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Проблематика. Надмірне накопичення меланіну в шкірі призводить до низки захворювань і косме-
тологічних проблем. Для зменшення біосинтезу пігменту використовують інгібітори тирозинази, од-
нак більшість із них мають суттєві побічні ефекти. Відомо, що при сумісному застосуванні ліків мо-
жуть спостерігатися синергізм, адитивний ефект і антагонізм. Комбіноване лікування декількома ін-
гібіторами тирозинази розглядається як перспективний підхід до зменшення побічних ефектів і під-
вищення терапевтичної ефективності. 
Мета. Дослідження сумісного використання інгібіторів тирозинази для визначення типу їх взаємодії: 
синергізм, адитивна дія. 
Методика реалізації. У роботі використовували тирозиназу, виділену з грибів Agaricus bisporus. Інгі-
бування ензиму досліджуваними сполуками визначали, вимірюючи його активність за тирозином 

(30 хв у 0,05 M Na-фосфатному буферному розчині, рН 6,5, 25 С). Для вивчення сумісного інгібу-
вання розчини сполук змішували попарно в декількох концентраціях. Взаємодію розраховували з 
використанням комбінаційного індексу та побудови ізоболограм. 
Результати. Для визначення впливу сумісної дії речовин на активність тирозинази були обрані 
як стандартні інгібітори ензиму (койєва кислота, арбутин, фенілтіосечовина), так і виявлений нами 
3-(2-гідроксифеніламіно)-1,3-дигідро-індол-2-он. Розрахунок комбінаційного індексу та побудова 
ізоболограм для всіх досліджених сумішей стандартних інгібіторів тирозинази показали адитивний 
ефект при одночасному застосуванні в усіх вивчених випадках. Одночасне застосування койєвої кис-
лоти чи арбутину із 3-(2-гідроксифеніламіно)-1,3-дигідро-індол-2-оном має синергетичний ефект, 
однак суміш фенілтіосечовини із похідним індолу продемонструвала адитивну дію. 
Висновки. Сумісне використання інгібіторів тирозинази в різних комбінаціях показало як адитив-
ний, так і синергетичний ефекти. Синергетичний ефект при одночасному застосування двох інгібі-
торів відкриває широкі можливості для створення більш ефективних, економічних засобів лікування 
гіперпігментації в результаті зменшення концентрації кожного інгібітора. 

Ключові слова: тирозиназа; інгібітори тирозинази; 3-(2-гідроксифеніламіно)-1,3-дигідро-індол-2-он; 
сумісне застосування; синергізм; адитивна дія. 

 

Вступ 

Утворення меланіну в організмі людини 

виконує важливу роль у захисті від УФ-ви-

промінювання, яке може спричиняти тяжкі за-

хворювання (злоякісні новоутворення шкіри) [1], 

однак надмірне накопичення пігменту призво-

дить до низки захворювань і косметологічних 

проблем (токсичних і лікарських меланодермій, 

посттравматичної гіперпігментації, пігментних 

плям, ластовиння тощо) [2, 3]. Для зменшен-

ня біосинтезу меланіну використовують інгібі-

тори тирозинази, ензиму класу оксидоредуктаз 

(КФ. 1.14.18.1). На сьогодні відомі багато спо-

лук як природного [4, 5], так і синтетичного 

походження [6], що знижують активність ти-

розинази, однак лише деякі з них використо-

вуються як ефективні препарати для лікуван-

ня дерматологічних захворювань, оскільки іс-

нуючі інгібітори в низці випадків нестабільні, 

неекономічні, токсичні, вимагають складних 

методів синтезу чи виділення з природних 

об’єктів [7]. 

Відомо, що при сумісному застосуванні лі-

ків може спостерігатися синергізм, тобто пере-

вищення ефекту, який викликається кожним 

препаратом окремо, що дає змогу зменшити 

дози комбінованих препаратів. Крім того, при 

сумісному застосуванні речовин, що діють на 

один і той самий рецептор, кінцевий ефект 

може дорівнювати сумі ефектів окремо застосо-

вуваних препаратів (адитивний ефект) чи змен-

шитися аж до повного усунення впливу одного 

із препаратів (антагонізм) [8].  
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Відносно інгібіторів тирозинази є обмежена 

кількість даних джерел літератури щодо їх су-

місного застосування. Так, Y.C. Hseu  зі співавт. 

було показано, що ліндеранолід В проявляв си-

нергетичний ефект при сумісному застосуванні із 

койєвою кислотою, фенілтіосечовиною (ФТС) і 

арбутином, максимальний ефект спостерігався у 

суміші ліндераноліду В і арбутину [9]. При од-

ночасному застосуванні арбутину й алоезину та-

кож був виявлений синергізм у випадку інгібу-

вання тирозинази грибів і людини [10]. Значне 

зменшення концентрації напівмаксимального ін-

гібування активності ензиму (ІС50) спостеріга-

лося як для 3-(2,4-дигідроксифеніл)пропіонової, 

так і для аскорбінової кислоти при їх сумісній 

дії [11].  

Однак при використанні різних сумішей 

глабридину, ресвератролу, оксиресвератролу та 

фенілетилрезорцину був виявлений значний ан-
тагонізм (субстрат – тирозин) [12]. Аналогіч-

ний ефект показала сумісна дія ефірних олій 

цинамону, лавру і магнолії [13].  

На сьогодні комбіноване лікування гіпер-

пігментації шкіри поєднанням інгібіторів тиро-

зинази розглядається як перспективний підхід 

до зменшення побічних ефектів і підвищення 

терапевтичної ефективності. Тому метою нашої 

роботи було дослідження сумісного викорис-

тання інгібіторів тирозинази для визначення 

типу їх взаємодії: синергізм, адитивна дія. 

Матеріали і методи 

У роботі використовували препарат тиро-

зинази з грибів Agaricus bisporus, отриманий згід-

но з методом [14]. У виділеному препараті ен-

зиму визначали вміст білка за методом Лоурі 

в модифікації Хартрі [15], вміст іонів купру-

му [16]. Активність за L-тирозином вимірювали 

згідно з [17] із деякими модифікаціями: у про-

бірку, що містила 2,5 см3 2,5 ммоль/дм3 розчи-

ну L-тирозину в Na-фосфатному буферному 

розчині (0,05 моль/дм3, рН 6,5), вносили 0,5 см3 

розчину ензиму. Через 5 хв інкубації за 25 С 

фотометрували при 475 нм у кюветі з довжи-

ною ходу променя 1 см. Нативний електрофо-

рез здійснювали у 10 % ПААГ за методом Орн-

стейн і Девіс [14]. 

Інгібування тирозинази досліджували, ви-

значаючи активність ензиму за наявності інгі-

бітора чи суміші інгібіторів. Ступінь інгібуван-

ня активності тирозинази (І %) визначали за 

формулою [12] 
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де A1 і A2 – оптична густина зразка без інгі-

бітора при 475 нм у 0 і через 20 хв відповідно, 
B1 і B2 – оптична густина зразка з інгібітором 

при 475 нм у 0 і через 20 хв відповідно.  

Для дослідження сумісного інгібування роз-

чини інгібіторів змішували попарно в декількох 
концентраціях. Визначали IC50 і IC75 – концен-

трації індивідуальних сполук у суміші, що ви-

кликають 50 і 75 % інгібування активності ти-

розинази відповідно. Далі готували розчин од-

ного з інгібіторів з концентрацією 25, 50 і 75 % 

від IC50 або IC75 для цієї сполуки (в кінцевому 

розчині) та додавали відповідний об’єм другого 

інгібітора, варіюючи його концентрацію для до-

сягнення IC50 і IC75 інгібування активності ен-

зиму. Взаємодію розраховували з використан-

ням комбінаційного індексу (СІ) згідно з [12]: 

50/75 мікс. 50/75 мікс.

50/75 50/75

ІС ІС
СІ ,

ІС ІС

a b

a b

   

де IC50/75a і IC50/75b – 
отримані значення концен-

трації для кожної сполуки окремо, IC50/75a мікс. і 
IC50/75b мікс. – концентрації індивідуальних спо-

лук у суміші, що викликають 50 і 75 % інгі-

бування активності тирозинази. Отримані зна-

чення СІ  0,9 вказують на синергізм, значення 

між 0,9 і 1,1 свідчать про адитивну дію, тоді як 

CI  1,1 характерне для антагонізму [13].  

Крім того, для дослідження сумісного інгі-

бування тирозинази комбінацією сполук були 

побудовані ізоболограми. На осях х і у відкла-

даються дози двох сполук, необхідні для сумар-

ного досягнення IC50 і IC75 інгібування актив-

ності ензиму [9]. Якщо спостерігається увігну-
тість кривої – взаємодія синергетична, опукла 

крива свідчить про антагонізм, лінійна ізобола 

показує, що дія речовин є адитивною. 

Кінетичні параметри інгібування тирози-

нази визначали за початковими швидкостями 

утворення продукту з тирозину з додаванням 

розчину інгібітора в декількох концентраціях 

(1–4 мкмоль/дм3). На основі отриманих даних 

методом Хейнса знаходили максимальну швид-

кість реакції Vмакс і константу Міхаеліса КМ, ви-

значали тип інгібування [18]. Концентрації ти-

розину становили 0,08–0,48 ммоль/дм3. Статис-

тичну обробку результатів проводили, викорис-

товуючи t-критерій Стьюдента, результати вва-

жали достовірними при Р ˂ 0,05. Для отриман-
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         Койєва кислота                               Арбутин                     Фенілтіосечовина              3-(2-гідроксифеніламіно)- 
 1,3-дигідро-індол-2-он 

Рисунок 1: Структури використаних у роботі інгібіторів тирозинази  

Таблиця 1: ІС50 і ІС75 інгібування тирозинази досліджуваними сполуками 

Сполука 
Концентрація інгібітора, мкмоль/дм3* 

ІС50 ІС75 

Койєва кислота 60,8 ± 1,8 148,4 ± 4,4 

Арбутин 180,0 ± 5,3 451,8 ± 13,2 

Фенілтіосечовина 6,2 ± 0,2 15,4 ± 0,4 

3-(2-гідроксифеніламіно)-1,3-дигідро-індол-2-он 8,8 ± 0,3 22,1 ± 0,6 

Примітки. *P  0,05 порівняно з контролем; n = 5. IC50 і IC75 – концентрації сполук, що викликають 50 і 75 % інгібування 

активності тирозинази відповідно. 

 

ня стандартних похибок кінетичних констант 

спочатку визначали значення та стандартні по-

хибки коефіцієнтів лінійної регресії лінеаризо-

ваної кінетичної кривої, потім розраховували 

значення Км і Vмакс та їхні стандартні похибки, 

визначаючи похибки непрямих вимірювань. 

Константу інгібування визначали за вторинним 

графіком залежності Kм/Vмакс від концентрації 

інгібітора [19].  

Результати 

Із грибів Agaricus bisporus виділений препа-

рат тирозинази з виходом за протеїном 0,82 мг/г 

грибів, вмістом іонів купруму 0,19 %, питомою 

активністю 750 од/мг протеїну за хвилину за L-

тирозином. Оскільки фенолоксидазна активність 

вихідного гомогенату грибів становила 15 од/мг 

протеїну за хвилину, виділений препарат тиро-

зинази очищений у 50 разів. Методом нативно-

го електрофорезу в ПААГ виявлено 17 білкових 

фракцій, 12 із яких мають виражену фенолок-

сидазну активність і становлять 92,5 % загаль-

ного білка [14].  

Для визначення впливу сумісної дії речо-

вин на активність тирозинази були обрані як 

стандартні інгібітори ензиму (койєва кислота, 

арбутин, ФТС), так й ідентифікований нами но-

вий ефективний інгібітор 3-(2-гідроксифеніл-

аміно)-1,3-дигідро-індол-2-он (похідне індо-

лу), синтез і вивчення його впливу на актив-

ність тирозинази детально описано в поперед-

ній роботі [20] (рис. 1). 

Існує обмежена кількість робіт, що опи-

сують похідні індолу як інгібітори тирозинази. 

Більшість із них значно поступаються 3-(2-

гідроксифеніламіно)-1,3-дигідро-індол-2-ону за 

своєю інгібуючою здатністю, крім фторпохід-

них, що мають порівнянну ефективність [21]. 

Тому дослідження нових сполук цього ряду, 

вивчення кінетики, типу інгібування дає мож-

ливість розширити наші уявлення про речови-

ни, які є ефективними інгібіторами досліджу-

ваного ензиму. 

Під час вивчення інгібіторів тирозинази 

виникає проблема складності порівняння інгі-

буючої здатності сполук через відмінності в 

умовах проведення експерименту, чистоті й ак-

тивності ензиму. Наприклад, ІС50 для койєвої 

кислоти у різних авторів коливається від 16,7 

до 70 мкмоль/дм3 [22, 23]. Тому в ході дослі-

дження сумісного інгібування тирозинази об-

раними сполуками для кожної окремо були 

встановлені значення ІС50 і ІС75 (концентрація 

інгібітора, за якої активність ензиму знижується 

на 50 і 75 % відповідно) (табл. 1). 

Для вивчення впливу одночасного вико-

ристання двох інгібіторів ензиму обрані сполу-

ки змішували попарно в декількох концентра-

ціях. Взаємодію розраховували з використан-

ням комбінаційного індексу (СІ). Отримані зна-

чення СІ  0,9 вказують на синергізм, значення 

між 0,9 і 1,1 свідчать про адитивну дію, тоді як 

CI  1,1 характерне для антагонізму [13].  

Досліджено вплив відомих інгібіторів на 

активність ензиму при сумісному введені койє-
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Таблиця 2: Комбінаційний індекс і тип взаємодії стандартних інгібіторів при сумісному інгібуванні активності тирозинази 

Суміш сполук 
Значення СІ* 

Тип взаємодії 
ІС50 ІС75 

Койєва кислота  

 арбутін 
1,02 ± 0,03 1,03 ± 0,02 Адитивна дія 

Койєва кислота  

 фенілтіосечовина 
1,01 ± 0,04 0,96 ± 0,03 Адитивна дія 

Арбутін  фенілтіосечовина 1,01 ± 0,02 1,03 ± 0,03 Адитивна дія 

Примітки. *P ≤ 0,05 порівняно з контролем; n = 5, СІ – комбінаційний індекс, IC50 і IC75 – концентрації сполук, що 

викликають 50 і 75 % інгібування активності тирозинази відповідно. 

  

Рисунок 2: Визначення кінетичних параметрів інгібування 
активності тирозинази за наявності 3-(2-гідроксифеніл-
аміно)-1,3-дигідро-індол-2-ону за методом Хейнса, за яким 
відношення початкової концентрації субстрату [S] до швид-
кості реакції V відкладено залежно від [S]:  – без інгібіто-

ра,  – 1 мкМ,  – 2 мкМ,  – 3 мкМ,  – 4 мкМ 

Рисунок 3: Визначення константи інгібування активності ти-
розинази 3-(2-гідроксифеніламіно)-1,3-дигідро-індол-2-оном 
шляхом побудови вторинного графіка (КМ – константа Мі-

хаеліса, Vмакс – максимальна швидкість реакції, [I] – кон-

центрація інгібітора) 
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вої кислоти з арбутином, койєвої кислоти з 

ФТС й арбутину з ФТС. Отримані результати 

представлені в табл. 2. 

Розраховані значення комбінаційного ін-

дексу для всіх досліджених сумішей стандарт-

них інгібіторів тирозинази були близькими до 1, 

що свідчить про адитивний ефект при одночас-

ному застосуванні в усіх вивчених випадках. 

У роботі [10] автори дослідження ствер-

джують, що синергетичний ефект інгібування 

ензиму при сумісному використанні двох спо-

лук наявний, якщо інгібітори мають різний ме-
ханізм дії, наприклад арбутин – конкурентний 

інгібітор і алоезин – неконкурентний інгібітор. 

Вивчені стандартні інгібітори тирозинази койєва 

кислота, арбутин і ФТС відносяться до кон-

курентних інгібіторів. Тому для подальших до-

сліджень комбінованої дії інгібіторів був обраний 

3-(2-гідроксифеніламіно)-1,3-дигідро-індол-2-он.  

Рис. 2 демонструє, що досліджувана спо-

лука відноситься до неконкурентних інгібіторів 

тирозинази, для яких характерне збереження 

значення константи Міхаеліса за істотного 

зменшення максимальної швидкості реакції при 

вивченні впливу похідного індолу на кінетичні 

особливості тирозиназного каталізу. 

Константа інгібування була визначена шля-

хом побудови графіка залежності відношення 

константи Михаеліса до максимальної швид-

кості реакції від концентрації інгібітора для 

чотирьох досліджених концентрацій останньо-

го (рис. 3). Встановлене значення константи 

інгібування становить 8,48 мкмоль/дм3. 

Отримані результати показали, що одно-

часне застосування койєвої кислоти й арбутину 

із похідним індолу має синергетичний ефект 

(CI  0,9), однак вивчення суміші ФТС із по-

хідним індолу виявило адитивну дію (табл. 3). 
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Таблиця 3: Комбінаційний індекс і тип взаємодії стандартних інгібіторів і похідного індолу при сумісному інгібуванні 
активності тирозинази 

Суміш сполук 
Значення СІ* 

Тип взаємодії 
ІС50 ІС75 

Койєва кислота  похідне індолу 0,83±0,02 0,75±0,02 Синергізм 

Арбутін  похідне індолу 0,86±0,03 0,80±0,02 Синергізм 

Фенілтіосечовина  похідне індолу 1,0±0,03 1,02±0,03 Адитивна дія 

Примітки. *P ≤ 0,05 порівняно з контролем; n = 5, СІ – комбінаційний індекс, IC50 і IC75 – концентрації сполук, 

що викликають 50 і 75 % інгібування активності тирозинази відповідно. 
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в 

Рисунок 4: Ізоболограми одночасного застосування: (а) койєвої кислоти й арбутину, (б) койєвої кислоти і фенілтіосечови-

ни (ФТС), (в) арбутину і ФТС (IC50 і IC75 – концентрації сполук, що викликають 50 і 75% інгібування активності тирози-

нази відповідно);  – ІС50,  – ІС75 
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Крім комбінаційного індексу, для визна-

чення ефекту при застосуванні комбінації двох 

речовин використовують діаграми ізоболи. Ві-

домо, що увігнутість кривої означає, що взає-

модія була синергетичною, опукла крива свід-

чить про антагонізм, лінійна ізобола показує, 

що дія речовин є адитивною [9]. 

Досліджено вплив стандартних інгібіторів 

на активність ензиму при сумісному введені 

койєвої кислоти з арбутином, койєвої кислоти 

з ФТС й арбутину з ФТС шляхом побудови 

ізобол (рис. 4). 

Усі ізоболи представлені у вигляді прямих 

ліній, що свідчить про адитивний ефект при 
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Рисунок 5: Ізоболограми одночасного застосування похідного індолу з: (а) койєвою кислотою, (б) арбутином, (в) феніл-
тіосечовиною (ФТС) (IC50 і IC75 – концентрації сполук, що викликають 50 і 75% інгібування активності тирозинази від-

повідно);  – ІС50,  – ІС75 
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одночасному застосуванні в усіх досліджених 

випадках, що відповідає даним, отриманим за 

допомогою комбінаційного індексу. 

На рис. 5 представлені результати одночас-

ного застосування нового інгібітора тирозинази 

3-(2-гідроксифеніламіно)-1,3-дигідро-індол-2-ону 

зі стандартними інгібіторами. 

Увігнутість кривих при сумісному застосу-

ванні похідного індолу з койєвою кислотою і 

арбутином свідчить про наявність синергізму в 

інгібуванні тирозинази для цих сумішей. Однак 

у випадку комбінації похідного індолу з ФТС 

ізоболи представлені у вигляді прямих ліній, 

що свідчить про адитивний ефект і узгоджуєть-

ся з результатами розрахунку комбінаційного 

індексу. 

Таким чином, у ході дослідження впливу 

сумісного використання інгібіторів активності 

тирозинази (койєвої кислоти, арбутину, ФТС і 

3-(2-гідроксифеніламіно)-1,3-дигідро-індол-2-ону 

в різних комбінаціях були виявлені як адитив-

ний, так і синергетичний ефекти. 
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Обговорення 

Тирозиназа (КФ 1.14.18.1) – купрумвмісний 

ензим, що каталізує о-гідроксилювання моно-

фенолів і окиснення о-дифенолів до о-хінонів 

за наявності молекулярного кисню [24]. Тиро-

зиназа є ключовим ензимом біосинтезу мела-

ніну, що є детермінантою кольору шкіри, во-

лосся й очей, а також грає важливу роль у за-

хисті від шкідливого УФ-випромінювання, здат-

ного викликати тяжкі патологічні стани, такі 

як ракові захворювання шкіри [25]. Разом із 

тим надмірне накопичення меланіну, що ви-

кликає токсичну й лікарську меланодермії, 

посттравматичну гіперпігментацію, пігментні 

плями тощо, є важливою сучасною дерматоло-

гічною та косметологічною проблемою [2].  

Незважаючи на певні успіхи у вивченні ін-

гібіторів тирозинази природного (койєва кис-

лота та її похідні [26], флавоноїди [4, 5], стіль-

бени [27], арбутин [28] тощо) і синтетичного 

(похідні гідрохінону [29], тріазолу [24], бензой-

ної кислоти [30] тощо) походження, актуаль-

ність таких досліджень знаходиться на високо-

му рівні, оскільки існуючі інгібітори в низці 

випадків нестабільні та вимагають складних 

методів синтезу чи виділення з природних 

об’єктів [3, 4].  

Тому в цьому дослідженні ми вивчали 

можливість одночасного застосування двох ін-

гібіторів тирозинази для більш ефективного 

лікування гіперпігментації.  

Незважаючи на широкий діапазон молеку-

лярних мас тирозиназ різних організмів, їхні 

активні центри є дуже подібними структурно, 

і, відповідно, їх специфічність до субстратів і 

до інгібіторів є досить близькою. Тому для ви-

вчення інгібування тирозинази в сучасних нау-

кових дослідженнях зазвичай обирають доступ-

ну тирозиназу Agaricus bisporus замість тирози-

нази людини [24, 31, 32]. 

Синергізм при сумісному застосуванні двох 

сполук сприяє зниженню дози обох інгібіторів, 

наприклад для 3-(2,4-дигідроксифеніл)пропіо-

нової й аскорбінової кислот [11], що зменшує 

побічні ефекти. Однак при взаємодії кількох 

речовин може спостерігатися і протилежне 
явище – антагонізм, тому для багатьох лікар-

ських засобів дуже прискіпливо вивчається їх 

взаємодія з іншими препаратами та навіть 

їжею. 

У нашій роботі для дослідження впливу 

одночасного використання двох сполук на ак-

тивність тирозинази ми обрали відомі інгібіто-

ри: койєву кислоту, арбутин, ФТС і знайдений 

нами новий ефективний інгібітор 3-(2-гідрок-

сифеніламіно)-1,3-дигідро-індол-2-он. 

Одним із методів дослідження сумісного 

використання двох речовин є розрахунок ком-

бінаційного індексу. Значення СІ  0,9 вказу-

ють на синергізм, значення між 0,9 і 1,1 свід-

чать про адитивну дію, тоді як CI  1,1 харак-

терне для антагонізму [13].  

Перспективним методом визначення ефек-

ту при застосуванні комбінації двох речовин є 

побудова діаграми ізоболи [9]. Якщо спостері-

гається увігнутість ізоболи, це означає, що вза-

ємодія була синергетичною, опукла крива свід-

чить про антагонізм, лінійна ізобола показує, 

що дія речовин є адитивною. 

Слід відзначити, що розрахунок комбіна-

ційного індексу та побудова ізоболограм широ-

ко використовуються в сучасній науковій літе-

ратурі для визначення типу взаємодії комбіна-

цій інгібіторів як тирозинази, так і інших ен-

зимів [13, 33–35]. 

Визначення типу взаємодії койєвої кисло-

ти, арбутину та ФТС показало наявність ади-

тивної дії, тобто ці сполуки можуть використо-

вуватися одночасно, на відміну від глабридину, 

ресвератролу, оксиресвератролу та фенілетил-

резорцину. Так, Y. Wang зі співавт. показали 

значний антагонізм (CI становить 1,2–2,0) при 

застосуванні усіх сумішей цих сполук за вико-

ристання тирозину як субстрату [12]. Також 

антагонізм виявили Z. You з колегами при до-

слідженні інгібування тирозинази сумішами 

ефірних олій цинамону, лавру та магнолії [13]. 

Y.H. Jin зі співавт. стверджують, що си-

нергетичний ефект інгібування ензиму двома 

речовинами проявляється, якщо інгібітори ма-

ють різний механізм дії. У своїй роботі автори 
використовували арбутин – конкурентний інгі-

бітор і алоезин – неконкурентний інгібітор і 

показали синергетичний тип взаємодії [10].  

Вивчені стандартні інгібітори тирозинази 

койєва кислота, арбутин і ФТС відносяться до 

конкурентних інгібіторів. Тому для подальших 

досліджень ми обрали неконкурентний інгібі-
тор – 3-(2-гідроксифеніламіно)-1,3-дигідро-

індол-2-он. 

Увігнутість кривих ізоболограм при суміс-

ному застосуванні похідного індолу з койєвою 

кислотою й арбутином свідчить про наявність 

синергізму в інгібуванні тирозинази для цих 

сумішей, що підтверджується також значення-

ми комбінаційного індексу (СІ для сумішей із 

койєвою кислотою й арбутином становили 0,75 
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і 0,8 відповідно). Однак при комбінації похід-

ного індолу з ФТС ізоболи представлені у ви-

гляді прямих ліній, що свідчить про адитив-

ний ефект і також узгоджується з результатами 

розрахунку комбінаційного індексу.  

Хоча койєва кислота, арбутин і ФТС від-

носяться до конкурентних інгібіторів, механізм 

їх дії суттєво різниться. Точних даних про міс-

ця зв’язування цих сполук із тирозиназою на-

разі немає. Лише для ФТС проведений рент-

геноструктурній аналіз комплексу з рослинною 

поліфенолоксидазою катехолоксидазою [36]. 

Активний центр більшості поліфенолоксидаз 

дуже консервативний, тому можна припустити 

наявність гідрофобних і Ван-дер-Ваальсових 

взаємодій між ФТС і залишками амінокислот 

тирозинази, крім того, сульфгідрильна група 

ФТС, вірогідно, замінює гідроксильну групу 

між двома атомами купруму активного центру.  

Койєва кислота є конкурентним інгібіто-

ром при окисненні монофенольних субстратів 

(тирозин), однак при окисненні дифенолів 

ця сполука виявилася інгібітором змішаного 

типу. Додатковим внеском койєвої кислоти 

у зниження синтезу меланіну є відновлення 

о-ДОФА-хінону, який утворюється в процесі 

окиснення тирозину, що перешкоджає його 

внутрішньомолекулярній циклізації в ДОФА-

хром [23]. 

Досі немає одностайної думки, як арбутин 

зв’язується з тирозиназою. Однак більшість ав-

торів схиляється до того, що ця сполука є так 

званим “поганим” субстратом ензиму і збіль-

шення концентрації арбутину навіть на декіль-

ка порядків не призводить до повного пригні-

чення активності тирозинази [37]. Такий різ-

ний механізм інгібування активності тирозина-

зи койєвою кислотою, арбутином і ФТС, віро-

гідно, пояснює наявність як синергетичного, 

так і адитивного типу взаємодії описаними 
сполуками  із  неконкурентним  інгібітором –  

3-(2-гідроксифеніламіно)-1,3-дигідро-індол-2-он- 

ом. Слід підкреслити, що обрані методи дослі-

джень відповідають таким, опублікованим у су-

часній наукової літературі, що дали змогу 

отримати актуальні дані щодо комплексної дії 

інгібіторів тирозинази з можливістю підвищен-

ня ефективності їх дії. Дизайн роботи сприяє 

вирішенню поставлених завдань. 

Висновки 

При вивченні впливу сумісного викорис-

тання інгібіторів тирозинази (койєвої кислоти, 

арбутину, ФТС та 3-(2-гідроксифеніламіно)-

1,3-дигідро-індол-2-ону) у різних комбінаціях 

показані як адитивний, так і синергетичний 

ефекти. Різні типи взаємодії інгібіторів, ймо-

вірно, пов’язані з різними механізмами їх 

зв’язування з ензимом. 

Синергетичний ефект при одночасному 

застосуванні двох інгібіторів тирозинази відкри-

ває широкі можливості для створення більш 

ефективних засобів лікування гіперпігментації 

через зменшення концентрації кожного інгібі-

тора. Крім того, відсутність антагонізму не пе-

решкоджає одночасному застосуванню комбі-

націй усіх досліджених сполук. 

Розкриття інтересів 

Автори заявляють про відсутність конфлік-

ту інтересів до розкриття. 
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SYNERGIC AND ADDITIVE EFFECTS OF THE COMBINED EFFECT OF TYROSINASE INHIBITORS 

Background. Excessive melanin accumulation in the skin can lead to various diseases and cosmetic issues. While tyrosinase inhibitors 
are commonly used to reduce pigment biosynthesis, many of them are associated with significant side effects. When multiple drugs are 
used in combination, it can result in synergism, additive effects, or antagonism. Combining multiple tyrosinase inhibitors is considered a 
promising approach to minimize side effects and enhance therapeutic efficacy. 
Objective. This study aims to investigate the combined use of tyrosinase inhibitors to determine the nature of their interaction, whether 
it's synergistic or additive. 
Methods. We utilized tyrosinase isolated from Agaricus bisporus mushrooms. Enzyme inhibition by test compounds was assessed by 

measuring tyrosinase activity using tyrosine (30 min in 0.05 M Na-phosphate buffer solution, pH 6.5, 25 C). To explore joint inhibition, 
compound solutions were mixed in pairs at various concentrations. The interaction was quantified using the combination index and 
isobolograms. 
Results. To determine the effect of the combined action of agents on tyrosinase activity, we examined standard inhibitors of the enzyme 
(kojic acid, arbutin, phenylthiourea) and our discovered compound, 3-(2-hydroxyphenylamino)-1,3-dihydro-indol-2-one. Calculations of 
the combination index and isobolograms for all studied combinations of standard tyrosinase inhibitors revealed additive effects in all 
studied cases. Simultaneous use of kojic acid or arbutin with 3-(2-hydroxyphenylamino)-1,3-dihydro-indol-2-one demonstrated a 
synergistic effect. However, the mixture of phenylthiourea with the indole derivative demonstrated an additive effect. 
Conclusions. The combined usage of tyrosinase inhibitors in various combinations displayed both additive and synergistic effects. The 
synergistic effect of using two inhibitors simultaneously presents significant opportunities for the development of more effective and 
cost-efficient treatments for hyperpigmentation by reducing the concentration of each inhibitor.  

Keywords: tyrosinase; tyrosinase inhibutors; 3-(2-hydroxyphenylamino)-1,3-dihydro-indol-2-one; combined usage; synergism; additive 
action. 


