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Metodyv in vitro i in silico jako
alternatvwa do badan in vivo
w przemysle Kosmetvceznym

In vivo and in silicomethodsas analternative
(0 in vivo tests in the cosmetics industry

| WSTEP

Produkty kosmetyczne to zazwyczaj mieszaniny

sktadajace sie nawet z kilkudziesieciu substancji che-

micznych. Najczesciej wystepujace w nich alergeny

to substancje zapachowe, barwniki i konserwanty.

Ze wzgledu na ich szkodliwy wptyw na skére nie-

zbedne jest wykonywanie badan sprawdzajacych

bezpieczenistwo stosowania tych substancji na sko-

re. Sposrod metod wykorzystywanych do wykony-

wania badan mozemy wyrdznic:

e in Vivo - na organizmie zywym, coO wymaga
udziatu zwierzat, przy czym nalezy pamietac¢
o réznicach w reakcjach zachodzacych w organi-
zmie zwierzecym i organizmie ludzkim;

e in vitro - w warunkach laboratoryjnych, ze

| STRESZCZENIE

W wiekszosci produktéw kosmetycznych znajduje sie
wiele substancji chemicznych. Niektdre z nich: substan-
cje zapachowe, barwiace czy konserwanty, moga powo-
dowac w kontakcie ze skora wiele reakeji niepozadanych.
Pojawita sie potrzeba opracowania metod pozwalaja-
cych na zbadanie bezpieczenistwa sktadnikéw chemicz-
nych wystepujacych w produktach kosmetycznych.

Do niedawna badania oceny bezpieczenstwa sub-
stancji chemicznych byty przeprowadzane na zwie-
rzetach. Jednak w obliczu zasady 3R stworzonej
w 1959 roku oraz rozwoju, jaki dokonat sie w dziedzinie
zwiazanej z metodami alternatywnymi, coraz czesciej
zaczeto korzystac z dostepnych testow bazujacych na
modelach in vitro lub in silico. Powstate metody alterna-
tywne wykorzystuja modele zrekonstruowanej ludz-
kiej tkanki, tj. EpiSkin, EpiDerm, SkinEthic, EpiOcular,
izolowane oczy kurze czy tez rogdwki bydlece.

Celem pracy byto przedstawienie aktualnego sta-
nu metod alternatywnych w przemysle kosmetycz-
nym oraz zaprezentowanie wybranych testow.
Stowa kluczowe: metody alternatywne, zasada 3R,
test Draize'a, przemyst kosmetyczny

wzgledu na coraz bardziej rozbudowane modele
naskorka, z powodzeniem zastepuja badania na
organizmach zywych;

e in silico - bazujagce na modelach i obliczeniach
komputerowych danego zwiazku, nie maja jednak
mozliwosci zastgpienia badan z udziatem zwie-
rzat lub badan in vitro [1].

Do niedawna testy oceny bezpieczenistwa sub-
stancji kosmetycznych byty wykonywane z udzia-
tem zwierzat. Jednym z najbardziej znanych byt
opracowany w 1944 roku test Draizea. Polegat on
na podaniu testowanej substancji bezposrednio do
oka krolika albinosa. Nastepnie podczas 72-godzin-
nej obserwacji sprawdzano wystapienie objawow

| ABSTRACT

Commercially available cosmetics consist of numerous
chemicals. Some of them, ie. fragrances, colorants or
preservatives may result in a number of reactions whi-
le in contact with the skin. It forced to develop several
methods to investigate the safety of chemicals as com-
ponents used in cosmetics.

Until recently, studies assessing the safety of che-
micals were carried out using animals. However, in the
face of the 3R principle created in 1959 and the deve-
lopment that has been made in the areas of alternative
methods, the available tests based on models in vitro or
in silico have been increasingly developed. The resulting
alternative methods utilize models of reconstructed hu-
man tissue, ie. EPISKIN, EpiDerm, SkinEthic, EpiOcular,
isolated chicken eyes or bovine corneas.

The following article presents the current status of
alternative methods used in the cosmetics industry and
a brief discussion on selected tests.

Key words: alternative methods, 3R principal, Draize’s
test, cosmetic industry
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zmetnienia, owrzodzenia, zaczerwienienia, krwawienia oka,
a takze obrzeku spojowki i teczowki [2].

Test ten miat za zadanie nie tylko wykazanie potencjatu
drazniacego substancji, ale réwniez okreslenie czasu potrzeb-
nego do zniwelowania i ustapienia powstatych uszkodzen [3].

| ZASADA 3R

W dniu 11 marca 2014 roku na terenie Unii Europejskiej wpro-

wadzono zakaz uzywania do produkcji kosmetykoéw substan-

cji testowanych na zwierzetach. Warto jednak zaznaczyé¢, ze
zakaz ten dotyczy metod i substancji, dla ktérych juz istnieja
metody alternatywne. Dodatkowo nalezy pamietac, ze w przy-
padkach takich jak ocena toksykokinetyki lub toksycznosci
ostrej za metode alternatywna mozna uznac taka, ktéra w dal-
szym ciggu angazuje zwierzeta, ale w ktorych ich ilosé zostata
znacznie zmniejszona, a sama metoda stata sie bardziej huma-

nitarna [4].

Idea powstania metod alternatywnych opiera sie na tak zwa-
nej ,Zasadzie 3R”. Odnosi sie ona do trzech pojec:

e replacement - czyli zastapienie lub catkowite wykluczenie
z badant modeli zwierzecych i zastapienie ich modelami
in vitro lub in silico;

e reduction - czyli maksymalna redukcja liczby wykorzysty-
wanych zywych zwierzat przy jednoczesnym zachowaniu
doktadnosci wynikow;

e refinement - czyli udoskonalanie metod w celu ciagtego
zmniejszania bélu i cierpienia wykorzystywanych do badan
zwierzat [5,6].

Wszystkie metody alternatywne zostaja poddane procesowi
walidacji, ktéry potwierdza niezawodnosé, przydatnosc i wia-
rygodnosc danej metody [7].

Za metody alternatywne mozna uznac¢ rowniez te, ktore
wciaz pozostaja w trakcie procesu walidacii.

Spis i objasnienie metod alternatywnych, dla ktérych proces
walidacji zostat ukoniczony, opisuja protokoty Organizacji do
spraw Wspotpracy Gospodarczej i Rozwoju OECD (Organisa-
tion for Economic Co-Operation and Development), majacej na
celu promowanie dziatan zmierzajacych ku poprawie sytuacji
gospodarczej na catym swiecie [7].

Najnowszy raport techniczny dotyczacy aktualnego statu-
su metod alternatywnych w przemysle kosmetycznym zostat
opublikowany w styczniu 2014 roku. Dokument zawiera za-
réwno metody w fazie badan, jak i w peini ukoriczone.

| TESTY ALTERNATYWNE

| Ocena dziatania zracego wzgledem tkanki skérnej

Dziatanie zrace na skére powoduje wystapienie nieodwracal-
nych uszkodzen na poziomie naskérka i skéry wtasciwej. W ta-
beli 1 przedstawiono zestawienie metod alternatywnych dla
sprawdzenia dziatania zracego.
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Tabela 1 Wybrane testy wykorzystywane w ocenie dziatania zrqcego substancji wzgledem tkanki skornej

Lp. Metoda Aktualny Wytyczne
status miedzynarodowe
wg OECD

1. | Test CORROSITEX, w ktérym miarg dziatania Ukonczony OECD TG 435 [24]
zracego jest zdoInos¢ substancji do przenikania
przez biobariere ztozong z macierzy
uwodnionego kolagenu

2. Testy wykorzystujace modele naskérka i skory Ukonczone OECD TG 431 [25]
ludzkiej: EpiSkin, EpiDerm, SkinEthic, EST-1000

3. | Testszczurzej przezskornej elektrycznej Ukonczony OECD TG 430

rezystancji Rat TER OECD TG 430

Zrédto: [7]

Na szczegolng uwage zastuguja testy wykorzystujace modele
zrekonstruowanego naskorka i skéry ludzkiej EpiSkin, Epi-
Derm, SkinEthic oraz EST-1000 Skin Corrosivity Test.

e EpiSkin to model naskoérka powstaty z ludzkich keratyno-
cytow pochodzacych od dawcoéw poddajacych sie operacjom
plastycznym. Dzieki temu model ten pod wzgledem rozwar-
stwiania komorek naskoérka, przylegania warstwy podstaw-
nej do podioza, a takze ilosci komdrek ziarnistych i grubosci
warstwy rogowej wiernie odpowiada skorze cztowieka. Za-
pewnia to bardzo wysoka czutosé i specyficznosé metody [7, 9].
Epiderm to tréojwymiarowy, zroznicowany model skory, do
stworzenia ktérego baze stanowia komorki skéry pochodza-
ce z napletkéw noworodkéw. Sprawdza sie on w testowaniu

zaréwno substanciji ciektych, jak i statych przy zachowaniu
petnej morfologii naskérka przez okres 3 tygodni.

SkinEthic to model ludzkich keratynocytéw hodowanych na
podtozu obojetnym w odpowiednio przygotowanej pozywce
chemicznej. Tego rodzaju modele powalaja na przeprowa-
dzanie badan przez duze koncerny kosmetyczne, moga an-

gazowac bowiem wiele substancji badanych oraz duza ilos¢
odczynnikéw sprawdzajacych [10].

Do testowania bardziej zréznicowanych substancji wykorzy-
stuje sie model SkinEthic. Umozliwia badanie substancji w for-
mie statej, potstatej oraz ciektej, a takze rozpuszczalnych i nie-
rozpuszczalnych w wodzie. Oceny dokonuje sie poprzez ocene
stanu mitochondriéw po 30-, 60- lub 240-minutowym czasie
ekspozycji modelu na dziatanie badanej substancji [8].

| Ocena dzialania drazniacego wzgledem tkanki skérnej
Dziataniem draznigcym na skoére okresla sie wywotanie uszko-
dzenia przez dana substancje chemiczna trwajacego krocej niz
4 godziny. Do niedawna testem sprawdzajacym dziatanie draz-
niace na skére byt wspomniany juz test Draize’a. Badania wy-
konane w 2004 roku przez Amerykanski Komitet Doradczy do
spraw Alternatywnych Metod Toksykologicznych (US Scientific
Advisory Committee on Alternative Toxicological Methods) wyka-
zaty jednak mata doktadnos¢ badania oraz brak precyzyjnosci
w przetozeniu wynikéw na warunki skory ludzkiej. Z tego
wzgledu powstaty nowe metody angazujace modele zrekon-
struowanego naskorka ludzkiego (tabela 2) [11].
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Tabela 2 Wybrane testy wykorzystywane w ocenie dziatania draznigcego substancji na skore

Lp. Metoda Aktualny Wytyczne
status miedzynarodowe
wg OECD

1. | Testy in vitro z wykorzystaniem zrekonstruowa- ~ Ukonczone OECD TG 439 [41]
nego ludzkiego naskorka — EpiDerm, EPISKIN,
SkinEthic oraz LabCyte EPI-MODEL 24 SIT

2. | Testy in vitro z wykorzystaniem zrekonstruowa- = W trakcie -
nego naskorka ludzkiego (RhE). Korearski
model naskérka

Zrodto: [7]

Test z wykorzystaniem LabCyte EPI-MPDEL 24 powstat przy
wsparciu Japoriskiego Stowarzyszenia Alternatyw dla Do-
Swiadczen na Zwierzetach JSAAE (Japanese Society for Al-
ternatives to Animal Experiments). Podobnie jak w przypadku
modelu EpiDerm, komérki do budowy modelu sg pozyskiwane
z napletkéw noworodkow. Model posiada cechy naskorka ludz-
kiego, jest wielowarstwowa struktura z petni zréznicowanym
nabtonkiem [12].

| Ocena dziatania fototoksycznego substancji

Fototoksycznosé to reakcja, na ktéra sktada sie jednoczesne
dziatanie substancji chemicznej oraz promieni UV na skore.
Zjawisko to dotyczy zaréwno kosmetykow, jak i lekéw, a nawet
niektérych sktadnikow zywnosci.

Tabela 3 Wybrane testy stosowane w ocenie dziatania fototoksycznego substancji

Lp. Metoda Aktualny Wytyczne
status miedzynarodowe
wg OECD
1. | Test wychwytu czerwieni obojetnej — 3T3NRU  Ukonczony OECD TG 432 [45]
(Neutral Red Uptake)
2. | Test hamowania wzrostu drozdzy oraz test W trakcie -
fotolizy krwinek czerwonych ewaluacji

3. | Test wytwarzania reaktywnych form tlenuoraz = W trakcie =
badanie fotostabilnosci ewaluacji

Zrodto: [7]

Metodami alternatywnymi z zakresu fototoksycznosci jest

e w pelni ukonczony i zwalidowany test wychwytu czer-
wieni obojetnej - 3T3 NRU (Neutral Red Uptake)
oraz dwa testy w trakcie ewaluacji:

» test hamowania wzrostu drozdzy oraz test fotolizy krwinek
czerwonych;

e test wytwarzania reaktywnych form tlenu oraz badanie fo-
tostabilnosci (tabela 3).

Test wychwytu czerwieni obojetnej jest na terenie Unii Europej-
skiej metoda obowiazkowa przy badaniu dziatania fototoksycz-
nego. Badanie prowadzi sie na mysich fibroblastach i stanowi
ono poréwnanie wynikéw dziatania cytotoksycznego substancji
poddanych promieniowaniu UV do wynikow dziatania cytotok-
sycznego substancji bez udziatu promieniowania UV [13].

| METODY BADANIA TOKSYCZNOSCI SUBSTANCJI
WOBEC GALKI OCZNEJ

Ludzka gatka oczna jest skomplikowanym organem o zréznico-
wanej budowie. Najbardziej narazonymi na uszkodzenia tok-
syczne strukturami sa jednak rogéwka i spojowka. Pierwotnie
stosowanym testem do badania dziatania toksycznego wobec
gatki ocznej byt test Draize'a. Ze wzgledu jednak miedzy inny-
mi na jego niska precyzje zastapiono go bardziej humanitarny-
mi metodami alternatywnymi (tabela 4).

Tabela 4 Wybrane testy stosowane w ocenie toksycznosci substancji wobec gatki ocznej

Lp. Metoda Aktualny Wytyczne
status miedzynarodowe
wg OECD
1. | Badanie zmetnienia i przepuszczalnosci Ukonczony OECD TG 437 [49]
rogowki bydlecej BCOP (Bovine Corneal Opacity
and Permeability)
2. | Test naizolowanym oku kurzym ICE (/solated Ukonczony OECD TG 438 [50]
Chicken Eye)
3. | Ocena histopatologiczna UkonAczony OECD GD 160 [51]
4. Test cytotoksycznosci SIRC CVS (Crystal W trakcie -
Violet Staining Assay) — test barwienia fioletu walidacji

krystalicznego

5.  Test cytotoksycznosci — tréjwymiarowy model W stadium -
tkanki skornej MATREX planowania
6. = Test cytotoksycznosci — test krotkotrwatej W trakcie -
ekspozycji STE (Short Time Exposure) ewaluacji
7. Srodki znieczulajace, przeciwbélowe do UkoAczony OECD
rutynowego stosowania w TG 405 uaktualnione
TG 405 (2012)
8.  Test uwalniania fluoresceiny FLT (Fluorescein UkoAczony OECD TG 460 [52]
Leakage Test)
9. | Zrekonstruowane modele ludzkiej tkanki do W trakcie -
oceny podraznienia oka EpiOcular EIT (Eye walidacji
Irritation Test), Skin Ethic HCE (Human Corneal
Epithelium)
Zrodto: [7]

» Badanie zmetnienia i przepuszczalnosci rogéwki bydlecej
BCOP (Bovine Corneal Opacity & Permeability Assay). Test ten
zostat opracowany w 1992 roku i wykorzystuje wyizolowane
bydlece rogéwkibedace produktem ubocznym pozyskiwanym
z rzezni. Wiasciwosci draznigce w stosunku do gatki ocznej
sg ustalane na podstawie wptywu substancji na zmetnienie
rogdwki oraz jej przepuszczalnosé. Zmiany te moga swiad-
czy¢ o denaturacji biatka lub utracie funkcji barierowej tkanek
w rogowce. Dzieki tej metodzie badane substancje mozna po-
dzieli¢ na mocno i umiarkowanie drazniace [14-16).

Test na izolowanym oku kurzym ICE (Isolated Chicken Eye).

Stuzy do okreslania toksycznosci zarowno dla pojedynczych

substancii, jak i ich mieszanin [17]. Materiat wykorzystywa-

ny do badan w tym przypadku pozyskiwany jest z ubojni

drobiu i musi by¢ pozbawiony wszelakich uszkodzen i zmet-

nien oraz dostarczony do laboratorium w ciggu godziny.

Na dostarczonym materiale po 10-sekundowej ekspozycji
na substancje potencjalnie szkodliwa dokonuje sie obserwaciji
pod wzgledem wystapienia zmetnienia, obrzeku, uszkodzenia

nabtonka, a takze uszkodzen powierzchni gatki ocznej [17, 19].

1/2017 /vol. 6 B
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» Ocena histopatologiczna

Ocena histopatologiczna jest kolejnym etapem testéw BCOP
oraz ICE. Polega ona na analizie materiatu wykorzystanego
w omoéwionych testach, sfotografowaniu go oraz odpowiednim
opisaniu. Metoda ta zostato oficjalne zatwierdzona w 2011 roku
i od tego momentu stanowi dodatkowy punkt koricowy dla te-
stéw oceniajacych dziatanie toksyczne na gatke oczna [20].

Test uwalniania fluoresceiny - FLT

Test FLT zostal wprowadzony w 2012 roku i dotyczy badania
substancji wywotujacych state i nieodwracalne uszkodzenia
gatki ocznej, np. alkohole, kwasy karboksylowe, aminy, oleje mi-

neralne. Negatywny wynik testu dla danej substancji skutkuje
koniecznoscia przeprowadzenia dalszych badan, w celu potwier-
dzenia braku dziatania drazniacego, wynik dodatni swiadczy na-
tomiast o silnym charakterze draznigcym tej substancji [21].

| METODY TESTOWANIA DZIAEANIA UCZULAJACEGO
(IMMUNOTOKSYCZNEGO) SUBSTANCJI
Immunotoksycznos¢ jest negatywnym efektem, jaki moga wy-
wotac¢ substancje chemiczne na uktad odpornosciowy. Najczest-
szym schorzeniem bedacym skutkiem immunotoksycznosci
jest kontaktowe zapalenie skory stanowiace do 4% wszystkich
konsultacji dermatologicznych. Sktadnikami, ktore najczesciej
powoduja immunotoksycznosé, sa sSrodki nawilzajace, barwniki
i substancje zapachowe [19, 22].

W tabeli 5 przedstawiono niektére metody badani potencja-
tu uczulajacego: badanie lokalnych weztow chtonnych u myszy
LLNA (Local Lymph Node Assay); test LLNA - ograniczone podej-
Scie (rLLNA); badanie lokalnych weztéw chionnych u myszy - test
w wersji nieradioaktywnej (LLNA: BrdU-ELISA); bezposrednie
oznaczanie reaktywnosci peptydéw DPRA (Direct Peptide Re-
activity Assay); badanie aktywacji ludzkich linii komoérkowych
hCLAT (Human Cell Line Activation); badanie dziatania uczulaja-
cego na skore z wykorzystaniem linii mieloidalnej U237 MUSST
(Myeloid U937 Skin Sensitization Test) oraz metoda Keratinosens.

Tabela 5 Wybrane testy stosowane w ocenie dziatania uczulajgcego substancji

Lp. Metoda Aktualny Wytyczne
status miedzynarodowe
wg OECD
1. Badanie lokalnych weztéw chtonnych u myszy Ukonczony OECD TG 429 [70]
LLNA
2. TestLLNA - ograniczone podejécie (rLLNA) Ukonczony OECD TG 429 [70]
3. | Badanie lokalnych weztéw chtonnych u myszy Ukonczony OECD TG 442B
— test w wersji nieradioaktywnej [71]
(LLNA: BrdU-ELISA)
4. BezpoSrednie oznaczanie reaktywnosci pep- W trakcie -
tydéw DPRA, badanie aktywacji ludzkich linii ewaluacji
komorkowych hCLAT oraz badanie dziatania
uczulajgcego na skore z wykorzystaniem linii
mieloidalnej U937 MUSST
5.  Metoda Keratinosens W trakcie =
walidacji

Zrodto: [7]

Jedna z najszybszych metod jest metoda Keratinosens wy-
korzystujaca linie komdrkowa o tej wtasnie nazwie. Jest to
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przesiewowy test in vitro sprawdzajacy odpowiedZ keratyno-
cytéw na dziatanie biatka chronigcego komorki przed stresem
oksydacyjnym (Nrf2) [23].

| PODSUMOWANIE
Pozostate dziedziny, wzgledem ktorych prowadzone sa badania
nad alternatywnymi metodami badan, to toksycznos¢ ostra, tok-
sykokinetyka, genotoksycznos¢, a takze dziatanie kancerogenne.
Pomimo powstania metod alternatywnych, ktére idealnie
odzwierciedlaja zalezno$¢ pomiedzy substancja chemiczna
a skora, niektore z wymienionych dziedzin wciaz wymagaja
udziatu zwierzat.
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