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STRESZCZENIE

W S TĘP   
Dostępna literatura sugeruje, że nikotyna może kumulować się w ludzkich tkan-
kach zawierających melaninę, co powoduje zwiększenie biosyntezy tego barw-
nika. Dotychczasowe badania nad oddziaływaniem nikotyny z melaniną nie 
wyjaśniają wpływu wiązania na metabolizm i dystrybucję nikotyny, poziom 
uzależnienia, zdolność do zaprzestania palenia czy zwiększenie ewentualnych 
działań niepożądanych nikotyny. Rola tych oddziaływań może mieć duże zna-
czenie w przypadku osób o wysokim stopniu pigmentacji skóry. Odpowiedzi 
wymagają pytania dotyczące charakteru wiązań między nikotyną a melaniną 
oraz zmian, jakie nikotyna może wywierać w komórkach, tkankach i narządach 
ludzkiego ciała, w których występuje melanina. Celem badań była ocena zdolno-
ści nikotyny do wiązania się z melaniną syntetyczną, a także ocena kinetyki 
wiązania i trwałości powstałych kompleksów.

M A T E R IAŁ  I  M E T O D Y   
Kompleksy nikotyna–melanina oceniano metodą Scatcharda. Ilość nikotyny 
związanej z melaniną wyznaczono techniką spektrofotometrii UV-VIS. 

W Y N IK I   
Wykazano, że nikotyna tworzy kompleksy z melaniną. Ilość nikotyny związanej 
z melaniną wzrasta wraz ze wzrostem stężenia początkowego oraz z wydłuża-
niem czasu inkubacji. Dla badanych kompleksów stwierdzono występowanie 
dwóch klas niezależnych miejsc wiążących o wartościach stałych trwałości 
K1 = 2,44 × 104 M-1 oraz K2 = 7,72 × 102 M-1. 

W N IO S K I   
Uzyskane wyniki wskazują na możliwą rolę melaniny w działaniach niepożąda-
nych nikotyny oraz w problematyce zaprzestania palenia u osób o wysokim 
stopniu pigmentacji.    
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ABSTRACT  

B A C K G R O UN D   
The available literature suggests that nicotine may accumulate in human tissues containing melanin, which in-
creases the biosynthesis of this pigment. Studies conducted on the interaction between nicotine and melanin do 
not explain the impact of this binding on the metabolism and distribution of nicotine, level of dependence, effec-
tiveness of smoking cessation therapies and potential adverse effects of nicotine. The role of these interactions 
may be important for people with a high degree of skin pigmentation. It is necessary to answer questions con-
cerning the nature of nicotine–melanin interaction as well as the effect of nicotine on human cells, tissues and 
organs containing melanin pigment. The aim of this study was to examine the ability of nicotine to bind to syn-
thetic melanin and to evaluate the kinetics and the nature of these interactions.

M A T E R IA L  A N D  M E T H OD S  
Nicotine–melanin complexes were analyzed by  use of the Scatchard method. The amounts of nicotine bound to 
melanin were determined spectrophotometrically. 

R E S U L TS   
It has been demonstrated that nicotine forms complexes with melanin. The amounts of nicotine bound to melanin 
increase with rising initial concentrations and prolongation of incubation time. For the studied complexes, two 
classes of independent binding sites with  association constants K1 = 2.44 × 104 M-1 and K2 = 7.72 × 102 M-1

have been found.  

C O N C L U S IO N S   
The obtained results indicate the possible role of melanin in side effects of nicotine and in smoking cessation 
therapies effectiveness among people with high levels of pigmentation. 

KEY WORDS  
nicotine, melanin, nicotine-melanin complexes 

WSTĘP 

Nikotyna jest związkiem z grupy alkaloidów pirydy-
nowych syntetyzowanym w korzeniach roślin tytoniu 
(Nicotiana) z rodziny Solanaceae. W swojej struktu-
rze ma pierścienie pirydynowy i N-metylopirolidy-
nowy. Charakteryzuje się działaniem ganglioplegicz-
nym, działa na receptory N-cholinergiczne [1]. Naj-
większe znaczenie mają jednak jej zdolności uzależ-
niające, co przejawia się powszechnie w postaci wy-
sokiego odsetka osób palących papierosy, wynoszące-
go w Stanach Zjednoczonych ok. 31% mężczyzn 
i 23% kobiet [2,3]. 
Melaniny są naturalnymi barwnikami występującymi 
w skórze człowieka, a także w innych narządach 
i strukturach, takich jak: oko, włosy, ucho wewnętrz-
ne, mózg, serce, płuca, wątroba i limfocyty. Są biopo-
limerami syntetyzowanymi w wyspecjalizowanych 
komórkach, zwanych melanocytami. Mają funkcję 
pigmentacyjną, ochraniają komórki przed szkodliwym 
wpływem promieniowania UV i wolnych rodników. 
Mogą wiązać wiele substancji, co ma znaczenie 
ochronne i detoksykacyjne, ale może też prowadzić do 
szkodliwej kumulacji leków i związków chemicznych 

wskutek wydłużenia czasu ekspozycji organizmu na te 
związki [4].  
Absorpcja leków mających powinowactwo do melani-
ny może wywoływać zmiany i uszkodzenia w zawie-
rających ją narządach. Ponadto zmiany w strukturze 
samej melaniny mogą być powodowane przez leki 
mające do niej powinowactwo [5]. 
Nikotyna wykorzystywana jest jako lek w nikotyno-
wej terapii zastępczej, stosowanej w celu zaprzestania 
palenia papierosów. Jej działania niepożądane w tej 
terapii, skorelowane z oddziaływaniami nikotyny 
z melaniną, nie zostały jeszcze wyjaśnione. Prowadzi 
się badania nad wykorzystaniem nikotyny w leczeniu 
m.in. chorób neurodegeneracyjnych. W przypadku 
choroby Parkinsona wykorzystuje się wpływ nikotyny 
na porażenie receptorów cholinergicznych i przekaź-
nictwo dopaminergiczne, natomiast w chorobie Alzhei- 
mera, dodatkowe znaczenie ma wpływ nikotyny na 
czynnik wzrostu nerwów [6]. Oceniana jest również 
możliwość leczenia bólu przez aktywację nikotyno-
wych receptorów cholinergicznych. Działanie prze-
ciwbólowe agonistów receptora nikotynowego wystę-
puje zarówno w modelach zwierzęcych, jak i u czło-
wieka. Dotyczy ono bólu zapalnego i neuropatycznego 
oraz bodźców cieplnych, chemicznych i mechanicz-
nych. Na drodze do wykorzystania nikotyny jako leku 
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przeciwbólowego stoją jednak profil bezpieczeństwa 
i jej wąski indeks terapeutyczny oraz krótkotrwały
efekt działania. Mimo to nikotyna mogłaby być sto-
sowana jako lek wspomagający leczenie bólu, pozwa-
lający obniżyć dawkę opioidowych leków przeciwbó-
lowych, tym bardziej że wykazano synergizm w dzia-
łaniu tych leków [7]. Stwierdzono jednak, że nie prze-
kłada się to na zmniejszenie odczuwania bólu przez 
osoby palące, a przeciwnie, wymagają one większych 
dawek opioidów niż osoby niepalące, co prawdopo-
dobnie ma związek z przyspieszonym metabolizmem 
tych leków spowodowanym indukcją enzymatyczną 
przez składniki dymu tytoniowego [8]. Nadal prowa-
dzone są badania mające na celu skonstruowanie no-
woczesnych leków zawierających nikotynę.   
Właściwości uzależniające oraz toksyczne nikotyny, 
a dodatkowo wpływ jej niezmetabolizowanej postaci 
na biotransformację niektórych leków, mają szczegól-
ne znaczenie w odniesieniu do organizmu człowieka, 
w którym nikotyna może być kumulowana w postaci 
połączeń z melaniną [4,9].  
Stwierdzono, że osoby ciemnoskóre szybciej uzależ-
niają się od palenia papierosów i trudniej jest im ze-
rwać z nałogiem. Ponadto absorpcja nikotyny jest 
w ich organizmie większa niż u ludności białej. Zjawi-
ska te mogą mieć związek z oddziaływaniami nikoty-
ny z melaniną [4,10,11,12].  
Z danych literaturowych wynika, że stężenie nikotyny 
w niektórych narządach ma związek z pigmentacją, 
a jej odkładanie się np. we włosach odbywa się za-
równo podczas ich rozwoju, jak i po tym okresie. 
Podczas biosyntezy w warunkach laboratoryjnych, 
w których melanina powstaje z tyrozyny pod wpły-
wem enzymu tyrozynazy (oksydazy tyrozynowej),
w obecności nikotyny dochodzi do inkorporacji niko-
tyny do melaniny [13].  
Celem pracy była ocena zdolności wiązania nikotyny 
z melaniną syntetyczną oraz ocena kinetyki wiązania 
i trwałości powstałych kompleksów.

MATERIAŁ  I  METODY  

Otrzymywanie syntetycznej DOPA-melaniny 

Melaninę syntetyczną otrzymano w wyniku reakcji 
oksydacyjnej polimeryzacji 3,4-dihydroksyfenylo-L- 
-alaniny (L-DOPA, prod. Sigma-Aldrich) w 0,067 M 
buforze fosforanowym o pH = 8,0 [14,15]. 

Otrzymywanie kompleksów nikotyna–melanina 

Do badań zdolności wiązania nikotyny z melaniną 
zastosowano nikotynę firmy Sigma-Aldrich. Kom-
pleksy melaniny z nikotyną otrzymywano w następu-
jący sposób: do probówek z próbkami melaniny 
o masie 5 mg dodawano po 5 cm3 wodnego roztworu 
nikotyny o stężeniu od 1 × 10-4 M do 5 × 10-3 M. Mie-
szaniny inkubowano w temperaturze 22oC, następnie 

sączono, a supernatanty pozostawiono do dalszej 
analizy.  

Metoda oznaczania ilości nikotyny związanej 
z melaniną

Ilość nikotyny związanej z melaniną oznaczano meto-
dą spektrofotometryczną przez pomiar absorbancji 
roztworów wzorcowych o znanym stężeniu leku 
i supernatantów otrzymanych po kompleksowaniu. 
Równocześnie z próbkami badanymi zawierającymi 
kompleks nikotyna–melanina przygotowano próbki 
kontrolne, niezawierające nikotyny, stanowiące próby 
odniesienia w analizie spektrofotometrycznej. Nikoty-
nę oznaczano przy długości fali λmax 260 nm przy 
użyciu spektrofotometru UV-VIS firmy JASCO model 
V-630. Ilość związanej nikotyny (w μmol/mg melani-
ny), wyznaczono jako różnicę między ilością leku 
wprowadzonego do kompleksowania i ilością leku 
niezwiązanego – w supernatancie po kompleksowa-
niu.   

Ocena kinetyki tworzenia kompleksów 
nikotyna–melanina 

Kinetykę tworzenia kompleksów nikotyny z synte-
tyczną melaniną oceniono na podstawie zależności 
ilości leku związanego z melaniną od czasu komplek-
sowania (1, 3, 6, 12, 24 i 48 godzin) oraz wyjściowego 
stężenia dodanego leku (od 1 × 10-4 M do 5 × 10-3 M).  

Wyznaczenie parametrów wiązania nikotyny 
do melaniny 

Analiza wiązania nikotyny do melaniny została prze-
prowadzona metodą Scatcharda, przystosowaną przez 
Kalbitzera i Stehlika [16], przy uwzględnieniu ilości 
związanego leku po ustaleniu się stanu równowagi, 
czyli po 24 godzinach kompleksowania. Sporządzono 
izotermy wiązania oraz wykresy Scatcharda, z których 
wyznaczono wartości stałych trwałości kompleksów 
(K) i liczby miejsc wiążących (n). 

Analiza statystyczna 

Dla każdego układu badawczego we wszystkich eks-
perymentach wykonano po trzy równoległe próby 
i obliczono wartości średnie oraz odchylenia standar-
dowe (SD, standard deviation).  

WYNIKI  

Dla oceny kinetyki tworzenia kompleksów nikotyny 
z melaniną syntetyczną sporządzono wykresy zależno-
ści ilości leku związanego z melaniną (w %) od czasu 
kompleksowania i wyjściowych stężeń (co) nikotyny 
(ryc. 1). Stwierdzono, że ilość nikotyny związanej 
z melaniną wzrasta w początkowym okresie inkubacji 
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i po około 24 godzinach osiąga stan równowagi kom-
pleksowania. Można zaobserwować, że ze wzrostem 
stężenia początkowego dodawanego leku maleje pro-
cent jego związania z melaniną. Analiza otrzymanych 
zależności dla czterech różnych stężeń pozwala 
stwierdzić, że dla najniższego stężenia wynoszącego 
1 × 10-4 M z melaniną wiąże się prawie cała ilość 
wprowadzonej nikotyny (ok. 98%). Dla stężeń 
5 × 10-4 M i 1 × 10-3 M wartości te wynoszą odpo-
wiednio ok. 85% i 75%. W przypadku najwyższego 
z badanych stężeń (5 × 10-3 M) nikotyna wiąże się 
z melaniną w ok. 30% (ryc. 1). 

Ryc. 1. Zależność ilości nikotyny związanej z melaniną (w %) od czasu 
kompleksowania i stężenia wyjściowego leku (co). 
Fig. 1. Effect of incubation time and initial nicotine concentration (co) on 
the amount of  nicotine bound to melanin (in %). 

  
W celu wyznaczenia parametrów wiązania nikotyny 
do syntetycznej DOPA-melaniny sporządzono izoter-
mę wiązania (ryc. 2A) i wykres Scatcharda (ryc. 2B). 
W badaniach zastosowano stałe ilości melaniny, do 
której dodawano roztwory nikotyny o stężeniach od 
1 x 10-4 M do 5 x 10-3 M. Czas kompleksowania wy-
nosił 24 godziny.
Sporządzona na podstawie danych eksperymentalnych 
izoterma wiązania ilustruje zależność ilości nikotyny 
związanej z melaniną (r) od stężenia początkowego 
dodanego leku (co) (ryc. 2A). Izoterma wiązania 
wskazuje, że ilość nikotyny związanej z melaniną 
rośnie wraz ze wzrostem stężenia początkowego.  
Wykres Scatcharda, wyrażający zależność stosunku 
ilości nikotyny związanej z melaniną do stężenia niko-
tyny niezwiązanej (r/cA) w funkcji ilości nikotyny 
związanej z melaniną (r) (ryc. 2B), ma postać krzywej 
typu hiperboli, co wskazuje, że w tworzeniu komplek-
su nikotyna–melanina uczestniczą co najmniej dwie 
klasy niezależnych miejsc wiążących. Punkty do-
świadczalne uzyskane dla wartości ilości leku związa-
nego z melaniną r < 0,5 μmol/mg mogą świadczyć 
o przewadze oddziaływań elektrostatycznych pomię-
dzy cząsteczką leku naładowaną dodatnio a aniono-
wymi grupami polimeru w stosunku do innych typów 
interakcji, np. oddziaływań cząsteczkowych typu van 
der Waalsa. Podobne wyniki uzyskano dla komplek-
sów sulfonamidów z melaniną [17]. 
Wyznaczone parametry wiązania dla kompleksu niko-
tyna–melanina, czyli wartości stałych trwałości kom-
pleksu (K1 i K2) oraz liczby miejsc silnie (n1) i słabo 
(n2) wiążących wynoszą:

Ryc. 2. Izoterma wiązania (A) i wykres Scatcharda (B) dla kompleksów 
nikotyna–melanina; r – ilość leku związanego z melaniną; co – stężenie 
początkowe leku, cA – stężenie  leku niezwiązanego. 
Fig. 2. Binding isotherm (A) and Scatchard plot (B) for nicotine–melanin 
complexes; r – amount of drug bound to melanin; co – initial drug 
concentration, cA – concentration of  unbound drug. 

K1 = 2,44 x 104 M-1 n1 = 0,712 μmol nikotyny/mg 
                                            melaniny, 
K2 = 7,72 x 102 M-1 n2 = 1,036 μmol nikotyny/mg 
                                            melaniny. 

Porównując uzyskane wartości z parametrami wiąza-
nia kompleksów różnych wcześniej badanych leków 
z melaniną można stwierdzić, że nikotyna wiąże się 
z melaniną prawie w 2-krotnie większej ilości w sto-
sunku do leków, których powinowactwo do melaniny 
określane jest jako wysokie, np. chlorochina – ok.  
0,9 μmol leku/mg melaniny [18] czy ciprofloksacyna 
– ok.1,2 μmol leku/mg melaniny [19]. Równocześnie 
wartości stałych trwałości kompleksu K1 i K2 wskazu-
ją na niezbyt silne wiązanie nikotyny do melaniny.

DYSKUSJA  

W ostatnich latach coraz większy nacisk kładzie się na 
poznanie właściwości i funkcji biologicznych biopo-
limerów melaninowych. Dostępne piśmiennictwo 
szeroko omawia rolę pigmentów w wielu organizmach 
żywych, jednakże ich znaczenie nie jest do końca 
poznane. Melaniny, będące końcowym produktem 
złożonych przemian zachodzących w komórkach 
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barwnikowych, wyróżniają się wśród innych dobrze 
poznanych biopolimerów, takich jak białka czy kwasy 
nukleinowe, oryginalnymi właściwościami i budową. 
Są to ujemnie naładowane pigmenty o ciemnym za-
barwieniu, nieregularnej, trójwymiarowej strukturze 
amorficznej, nierozpuszczalne w wodzie i  rozpusz-
czalnikach organicznych, odporne na działanie stężo-
nych kwasów oraz wrażliwe na wybielanie przez 
substancje utleniające. Biopolimery melaninowe zbu-
dowane są z podjednostek indolowych połączonych 
wiązaniami kowalencyjnymi typu węgiel–węgiel, ale 
mogą też zawierać w swojej strukturze zmienną ilość 
różnych produktów pośrednich melanogenezy, co 
sprawia, że są bardzo niejednorodnymi biomolekułami 
[20,21,22,23,24]. 
Melaniny wykazują specyficzne właściwości, z któ-
rych wynika również ich szczególna zdolność do 
wiązania wielu substancji chemicznych. Wpływa na to 
obecność stabilnej populacji organicznych wolnych 
rodników orto-semichinonowych [25], a także grup 
utleniających lub redukujących, np. o-chinonów 
i hydrochinonów [26]. Ponadto w procesie melanoge-
nezy do syntetyzowanego polimeru mogą zostać wbu-
dowane – poprzez wiązania kowalencyjne, jonowe czy 
oddziaływania van der Waalsa – liczne cząsteczki 
o różnorodnej budowie chemicznej, szczególnie po-
siadające 1–3 pierścieni aromatycznych [5]. 
Interesująca wydaje się zdolność melanin do oddzia-
ływania z wieloma substancjami leczniczymi. Interak-
cje te mogą mieć zarówno korzystne, jak i niekorzyst-
ne skutki dla organizmu. Zdolność tych biopolimerów 
do wiązania potencjalnie niebezpiecznych związków 
chroni komórki przed ekspozycją na zbyt wysokie 
stężenia szkodliwych substancji przez kumulację, 
a następnie stopniową eliminację ksenobiotyków 
w nietoksycznych stężeniach. Jednak długotrwała 
terapia substancjami leczniczymi, charakteryzującymi 
się wysokim powinowactwem do melaniny, może 
doprowadzić do degeneracji komórek upigmentowa-
nych. Uważa się, że proces polekowych uszkodzeń 
tkanek i narządów bogatych w biopolimery melani-
nowe ma miejsce, gdy wyczerpują się zdolności de-
toksykacyjne melanin [5,27]. 
Wcześniejsze badania wykazały, że melaniny wykazu-
ją zdolność wiązania wielu substancji leczniczych, 
w tym antybiotyków aminoglikozydowych [14,15,28], 
fluorochinolonów [19], leków przeciwnowotworo-
wych [29, 30] oraz psychotropowych [31].  
Badania modelowe wykazały, że nikotyna wiąże się 
z melaniną. W powstałych kompleksach występują 
oddziaływania charakteryzujące się wartościami sta-
łych trwałości wynoszącymi: K1 = 2,44 × 104 M-1 oraz 
K2 = 7,72 × 102 M-1. Całkowita liczba miejsc wiążą-
cych wynosi ok. 1,75 μmol nikotyny/mg melaniny.
Niepożądane efekty palenia papierosów, ujawniające 
się m.in. w postaci ciemnych plam w jamie ustnej 
palaczy i osób narażonych na bierne palenie tytoniu, 
w tym u dzieci [32], mogą wynikać z nasilenia biosyn-
tezy melaniny pod wpływem nikotyny. Przebarwienia 
te związane są prawdopodobnie z melanizacją nabłon-

ka wskutek działania nikotyny w postaci dymu tyto-
niowego [33]. 
Procesy generowania przebarwień skóry pod wpły-
wem nikotyny zostały dokładnie przebadane i opisane 
dla modelu płazów. Zdefiniowano zjawisko zwane 
dyspersją melaninową, polegające na szybkim trans-
porcie melanosomów z regionu jądra melanocytu 
w kierunku dendrytów, którego konsekwencją jest 
wystąpienie przebarwień skóry. Odbarwienie skóry 
jest natomiast wynikiem ruchu cząstek melaniny 
z powrotem w region jądrowy. Zatem zjawisko dys-
persji melaninowej przejawia się jako zmiana koloru 
skóry – od przebarwienia do odbarwienia. Podejrzewa 
się, że nikotyna stymuluje etap dyspersji melanoso-
mów do dendrytów, co może charakteryzować się 
nasileniem zmian w upigmentowaniu skóry [34]. 
Biorąc pod uwagę możliwość wystąpienia zjawiska 
dyspersji melaninowej również u palaczy, a więc
u osób narażonych bezpośrednio na działanie nikoty-
ny, można przypuszczać, że występowanie przebar-
wień skóry może być m.in. związane z dyspersją me-
lanosomów wypełnionych melaniną do dendrytów.
Wykazano, że melanocyty u palaczy zawierały mela-
nosomy znajdujące się w III lub IV stadium rozwoju, 
w całości wypełnione melaniną, natomiast u osób 
niepalących przeważały melanosomy w II stadium 
[33]. Nasilona pigmentacja u palaczy może być po-
nadto związana z liczbą keratynocytów zawierających 
melaninę i dystrybucją melanosomów w obrębie kera-
tynocytów. 
Nikotyna może także aktywować melanocyty w spo-
sób pośredni, przez ß-adrenergiczne działanie epine-
fryny, której uwalnianie m.in. z rdzenia nadnerczy 
zwiększa się podczas palenia papierosów, powodując 
podwyższenie poziomu cyklicznego adenozynomono-
fosforanu (cAMP), który jest istotnym czynnikiem 
wpływającym na proces biosyntezy melaniny. U ludzi 
palących papierosy zawierające nikotynę zaobserwo-
wano wyższy poziom cAMP w osoczu i w moczu, 
czego nie stwierdzono u palących papierosy bezniko-
tynowe [34].
Badania przedstawione w niniejszej pracy pozwalają 
wysunąć hipotezę, że oddziaływanie nikotyny z mela-
niną może wpływać na powstawanie przebarwień 
u palaczy. Oprócz zmian w samych melanocytach, 
istotne znaczenie może mieć kumulowanie się nikoty-
ny w tkankach bogatych w melaninę, co może wpły-
wać na stopień uzależnienia, ilość nikotyny ulegającej 
absorpcji po wypaleniu papierosa oraz na efektywność 
leczenia z nałogu za pomocą nikotynowej terapii za-
stępczej [4].

WNIOSKI  

1. Nikotyna tworzy kompleksy z syntetyczną melani-
ną. Ilość nikotyny związanej z melaniną zwiększa 
się wraz ze wzrostem stężenia początkowego do-
danego leku.  
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2. W tworzeniu kompleksów nikotyna–melanina 
uczestniczą co najmniej dwie klasy niezależnych 
miejsc wiążących o wartościach stałych 
trwałości K1 = 2,44 × 104 M-1 oraz K2 = 7,72 × 
× 102 M-1. 

3. Uzyskane wyniki wskazują na konieczność 
uwzględniania roli melaniny w działaniach niepo-
żądanych nikotyny oraz w ocenie skuteczności ni-
kotynowej terapii zastępczej u osób o wysokiej 
zawartości barwnika.  

Badania finansowane przez Śląski Uniwersytet Medyczny (umowa nr KNW-1-003/P/2/0).
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