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Streszczenie

Zmarszczki na skorze sg spowodowane zmianami degeneracyjnymi biatek macierzy pozakomérkowej oraz nagro-
madzeniem sie reaktywnych form tlenu w komérkach. Zwiekszanie syntezy nowych biatek w skérze moze popra-
wi¢ wyglad zmarszczek. Za synteze nowego kolagenu czy innych biatek w obrebie tkanki skérnej sa odpowiedzial-
ne przede wszystkim fibroblasty. Istnieje wiele produktéw o dziataniu tzw. przeciwzmarszczkowym, np. tretinoina
czy retinol, ktére wygtadzaja zmarszczki przez zwiekszenie produkcji kolagenu, ale z powodu wtasciwosci
draznigcych ich zastosowanie jest ograniczone. Ostatnio duzo uwagi poswieca sie peptydom i ich kompleksom
z miedzia, ktére w przeciwienstwie do tretinoiny sa dobrze tolerowane. Peptydy te po raz pierwszy zostaty opisane
jako komorkowe czynniki wzrostu. Oméwiono ich role w procesach gojenia sie ran i reperacji tkanek. Peptydy, takie
jak Gly-His-Lys (GHK), moga stuzy¢ jako nosnik i stabilizator jondw miedzi. Jako kosmeceutyki moga wptywac na
jedrnosc skoéry, wygtadza¢ zmarszczki i hamowac hiperpigmentacje. Zwiazki te biora udziat w syntezie kolagenu
i elastyny, hamuja aktywnos¢ metaloproteinaz macierzy pozakomérkowej oraz zmniejszaja aktywnos¢ kolagenazy.
Miedz jest kofaktorem enzymu dysmutazy ponadtlenkowej SOD, dlatego wykazuje wtasciwosci antyoksydacyjne.
Gtéwnym celem niniejszych badan byta ocena wptywu wybranych peptydéw Gly-Gly-His, Gly-His-Lys oraz ich kom-
plekséw z miedzig, a takze produktu fermentacji biatek drozdzy Saccharomyces cerevisiae, hodowanych na pozywce
wzbogaconej o miedz Oligolides Copper (Creations Couleurs®), na aktywnosé enzymow antyoksydacyjnych oraz
proliferacje fibroblastéw skoéry linii NHDE Wyniki badan dowiodty, Ze za proces proliferacji byta odpowiedzialna frak-
cja peptydowa. Jony miedzi 2-krotnie zwiekszaty aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej. Zdolnosci kompleksujace
badanych peptydéw (in vitro) moga by¢ odpowiedzialne za zmniejszenie dostepnosci wolnej frakcji jondw miedzi.

Stowa kluczowe: proliferacja fibroblastéw skory, enzymy antyoksydacyjne, dysmutaza ponadtlenkowa, peroksyda-
za glutationowa, reduktaza glutationowa, glicylohistydylolizyna, glicyloglicylohistydyna, kompleksy peptydéw z mie-
dzig, kosmetyki przeciwzmarszczkowe.

Abstract

Wrinkles in the skin are caused by degenerative changes in the proteins of the dermal extracellular matrix and by
generation of reactive oxygen particles in skin cells. Stimulation of neosynthesis of these proteins in the dermis
may result in improvement of wrinkles. Fibroblasts are responsible for new collagen and other protein synthesis in
the dermis. There are many anti-wrinkle products, for example tretinoin or retinol, which improves fine wrinkles by
increasing collagen production, but these compounds have irritating properties. Recently much attention has been
focussed on the peptides and copper peptide complexes, which have good skin tolerance. These peptides were first
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described as cell growth factors but recent data suggested a physiological role related to the process of wound
healing and tissue repair. Peptides such as Gly-His-Lys (GHK) may be used to stabilize and deliver copper into cells.
As cosmeceuticals, copper peptides could improve skin firmness, fine wrinkles, and hyperpigmentation. They par-
ticipate in collagen and elastin formation, downregulate matrix metalloproteinases, and reduce the activity of col-
lagenase. Copper is a required cofactor for the enzyme superoxide dismutase (SOD), so it has antioxidant proper-
ties. The aim of the study was to evaluate the influence of selected peptides Gly-Gly-His, Gly-His-Lys and their copper
complexes and water and Saccharomyces/copper ferment (Oligolides Copper®) on antioxidant enzyme activities
and on proliferation of dermal fibroblast (NHDF) cell lines. The peptide fraction was responsible for increased fibro-
blast proliferation. Copper ions increase SOD activity twofold. Complexing properties of the peptides (in vitro) could
be responsible for decreasing the available free copper ions fraction.

Key words: fibroblast skin proliferation, antioxidant enzymes, superoxide dismutase, glutathione peroxidase, glu-
tathione reductase, glycyl-histidyl-lysine, glycyl-glycyl-histidine, copper-peptide complexes, anti-wrinkle cosmetics.

Wprowadzenie

Istnieje wiele zabiegdw, ktdre stosuje sie w celu zaha-
mowania starzenia sie skory. Jedna z najbardziej popu-
larnych i nieinwazyjnych metod jest miejscowe stosowa-
nie kosmetykéw. Kosmetyki, ktére maja za zadanie
hamowac efekt starzenia sie skory, zwane sg popularnie
anti-aging lub anti-wrinkle cosmetics. Zawierajg one wie-
le zwigzkdw zaréwno pochodzenia roslinnego (np. fito-
estrogeny, resweratrol, piknogenol, ekstrakty z mitorzebu
japonskiego, wakroty azjatyckiej), jak i chemicznego (reti-
noidy, palmitynian askorbylu, octan tokoferylu). Kazda
z metod ma wady i ograniczenia. Kwas retinowy wolno
remodeluje tkanke skoérng, ale kosztem przewlektego pod-
raznienia i zaczerwienienia. Melatonina czy witamina C
zwiekszajg synteze kolagenu. Zwiekszona ilos¢ kolagenu
w obrebie skéry nie jest jednak wystarczajaca. Na pew-
nym etapie przebudowy skéry potrzebna jest aktywacja
angiogenezy, zwiekszona synteza elastyny, proteoglika-
now i glikozaminoglikanéw [1, 2]. Nawet kontrolowane
procesy uszkodzenia skory, takie jak peeling, dermabra-
zja czy techniki laserowe, sa skuteczne tylko wtedy, gdy
tkanka skérna jest w stanie prawidtowo zregenerowac sie
po zakonczonej terapii.

Wciaz poszukuje sie nowych zwigzkdw, ktére mogtyby
wptywac na przebudowe skory i jednoczesnie zwiekszaé
jej zdolnos¢ do regeneracji. Ostatnio duzo uwagi poswie-
ca sie biologicznie aktywnym peptydom, a szczegélnie ich
potaczeniom z jonami miedzi (Cu?*) CPs (copper peptides)
[3]. Niskoczgsteczkowe peptydy, w zaleznosci od petnio-
nych funkcji, mozna podzieli¢ na trzy podstawowe grupy:
peptydy sygnatowe (heksapeptyd Val-Gly-Val-Ala-Pro-Gly,
lipidopentapeptyd Palmitoilo-Lys-Thr-Thr-Lys-Ser SYN®-
COLL), peptydowe inhibitory neurotransmiterow (toksy-
na botulinowa, Argirelina®, acetyloglutamyloheksapep-
tyd-1, Leuphasyl®, SYN-AKE®) oraz peptydy transportujgce
[1, 4, 5]. Peptydy transportujace ze wzgledu na budowe
strukturalng i przestrzenng sg zdolne do wiazania innych
substancji, zwiekszajac ich rozpuszczalnosé, trwatose czy
biodostepnosé. Najczesciej sg to di-, tri- i tetrapeptydy
dobrze rozpuszczalne w wodzie (np. Gly-His-Lys, Gly-His-
Lys-His, Gly-Gly-His, Gly-Gly-Gly, Ala-Gly-His). Peptydy
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transportujg gtownie jony metali (Zn?*, Cu?*, Ni2*, Mn2+).
Do najbardziej znanych peptydéw transportujacych jony
Cu?* nalezy tripeptyd Gly-His-Lys (GHK) oraz Gly-Gly-His
(GGH) [6]. Kompleks GHK-Cu w stezeniach, rzedu 10710 M,
stymuluje aktywnos¢ fibroblastéw, przyspiesza biosynte-
ze kolagenu, elastyny, glikozoaminoglikandw, siarczanu
chondroityny i siarczanu dermatanu. Zwieksza aktyw-
nos¢ metaloproteinaz macierzy pozakomarkowej, takich
jak MMP-2 i MMP-9, oraz tkankowych inhibitorow meta-
loproteinaz TIMP-1i TIMP-2 [7]. Wptyw GHK-Cu na prze-
budowe macierzy pozakomaérkowej oraz procesy angio-
genezy, szczegblnie w obrebie tkanki skérnej, wykorzy-
stano w leczeniu trudno gojacych sie ran u zwierzat [8].
Efektem zwigzania jonéw Cu?* przez GHK jest zahamo-
wanie proceséw autooksydacyjnych. Dotyczy to zaréwno
miedziozaleznego utleniania niskoczasteczkowych lipo-
protein LDL [9], jak i hamowania proceséw oksydacyjnych,
np. peroksydadji lipidéw w uszkodzonych tkankach, kata-
lizowanych przez dwuwartosciowe jony zelaza (Fe?*) [10].
W obrebie cytoplazmy lub mitochondrium Cu?* ulegaja
redukcji do Cu*. W normalnych warunkach w komérce
wolne, tj. niezwiazane, jony Cu* nie wystepuja, poniewaz
sg szybko wychwytywane przez zredukowang forme glu-
tationu GSH i w takiej formie przekazywane do metalo-
tioneiny. Pojawienie sie wolnych Cu?* moze prowadzi¢ do
stresu oksydacyjnego. Jony Cu* — podobnie jak Fe?* —
w reakgji Fentona moga ulec procesowi utleniania. Miedz?
wchodzi jednak w sktad wielu metaloenzymow, bierze
udziat w biosyntezie kolagenu, elastyny i glikozoamino-
glikandw, w procesie gojenia sie ran, wchtanianiu i trans-
porcie zelaza, metabolizmie kwasoéw ttuszczowych, syn-
tezie RNA oraz melanogenezie [11, 12].

Cel

Celem pracy byta ocena wptywu tripeptydéw GGH
i GHK oraz ich komplekséw z miedzig na proces prolife-
racji i aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych, tj. dys-
mutazy ponadtlenkowej, peroksydazy i reduktazy gluta-
tionowej, w ludzkich prawidtowych fibroblastach skéry.

Postepy Dermatologii i Alergologii XXVII; 2010/1



Wptyw wybranych peptydéw i ich komplekséw z miedzig na aktywnos$¢ enzyméw antyoksydacyjnych
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Materiat i metody

Materiat uzyty do bada# oraz stosowane odczynniki

Materiatem uzytym do badan byty prawidtowe ludz-
kie fibroblasty skory linii NHDF (Normal Human Dermal
Fibroblast). Hodowle prowadzono w inkubatorze firmy
Nuaire (model NU480E), w temperaturze 37°C, w atmo-
sferze sktadajacej sie w 95% z powietrza i 5% z dwutlen-
ku wegla, przy wilgotnosci wynoszacej 95%. Komarki
hodowano w naczyniach polistyrenowych o powierzchni
25 cm? (Nunc EasY Flask) zaopatrzonych w filtry bakte-
riologiczne. Komoérki pasazowano co 10 dni z zastosowa-
niem roztworu zawierajacego 0,25% trypsyny z dodat-
kiem 1 mM EDTA « 4 Na (Life Technologies). Fibroblasty
hodowano w zbuforowanym medium hodowlanym (MEM,
Sigma) zawierajacym 10% bydlecej surowicy ptodowej
(FBS, Gibco) oraz 100 U/ml penicyliny (Sigma) i 100 pg
streptomycyny (Sigma). Do badan uzyto: 100-milimolo-
wego wodnego roztworu tripeptydu Gly-Gly-His (Sigma),
100-milimolowego wodnego roztworu dwuwodnego chlor-
ku miedzi (1) CuCl, x 2 H,0 (Sigma), 25-milimolowego roz-
tworu soli octanowej tripeptydu Gly-His-Lys (Sigma) oraz
produktu fermentacji biatek drozdzy Saccharomyces cere-
visiae hodowanych na pozywce wzbogaconej o miedz
Oligolides Copper® [INCI, Water (and) Saccharomy-
ces/Copper Ferment (and) Phenoxyethanol (and)
Methylparaben (and) Butylparaben (and) Ethylparaben
(and) Propylparaben (and) Isobutylparaben, Creations
Couleurs]. Preparat Oligolides Copper® do badan udo-
stepnita firma PPH Ryszard Kaczmarek i Synowie sp. z 0.0.

Warunki prowadzenia hodowli eksperymentalnej
oraz przygotowanie materiatu do badan

Hodowle eksperymentalng inicjowano poprzez wpro-
wadzenie 10° komoérek NHDF, zawieszonych w 12 ml
medium, do szalek o powierzchni 56 cm? (Nunclon ™MA
Dishes). Nastepnie dodawano medium zawierajace testo-
wane peptydy i ich kompleksy miedziowe (1 nM GGH,
1 nM GGH-Cu, 1 nM GHK, 1 nM GHK-Cu, 1 nM CuCl,).
Komorki w obecnosci badanych zwigzkéw hodowano
przez 4 doby bez zmiany pozywki na Swiezga, p6Zniej
ptukano 2-krotnie RPMI-1640 (4°C) i zdrapywano, a otrzy-
mana zawiesine wirowano przez 5 min przy 13 tys. obro-
téw na minute (4°C). Komorki sonifikowano w buforze
fosforanowym za pomoca homogenizatora ultra-
dzwiekowego (Bandelin Elektronic UW2070) przez 30 s
(3 cykle, 70% mocy, 4°C). Powstaty homogenat wirowano
przez 10 min przy 15 tys. obrotéw na minute (4°C).

Ocena proliferacji i aktywnosci metabolicznej
komérek NHDF

W celu okreslenia wptywu badanych zwiazkéw na pro-
ces proliferacji fibroblastéow wykorzystano komercyjnie
dostepny test In Vitro Toxicology Assay Kit XTT Based TOX-2
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(Sigma), ktorego gtdéwnym sktadnikiem jest s6l sodowa
2,3-bis[2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo]-2H-tetra-
zolinum-5-karboksyanilidu (XTT). Badanie wykonano
w 96-dotkowej mikroptytce (Corning Incorporated
Costar®). Do kazdej studzienki wprowadzano po 5 tys.
komoérek w 200 ul pozywki, a nastepnie po 24 godz.
medium hodowlane zawierajace badane zwiazki. Tak przy-
gotowang mikroptytke inkubowano przez 72 godz. w stan-
dardowych warunkach cisnienia i temperatury.
Intensywnos$¢ powstatego zabarwienia mierzono spek-
trofotometrycznie przy dtugosci fali A = 450 nm, stosujac
czytnik mikroptytek TRIAD LT (Dynex Technologies).

Ocena aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych

Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oraz
peroksydazy i reduktazy glutationowej (GPx i GR) ozna-
czono za pomocg komercyjnie dostepnych testow firmy
Randox Laboratories. Badano poziom absorbancji (dla
SOD przy A = 505 nm, dla GPx przy A = 340 nm, dla GR
przy & = 340 nm). Pomiaréw dokonano w odstepach
30-sekundowych przez 3 min w temperaturze 37°C. Jako
jednostke aktywnosci SOD przyjeto taka ilos¢ enzymu,
ktéra powoduje 50-procentowe zahamowanie szybkosci
reakcji powstawania formazanu. Jako jednostke aktyw-
nosci GPx przyjeto takg ilos¢ enzymu, ktéra w ciggu 1 min
utlenia 1 uM GSH (0,5 uM NADPH). Jako jednostke aktyw-
nosci GR przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktéra w ciggu 1 min
utlenia 1 nM NADPH. Aktywnos¢ enzymdw antyoksyda-
cyjnych przeliczono na zawartos¢ biatka w badanym
homogenacie. Stezenie biatka oznaczano metodg

Bradforda.

Analiza statystyczna

Wartosci na rycinach sg Srednimi arytmetycznymi (x)
z pomiaréw wykonanych na materiale pochodzacym
z trzech, tak samo traktowanych, hodowli. Miarg rozpro-
szenia byto odchylenie standardowe (SD). Analize staty-
styczng otrzymanych wynikéw przeprowadzono za
pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA,
wykorzystujac program komputerowy STATISTICA 6.0.
W obliczeniach przyjeto poziom istotnosci p < 0,05. Grupy
homogenne na poziomie 95% przedziatu ufnosci
wyrézniono metodg opartg na najmniejszych istotnych
réznicach (test post-hoc Tukeya). Podstawg do przyjecia
zatozenia o jednorodnosci wariancji byto zastosowanie
testu Levena.

Wyniki

Ocena wptywu peptydéw oraz ich komplekséw
z miedzig na proliferacje ludzkich fibroblastéw skéry

Pierwszym etapem badaf byta ocena wptywu 1-nano-
molowego i 100-nanomolowego roztworu CuCl,, GGH,
GGH-Cu, GHK, GHK-Cu oraz 3-procentowego roztworu
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Ryc. 1. Poréwnanie wptywu 1-nanomolowego i 100-nano-
molowego stezenia GGH i jego komplekséw z miedzig na
proliferacje ludzkich fibroblastéw skoéry linii NHDFE Komérki
hodowano w obecnosci badanych zwigzkéw przez
72 godz.

K = grupa kontrolna, x + SD, n = 3, p < 0,05 vs grupa kon-
trolna (ANOVA)
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Ryc. 2. Poréwnanie wptywu 1-nanomolowego i 100-nano-
molowego stezenia GHK i jego komplekséw z miedzig na
proliferacje ludzkich fibroblastéw skoéry linii NHDFE Komorki
hodowano w obecnosci badanych zwigzkéw przez
72 godz.

K = grupa kontrolna, x + SD, n = 3, p < 0,05 vs grupa kon-
trolna (ANOVA)
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Ryc. 3. Wptyw 1-nanomolowego i 100-nanomolowego
stezenia CuCl, oraz 3-procentowego roztworu Oligolides
Copper® na proliferacje ludzkich fibroblastéw skéry linii
NHDF. Komérki hodowano w obecnosci badanych zwigzkéw
przez 72 godz.

K — grupa kontrolna, x + SD, n = 3, p < 0,05 vs grupa kon-
trolna (ANOVA)

Oligolides Copper® na proliferacje ludzkich fibroblastow
skory linii NHDF Kontrole dla r6znych stezen tripeptydow
GGH i GHK stanowity komorki hodowane w pozywce nie-
zawierajacej badanych zwiazkéw. Tripeptyd GGH w zasto-
sowanych stezeniach 1 nM (p = 0,003) i 100 nM
(p = 0,007) istotnie zwiekszat proces proliferacji fibro-
blastéw. Podobny efekt zauwazono w przypadku 1-nano-
molowego (p = 0,0002) i 100-nanomolowego (p = 0,0001)
tripeptydu GHK oraz 3-procentowego preparatu Oligolides
Copper® (p = 0,04). Trzyprocentowy roztwér Oligolides
Copper® zwiekszat proces proliferacji badanych komarek
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wzgledem 1-nanomolowego i 100-nanomolowego roz-
tworu CuCl, (odpowiednio p = 0,0003 i p = 0,003).
Wydaje sie, ze miedz w zastosowanych stezeniach nie
wptywa na proces proliferacji komérek. Dodatek pepty-
dow wptywa na proliferacje. Niewielka réznica miedzy
Srednig liczbg komarek w kontroli a komérek narazonych
na badane zwiagzki moze by¢ spowodowana bardzo wol-
nym zwiekszeniem sie liczby badanych komérek. Zbadano
rowniez wptyw dodatku CuCl, do roztworéw GGH i GHK.
Kompleks GGH-Cu zwieksza proces proliferacji (dla
1-nanomolowego GGH-Cu p = 0,001, dla 100-nanomolo-
wego GGH-Cu p = 0,0002). Aktywnos¢ proliferacyjna
komérek hodowanych w obecnosci GGH i GGH-Cu nie
rozni sie, dlatego dodatek miedzi do roztworéw GGH nie
wptywa na proces proliferacji. W przypadku tripeptydu
GHK zaobserwowano wrecz zmniejszenie proliferacji po
dodaniu Cu?* (ryc. 1.-3.).

Ocena wptywu peptyddw oraz ich komplekséw
z miedzig na aktywnos¢ enzyméw SOD, GPx i GR
w fibroblastach skéry

W fibroblastach skéry inkubowanych 4 doby w obec-
nosci 1-nanomolowego roztworu peptydéw GGH i GHK
oraz ich komplekséw z miedzig GGH-Cu i GHK-Cu nie
zaobserwowano wzrostu aktywnosci SOD. W przeciwien-
stwie do peptydéw prawie 2-krotny wzrost aktywnosci
odnotowano po zastosowaniu CuCly. Wydaje sie, ze doda-
tek peptydéw nie wptywa na aktywnos¢ SOD, a ich zdol-
nos¢ do kompleksowania Cu?* moze przyczyniac sie wrecz
do zmniejszenia tej aktywnosci (ryc. 4.).

Z przedstawionych badan wynika, ze 1-nanomolowe
roztwory peptyddw, ich komplekséw z miedzig oraz samej
miedzi zmniejszajg aktywnos¢ GPx (ryc. 5.). W przeciwien-
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Ryc. 4. Aktywnosé SOD w fibroblastach skéry linii NHDF
hodowanych 4 doby w obecnosci 1-nanomolowych roz-
tworéw CuCl,, GGH, GHK, GGH-Cu i GHK-Cu. Komérki hodo-
wano w obecnosci badanych zwigzkéw przez 72 godz.

K = grupa kontrolna, x + SD, n = 3, p < 0,05 vs grupa kon-
trolna (ANOVA)
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Ryc. 5. Aktywnos¢ GPx w fibroblastach skéry linii NHDF
hodowanych 4 doby w obecnosci 1-nanomolowych roztwo-
row CuCl,, GGH, GHK, GGH-Cu i GHK-Cu. Komérki hodowa-
no w obecnosci badanych zwigzkéw przez 72 godz.

K = grupa kontrolna, x + SD, n = 3, p < 0,05 vs grupa kontrol-
na (ANOVA)

stwie do GPx, nie zaobserwowano wptywu 1-nanomolo-
wych roztworéw peptyddw, ich komplekséw z miedzig
oraz miedzi na aktywnos¢ GR (p < 0,05, ANOVA) (ryc. 6.).

Omoéwienie wynikow

Reaktywne formy tlenu (RFT) w komérkach sa natu-
ralnymi produktami metabolizmu tlenowego i w ste-
zeniach fizjologicznych petnig wazne funkcje regula-
cyjne, m.in. przekazuja sygnaty wewnatrzkomaérkowe
i miedzykomérkowe [13]. Do najczesciej spotykanych RFT
naleza: anionorodnik ponadtlenkowy (0, "), tlen single-
towy (10,), nadtlenek wodoru (H,0,), rodnik hydroksylo-
wy (OH’), rodnik wodoronadtlenkowy (HO,), tlenek azo-
tu (NO) oraz ozon (0Os). Zaburzenie fizjologicznej
réwnowagi miedzy wytwarzaniem RFT a ich ,,zmiataniem”
przez enzymy antyoksydacyjne prowadzi do stresu
oksydacyjnego. Szczegélnie duzo RFT powstaje w komor-
kach skéry, ktéra jest narazona na dziatanie wielu czyn-
nikow srodowiskowych, m.in. promieniowanie ultrafiole-
towe. Znajdujace sie w komorkach witaminy A, C, E, Zn,
Se, B-karoten, flawonoidy, enzymy antyksydacyjne, takie
jak: SOD, katalaza glutationowa, GPx i GR, chronig nas
przed szkodliwym dziataniem RTF. Dysmutaza ponad-
tlenkowa nalezaca do oksydoreduktaz katalizuje reakcje
dysmutacji O, do H,0, i O, [14]. Jest ona najwazniejszym
enzymem antyoksydacyjnym skory. Analizujac wptyw 1-
nanomolowych roztworéw wodnych peptydéw Gly-Gly-
His (GGH) czy Gly-His-Lys (GHK) oraz ich kompleksdw
z miedzig GHK-Cu i GGH-Cu na aktywnos¢ SOD w ludz-
kich fibroblastach skéry linii NHDF, nie zaobserwowano
wzrostu aktywnosci SOD. W przeciwienstwie do pepty-
doéw, prawie 2-krotne zwiekszenie aktywnosci zaobser-
wowano po zastosowaniu 1-nanomolowego roztworu
CuCly. Miedz jest mikroelementem niezbednym dla pra-

Postepy Dermatologii i Alergologii XXVII; 2010/1

30
£ 251 _|—_
£
9 a8 I
8207
E" *
5 T
) 4 | — —
g B
o
O
g 107 =
o
:
w0

0 T T T T T
K Cu GGH  GGH-Cu GHK  GHK-Cu

Ryc. 6. Aktywnosé GR w fibroblastach skéry linii NHDF hodo-
wanych 4 doby w obecnosci 1-nanomolowych roztworéw
CuCl,, GGH, GHK, GGH-Cu i GHK-Cu. Komérki hodowano
w obecnosci badanych zwigzkéw przez 72 godz.

K = grupa kontrolna, x + SD, n = 3, p < 0,05 vs grupa kontrol-
na (ANOVA)

widtowego przebiegu proceséw fizjologicznych [15].
Niedobér miedzi u szczuréw moze prowadzi¢ do zmniej-
szenia aktywnosci SOD w tkankach, czego efektem jest
zwiekszona liczba produktéw peroksydacji lipidow
w obrebie serca, watroby i trzustki, np. malonylodialde-
hydu MDA [16, 17]. Badajac stabilnos¢ SOD, wykazano, ze
jony Cu?* zwiekszajg odpornosc termiczng tego biatka
znacznie silniej niz Zn%* [18]. Warto zauwazy¢, ze nadmiar
miedzi w diecie jest niewskazany ze wzgledu na jej wtasci-
wosci prooksydacyjne [19].

Wptyw miedzi na procesy oksydoredukcyjne skory
wykorzystano w przemysle kosmetycznym. Wodne roz-
twory CuCl, czy CuSOy, dodawane do kremoéw czy emulsji,
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charakteryzuja sie mata biodostepnoscia, w zwigzku z tym
rowniez matg skutecznoscig. Wigze sie to przede wszyst-
kim z wielkoscig czasteczki, wtasciwosciami fizykoche-
micznymi, ktére utrudniajg przenikanie przez bariere
biatkowo-lipidowa, jaka jest skéra. Poprawe biodostepno-
$ci Cu?* realizuje sie poprzez wigzanie ich ze specyficznym
nosnikiem. Do takich nosnikow zalicza sie przede wszyst-
kim peptydy, takie jak GHK czy GGH, ktére tworzg trwate
kompleksy z miedzig. Kompleks GHK-Cu w warunkach in
vitro ma zdolnos¢ przenikania przez warstwe rogowa
zaréwno z roztworéw wodnych, jak i emulsji O/W, co
warunkuje jego aktywnos¢ biologiczna. Tripeptyd GHK-Cu
stanowi wiec efektywny transporter dla Cu®*, znacznie zwie-
kszajac szybkos¢ ich penetracji przez warstwe rogowa
naskaorka [20]. Do GHK przytacza sie réwniez hydrofobowe
ugrupowanie R, ktérym najczesciej sa kwasy ttuszczowe,
m.in. heksanowy (hexa-GHK), dekanowy (deca-GHK) czy
mirystynowy (myr-GHK). Dobrym rozwigzaniem jest takze
aplikacja zwiazkéw miedzi w postaci liposomoéw [21].
Oprécz kwaséw ttuszczowych, do czasteczki GHK mozna
przytaczyc biotyne. Taki biotynylowany GHK inkorporowa-
ny do matrycy kolagenowej zwiekszat w obrebie gojacej sie
rany ponad 9-krotnie stezenie Cu?*, zwiekszat aktywnos¢
Cu/Zn-SOD, stezenie glutationu, kwasu askorbinowego
oraz proliferacje fibroblastéw i mastocytow [22, 23].
Wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej
pracy wykazaty, ze za pobudzenie aktywnosci SOD sa
odpowiedzialne nieskompleksowane jony Cu?*.
Zastosowane w warunkach in vitro peptydy zmniejszaja
wolna pule tych jondéw, przez co zmniejszaja aktywnosé
SOD. W warunkach in vivo w skérze znajduje sie wiele
peptydaz, ktére rozktadaja peptydy transportujace, zwie-
kszajgc przy tym stezenie Cu?*. Peptydy odgrywaja wazna
role nosnikowa, ale po przedostaniu sie do miejsca
dziatania moga takze zmniejsza¢ dostepnos¢ Cu?*.
Dysmutaza ponadtlenkowa chroni ludzkie keratynocyty
skory przed uszkodzeniami indukowanymi przewlekta
ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe typu B [24].
Z tego wzgledu wydaje sie celowe wprowadzanie do pre-
paratéw fotoochronnych, obok filtréw przeciwstonecz-
nych, takze zwigzkéw stymulujacych aktywnos¢ SOD [25].
Peptydy GGH czy GHK, oprocz roli transportujacej,
wptywaja réwniez na procesy przebudowy tkanki skor-
nej. Wedtug Pickarta [6] proliferacja i proces réznicowa-
nia sie komoérek macierzystych skory zalezy od stezenia
Cu?*. Mate stezenia stymuluja proliferacje komorek, jed-
noczesnie hamujac ich réznicowanie. Tripeptyd GHK zwie-
kszat proliferacje komérek macierzystych, w przeciwien-
stwie do kompleksu GHK-Cu, ktéry z kolei nasilat ich
réznicowanie. Stymulacja proliferacji fibroblastow w przy-
padku tripeptydu GHK obserwuje sie juz przy stezeniu
10712 M [6]. W przeprowadzonych badaniach wykazano,
ze zarowno tripeptyd GHK, jak i GGH w stezeniu 107/
i 1072 M stymulujg proces proliferacji ludzkich fibrobla-
stow skory linii NHDF, odpowiedzialnych za synteze
sktadowych macierzy pozakomaérkowej m.in. kolagenu.
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Stwierdzono réwniez, ze dodatek miedzi do GGH nie
wptywa na proces proliferacji. Wydaje sie, ze za zwiek-
szenie proliferacji fibroblastéw jest odpowiedzialna frakcja
peptydowa, a nie dodatek Cu?*. Skérna aplikacja GHK-Cu
w postaci kremu silniej stymuluje fibroblasty do pro-
dukcji kolagenu niz kwas retinowy czy witamina C,
a ponadto nie wykazuje wtasciwosci draznigcych [26].
Kosmetyki dostepne na polskim rynku nie zawieraja
aktywnej miedzi w postaci kompleksow GGH-Cu czy
GHK-Cu. Jony miedzi wystepuja jedynie w postaci komer-
cyjnie dostepnych hydrolizatéw biatkowych, np. Oligolides
Copper®, ktore sg produktem fermentacji biatek drozdzy
Saccharomyces cerevisiae hodowanych na pozywce wzbo-
gaconej o zwigzki miedzi. Zastosowanie preparatu
Oligolides Copper® w stezeniu 3% — podobnie jak GHK
czy GGH — zwiekszato proliferacje ludzkich fibroblastow
skory.

Oproécz aktywnosci SOD, zbadano wptyw 1-nanomo-
lowych roztworéw GGH i GHK oraz ich komplekséw z mie-
dzig (GGH-Cu i GHK-Cu) na aktywno$¢ GPx i GR.
Peroksydaza glutationowa katalizuje reakcje miedzy glu-
tationem (GSH) a H,05,: 2 GSH + H,0, — GSSG + 2 H,0.
Powstajacy w wyniku tej reakcji GSSG jest redukowany
przez GR [13, 14]. W pracy wykazano, ze 1-nanomolowe
stezenia badanych zwiazkéw nie wptywaja na aktywnosé
GR, natomiast zaobserwowano wyrazne zmniejszenie
aktywnosci GPx. Niedobdr miedzi zmniejsza aktywnosé
nie tylko SOD, ale réwniez katalazy i GPx [16]. Dtugo-
trwata ekspozycja na Cu?* prowadzi do zwiekszenia
aktywnosci GPx oraz Mn-SOD, natomiast nie wptywa na
aktywnos¢ katalazy glutationowej i GR [27]. Komorki raka
watroby linii HAC600, ktore charakteryzujg sie groma-
dzeniem w obrebie cytoplazmy zwigzkéw miedzi i duzym
stezeniem metalotioneiny, wykazuja duza aktywnosé GPx
[28]. Z badan Geetha i wsp. [29] wynika, ze zwiekszenie
osoczowego stezenia wolnej, niezwigzanej z cerulopra-
zming, miedzi zwieksza peroksydacje lipidéw w komor-
kach raka watrobowokomérkowego, a z kolei zwieksze-
nie markerow stresu oksydacyjnego prowadzi do
obnizenia w tkance watrobowej aktywnosci GPx, SOD czy
katalazy. Prawdopodobnie zwiekszenie aktywnosci SOD
moze by¢ odpowiedzialne za zmniejszenie aktywnosci
GPx. Wydaje sie, ze wptyw miedzi na aktywnos¢ enzy-
mow antyoksydacyjnych jest tkankowo specyficzna.
Mied? jest jednym z wielu elementéw skomplikowanej
sieci mechanizmoéw, ktére regulujg procesy prooksyda-
cyjne i antyoksydacyjne w komarkach.
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