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ABSTRACT

The publication reviews the results on the tyrosinase inhibition capacity
of a short peptide and peptide conjugates with known low molecular weight
inhibitors of this enzyme. Tyrosinase is a widespread copper-dependent enzyme
capable of catalyzing two reaction pathways for oxidizing monophenols to
o-diphenols and o-diphenols to o-quinones. Despite the wide distribution in nature,
the peptide chain that builds the catalytic cavity is relatively highly conserved for
all organisms. As the research results collected in the work show, the creation
of short peptide conjugates with known tyrosinase inhibitors, such as kojic acid,
significantly reduces the toxicity of the inhibitor and improves its stability.

Keywords: tyrosinase, peptides, peptidomimetics, tyrosinase inhibitors,
cosmeceuticals

Stowa kluczowe: tyrozynaza, peptydy, peptydomimetyki, inhibitory tyrozynazy,
kosmeceutyki
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mTYR
hTYR

DOPA

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— Tyrozynaza grzybowa, ang. mushroom tyrosinase
— Tyrozynaza ludzka, ang. human tyrosinase

— Kwas kojowy, ang. kojic acid

— 3,4-dihydroksyfenyloalanina
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WPROWADZENIE

Melaniny (Rysunek 1) to naturalne pigmenty o polimerycznej strukturze,
odpowiedzialne za karnacje skory. Sa jednymi z najbardziej rozpowszechnionych
barwnikow w naturze. Melaniny obecne sa u bakterii, grzybow i roslin. U zwierzat
melaniny sa produktem utlenienia i polimeryzacji -tyrozyny podczas procesu zwanego
melanogenezg. Zachodzi on w melanocytach, komodrkach obecnych w warstwie
podstawnej naskorka. Ilos¢ i rodzaj pigmentu wytwarzanego w melanocytach, a takze
jego dystrybucja w keratynocytach, determinuje kolor ludzkiej skory i wlosow. Proces
syntezy melanin jest bardzo ztozony, a jego opis mozna znalez¢ w literaturze.['?!

Rysunek 1. Struktura melaniny
Figure 1. Structure of melanine

Po raz pierwszy melanogeneza indukowana przez enzym tyrozynaz¢ byta
przedstawiona w roku 1927 przez Rapera, w pionierskiej publikacji dotyczacej roli tego
enzymu w opisywanym procesie.®] W roku 1988 Prota zaproponowat schemat
melanogenezy, w ktorym otrzymywane sg dwa typy melanin — eumelaniny
i feomelaniny.¥! Eumelanina to polimer o czarno-brazowej barwie, zbudowany gtéwnie
z meréow dihydroksyindolu. Otrzymywana jest w procesie utlenienia tyrozyny lub
3,4-dihydroksyfenyloalaniny (DOPA) do dopachinonu, katalizowanym przez
tyrozynaze. Feomelanina to czerwono-zolty pigment otrzymywany w procesie addycji
cysteiny do dopachinonu, bez udziatu enzymow. Gtéwna roéznica migdzy tymi dwoma
typami melaniny sa fotoochronne wtlasciwosci eumelaniny 1 fototoksycznose
feomelaniny.[1 W zwigzku z tym, feomelanina jest w duzej mierze odpowiedzialna za
fotostarzenie si¢ skory spowodowane nadmiernym oddzialywaniem promieni UV.
Niedobdr eumelaniny powoduje podwyzszong wrazliwo$¢ na stonce i powstawanie
przebarwien skoérnych.

Tyrozynaza odgrywa znaczacg role w procesie melanogenezy i bez watpienia jest
niezbednym czynnikiem w powstawaniu melanin. Spowodowato to zwigkszone
zainteresowanie nowymi inhibitorami tyrozynazy, glownie do celéw leczniczych
i kosmetycznych.

1. TYROZYNAZA

Tyrozynaza (EC 1.14.18.1) produkowana przez melanocyty znajduje si¢
w melanosomach. Ten metaloenzym zaliczany jest do oksydoreduktaz, posiada centrum
aktywne skladajace si¢ z czasteczki tlenu (Oz) i dwoch atomow miedzi — Cu(A)
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i Cu(B).” Tyrozynaza zaangazowana jest w dwie reakcje katalityczne: utlenienie
monofenoli do o-difenoli (aktywno$¢ monofenolazowa) oraz utlenienie o- difenoli do o-
chinonéw (aktywno$¢ difenolazowa). Oba te procesy sa skutkiem wigzania atomow
tlenu do atomoéw miedzi w centrum aktywnym enzymu.

Tyrozynaza jest szeroko rozpowszechniona w naturze, pomig¢dzy organizmami
moze rdzni¢ si¢ struktura, rozmiarem, Sciezka glikozylacji, sposobami aktywacji badz
dystrybucja miedzy tkankami. Nie istnieje uniwersalna struktura tyrozynazy obecna we
wszystkich organizmach, ale kazda z nich posiada trzy domeny: N-koncowa, C-
koficows i centralng.’! Domena centralna jest zachowana we wszystkich typach
tyrozynazy i zawiera dwa miejsca wiazace. Trzy reszty histydyny sa zaangazowane
w koordynacje kazdego z dwoch atoméw miedzi.l® Trojwymiarowa struktura miejsca
aktywnego zostala przedstawiona na Rysunku 2 na podstawie publikacji Zou i in.l']

His263

Rysunek 2. Centrum aktywne tyrozynazy. Jony miedzi zostaly oznaczone kolorem bragzowym, atom tlenu -
czerwonym!!%

Figure 2. Active center of tyrosinase. Copper ions showed as brown spheres; oxygen atom showed as
a red spheres!!?

Tyrozynaza grzybowa z Agaricus bisporus (mTYR) jest najczesciej uzywanym
rodzajem tyrozynazy podczas badan nad nowymi inhibitorami tego enzymu. Nalezy
jednak podkresli¢, ze réznice strukturalne migdzy mTYR a ludzka tyrozynaza (hTYR)
powoduja rézng specyficzno$¢ substratowa, i tylko cze$¢ z dotychczas opisanych
inhibitorow znalazto zastosowania kliniczne.''! Spowodowane jest to faktem, ze
badania wstgpne zazwyczaj opieraja si¢ na inhibicji mTYR, a trudno$ci z otrzymaniem
wystarczajagcych ilosci hTYR nie pozwalaja na przeprowadzenie pelnych
eksperymentdéw z wykorzystaniem ludzkiego enzymu. Z tego samego powodu badania
strukturalne i pelna charakterystyka struktury ludzkiej tyrozynazy wciaz jest
utrudniona.l'?l R6znice miedzy mTYR a hTYR sg wcigz badane.['*! Jednym z rozwigzan
tego problemu moze by¢ wykorzystanie lizatow komoérkowych do badan inhibicji
tyrozynazy, a nastgpnie takich samych komorek do badania inhibicji melanogenezy.



PEPTYDY I PEPTYDOMIMETYKI JAKO INHIBITORY TYROZYNAZY 417

Nalezy réwniez wspomnieé, ze na przebarwienia skorne oprocz procesow
biologicznych maja wpltyw rdézne czynniki zewngtrzne — nadmierna ekspozycja na
stonce, wczesniejsze uszkodzenia skory, stany zapalne, palenie tytoniu, choroby
nowotworowe 1 stres oksydacyjny. Niekontrolowany proces melanogenezy moze
prowadzi¢ do nowotworu skory, czerniaka. Warto wigc pamigtaé o stosowaniu
kosmetykéw z filtrem na co dzien. Problemy z przebarwieniami na skérze moga by¢
zmniejszone przez stosowanie kosmetykéw i kosmeceutykow o wlasciwosciach
wybielajacych. Sktadniki aktywne w takich specyfikach to czesto kwas kojowy (KA)
czy witamina C. W ostatnim czasie rowniez peptydy i ich modyfikacje znalazty swoje
zastosowanie jako inhibitory tyrozynazy. Przyklady takich zwigzkéw zostang
omoéwione w dalszej czesci artykulu. Wsréd produktow kosmeceutycznych
oferowanych przez wiodacych $wiatowych producentéw znalez¢ mozna formulacje
zawierajace kwas kojowy i arbutyng, zarowno t¢ izolowang ze zrddet naturalnych
(takich jak macznica lekarska czy boréwka brusznica), jak 1 otrzymywane
glikozydowane pochodne tego zwigzku.

2. KWAS KOJOWY

Kwas kojowy (KA, Rysunek 3) naturalny zwigzek bedacy pochodna 4-pironu,
odkryty w latach 80-tych ubieglego wieku, produkowany jest przez liczne szczepy
grzybow. Obecnie komercyjnie uzyskuje si¢ go miedzy innymi z grzyboéw gatunku
Asperegillus, gdzie syntezowany jest na drodze enzymatycznej dehydratacji glukozy.!'*!
Znany jest antybakteryjnych wlasciwosci, ktérych zebrany opis mozna odnalezé
w pracy Zilles i in.'>] Ponadto znaczaco poprawia cytotoksyczno$é wzgledem koméorek
nowotworowych takich zwigzkow jak kwercytyna.!'%

Kwas kojowy jest szeroko stosowany jako inhibitor tyrozynazy, charakteryzuje si¢
on stosunkowo wysokg wartoscig ICsp (20 pM), natomiast jego bezpieczne st¢zenie
w aplikacjach skornych nie powinno przekracza¢ 1%.!'") Przezywalno$¢ komorek
w obecnosci 1, 10 i 100 ppm KA zostata okre$lona odpowiednio na 91.75, 92.36
i 86.92%.0'% Innym problemem zwigzanym z kwasem kojowym jest jego stabilno$é
i niska trwalos¢ w gotowych preparatach. W zwiazku z powyzszym konieczne jest
poszukiwanie nowych zwiazkow chemicznych o podobnych wlasciwosciach
wybielajacych, a jednocze$nie wywotujgcych mniej skutkéw ubocznych niz KA.['7!
Jego koniugaty z aminokwasami i peptydami sg dobrym przyktadem rozwigzania tego
problemu.
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Rysunek 3. Struktura kwasu kojowego
Figure 3. Structure of kojic acid

3. PEPTYDY I ICH KONIUGATY JAKO ZNANE INHIBITORY
TYROZYNAZY

3.1. KONIUGATY AMINOKWASOWE I PEPTYDOWE Z KWASEM KOJOWYM

W roku 2009 Noh i in. przebadali wplyw sprzezenia kwasu kojowego
z aminokwasami na inhibicje tyrozynazy.['! 20 koniugatéw o ogdlnej strukturze KA-aa-
NH, zostalo zsyntezowanych i przetestowanych. Okazato si¢, ze wigkszo$¢ z nich
cechowala si¢ wigksza inhibicja mTYR niz sam KA. Co wazne, aminokwasy
aromatyczne takie jak Phe, Trp, Tyr i His sprz¢zone z KA wykazaty inhibicje mTYR na
poziomie 90% w stezeniu 20 uM. Najaktywniejszy zwigzek, KA-fenyloalanina,
wykazat warto§¢ ICso rowng 14.7 uM. Dodatkowo, zostala porownana stabilno§¢ KA-
Phe-NH; wzgledem KA. Wiasciwosci anty mTYR spadty z 18% na 8% w ciagu 3 dni
dla KA, podczas gdy pochodna z Phe utrzymata swoje wlasciwosci nawet do trzech
miesi¢cy po przechowywaniu jako roztwoér wodny (20 pM) w 50°C.

Kwas kojowy w formie koniugatu z peptydami byt opisany w literaturze glownie
z uwagi na proby obnizenia wspomnianej cytotoksycznosci tego zwigzku. 22 koniugaty
KA-tripeptyd w formie amidowej zostaly zsyntezowane na drodze syntezy w fazie
stalej.l?! Te same zwigzki w formie kwasowej daly takie same rezultaty pod wzgledem
inhibicji, i w kazdym przypadku lepsze niz sam kwas kojowy. Koniugaty KA
z tripeptydami byty stabilne w testowanych warunkach i utrzymaty wlasciwosci
inhibicyjne w trakcie przechowywania. Najlepsze rezultaty zar6wno pod wzglgdem
stabilnosci jak i aktywnosci otrzymano dla koniugatu KA-FWY.

W tym samym czasie zostaly opublikowane inne wyniki gdzie KA-FWY okazat
si¢ by¢ najlepszym z testowanych koniugatow KA, dajac 100-krotnie lepsza aktywno$¢
wobec mTYR niz KA (Tabela 1).®1 Dodatkowo zostaly przebadane stabilno$¢
i cytotoksyczno$¢ tych zwigzkdéw. Jak poprzednio, KA tripeptydy byly zwigzkami
stabilnymi przez ponad 15 dni, a kwas kojowy utracil znaczaco swoje wlasciwosci juz
po jednym dniu. Bardzo istotnym rezultatem zastosowania koniugatow kwasu kojowego
z peptydami jest fakt, ze w stezeniu az do 100 ppm zwigzki te nie dawaty zadnych
zmian w przezywalnosci komorek.
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Tabela 1.  Koniugaty tripeptydéw z kwasem kojowym jako inhibitory mTYR. Wyniki z prac Kim i in.'®!
oraz Noh i in.*"!

Table 1. Tripeptide-kojic acid conjugates as the inhibitors of mTyr. Results from publications Kim
etal." And Noh et al.l*”!

Zwiazek IC50 (uM)

KA 22.94

KA-Phe-Trp-Tyr 0.24

KA-Phe-Phe-Tyr 0.33

KA-Phe-Tyr-Tyr 0.39

KA-Trp-Trp-Tyr 0.78

KA-Phe-Trp-Asp 2.13

KA-Phe-Trp-lle 2.18

KA-Phe-Trp-Phe 4.48

KA-Phe-Trp-Trp 6.17

Kolejnymi wynikami potwierdzajacymi znaczenie peptydéw w inhibicji tyrozynazy jest
ich przyklad sprzezenia z mimozyna, znanym inhibitorem tego enzymu.?!! Rowniez
w tym przypadku koniugaty mimozyna-FFY, -FYY czy -FWY daly najlepsze rezultaty
wsrod testowanych zwigzkow (ICso w uM, odpowiednio: 5.6, 6.1, 7.4).

3.2. PEPTYDY

Lancuchy peptydowe bez modyfikacji rowniez okazaty sie by¢ dobrymi inhibitorami
tyrozynazy. Mimo, ze wyniki aktywnos$ci samych peptydow nie zawsze byty
satysfakcjonujace, szerokie badania w tym temacie pozwolily dostrzec pewne
zalezno$ci uzyteczne podczas projektowania nowych inhibitorow. Z badan
przedstawionych w poprzednim podrozdziale wywnioskowa¢ mozna, ze preferowane
reszty aminokwasowe powinny mie¢ wlasciwosci aromatyczne i hydrofobowe (Phe,
Trp, Tyr), a tyrozyna powinna znajdowac si¢ na C-koncu lancucha peptydowego.

Jednym z pierwszych doniesien dotyczacych peptydéw jako inhibitoréw tyrozynazy
sa publikacje z lat 90., gdzie byly opisane peptydy cykliczne z bakterii Lactobacillus
helveticus oraz korzeni Pseudostellaria heterophylla.”>?31 Wartoéci inhibicji tych
zwigzkéw byly jednak bardzo wysokie i w dzisiejszych czasach nie moga by¢
zwigzkami referencyjnymi.

Z uwagi na obecno$¢ atomoéw miedzi w centrum aktywnym tyrozynazy, wiele badan
skupilo si¢ na roli reszty cysteiny w dhuzszych sekwencjach peptydowych.? Nie mniej
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jednak, obecno$¢ C-koncowej Tyr byla niezbedna dla aktywnos$ci uzyskanych
zwigzkéw. Kolejne badania nad dipeptydami Cys-aminokwas i aminokwas-Cys
wykazaly, ze reszta cysteiny na N-koncu sekwencji okazata si¢ by¢ kluczowa,
a potwierdzajg to wyniki zebrane w Tabeli 2.1251 Analog Cys-Cys wykazal warto$¢ 1Csg
réwna 3.2 uM.

Tabela2.  Peptydy zawierajace reszte Cys jako inhibitory mTYR.?!

Table 2. Cys-containing peptides as mTYR inhibitors!>>)

_ DIPEPTYD
ICso (uM) (ODWROCONA SEKWENCIJA)  ICso (uM)
(H-aa,-aa;-OH)

DIPEPTYD
(H-aal-aa2-OH)

Cys-Glu 2.0 Glu-Cys 140.1
Cys-Phe 2.7 Phe-Cys 7.9
Cys-Tyr 3.1 Tyr-Cys 131.6
Cys-Gln 35 GlIn-Cys 59
Cys-lle 4.0 Ile-Cys 4.5
Cys-Ser 4.5 Ser-Cys 28.3
Cys-Met 49 Met-Cys 10.7
Cys-Trp 54 Trp-Cys 47.3
Cys-Gly 59 Gly-Cys 24.6
Cys-Lys 59 Lys-Cys 39.9
Cys-Leu 8.0 Leu-Cys 14.5
Cys-Arg 8.0 Arg-Cys 323
Cys-Val 8.2 Val-Cys 8.3
Cys-Thr 8.2 Thr-Cys 44.0
Cys-Ala 9.6 Ala-Cys 62.2
Cys-His 10.7 His-Cys 20.0
Cys-Asp 14.1 Asp-Cys 56.1
Cys-Asn 22.6 Asn-Cys 53
Cys-Pro 55.8 Pro-Cys 20.3

Innym przyktadem sekwencji zawierajacej reszte¢ cysteiny jest niedawno opisany
pentapeptyd EF-5: ECGYF.*! Zwigzek ten miat zdolno$¢ do wychwytu wolnych
rodnikow i inhibicji tyrozynazy (ICso: 460 uM). Dokowanie molekularne wykazato, ze
wigzanie peptydu EF-5 do tyrozynazy stabilizowane jest gtéwnie przez oddziatywania
wodorowe i hydrofobowe. Co wazne, po raz kolejny peptyd okazat si¢ by¢ nietoksyczny
dla komorek.

Jedenascie r6znych tripeptydow zostalo przebadanych jako inhibitory tyrozynazy na
potrzeby publikacji Hsiao i in., a wéroéd nich sekwencja z reszta cysteiny wykazata
najwiekszg aktywno$¢ (Tabela 3).2*! Poréownujac wyniki dla peptydu FFY
z przedstawionymi wczesniej danymi (KA-FFY) mozna wywnioskowa¢, ze koniugacja
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peptydow z kwasem kojowym jest dobrym rozwigzaniem (ICso 241.1 uM dla peptydu
versus 0.33 uM dla koniugatu).

Tabela3.  Tripeptydy przebadane jako inhibitory tyrozynazy pracy Hsiao i wspotautorow!?*

Table 3 Tripeptides tested as tyrosinase inhibitors by Hsiao et al.
(H-aaII-)aef:-):;-OH) 1C30 (kM)

Arg-Cys-Tyr 6.16
Cys-Arg-Tyr 127.5
Phe-Phe-Tyr 241.1
Arg-Trp-Tyr 397.8
Lys-Phe-Tyr 564.9
Lys-Asn-Tyr 719.3
Asn-Phe-Tyr 761.2
Lys-Asp-Tyr 800.5
Lys-Val-Tyr 841.9
Val-Phe-Tyr 1143.0
Lys-Lys-Tyr 1512.4

Peptydy do zastosowan w kosmeceutyce posiadajgce wiasciwosci anty-mTYR moga
by¢ otrzymane rowniez poprzez modyfikacje dotychczas poznanych sekwencji.
Przyktadem jest dodanie p-tyrozyny na koncu peptydéw o znanych wiasciwosciach, np.
GHK i GEKG.?” Otrzymuje si¢ w ten sposéb bifunkcyjne sekwencje, obnizajace
synteze melanin w komorkach i wykazujace wlasciwosci przeciwzapalne.?8! Zostalo
udowodnione, ze p-tyrozyna (w przeciwienstwie do r-tyrozyny) obniza ilo$¢ melanin

w melanocytach.?!

4. PODSUMOWANIE

Peptydy i peptydomimetyki oraz koniugaty peptydowe maja szerokie zastosowanie
w przemysle kosmeceutycznym. 2723031 Same w sobie moga wykazywaé bioaktywno$é
badz podwyzsza¢ stabilno$¢ i/lub efektywnos¢ skoniugowanej czasteczki o juz
udowodnionym dziataniu. W przypadku koniugatow, peptydy obnizaja cytotoksycznosé
czasteczki sprzgzonej z tancuchem peptydowym.

Podsumowujac, podczas projektowania nowych inhibitorow tyrozynazy opartych na
sekwencji peptydowej, nalezy mie¢ na uwadze niniejsze wskazowki:

a. Sekwencja peptydowa powinna by¢ raczej krotka — od dwoch do pigeiu reszt
aminokwasowych,

b. Reszta tyrozyny powinna by¢ zlokalizowana na C-koncu tancucha,

c. Nie ma réznicy w aktywnosci peptydow z amidowym i kwasowym C-koncem,
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d. Sekwencje zawierajace reszty cysteiny i aminokwasoéw aromatycznych, z uwagi na

zdolnosci chelatujace cysteiny i formowanie oddziatywan hydrofobowych przez
fenyloalaning, tyrozyng¢ i tryptofan, wykazuja najwigksze wartosci inhibicji
tyrozynazy,

Peptydy bez modyfikacji strukturalnych zazwyczaj okazywaty si¢ by¢ inhibitorami
o umiarkowanej aktywnosci, z warto$cig ICso okolo 100 puM. Wiele prob
koniugacji takich peptydow z dotychczas poznanymi, niskoczasteczkowymi
inhibitorami tyrozynazy przyniosto korzystny efekt.

Biorac pod uwage powyzsze informacje, projektowanie i synteza nowych

inhibitoréw tyrozynazy powinny skupia¢ si¢ na potaczeniu krotkich sekwencji
peptydowych z nowymi badz dotychczas poznanymi skutecznymi inhibitorami tego
enzymu.
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