
еобхідною умовою надхо�
дження парфумерно�косме�
тичної продукції на споживчий
ринок є підтвердження без�
печності при застосуванні
згідно з призначенням, що
задекларовано Директивою
76/768/ЄEC (у законодавстві
ЄС) та ДСанПін 2.2.9.027�99
(у законодавстві України) [1,
2]. Водночас Директива
2003/15/ЄC [3] вимагає по�
ступової відмови від дослі�
джень на тваринах найближ�
чим часом (остаточно з
2009 р.) як таких, що супере�
чать сучасним вимогам біо�
етики. Така категоричність у
постановці проблеми вимагає
повної ревізії стану питання та
відбору найбільш прийнятних
альтернативних методів для
проходження всіх етапів валі�
дації та регламентації у рам�
ках ЄС та ОЕСР (Організації
економічного співробітництва
та розвитку), що здійснюється
компетентними організаціями
СОLIPA (Європейською асоці�
ацією з косметики, засобів
особистої гігієни та парфуме�
рії), SCCNFP (Науковим комі�
тетом з косметичних та
непродовольчих продуктів,
призначених для споживача в
ЄС) і ECVAM (Європейським
центром з валідації альтерна�
тивних методів досліджень)
[4�6]. Для більшості косме�

тичних засобів основний шлях
надходження до організму —
нанесення на шкіру та її при�
датки, тому визначення по�
дразнювальної дії засобу, йо�
го інгредієнтів на шкіру є най�
важливішим токсикологічним
параметром при оцінці без�
печності даної категорії про�
дукції, і вибір альтернативних
моделей для заміни традицій�
ного методичного підходу з
його оцінки є одним з пріори�
тетних. 

Мета роботи: проаналізу�
вати стан альтернативного
моделювання дослідження
показника шкірно�подразню�
вальної дії та виявити основні
шляхи вирішення проблеми
заміни традиційних підходів в
оцінці даного показника ток�
сикометрії на альтернативні. 

Згідно зі стандартизованим
методом первинний потенціал
подразнення шкіри оцінюють
за ступенем прояву еритеми
та набряку шкіри тварини пі�
сля одноразового перкутан�
ного нанесення речовини на 4
години, який був запропоно�
ваний Draize, удосконалений,
сертифікований та регламен�
тований у рамках ЄС та ОЕСР
— метод ОECD TG 404 [7].
Враховуючи вимоги біоетики,
метод було доповнено страте�
гією поетапної оцінки, за якою
необхідність кожного послі�
довного етапу зумовлена да�
ними, отриманими у попе�
редньому:

непроведення експери�
менту за методом Draize у ви�
падку, коли рН засобу менше 2
або більше 11,5;

непроведення експери�
менту за методом Draize у ви�
падку, якщо субстанція спри�
чиняла корозію в одному з
альтернативних корозійних
тестів.

Основними кроками у ро�
звитку методичних підходів
щодо оцінки подразнювально�
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го потенціалу засобів були по�
дальша розробка, пошук,
удосконалення, валідація, ре�
гламентація альтернативних
методів, здатних частково чи
цілком замінити традиційний
метод in vivo. Враховуючи, що
методи QSAR на сьогодні мо�
жуть мати лише прогнозуюче
значення для деяких груп хі�
мічних речовин, основну увагу
сконцентрували на удоскона�
ленні наявних сучасних in vitro
моделей: і простих, і складних.
Альтернативні методи оціню�
вали за двома напрямками: 

відбір методів, які могли б
виявляти подразнення/коро�
зію шкіри;

відбір методів, які здатні
показувати ступінь подраз�
нення шкіри (встановлені кри�
терії оцінки для кожного мето�
ду мають відповідати загаль�
ноприйнятим критеріям оцінки
в умовах іn vivo) [8, 9]. 

Перший напрямок є першо�
черговим завданням і спрямо�
ваний на пошук методів для
скринінгового етапу дослі�
дження, другий — підтвер�
дження ефекту подразнення з
встановленням ступеня його
прояву. Моделі, на яких вия�
вляють корозійні властивості
засобів, пропонують викори�
стовувати на початковому ета�
пі досліджень для виведення з
подальшого експерименту
сильно подразнювальних ре�
човин.

Корозія шкіри — це подраз�
нення такої великої сили, яке
не залишає можливості реге�
нерації пошкодженої ділянки
шкіри (некроз епідермісу,
дерми). Переважна більшість
косметичних засобів не здат�
на спричиняти таку пошко�
джувальну дію, але деякі ін�
гредієнти проявляють подібну
активність, тому існує необ�
хідність встановити дозу ре�
човини, за якої цей ступінь по�
дразнення не проявляється. В
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експериментах на тваринах
цей показник оцінюється тим
же методом, що і подразнен�
ня шкіри згідно з OECD TG
404. На даний момент два
альтернативних методи були
внесені у Додаток V Директи�
ви небезпечних речовин
67/548/ЕЄС [10] для оцінки
цього показника та у сучасну
стратегію оцінки показника
подразнення шкіри, яка пе�
редбачає використання іn vivo
та in vitro моделей.

Для оцінки корозійного по�
тенціалу шкіри пропонують ви�
користовувати 2 методи, які
валідовані ECVAM та прийняті
OECР [11, 12]:

the in vitro skin corrosion rat
skin transcutaneous electrical
resistance (TER) test, заснова�
ний на реєстрації електрично�
го опору ізольованої ділянки
шкіри щура, що культивується
в умовах in vitro, за дії речови�
ни (TG 430) [11];

реконструйовані моделі
еквіваленту епідермісу люди�
ни EPISKІN та EpiDеrm, здатні
реєструвати процеси життєз�
датності шкіри людини за
життєздатністю клітин у куль�
турі, (TG 431) [12�15]. EPISKІN
— тримірна модель шкіри лю�
дини, яка являє собою бича�
чий колагеновий матрикс, по�
критий колагеном людини,
розшарованим діференційо�
ваними кератиноцитами лю�
дини другого пасажу. Жит�
тєздатність клітин оцінюють
за МТТ випробуванням (спек�
трофотометричним методом
оцінки проліферації клітин з
використанням барвника
жовтого 3�(4,5�диметилазол�
2�іл)�2,5�дифенілтетразолій�
бромиду), оцінкою активності
клітин епідермісу за вивіль�
ненням цитокіну (інтерлекіну
1(IL�1) та визначенням цито�
зольного ферменту лактатде�
гідрогенази (LDH) [12, 13].
EpiDеrm представлена рекон�
струйованими кертиноцита�
ми людини, що зростають на
спеціально виготовленому
живильному культуральному
середовищі. Оцінка токсичної
дії речовини реєструється
тільки за різницею між часом,
необхідним для зменшення
клітин у культурі на 50%, з ек�
спозицією речовини, що дос�
ліджується, та контрольної
[12, 14�15].

У США для оцінки корозій�
ної здатності прийнято тест

Corrositex, який виявляє пе�
нетрацію речовин крізь гідро�
вану колагенову матрицю, є
мембранним фільтром. Вико�
ристовується тільки для оцін�
ки кислот, основ та їхніх по�
хідних, поки що рекомендо�
ваний для розгляду, але ще
не прийнятий ЄС законодав�
ством [16].

Для реєстрації подразню�
вальної дії засобів запропоно�
вано деякі методи оцінки ко�
розійної здатності засобів:
EPISKІN, EpiDеrm та інші моде�
лі. Всі альтернативні моделі,
за допомогою яких можна оці�
нити подразнювальний потен�
ціал, поділяють на

моделі реконструйованої
шкіри людини;

шкірні експлантати та
культури органів;

методи QSAR (кількісна
оцінка взаємодії "структура —
активність").

Моделі реконструйованої
шкіри людини є штучно ство�
реними. Вони подібні шкірі
людини, частіше тримірні, ос�
новними клітинами яких є
зростаючі кератиноцити різ�
них стадій диференціювання,
що культивуються на різних
субстратах на поверхні роз�
поділу двох фаз "повітря — рі�
дина" [17�19]. Деякі з них вже
досягли рівня комерційного
виробництва (EPISKІN, Epi�
Dеrm, The SkinEthic), інші по�
требують доопрацювання (the
inhouse Cosmitаl model, (PСP)
in vitro, RE�DED model тощо).
Розглянуті вище EPISKІN, Epi�
Dеrm вже офіційно визнані,
регламентація SkinEthic мо�
делі — на стадії валідаційних
випробувань, (PСP) in vitro —
на етапі превалідаційних ви�
пробувань.

SkinEthic модель, розробле�
на M. Rosdy і L. Clauss [20], яв�
ляє собою культуру нормаль�
них кератиноцитів людини, що
зростають на полікарбонатно�
му живильному середовищі на
поверхні розділу двох фаз —
"повітря — рідина", моделює
постійно зростаючу шкіру лю�
дини на межі розділу двох фаз.
Модель рекомендують вико�
ристовувати при оцінці ефекту
одноразової аплікації і плану�
ють доопрацювати у напрямку
випробовування повторних
доз, але процедура виконання
ще потребує ретельної дороб�
ки. Оцінка ефекту подразнен�
ня реєструється за визначен�
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ням життєздатності клітин, ви�
ділення інтерлікіну 1 (1L�1) та
морфологічними змінами клі�
тин у культурі [20, 21].

Методи із застосуванням
моделей EPISKІN, EpiDеrm,
The SkinEthic показують висо�
ку кореляцію з методом in vivo,
але можуть бути використані
для виявлення подразнюваль�
ного ефекту тільки при одно�
разовій аплікації і не дають
адекватної характеристики
ступеня прояву ефекту по�
дразнення повною мірою.

Метод визначення клітинної
проникності (PСP) in vitro, роз�
роблений Pfaller і Troppmair,
заснований на оцінці по�
шкодження епідермального
бар'єру за параметрами TER
(трансепідермальною рези�
стентністю) і трансепітеліаль�
ний транспорт маленьких мо�
лекул типу FITC�inulin (PCP).
Речовини наносять на клітини,
що засіяні на 24�рівневій пла�
стині полікарбонатного філь�
тру. Бар'єрне ушкодження оці�
нюється за вимірюванням TER
і PCP, які є і прогнозувальними
показниками нефротоксично�
сті. Впровадження методу
знаходиться на етапі превалі�
дації. Він може бути викори�
станий для оцінки одноразо�
вих ушкоджень різних типів
епітелію без адекватної (тра�
диційній) характеристики сту�
пеня виявлення ушкодження
[22].

Шкірні експлантати та куль�
тури органів — моделі більш
високого рівня конструюван�
ня. Вони утворені з експланта�
тів шкіри ссавців або людини,
функціонування яких підтри�
мується у живильному сере�
довищі in vitro.

The Mouse Skin Integrity Fun�
ction Test (SIFT) є транспланта�
том шкіри миші у модельному
середовищі, відображає біохі�
мічні процеси живої шкіри, має
високу репродукційну здат�
ність, міцні бар'єрні властиво�
сті. Оцінка цілісності рогового
шару здійснюється вимірю�
ванням параметрів трансепі�
дермальної втрати води
(TEWL) та електричного опору
шкіри (ER). Перкутанна аб�
сорбція хімічних речовин після
експозиції продукту оцінюєть�
ся за різницею показників
TEWL та ER до та після апліка�
ції. Але метод має низьку
міжлабораторну відтворюва�
ність. Значення TEWL і ER ви�

для оцінки впливу багаторазо�
вих аплікацій засобу та ступе�
ня прояву подразнювальної дії
і можуть бути рекомендовані
для використання на скринін�
говому етапі досліджень у
комплексі батареї тестів in vi�
tro [27]. 

Розроблений нами "Спосіб
оцінки цитотоксичної дії засо�
бів на основі поверхнево�ак�
тивних речовин" пропонує за�
стосовувати як in vitro моделі
короткострокову суспензійну
культуру еритроцитів, перед�
бачає оцінку гемолітичної дії
засобу на еукаріотичну кліти�
ну (еритроцит), оцінку відсот�
ка денатурації гемоглобіну у
клітинній культурі та розраху�
нок інтегрального показника
Кс (коефіцієнта цитотоксич�
ності), що враховує результа�
ти обох досліджень та показує
ступінь цитотоксичної дії за�
собу. Спосіб придатний для
оцінки тільки косметичних за�
собів на основі ПАР [28]. Про�
ведені порівняльні досліджен�
ня розробленим способом та
традиційним методом дослі�
дження шкірно�подразню�
вальної дії in vivo показали,
що даний метод при викори�
станні на скринінговому етапі
досліджень дозволяє розді�
лити засоби на

такі, що однозначно не
спричинятимуть шкірно�по�
дразнювальну дію (при Кс>10)
і дослідження на тваринах
можна не провадити; 

такі, що потенційно здатні
спричиняти шкірно�подраз�
нювальну дію (при 10<Кс>0),
тобто дослідження на твари�
нах необхідні; 

препарати спричиняють
шкірно�подразнювальну дію
(при Кс<0), тобто для підтвер�
дження наявності ефекту дос�
лідження на тваринах можна
не провадити.

Розробка кількісних методів
математичного моделювання
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мірюють лише у вузькому ді�
апазоні реєстрації подразнен�
ня [23�26].

Prediskin модель — це мо�
дель культури шкіри людини,
яка отримана при пластичній
хірургії від пацієнта і культи�
вується in vitro. Засоби, що
досліджуються, наносяться
на шкіру на 20 годин, відсоток
життєздатних клітин у культурі
оцінюють за МТТ досліджен�
ням. При зменшенні жит�
тєздатних клітин у культурі
нижче 35% провадять гісто�
логічні дослідження для вия�
влення характеру пошко�
дження. Її недоліком є занад�
то висока чутливість, яка
спричиняє велику кількість
псевдопозитивних результа�
тів, тому випробовування по�
ки що має обмежене прогно�
зувальне значення [23�24].

The Pig Ear Test являє собою
модель вуха свині, що культи�
вується in vitro. Реєстрація по�
дразнення заснована на виз�
наченні абсолютного збіль�
шення TEWL поверхні шкіри
вуха після експозиції речови�
ни, але варіабельність отри�
маних результатів була занад�
то велика, тому випробову�
вання матиме поки що обме�
жене прогнозувальне значен�
ня [23�24].

У програмі дослідження ме�
тодів оцінки шкірно�подраз�
нювального показника, прий�
нятою СОLIPA, відзначено, що
моделі, утворені із шкірних ек�
сплантатів, та культури орга�
нів, як і моделі реконструйова�
ної шкіри людини, потребують
доробки у напрямку пошуку
більш механізованих критеріїв
оцінки, модернізації самої мо�
делі для досягнення більшої
адекватності природним умо�
вам, ідентифікації специфіч�
них біомаркерів подразнення
при залученні методів молеку�
лярної біології та генної інже�
нерії. Сучасні методи не готові

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

D3-08 b-.qxd  25.08.2008  11:12  Page 69



при використанні комп'ютер�
ного програмування (in silico)
оцінки взаємозв'язку структу�
ри та активності (методи
QSAR) речовин для виявлення
подразнювальної (корозійної)
здатності речовин, засобів є
перспективним напрямком
наукового аналізу та узагаль�
нення результатів дослі�
джень. Але вони можуть вико�
ристовуватися тільки на етапі
прогнозування подразню�
вальної активності речовини і
вимагають ретельної дороб�
ки, оскільки розраховані на
вузький спектр речовин по�
дібної хімічної будови (мето�
ди М. Barratt, H. Hayashi і спі�
вавторів, M. Smith та співав�
торів тощо) [29�31].

Існує низка інших альтерна�
тивних методів оцінки подраз�
нювальної дії, але ми приділи�
ли увагу тим, які найбільш
близькі до впровадження у
практику санітарно�гігієнічних
досліджень, є чи можливо бу�
дуть найближчим часом за�
гальновизнаними.

Висновки
Аналіз та узагальнення стану

інформаційної та експеримен�
тальної бази альтернативного
моделювання методу визна�
чення показника шкірно�по�
дразнювальної дії показує, що

незважаючи на широкий
спектр існуючих альтернатив�
них біологічних моделей жод�
на з них не може замінити те�
стування на тваринах при дос�
лідженні показника шкірно�по�
дразнювальної дії у повному
обсязі, тому запропоновано
вводити поетапну стратегію
оцінки, яка враховує викори�
стання in vitro та in vivo мето�
дів, що зменшує використання
тварин в експериментальних
дослідженнях (урахування ви�
мог біоетики) і прискорює
темпи їх виконання;

альтернативні методи
для оцінки корозії шкіри валі�

Е&H*70

довано і прийнято ЄС (Дода�
ток V Директиви 67/548/ЕЄС)
і на рівні OECР (TG 430 і TG
431) і можуть замінити тради�
ційні підходи з оцінки цього
показника;

оцінку шкірно�подразню�
вального потенціалу рекомен�
довано провадити у два етапи:
перший — визначення рН та
корозійної здатності in vitro,
другий — проведення дослі�
джень in vitro та in vivo засобів,
подразнювальний ефект яких
не встановлено на першому
етапі. Моделі EPISKІN, Epi�
Dеrm та The Mouse Skin Integri�
ty Function Test (SIFT) є най�
більш перспективними при
визначенні подразнювальної
дії речовин для класифікації та
маркування (подразнювальні /
неподразнювальні);

на сучасному етапі впро�
вадження альтернативні мето�
ди дослідження можуть бути
запропоновані тільки при оцін�
ці подразнення при одноразо�
вій аплікації для констатації
наявності ефекту, не врахо�
вуючи ступінь його прояву та
повторну (багаторазову) ек�
спозицію; 

більшість in vitro методів
показує велику варіабельність
показників та не відтворює
увесь можливий діапазон про�
яву даного критерію;

для визначення ступеня
подразнення при багаторазо�
вому нанесенні необхідно про�
вадити подальші дослідження
у напрямку створення більш
адекватної природним умовам
механізованої моделі, іденти�
фікації нових маркерних генів
подразнювальної дії. Інформа�
ція щодо виявлення біомарке�
рів є ключовою для повної
оцінки ризику і нині може бути
отримана тільки з експери�
ментів на тваринах та з даних
щодо подразнення шкіри на
волонтерах; 

при удосконаленні мате�

матичного моделювання прог�
нозування ризику подразнен�
ня використання моделей
QSAR на початковому етапі
проведення досліджень до�
зволить більш обґрунтовано
планувати програму дослі�
джень, що зумовить адекват�
ний вибір батареї in vitro моде�
лей для випробувань;

для оцінки подразню�
вальної дії косметичних засо�
бів, серед яких більше 80% не
повинні спричиняти подраз�
нення шкіри, застосування in
vitro методів виявлення засо�
бів, які однозначно не подраз�
нюють шкіру, значно спрощує
випробовування, скорочує
кількість експериментальних
тварин та собівартість дослі�
джень, тому створення по�
етапної стратегії оцінки по�
казника шкірно�подразню�
вальної дії при залученні на
скринінговому етапі дослі�
джень таких in vitro методів є
перспективним напрямком
розвитку методичної бази
державної санітарно�епідемі�
ологічної експертизи косме�
тичних засобів.
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