipidowej na powierzchni skéry zale-
7y od wartosci pH zaréwno powierzchni skory wiasciwej, jak
i w obrebie naskodrka. Odczyn pH w srodowisku warstwy bro-
dawkowatej naskoérka oraz podstawnej (w tym melanocytéw)
ma wartos¢ pH 7,2-7,4. Ulega on obnizeniu do 4,0-5,5 w war-
stwie rogowej. Roznica gradientu pH zwiazana jest z dziata-
niem enzymu sulfonylotransferazy oraz kwasnymi produk-
tami metabolizmu filagryny, m.in. kwasem urokainowym.
Dysfunkcja procesu majacego na celu utrzymanie prawidto-
wego gradientu pH, np. w wyniku reakcji zapalnej powstatej
w wyniku odczynu fototoksycznego spowodowanego izotre-
tinoina (rys. 1), moze prowadzi¢ do enzymatycznej reakcji hy-
drolizy lipidow miedzykomorkowych, zmiany ich sktadu oraz
budowy przestrzennej [11]. Wadliwy proces zaburza wéwczas
fizjologiczna funkcje barierowa i1 spojnos¢ warstwy rogowej
objawiajac sie suchoscia cery, jednoczesnie zwiekszajac ryzy-
ko zaburzen melanogenzy, prowadzacych do hiperpigmentacii.
Wozrost odczynu pH w okolicach melanosomadw, powstaty wy-
niku uposledzenia regulacji gradientu pH, moze prowadzi¢ do
lokalnej nadaktywnosci tyrozynazy i przyczynic sie do trwa-
tego wadliwego procesu melanogenzy, co nie zawsze musi sie
odbywac w przypadku przedawkowania promieniowania UV.

Podobne zjawisko mozna by przypisa¢ dziataniu antykon-
cepcji hormonalnej, nieodpowiedniej pielegnacji nadmiernie
wysuszajacej naskorek np. produktami matujacymi czy ekspo-
nowaniu skory na promieniowanie UV po inwazyjnych zabie-
gach ztuszczajacych [12].

DZIALANIE ROZJASNIAJACE KOSMETYKOW

W profilaktyce przebarwien oraz ich rozjasnianiu, najistotniej-
szym jest wstrzymanie (kompleksowe lub miejscowe) aktyw-
nosci tyrozynazy. W tym celu stosuje sie sktadniki aktywne,
ktére hamuja dziatanie enzymu poprzez zmiane pH $rodowi-
ska, konformaciji biatka lub zwigzanie sie z enzymem, blokujac
w ten sposob jego centrum aktywne. W artykule zaprezento-
wano wyniki badania in vitro, ktére miato na celu sprawdze-
nie wymienionych dziatan kilku przyktadowych produktdéw.

E

e

Fot. 1 Hiperpigmentacja (chloasma), powstata prawdopodobnie w wyniku odczynu fototoksycz-
nego spowodowanego leczeniem izotretinoing Zrédto: Archiwum wtasne autoréw

BADANIE IN VITRO
WYBRANYCH PRODUKTOW KOSMETYCZNYCH
» Testowane produkty

A. Serum z kwasem szikimowym i jadem pszczelim

B. Profesjonalny peeling kwasowy z jadem pszczelim

c. Serum z oksyresweratrolem, kwasem szikimowym,
witaming Ciarbutyna

 Cel badania

Potwierdzenie dziatania dla catego produktu kosmetycznego
zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji UE nr 665/2013 okreslaja-
cym uzasadnienia o§wiadczenl na produktach kosmetycznych.

A. Potwierdzenie wtasciwosci hamujacych aktywnosc ty-
rozynazy dla cery z tendencja do przebarwien potradzi-
kowvych dla produktu do stosowania na dzien i na noc.
Potwierdzenie deklaracji marketingowych przeciwdzia-
tania przebarwieniom (produkt A).

B. Potwierdzenie wiasciwosdci hamujacych aktywnosé
tyrozynazy dla cery z tendencja do przebarwien po-
tradzikowych dla produktu do uzytku profesjonalnego
(produkt B). Potwierdzenie deklaracji marketingowych

- dziatanie rozjasniajace cere.

c. Potwierdzenie wtasciwosci hamujacych aktywnosc ty-
rozynazy dla cery z obecnymi przebarwieniami, takimi
jak: ostuda, melasma czy chloasma dla produktu do stoso-
wania na noc. Potwierdzenie deklaracji marketingowych

- rozjasnianie przebarwieni (produkt C).
» Metoda
Analize przeprowadzono w nastepujacych krokach:

1.Rozpuszczono badane substancje w 10% dimetylosulfo-
tlenku (DMSO) w roztworze wodnym i ustalono pH na
poziomie 6,8.

2.Dodano roztwor tyrozynazy (135 U/ml roztwor buforowa-
ny fosforanem [PBS], pH 6,8).

3.Inkubowano w 25°C przez 10 minut.

4.Dodano 0,5 mM roztwor L-DOPA w PBS, pH 6,8.

s.Inkubowano mieszanine reakcyjna przez 5 minut.

6.0kreslono ilos¢ dopachromu w mieszaninie z wykorzysta-
niem spektrofotometru przy dtugosci fali 475 nm.
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Za kontrole pozytywna postuzyty sktadniki aktywne o wta-
sciwosciach blokujacych aktywnosc tyrozynazy - arbutyna
i kwas kojowy. Kontrola negatywna byta woda, ktéra nie zo-
stata uwzgledniona na wykresach (rys. 2, 3) [3, 13].

%] 98%

47%

32%

serum zjadem pszczlim do arbutyna 2%

pielegnacji domowej [A]

profesjonalny peeling
kwasowy z jadem pszczlim
[B]

kwas kojowy 1%

Rys. 2 Hamowanie tyrozynazy w przyktadowych produktach wyréwnujgcych koloryt [%]

98%

95%

93%

0%

serum rozjasniajace na noc z oksyresveratrolem [C]  arbutyna 2% kwas kojowy 1%

Rys. 3 Hamowanie tyrozynazy w przyktadowym produkcie usuwajgcym przebarwienia [%]
Zrédto: Opracowanie wtasne na podstawie wynikow badari in vitro BBH Biotech Polska

WYNIKI

Serum [A]i peeling chemiczny [B] z jadem pszczelim oraz kwasem
szikimowym wykazuja aktywnos¢ inhibicyjna wobec tyrozynazy
na poziomie 32% (serum) i 47% (peeling), co oznacza bezpieczeni-
stwo stosowania produktu na dzierl. Dodatkowo oba produkty ze
wzgledu na obecnosc¢ m.in. kwasu szikimowego wykazuja kwasny
odczyn pH 4,3 (serum) i 3,6 (peeling), ktdry dodatkowo zwieksza
potencjat dziatania hamujacego wobec tyrozynazy. Mozna przy-
pusci¢, ze w wyniku stosowania produktu na dzien u osob z cera
sktonna do przebarwien, ryzyko powstania hiperpigmentacji be-
dzie znacznie mniejsze. Wynik wskazuje réwniez, ze stosowanie
serum, pomimo obecnosci hydroksykwasow, jest bezpieczne (ze
wzgledu na profilaktyczny potencjat dziatania produktu) na proces
nadmiernej melanogenzy na poziomie 32%, a nie jego catkowite
hamowanie. Codzienne aplikowanie serum moze by¢ skuteczna
pielegnacja rozjasniajaca cere przez caty rok, przeznaczona dla
0sdb z cerg tradzikowa oraz z cechami fotostarzenia.

Serum z oksyresveratrolem [C] wykazuje aktywnos¢ hamu-
jaca wobec tyrozynazy na poziomie 95%, co oznacza potwier-
dzona skutecznosc rozjasniajaca przebarwienia dla catego pro-
duktu. Dodatkowo kwasny odczyn produktu prawdopodobnie
zwieksza potencjat dziatania hamujacego oraz naturalnej pro-
liferacji naskdrkowej powodujacej przyspieszone usuwanie po-
przez ztuszczanie. Ze wzgledu na duzy potencjat hamowania
melanogenezy, produkt powinno sie stosowac na noc lub po
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ekspozycji na storice. Obecnos¢ antyoksydantow takich jak
kwas 3-O etyloaskorbinowy, kwas ferulowy czy oksyreswe-
ratrol, wydaje sie by¢ korzystnym potaczeniem, ktére moze
wspomagac naturalny proces regeneracji, szczegolnie po nad-
miernej ekspozycji skéry na promieniowanie UV.

PODSUMOWANIE
Badania kosmetykéw na przebarwienia to intensywnie rozwi-
jajaca sie czes¢ przemystu kosmetycznego, w ktdrym istotna role
odgrywa biotechnologia. Nauka ta umozliwia miedzy innymi zba-
danie dziatania produktéw kosmetycznych w warunkach in vitro
przed rozpoczeciem testéw wykonywanych z udziatem ludzi.
Testy hamowania aktywnosci tyrozynazy moga w znaczacy
sposéb przyczynic¢ sie do wykazania jakosci dziatania produktu
kosmetycznego dzieki weryfikacji dziatania dla catego kosmety-
ku, a nie tylko wybranych sktadnikéw produktu. Jest to istotne
w kontekscie tresci Rozporzadzenia Komisji (UE) nr 655/2013, do-
tyczacego produktdw kosmetycznych i okreslajacego uzasadnienia
os$wiadczert marketingowych. Dokument techniczny, powstaty
w ramach tego rozporzadzenia, reguluje rodzaje deklaracji marke-
tingowych umieszczanych na opakowaniach kosmetyku. Nalezy
do nich potwierdzenie dziatania catego produktu na przebarwie-
nia np. ,serum na przebarwienia’, zamiast ,serum rozjasniajace
z aktywnym kompleksem rozjasniajacym na przebarwienia’.
Warto podkresli¢ rowniez, iz profilaktyka przebarwien to nie
tylko stosowanie kosmetykdéw o dziataniu fotoochronnym, ale
rowniez codzienna pielegnacja produktami o obnizonej warto-
Sci odczynu pH, ktére zmniejszaja aktywnosc tyrozynazy.
Codzienna systematyczna pielegnacja produktami o potwier-
dzonym dziataniu na proces melanogenezy wydaje sie by¢ alter-
natywa dostepna niezaleznie od pory roku w stosunku do inwa-
zyjnych zabiegdw gabinetowych usuwajacych przebarwienia.
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