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Wstęp

Innowacyjne preparaty kosmetyczne wdrażane przez przemysł 

kosmetyczny są testowane pod kątem określenia działania drażniące-

go, fototoksyczności i genotoksyczności ich poszczególnych składni-

ków za pomocą badań in vitro oraz in vivo. Ocena działania kosme-

tyków metodą in vitro jest bardzo przydatnym, wręcz niezbędnym 

narzędziem w procesie tworzenia produktów najwyższej jakości. Są 

to badania bardzo kosztowne oraz długotrwałe i nie od razu przynoszą 

producentowi oczekiwane rezultaty.

Skóra człowieka jest najlepszym modelem stosowanym w te-

stach in vitro [1]. Tkanki ludzkiej skóry mogą być pozyskiwane pod-

czas sekcji zwłok, biopsji lub operacji plastycznych. Jednakże jest 

wiele prawnych i etycznych ograniczeń, regulujących wykorzystanie 

skóry człowieka w badaniach toksyczności produktów kosmetycz-

nych. Unia Europejska zakazała czerpania korzyści finansowych 

wynikających ze stosowania ludzkich tkanek w testach in vitro czy-

niąc je mało powszechnymi. Dotychczas alternatywnym rozwiąza-

niem, które pozwalało zastąpić skórę człowieka, było zastosowanie 

skóry zwierzęcej (np. królika, myszy, szczura). Biorąc pod uwagę 

skuteczność i wiarygodność testów na zwierzętach, pozwalających 

na odróżnianie substancji drażniących od niedrażniących zawartych 

w preparatach kosmetycznych, najbardziej precyzyjnymi okaza-

ły się testy Dreize’a wykonywane na skórze królików albinosów 

[2]. Od połowy lat osiemdziesiątych XX w., rozpoczęto dążenie 

do stopniowego zmniejszania liczby testów przeprowadzanych 

na zwierzętach, co było przełomowym momentem dla Europy. Ta-

kie działanie było efektem nacisków ze strony grup zajmujących 

się opieką nad zwierzętami, opinii publicznej oraz debat etycznych. 

W 1986 r. dyrektywa UE dotycząca ochrony zwierząt wykorzysty-

wanych do celów doświadczalnych (Dyrektywa 86/609/EEC) za-

kazała przeprowadzania testów na zwierzętach, gdy zatwierdzone 

zostaną inne metody alternatywne.

Zgodnie z 7. poprawką do Dyrektywy Kosmetycznej Unii Europej-

skiej (Dyrektywa 76/768/EEC), od 2009 r. obowiązuje całkowity zakaz 

testowania na zwierzętach składników preparatów kosmetycznych dla 

oznaczenia ich potencjalnego działania na zdrowie człowieka [2].

Zatem przemysł kosmetyczny stał się pionierem w ograniczaniu 

liczby zwierząt wykorzystywanych w badaniach bezpieczeństwa sub-

stancji chemicznych i przyczynił się do rozwoju metod alternatywnych, 

które mogą być stosowane zarówno w laboratoriach naukowych jak 

i przemysłowych [3]. 

W ostatnich latach opracowano wiele różnych modeli sztucznej 

skóry, które obecnie są dostępne komercyjnie [1]. Muszą one naślado-

wać właściwości skóry w możliwie jak największym stopniu. Z punk-

tu widzenia prawa, substytuty skóry mogą być stosowane w testach 

in vitro, jeśli są zwalidowane, co oznacza, że powinny być skutecz-

ne, wiarygodne i opracowane zgodnie z międzynarodowo uznanymi 

procedurami. Jeśli modele sztucznej skóry wykorzystywane są w celu 

zbadania potencjalnego działania drażniącego substancji chemicznych 

zawartych w preparatach kosmetycznych, muszą zachowywać funkcje 

fizjologiczne skóry [2].

Skóra człowieka składa się z trzech podstawowych warstw: 

naskórka (epidermis), skóry właściwej (dermis) i tkanki podskór-

nej (rys. 1). Struktura skóry człowieka w obrębie naskórka i skóry 

właściwej, które zasadniczo różnią się grubością, wytrzymałością 

oraz elastycznością warunkuje ich wyspecjalizowane funkcje [4]. 

Dwie funkcje skóry człowieka są szczególnie ważne: zapobieganie 

wysuszaniu oraz ochrona przed szkodliwym wpływem środowiska 

zewnętrznego, np. bakteriami, związkami chemicznymi, czy pro-

mieniowaniem ultrafioletowym. Modele sztucznej skóry, które są 

obecnie intensywnie badane na całym świecie, powinny zachowy-

wać funkcje barierowe i wykazywać te same reakcje względem za-

grożeń środowiskowych, co naturalna skóra człowieka.

Dotychczas najbardziej wartościowymi modelami substytutów 

skóry stosowanymi do oceny działania uczulającego na skórę różnych 

substancji chemicznych, okazały się metody wykorzystujące hodowle 

komórkowe i modele tkankowe: EpiSkin®, EpiDerm® oraz SkinEthic®, 

które zyskały akceptację Europejskiego Centrum Walidacji Metod Al-

ternatywnych (ECVAM). Naskórek stworzony w warunkach in vitro 

zachowuje wszystkie funkcje ochronne, a profil lipidowy tych modeli 

jest niemal identyczny z profilem w warunkach in vivo.

Głównym celem artykułu jest przegląd dostępnych na rynku modeli 

substytutów skóry (EpiSkin®, EpiDerm®, SkinEthic®, EpiDermFT®) pod 

kątem ich struktury, budowy warstwy lipidowej oraz zastosowań.

Modele sztucznej skóry

Modele naskórka, skóry właściwej i pełnej grubości ekwiwalenty 

skóry dają możliwość poznania procesów zachodzących w skórze. Po-

winny one spełniać następujące kryteria:

• muszą być zbudowane z funkcjonalnej warstwy rogowej zawiera-

jącej lipidy, z położoną poniżej warstwą żywych komórek

• żywotność komórek w modelu powinna być na tyle duża, aby 

pozwolić na dobre rozróżnienie kontrolnych substancji dających 

wyniki pozytywne i negatywne

• wyniki badań uzyskane przy zastosowaniu danego modelu powin-

ny być powtarzalne dla szerokiego zakresu różnych rodzajów sub-

stancji chemicznych w określonych warunkach doświadczalnych.

Modele ludzkiego naskórka

• EpiSkin®

Prace nad modelem naskórka zostały zapoczątkowane przez  

E. Tinoisa w latach 80. ub.w. Obecnie EpiSkin® jest wytwarzany 

Rys. 1. Budowa skóry [4]
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aw laboratorium inżynierii tkanek w Lyonie, a komercjalizacją pro-

duktu zajmuje się spółka zależna Grupy L’Oréal, znana dzięki swym 

badaniom nad rekonstrukcją naskórka i błon śluzowych [5]. Model 

EpiSkin® jest dostępny nie tylko dla świata naukowego, ale również 

dla przemysłu farmaceutycznego, kosmetycznego i chemicznego.

EpiSkin® jest substytutem naskórka, ponieważ składa się z warstwy 

podstawnej, kolczystej, ziarnistej oraz rogowej. Stanowi on jednak 

uproszczony model, gdyż warstwa rogowa jest grubsza i bardziej prze-

puszczalna w porównaniu z jego naturalnym odpowiednikiem [6].

Przygotowanie modelu naskórka EpiSkin® polega na pokryciu 

dna naczynia hodowlanego mieszaniną liofilizowanych kolagenów 

I i III, mających za zadanie imitować skórę właściwą. Następnie ko-

lejno nakłada się kolagen IV, który ma stanowić substytut błony pod-

stawnej oraz wysiewa się keratynocyty. Hodowlę prowadzi się aż 

do uzyskania ciągłej warstwy komórek wypełniających dno naczynia. 

W celu indukowania dalszych podziałów i różnicowania komórek, ho-

dowlę umieszcza się na granicy faz: pożywka (która zawiera wyższe 

stężenie jonów wapnia) – powietrze. Przeprowadzone dotychczas 

eksperymenty wykazały, że po ok. 7-10 dniach otrzymuje się wy-

soko zorganizowaną strukturę imitującą żywy naskórek, zbudowany 

z kolagenu typu IV i VII, integryny, lamininy oraz hemidesmosomów 

[7, 8]. Badania potwierdziły również obecność w modelu EpiSkin®, 

takich samych lipidów, jak w naskórku fizjologicznym (m.in. fosfolipi-

dów, ceramidów, glukosfingolipidów, cholesterolu). Jednakże skład 

lipidów w przypadku substytutu naskórka charakteryzuje się wyższą 

zawartością dwu- i trójglicerydów oraz ceramidów [1]. Dodatkowo 

są one nierównomiernie rozłożone, co ma wpływ na poziom pene-

tracji i absorpcji.

• EpiDerm®

Model naskórka EpiDerm® został po raz pierwszy opisany przez 

grupę badawczą Cannona w 1994 r. [9]. Produkowany jest przez fir-

mę MatTek Corporation mającą swoją siedzibę 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 naskórka EpiDerm® ma trójwymiarową strukturę zbliżoną 

do EpiSkin®, zbudowaną z 8-12 warstw komórek imitujących warstwę 

podstawną, kolczystą, ziarnistą oraz rogową. Hodowla modelu naskór-

ka EpiDerm® przebiega podobnie jak EpiSkin®, jednakże komórki nie 

są wysiewane na błonę kolagenową, lecz na nylonową siatkę pokrytą 

kolagenem. EpiDerm® zawiera wszystkie najważniejsze klasy lipidów 

w ilościach zbliżonych do występujących w naturalnych odpowiedni-

kach. Badania wykazały wyższą zawartość glukozyloceramidów i niższy 

poziom nienasyconych kwasów tłuszczowych w odniesieniu do na-

skórka ludzkiego [1]. Dodatkowo dowiedziono, że po około 14 dniach 

hodowli substytutu naskórka, warstwa rogowa staje się grubsza niż 

w naturalnym naskórku, co naukowcy powiązali z brakiem możliwości 

złuszczania się korneocytów [10, 11].

• SkinEthic®

Firma Societe SkinEthic Laboratories założona przez Martina Ros-

dy w 1992 r. powstała z myślą o opracowaniu ekwiwalentu sztucznej 

skóry [1]. Opracowany przez nią SkinEthic® to naskórek zrekonstru-

owany na bazie ludzkich keratynocytów, posiadający trójwymiarową 

budowę. Struktura naskórka jest bardzo zbliżona do naturalnego od-

powiednika i składa się z warstwy zrogowaciałej (startum corenum), 

warstwy ziarnistej (stratum granulosum), warstwy kolczystej (stratum 

spinosum). Badania z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego 

wykazały obecność dobrze wykształconych hemidesmosomów. Mimo 

dużego podobieństwa modelu SkinEthic® do fizjologicznego naskórka, 

zidentyfikowano kropelki lipidowe we wszystkich warstwach modelu, 

których nie obserwuje się w naturalnej epidermie. Największe stę-

żenie kropelek lipidowych wykryto w warstwie podstawnej (stratum 

basale). Warstwa zrogowaciała modelu SkinEthic® jest zdecydowanie 

grubsza niż w naturalnym naskórku [1].

Pełnej grubości substytuty skóry

Dostępne komercyjnie pełnej grubości substytuty skóry charak-

teryzują się złożoną strukturą zbudowaną z odpowiednika skóry wła-

ściwej wraz z fibroblastami, błony podstawnej oraz odpowiednika 

naskórka zawierającego keratynocyty.

Najbardziej dostępnym substytutem skóry jest EpiDermFT® 

produkowany przez firmę MatTek Corporation. Zbudowany jest 

z odpowiednio zróżnicowanego naskórka zawierającego wszystkie 

warstwy. W EpiDermFT® w dobrze wykształconej błonie podstawnej 

i skórze właściwej wykryto obecność żywych fibroblastów [6]. Licz-

ne badania wykazały, że podobnie jak w odpowiednikach naskórka, 

w warstwie nabłonkowej obecne są wszystkie markery różnicowania 

keratynocytów. Dodatkowo zaobserwowano, że zawartość i profil 

lipidów budujących warstwę rogową jest zbliżony do spotykanego 

in vivo. Na uwagę zasługuje fakt, że zachodzą interakcje pomiędzy 

naskórkiem a skórą właściwą, które mają znaczący wpływ na procesy 

zachodzące w skórze [6].

Zaletą modelu EpiDermFT® jest możliwość przechowywania go 

w warunkach laboratoryjnych przez 28 dni, co pozwala na wielo-

krotną aplikację badanej formulacji kosmetycznej w takich odstępach 

czasowych, jak podczas stosowania danego produktu. Należy jednak 

pamiętać, że, podobnie jak w przypadku modeli naskórka, warstwa 

rogowa nie ulega złuszczeniu i staje się grubsza. Ma to wpływ na wy-

niki badań przenikalności związków chemicznych i nie odzwierciedla 

w pełni warunków in vivo.

Zastosowanie modeli sztucznej skóry

Ocena działania drażniącego na skórę

W badaniach oceny właściwości drażniących substancji che-

micznych obecnych w kosmetyku wykorzystuje się wyżej opisane 

modele 3D zrekonstruowanego ludzkiego naskórka typu EpiSkin®, 

EpiDerm®, SkinEthic®. Dla określenia własności cytotoksycznych 

składników danego preparatu przeprowadza się ilościowy test kolo-

rymetryczny MTT, który polega na redukcji soli tetrazoliowej przez 

komórki aktywne metabolicznie. W pierwszym etapie testowany 

produkt należy nałożyć na model naskórka tak, aby równomiernie 

pokrywał jego powierzchnię (minimalna ilość 25 mg/cm2). W zależ-

ności od użytego modelu zrekonstruowanego naskórka czas ekspo-

zycji może trwać od 10 min. do 6 dni, przy zachowaniu temperatury 

inkubacji 37ºC. W celu pomiarów żywotności komórek stosuje się 

najczęściej test badania redukcji MTT, który pozwala na otrzymanie 

dokładnych i powtarzalnych wyników. Inkubowaną uprzednio prób-

kę skóry umieszcza się w roztworze MTT o stężeniu 0,3-1 mg/ml 

w temperaturze 20-28°C. Tkanka reaguje z MTT i w wyniku działania 

reduktazy powstaje sól formazonu o barwie fioletowej.

Po trzech godzinach przeprowadza się ekstrakcję wytrąconego 

fioletowego produktu przy użyciu odpowiedniego rozpuszczalnika, 

np. izopropanolu, i oznacza stężenie formazanu poprzez pomiar gę-

stości optycznej przy długości fali wynoszącej od 545-595 nm. Brak 

fioletowego zabarwienia w próbkach świadczy o zmniejszonej żywot-

ności komórek [12].

Testy fototoksyczności

Testy te wykonywane są w celu ustalenia potencjalnej fototok-

syczności badanego produktu kosmetycznego po aplikacji na modele 
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sztucznego naskórka. Preparat kosmetyczny umieszcza się w sześciu 
próbkach zrekonstruowanego naskórka (wielkość 0,5 cm²). Następ-

nie, przygotowane w ten sposób hodowle komórkowe inkubuje się 
w temperaturze 37°C przez 24 h, po czym trzy tkanki poddaje się 
działaniu promieniowania UVA (6 J/cm²), a pozostałe trzy przecho-

wuje się w ciemni w temperaturze pokojowej. W kolejnym etapie 
testowany produkt jest wymywany, a hodowle komórkowe są po-

nownie inkubowane przez 24 h. w temp. 37°C. Po tych operacjach 
zostaje określona żywotność i histologia napromieniowanych i nie-

napromieniowanych tkanek. Modele sztucznego naskórka powinny 
być zdolne do odróżnienia fototoksycznych i niefototoksycznych 
związków [13, 14].

Testy przenikalności substancji

Testy przeprowadzane są w celu określenia wnikania produktu 
kosmetycznego przez odpowiedni model naskórka. Produkt kosme-

tyczny jest aplikowany na dwóch próbkach zwierających substytut 
skóry. Równocześnie eksperyment przeprowadzany jest na ślepej 
próbie. Medium umieszczone u podstawy tkanek jest pobierane 
do dalszej analizy w następujących odstępach czasowych – po 1, 
2, 3, 6 i 24 h. Po upływie doby jedna tkanka poddawana jest bada-

niom histologicznym, a druga pomiarom żywotności komórek. Ilość 
substancji, która przeniknęła przez model naskórka, jest mierzona 
w funkcji czasu [15].

Podsumowanie

Badania in vitro z zastosowaniem modeli sztucznej skóry są dla 
światowych koncernów kosmetycznych, dbających o swoją renomę 
oraz zadowolenie klienta, sprawą priorytetową. Stąd też znajomość 
preparatyki, morfologii oraz właściwości komercyjnie dostępnych sub-

stytutów skóry jest obecnie niezbędna.
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