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SUMMARY

Tyrosinase is an enzyme widely distributed in nature, occurring in
bacteria, fungi, plants, and animals. 1t is an oxidase known to be
the key enzyme in biosynthesis of melanin, a pigment responsible
for the color of mammalian skin and hair. Moreover, tyrosinase
controls browning reactions in damaged fruits and fungi. Both
the hyperpigmentation in the human skin and the enzymatic
browning in fruits are not desired, that is why, it seems relevant
to search for substances that inhibit the melanogenesis. Because
the pigment’s disorders are a common cosmetic problem, the
skin whitening compounds are added to commercially available
cosmetics in order to obtain a lighter skin appearance. The litera-
ture indicates that whitening substances can influence different
levels of melanin production in the skin. Among the constituents
which cause depigmentation, the inhibitors of tyrosinase, often of
natural origin, are the most popular and most widely used. The
article describes the characteristics of tyrosinase and tyrosinase
inhibitors isolated from fungus and lichen.
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Wstep

Melanogeneza to proces prowadzacy do powstawa-
nia w melanocytach barwnikéw skory, tzw. melanin,
syntetyzowanych z udziatem tyrozynazy i magazyno-
wanych wewnatrz znajdujacych sie w melanocycie me-
lanosomo6w. Pigmentacja odpowiada za kolor skory,
a takze oczu i wloséw, ma tez funkcje ochronna dla
potozonych pod skéra tkanek przed niebezpiecznym
promieniowaniem UV. Promienie UV przyspieszaja
proces starzenia si¢ skory lub prowadza do rozwoju
procesu karcynogenezy, co w rezultacie moze skutko-
wac rozwojem czerniaka. Pomimo cennych ochron-
nych wlasciwoS$ci melaniny, zaburzenie jej wytwarzania
moze powodowac problemy natury estetycznej. Aby
poradzi¢ sobie zaréwno z nadmiarem, jak i niedobo-
rem barwnika w skorze, zaczeto poszukiwac zwiaz-
kéw — syntetycznych i naturalnych, wplywajacych na
dziatanie enzymu odpowiadajacego za biosynteze
pigmentu. Poszukiwanie substancji o wtasciwosciach
wybielajacych stato sie waznym celem przemystu

kosmetycznego. Praca jest przegladem substancji
pochodzacych z grzybow i porostéw, wykazujacych
wladciwoSci hamowania tyrozynazy.

Melanina i jej rola w zaburzeniach
pigmentacji skory

Melaniny sa barwnikami azotowymi nadajacymi
zabarwienie skdrze, teczéwce oka i wlosom. Istniejg
dwa rodzaje melanin: eumelanina — brazowoczarny
barwnik oraz feomelanina — czerwonozotty pigment.
Proces wytwarzania melanin odbywa sie¢ w komor-
kach melanocytéw, znajdujacych si¢ w warstwie pod-
stawnej naskorka, a substrat reakcji stanowi tyrozyna.
Eumelanina jest odpowiedzialna za ochrong skory
przed szkodliwym wpltywem promieniowania stonecz-
nego, poprzez pochtanianie promieniowania UVA
i UVB oraz neutralizowanie wolnych rodnikéw.
Feomelanina natomiast nie wykazuje wiasciwosci
ochronnych.

Zaburzenia barwnikowe to czesto wystepujace pro-
blemy o podtozu dermatologicznym. Dane statystyczne
podaja, ze dotycza one nawet 90% populacji ludzkie;.
Zaklocenia zwigzane z procesem syntezy melani-
ny, jej nadmiernym magazynowaniem (zmniejszenie
rozkladu melaniny przez keratynocyty i makrofagi),
funkcjonowaniem melanocytéw (nadreaktywnos¢
melanocytow, zwickszenie ich liczby), moga skut-
kowac zaréwno hiper-, jak i hipopigmentacja skory.
Przyczyna miejscowych hiperpigmentacji moga by¢
czynniki mechaniczne, fizyczne, chemiczne, stany
zapalne, leki, zaburzenia hormonalne, niedobory
witamin i zaburzenia metabolizmu. Hiperpigmenta-
cja skory jest takze powszechnym defektem natury
estetycznej, pojawiajacym si¢ wraz z postepowaniem
procesu starzenia.

Do najczeSciej wystepujacych zaburzen o cha-
rakterze hiperpigmentacyjnym naleza: piegi, plamy
soczewicowate, ostuda oraz hiperpigmentacja po-
zapalna. Rozlane hiperpigmentacje spowodowa-
ne sa wystepowaniem choréb ogdlnoustrojowych,
np. przewlekla niewydolnoScia nerek, nadczynnoscia

(244

( Postepy Fitoterapii 4/2015 ) )




Inhibitory tyrozynazy z grzybow i porostow jako regulatory melanogenezy

tarczycy czy cukrzyca. Wystepowanie zmian hiper-
pimentacyjnych po zastosowaniu niektérych lekéw
wynika z reakcji fotochemicznych zachodzacych
pod wptywem promieniowania stonecznego. Do
lekéw o takim dziataniu naleza: antybiotyki (tetra-
cykliny, fluorochinolony), niesterydowe leki prze-
ciwzapalne (ibuprofen, ketoprofen, aspiryna), diu-
retyki (furosemid, hydrochlorotiazyd), retinoidy,
cytostatyki (5-fluorouracyl, metotreksat), amiodaron,
diltiazem i psoraleny (1, 2).

Budowa i wystepowanie tyrozynazy

Tyrozynaza nalezy do klasy oksydoreduktaz i zna-
na jest jako kluczowy enzym procesu melanogenezy.
Enzym odpowiedzialny jest za proces hydroksylacji
tyrozyny do lewoskretnej formy aminokwasu dopa-
miny (L-DOPA) oraz oksydacyjne przeksztatcenie
L-DOPA do dopachinonu (3). Powstajacy w reakcji
dopachinon wykazuje duza reaktywnoS¢ i moze spon-
tanicznie polimeryzowaé, tworzac melanine, warun-
kujaca zabarwienie skory i wlosow (4).

Tyrozynaza jako metaloenzym ma w obszarze apo-
enzymu dwa atomy miedzi, warunkujace jej funkcje
katalityczna. Kazdy z atoméw miedzi centrum ak-
tywnego tyrozynazy jest polaczony wigzaniem koor-
dynacyjnym z trzema resztami histydyny. W procesie
wytwarzania barwnika melaniny biora udziat trzy
roézne typy tyrozynazy: oksytyrozynaza, mettyrozynaza,
deoksytyrozynaza. Oksytyrozynaza i mettyrozynaza
maja w swojej czasteczce atomy miedzi Cu(Il), a de-
oksytyrozynaza w centrum aktywnym ma dwa atomy
miedzi Cu(]).

Enzym tyrozynaza jest szeroko rozpowszechniony
w przyrodzie — wystepuje u bakterii, grzybow, roslin
i zwierzat. Najlepiej opisane zostaly tyrozynazy po-
chodzace z bakterii Streptococcus glausescens oraz
z grzybOw Neurospora crassa 1 Agaricus bisporus (5, 6).
Obecnos¢ tyrozynazy stwierdzono réwniez u porostow
rzedu Pertigerales (7) oraz w poroscie Dermatophytum
minimatum, ktéry zawiera duza ilo§¢ pigmentu (8).
Tyrozynaza ma rowniez wplyw na powstawanie brazo-
wego zabarwienia owocow i warzyw, w wyniku reakcji
dopachinonu z aminokwasami i biatkami obecnymi
w tych produktach spozywczych. Ponadto ma znacze-
nie w przemysSle spozywczym — stosuje sie ja w celu
zapobiegania brazowieniu owocéw i warzyw (4).

W wiekszoSci badan dotyczacych procesu hamowa-
nia aktywnosci tyrozynazy wykorzystywano tyrozynaze
z grzybow, ze wzgledu na jej powszechna dostepnosé.
Enzym wyizolowany z pieczarki A. bisporus jest bardzo
zblizony budowa do tyrozynazy wystepujacej u ssakow,
co czyni go odpowiednim modelem do badania pro-
cesu melanogenezy (9).

Inhibitory tyrozynazy izolowane z grzybow

Wsrdd substancji depigmentujacych najliczniejsza
grupe i najszerzej stosowana w leczeniu stanowia
inhibitory tyrozynazy. Tyrozynaza kontroluje szyb-
ko$¢ tworzenia si¢ melaniny, dlatego wiele substancji
stosowanych w celu rozjasnienia skory dziata przez
modyfikacje jej aktywnosci. Hamowanie aktywnoSci
enzymu wywolane jest zablokowaniem jego centrum
aktywnego przez inhibitor, co uniemozliwia pota-
czenie sie z substratem reakcji. Skuteczne inhibitory
tyrozynazy, jak hydrochinon czy arbutyna, niestety nie
sa pozbawione dziatan niepozadanych. Uwaza sig, ze
hydrochinon moze mie¢ dziatanie cytotoksyczne na
komoérki melanocytéw oraz podejrzewany jest o po-
tencjalny mutagenny wplyw na komorki ssakow. Ze
wzgledu na swoje dziatania niepozadane, hydrochinon
zostal wycofany z kosmetycznego uzytku w Unii Euro-
pejskiej, aktualnie stosowany jest wylacznie z przepisu
lekarza (2, 10).

Grzyby tworza ogromne krélestwo organizmow
zywych, do ktérego zaliczane sa takze porosty (grzyby
zlichenizowane) — symbiotyczne organizmy zbudo-
wane z cudzozywnego grzyba i samozywnego glonu.
Grzyby i porosty wytwarzaja szereg zwiazkow o inte-
resujacych wiasciwosciach, takze substancji majacych
zdolno$¢ hamowania tyrozynazy.

Kwas kojowy (ryc. 1) jest najdoktadniej przebada-
nym inhibitorem omawianego enzymu. Odkryty zostat
przez Japonczykow w grzybie z gatunku Aspergillus
oryzae (kropidlak ryzowy) noszacym w Japonii nazwe
,ko0ji”, jako produkt uboczny procesu fermentacji
stodu ryzowego przy produkcji sake oraz sosu sojo-
wego (11). Ponadto kwas kojowy jest rOwniez meta-
bolitem grzybow z rodzaju Penicillium.

Kwas kojowy stosowany jest w kosmetykach jako
substancja wybielajaca skore oraz jako dodatek do
ZywnoSci, zapobiegajacy enzymatycznemu brazowie-
niu. W krajach azjatyckich kwas kojowy jest wykorzy-
stywany jako czynnik rozjasniajacy skore, nie tylko do
stosowania miejscowego, ale réwniez jako sktadnik
diety (12); do zmniejszania zmian hiperpigmentacyj-
nych uzywany jest w stezeniach 1-4%. Wykazano, ze
zwigzek ten w potaczeniu z innymi naturalnymi czyn-
nikami rozjasniajacymi skore dziata skutecznie;j.

Kwas kojowy wykorzystywany jest czesto jako sub-
stancja wzorcowa w poszukiwaniach nowych zwiazkow
o potencjalnych wtasciwosciach hamujacych aktyw-
nos¢ tyrozynazy. W stosunku do tyrozynazy wykazuje
on mieszany (kompetycyjny i niekompetycyjny) typ
inhibicji. Ponadto substancja wykazuje zdolno$¢ che-
latowania jonow metali, takich jak Cu?* i Fe**, oraz
zmiatania wolnych rodnikéw. Istnieja dane wskazujace
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na potencjalna mozliwoS¢ alergizujacego dziatania
kwasu kojowego, objawiajacego si¢ kontaktowym
zapaleniem skory. Jego zastosowanie w kosmetyce,
ze wzgledu na wywolywanie podraznief i niestabil-
nos$¢ w czasie przechowywania, jest wiec limitowane.
W zwiazku z tym podjeto proby syntezy pochod-
nych kwasu kojowego; pochodna aminokwasowa,
zawierajaca fenyloalaning w czasteczce (KA-F-NH,),
wykazywatla wyzsza zdolno§¢ hamowania aktywnoSci

tego enzymu, utrzymujaca si¢ przez trzy miesiace
w temperaturze 50°C (6, 10, 13).

Kwas azelainowy (ryc. 1) jest kolejnym przykta-
dem substancji wplywajacej hamujaco na aktywnos¢
tyrozynazy. Jest to naturalnie wystepujacy kwas di-
karboksylowy wytwarzany przez grzyby z gatunku
Pityrosporum ovale. Powstaje on w wyniku lipope-
roksydacji wolnych i zestryfikowanych nienasyconych
kwasow ttuszczowych (3). Kompetycyjnie blokuje
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Ryc. 1. Inhibitory tyrozynazy wystepujace w grzybach i porostach.
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tyrozynaze i dzieki tej wlaSciwoSci znalazl zastoso-
wanie w leczeniu przebarwiefi. Badania wykazaty,
ze kwas azelainowy w stezeniu 20% jest skuteczniej-
szy niz 2% hydrochinon w zmniejszaniu nat¢zenia
i rozmiaru przebarwiefi skory. W leczeniu zmian
hiperpigmentacyjnych kwas azelainowy stosuje si¢
w wysokich stezeniach (15-20%) w dtugotrwatych
terapiach (3-12 miesiecy) (14). Zwiazek ten wykazuje
rowniez dziatanie keratolityczne, przeciwzapalne oraz
przeciwbakteryjne, a kremy i Zele z tym skladnikiem
stosuje si¢ tez w takich chorobach dermatologicznych
jak tradzik pospolity i r6zowaty czy hiperpigmentacja
zwiazana z opryszczka wargowa. Kwas azelainowy
charakteryzuje si¢ dobrg tolerancja oraz relatywnie
selektywnym dzialaniem w miejscu zmienionym cho-
robowo (bardzo aktywne melanocyty) w stosunku do
zdrowych obszaréw skory. Opisywane w literaturze
dzialania niepozadane zwiazane sa z wystepowaniem
Swiadu, zaczerwienienia lub tuszczenia skory mijaja-
cymi po ok. 2-4 tygodniach stosowania (2, 14).

Zwiazek hamujacy dziatanie tyrozynazy wyizolowano
takze z wystepujacego w Japonii owocnika grzyba z ga-
tunku Phellinus linteus (rodzaj: czyren). Zwigzek ten zi-
dentyfikowano jako 3,4-dihydroksybenzaldehyd (ryc. 1).
Wykazuje on 7-8-krotnie wyzsza aktywnos$¢ hamowania
tyrozynazy w poréwnaniu z kwasem kojowym (IC, od-
powiednio 0,4 oraz 3,1 ug/ml). W tym samym badaniu
oceniono aktywno$¢ czterech innych zwiazkow wy-
izolowanych z tego gatunku grzyba. Niewielka aktyw-
no$¢ hamowania tyrozynazy zostata stwierdzona wobec
5-hydroksymetylo-2-furaldehydu (IC,, 90,8 ug/ml),
natomiast pozostale substancje nie wykazywaly dziata-
nia (IC,, > 500 ug/ml). Przyjmuje si¢, ze wyodrgbniony
metabolit benzaldehydowy najsilniej hamowat badany
enzym w poroéwnaniu z innymi dotad wyizolowanymi
naturalnymi zwiazkami (6, 15).

Udowodniono, ze dwa 11a-hydroksylowe stero-
idy: 17a-etynyl-11a,17p3-dihydroksyandrost-4-en-
-3-on i 17a-etyl-11a,17p-hydroksyandrost-4-en-3-
-on (ryc. 1), wyizolowane z grzyba Cunninghamella
elegant, posiadaja 2,9 i1 9,8 razy wyzsza zdolno$¢ ha-
mowania aktywnosci tyrozynazy w stosunku do kwasu
kojowego (IC,; odpowiednio 5,95, 1,72 1 16,92 uM,).
Lipofilne steroidy moga mie¢ w przysztosci duze zna-
czenie dla rozwoju preparatow stosowanych w leczeniu
zmian hiperpigmentacyjnych w zwiazku z latwiejsza
penetracja przez skore. Jednak brak testow komor-
kowych i klinicznych dla inhibitoréw pochodzenia
lipidowego powoduje ograniczenie ich zastosowania
w przemysle kosmetycznym (6, 16).

Grzyby z gatunku Agaricus bisporus (pieczarka
dwuzarodnikowa) sa bogate w agarytyne (ryc. 1), kto-
ra rOwniez odznacza si¢ wlasciwoSciami hamowania

procesu melanogenezy. Wykazano, ze hamowanie
aktywnos$ci mono- i difenolazowej tyrozynazy przez
agarytyne bylo niekompetycyjne w przypadku zasto-
sowania jako substratu L-DOPA lub kompetycyjne,
gdy jako substrat stosowano tyrozyne. Duza zawarto$¢
agarytyny w pieczarce dwuzarodnikowej moze suge-
rowaé jej udzial w regulacji aktywnosSci endogennej
tyrozynazy wystepujacej w tym gatunku grzyba (3).

Madhosingh i Sundberg (17) wyizolowali dwa in-
hibitory tyrozynazy z Agaricus hortensis. Zwiazek la
hamowat enzym w spos6b kompetycyjny, podczas gdy
zwiagzek Ib wykazywat niekompetycyjny typ inhibicji.

Metalotioneina otrzymana z Aspergillus niger (kro-
pidlak czarny) okazata si¢ kolejnym inhibitorem tyro-
zynazy. Mechanizm jej dziatania zwiazany byt z che-
latowaniem miedzi w centrum aktywnym tyrozynazy
grzybowej (18).

W eksperymencie przeprowadzonym przez Chien
iwsp. (19) oceniono zdolno$¢ hamowania aktywnosci
tyrozynazy przez ekstrakty etanolowe (75%, 50%)
i wodne otrzymane z nalezacych do Basidiomycetes
czterech gatunkéw grzybow: Ganoderma lucidum (ro-
dzaj: lakownica; lakownica I$nigca), Antrodia campho-
rata (rodzaj: jamkowka), Agaricus brasiliensis (rodzaj:
pieczarka) oraz Cordyceps militaris (rodzaj: maczuz-
nik; maczuznik bojowy). Najbardziej wartoSciowe
wyniki otrzymano dla wyciagu pozyskanego z grzyba
G. lucidum, ktéry w stezeniu 1 mg/ml hamowal ak-
tywnos¢ enzymu w 80% (IC,, 0,32 mg/ml), natomiast
w stezeniu 10-krotnie nizszym (0,1 mg/ml) inhibicja
utrzymywata sie¢ na poziomie 40%. Zdolno$¢ hamo-
wania aktywnoSci tyrozynazy w stezeniu 1 mg/ml
odnotowano takze w przypadku 75% etanolowego wy-
ciagu zA. camphorata. Wyciag ten hamowat omawiany
enzym na poziomie 50%. W tym samym stezeniu eks-
trakty etanolowe (50%) lub wodne z A. camphorata
oraz wszystkie typy wyciagéw z A. brasiliensis oraz
C. militaris hamowaly aktywno$¢ tyrozynazy tylko
w niewielkim stopniu (< 25%). Wlasciwos¢ regulo-
wania melanogenezy na drodze hamowania aktyw-
nosci tyrozynazy wykorzystywana jest w preparatach
kosmetycznych, zwlaszcza na rynku azjatyckim, na
ktérym znajduje sie wiele maseczek rozjasniajacych
przebarwienia i zawierajacych w swoim skladzie wy-
ciag z G. lucidum (19).

Inhibitory tyrozynazy izolowane z porostow

Jednym z pierwszych badan dotyczacych wplywu
porostow na tyrozynaze byt eksperyment przeprowa-
dzony przez Higuchi i wsp. (20). Dowiedli oni, Zze me-
tanolowe ekstrakty z hodowli tkankowych porostow:
Hypogymnia physodes, Letharia vulpina oraz Cetraria
Juniperina wykazywaly zdolno$¢ hamowania aktywno-
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Sci tyrozynazy. Badane wyciagi hamowaly aktywno§¢
tego enzymu odpowiednio w 47,0, 40,4 i 39,1%.
Natomiast ekstrakty metanolowe otrzymane z plech
porostéw rosnacych w stanie naturalnym miaty znacz-
nie stabsze dzialanie w stosunku do wspomnianego
enzymu, odpowiednio 5,0, 15,0 oraz 10,7%. Ponadto
mykobiont izolowany z hodowli H. physodes charak-
teryzowat si¢ znacznie wyzsza zdolno$cia hamowania
aktywnoS$ci enzymu w pordwnaniu z fotobiontem,
odpowiednio 55,3 i 22,4%.

W roku 2008 Verma i wsp. (21) wykonali ekspe-
ryment z uzyciem kultur tkankowych in vitro trzech
gatunkow porostow: Arthothelium awasthii, Heteroder-
mia podocarpa i Parmotrema tinctorum. Otrzymane
ekstrakty metanolowe byly testowane w roznych ste-
zeniach (2, 5, 10 oraz 20 pug/ml). Wartos¢ wskaznika
hamowania aktywnoSci tyrozynazy wahata sie dla A.
awasthii miedzy 4,62-67,2%, dla H. podocarpa od 1,2
do 57,8% oraz dla P, tinctorum w granicach 7,4-63,6%.
Zdolno$¢ hamowania aktywnoSci tyrozynazy przez
wykorzystywany jako wzorzec kwas kojowy wynosita
od 7,8 do 68,9%. Aktywnos¢ badanych wyciagéw byta
wiec poréwnywalna z zastosowanym standardem.
Badania wykazaly rowniez, ze zdolno§¢ hamowania
aktywnoSci tyrozynazy przez ekstrakty otrzymane
z hodowli in vitro byta zalezna od zastosowanej dawki
i czasu dziatania.

Potwierdzono réwniez dziatanie hamujace tyro-
zynaze dla ekstraktow metanolowych otrzymanych
z porostow Umbilicaria esculenta i Usnea longissima,
odpowiednio 67,8 i 84,8%. Dla poréwnania, kwas
askorbowy w stezeniu 0,1 mg/ml hamowat tyrozynaze
w 73,4%. Taki rezultat w stosunku do witaminy C,
ktéra jest powszechnie stosowana jako zwiazek roz-
jasniajacy skore, wydaje si¢ by¢ obiecujacy (22).

W badaniu wykonanym przez Paudel i wsp. (23)
z metanolowo-wodnego ekstraktu uzyskanego z ro-
snacego na Antarktydzie porostu Ramalina terebrata
wyodrebniono ramaling (ryc. 1). Zwiazek ten wykazy-
wal 1,25-raza wieksza zdolno$§¢ hamowania aktywnosci
tyrozynazy (IC, 4 ug/ml) w poréwnaniu z kwasem ko-
jowym (IC 5 ug/ml), uznanym jako inhibitor enzymu.
Eksperyment udowodnit takze brak cytotoksycznosci
w stosunku do ludzkich keratynocytéw i fibroblastéw,
a takze bardzo wysoki potencjat przeciwutleniajacy
zwigzku. Majac na uwadze wszystkie uzyskane re-
zultaty badan, ramalina ma szanse by¢ wykorzystana
jako zwiazek redukujacy przebarwienia i hamujacy
stres antyoksydacyjny w komorkach.

Inne badania wskazuja na mozliwo$¢ hamowania
aktywnosSci tyrozynazy przez pochodne rezorcynolu
wystepujace w gatunkach porostéw z rodzaju Proto-
usnea (24).

Podsumowanie

Grzyby i porosty sg Zrodlem zwigzkéw o szerokim
dziataniu biologicznym. Badania wykazaly, ze zdolnos¢
hamowania aktywnoSci enzymu tyrozynazy, zarowno
czystych metabolitdw, jak i wyciggdw roslinnych, jest
istotna i nierzadko wyzsza od stosowanych powszech-
nie w medycynie i kosmetyce substancji wybielajacych.
Jednak obecnie tylko nieliczne substancje pochodzace
z grzybéw lub lichenizowanych grzybéw majaq zasto-
sowanie w walce z przebarwieniami skory. W swietle
tego waznym wydaje si¢ kontynuowanie badan nad
skutecznos$cia i bezpieczefistwem stosowania eks-
traktéw i zwiazkéw pochodzenia naturalnego, w tym
z grzybow i porostow, ktorych potencjal nie jest obec-
nie w petni wykorzystany.
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