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Innowacyjne preparaty kosmetyczne wdrazane przez przemyst
kosmetyczny s3 testowane pod katem okreslenia dziatania drazniace-
go, fototoksycznosci i genotoksycznosci ich poszczegdlnych sktadni-
kéw za pomoca badan in vitro oraz in vivo. Ocena dziafania kosme-
tykdw metoda in vitro jest bardzo przydatnym, wrecz niezbednym
narzedziem w procesie tworzenia produktéw najwyzszej jakosci. Sa
to badania bardzo kosztowne oraz dtugotrwate i nie od razu przynosza
producentowi oczekiwane rezultaty.

Skora czlowieka jest najlepszym modelem stosowanym w te-
stach in vitro [1]. Tkanki ludzkiej skory moga by¢ pozyskiwane pod-
czas sekcji zwtok, biopsji lub operacji plastycznych. Jednakze jest
wiele prawnych i etycznych ograniczen, regulujacych wykorzystanie
skoéry cztowieka w badaniach toksycznosci produktow kosmetycz-
nych. Unia Europejska zakazata czerpania korzysci finansowych
wynikajacych ze stosowania ludzkich tkanek w testach in vitro czy-
niac je mato powszechnymi. Dotychczas alternatywnym rozwiaza-
niem, ktére pozwalafo zastapic skére cztowieka, byto zastosowanie
skory zwierzecej (np. krélika, myszy, szczura). Biorac pod uwage
skutecznosc¢ i wiarygodnosc¢ testow na zwierzetach, pozwalajacych
na odrdéznianie substancji drazniacych od niedrazniacych zawartych
w preparatach kosmetycznych, najbardziej precyzyjnymi okaza-
ty sie testy Dreize’a wykonywane na skérze krolikow albinoséw
[2]. Od potowy lat osiemdziesigtych XX w., rozpoczeto dazenie
do stopniowego zmniejszania liczby testow przeprowadzanych
na zwierzetach, co byto przelomowym momentem dla Europy. Ta-
kie dziatanie byto efektem naciskéw ze strony grup zajmujacych
si¢ opieka nad zwierzetami, opinii publicznej oraz debat etycznych.
W 1986 r. dyrektywa UE dotyczaca ochrony zwierzat wykorzysty-
wanych do celéw doswiadczalnych (Dyrektywa 86/609/EEC) za-
kazafa przeprowadzania testéw na zwierzegtach, gdy zatwierdzone
zostang inne metody alternatywne.

Zgodnie z 7. poprawka do Dyrektywy Kosmetycznej Unii Europej-
skiej (Dyrektywa 76/768/EEC), od 2009 r. obowiazuije catkowity zakaz
testowania na zwierzetach skfadnikéw preparatéw kosmetycznych dla
oznaczenia ich potencjalnego dziatania na zdrowie cztowieka [2].

Zatem przemyst kosmetyczny stat sig pionierem w ograniczaniu
liczby zwierzat wykorzystywanych w badaniach bezpieczenstwa sub-
stancji chemicznych i przyczynit si¢ do rozwoju metod alternatywnych,
ktore moga by¢ stosowane zaréwno w laboratoriach naukowych jak
i przemystowych [3].

W ostatnich latach opracowano wiele réznych modeli sztucznej
skory, ktére obecnie s3 dostepne komercyjnie [1]. Musza one naslado-
waé wiasciwosci skory w mozliwie jak najwigkszym stopniu. Z punk-
tu widzenia prawa, substytuty skory moga by¢ stosowane w testach
in vitro, jesli s3 zwalidowane, co oznacza, ze powinny by¢ skutecz-
ne, wiarygodne i opracowane zgodnie z migdzynarodowo uznanymi
procedurami. Jesli modele sztucznej skéry wykorzystywane sa w celu
zbadania potencjalnego dziatania draznigcego substancji chemicznych
zawartych w preparatach kosmetycznych, muszg zachowywac¢ funkcje
fizjologiczne skory [2].

Skora cztowieka skfada sie z trzech podstawowych warstw:
naskorka (epidermis), skory wiasciwej (dermis) i tkanki podskor-
nej (rys. I). Struktura skéry cztowieka w obrebie naskérka i skory
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wiasciwej, ktore zasadniczo réznig sie gruboscia, wytrzymatoscia
oraz elastycznosciag warunkuje ich wyspecjalizowane funkcje [4].
Dwie funkcje skory cztowieka sa szczegdlnie wazne: zapobieganie
wysuszaniu oraz ochrona przed szkodliwym wptywem srodowiska
zewnetrznego, np. bakteriami, zwigzkami chemicznymi, czy pro-
mieniowaniem ultrafioletowym. Modele sztucznej skory, ktore sa
obecnie intensywnie badane na catym swiecie, powinny zachowy-
wac funkcje barierowe i wykazywac te same reakcje wzgledem za-
grozen $rodowiskowych, co naturalna skéra cztowieka.

Stratum Corneum
Stratum Lucidum
Stratum Granulosum
Epidermis
Stratum Germinativum
Keratynocyt Melanocyt
Dermis _‘E;- Fibroplast
Hypodermis | off -

N

Rys. I. Budowa skéry [4]

Tkanka tluszczowa

Dotychczas najbardziej wartosciowymi modelami substytutéw
skory stosowanymi do oceny dziatania uczulajacego na skoére réznych
substancji chemicznych, okazaty si¢ metody wykorzystujace hodowle
komérkowe i modele tkankowe: EpiSkin®, EpiDerm® oraz SkinEthic®,
ktére zyskaly akceptacje Europejskiego Centrum Walidacji Metod Al-
ternatywnych (ECVAM). Naskdrek stworzony w warunkach in vitro
zachowuje wszystkie funkcje ochronne, a profil lipidowy tych modeli
jest niemal identyczny z profilem w warunkach in vivo.

Gtownym celem artykutu jest przeglad dostepnych na rynku modeli
substytutow skory (EpiSkin®, EpiDerm®, SkinEthic®, EpiDermFT®) pod
katem ich struktury, budowy warstwy lipidowej oraz zastosowan.

Modele sztucznej skoéry
Modele naskdrka, skéry wiasciwej i petnej grubosci ekwiwalenty

skory daja mozliwosé poznania proceséw zachodzacych w skorze. Po-

winny one spefnia¢ nastepujace kryteria:

* musza by¢ zbudowane z funkcjonalnej warstwy rogowej zawiera-
jacej lipidy, z pofozonga ponizej warstwa zywych komoérek

* zywotno$¢ komorek w modelu powinna byé¢ na tyle duza, aby
pozwoli¢ na dobre rozréznienie kontrolnych substanciji dajacych
wyniki pozytywne i negatywne

*  wyniki badan uzyskane przy zastosowaniu danego modelu powin-
ny by¢ powtarzalne dla szerokiego zakresu réznych rodzajéow sub-
stancji chemicznych w okreslonych warunkach doswiadczalnych.

Modele ludzkiego naskérka
* EpiSkin®

Prace nad modelem naskdrka zostaly zapoczatkowane przez
E. Tinoisa w latach 80. ub.w. Obecnie EpiSkin® jest wytwarzany

CHEMIK nrr2/2011 ¢tom 65



w laboratorium inzynierii tkanek w Lyonie, a komercjalizacja pro-
duktu zajmuije sig spétka zalezna Grupy L'Oréal, znana dzigki swym
badaniom nad rekonstrukcja naskérka i bton sluzowych [5]. Model
EpiSkin® jest dostepny nie tylko dla $wiata naukowego, ale réwniez
dla przemystu farmaceutycznego, kosmetycznego i chemicznego.

EpiSkin® jest substytutem naskérka, poniewaz sktada sig z warstwy
podstawnej, kolczystej, ziarnistej oraz rogowej. Stanowi on jednak
uproszczony model, gdyz warstwa rogowa jest grubsza i bardziej prze-
puszczalna w poréwnaniu z jego naturalnym odpowiednikiem [6].

Przygotowanie modelu naskérka EpiSkin® polega na pokryciu
dna naczynia hodowlanego mieszaning liofilizowanych kolagenow
I'i Ill, majacych za zadanie imitowac¢ skore wiasciwa. Nastepnie ko-
lejno naktada sie kolagen IV, ktéry ma stanowic¢ substytut bfony pod-
stawnej oraz wysiewa sie keratynocyty. Hodowle prowadzi sie az
do uzyskania ciagtej warstwy komdrek wypetniajacych dno naczynia.
W celu indukowania dalszych podziatéw i réznicowania komérek, ho-
dowle umieszcza sie na granicy faz: pozywka (ktéra zawiera wyzsze
stezenie jonéw wapnia) — powietrze. Przeprowadzone dotychczas
eksperymenty wykazaty, ze po ok. 7-10 dniach otrzymuje si¢ wy-
soko zorganizowang strukture imitujaca zywy naskorek, zbudowany
z kolagenu typu IV i VI, integryny, lamininy oraz hemidesmosomoéw
[7, 8]. Badania potwierdzity réwniez obecnosé¢ w modelu EpiSkin®,
takich samych lipidéw, jak w naskoérku fizjologicznym (m.in. fosfolipi-
ddéw, ceramidoéw, glukosfingolipidéw, cholesterolu). Jednakze skiad
lipidow w przypadku substytutu naskérka charakteryzuje sie wyzsza
zawartoscig dwu- i trojglicerydéw oraz ceramidéw [1]. Dodatkowo
sa one nieréwnomiernie roztozone, co ma wplyw na poziom pene-
tracji i absorpgji.

* EpiDerm®

Model naskérka EpiDerm® zostat po raz pierwszy opisany przez
grupe badawcza Cannona w 1994 r. [9]. Produkowany jest przez fir-
me MatTek Corporation majaca swoja siedzibe w Ashland w stanie
Massachusetts w Stanach Zjednoczonych. EpiDerm® wykorzystywany
jest w laboratoriach takich firm jak: Clairol, Johnson&Johnson, Procte-
r&Gamble, Revlon, Unilever czy Dr Eris.

Model naskérka EpiDerm® ma tréjwymiarows strukture zblizong
do EpiSkin®, zbudowana z 8- 12 warstw komérek imitujacych warstwe
podstawna, kolczysta, ziarnista oraz rogowa. Hodowla modelu naskér-
ka EpiDerm® przebiega podobnie jak EpiSkin®, jednakze komérki nie
sa wysiewane na btone kolagenowa, lecz na nylonowsa siatke pokryta
kolagenem. EpiDerm® zawiera wszystkie najwazniejsze klasy lipidow
w ilosciach zblizonych do wystepujacych w naturalnych odpowiedni-
kach. Badania wykazaly wyzsza zawartosc¢ glukozyloceramidéw i nizszy
poziom nienasyconych kwaséw tluszczowych w odniesieniu do na-
skorka ludzkiego [1]. Dodatkowo dowiedziono, ze po okoto 14 dniach
hodowli substytutu naskérka, warstwa rogowa staje sie grubsza niz
w naturalnym naskorku, co naukowcy powiazali z brakiem mozliwosci
zluszczania sie korneocytéw [10, | 1].

* SkinEthic®

Firma Societe SkinEthic Laboratories zatozona przez Martina Ros-
dy w 1992 r. powstafa z myslg o opracowaniu ekwiwalentu sztucznej
skéry [1]. Opracowany przez nig SkinEthic® to naskérek zrekonstru-
owany na bazie ludzkich keratynocytéw, posiadajacy tréjwymiarowa
budowe. Struktura naskérka jest bardzo zblizona do naturalnego od-
powiednika i skifada sie z warstwy zrogowaciatej (startum corenum),
warstwy ziarnistej (stratum granulosum), warstwy kolczystej (stratum
spinosum). Badania z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego
wykazaty obecnos¢ dobrze wyksztalconych hemidesmosomoéw. Mimo
duzego podobienstwa modelu SkinEthic® do fizjologicznego naskérka,
zidentyfikowano kropelki lipidowe we wszystkich warstwach modelu,
ktérych nie obserwuje si¢ w naturalnej epidermie. Najwigksze ste-
zenie kropelek lipidowych wykryto w warstwie podstawnej (stratum
basale). Warstwa zrogowaciata modelu SkinEthic® jest zdecydowanie
grubsza niz w naturalnym naskérku [1].
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Peinej grubosci substytuty skory

Dostepne komercyjnie pefnej grubosci substytuty skéry charak-
teryzuja sie ztozong struktura zbudowang z odpowiednika skéry wia-
$ciwej wraz z fibroblastami, btony podstawnej oraz odpowiednika
naskoérka zawierajacego keratynocyty.

Najbardziej dostepnym substytutem skéry jest EpiDermFT®
produkowany przez firme MatTek Corporation. Zbudowany jest
z odpowiednio zréznicowanego naskdrka zawierajacego wszystkie
warstwy. W EpiDermFT® w dobrze wyksztatconej btonie podstawnej
i skorze wiasciwej wykryto obecnos¢ zywych fibroblastow [6]. Licz-
ne badania wykazaty, ze podobnie jak w odpowiednikach naskérka,
w warstwie nabtonkowej obecne sa wszystkie markery réznicowania
keratynocytow. Dodatkowo zaobserwowano, ze zawartos¢ i profil
lipidow budujacych warstwe rogowa jest zblizony do spotykanego
in vivo. Na uwage zastuguje fakt, ze zachodza interakcje pomiedzy
naskoérkiem a skora wiasciwa, ktére maja znaczacy wptyw na procesy
zachodzace w skoérze [6].

Zaleta modelu EpiDermFT® jest mozliwosé¢ przechowywania go
w warunkach laboratoryjnych przez 28 dni, co pozwala na wielo-
krotna aplikacje badanej formulacji kosmetycznej w takich odstepach
czasowych, jak podczas stosowania danego produktu. Nalezy jednak
pamietac, ze, podobnie jak w przypadku modeli naskérka, warstwa
rogowa nie ulega ztuszczeniu i staje si¢ grubsza. Ma to wptyw na wy-
niki badan przenikalnosci zwiazkéw chemicznych i nie odzwierciedla
w petni warunkdw in vivo.

Zastosowanie modeli sztucznej skory

Ocena dziatania drazniacego na skore

W badaniach oceny wtasciwosci draznigcych substancji che-
micznych obecnych w kosmetyku wykorzystuje sie wyzej opisane
modele 3D zrekonstruowanego ludzkiego naskérka typu EpiSkin®,
EpiDerm®, SkinEthic®. Dla okreslenia wtasnosci cytotoksycznych
sktadnikéw danego preparatu przeprowadza sie ilosciowy test kolo-
rymetryczny MTT, ktéry polega na redukgji soli tetrazoliowej przez
komérki aktywne metabolicznie. W pierwszym etapie testowany
produkt nalezy natozy¢ na model naskérka tak, aby réwnomiernie
pokrywat jego powierzchnig (minimalna ilosé¢ 25 mg/cm?). W zalez-
nosci od uzytego modelu zrekonstruowanego naskérka czas ekspo-
zycji moze trwac od |0 min. do 6 dni, przy zachowaniu temperatury
inkubacji 37°C. W celu pomiaréw zywotnosci komérek stosuje sie
najczesciej test badania redukeji MTT, ktéry pozwala na otrzymanie
doktadnych i powtarzalnych wynikéw. Inkubowang uprzednio préob-
ke skéry umieszcza sie w roztworze MTT o stezeniu 0,3-1 mg/ml
w temperaturze 20-28°C. Tkanka reaguje z MTT i w wyniku dziatania
reduktazy powstaje sél formazonu o barwie fioletowej.
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Po trzech godzinach przeprowadza sie ekstrakcje wytraconego
fioletowego produktu przy uzyciu odpowiedniego rozpuszczalnika,
np. izopropanolu, i oznacza stezenie formazanu poprzez pomiar ge-
stosci optycznej przy diugosci fali wynoszacej od 545-595 nm. Brak
fioletowego zabarwienia w prébkach swiadczy o zmniejszonej zywot-
nosci komérek [12].
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Testy fototoksycznosci
Testy te wykonywane s3 w celu ustalenia potencjalnej fototok-
sycznosci badanego produktu kosmetycznego po aplikacji na modele
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sztucznego naskorka. Preparat kosmetyczny umieszcza sig w szesciu
probkach zrekonstruowanego naskoérka (wielkos¢ 0,5 cm?). Nastep-
nie, przygotowane w ten sposéb hodowle komérkowe inkubuije sie
w temperaturze 37°C przez 24 h, po czym trzy tkanki poddaje sie
dziafaniu promieniowania UVA (6 J/cm?), a pozostate trzy przecho-
wuije sie¢ w ciemni w temperaturze pokojowej. W kolejnym etapie
testowany produkt jest wymywany, a hodowle komérkowe sa po-
nownie inkubowane przez 24 h. w temp. 37°C. Po tych operacjach
zostaje okreslona zywotnos¢ i histologia napromieniowanych i nie-
napromieniowanych tkanek. Modele sztucznego naskérka powinny
by¢ zdolne do odréznienia fototoksycznych i niefototoksycznych
zwiazkéw [13, 14].

Testy przenikalnosci substanciji

Testy przeprowadzane s3 w celu okreslenia wnikania produktu
kosmetycznego przez odpowiedni model naskérka. Produkt kosme-
tyczny jest aplikowany na dwoch probkach zwierajacych substytut
skory. Réwnoczesnie eksperyment przeprowadzany jest na $lepej
probie. Medium umieszczone u podstawy tkanek jest pobierane
do dalszej analizy w nastepujacych odstepach czasowych - po |,
2, 3, 6 i 24 h. Po uptywie doby jedna tkanka poddawana jest bada-
niom histologicznym, a druga pomiarom zywotnosci komoérek. llos¢
substancji, ktora przeniknefa przez model naskoérka, jest mierzona
w funkgji czasu [15].

Podsumowanie

Badania in vitro z zastosowaniem modeli sztucznej skéry sa dla
$wiatowych koncernéw kosmetycznych, dbajacych o swoja renome
oraz zadowolenie klienta, sprawa priorytetowa. Stad tez znajomos¢
preparatyki, morfologii oraz wtasciwosci komercyjnie dostepnych sub-
stytutow skory jest obecnie niezbedna.
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otrzymata stopier naukowy doktora habilitowanego za badania nad synteza,
charakterystyka i katalitycznymi wiasciwosciami nanoporowatych materia-
féw w procesach utleniania w fazie ciektej. Jej obecne zainteresowania na-
ukowe koncentruja sie wokot syntezy i modyfikacji uporzadkowanych mate-
riatéw, ich wiasciwosciach teksturalnych/strukturalnych/powierzchniowych/
kwasowo-zasadowych/redoks, heterogenicznie katalizowanych syntezach
wysokowartosciowych chemikaliow oraz nowoczesnych strategiach syntez
dla celéw kosmetycznych. Jest wspétautorem ponad 80. prac naukowych,
3. patentdw i przedstawita ponad 140. prezentacji na sympozjach i konfe-

rencjach naukowych.
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