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Badania in vitro w kosmetologii
- hodowle komadrkowe

Dr n. biol. Karolina Bazela
Centrum Naukowo-Badawcze Dr Irena Eris

Termin in vitro pochodzi z jezyka laciniskiego i do-
stownie znaczy ,w szkle”. Uzywany jest do okre-
Slenia badan proceséw biologicznych w warun-
kach sztucznych, poza zywym organizmem. Ho-
dowle komérkowe (kultury komérkowe) to procesy
prowadzone in vitro, majace na celu utrzymanie
przy zyciu i namnozenie komdrek organizméw
zywych. Moga to by¢ zaré6wno hodowle bakterii
czy drozdzy, jak i hodowle komérek roslinnych
i zwierzecych, w tym ludzkich.

Hodowle komérkowe mogg miec bardzo réznorod-
ne zastosowania. Wykorzystuje si¢ je do badan
podstawowych w biologii i medycynie — to dzieki
modelom komérkowym mozliwe jest poznanie fiz-
jologii i patologii naszego organizmu. Ponadto ho-
dowle komérkowe znajduja wykorzystanie w ba-
daniach wptywu nowych zwiazkéw chemicznych
(np. potencjalnych lekéw, produktéw kosmetycz-
nych) na organizm zywy. W przemysle biotechno-
logicznym dzigki hodowlom mozliwa jest produk-
cja substancji stosowanych jako leki, np. przeciw-
cial, bialek enzymatycznych, skomplikowanych
zwiazkéw organicznych lub wektoréw wiruso-
wych do terapii genowe;j.

Skére, najwiekszy organ naszego organizmu, tworza
komoérki o wyspecjalizowanych funkcjach, m.in.
komoérki naskérka (keratynocyty), komdrki skéry
wlasciwej (fibroblasty), komérki barwnikowe (mela-
nocyty). Komorki kazdej z warstw skéry mozna
wyodrebni¢ (wyizolowac) i utrzymywac przy zyciu
(hodowac) w warunkach laboratoryjnych. Umiejet-
nos¢ izolacji komdérek z niewielkich wycinkéw ludz-
kiej skory i utrzymania wzrostu takich hodowli
w warunkach laboratoryjnych (i vitro) doprowadzita

do zainteresowania praktycznym wykorzystaniem
tych osiggnie¢. Badania surowcéw kosmetycznych
z uzyciem modeli komérkowych czy ekwiwalentéw
skéry sa prowadzone od lat przez swiatowe koncer-
ny kosmetyczne. W Polsce jedyna firma kosmetycz-
na wykonujaca tego typu badania jest Laboratorium
Kosmetyczne Dr Irena Eris.

Ryc. 30.1. Pracownia hodowli komérkowych - komora
z laminarnym przeptywem powietrza umozliwia prace
w warunkach sterylnych

Zgodnie z 7 poprawka do Dyrektywy Kosmetycz-
nej UE od roku 2004 obowiazuje zakaz przeprowa-
dzania testéw gotowych produktéw kosmetycz-
nych na zwierzetach. Natomiast do roku 2009
(w przypadku pewnych obszaréw badari do roku
2011) muszaq, ustac wszelkie testy substancji kosme-
tycznych na zwierzetach, nawet jesli do tej pory nie
beda dostepne testy alternatywne. Kluczowa role
w rozwoju i walidacji alternatywnych metod ba-
dani odgrywa Europejskie Centrum Walidacji Me-
tod Alternatywnych (ECVAM — European Centre for
the Validation of Alternative Methods). Niektore z te-
stow na hodowlach komoérkowych uzyskaly juz
aprobate ECVAM - za pomoca badar in vitro moz-
na obecnie oceni¢ wplyw preparatéw kosmetycz-
nych na organizm ludzki w takich obszarach, jak
wchlanianie przez skére, dzialanie zrace na skére
oraz ostra fototoksycznos¢. Trwa walidacja alterna-
tywnych testéw na podraznienia skéry oraz oczu.
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Badania na izolowanych z organizmu zywego ko-
morkach pozwolily znaleZé odpowiedZ na wiele
pytart odnosnie do budowy i funkcjonowania ské-
ry cztowieka. W kosmetologii badania na hodow-
lach komérkowych stuza poznaniu mechanizméw
dzialania substancji czynnych na komérki skéry.
Juz na etapie badan in vitro jesteSmy w stanie oce-
ni¢ bezpieczenistwo stosowania substancji aktyw-
nej, czyli wyeliminowac stezenia, ktére beda dzia-
la¢ toksycznie dla komdérek skory. Na etapie badan
na hodowlach komérkowych wybierzemy réwniez
kompleksy substancji aktywnych o dzialaniu sy-
nergicznym, czyli wigcej niz sumujacym sie.

Ryc. 30.2. Inkubator do hodowli komérkowych - tempe-
ratura 37°C, 5%CO,

Modele sztucznej skory sa obecnie niezastapione
w badaniu przenikalnosci substancji aktywnych
w glab skory — dzieki takim testom wiemy, czy np.
substancja wybielajaca dotrze do komorek barwni-
kowych skéry. Badania skladnikéw aktywnych
prowadzone na hodowlach komérkowych pozwa-
lajg ocenic¢ nie tylko bezpieczenistwo uzycia danej
substangji, ale i poznac jej molekularny mechanizm
dziatania. Na komérkach naskérka badane sg sub-
stancje czynne chroniace przed szkodliwym wply-
wem Srodowiska zewnetrznego, np. przed promie-
niowaniem ultrafioletowym. Hodowle izolowanych
fibroblastow sa doskonalym modelem do badan
surowcow o dziataniu przeciwzmarszczkowym.

Obecnie w laboratoriach prowadzi si¢ nie tylko ho-
dowle jednego typu komdrek (keratynocytéw czy
fibroblastow). Powstaja kultury wspélne komdrek
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Ryc. 30.3. Komérki skory wiasciwej (fibroblasty) w mi-
kroskopie konfokalnym

(kokultury, np. komdérek naskérka z komdérkami
barwnikowymi), a takze modele skéry pelnej gru-
bosci — z wielowarstwowym naskérkiem, zawiera-
jacym np. melanocyty, oraz z warstwa skory wiasci-
wej. Taka ,sztuczna skéra” jest modelem ,prawi-
dlowej” skory. Jednak w organizmie zywym skéra
powigzana jest szeregiem zaleznosci z wieloma in-
nymi tkankami, czego nie mozemy, na dzien dzi-
siejszy, odzwierciedli¢ w modelu in vitro. Dlatego
kolejnym etapem badan produktu kosmetycznego
sq testy aplikacyjne na skorze czlowieka.

Badania skutecznosci dziatania
oraz bezpieczenstwa stosowania
produktéow kosmetycznych

na skorze cztowieka

Dr n. med. Carmen Vincent
Centrum Naukowo-Badawcze Dr Irena Eris

Kazdy preparat kosmetyczny przed wejsciem na
rynek powinien zosta¢ przebadany nie tylko pod
wzgledem bezpieczeristwa stosowania, ale takze
pod katem skutecznosci dziatania deklarowanego
przez producenta. Tego rodzaju badania prowa-
dzone sg metodq in vivo, czyli w testach aplikacyj-
nych na skdérze cztowieka. Wykonywane sg zazwy-
czaj przez wyspecjalizowane osrodki badawcze,
ktére swiadcza tego typu ustugi dla réznych firm
kosmetycznych i farmaceutycznych. Niektore fir-
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my kosmetyczne posiadaja wlasne pracownie ba-
dan aplikacyjnych, dzieki czemu mogg oceniacé
skutecznos$¢ dzialania kosmetykéw juz na etapie
opracowywania ich receptur, co istotnie wptywa
na jakos¢ produktéw finalnych. W Polsce badania
takie prowadzi Centrum Naukowo-Badawcze Dr
Irena Eris w Warszawie.

Badania metodq in vivo prowadzone sa u zdro-
wych ochotnikéw (tzw. probantéw), ktérych dobie-
ra sie pod wzgledem pici, wieku i rodzaju cery
oraz ewentualnych probleméw z cera. Przed kaz-
dym testem przeprowadzane jest badanie derma-
tologiczne, podczas ktérego oceniany jest rodzaj
i stan skory, sktonnos¢ do odczynéw alergicznych,
zbierane sg informacje na temat przebytych lub
aktualnych chordb skéry i ich leczenia, a takze na
temat ogdlnego stanu zdrowia probanta.

Przed przystapieniem do badania kazdy ochotnik
podpisuje formularz $wiadomej zgody na udzial
w badaniu, a osoba prowadzaca badanie udziela mu
szczegélowych informacji na temat celu badania
i sposobu jego przeprowadzenia. Kazdy probant
otrzymuje takze stosowne dokumenty, tj. pisemna
instrukcje, jak nalezy stosowac dany kosmetyk, oraz
ankiete, ktéra wypelnia w trakcie stosowania pre-
paratéw. Pozwala to na poznanie opinii przysztych
klientéw na temat danego kosmetyku oraz umozli-
wia podjecie szybkich krokéw zmierzajacych do
polepszenia waloréw kosmetyku i proponowanych
ustug. Zaleznie od rodzaju testowanego produktu
oraz spodziewanych efektéw badania moga trwac
kilka godzin, dni lub tygodni. Przed rozpoczeciem
stosowania testowanego preparatu oraz w trakcie
trwania testu i po jego zakoriczeniu przeprowadza
sie badania aparaturowe — mierzy sie wybrane para-
metry skéry. Po zakoriczonym badaniu ochotnicy
odpowiadaja na pytania i przekazuja wlasne wraze-
nia odnosnie do stosowanej , kuracji”.

Kondycje skéry ocenia si¢ za pomocg nieinwazyj-
nych metod badania, takich jak: pomiar poziomu
nawilzenia, natluszczenia, elastycznosci, gtadko-
$ci skéry, intensywnosci zabarwienia skéry (ilosci
melaniny i stopnia zaczerwienienia skéry) oraz
pomiar przeznaskérkowej utraty wody (TEWL).
Oceniany jest takze stopiefi nasilenia rumienia
i intensywno$¢ zabarwienia plam barwnikowych.
Wykonuje si¢ réwniez badania sensoryczne — np.
takie, w trakcie ktérych wybierana jest kompozycja

zapachowa do danego produktu lub serii kosme\\

tycznej. Badania wykonywane sa w $cisle okreslo-
nych i kontrolowanych warunkach. Przy ocenie
wynikéw pomiaru uwzglednia si¢ wiele zmien-
nych, np. temperature i wilgotnosé powietrza. Bada-
nia mozna przeprowadzac¢ metodq ,,pdt na pét” tzn.
ochotnik otrzymuje dwa opakowania testowanych
preparatéw, zawierajace badane produkty kosme-
tyczne rézniace sie skladem lub zawierajace rézne
stezenia skladnikéw aktywnych. Dodatkowo stosu-
je sie metode tzw. podwdjnej Slepej proby, tzn. ani
osoba bioraca udzial w badaniu, ani osoba prowa-
dzaca badanie nie wie, czym réznia sie oceniane

preparaty:.
Techniki badawcze

Pomiary wykonywane s na skorze twarzy oraz na
wewnetrznej stronie przedramienia lub innych
wybranych czesciach ciata, tak aby uwzglednic¢
specyfike danego preparatu kosmetycznego.
Wszystkie pomiary odbywaja sie¢ w pokoju pomia-
rowym, gdzie sa kontrolowane i $cisle okreslone
warunki wilgotnosci i temperatury.

1. Nawilzenie skéry

Wilgotnos¢ warstwy rogowej naskorka jest od-
zwierciedleniem stopnia nawilzenia skéry. Aby ja
okreslié, wykorzystujemy wiasnosci elektryczne
skéry. Badanie polega na pomiarze pojemnosci
elektrycznej skory. Wartos¢ ta zalezy od zawartosci
wody w skorze. Jest to szybka metoda oceny stop-
nia nawilzenia skory.

2. Natluszczenie skéry

Do pomiaru natluszczenia skéry wykorzystuje sie
metode oparta na fotometrii thustej plamy. Aparat
oznacza poziom zawartosci ttuszczu za pomoca
folii z tworzywa sztucznego. W metodzie tej mie-
rzy sie przepuszczalnosé swiatlta zwilzonej ttusz-
czem powierzchni. Wynik otrzymujemy w jed-
nostkach mg sebum na cm? powierzchni skéry.
Badanie to pokazuje, jak funkcjonuja gruczoty tojo-
we skdry i ma zastosowanie przede wszystkim do
oceny dziatania kosmetykéw matujacych i prze-
ciwtradzikowych.

3. Elastycznosé skéry

Do pomiaru elastycznosci skéry stuzy sonda, kt6-
rej zasada dzialania jest bardzo prosta, tzn. po-
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Ryc. 30.4A, B, C. Aparatura pomiarowa stosowana do
badan in vivo kondycji skory

-

przez specjalny otwdr znajdujacy sie na powierzch-
ni aparatu pod ci$nieniem jest zasysana skora.
Sonda zassie wiecej skory wiotkiej, a mniej skory
jedrnej. Wyniki otrzymywane sa w postaci bezwy-
miarowych wspétczynnikéw elastycznosci skory
(R). Elastycznos¢ skory jest parametrem, ktéry
zmniejsza si¢ wraz z wiekiem. Wykorzystywany
jest on w ocenie produktéw przeciwzmarszczko-
wych i ujedrniajacych, przeznaczonych giéwnie
dla oséb po 35 r.z.
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4. Gladkosé

Powierzchnia skéry pokryta jest bruzdami biegna-
cymi w réznych kierunkach. Pomiedzy bruzdami
znajduja sie wzniesienia, ktére tworza obraz po-
wierzchni skéry zmieniajacy sie w zaleznosci od jej
stanu i dzialania czynnikéw zewnetrznych. Do oce-
ny gladkosci skéry wykorzystuje sie metode polega-
jaca na odwzorowaniu wygladu skéry za pomocq
promieni ultrafioletowych. Specjalng kamera wyko-
nuje sie zdjecie mikrotopograficzne powierzchni
naskérka wraz ze wszystkimi jego zaglebieniami
i nieréwnosciami. Umozliwia to oznaczenie takich
parametréw, jak szorstkosc i gtadkosé skory, stopiert
zluszczenia naskérka, diugosé, szerokosc i glebo-
ko$¢ zmarszczek, oraz okreslenie ogdlnej kondycji
skory. Za pomoca tego badania oceniany jest efekt
przeciwzmarszczkowy danego preparatu.

5. Stopieni zabarwienia skéry

Badanie to polega na kolorymetrycznej ocenie
stopnia zaczerwienienia (pochodzacego od hemo-
globiny) i intensywnosci zabarwienia brazowo-
-brunatnego skéry (zwiazanego z zawartoscig me-
laniny w skérze). Badanie przeprowadza sie za
pomoca specjalnej sondy, ktéra mierzy stopieri in-
tensywnosci zabarwienia skéry i podaje wynik
w postaci liczbowej. To badanie jest szczegdlnie
przydatne przy ocenie dzialania kosmetykéw wy-
bielajacych lub przeznaczonych dla cery naczynio-
wej i 0s6b z tradzikiem rézowatym.

6. TEWL

Do pomiaru przeznaskérkowej utraty wody stuzy
aparat mierzacy szybko$¢ parowania wody z po-
wierzchni skéry. Badanie to powala na okreslenie
dtugosci utrzymywania sie odpowiedniego, prawid-
lowego stopnia nawilzenia skéry. Pomiar musi by¢
przeprowadzany w $cisle okreslonych warunkach.
Stopieni utraty wody przez naskdrek informuje nas
o tym, czy naskdrek ma dobre wlasciwosci ochron-
ne i czy pokrywajacy go plaszcz hydrolipidowy
skutecznie chroni skére przed przesuszeniem. Ba-
danie takie wykorzystuje si¢ w ocenie kosmetykdéw
o wiasciwosciach nawilzajacych i ochronnych oraz
kosmetykéw przeznaczonych dla cery wrazliwej
i alergicznej.



