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zintegrowany Cryo-Applicator pozwala unikngé obrzeku 1
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rozstepy, |eczy tysienie.
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/astosowanie modeli

ludzkiego naskérka do oceny

>

draznigcego skore potencjatu
produktow kosmetycznych’

odraznienie skory, ktéremu
P})()\\'ﬁﬁ?thﬂie t()\\'Zl]‘Z_\’SZ_\’ ri-
mien, obrzgk skory, przesu-
szenie, luszezenie si¢ 1 $wiad, nale-
zy do najezesciej obserwowanych
u ludzi dzialan niepozadanych.
Zwykle zrodlem podraznienia jest
substancja chemiczna. Do glow-
nych mechanizmoéw patologicznych
obserwowanych podczas  reakeji
skory na czynnik draznigcy mozna
zaliczy¢: naruszenie bariery skor-
nej, indukeje kaskady cytokinowej,
a takze stres oksydacyjny [1-3]. In-
terleukina la (IL-la) jest uznawa-
na za kluczowy czynnik pobudzaja-
cy skoérng reakeje zapalng. Istnieje
hipoteza mowiaca, ze IL-1a jest wy-
dzielana przez uszkodzone keraty-
nocyty podczas interakeji migdzy
czynnikiem drazniacym a bariera
naskorka [1-4].
Jeszeze do niedawna identyfika-

cja czynnikow draznigeych opierala
sie wylacznie na testach z wykorzy-
staniem zwierzat, do ktorvch nale-
zy przeprowadzany z nakladaniem
produktu na skore krélika test Dra-
ize'a — standardowy, wprowadzony
60 lat temu w ramach testow bez-
pieczenstwa uzytkowania lekow
i produktéw chemicznych. Zgodnie
7 prawem UE, od 2004 r. obowiazu-
je zakaz testowania produktéw ko-
smetycznych na zwierzetach, a od
roku 2009 — catkowity zakaz wyko-
nywania testow z wykorzystaniem
zwierzat, dla substancji chemicz-
nych stosowanych do produkgji ko-
smetykow (dla badan toksycznosci
dawki powtarzalnej, toksykokinety-
ki i toksycznego wplywu na rozrod-
cz0$¢ — od roku 2013) [6]. Dlatego
testy bezpieczenstwa stosowania
produktéw kosmetveznych, prze-
P]’(')“'Zldj’_ilnc Za I)()l11()(.'i! ]11(?“‘)(.‘ in
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vitro, stanowig obecnic obszar in-
tensywnych badan i rozwoju. Po-
nadto do opracowania alternatyw-
nych metod oceny potencjalnego
toksycznego wplywu substancji na
zdrowie czlowieka przyczynilo sie
wprowadzenie rozporzadzenia RE-
ACH (Registration, Evaluation and
Authorization of Chemicals) [7].
Rozwdj tkankowej
oraz molekularnych technik badaw-

inzynierii

czych doprowadzil do opracowania
réznorodnych modeli in vitro stuza-
cych ocenie wlasciwosci substancji
chemicznych. Wsréd modeli tkan-
kowych przydatnych do okreslenia
potencjalu drazniacego danej sub-
stancji chemicznej znajduja sie od-
powiedniki ludzkiego naskorka.
Modele naskdrka dotychezas oce-
nione przez Europejskie Centrum
Walidacji Metod Alternatywnych
(European Centre for the Valida-
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Rye. 1

Zywotnos¢ modelu naskdrka po aplikacji testowanych produkicw

kosmetycznych.

Tissue viability after exposure to test formulations.

tion of Alternative Methods — EC-
VAM) to: EpiSkin™, EpiDerm"
oraz SkinEthic™. Naskdrek odtwo-
rzony w warunkach in vitro jest
w pelni zréznicowany, a jego profil
lipidowy jest niemal identyczny jak
in vivo. Zachowanie funkcji bariery
skornej przez modele naskorka
umozliwia oceng wplywu badanej
substancji na fizjologie skory [3,8].

W niniejszej pracy przedstawio-
no oceng potencjalu drazniacego
wybranych kosmetykéw z wyko-
rzystaniem testow in vitro. W tym
celu przetestowano piec¢ roznych
wyrobow kosmetycznych, stosujac
dostgpny na rynku model naskérka
EpiDerm™,

Materiat i metody

Model naskérka EpiDerm™ uzy-
skano od firmy MatTek Corpora-
tion z siedziba w Ashland (MA,
USA). Zostal opracowany w oparciu
o prawidlowe ludzkie keratynocy-
ty naskérka (NHEK), pochodzace
z okolic skéry napletka noworod-
kéw. Wykazuje jednolite i wysoce
odtwarzalne wlasciwoéci morfolo-
giczne oraz charakterystyke wzro-

stu, zblizone do skéry in vivo. Ana-
liza ultrastrukturalna wykazala
obecnosé zlozonej warstwy  rogo-
wej, zawierajacej miedzykomorko-
we blaszkowate warstwy lipidowe
w ukladach wlasciwych dla naskoér-
ka in vivo [9].

Oceng potencjatu draznigcego in
vitro przeprowadzono zgodnie ze
standardowsa procedura postepowa-
nia (SOP — Standard Operating Pro-
cedure) sprawdzong przez ECVAM
— Skin Irritation Validation Study
— In vitro skin Irritation Test: Hu-
man Skin Model, EpiDerm-200;
wersja 7:0, pazdziernik 2007”. Na
powierzchni¢ modelu naskérka na-
kladano odpowiednia ilos¢ produk-
tu kosmetycznego i inkubowano
przez 60 minut. Nast¢pnie w celu
usunigcia substancji testowych mo-
del dokladnie splukiwano i osusza-
No, po czym Pprzenoszono si¢ na
Swieze podioze hodowlane. Po 42-
-godzinnej inkubacji oceniano efekt
cytotoksyczny badanych substancji,
czyli ich wplyw na Zywotnos¢ mo-
delu naskorka, za pomoca iloscio-
wego testu  kolorymetrycznego
MTT (test redukcji soli tetrazolio-
wej przez dehydrogenaze burszty-

nianowg w komérkach aktywnych
metabolicznie). Z)’\\'otlloéé komér-
kowa obliczano dla kazdej tkanki
(modelu naskorka) jako procent
sredniej wartosci tkanek kontroli
negatywnej

OD (probka)

% iywotnosci = 100 x OD (k
(kont. neg.)

probka — testowany produkt
OD — gestosé optyczna

kont. neg. (kontrola negatywna)
— tkanka poddana dzialaniu soli
fizjologicznej [10-11].

Wydzielanie IL-la w pozywee
hodowlanej zmierzono po 42-go-
dzinnej ekspozycji na testowany
produkt, za pomocy ilosciowego te-
stu immunoenzymatycznego ELISA
(enzyme-linked immunosorbent as-
say), zgodnie z SOP: ,,In vitro skin
Irritation Test: Human Epidermis
Model EpiSkin; wersja: 1.2, wrze-
sien 2005”. Stezenie IL-1a oszaco-
wano wylacznie dla tkanek o zywot-
nosci >50% [12]. Do obliczenia ko-
relacji miedzy wynikami badan in
vitro a efektem in vivo zastosowano
Model Prognostyczny, zgodnie
z SOP sprawdzona przez ECVAM
[10-12]. Potencjal draznigcy (efekt
cytotoksyczny) badanej substancj
jest prognozowany, jezeli Zywotnosc¢
modelu naskérka pozostaje na po-
ziomie ponizej 50%. Stezenie gra-
niczne zdefiniowane dla IL-la
wynosi 50 pg/ml. Substancja bada-
na jest klasyfikowana jako czynnik
podrazniajacy (R38) skore, jezeli
zywotnos¢ modelu naskorka Wynosi
50%, a ilos¢ uwolnionej I[L-1a 250
pg/ml. Natomiast jesli probka testo-
wa wykazuje zywotno§é >50%,
a ilos¢ wydzielonej IL-la WYnosi
<50 pg/ml, prébka jest Ilasyfikowa-
na jako niedraznigca skory (brak
klasyfikacji). Model Przewidywa-
nia, zestawiajgcy badania in vitro
(zywotnos¢ naskoérka oraz uwalnia-
nie IL-1a) z klasyfikacja substancji
(drainiqcy/nie(lrn;'f_niqr_v), przedsta-
wiono w tabeli 1 [10-12].

Wyniki

W celu oceny zdolnosci wyro-
bow kosmetyeznych do wywolania
podraznien skory wykonano bada-
nie pieciu zakodowanych produk-
téw kosmetyceznych, metoda po-
dwajnej slepej. proby, z zastosowa-
niem modelu zrekonstruowanego
naskorka ludzkiego EpiDerm™.
Przebadano wphyw  testowanych
kosmetykow na zyvwotnos$¢ komér-
kowg (rve. 1) oraz uwalnianie IL-la
(ryc. 2).

Wyniki badan zywotnosci tka-
nek l;” aplikacji testowanych wyro-
bow kosmetycznyvch zaprezentowa-
no na rycinic 1. Probka A (szam-
pon) spowodowata bardzo znaczny
(0o 85%) spadek zvwotnosci komo-
rek, dlatego zostala zaliczona do
substancji draznigeych skorg. Wy-
nik ten mozna tlumaczy¢ stosunko-
wo wysoka zawarto$cia detergen-
tow oraz $rodkéw powierzchniowo
czynnych (laurylosiarczanu  sodu
(SLS) i betainy kokamidopropylo-
wej (CAPB) w badanej probee ko-
smetyku. Probka B (pianka oczysz-
czajaca), zawierajaca betaing koka-
midopropylowa, wywolala reakeje
slabsza (37-procentowy redukcje
zywotnosci tkanki). Roztwor C (zel
micelarny), zawierajacy $rodek po-
wierzchniowo czynny — polisorbat
20 (monolaurynian polioksyetyle-
nosorbitolu) oraz kompozycje zapa-
chowa z potencjalnymi alergenami,
spowodowal 20-procentowy spadek
zywotnosci komorek. Natomiast
wplyw prébek D (krem pod oczy)
i E (emulsja do ciala) na zywotnosé
komorek naskarka byl nieznaczny.

Nastepnym krokiem w przypad-
ku probek B-E, ktore spowodowaly
redukeje  Zyvwotnosci komorek do
poziomu >50%, byl pomiar uwal-
niania IL-la (ryc. 2). Wydzielanie
[L-Ta dla produktow do splukiwa-
nia (pianka oczyszczajaca i zel mi-
celarny) wykazalo poziom niewiele
przekraczajacy punkt graniczny (50
pg/ml). Prébki D i E spowodowaly
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Zastosowanie modeli ludzkiego naskorka
do oceny draznigcego skoére potencjgiu
produktéw kosmetycznych

STRESZCZENIE

stwa kosmetyku, model EpiDerm™

sg dalsze badania.

of cosmetics
SUMMARY

‘ Derm™ model

dels to predict in vivo skin irritation.

Stowa kluczowe: ocena potencjalu draznigcego skorg, ocena bezpieczen-

Ocena bezpieczenstwa wyrobow kosmetycznych stanowi wazne zagadnienie
dla producentow kosmetykow. Potencjalne dzialanie draznigce mozna przewi-
dzie¢ za pomocg systemoéw badan in vitro, pod warunkiem zachowania przez
te modele zlozonosci bariery czynnosciowej skory in vivo. Celem prezentowa-
nej pracy byla ocena potencjalu draznigcego réznych wyrobow kosmetycz-
nych na modelu zrekonstruowanego naskorka ludzkiego EpiDerm™. W bada-
| miu wykazano, ze testy in vitro, stanowigc alternatywe dla badan z zastosowa-
niem zwierzat, pozwalajg na wstepna ocene bezpieczenstwa danego wyrobu
kosmetycznego. Jednak w celu oceny uzytecznosci modeli zrekonstruowane-
go naskorka ludzkiego w prognozowaniu podraznienia skory in vivo niezbedne

Skin model dermal irritancy testing

Key words: skin irritation testing, safety assessment of cosmetics, Epi-

The potential of cosmetic formulations to induce skin irritation is an important
consideration for cosmetics producers. Irritation potential may be predicted by
in vitro systems, provided they are sufficiently complex to mimic skin barrier in |
vivo. The objective of this work was to evaluate dermal irritation potential of dif-
ferent cosmetic formulations using human epidermis model EpiDerm™. Our
study showed that in vitro tests, being alternative to animal testing, allow for
preliminary assessment of cosmetic formulations irritating potential. However,
further studies are required to evaluate the usefulness of in vitro epidermis mo-

umiarkowane uwalnianie IL-la.
Zgodnic z Modelem Przewidywa-
nia (tabela 1), produkty A-C sklasy-
fikowano jako substancje drazniace
skore. W tabeli 2 przedstawiono
sumaryczne Zywotnosci
i uwalniania IL-la dla testowanych
produktéw, a takze ich klasyfikacje
in vivo.

wyniki

Dyskusja

Zgodnie z najnowszym rozporza-
dzeniem UE, producent wyrobow
lkosmetycznych ma obowigzek prze-
prowadzenia oceny bezpieczenistwa
wprowadzanego na rynek wyrobu.
Niezbedna skladowa tej oceny jest

badanie gotowego produktu kosme-
tveznego pod katem potencjalu
drazniacego skore.

Ocena draznigeych wlasciwosci
kosmetykow moze obecnie odby-
wac sie metodami in vitro, ktére sa
alternatywne wobec badan z wvko-
rzystaniem zwierzat i — co wazne
— uzyskaly pelng akceptacje UE.

Badania wiasciwosci drazniacych
przeprowadzane sa in vitro na mo-
delach ludzkiego naskérka. W chwi-
li opublikowania niniejszego arty-
kulu modelami in vitro zweryfiko-
wanymi przez ECVAM, stuzacymi
do prognozowania wlasciwosci dra-
znigeych skore byly modele: Epi-
Derm™, EpiSkin™ i SkinEthic™.




I0LOGIA SKORY

84

lania draznig-

cego  przepro-

80 i i wadzane in vi-

_ 10 vo na skorze
% 60 krolika. Model
= 150 EpiSkin™
; i uznano za cal-
5 9 kowicie wiary-
g fg godny i odpo-
B wiedni do zas-
pianka zel krem balsam tqp[enia testu
oczyszczajaca micelamy  pod oczy do ciala Draize'a. Moze
probka B probka C prébka D probka E byé ot ek -
wany jako sa-

Ryc. 2 modzielny test

Uwalnianie I1L-1a po aplikacji testowanych wyrobow

kosmetycznych.

Tissue IL-1a relase after exposure to test formulations.

Zastosowanie modeli  naskorka
w badaniach podraznien skory obej-
muje miejscowa aplikacje gotowego
produktu kosmetycznego (lub jego
poszczegolnych skladnikéw) na po-
wierzchni¢ modelu oraz pozniejsza
ocene wplywu danego materialu na
zywotnos¢ komoérek naskérka przy
uzyciu testu MTT. Test ten opiera
si¢ na redukcji zoltej soli tatrazolio-
wej bromku 3-(4,5-dimetylotiazolo-
2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowego
do fioletowego barwnika formazanu
przez enzym mitochondrialny — de-
hydrogenaze bursztynianowa, obec-
ng wylacznie w aktywnych metabo-
licznie komorkach. Jezeli badany
produkt kosmetyczny dziala cyto-
toksycznie na komdrki naskérka,
obserwuje si¢ spadek aktywnosci te-
go enzymu. Test MTT stanowi
obecnie standard pomiaru stopnia
cytotoksycznosci danej substancji.
Jednak w niektorych przypadkach
czutosé testu moze zosta¢ zwiekszo-
na poprzez oznaczenie innych
punktow koncowych, takich jak in-
terleukina la (IL-1at) oraz dehydro-
genaza mleczanowa (LDH) [3-4].
W 2007 r. ECVAM zatwierdzil
dwie metody alternatywne: EpiSkin
i EpiDerm SIT (Skin Irritation Test
— SIT), mogace zastapi¢ testy dzia-
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sluzacy do roz-
nicowania che-
mikaliéw  na
te, ktore powo-
duja  podraz-
nienia skory (R38, zblizone do ka-
tegorii 2 GHS) oraz niepowodujace
takich podraznien (nicklasyfikowa-
ne). Natomiast uznano, ze model
EpiDerm™ w wiarygodny sposéb
identyfikuje czynniki draznigce
skore, podczas gdy wyniki negaty-
wne wymagaja potwierdzenia [13,
14]. Biorac pod uwage odpornosé
bariery czynnosciowej modelu Epi-
Derm™, zadecydowano o przedlu-
zeniu czasu ekspozycji naskérka na
substancj¢ chemiczng z 15 do 60
minut. Przyczynilo si¢ to do zwigk-
szenia czulosci testu EpiDerm SIT
oraz jego lepszej korelacji z wynika-

mi testu in vivo na skorze krédlika.
Na podstawie powyzszych badan
w grudniu 2008 r. ECVAM dokonal
naukowej oceny zmodyfikowanego
testu EpiDerm SIT, uznajac, Ze cha-
raktervzuje si¢ wystarczajaca do-
ktadnoscia i wiarygodnoscia do
przewidywania dzialania drazniace-
go skore [15-16].

W prezentowanym badaniu,
w celu okreslenia drazniacego sko-
re potencjalu dzialania przetesto-
wanych wyrobéw  kosmetycznych,
przeprowadzono zmodyfikowany
test EpiDerm SIT. Produkty A-C,
czyli wyroby kosmetyczne wymaga-
jace splukania z powierzchni skory,
sklasyfikowano jako drazniace, pod-
czas gdy wyroby D-E (produkty,
ktore pozostawia si¢ na skorze) oka-
zaly sie niedraznigce. Jak wspom-
niano wczesniej, czas ekspozycji,
czyli dzialania testowanej substan-
cji na powierzchnie naskorka, w me-
todzie EpiDerm SIT zostal wydtu-
zony do 60 minut. Wedlug autorek,
w protokole badania produktéw do
splukiwania powinno si¢ uwzgled-
nia¢ ich realne zastosowanie kosme-
tyczne, a czas ckspozycji powinien
by¢ krétszy niz 60 minut i/lub prab-
ki nalezy analizowa¢ po ich rozcien-
czeniu.

Spostrzezenia autorek sa zgodne
z aktualnymi rekomendacjami pro-
ducenta modelu EpiDerm™ Mat-

Tabela 2
Podsumowanie wynikéw badan in vitro (zywotnos¢ modelu naskérka,
uwalnianie IL-1a i klasyfikacja badanych
produktéw kosmetycznych)
Summary of tissue viability, IL-1a release results and in vivo classification

Kryteria interpretacji badan in vitro

Produkt kosmetyczny | Klasyfikacja
Zywotnosé tkanki (% kontroli) | Uwalnianie IL-1a (pg/ml)
szampon — A 15 draznigey skore (R38)
| pianka oczyszczajgca — B 63 55 drazniqcy skare (R38)
‘\ 7el micelarny — C 80 56 drazniqcy skére (R38)
krem pod oczy — D 91 30 niedrazniqcy skory
balsam do ciata — E 95 45 niedrazniqcy skory

Tek, ktory bral czynny udzial
w procesie weryfikacji testéow po-
draznienia skory. MatTek sugeruje,
ze metoda EpiDerm SIT jest uzy-
teczna w identyfikacji substancji
niebezpiecznych, podczas gdy ba-
danie potencjatlu drazniacego sub-
stancji w wielu punktach czasu - 2,
51 18 godzin (MTT protokot ET-
50) — znajduje zastosowanie w przy-
padku opracowywania nowych for-

mul wyrobow. Dlatego w celu po-
twierdzenia potencjalnego dzialania
drazniacego na skare badanych pre-
paratow A-C nalezaloby przeprowa-
dzi¢ testy obejmujace kolejne punk-
ty czasowe [17].

Whnioski

Wyniki badan wlasnych wskazu-
ja, ze alternatywne testy in vitro na

[N}

modelu EpiDerm
wane jako wstgpna metoda oceny
wystgpienia podraznienia skéry po
aplikacji produktu piel¢gnacyjnego.
Jednak adaptacja testéw przeprowa-
dzanych na modelach ludzkiego na-
skorka do przewidywania podraz-
nien skory in vivo, powodowanych
produktami kosmetycznymi o rdz-
norodnych recepturach i zastosowa-
niach, wymaga dalszych badan.

moga by¢ stoso-

Kryteria interpretacji
badan in vitro

Tabela 1
Model Prognostyczny zestawiajgcy wyniki badan in vitro
(zywotnosé tkanki oraz uwalnianie IL-1a)

z klasyfikacjq substanciji
Prediction Model combining viability
and IL-1 « release

Klasyfikacja
substanciji

Srednia zywotnosc tkanki = 50%

drazniqca skére (R38)

$rednia zywotnosc tkanki > 50%
oraz stezenie IL-1a = 50 pg/ml

drazniqca skére (R38)

$rednia zywotnos¢ tkanki > 50%
oraz stezenie IL-1a < 50 pg/ml

niedraznigca skéry
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