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Kolejne dowody na transdermalnosc
I dziatlanie kolagenu rybiego

Kiedy powstawaty pierwsze wydania tego skryptu, wowczas jeszcze
publiczne gftoszenie, Ze kolagen rybi przenika przez Iludzkg skore
i aktywuje fibroblasty do produkcji prokolagenu ustrojowego - narazato
prezentera tematu na niewybredng krytyke, a bywato, ze i na wyzywanie
od szarlatanéw. Swiat idzie jednak do przodu. Oto jedno z wielu juz badan
dowodzgcych, ze polscy biochemicy wyprzedzili nauke o dobrych 20 lat...
a jednak przenika !
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ze skor rybich na cechy skory twarzy i efektywnosc¢ ich
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Abstrakt (fragmenty)

Przygotowano peptydy kolagenowe pozyskane ze skor rybich (...) - tilapii
(Oreochromis). (...) po okreslonym potgczeniu proteaz (...) stwierdzono, ze FSCP
(fish-scale collagen peptides) stymuluja namnazanie sie komoérek
fibroblastow i synteze prokolagenu w trybie zaleznym od czasu i dawki.
Oceniono zdolno$¢ przenikania przezskérnego frakcjonowanych peptydow
FSCP za pomocg modelu komor dyfuzyjnych Franza. Ciezsze peptydy FSCP, 3500
i4500 Da, wykazywaty wiekszg zdolno$s¢ do przenikania przez skore,
w porownaniu do lzejszych (..) izdawaty sie zachowywad korzystnie spiralne
struktury (...). Stwierdzono, ze FSCP, w szczegdlnosci te ciezsze, efektywnie
przenikaja warstwe zrogowaciata naskorka idocieraja do naskoérka
i skory wiasciwej, aktywuja fibroblasty i przyspieszaja synteze kolagenu.

(..))
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1. Wstep (fragmenty)

(...) Skéra wiasciwa zawiera duze ilosci macierzy pozakomoérkowej (ECM),
takiej jak kolageny i glikozaminoglikany (GAG) produkowane gtéwnie
przez fibroblasty. Wiadomo, ze kolagen typu i [5] utrzymuje integralnos¢
skory wiasciwej i jego ilos¢ w ludzkim organizmie jest najwieksza. Proces
starzenia sie skéry jest w duzej mierze zwigzany ze zmniejszeniem sie
ilosci kolagenu typu i [6]. (...) Spozywanie peptydéw kolagenowych moze
mie¢ korzystny wptyw na organizm (..) jako suplement diety mogg
poprawiac¢ gestos¢ mineralng kosci i pomagac¢ w zwyrodnieniowej chorobie
stawéw [7-9]. Badacze wskazujg réwniez, ze spozywanie kolagenu moze
zwieksza¢ gestos¢ wioséw i kondycje paznokci, zwieksza¢ rozmiar
mikrowtdkien kolagenowych (...), gestos¢ fibroblastow oraz pobudzad
tworzenie mikrowtdkien kolagenowych w skérze wiasciwej itp. [13]. (...)
Materiaty biomedyczne stosowane miejscowo na skdére muszg pokonad
bariere warstwy zrogowaciatej naskérka, aby przedostac¢ sie do komodrek
fibroblastow w warstwie skéry witasciwej. (...) Hydrolizaty kolagendéw
pochodzace z dowolnych zrodet [ wieprzowe, wotowe - przyp.] mogg nie
przynosi¢ pozadanych efektow, na przykfad nie wywofta¢ namnazania
kolagenu typu I. (...) Objetos¢ lub masa czasteczkowa (MW) kolagenu
moze odgrywaé kluczowg role w zdolnosci do przenikania podczas
stosowania miejscowego [21].

(...) Oceniono fizjologiczne oddziatywanie przygotowanych kolagendéw
w postaci esencji na skore twarzy uczestnikow badania. Okreslilismy
rdwniez poziom namnazania fibroblastow oraz synteze kolagenu
w zarodkowych liniach fibroblastéw po zastosowaniu zabiegéow FSCP.
Zbadano skutecznos¢ przenikania przezskérnego FSCP
z uwzglednieniem wielkosci czasteczek. (...)

2. Materiaty i metody (fragmenty)
2.1. Przygotowanie peptydow kolagenowych ze skér ryb (FSCP)

Peptydy kolagenowe ze skér ryb (FSCP) zostaty wyizolowane (Ko-Fwu
Fishes Co.) enzymatycznie zgodnie z opatentowanym protokotem [22] (...)
rozdrobniono je za pomoca dyspergatora (Kinematica, NY, USA) (...)
z proteazg N 1% przez 2,5 godziny i0,5% Flavourzyme (Novozymes,
Chiba-shi, Japonia) przez kolejne 30 minut przy optymalnym pH
i temperaturze (...) Nastepnie odwirowano je przy 12 000g przez 20 min.
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Supernatanty (FSCP) poddano liofilizacji i przechowywano w temperaturze
—20°C.

2.2. Zawartosc¢ wilgoci oraz testy wzglednej elastycznosci

Z esencji do skéry na bazie FSCP utworzono 5%, 7% i 10% roztwory
FSCP. Szescdziesigt dwie ochotniczki z Tajwanu (w wieku od 23 do 60 lat)
poddano zabiegom na twarz z wykorzystaniem esencji do skory - dwa razy
dziennie przez 30 dni. Uczestnikom badania zabroniono korzystania
z innych produktéw kosmetycznych podczas trwania testéw. Co dwa
tygodnie (w 0, 2 i4 tygodniu) mierzono zawartos¢ wilgoci za pomocg
sondy do skory Cutometer MAP 580 (KOKO, Leichlingen, Niemcy)
w temperaturze 20-22°C i wilgotnosci wzglednej 40%-60%.

2.3. Namnazanie komorek i testy uwalniania kolagenu

Okoto 2 x10° komodrek Detroit 551 (linia komorkowa Iudzkich
zarodkowych fibroblastéw skoéry, ATCC CCL-110) oraz komorek STO (...)
natozono na ptytke z 96 zagtebieniami i utrzymywano w pozywce
o okreslonym sktadzie chemicznym (Eagle minimum essential medium -
EMEM) oraz modyfikowanej pozywce Dulbecco zmodyfikowanej przez
Eagle'a (Sigma, St. Louis, MO, USA) i wzbogaconej 10% surowicg ptodowq
wotowg (FBS) (Invitrogen, San Diego, CA, USA). Komorki hodowano przez
noc. Pozywke odswiezono nowg podwyzka zawierajacq 0, 0,4, 0,8, 1,6,
3,2, 6,3, 12,5, 25, 50, 100 i 200mM FSCP; komoérki inkubowano przez
48 godzin przed wykonaniem MTT i testow produkcyjnych w prokolagenie
typu I. wtescie MTT 100ul roztworu MTT [a mieszanka bromku
3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowego (MTT) i lipoproteiny
z6ttkowej (YLP) (Invitrogen, San Diego, CA, USA) w PBS] dodano do
zagtebien i prowadzono reakcje przez 3 godziny w temperaturze 37°C.
Zawartos¢ ptytek mieszano przez 2min., a absorbancje zarejestrowano
przy dtugosci fali 570 nm za pomocg czytnika ELISA [6]. w tescie produkcji
kolagenu typu I, zastosowano zestaw peptydu C prokolagenu typu i ELISA
kit (Takara Bio Inc, Otsu, Japonia). Pokrétce, 20ul pozywki i 100yl
roztworu sprzezonego przeciwciat-POD dodawano sekwencyjnej do ptytek
do mikromiareczkowania i prowadzono reakcje przez 3 godziny
w temperaturze 37°C. Po 4 x 5min. wymywania za pomocq
dostarczonego roztworu buforowego (400 ul/zagtebienie), dodano 100 ul
roztworu substratu. Po 15min.r inkubacji w temperaturze pokojowej,
dodano roztwér zatrzymujacy reakcje (100 u; absorbancje zarejestrowano
przy dtugosci fali 450 nm za pomoca czytnika ELISA. (...)
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2.6. Efektywnos¢ przenikania przezskérnego in vivo peptydow
FSCP znaczonych FITC

(...) Zrogowaciatg warstwe naskdérka poddano dziataniu 10% kwaséw
alfa-hydroksylowych  (AHAs; BIOPEUTIC, USA) przez 5 minut
i oczyszczono. Na kawatki wtdkniny (maska kosmetyczna; Widetex Biotech
Co., Tajwan) natozono 25ug FSCP oznaczonych FITC w jatowej wodzie
dejonizowanej (100 ul). Widknina pokrywata 1 cm? skéry, ktéra nastepnie
pokryto 1,5cm? przezroczystego plastra opatrunkowego (Tegaderm,
Neuss, Niemcy). Witdknine usunieto po godzinie. Nastepnie tkanki skérne
poddane dziataniu peptydéw FSCP oznaczone FITC zatopiono w O.C.T.
Srodek zatapiajacy (Sakura Finetek USA, Torrance, Kalifornia) podzielono
na fragmentu grubosci 10um. Tkanke skorng obserwowano pod
mikroskopem fluorescencyjnym (BX-51, Olympus, Japonia) wyposazonym
w aparat cyfrowy [24].

2.7. Model komor dyfuzyjnych Franza

(...) Zmierzono o0gdlng zawartos¢ peptyddéw kolagenowych z roztworu
receptorowego za pomocy testu BCA (Pierce, Rockford, USA).

Kumulacyjna wartos¢ przenikania (ug) = [C (ppm) x V;(mL)] +
+ 3h-1(C x Vs) (C = stezenie; V; = objetos¢ poczatkowa; Vs = objetosc
probki). Kumulacyjna warto$¢ przenikania (pg/cm?) = kumulacyjna

wartos¢ przenikania/miara powierzchni (0,66 cm?).

2.8. Efektywno$¢ przenikania przezskdornego peptydow FSCP
znaczonych FITC okreslona za pomoca konfokalnego mikroskopu
spektralnego

Za pomocg FITC oznaczono rézne rozmiary FSCP przenikajace przez skore
w modelu komory dyfuzyjnej Franza. (..) probki obserwowano pod
konfokalnym mikroskopem spektralnym (TCS SP5, Leica, Wetzlar,
Germany).

3. Wyniki (fragmenty)

3.1. Wplyw FSCP na zawartos¢ wilgoci ludzkiej skory i wzgledna
elastycznos¢

Podczas gdy peptydy kolagenowe uznaje sie za idealny materiat
w przemysle kosmetycznym [26], peptydy kolagenowe ze skor ryb (FSCP)
nie zwrdcity na siebie zbyt wiele uwagi jako ekologiczne zrédio kolagenu.
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w tym badaniu przeanalizowaliSmy wptyw peptydédw FSCP stanowigcych
gtowny skiadnik esencji do skéry na zawarto$¢ wilgoci w skérze i jej
wzgledng elastycznos¢ za pomoca standardowych sond do skéry. z esencji
do skory ludzkiej na bazie FSCP utworzono 5%, 7% i 10% roztwory FSCP.
Szescdziesigt dwie ochotniczki z Tajwanu (w wieku od 23 do 60 lat)
poddano zabiegom na twarz z wykorzystaniem esencji do skdry - dwa razy
dziennie przez 30 dni. Stwierdzono, ze pod wpltywem wszystkich esencji
FSCP zawartos¢ wilgoci w skérze poprawita sie istotnie, jednak stopien
poprawy zalezat od czasu idawki (P < .05; Rysunek 1(a)). Podobnie,
stwierdzono pozytywny wptyw wszystkich esencji na bazie FSCP na
wzgledng elastycznos¢ skoéry twarzy, tak samo jak dla testu wilgotnosci
skory - odpowiednio o 24%, 33% i 35% (P < 0,05; Rysunek 1(b)).
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Rysunek 1

Wptyw esencji na bazie FSCP na zwarto$¢ wilgoci i wzgledng elastycznos$¢ skory twarzy.
Zawartos¢ wilgoci w skorze (a) i wzgledng elastycznos¢ skéry (b) zmierzono za pomoca
profesjonalnych sond do badania skory. Wyniki wyrazono jako $rednie + ...

3,2. Namnazanie komoérek i uwalnianie kolagenu w zarodkowych
liniach fibroblastow po zabiegach FSCP

(...) Namnazanie komoérek iuwalnianie prokolagenu w badanych
komorkach okreslono odpowiednio za pomocg testow MTT i testow ELISA
peptydow C prokolagenu typu I. Jak pokazano na Rysunku 2(a), FSCP
(0.4-200ug/mL) mogq w zaleznosci od dawki stymulowaé namnazanie
komorek w obu typach komodrek fibroblastéw. Podobnie, stwierdzono
synteze prokolagenu typu i w komoérkach poddanych dziataniu FSCP -
0 natezeniu uzaleznionym od stezenia FSCP (Rysunek 2(b)). w badaniach
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synteza prokolagenu byta najbardziej widoczna w obecnosci 200 yg/mL
FSCP, ajej szczytowe wartosci osiggaty nawet 250%. w ten sposéb
stwierdzono, ze peptydy FSCP sg zdolne do efektywnej stymulacji
i indukcji namnazania komorek fibroblastow isyntezy kolagenu,
poprawiajgc w ten sposéb jakos¢ skory twarzy.
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Rysunek 2
Namnazanie komodrek i uwalnianie kolagenu w zarodkowych liniach fibroblastéw po

zabiegach FSCP Poréwnanie namnazania (a) i zdolnosci do syntezy prokolagenu (b) na
komoérki Detroit 551 (linia ludzkich zarodkowych fibroblastéw skéry) i komorki STO .

3,3. Okreslenie efektywnosci przenikania przezskdérnego in vivo
peptydow FSCP znaczonych FITC

(...) Jak wida¢ na Rysunku 3, pozytywne sygnaty FITC znajdowaty sie
gtdownie w obszarze skory powierzchniowej. Natomiast pozytywne sygnaty
FITC w skdrze, na ktorg wstepnie zastosowano kwasy AHA znajdowaty sie
gtebiej ibyly jasniejsze niz sygnaty w przypadkach, w ktorych nie
zastosowano kwaséw AHA. Pozytywne sygnaty FITC stwierdzono réwniez
w mieszkach witosowych w naskérku. w ten sposéb stwierdzono, ze bariera
zrogowaciatej warstwy naskérka jest kluczowym czynnikiem majacym
wptyw na efektywnosé penetracji FSCP w skdorze myszy. Niemniej jednak,
peptydy FSCP bez wstepnego =zastosowania kwaséw AHA nadal
charakteryzujq sie znacznym przenikaniem przez zrogowaciatg warstwe
naskorka (...)
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Rysunek 3

Obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego peptydéw FSCP skéry znaczonych FITC
C3H/HeN. Zielona fluorescencja jest widoczna w obszarach mieszkéw wiosowych
i naskdérka przekrojow pionowych skéry poddanej zabiegom. (a), (d) i(g) ukazuja
kontrasty fazowe ...
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3.4. Zdolno$¢ do przenikania przezskérnego peptydow FSCP
w modelu komory dyfuzyjnej Franza

RozwazyliSmy czynniki takie jak objetos¢ czasteczkowg (MV) lub masa
czasteczkowa (MW) kolagenu moze odgrywac kluczowg role lub zdolnos¢
do przenikania podczas stosowania miejscowego. Okreslono wplyw
wielkosci komorki FSCP za pomocg modelu komory dyfuzyjnej Franza.
Produkty hydrolizy skér rybich najpierw poddano chromatografii zelowej
(kolumny peptydowe Superdex 10/300 GL), a nastepnie podzielono je
wedtug wielkosci komérek. Jak pokazano na Rysunku 4(a), eluowane
peptydy zebrano w szesciu frakcjach, >6,5 KDa (3,65%), 3-6,5 KDa
(16,8%), 1,5-3,0 KDa (32,0%), 0,7-1,5 KDa (29,3%). 0,35-0,7 KDa
(14,6%) i <0,35 KDa (3,7%). Nastepnie, te frakcje peptydéw poddano
ultrafiltracji za pomoca odpowiedniej membrany (5, 3, 1 i 0.5kDa), dzielac
je na cztery grupy I-IV (Mw = 3-5, 1-3, 1-0,5 i <0,5KDa) o sredniej
masie czasteczkowej odpowiednio 4500, 3500, 2000 i 1300 Da, (Rysunek
4(b)). Te peptydy kolagenowe poréwnano ze standardowymi markerami
za pomoca chromatografii zelowej (kolumna Sp-Sephadex C-25). Jak
pokazano na Rysunku 5, stwierdzono, ze wszystkie grupy posiadajg
zdolno$¢ przenikania skéry w komorze dyfuzyjnej Franza, jednak
w réoznym zakresie i czasie. Reasumujac, grupy i i II charakteryzowaty sie
wzglednie lepszg zdolnoscia do przenikania przezskdrnego w ciggu
pierwszych 4 godzin. Najwyzsze kumulacyjne wartosci przenikania dla
grupy ii II po 24 godzinach wynosity odpowiednio 1825,17 + 495,66
i 1986,43 = 671,11 ug/cm?. Natomiast, mieszanka FSCP (wszystkie FSCP
bez podzialu wedtug wielkosci) wykazywaty najnizszg zdolnosé¢ do
przenikania przezskoérnego (1010 + 583,.34 yg/cm?) (Rysunek 5).
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Rysunek 4

Dystrybucja FSCP wedtug wielkosci (a) Materiat badany oddzielono za pomoca
chromatografii zelowej (kolumny peptydowe Superdex 10/300 GL); dla kazdej frakcji
okreslono wielko$¢ czasteczek; dystrybucje FSCP odpowiednio naniesiono na wykres.
Dystrybucja wedtug wielkosci (KDa) ...
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Rysunek 5

Zdolno$¢ do przenikania przezskoérnego frakcji FSCP. Zdolno$¢ do przenikania réznych
wielkosci czasteczkowych FSCP okreslono za pomocg komory dyfuzyjnej Franza,
przeprowadzajac po 1, 2, 3, 4, 6 i24 godzinach testy ilosci ogdlnych peptyddéw
kolagenowych.
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3.5. Glebokos¢ przenikania przezskoérnego i konformacja peptydow
w skorze

W celu zbadania gtebokosci przenikania i konformacji peptydow dla danej
grupy FSCP, kazdg grupe oznaczono najpierw FITC i natozono na skoére
w komorze dyfuzyjnej Fraza na 1 godzine. Ze skodrg, na ktdorg natozono
FSCP oznaczone FITC postepowano w sposdb opisany w poprzednim
punkcie. Co ciekawe, grupa i (Rysunek 6(d)) and II (Rysunek 6(c)) miaty
budowe spiralng w naskérku w przeciwienstwie do grupy III (Rysunek
6(b)) i IV (Rysunek 6(a)), ktére byty mniej skrecone lub miaty budowe
liniowg. Natomiast, wymieszana grupa peptydéw FSCP nie miata
okreslonej struktury (Rysunek 6(e)). Gtebokos¢ penetracji dla kazdej
grupy FSCP réwniez zmierzono pod konfokalnym mikroskopem
spektralnym. Odlegtosci pomiedzy grupami IV-I a mieszaning wynosity
odpowiednio 21,21, 21,44, 28,72, 27,73 i14,58um. Ciezsze FSCP
charakteryzowaty sie gtebszym przenikaniem niz lIzejsze FSCP (...).
Budowa spiralna tancuchow peptydowych zdaje sie sprzyjac
transdermalnosci .

Rysunek 6
Konformacje peptyddw o rdéznej wielkosci z FSCP oznaczonych FITC.
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4. Dyskusja (fragmenty)

W wielu publikacjach wskazywano wszechstronne zastosowania kolagenu
w przemysle kosmetycznym [13]. Proteiny z rybich skoér sg idealnym
zrodtem kolagenu, gdyz sg relatywnie tanie, posiadajg wysoka zawartosé
kolagenu i sq ekologiczne [25, 26]. Nalezy pamietac¢ ze to kolagen jest
kluczowym sktadnikiem utrzymujacym elastycznos¢ skory. Zmniejszenie
zawartosci kolagenu w skérze powoduje powstawanie zmarszczek i jej
wiotczenie [27]. w tym artykule ukazaliSmy, ze esencje do skéry na bazie
FCSP majg korzystny wptyw na zwiekszenie zawartosci wilgoci w skorze.
(Rysunek 1). FCSP o 200wpg/mL miato najlepszy skutek, wykazujac
namnazanie zarodkowych komorek fibroblastow (komérki Detroit 551
i komoérki STO) isynteze prokolagenu. Te wyniki potwierdzajg badania
Katayamy iin., w ktorych wykazano, ze pentapeptydy kolagenu typu
i promujgq produkcje macierzy pozakomérkowej w fibroblastach 28, 29].

Ze wzgledu na fakt, ze zrogowaciata warstwa naskérka petni funkcje
bariery fizycznej [19, 20], ma ona wptyw na efektywnos$c¢ przenikania
esencji na bazie FSCP, gdyz ich obecnos$¢ stwierdzono gtdwnie
w powierzchniowej warstwie naskorka. Jednak peptydy FSCP
oznakowane FITC skutecznie przenikaty przez zrogowaciala
warstwe naskorka do naskorka i skory wiasciwej (...) Doniesienia
Pottsa i Guya sg zgodne z wynikami uzyskanymi w niniejszym badania -
w swoich badaniach badacze ci zaproponowali, ze dyfuzyjnos¢ leku
w skorze jest skorelowana z cechami czasteczkowymi danego leku [30,
31]; chociaz Lin iin. [32] stwierdzili, ze wptyw lipofilnosci w pasywnym
przenikaniu dyfuzyjnym jest czynnikiem dominujacym, oprdocz wagi
czagsteczkowej zwigzku. Potts i Guy zaproponowali réwniez przyjecie,
ze wieksza masa czasteczkowa odpowiada wiekszej
lipofilnosci/przenikalnosci [30]. (...) Co wiecej, kolageny typowo wystepuja
w strukturze potrojnej helisy, w ktorej sekwencja tworzaca helise Gly-X-Y
powtarza sie na dtugosci 300 nm, co odpowiada ok. 1000 aminokwasow
w kolagenach tworzacych mikrowtdkna (I, II, III) [33-36]. Kolageny
z rybich skor znajdujg sie w grupie kolagenu typu i[26]. w ten sposdb,
wiekszg efektywnos$¢ penetracji FSCPs przy 3500 i4500Da mozna
przypisa¢ synergicznemu efektowi wysokiej lipofilnosci (odpowiednia
wielkos$¢) i cech strukturalnych.

Reasumujac, wykazano, ze przygotowane peptydy FSCP sa w stanie
efektywnie przenikaé¢ przez zrogowaciala warstwe naskorka do
jego glebszych warstw idalej - do skory wlasciwej. FSCP
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w naskorku iskorze wiasciwej sa w stanie aktywowac fibroblasty
i przyspieszy¢ synteze kolagenu, wten sposdb istotnie
poprawiajac cechy skory (zawartos¢ wilgoci i elastycznosc¢
wzgledna). w rezultacie, przygotowane FSCP wraz z esencjg do skory
powinny spotka¢ z duzym zainteresowaniem ze strony podmiotow
komercyjnych. Warto réwniez przeprowadzi¢ dodatkowe doktadne badania
majace na celu zwiekszenie zdolnosci przenikania przezskornego.
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