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Streszczenie: Skora sktada si¢ z wielu warstw i wiele typéw komorek, pelnigc wazne dla organizmu
funkcje. Prawidfowa budowa i funkcjonowanie poszczegolnych warstw skory warunkuje prawidtowe
funkcjonowanie i wyglad skory jako narzadu. Rosngce zapotrzebowanie rynku na produkty kosmetyczne
wyznacza kierunek rozwoju bardzo dynamicznej dziedziny, jaka jest kosmetologia. Badania wprowadza-
nych na rynek nowych sktadnikéw aktywnych zawartych w kosmetykach, wymagaja potwierdzenia nie
tylko skutecznosci dziatania danej substancji czynnej, mozliwosci réznokierunkowego zastosowania ale
réwniez okre$lenia natychmiastowych i dtugotrwatych skutkéw oraz dziatan niepozadanych. Ocena bez-
pieczenstwa zaréwno pojedynczych sktadnikéw czynnych kosmetykow, ich kompleksow, jak i gotowego
produktu - kosmetyku obejmuje badania in vitro, badania ex vivo oraz badania in vivo. Wielokierunkowe
badania zaréwno pojedynczych sktadnikéw czynnych kosmetykow, ich kompleksow, a takze gotowych
produktéw kosmetycznych prowadzone z zastosowaniem nowoczesnych technologii: analizy ekspresji
genow (transkryptomiki), genomiki, proteomiki czy metabolomiki moga da¢ solidne podstawy naukowe
nie tylko dla poszukiwania nowych sktadnikéw czynnych kosmetykow, badan ich bezpieczenstwa, ale
moga przyczynic si¢ takze do zrozumienia mechanizméw prowadzacych do wystapienia wielu choréb
skory o niejasnej dotychczas etiopatogenezie (np. tuszczyca).

Stowa kluczowe: bezpieczenstwo kosmetykéw, hodowle komdrek in vitro, testy alternatywne

Abstract: Skin consists of multiple layers and multiple cell types, performing the important functions
of the body. Proper structure and functioning of the various layers of the skin condition for the proper
functioning and appearance of the skin as an organ. The growing demand for cosmetic products paves the
way for a very dynamic field, which is cosmetology. The study placed on the market for new active ingre-
dients contained in cosmetics, subject to confirmation not only the effectiveness of the active substance,
the possibility various use but also determine the immediate and long-term effects and side effects. Safety
assessment of both the single active ingredients of cosmetics, their complexes, and the finished product
- the cosmetic covers the study in vitro, ex vivo and in vivo studies. Multidirectional testing of both indi-
vidual active ingredients of cosmetics, their complexes, and finished cosmetic products carried out with
the use of modern technology to the analysis of gene expression (transcriptomics), genomics, proteomics
and metabolomics can provide a sound scientific basis not only for the search for new active ingredients
of cosmetics, studies of security, but can also contribute to the understanding of the mechanisms leading
to the occurrence of many diseases of the skin of unknown etiology previously (eg, psoriasis).
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Wprowadzenie

Wspolczesny rynek kosmetyczny ma bardzo bogata oferte produktow.
Mnogos¢ firm i preparatéw, zaréwno polskich, jak i zagranicznych sprawia,
ze klient ma mozliwo$¢ wyboru kosmetyku, ktéry spetni wszystkie jego ocze-
kiwania. Specjalisci od marketingu i reklamy dbaja o wizerunek firmy, aby
zacheci¢ do kupna wtlasnie ich produktéw, natomiast producenci w oparciu
o laboratoria badawcze dbaja o nowatorskie rozwigzania technologiczne,
modyfikacje istniejacych skltadnikéw czynnych kosmetykéw lub/i pozyska-
nie unikatowych, nowych skladnikéw. Wspolczesny przemyst kosmetyczny
rozwija sie bardzo szybko i preznie. Specjalisci z réznych dziedzin (derma-
tolodzy, biolodzy, chemicy, farmaceuci, biotechnolodzy) wspétpracuja w du-
zych koncernach, aby uzyska¢ produkty, ktére pozwolg skorze jak najdluzej
zachowa¢ mlody i zdrowy wyglad. Tylko ciagly rozwdj tych dziedzin pozwa-
la na nowe odkrycia.

Badania kosmetykow naleza do obowiazkowych elementéw produkcji.
Wyniki badan maja posredni wptyw na zdrowie konsumentéw, szczegélnie
jesli dotycza nowych sktadnikéw czy komplekséw substancji aktywnych.
Kwestie te reguluje szereg przepisow i rozporzadzen prawnych. Producent
musi spetni¢ okreslone przepisami wymogi, zanim kosmetyk zostanie do-
puszczony do sprzedazy. Ponadto przepisy unijne nakazujg producentom
dokumentowanie badaniami skutecznosci i bezpieczenstwa dziatania pro-
duktow.

Wprowadzenie do badan hodowli komdérkowych jest duzym osiggnieciem
kosmetologii, jednak pozostaje watpliwos¢, czy badania te obejmuja wszyst-
kie problemy zwigzane z zastosowaniem kosmetyku. Otwartym zagadnie-
niem jest rowniez przenikanie substancji aktywnych z kosmetyku do skory.
Na proces ten ma wplyw wiele czynnikéw i trudno je wszystkie uwzgledni¢
w badaniach, a s3 one niezwykle istotne, decyduja bowiem o przydatnosci
takich badan i ich celowosci. Od ich wynikéw zalezy, czy testowane zwiazki
znajdg zastosowanie w kosmetykach, ktore nie moga dziata¢ szkodliwie na
ludzkie zdrowie. Celem stosowania kosmetykow jest przeciez utrzymywanie
w czystosci, pielegnowanie, ochrona, perfumowanie czy upiekszanie ciala.

Wazna kwestig staje si¢ wiec nie tyko receptura produktow kosmetycz-
nych, ale i znajomo$¢ budowy ludzkiej skory. Skora jest podstawowym na-
rzadem, z ktérym pracuja kosmetyczki, kosmetolodzy, dermatolodzy, spe-
cjalisci opracowujacy receptury kosmetyczne. Znajomos¢ budowy skéry
i podstawowych mechanizmoéw jej funkcjonowania ufatwia nie tylko wyboér
odpowiednich kosmetykow w celu pielegnacji czy upiekszania, ale takze za-
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stosowanie odpowiednich produktéw kosmetycznych wspomagajacych le-
czenie niektérych dermatoz.

Budowa skéry

Skéra czlowieka pelni wiele funkeji fizjologicznych. Wéréd najwaz-
niejszych wymienia si¢ udzial w integracji ze srodowiskiem zewnetrznym
i ochrone narzadéw wewnetrznych przed dzialaniem szkodliwych czynni-
kéw srodowiskowych. Ponadto skéra bierze czynny udziat w termoregula-
cji, przemianie materii, procesach wydzielniczych, resorpcji oraz gospo-
darce wodno-elektrolitowej. Zaréwno proste mechanizmy obronne, takie
jak swoista struktura warstwy rogowej, obecnos¢ ptaszcza wodno-lipido-
wego, kwasnego pH skory czy wlasciwe jej nawilzenie, jak i procesy im-
munologiczne, angazujace skérny uklad odpornosciowy SIS (skin immu-
ne system), stanowig sprawny element systemu kontroli odpornosciowej
czlowieka. Skoéra odgrywa zatem istotng role w utrzymaniu homeostazy
organizmu [2, 11, 25, 26, 27].

Skoéra zbudowana jest z trzech warstw: naskorka, skory wlasciwej i tkanki
podskdrnej. Naskorek nie ma naczyn krwionosnych i limfatycznych. W sko-
rze wlasciwej i tkance podskdrnej rozmieszczone sg przydatki skory — miesz-
ki wlosowe, gruczoly potowe ekrynowe i apokrynowe, gruczoty fojowe oraz
naczynia krwionosne, limfatyczne i zakonczenia nerwowe. Kazda z warstw
skdry pelni okreslone funkcje biologiczne, warunkujac prawidlowe funkcjo-
nowanie skory jako narzadu [5, 7, 13].

Naskorek jest nablonkiem wielowarstwowym plaskim rogowaciejacym,
tworzacym najbardziej zewnetrzng warstwe skory. W sktad naskorka wcho-
dza warstwy: podstawna, kolczysta, ziarnista i zrogowaciala. Gléwnymi ko-
morkami naskdrka sg keratynocyty (stanowigce 90-95% wszystkich komo-
rek naskorka), ktore w réznych warstwach naskorka réznia sie zaawansowa-
niem procesu keratynizacji [26]. Keratynizacja (rogowacenie) to genetycznie
zaprogramowany, $cisle regulowany proces, obejmujacy wiele morfologicz-
nych i metabolicznych zmian w keratynocytach, tj. proliferacje, dyferencja-
cje, migracje i apoptoze.

Koncowym etapem keratynizacji naskorka jest wytworzenie martwego
keratynocytu warstwy zrogowaciatej (tzw. korneocytu), charakteryzujacego
sie specyficzng budowa blony komdrkowej (koperty korneocytu) skladajacej
sie z warstwy wewnetrznej biatkowej (biatka inwolukryna i lorikryna) oraz
zewnetrznej warstwy lipidowej. Podczas keratynizacji zachodzi biosynteza
cytokeratyn, charakterystycznych dla kazdej z warstw naskorka, zapewniaja-
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cych nie tylko wytrzymalo$¢ mechaniczng, odpornos¢ na czynniki chemicz-
ne, ale takze wigzanie wody przez korneocyty. Ponadto korneocyty zawieraja
w cytoplazmie naturalny czynnik nawilzajagcy NME, powstajacy podczas ke-
ratynizacji z bialka profilagryny. Korneocyty warstwy zrogowaciatej spojone
sa ze soba lipidowym cementem miedzykomoérkowym, ktérego sktadniki
(gtéwnie ceramidy i steroidy) powstaja z prekursoréw podczas enzymatycz-
nych przeksztalcen w przestrzeni pozakomorkowej w czacie rogowacenia.
Kontrolowana enzymatyczna degradacji korneodesmosoméw umozliwia fi-
zjologiczne ztuszczanie martwych korneocytéw warstwy zrogowacialej. Pra-
widlowy proces keratynizacji (ortokeratoza) zapewnia prawidlowa budowe
warstwy zrogowacialej naskdrka, a tym samym ochrone przed nadmierna
przeznaskorkows utrata wody (TEWL) oraz wnikaniem do organizmu m.in.
réznych zwigzkéw chemicznych [5, 13, 15, 26].

Oprécz komorek nablonkowych - keratynocytéw, w sklad naskdrka
wchodzg takze komorki Langerhansa, odpowiedzialne za reakcje immuno-
logiczne, melanocyty (komoérki barwnikowe) oraz komoérki neuroendokry-
nowe Merkla [26]. Naskdrek spoczywa na blonie podstawnej, ktora oddziela
go od skory wlasciwej. Skora wlasciwa, wypuklajac sie do naskorka, two-
rzy brodawki skory, za$ naskorek, wypuklajac si¢ do skory wlasciwej, two-
rzy sople naskorkowe, za$ przebieg granicy skorno-naskdorkowej jest falisty.
W skorze wlasciwej wyréznia sie warstwe brodawkowata, zlokalizowana
bezposrednio pod naskorkiem, skladajaca si¢ z rozmieszczonych w nieupo-
rzagdkowany sposob wldkien kolagenowych gléwnie typu III. Warstwa sia-
teczkowata skory wlasciwej zbudowana z grubych wiékien kolagenowych,
gléwnie typu I ulozonych réwnolegle do powierzchni skéry. Biatka kolage-
nowe, elastyna tworzaca wtékna sprezyste oraz glikozoaminoglikany (kwas
hialuronowy) i proteoglikany (gléwnie siarczany heparanu i siarczany der-
matanu), stanowig macierz pozakomodrkowga tkanki facznej skory wlasciwej,
w ktorej zakotwiczone sg komorki gléwnie fibroblasty [2].

Tkanka tluszczowa, wchodzaca w skiad tkanki podskdrnej wraz ze szkie-
letem chrzestno-kostnym nadaje zewnetrzny ksztalt powtokom skérnym.
Tkanka podskorna faczy skore wlasciwa z glebiej potozonymi strukturami
(powieziami, $cieggnami, migsniami i ko$¢mi), amortyzuje bodzce mecha-
niczne, stanowi warstwe termoizolacyjng. Triacyloglierole wypelniajace
adipocyty stanowig rezerwe energetyczng ustroju, komorki tluszczowe syn-
tezujg estrogeny, a $ciany komor tluszczowych tworzg rusztowanie wzdluz,
ktérego ku powierzchni biegng naczynia krwionosne i nerwy [5, 7, 13].

Prawidiowa budowa i funkcjonowanie poszczegélnych warstw skory wa-
runkuje prawidltowe funkcjonowanie i wyglad skory jako narzadu. Cechami

124



BEZPIECZNE STOSOWANIE WSPOLCZESNYCH KOSMETYKOW

zdrowej skory sa: gtadko$¢ wynikajaca z prawidlowo zbudowanej warstwy
zrogowacialej naskdrka (keratynocyty), sprezystos¢ wynikajaca z prawidlo-
wego funkcjonowania fibroblastow, uktadu wtokien kolagenowych i elasty-
nowych zanurzonych w macierzy pozakomorkowej tkanki facznej skory
wiasciwej. ROwnomierne zabarwienie skory wynika z wlasciwego funkcjo-
nowania melanocytéw, komoérek produkujacych melaning. Napiecie skory
zalezy nie tylko od uwodnienia skory wlasciwej, ale takze od prawidlowej
budowy komoérek warstwy zrogowacialej i wtasciwym sktadem ich otoczenia
(NME cement miedzykomoérkowy) [7, 13, 26]. Zdrowa skora jest wolna od
uszkodzen zwigzanych z nieprawidlowa pielegnacja czy ztym wptywem $ro-
dowiska, dobrze toleruje zmiany temperatury i wilgotnosci otoczenia, prawi-
dfowo reaguje na wigkszos¢ produktow pielegnacyjnych [2]. Nieprawidiowa
pielegnacja powoduje nadmierne wysuszenie skory, zaburzenia wydzielania
toju (skdra przettuszczona lub odttuszczona). Coraz czesciej wystepuje takze
problem skdry/cery wrazliwej bedacej czesto efektem stosowania niewlasci-
wych kosmetykow [26]. Kazdy czlowiek stosuje kosmetyki, czgsto réznych
kategorii, bez wzgledu na wiek, rodzaj skéry/cery (normalna, sucha, tlusta,
mieszana) czy stan skory/cery (odwodniona, naczyniowa, dojrzata, wrazli-
wa, alergiczna) [21].

Kosmetykiem jest kazda substancja lub preparat przeznaczone do ze-
wnetrznego kontaktu z cialem czlowieka: skorg, wltosami, wargami, paznok-
ciami, zewnetrznymi narzagdami plciowymi, z¢bami i blonami §luzowymi
jamy ustnej, ktorych wytagcznym lub podstawowym celem jest utrzymanie
ich w czystosci, pielegnowanie, ochrona, perfumowanie, zmiana wygladu
ciala lub ulepszenie jego zapachu [40].

Wspdlczesne kosmetyki zawieraja najczesciej kompleksy substancji
wspoldziatajacych ze soba pod wzgledem wlasciwosci fizycznych i chemicz-
nych, zapewniajac efektywnos¢ dzialania. Jako skfadniki czynne kosmety-
koéw stosuje si¢ witaminy, lipidy, substancje nawilzajace, substancje czynne/
wyciagi roslinne, jony metali, substancje zluszczajace (alfahydroksykwasy
AHA, betahydroksykwasy BHA, polihydroksykwasy PHA), peptydy (sygna-
towe, transportujace, hamujace neuroprzekazniki), przeciwutleniacze, czyn-
niki wzrostu (roélinne cytokininy), substancje chronigce przed stoncem,
$rodki przeciw zmarszczkom [21, 28].

Podstawowym skladnikiem kazdego kosmetyku jest podloze (baza),
warunkujgca forme fizykochemiczng podloza, tj. paste, roztwdr, hydrozel,
emulsje O/W (olej w wodzie), emulsje W/O (woda w oleju), lipozel. Sub-
stancje czynne (witaminy, lipidy itp.) oraz inne dodatki, m.in. $rodki kon-
serwujace, $ciagajace, kompleksujace, koemulgatory, kwasy i zasady, $rodki
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promieniochronne (filtry przeciwstoneczne), barwiace, zapachowe - stano-
wig czesto o przeznaczeniu kosmetyku [6, 24].

Ostateczny efekt dzialania kosmetyku po aplikacji miejscowo na skore
uwarunkowany jest aktywnos$cig zwiazku czynnego w stosunku do recepto-
réw lub jego zdolnoscia reagowania na poziomie molekularnym, ale przede
wszystkim kinetyka wnikania i dystrybucji w skdrze, warunkujaca uzyska-
nie okreslonego stezenia skfadnika czynnego wywierajacego pozadany efekt
biologiczny w obszarze docelowym. Powierzchnia skdry, warstwa rogowa
naskorka, zywe warstwy naskorka i skory wlasciwej sa gléwnymi miejscami
dzialania kosmetykow. Wigkszos¢ substancji aktywnych zawartych w ko-
smetykach ochronnych i pielegnacyjnych nie powinna penetrowaé glebiej
niz do warstwy zrogowacialej naskdrka [6, 38].

Srodki przeciw zmarszczkom [21] to najbardziej zréznicowana pod
wzgledem substancji czynnych kategoria kosmetykow [11, 26, 28].

Réznorodnos¢ substancji czynnych kosmetykéw przeciwzmarszczko-
wych, przeznaczonych do pielegnacji skory/cery dojrzatej, zdolnych do
optymalnej regulacji funkgji biologicznych skéry ma na celu rewitalizacje
skory. Rewitalizacja kosmetologiczna osiggana jest poprzez stymulacje od-
nowy naskorka, poprawe napiecia, elastycznosci kolorytu skoéry przez zasto-
sowane w kosmetykach skfadnikéw biologicznie czynnych [4].

Do nowoczesnych sktadnikéw aktywnych w kosmetykach rewitalizuja-
cych, regenerujacych i przeciwzmarszczkowych naleza peptydy. Niskocza-
steczkowe peptydy stosowane w kosmetykach wykazujg rézny mechanizm
dziatania oraz wplyw na skore. Zalicza si¢ do nich peptydy sygnalowe, pep-
tydy transportujace oraz peptydowe inhibitory neurotransmiteréw [11].
Wedtug producentéw peptydy sygnalowe to najczesciej fragmenty kolagenu
lub elastyny, ktore dostarczane do zywych warstw skory stanowig sygnat do
biosyntezy nowych skfadnikéw macierzy pozakomorkowej, w szczegélnosci
bialek kolagenowych, glikozaminoglikandw, proteoglikanéw oraz glikopro-
tein niekolagenowych (elastyna, fibronektyna). Efektem zwiekszenia bio-
syntezy skladnikéw ECM skory wiasciwej jest poprawa napigcia i jedrnosci
skory [12, 17].

Najczesciej stosowanymi w kosmetykach peptydami sygnalowymi sg
niskoczasteczkowe peptydy otrzymywane syntetycznie i biotechnologicz-
nie, m.in.: tripeptyd-1, tripeptyd-3/5, tripeptyd-10, tetrapeptyd-9, tetrapep-
tyd-11, pentapeptyd-4/3, heksapeptyd-11 [4].

Peptydy wplywajace na przewodnictwo nerwowo-mie$niowe, wedlug
producentéw ostabiajg skurcz mie$ni mimicznych twarzy i zmniejszaja
zmarszczki mimiczne. Ich mechanizmy dzialania sa réznorodne, jednak

126



BEZPIECZNE STOSOWANIE WSPOLCZESNYCH KOSMETYKOW

w efekcie zmniejszaja ilo$¢ acetylocholiny w szczelinie synaptycznej synaps
nerwowo-mie$niowych. Do najczesciej stosowanych w kosmetykach pepty-
déw hamujacych przekaznictwo nerwowo-miesniowe zalicza si¢ niskocza-
steczkowe peptydy, m.in.: acetylo-heksapeptyd-3 (SNAP-6, INCI: Acetyl He-
xapeptide-8, Argirelina), oktapeptyd (SNAP-8, INCI: Acetyl Octapeptide-3),
pentapeptyd-3 (INCI: Pentapeptide-3, Leuphasyl) [10, 12, 16, 17].

Peptydy transportujace, ze wzgledu na swoja budowe strukturalng i prze-
strzenng, wykazuja zdolno$¢ do wigzania innych substancji, m.in. zwieksza-
jac ich rozpuszczalnos¢, trwatos¢, biodostepnosé. Najczesciej stosowanymi
sq di-, tri- i tetra peptydy, o dobrej rozpuszczalnosci w wodzie. Gléwnymi
zwigzkami transportowanymi przez peptydy sa jony metali (Zn2+, Cu2+).
Miedz jest mikroelementem niezbednym do prawidlowego przebiegu pro-
cesow fizjologicznych. Miedz chodzi w sktad wielu metaloenzymow, pelnia-
cych istotng role podczas proceséw fizjologicznych w obrebie skory [22]. Do
najbardziej znanych peptydéw transportujacych jony miedzi stosowanych
w kosmetologii naleza: tripeptyd glicylo-histydylo-lizyna (GHK) oraz tri-
peptyd glicylo-glicylo-histydyna (GGH) [9, 36, 37, 41]. Aby zwigkszy¢ efek-
tywnos¢ przenikania tych czasteczek przez warstwe rogowa naskdrka, do
czasteczek tych dolaczane sg reszty kwasow thuszczowych najczesciej palmi-
tylowa (PAL-GHK) [18, 38].

Kolejnymi nowoczesnymi substancjami czynnymi stosowanymi w ko-
smetykach sg rekombinowane czasteczki biatkowe, oligopeptydy i polipep-
tydy, otrzymywane biotechnologicznie, ktore stanowia grupe okoto 20 biolo-
gicznie aktywnych czasteczek. Wigkszo$¢ z nich posiada w réznym stopniu
homologiczng sekwencje aminokwaséw do naturalnych ludzkich cytokin
i czynnikéw wzrostu. Stosowane s3 w kosmetykach regenerujacych i rewi-
talizujacych ($rodki przeciwzmarszczkowe). Ich mechanizm dziatania wy-
kazuje podobienstwo do proceséw reparacyjnych zachodzacych podczas
uszkodzenia skory z udziatem czynnikéw wzrostu, gléwnie naskérkowego
czynnika wzrostu (EGF), transformujacego czynnika wzrostu typu p (TGF
B) [11].

Zaréwno skladniki biologicznie czynne kosmetykow, jak i same kosme-
tyki powinny znaczaco poprawia¢ wyglad skdéry (m.in. nawilzenie, elastycz-
nos¢, sprezystosé, koloryt), ale przede wszystkim nie wywolywaé efektow
ubocznych, zaréwno wczesnych (podraznienie, alergia, fototoksycznos¢),
jak i odlegtych (fotokancerogenno$¢, fotoalergia) [1, 3, 32, 33, 34].

Ocena bezpieczenstwa pojedynczych sktadnikdéw czynnych kosmetykow
i gotowego produktu - kosmetyku obejmuje badania in vitro, badania ex
vivo oraz badania in vivo [26].
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Badania in vitro mozliwe sg dzigki wykorzystaniu dwuwymiarowych jed-
norodnych hodowli komoérek izolowanych ze skéry ludzkiej (keratynocyty,
fibroblasty, melanocyty, komoérki Langerhansa), linii komérkowych uzy-
skanych poprzez m.in. modyfikacje genetyczne komorek, immortalizacje
komorek czy dzieki wykorzystaniu kokultur réznych typéw komorek (ke-
ratynocyty z melanocytami, keratynocyty z komoérkami ukladu odporno-
$ciowego). Hodowle dwuwymiarowe in vitro umozliwiaja badanie wplywu
ksenobiotykéw na zmiany ekspresji gendw, zmiany aktywnosdci enzymow
komoérkowych pod wplywem ksenobiotykéw, badanie zmian ilo$ci uwal-
nianych przez komorki cytokin i czynnikéw wzrostu oraz okreslenie opty-
malnych dla komdrek skory stezen ksenobiotykdéw, ktére majg by¢ zawarte
w kosmetyku. Hodowle dwuwymiarowe komorek skory in vitro to najbar-
dziej uproszczony model tkanek budujacych skdre, umozliwiajacy badanie
morfologii i metabolizmu komoérek na poziomie molekularnym, jednakze
nieodzwierciedlajacy zalezno$ci miedzy warstwami komoérek czy calymi
warstwami skory i niepozwalajacy na powierzchniowe naktadanie substancji
(aplikacja kosmetyku na skdre) [14].

Tréjwymiarowe hodowle komoérek skéry 3D: ekwiwalent naskorka,
skory wlasciwej oraz ekwiwalent pelnej grubosci skory, umozliwiajg ba-
danie bariery warstwy rogowej naskdrka, analize oddziatywan miedzyko-
morkowych w warstwach budujacych skére w warunkach fizjologicznych
oraz pod wplywem czynnikéw srodowiskowych, a takze badanie interak-
cji miedzy naskorkiem i skdrg wlasciwa, wptywajacych na kondycje skory
w odpowiedzi na dzialanie czynnikéw egzogennych w warunkach fizjolo-
gicznych i podczas np. procesu starzenia si¢ skory. Dzigki tréjwymiaro-
wym ekwiwalentom skéry mozliwe stalo sie badanie funkcji barierowych
naskorka i zdolnosci przenikania kosmetyku (i jego poszczegolnych sktad-
nikéw) [23, 29, 30, 35].

Obecnie do celéw badan kosmetykéw i ich sktadnikéw, komercyjnie
dostepne sa dwa ekwiwalenty naskdrka EpiSkin (Imedex, Francja) oraz Epi-
Derm (MatTek Corp, USA) oraz jeden ekwiwalent petnej grubosci skory Epi-
DermFT (MatTek Corp, USA). Do badan wykorzystuje si¢ kokultury komo-
rek jedno- i wielowarstwowe MelanoDerm (MatTek Corp, USA). Kokultury
keratynocytéw z melanocytami: ras bialej, czarnej, kaukaskiej i azjatyckiej,
sa doskonalym modelem do obserwacji réznic w przebiegu melanogenezy
u poszczegélnych ras oraz badan nad zwigzkami chemicznymi wplywaja-
cymi na pigmentacj¢ skory, np. substancjami fotoochronnymi, zwigzkami
przyspieszajacym melanogeneze i zwigzkami stosowanymi w redukcji prze-
barwien (hiperpigmentacji) na skorze [14].
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Badania ex vivo polegaja na ocenie dzialania sktadnikéw i gotowych ko-
smetykow na fragmentach ludzkiej skory w warunkach laboratoryjnych. Te-
sty ex vivo z wykorzystaniem skory ludzkiej stosuje sie takze przy badaniu
przenikalnosci substancji kosmetycznych w gtab skéry. Metoda ex vivo po-
lega na ocenie materiatu biopsyjnego pobranego od 0séb uczestniczacych
w badaniu kosmetyku. Jednak nie jest zbyt czesto stosowana, gdyz poza
wspomnianymi wysokimi kosztami, jako badanie na materiale biologicz-
nym, wymaga zgody Komisji Bioetycznej. W badaniu ocenia si¢ miedzy
innymi fazy wzrostu komoérek poddanych dziataniu sktadnikéw lub kom-
plekséw aktywnych, zdolnosci proliferacyjne, aktywnos¢ enzyméw komor-
kowych. Obserwacja tych cech pozwala na okreslenie, czy badane skfadniki
kosmetyczne wplywaja pozytywnie na komoérki. Jednak metoda ta jako in-
wazyjna jest stosowana w wyjatkowych przypadkach, na przyklad podczas
opracowywania receptur preparatéw o specjalnym przeznaczeniu [26, 39].

Badania in vivo to badania z udzialem ochotnikéw (tzw. probantéw) — do-
bieranych zwykle pod wzgledem wieku i rodzaju cery, zgodnie z przeznacze-
niem kosmetyku, uprzednio poddawanych badaniu lekarskiemu (dermatolo-
gicznemu) obejmujacemu zdiagnozowanie rodzaju i stanu skory, sktonnosci
do reakgji alergicznych oraz po przeprowadzeniu wywiadu dotyczacego aktu-
alnych i przebytych choréb skdry, ich leczenia oraz okreslenia ogélnego stanu
zdrowia probanta [26].

Testy in vitro stosowane sg nie tylko z powodu mozliwosci poznawczych,
ale takze z obostrzen prawnych dotyczacych eksperymentéw in vivo w dzie-
dzinie kosmetologii.

Dyrektywa Unii Europejskiej 2003/15/WE (7 Poprawka do Dyrektywy
Kosmetycznej 76/768/WE) nalozyla na przemyst kosmetyczny rygorystyczne
terminy wprowadzajace zakaz testowania kosmetykow i skladnikéw kosme-
tycznych na zwierzetach: od wrzesnia 2004 r. obowigzuje zakaz testowania
na zwierzetach gotowych produktéw kosmetycznych oraz zakaz testowa-
nia na zwierzetach sktadnikéw lub ich kombinagji, jesli odpowiednia meto-
da alternatywna zostata zaadoptowana do zalacznika V Dyrektywy 67/548/
EC. Od marca 2009 r. obowigzuje zakaz wykonywania testéw na zwierzetach
sktadnikow kosmetykéw, z wyjatkiem badan toksycznosci dawki powtarzane;
(przewleklej/podprzewleklej), toksykokinetyki oraz toksycznego wplywu na
rozrodczo$¢. Od marca 2013 r. obowigzywaé bedzie catkowity zakaz wyko-
nywania testow substancji chemicznych na zwierzetach pod warunkiem, ze
dostepne beda odpowiednie metody alternatywne [1, 8].

Prawodawstwo polskie zakazuje przeprowadzania testow kosmetykow na
zwierzetach, wprowadzania do obrotu kosmetykow: testowanych na zwierze-
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tach, zawierajacych sktadniki lub ich kombinacje testowane na zwierzetach,
przeprowadzania na zwierzetach testow sktadnikéw kosmetykéw lub kombi-
nacji tych skladnikéw. Zakaz ten obowiazuje od momentu zastgpienia testow
na zwierzetach przez jedng lub wigcej uznanych i przyjetych w Unii Europej-
skiej metod alternatywnych [40].

Zgodnie z Dyrektywa Kosmetyczng 76/768/WE, producent kosmetyku
zobowigzany jest przeprowadzi¢ ocene bezpieczenstwa produktu wprowadza-
nego na rynek. Ocena ta, zgodnie z wytycznymi SCCP (Komitetu Naukowego
ds. Produktéw Konsumenckich przy Komisji Europejskiej), powinna zawiera¢
dane dotyczace toksycznosci ostrej, wlasnosci zracych i draznigcych (skore
i oczy), wlasnosci uczulajacych skore, absorbcji przez skére oraz mutagenno-
$ci/genotoksycznosci. Ponadto ocena bezpieczenistwa moze obejmowac dane
dotyczace toksycznosci przewleklej, fototoksycznosci, dziatania kancerogen-
nego, toksycznego wplywu na rozréd oraz toksykokinetyki. Obecnie okresle-
nie wigkszosci z wymienionych parametréw toksykologicznych mozliwe jest
tylko po wykonaniu testéw na zwierzetach [1, 3, 32, 33, 34].

Procedury przeprowadzania testow kosmetykow, skladnikéw kosmety-
koéw lub ich kombinacji, maja na uwadze postep nauki w rozwoju metod
alternatywnych.

Metody alternatywne majg na celu zastgpienie do$§wiadczen wykonywa-
nych na zwierzetach eksperymentami przeprowadzanymi poza organizmem
(in vitro) lub za pomoca analizy komputerowej (in silico) [8]. Metody alter-
natywne to metody spelniajace wszystkie lub ktéragkolwiek z zasad 3R (ang.):
replacement — zastapienie zwierzat w eksperymencie przez modele badawcze
»hieodczuwajace cierpien’, reduction — zmniejszenie liczby zwierzat, na kto-
rych trzeba przeprowadzi¢ badania oraz refinement — doskonalenie metod
w kierunku zmniejszenia cierpien zwierzat w eksperymencie. Metody alter-
natywne to nie tylko metody in vitro, ale rowniez ulepszone, zmodyfikowane
metody in vivo [8, 31].

Najwazniejszym zrodlem informacji o metodach alternatywnych jest or-
ganizacja powolana przez Komisj¢ Europejska — Europejskie Centrum Wa-
lidacji Metod Alternatywnych ECVAM (European Centre for the Validation
of Alternative Methods), ktore odgrywa kluczowa role w rozwoju i walidacji
metod alternatywnych na terenie Unii Europejskiej. ECVAM dysponuje pet-
ng lista metod alternatywnych, zawartych w ustawodawstwie UE (czes¢ B
Aneksu V do Dyrektywy 67/548/EEC), zwalidowanych przez ECVAM Scien-
tific Advisory Committee (ESAC), lecz nie zawartych jeszcze w ustawodaw-
stwie UE oraz metod w trakcie rozwoju i walidacji [19]. Ponadto organizacja
ta stworzyta baze danych metod alternatywnych (ECVAM DataBase Service
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on Alternative Methods, gdzie dostepne sg aktualne, szczegélowe protokoty
dla metod alternatywnych [20].

Wybrane alternatywne metody badania skladnikéw
czynnych kosmetykow

Ocena wlasnosci zracych substancji opiera si¢ na badaniu wtasnosci
cytotoksycznych przy pomocy ilosciowego testu kolorymetrycznego MTT,
polegajacego na redukgji soli tetrazolowej przez dehydrogenazy mitochon-
drialne, aktywne w zywych komoérkach. Obecnie na potrzeby oceny wta-
sciwosci zracych substancji oficjalnie zatwierdzono wykorzystanie dwdch
modeli naskorka EpiSkin i EpiDerm. Inne modele: Corrositex, SkinEthic,
s3 na etapie walidacji. Alternatywg dla testow na modelach naskdrka jest
test przezskdrnej opornosci elektrycznej (tER) wykonywany na fragmentach
skory szczura.

Ocena wlasnosci fototoksycznych prowadzona jest na hodowli fibrobla-
stow mysich Balb/c 3T3. Zasada metody badawczej opiera si¢ na zdolnosci
zywych komorek do wychwytu, wbudowywania i wigzania przyzyciowego
czerwieni obojetnej NRU (Neutral Red Uptake) przez 3 godziny.

Ocena mutacji genowych oraz aberracji chromosoméw (dzialanie mu-
tagenne/genotoksyczne) mozliwa jest przy uzyciu szeregu testow alterna-
tywnych dostepnych w ustawodawstwie unijnym. W ocenie bezpieczenstwa
produktéw kosmetycznych i ich skladnikéw najczesciej wykorzystywany
jest test Amesa (bakterie Salmonella typhimurium). Jednakze w licznych
przypadkach test Amesa daje wynik falszywie pozytywny, ktéry nie koreluje
z wynikami testéw in vivo. Dlatego tez do oceny mutagennosci wcigz wyma-
gane jest wykonanie testow na zwierzetach.

Badanie toksycznosci ostrej polega na dwutygodniowej obserwacji efek-
tu jednorazowego podania badanej substancji zwierzeciu (lub kilkakrotnego
jej podania w ciaggu pierwszej doby). Parametrem stuzagcym do okreslenia
toksycznosci ostrej jest dawka letalna LD50, czyli dawka substancji, ktora
powoduje zgon 50% zwierzat bioracych udzial w eksperymencie. Obecnie
stosuje si¢ metode stopniowania dawki wymagajaca uzycia $rednio 16 zwie-
rzat, jednakze ECVAM prowadzi walidacje testu, ktéry pozwolilby zreduko-
wac liczbe zwierzat do 6.

Dzialanie uczulajace skore okresla sie poprzez zastosowanie testu miejsco-
wych wezléw chlonnych LLNA (Local Lymph Node Assay) myszy. Czynniki
uczulajace aplikowane na skore zwierzecia powoduja pierwotng proliferacje

131



MAGDALENA JURZAK, ANNA GOZDZIALSKA, JERZY JASKIEWICZ

limfocytéw w wezle chfonnym odprowadzajacym limfe z miejsca aplikacji
$rodka chemicznego, a proliferacja proporcjonalna jest do zastosowanej dawki
(oraz potencjatu alergenu). Ostatecznie okresla sie stosunek proliferacji lim-
focytéw przy pomocy inkorporacji 3H tymidyny do DNA w grupach zwie-
rzat poddanych dzialaniu $rodka do proliferacji w grupie kontrolnej zwierzat
(otrzymujacej no$nik), nazywany wskaznikiem stymulacji. Test LLNA wyko-
nywany jest na zwierzetach, jednakze udoskonalenie tej metody pozwolilo na
znaczacg redukcje liczby zwierzat bioracych udzial w eksperymencie.

Testy oceniajace dzialanie draznigce skdre wykonywane sa, podobnie jak
badania wlasnosci zracych, na modelach naskdrka (EpiSkin, Epiderm, Ski-
nEthic). Badanie wlasnosci draznigcych substancji chemicznych oraz goto-
wych wyrobéw kosmetycznych opiera si¢ réwniez na ocenie dziatania cyto-
toksycznego na komorki naskdrka (test MTT). Réznice miedzy testami do-
tycza czasu ekspozycji modelu na dziatanie substancji oraz czasu, po ktérym
przeprowadzana jest ocena. Czulo$¢ testu dziatania draznigcego skore moze
zostac zwigkszona przez pomiary mediatorow reakcji zapalnej (uwalnianych
z komorek pod wplywem dzialania substancji) z zastosowaniem genomiki,
transkryptomiki, proteomiki oraz metabolomiki.

Do oceny wchlaniania substancji chemicznych przez skére wykorzystuje
sie model perfuzji (komora Franza). Testuje si¢ uzytecznos$¢ wycinkéw skory
zwierzecej, ludzkiej oraz modeli 3D z wykorzystaniem substancji chemicz-
nej znakowanej radioaktywnie lub fluorescencyjnie.

Metody oceniajace dzialanie draznigce oko opieraja si¢ na wykorzystaniu
izolowanej rogoéwki wotu BCOP (Bovine Corneal Opacity and Permeability),
krolika IRE (Isolated Rabbit Eye) i kurczaka ICE (Isolated Chicken Eye). Ana-
liza uszkodzen rogéwki opiera si¢ na pomiarze przepuszczalnosci $wiatla
przez rogowke, gdzie substancja chemiczna podlegajaca ocenie znakowana
jest fluorescencyjnie. Oprocz powyzszych metod ex vivo, do czesto wykony-
wanych testow nalezy test HEt-CAM (Hen’s Egg test on the Chorio-Allantoic
Membrane), CAMVA (Chorioallantoic-Membrane Vascullar Assay). Metody
te wykorzystuja blone kosmowkowo-omoczniows jaja kurzego, w ktérym
ocenie podlega morfologia bfony przez ocen¢ obecnosci i nasilenie zmian,
tj. obrzek, wybroczyny krwawe, martwica, liza, koagulacja oraz stan naczyn
krwiono$nych. Testy te daja miarodajne wyniki dla substancji silnie draznig-
cych, natomiast w przypadku stabego potencjalu draznigcego konieczne jest
przeprowadzenie dodatkowych badan z udzialem zwierzat.

Dotychczas nie zatwierdzono metod alternatywnych dla badan toksycz-
nosci przewleklej, dzialania kancerogennego, toksycznosci reprodukcyjnej
oraz toksykokinetyki [19, 20].
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Podsumowanie

Wprowadzanie do obrotu nowych kosmetykéw nie stwarza przesadnie
wielu trudno$ci prawno-formalnych. Wazne jest jednak nie tylko wprowa-
dzenie kosmetyku do sprzedazy, ale i pozyskanie jak najwigkszego rynku
zbytu i, oczywiscie, zadowolenia klientéw, co przeklada si¢ na zysk finan-
sowy. Aby klienci byli zadowoleni, produkt musi by¢ wiarygodny. Nie wy-
starczy wiec, by kosmetyk nie szkodzit, co jest naczelna i oczywista zasada.
Kosmetyk musi wykazywa¢ dzialanie sugerowane przez producenta. In-
formacje o dziataniu kosmetyku umieszczane na opakowaniach, ulotkach,
w reklamach i artykulach sponsorowanych nie moga by¢ wiec zmyslone
i nieprawdziwe. Przepisy Unii Europejskiej wymagaja, aby producent udo-
wodnil dzialanie produkowanego przez siebie kosmetyku, dlatego firmy
muszg rzetelnie i prawdziwie przedstawia¢ dziatania swych produktéw,
nie posilkujac sie¢ jedynie czysta reklama - tak, aby klienci byli doktadnie
poinformowani. Aby kosmetyk byl bezpieczny i skuteczny, nalezy nie tyl-
ko starannie przygotowac jego recepture (sklad, stezenia, faczenie ze sobg
sktadnikow aktywnych), ale i starannie go przebada¢. Wszelkie informacje
na temat bezpieczenstwa stosowania zawartych w kosmetyku substancji,
z uwzglednieniem oceny pod wzgledem toksykologicznym, producent we-
dle obowiazujacej Ustawy musi przechowywaé w dokumentacji i udostep-
ni¢ w razie kontroli. Przepisy unijne zabraniajg przeprowadzania testow
na zwierzetach, dlatego czgs$¢ firm przeprowadza badania kosmetykéw in
vivo, polegajace na stosowaniu przez okreslony czas na zdefiniowanej gru-
pie probantéw, testowanych kosmetykow i zbieraniu ich subiektywnych
opinii oraz na pomiarach, na przyklad, stopnia nawilzenia, nattuszczenia,
elastycznosci, jedrnosci skory, redukcji zmarszczek. Metoda ta nie wymaga
duzych nakladéw finansowych i jest stosunkowo prosta. Niektore firmy
europejskie, takie jak Clarins, Dior, LOreal, Yves Rocher, ale tez i polskie
Centrum Naukowo-Badawcze Dr Irena Eris, poszerzyly jednak badania
laboratoryjne kosmetykéw o badania ex vivo i in vitro. Metody te stwarza-
ja pelniejsze mozliwosci oceny skutecznosci preparatdéw i poszczegdlnych
skladnikow aktywnych, wymagaja jednak wiekszej precyzji i Srodkow fi-
nansowych.
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Hodowla skory — techniki molekularne
w kosmetologii

Streszczenie: Naskorek jest tkankg ulegajaca ciaglej odnowie i regeneracji. Utrzymanie odpowied-
niej réwnowagi i odnowy naskoérka mozliwe jest dzigki wlasciwosciom regeneracyjnym komorek macie-
rzystych, prekursoréw keratynocytéw. Komoérki macierzyste naskérka biorg réwniez udziat w procesie
gojenia si¢ ran, a takze w patogenezie nowotworéw skory. Wyhodowane ludzkie keratynocyty i komorki
macierzyste naskorka moga by¢ przeszczepiane w postaci opatrunkéw w leczeniu oparzen, chronicz-
nych owrzodzen oraz réznych choréb skory. Komorki macierzyste naskorka stanowig cel terapii genowej
oraz material do testowania nowych lekow. W skorze wlasciwej licznie wystepuja fibroblasty, odpowie-
dzialne za synteze kolagenu i elastyny zapewniajacych elastycznos¢ skorze. Gléwna funkcja fibroblastow
jest utrzymanie strukturalnej integralnosci tkanek tacznych poprzez wydzielanie prekursoréw macierzy
zewnatrzkomorkowej, ponadto zawierajg blonowe bialtka uczestniczace w procesach adhezji, integruja-
ce komorki i sktadniki substancji migdzykomorkowej. Fibroblasty sa materiatem wykorzystywanym do
przeszczepdw w leczeniu oparzen, blizn oraz trudno gojacych si¢ ran. Funkcje keratynocytéw i fibrobla-
stow sg szeroko wykorzystywane w hodowlach komorek i tkanek. Uzyskane in vitro komorki stosowane
sa w transplantologii. W kosmetologii wykorzystuje sie¢ hodowle jednego typu komorek (keratynocytow
czy fibroblastoéw), kokultury, a takze tzw. modele skory, np. model naskoérka czy model skory petnej. Mo-
dele skory znalazly zastosowanie do badania wptywu substancji kosmetycznych na ekspresje gendw, syn-
tezg biatek i badanie aktywnosci wielu enzyméw. Hodowle komérkowe pozwalajg na obserwacje wpltywu
réznych czynnikéw na zachowanie si¢ komorek skéry zdrowej oraz w warunkach patologicznych takich,
jak bielactwo, czerniak lub tuszczyca.

Stowa kluczowe: skora, hodowla fibroblastow, komdérki macierzyste skory

Abstract: The epidermis is a continuously tissue renewal and regeneration. Maintaining the right bal-
ance and skin health is possible thanks to regenerative properties of stem cells, the precursors of kerati-
nocytes. Epidermal stem cells are also involved in wound healing and in the pathogenesis of skin cancers.
Cultured human keratinocytes and the epidermal stem cells may be transplanted in the form of wound
dressings for the treatment of burns, chronic ulcers and various skin conditions. Epidermal stem cells are
a target for gene therapy, and the material for testing new drugs. In the dermis there are numerous fi-
broblasts, responsible for the synthesis of collagen and elastin, providing flexibility to the skin. The main
function of fibroblasts is to maintain the structural integrity of the connective tissue through extracellular
matrix secretion of the precursors, they also contain membrane proteins involved in adhesion processes,
and integrating the components of the cell matrix. Fibroblasts are the material used for transplantation in
the treatment of burns, scars and wounds difficult to heal. The functions of keratinocytes and fibroblasts are
widely used in cell cultures and tissue. Cells obtained in vitro are used in transplantation. In cosmetology
cultures used one type of cells (keratinocytes and fibroblasts), co-culture, as well as the so-called. models
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such as skin epidermis model or full-skin model. Skin models have been used to study the effect of cosmetic
ingredients for gene expression, protein synthesis and testing activity of many enzymes. Cell cultures allow
the observation of various factors influence the behavior of cells in the skin of healthy and pathological
conditions such as vitiligo, psoriasis, or melanoma.

Key words: skin, fibroblast culture, skin stem cells

Skora jest organem nieustannie si¢ zmieniajacym, ktéry zawiera wiele
wyspecjalizowanych komorek i struktur. Chroni organizm przed zakaze-
niem drobnoustrojami, czynnikami mechanicznymi, termicznymi, che-
micznymi, promieniowaniem $wietlnym oraz zapewnia homeostaze. Zbiera
informacje sensoryczne z otoczenia, odgrywa aktywna role w ukladzie od-
pornosciowym oraz bierze udzial w magazynowaniu i przemianie materii.
Zrozumienie ztozonosci funkcji skory wiaze si¢ z budowa trzech warstw
skory, tj. naskorka, skory wlasciwej i tkanki podskdrne;.

Naskorek jest tkanka ulegajaca ciaglej odnowie i regeneracji, cechuje jg bar-
dzo zwarta budowa komdrkowa, ktéra w okoto 80% stanowia keratynocyty
bedace na réznych etapach rogowacenia. Proces réznicowania tych komoérek
tworzy wyraznie wyodrebnione warstwy, takie jak warstwa podstawna z ak-
tywnie dzielacymi si¢ komoérkami, warstwa kolczysta sktadajaca si¢ z wielo-
katnych komoérek zawierajacych rozbudowany cytoszkielet, warstwa ziarnista
zawierajaca kilka pokladéw splaszczonych komorek zawierajacych ziarnisto-
$ci, w ktorych znajduja sie substancje regulujace proces rogowacenia, warstwa
jasna zbudowana z komoérek obumierajacych oraz warstwa zrogowaciala,
utworzona przez kilka do kilkudziesieciu pokladéw korneocytéw. Na kazdym
etapie roznicowania si¢ keratynocytéw, przejscie z warstwy podstawnej na-
skorka do warstwy rogowej trwa $rednio 30 dni, w ktérym to czasie dochodzi
do ekspresji keratyn oraz innych markeréw, takich jak inwolukryna, kornifina
czy lorykryna. Keratynocyty odgrywaja zasadniczg role w utrzymaniu bariery
naskdrkowej, a wraz z komérkami Langerhansa - takze w procesach immuno-
logicznych skoéry. W polaczeniu z melanocytami (komdrkami barwnikowymi)
uczestnicza w procesach syntezy barwnika w skorze. Komoérki Merkla zlokali-
zowane w warstwie podstawnej produkujg neurotransmitery i odpowiadajg za
kontakt z wiéknami nerwowymi i za odbieranie wrazen czuciowych [4, 7, 20].

W skdrze wlasciwej wyr6zni¢ mozna warstwe brodawkowa oraz warstwe
siateczkowatg. Warstwa brodawkowa uwypukla si¢ w obreb naskdrka two-
rzac brodawki skdrne. Spelnia wazng rol¢ w metabolizmie skérno-naskor-
kowym. W warstwie siateczkowatej znajduja si¢ widkna kolagenowe i ela-
stynowe, substancja podstawowa oraz komoérki miesni gladkich. W sktadzie
komoérkowym w skdrze wilasciwej licznie wystepuja fibroblasty, odpowie-
dzialne za synteze wiokien kolagenowych, siateczkowych i sprezystych za-
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pewniajacych elastycznos¢, jedrnosc i odpowiednie napiecie skory. Poziome
wiodkna kolagenu i pionowe widkna elastyny tworza siateczke, stanowiaca
rusztowanie dla struktury naskérka. Fibroblasty odpowiadaja za wytwarza-
nie skladnikéw substancji podstawowe;j takich jak proteoglikany oraz bial-
ka niekolagenowe. Komorki te utrzymujg strukturalng integralnos¢ tkanek
tacznych poprzez wydzielanie blonowych bialek uczestniczacych w proce-
sach adhezji, integrujac w ten sposéb komorki i sktadniki substancji mie-
dzykomorkowej. Fibroblasty syntetyzuja w formie proenzymu stromielizyne
oraz zelatynazy, a takze inhibitory kolagenaz. W ten sposoéb, produkujac za-
réwno elementy substancji pozakomdrkowej, jak i degradujace ja enzymy,
fibroblasty moga nie tylko wytwarza¢ i ksztalttowa¢ macierz w okresie roz-
woju organizmu, ale takze przebudowywac ja w razie potrzeby. Szczegélnie
wazna jest synteza wspomnianych skladnikéw w procesie gojenia si¢ ran,
oparzeniach oraz w fizjologicznym starzeniu sie skory.

Tkanka podskorna jest najglebsza i najgrubsza warstwa skory. Sklada sig
gléwnie z adipocytow i dlatego ma istotne znaczenie dla izolacji cieplnej or-
ganizmu. Jednoczesnie funkcjonuje jako amortyzator, chronigc nizej poto-
zone tkanki przed wstrzgsami i urazami [4, 7, 17, 19].

Prawidlowe funkcjonowanie oraz wyglad skory sa bezposrednio zwig-
zane ze stanem odzywienia oraz unerwienia, a takze z obecnoscig wysoce
wyspecjalizowanych komoérek, takich jak keratynocyty i fibroblasty. Czyn-
nikami wplywajacymi na proliferacje keratynocytéw sa p63 (czynnik trans-
krypcyjny, zapobiega réznicowania si¢ komoérek macierzystych naskérka do
keratynocytéw), witamina A i jej analogii, naskérkowy czynnik wzrostu oraz
TNFa. Czynnikami sprzyjajacymi réznicowaniu keratynocytéw s3 stezenie
jonow wapnia, z gradientem zwigkszajacym si¢ od warstwy podstawnej do
warstwy rogowej, witamina D3, regulujaca ekspresje genéw zaangazowa-
nych w réznicowanie keratynocytéw, katepsyna E oraz kortyzol. Do kera-
tynocytow dociera najwiecej szkodliwego promieniowania ultrafioletowego,
stad na nich okreéla si¢ ochronny wplyw substancji kosmetycznych. Komor-
ki naskorka wykorzystywane sg takze do badania ekspresji genéw, syntezy
bialek i aktywnos$ci enzymoéw (2, 11, 19, 23].

Fibroblasty byly pierwszymi komoérkami adherentnymi, ktére udato sig
hodowac in vitro. W hodowlach pierwotnych uzyskanych z komérek ré6znych
typow, to zwykle fibroblasty wykazywaly najintensywniejszy wzrost i przera-
staly komorki adherentne innych typéw. Wykorzystujac fibroblasty poznano
szkodliwy wplyw promieni UVA na material genetyczny i utrate zdolnosci
fibroblastow do regeneracji skory. Okreslono, ze za negatywny skutek dzia-
tania promieni UV odpowiedzialna jest nadmierna aktywacja metalopro-
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teinaz, ktore niszcza wldkna kolagenowe, przez co nastepuje zmniejszenie
ogolnej ilosci kolagenu w skdrze, w konsekwencji prowadzac do obnizenia
jedrnodci skory i tworzenia glebokich zmarszczek. W warunkach fizjolo-
gicznych metaloproteinazy kontrolujg sktad macierzy zewnatrzkomorko-
wej, podtrzymujac prawidlowa regeneracje skdry. Fibroblasty w hodowlach
stuza jako podloze dla innych komérek (tzw. kokultury), do oceny wplywu
czynnikéw chemicznych na zZywe komorki, a takze s3 stosowane jako model
w badaniach kosmetologicznych i w terapiach kosmetycznych do usuwania
blizn i zmarszczek, oraz w badaniach medycznych jako komérki gospodarze
dla stosowanych w terapiach wiruséw. Fibroblasty sa dobrym materiatem do
badania wplywu skladnikéw kosmetykow na ekspresje genow, synteze bialek
i badanie aktywnosci wielu enzymoéw [7, 17, 25].

Staly postep w badaniach zaciera granice pomiedzy poszczegélnymi
dziedzinami nauki, co sprawia, ze staje si¢ ona coraz bardziej interdyscy-
plinarna. Bez wykorzystania wiedzy z dziedzin takich, jak inzynieria, tech-
nika czy informatyka, nie jest mozliwy rozwéj w badaniach biologii mole-
kularnej. Duza liczba danych oraz technik, jakie ewoluowaly na przestrzeni
ostatnich dziesiecioleci, przyczynila si¢ do rozwoju specyficznych obszaréw
zainteresowan w biologii komorki. Genomika zajmuje si¢ poznaniem i ana-
liza genomu, transkryptomika zespolem wszystkich mRNA (transkryp-
tomem), proteomika biatkami, a metabolomika badaniem metabolitow
obecnych w organizmie, tkance czy komdrce. Postep w dziedzinach biologii
molekularnej, a w tym takze w kosmetologii, przyniosto zsekwencjonowa-
nie ludzkiego genomu. Przede wszystkim stworzylo mozliwo$¢ poréwnania
cech prawidlowej i patologicznie zmienionej tkanki na poziomie genomu.
Jedng z najwigkszych korzysci wynikajacych z zsekwencjonowania genomu
jest rozwdj techniki mikromacierzy (microarray). W genomice mikroma-
cierze najczesciej sa wykorzystywane do oceny ekspresji gendw, lecz moga
takze by¢ przydatne w identyfikacji mutacji. Proteomika zajmuje si¢ ustale-
niem wzoru ekspresji bialek i ich sekwencji oraz modyfikacji potranslacyj-
nych. Oznaczanie poziomu biatka uzupelnia informacje uzyskane z analizy
mRNA, ekspresja genéw moze bowiem by¢ modulowana na poziomie za-
réwno transkrypcji, jak i translacji. Proteomika zajmuje sie gléwnie dwoma
dziatami, takimi jak charakterystyka ekspresji biatek i charakterystyka funk-
cji bialek na podstawie oceny aktywnosci bialek i ich oddzialywania miedzy
soba. Najczesciej stosowanymi metodami s3 immunoblotting, immunopre-
cypitacja, histochemia i mikromacierze biatkowe. Dzigki lepszemu poznaniu
wzajemnych zaleznosci migdzy biatkami, ta galaz proteomiki moze stuzy¢
do znalezienia nowych celéw dla terapii ukierunkowanej, oceni¢ mechani-
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zmy opornosci na dany lek, wptyw skladnikéw chemicznych i kosmetykow
lub monitorowa¢ odpowiedz na terapie ukierunkowang. Cytomika z kolei
stuzy do oceny zréznicowania fenotypéw komorek w probcee, na podstawie
wyroznienia w niej réznych typow komorek znajdujacych sie w réznych sta-
nach funkcjonalnych. Metody w obszarze cytomiki pozwalaja oceni¢ wiele
parametrow w jednej komorce z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej,
ktdéra obecnie umozliwia analize ekspresji do 17 biatek w jednej komorce.

Podsumowujac - rozwdj technik biologii molekularnej, biotechnologii
oraz metod badawczych w dziedzinie inzynierii tkankowej, w polaczeniu
z zaawansowanymi narzedziami bioinformatycznymi, dostarczyty znaczna
ilos¢ danych, ktére przyczynity si¢ do opracowania metod prewencji oraz
profilaktyki w zakresie funkcjonowania skory. Przydatnos¢ wymienionych
dziedzin znalazla zastosowanie w wyjasnieniu mechanizméw gojenia sie
ran, kancerogenezie, przeszczepéw komorek, terapii genowej oraz bada-
niach toksykologicznych [1].

Poszukiwanie nowych mozliwosci, badan, narzedzi oraz modeli doswiad-
czalnych w kosmetologii zostalo wymuszone przez ograniczenia prawne do-
tyczace badan na zwierzetach. Od wrzesnia 2004 r. obowiazuje zakaz testowa-
nia gotowych produktéw kosmetycznych na zwierzetach, a od marca 2009 r.
zakaz testowania skladnikéw lub kombinacji sktadnikéw. W UE zabronione
jest rowniez wprowadzanie do obrotu produktéw kosmetycznych i ich sktad-
nikéw, ktére byly testowane na zwierzetach, niezaleznie od pochodzenia tych
produktéw. Wprowadzenie powyzszych ograniczen pobudzito zainteresowa-
nie w przemysle kosmetycznym poszukiwaniem metod alternatywnych, ta-
kich jak hodowle in vitro komdrek skéry, do badan wptywu surowcéw kosme-
tycznych i kosmetykow na skdre. Hodowle in vitro komorek skory (keratyno-
cytow i fibroblastow) sg najlepszym obecnie dostepnym modelem skory oraz
najodpowiedniejszym narzedziem do badan w kosmetologii [8].

Zaleznie od rodzaju prowadzonych do$wiadczen w kosmetologii wykorzy-
stuje si¢ jednorodne hodowle in vitro komoérek izolowanych ze skory ludzkiej
(keratynocyty, fibroblasty, melanocyty, komorki Langerhansa), linie komor-
kowe (komoérki modyfikowane genetycznie, komérki immortalizowane, ko-
morki w réznym stadium transformacji czy réznicowania), kokultury réznych
typow komorek (keratynocyty z melanocytami, keratynocyty z komdrkami
ukfadu odpornosciowego). Hodowle komoérek skory, zaréwno jednorodne,
jak i kokultury komorek, np. keratynocytéw z melanocytami, sg doskonatym
modelem do badan podstawowych w kosmetologii. Umozliwiaja prowadzenie
na poziomie komérkowym i molekularnym badan nad dziataniem ksenobio-
tykow zawartych w kosmetykach oraz nad wplywem czynnikéw zewnetrznych
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(np. promieniowanie UV) na fizjologie skory. Dzigki hodowlom komoérko-
wym mozliwa jest réwniez obserwacja zmian poziomu uwalnianych przez ko-
morki cytokin i interleukin po zastosowaniu czynnika aktywnego, co pozwala
na dalsze badania ewentualnych reakgji alergicznych lub odpowiedzi ukladu
immunologicznego na dziatanie draznigce ksenobiotykéw. Doswiadczenia na
hodowlach komdérkowych in vitro pozwalaja na okredlenie optymalnych dla
komorek skory stezen ksenobiotykéw. W wielu laboratoriach kosmetologicz-
nych na $wiecie badania nad czynnikami aktywnymi przeprowadza si¢ na li-
niach komdrkowych. W poréwnaniu z komérkami pochodzacymi z izolacji sg
one bardziej wytrzymale i fatwiejsze w hodowli [7, 17, 18].

Wyhodowane ludzkie keratynocyty moga by¢ przeszczepiane w posta-
ci opatrunkéw w leczeniu oparzen, chronicznych owrzodzen oraz réznych
chorob skory. Komdrki macierzyste naskdrka stanowia cel terapii genowej
oraz material do testowania nowych lekéw. Fibroblasty s3 materialem wyko-
rzystywanym w transplantologii w leczeniu oparzen, blizn oraz trudno goja-
cych sie ran. W kosmetologii wykorzystuje si¢ tzw. modele skory, np. model
naskorka czy model skory pelnej. Modele skory znalazly zastosowanie do
badania wptywu substancji kosmetycznych na ekspresje gendw, synteze bia-
tek i badanie aktywnosci wielu enzymow [4, 7, 17].

Techniki biologii molekularnej szeroko wykorzystywane w ocenie funkcji
i budowy komorek skory to reakcja PCR, RT-PCR, metody immunoblotin-
gu (Western Blot, Northern Blot) oraz metody immunoenzymatyczne (np.
ELISA). Dodatkowo panele badan poszerza si¢ o cytometri¢ przeptywows,
techniki chromatograficzne oraz nanotechnologie [18].

Sposrdd technik biologii molekularnej najczesciej wykorzystuje si¢ reak-
cje PCR, RT-PCR oraz metody takie, jak Western Blot i ELISA.

Reakcja RT-PCR dzieli si¢ na dwa zasadnicze etapy: reakcje odwrotnej
transkrypcji z udziatem odwrotnej transkryptazy oraz amplifikacja cDNA.
Reakcja odwrotnej transkrypcji (Reverse Transcription, RT) umozliwia utwo-
rzenie cDNA na matrycy RNA, ktory jest stabilniejszy niz RNA oraz moze
by¢ amplifikowany za pomoca reakcji fancuchowej polimerazy (Polymera-
se Chain Reaction, PCR). Reakcja syntezy cDNA moze by¢ przeprowadzo-
na z zastosowaniem heksamerdéw, oligo(dT) lub startera specyficznego dla
analizowanego genu. Otrzymany cDNA moze by¢ wykorzystany do oceny
ekspresji genu na poziomie mRNA w reakcji PCR z uzyciem specyficznych
starteréw [13].

Metoda Western Blot (Immunobloting) pozwala na detekcje okreslo-
nego rodzaju bialka w mieszaninie bialek. Mozliwe jest takze jednoczesne
okreslenie wielkosci biatka wzgledem znanego standardu biatkowego. Isto-
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ta techniki jest przeniesienie bialek rozdzielonych elektroforetycznie w zelu
poliakrylamidowym na membrane, immunodetekcji przy uzyciu swoistych
przeciwcial monoklonalnych i uwidocznieniu powstalego kompleksu anty-
gen-przeciwcialo. Najczesciej stosowanymi znacznikami kompleksu anty-
gen—przeciwcialo sg enzymy, z ktérych najczesciej wykorzystuje sie perok-
sydaze chrzanowa (horseradish peroxidase, HRP), fosfataze alkaliczng (al-
kaline phosphatase, AP) lub oksydaze glukozowa. Metody immunodetekcji
powstatych komplekséw antygen-przeciwciato dzieli si¢ na bezposrednie
i posrednie. Pierwsza z nich wykorzystuje pofaczenie znacznika z przeciw-
cialem pierwszorzedowym. W metodzie posredniej znacznik przylaczony
jest do przeciwciata drugorzedowego skierowanego przeciwko przeciwciatu
I - rzgdowemu, przez co nastepuje wzmocnienie sygnatu pochodzacego od
znacznika [12, 22].

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) jest jednym z najpowszechniej
stosowanych testow w badaniach biomedycznych, zaréwno naukowych, jak
i diagnostycznych. Stuzy do wykrycia okreslonych bialek w badanym materia-
le z uzyciem przeciwcial poliklonalnych lub monoklonalnych skoniugowanych
z odpowiednim enzymem. Zasada dziatania testu polega na wigzaniu przeciw-
ciata monoklonalnego, zwigzane z okreslonym enzymem, ktore rozpoznaje dane
biatko zawarte w materiale badanym, a ktére zostato wczesniej unieruchomione
na powierzchni ptytki. Po dodaniu przeciwcial tworza sie kompleksy immuno-
logiczne, w wyniku czego przeciwcialo zostaje takze unieruchomione. Niezwia-
zane przeciwciala s3 wyplukiwane, nastepnie dodawany jest substrat dla enzymu
zwigzanego z przeciwcialami. Zachodzi reakcja enzymatyczna, czemu towarzy-
szy powstanie barwnego produktu. Jego wykrycie $wiadczy o obecnosci danego
biatka w materiale badanym, a mierzac ilo$¢ powstalego produktu mozna prze-
prowadzi¢ analize ilosciowa [21].

Przydatnos¢ technik biologii molekularnej w kosmetologii wykorzysty-
wana jest na szeroka skale, co zostato pokrétce ukazane w ponizszych przy-
kfadach.

Arcydziegiel (Angelica dahurica) jest zrédlem furokumaryny, psoralenu,
ktdre s potencjalnymi substancjami o wlasciwosciach wybielajacych. Sktad
ekstraktu z rosliny zostal poddany analizie chromatograficznej, a nastepnie
wykorzystujac hodowle komoérek nowotworowych czerniaka B16 sprawdzo-
no hamujace dziatanie wyizolowanych skfadnikéw na proces melanogenezy.
Mechanizm dziatania wybielajacego rosliny powigzano ze spadkiem pozio-
mu ekspresji tyrozynazy. Potwierdzenie przypuszczen uzyskano poprzez
oznaczenie ekspresji tyrozynazy z wykorzystaniem techniki RT-PCR. Na
podstawie wynikow, autorzy sugeruja, ze po weryfikacji wynikéw w warun-
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kach in vivo, wyciagi z arcydziggla beda mogly zosta¢ uzyte jako nowy skfad-
nik wybielajacy w kosmetykach [3].

Wykorzystanie technik RT-PCR oraz Western Blot pozwolilo na wyjasnie-
nie mechanizmu zmian degeneracyjnych w procesie ztuszczania keratynocy-
tow pod wplywem miejscowego uzycia retinoidow. W tym celu wykorzystano
wstepnie hodowle ludzkich keratynocytow, ktére byly inkubowane z kwasem
retinowym przez 24 godziny, po tym czasie przeprowadzono oznaczenia eks-
presji mRNA oraz bialek — desmogleiny (DSG) 1, desmokoliny (DSC) 1 oraz
korneodesmozyny. Uzyskane wyniki sugeruja, ze kwas retinowy spowodowat
spadek poziomu ekspresji transkryptéw dla DSG1 and DSC1, wzrost degra-
dacji korneodesmosomow i w konsekwencji tuszczenie si¢ korneocytow [15].

Wykorzystanie komorek czerniaka B16 umozliwilo zbadanie wptywu
o$miu pochodnych witaminy E na proces melanogenezy i hamujacy wplyw
na ekspresje i aktywno$¢ tyrozynazy, zwigzanej bezposrednio z tym pro-
cesem. Z przeprowadzonych badan z wykorzystaniem techniki odwrotnej
transkrypcji wykazano hamujacy wpltyw dwdch pochodnych witaminy E
na ekspresje tyrozynazy oraz biatka zwigzanego z tyrozynaza (TRP-2). Te
odkrycia sugeruja, ze zardwno d-p-tokoferol i d-x-tokoferol moga by¢ uzy-
teczne jako efektywne skfadniki kosmetykow wybielajacych o mniejszej tok-
sycznosci dla skdry, aby zapobiec lub poprawi¢ pigmentacje skéry w takich
zmianach skérnych, jak plamy i piegi spowodowane przez promieniowanie
UV [24].

W hodowli ludzkich fibroblastéw oraz keratynocytéw inkubowanych
z ekstraktem z alg (Chlorella vulgaris) zbadano wplyw skladnikéw glonu na
restrukturyzacje skory oraz wlasciwosci ochronne przeciwko promieniowa-
niu UV. Dla realizacji zamierzonych celéw analizowano poziomy ekspresji
kolagenu, elastyny, tioredoksyny (TX1 i TX2) oraz tkankowych inhibitoréw
metaloproteinaz wykorzystujac techniki RT-PCR, Western Blot, real-time
PCR oraz minichipéw. Uzyskane wyniki wskazuja na mozliwos$¢ wykorzy-
stania w kosmetykach glonu Chlorelli vulgaris jako skfadnika o wiasciwo-
$ciach antycellulitowych, przeciwzmarszczkowych oraz przeciw starzeniu
sie skory [9].

Wplyw promieniowania na proces starzenia si¢ skory przez remodeling
skdérnej macierzy zewnatrzkomérkowej byl analizowany z wykorzystaniem
modelu zwierzecego (myszy C57/BL6) poddanego naswietlaniu przez okres
182 dni promieniami UVB. Zamierzeniem autoréw byl poznanie zmian do-
tyczacych ilosci i jakos$ci kwasu hialuronowego. Pomiar stezenia kwasu hia-
luronowego wykonano testem ELISA, analiza na poziomie molekularnym
z wykorzystaniem techniki RT-PCR (reverse transcription, PCR) obejmowa-
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ta ekspresje gendw dla syntaz HAS1 do HAS3, czynnikéw wzrostu (TGF)-f1,
TP1R-II), hialuronidaz (HYAL1, HYAL2) i in. Przeprowadzone badania wy-
kazaly znaczng utrat¢ kwasu hialuronowego pod wptywem UV, spadek eks-
presji gendw odpowiedzialnych za synteze HA oraz spadek ekspresji czynni-
kéw wzrostu [5].

Wykorzystujac kompilacje analiz réznych typéw, w tym technike RT-
-PCR, wykazano po raz pierwszy obecnos¢ w skorze dekarboksylazy glu-
taminianu (GAD), ktdra katalizuje syntez¢ neuroprzekaznika GABA. Wy-
kazano ekspresj¢ mRNA oraz biatka GAD67 zaréwno w skérze myszy, jak
i w hodowli ludzkich fibroblastow skory. Wykazano, ze GABA stymuluje
synteze kwasu hialuronowego oraz zwieksza przezywalno$¢ fibroblastow
w odpowiedzi na dziatanie czynnikéw stresu oksydacyjnego [10].

Fotouszkodzenie skdry jest wywolane szeregiem reakcji prowadzacych
do produkgji reaktywnych form tlenu zwiekszajacych ekspresje metalopro-
teinaz, ktére s3 odpowiedzialne za niszczenie witdkien kolagenowych i ela-
styny. Koenzym Q10 jest uwazany za czynnik redukujacy powstawanie re-
aktywnych form tlenu oraz uszkodzenn DNA wywolanych przez promienio-
wanie UV. Badania pokazaty inhibicyjny wptyw koenzymu Q10 na poziomy
MMP-1, PGE-2 oraz 1I-6 (testy ELISA) w hodowli ludzkich fibroblastow
skory, co potwierdzilo ochronny wptyw koenzymu na skdre w procesie fo-
tostarzenia [6].

Poziom nawilzenia i sp6jnos$¢ warstwy rogowej naskorka to wazne czyn-
niki wplywajace na wyglad skéry. Obecno$¢ akwaporyn oraz innych bialek
tworzacych otoczke rogowa przyczynia sie do zwiekszenia spdjnosci korne-
ocytow, co polepsza utrzymanie prawidlowego stanu nawilzenia. Brazylijscy
naukowcy badali wplyw ekstraktu z Piptadenia colubrina na ekspresje genow
kodujacych wspomniane biatka. Eksperymenty prowadzono w warunkach
in vitro inkubujac hodowle ludzkich keratynocytéw z badanym ekstraktem.
Nastepnie przy uzyciu metody Real Time PCR mierzono poziom ekspresji
genéw dla akwaporyny-3, lorykryny, inwolukryny oraz filagryny. Uzyska-
ne wyniki, sugeruja, ze badany ekstrakt z Piptadenia colubrina przyczynia
sie do wzrostu nawodnienia naskoérka i indukuje ekspresje genoéw dla biatek
otoczki rogowej, co przyczynia si¢ do wzrostu kohezji w obrebie warstwy
rogowej, a tym samym pozwala zatrzymywac wode i substancje nawilzajace
w skorze. Autorzy podkreslaja przydatno$¢ zastosowania rosliny jako warto-
$ciowego surowca w kosmetologii [16].

Katepsyna jest zaangazowana w mechanizmy regulatorowe w obrebie
skory i posiada zdolno$¢ do degradacji wiokien kolagenowych. W ekspe-
rymentach in vivo i in vitro badano role katepsyn B, D, G i K w zjawisku fo-
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tostarzenia. Metody immunohistochemiczne postuzyly do wykrycia zmian
zachodzacych w skorze pod wpltywem diugotrwalej ekspozycji na promie-
niowanie UV. Technikg Western blot analizowano natomiast poziom ekspre-
sji katepsyn w fibroblastach, w ktorych wezesniej indukowano fotostarzenie.
Za pomocg metody RT-PCR okreslono poziom mRNA dla tych enzymoéw
w skorze i w fibroblastach. Uzyskane wyniki sugeruja, ze katepsyny mozna
zastosowac jako marker zjawiska starzenia sie skory [26].

Korzystny efekt hormonu wzrostu w procesie gojenia si¢ ran jest powia-
zany ze stymulacjg IGF-1 (insulinopodobny czynnik wzrostu 1). Badania
przeprowadzone na hodowli fibroblastow oraz keratynocytéw, prowadzo-
nych w réznych stezeniach hormonu wzrostu pozwolily na oceng proliferacji
fibroblastow, migracji keratynocytéw oraz poziomu nowozsyntetyzowanego
IGF-1 (technika RT-PCR). Uzyskane wyniki sugeruja, Ze hormon wzrostu
wzmacnia miejscowa produkcje IGF-1, ktory aktywuje proliferacje fibrobla-
stow oraz migracje keratynocytow, co moze zosta¢ wykorzystane w miejsco-
wym leczeniu ran [14].

Poznanie mechanizméw kontrolujacych procesy syntezy, regeneracji
i starzenia si¢ skory jest kluczowe w zrozumieniu fizjologii oraz patologii
skory, a takze w umiejetnym zastosowaniu syntetycznych i naturalnych ko-
smetykow utrzymujacych dobra kondycje skory. Wykorzystanie technik
biologii molekularnej, biotechnologii oraz metod inzynierii tkankowej po-
zwolito na realizacje tych zadan, co istotnie wplynelo na wyjasnienie takich
mechanizmdw, jak gojenie si¢ ran czy kancerogeneza, z jednoczesnym po-
szukiwaniem metod terapeutycznych licznych schorzen skory.
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