Badanie fotoreaktywnosci naturalnych melanin oraz ich potencjalu fototoksycznego

w ukladach modelowych i komodrkach in vitro

Ochrona komorek skory przed niekorzystnym dzialaniem promieniowania ultrafioletowego
(UV) oraz $wiatla niebieskiego nalezy do najwazniejszych funkcji barwnikéw melaninowych.
Melaniny wydajnie absorbuja promieniowanie stoneczne, a nast¢gpnie efektywnie rozpraszaja
zaabsorbowang energi¢ fotondéw w postaci ciepla. Do niedawna uwazano, iz melaniny,
a w szczegolnosci bragzowo-czarne eumelaniny stanowig niemalze doskonate fotoprotektory,
natomiast feomelaniny wykazuja wilasciwosci proutleniajace 1 s3 zdolne do fotoprodukc;ji
reaktywnych form tlenu. Wigkszos¢ dotychczasowych badan dotyczacych fotoreaktywnych
1 protekcyjnych wlasnosci barwnikéw melaninowych przeprowadzane byty z wykorzystaniem
syntetycznych modeli melanin, co pozwolito na poznanie szeregu mechanizméw zwigzanych
z reakcja réznych melanin na promieniowanie $wietlne. Jednakze, zastosowanie takiego
podejscia pozwala jedynie na ograniczony wglad w fotoreaktywny efekt melanin
wystepujacych naturalnie w skorze czy wlosach. W niniejszej pracy wykorzystano naturalne
barwniki melaninowe pozyskane z wlosow osobnikoéw o réznych fototypach skory (I, II, III,
V). Do badania wtasnosci fizykochemicznych wykorzystano spektroskopi¢ elektronowego
rezonansu paramagnetycznego (EPR), spektrofotometri¢, dynamiczne rozpraszanie $wiatta
(DLS) oraz analiz¢ chemiczng produktow degradacji melanin. Wtasnos$ci fotoreaktywne
melanin analizowano poprzez zaobserwowanie tlenometrii EPR, pulapkowania spinowego
EPR oraz czasowo-rozdzielczej spektroskopii fosforescencji tlenu singletowego w bliskiej
podczerwieni. Zbadano réowniez przeciwutleniajacy potencjat naturalnych melanin poprzez
analiz¢ ich oddziatywan ze stabilnym rodnikiem DPPH oraz tlenem singletowym. Analizie
poddano kinetyke eksperymentalnej fotodegradacji melanin i okre$lono wptyw procesu
degradacji na wlasciwosci fizykochemiczne, fotoreaktywne i antyoksydacyjne melanin.
Wykorzystujac model in vitro ludzkich keratynocytéw linii HaCaT zbadano fotoprotekcyjne
wiasciwos$ci natywnych i fotodegradowanych melanosomoéw fototypow I, 11, ITI, V. W tym celu
analizowano zywotno$§¢ komoérek HaCaT zawierajacych melanosomy i eksponowanych na
symulowane $wiatlo stoneczne, potencjat ich blony mitochondrialnej oraz obecno$¢
wodoronadtlenkow lipidow. Fotoreaktywne 1 przeciwutleniajagce wlasciwosci melanin
naturalnych silnie zaleza od ich sktadu chemicznego i wielkosci czastek, przy czym najwyzsza
fotoreaktywnos$¢ wykazuja barwniki fototypoéw II oraz III. Diugotrwata eskpozycja melanin
naturalnych na intensywne promieniowanie §wietlne o dlugosci fali 400 nm prowadzi do

degradacji centrow rodnikowych, a takze modyfikacji struktury 1 wlasciwosci



fizykochemicznych barwnikow. W konsekwencji dochodzi do wzrostu fotoreaktywnosci
melanin, w szczegdlnosci wydajniejszej generacji tlenu singletowego (10.), przy jednoczesnym
zmniejszeniu zmiatania reaktywnych form tlenu (RFT). Dzieki silnemu autogaszeniu RFT
przez barwniki natywne, w szczego6lnosci bogate w eumelaning, ryzyko przedostania sig¢
produktow resztkowej fotoreaktywnosci z ziaren melaniny do wnetrza komorki jest
stosunkowo niewielkie. Fotodegradacja melanin promuje prooksydacyjny i fototoksyczny efekt
biologiczny w modelu in vitro zarowno w przypadku barwnikéw bogatych w feomelaniny, jak
i eumelaniny. Stres oksydacyjny bedacy nastgpstwem fotouczulanych reakcji
fotodegradowanych melanin moze prowadzi¢ do przyspieszenia fotostarzenia skory, a nawet

indukcji nowotworow, w tym czerniaka ztosliwego.



