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STRESZCZENIE

Fotogenotoksycznos¢, okreslana tez jako fotomutagennos¢ lub genotoksycznos¢ fotochemiczna, jest zjawi-
skiem polegajacym na powstawaniu uszkodzen DNA w wyniku narazenia organizméw zywych na $wiatto oraz
na substancje, ktére pod wptywem promieniowania przeksztatcaja sie w zwiazki dziatajace negatywnie na
materiat genetyczny. Oznaczanie fotogenotoksycznosci zwiazkow chemicznych byto tematem licznych prac
naukowych na przestrzeni ostatnich lat. Jednak w 2012 roku ukazata sie nowelizacja dotychczasowych wy-
tycznych Europejskiej Agencji Lekow, w ktorej obowiazek oznaczania fotogenotoksycznosci in vitro w bada-
niach przedklinicznych uznano za nieuzasadniony. Zmiany te wptynety znaczaco na kierunek badan nad ocena
fotogenotoksycznosci, publikowanych w miedzynarodowej literaturze naukowej. Zdecydowanie zmniejszyta
sie intensywnos¢ poszukiwan nowych technik in vitro do przesiewowej oceny tego zjawiska. Tematyka poru-
szana najczesciej w publikacjach z tej dziedziny w ciagu ostatnich lat to proby okreslenia mechanizmow ge-
notoksycznosci fotochemicznej wybranych zwiazkow, a takze fotogenotoksycznos¢ metabolitow lekow, nano-
czastek, nowych formulacji lekow oraz wyciagdw roslinnych. Wazna grupe prac stanowia tez doniesienia na
temat poszukiwania nowych fotosensybilizatorow w terapii fotodynamicznej, ktore ukazuja korzystne me-
dyczne aspekty zjawiska fotogenotoksycznosci.

SLOWA KLUCZOWE: fotogenotoksycznosc, fotomutagennos¢, genotoksycznos¢ fotochemiczna.

ABSTRACT

PHOTOGENOTOXICITY IN IN VITRO STUDIES AND IN BACTERIAL TESTS IN THE YEARS 2013-2018 COMPARED
WITH EARLIER PUBLICATIONS IN LIGHT OF CHANGES IN LEGAL REGULATIONS

Photogenotoxicity, also known as photomutagenesis or photochemical genotoxicity, refers to DNA damage
caused by the exposure of living organisms to light or to substances that, when irradiated, give rise to com-
pounds capable of damaging the genetic material. The determination of photogenotoxicity of chemical com-
pounds was the topic of numerous research papers in the past. However, guidelines of the European Medi-
cines Agency updated in 2012 no longer required an in vitro determination of photogenotoxicity in preclinical
studies. This decisions had a significant impact on the direction of photogenotoxicity research, as reported in
the relevant scientific literature. The number of papers on new in vitro screening techniques decreased sig-
nificantly. The subjects discussed most frequently in scientific articles over the past several years included
attempts to identify the mechanisms of photochemical genotoxicity of selected compounds, as well as the
photogenotoxicity of drug metabolites, nanoparticles, new drug formulations, and plant extracts. Another
important group of publications focused on the search for new photosensitizers to be used in photodynamic
therapy, illustrating the potential medical beneficial aspects of photogenotoxicity.

KEYWORDS: photogenotoxicity, photomutagenesis, photochemical genotoxicity.

1. Wstep w zwiazki wywotujace uszkodzenia DNA. Produktami foto-

$wiatto jest czynnikiem fizycznym, ktéry moze oddzia- degradacji takiej substancji macierzystej moga by¢ rodni-
tywaé negatywnie na materiat genetyczny w sposéb bezpo- ki, reaktywne formy tlenu lub inne molekuty, ktore pomi-
$redni, powodujac dysfunkcyjne zmiany w strukturze DNA. mo braku rodnikowego charakteru réowniez wykazuja nega-
Czynnik ten moze réwniez przyczynia¢ sie do powstawania tywne dziatanie na materiat genetyczny [1-3]. Powstajace
modyfikacji w informacji genetycznej w sposéb posredni, w ten sposob pekniecia nici DNA, oksydacyjne modyfikacje
przez oddziatywania na niektore zwiazki chemiczne. Me- zasad azotowych oraz inne uszkodzenia moga skutkowac
chanizm ten opisuje zjawisko fotogenotoksycznosci, okre- zwiekszeniem ilosci mutacji w komorkach potomnych oraz
$lanej tez jako fotomutagennos¢ lub genotoksyczno$é foto- wzrostem ryzyka wystapienia procesu onkogenezy. Z tego
chemiczna. Moze ono zaistnie¢ na skutek jednoczesnego powodu oznaczanie fotogenotoksycznosci zwiazkow che-
narazenia organizmow zywych na $wiatto oraz na substan- micznych byto tematem licznych prac naukowych na prze-
cje, ktore pod wptywem promieniowania przeksztatcaja sie strzeni ostatnich dwudziestu lat. Rozwdj badan nad tym
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zjawiskiem oraz historia postepu w pracach nad przepisami
prawnymi, ktére normalizowaty dopuszczalny poziom jego
wystepowania w lekach i kosmetykach, zostaty podsumo-
wane przez Mullera i Gocke [1]. Istotny wptyw na wzrost
zainteresowan badaniami fotogenotoksycznosci miato Eu-
ropejskie Stowarzyszenie Przemystu Kosmetycznego, Toa-
letowego i Perfumeryjnego (COLIPA - The European Cosme-
tic and Perfumery Association), ktore w 1990 roku ogtosito
zalecenie oznaczania wtasciwosci fotomutagennych filtrow
przeciwstonecznych stosowanych w kosmetyce [4,5]. Na-
tomiast w 2002 roku Europejska Agencja Lekow po raz
pierwszy opublikowata wytyczne, dotyczace fotobezpie-
czenstwa stosowania lekow oraz rekomendowanych badan
przedklinicznych z tej dziedziny toksykologii [6]. Powyzsze
wydarzenia znalazty swoje odzwierciedlenie we wzroscie
zainteresowania nie tylko fototoksycznoscia, ale tez foto-
genotoksycznoscig w licznych publikacjach naukowych.

Jednakze w kolejnych latach zaczety pojawiac sie do-
niesienia i raporty, ktore poddawaty w watpliwos¢ stusz-
nos¢ badania fotomutagennosci w testach przedklinicz-
nych. Na fakt ten miaty istotny wptyw doniesienia z 2006
roku, opisujace wysokie ryzyko uzyskiwania wynikow fat-
szywie dodatnich w przypadku niektorych oznaczen i sub-
stancji [7]. Z kolei w 2012 roku ukazata sie nowelizacja do-
tychczasowych wytycznych Europejskiej Agencji Lekow, w
ktorej obowiazek oznaczania fotogenotoksycznosci in vitro
w badaniach przedklinicznych uznano juz za nieuzasadnio-
ny [8]. Powyzsza decyzje podjeto na podstawie opinii, kto-
re kwestionowaty wartosc takich oznaczen w odniesieniu
do ogdlnej oceny fotobezpieczenstwa stosowania nowych
substancji leczniczych. Poddawano w watpliwos¢ mozli-
wos¢ przetozenia wynikow oznaczania fotogenotoksyczno-
sci in vitro na faktyczne zwiekszenie ryzyka wystepowania
efektow, takich jak nowotwory skory na etapie testow kli-
nicznych. Uznano réwniez, ze mechanizmy odpowiadajace
za fototoksycznos¢ oraz fotogenotoksycznos¢ danej sub-
stancji zwykle sa takie same, w zwiazku z czym nie istnieje
potrzeba oznaczania obu tych efektow jednoczesnie, a
przesiewowe testy fototoksycznosci powinny by¢ wystar-
czajace [8].

Wszystkie powyzsze decyzje oraz rezygnacja z zalecen
oznaczania fotogenotoksycznosci w badaniach przedkli-
nicznych miaty znaczny wptyw na ilosc¢ i kierunek badan
naukowych z tej dziedziny toksykologii. W ponizszej pracy
zostato wykonane podsumowanie i porownanie do lat wcze-
sniejszych tematyki oraz metodologii publikacji z dziedziny
fototoksykologii, ktore ukazaty sie po 2012 roku i opisywa-
no w nich oznaczenia fotogenotoksycznosci in vitro lub
przy pomocy testow bakteryjnych.

2. Poszukiwanie mechanizméw dziatania fotogenotok-
sycznego

Na podstawie przegladu badan naukowych, ktore spet-
niaja wymienione powyzej kryteria (tabela 1) mozna zaob-
serwowac zmniejszenie liczby prac poswieconych klasycz-
nym testom przesiewowym wybranych grup substancji
chemicznych w stosunku do ilosci podobnych prac sprzed
zniesienia wytycznych o zalecanej ocenie fotogenotoksycz-
nosci [32-39]. Pojawia sie natomiast tendencja do wykony-
wania wielopoziomowych oznaczen fotogenotoksycznosci w
poszukiwaniu mechanizmoéw, ktére odpowiadaja za wyste-
powanie tego zjawiska.

Butzbah i Epe [9] zastosowali zestawienie trzech roz-
nych technik oceny fotogenotoksycznosci witaminy B9.
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Test na wolnym DNA bakteriofaga PM2 pozwolit ocenic¢
uszkodzenia wywotane z pominieciem czynnikow we-
wnatrzkomorkowych. Natomiast pozostate dwa testy prze-
prowadzone na zywych komorkach in vitro pozwolity na
poréwnanie uszkodzen materiatu genetycznego tuz po na-
razeniu (ocena stopnia pofragmentowania) oraz trwatych
uszkodzen struktury chromosomoéw przekazywanych ko-
morkom potomnym (test mikrojadrowy). Dodatkowe infor-
macje na temat rodzajow uszkodzen DNA wywotanych dzia-
taniem fotogenotoksycznym, uzyskano modyfikujac powyz-
sze testy przez zastosowanie wybranych enzymoéw. Wyko-
rzystanie formamidopirymidyno-DNA-glikozylazy pozwolito
na oznaczenie 8-oksoguanidyny, 2,2,4-triaminooksazolonu
czy miejsc apurynowych i apirymidynowych [40-42]. Nato-
miast endonukleaza Ill pozwolita na identyfikacje oksyda-
cyjnych uszkodzen pirymidyn [43], a T4 endonukleaza V na
identyfikacje dimeréw cyklobutanu pirymidyny [44]. Z ko-
lei zastosowanie katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej
umozliwito ocene roli nadtlenku wodoru i anionorodnika
ponadtlenkowego w mechanizmie fotogenotoksycznosci
kwasu foliowego. Inng modyfikacja, ktora pozwolita ocenic¢
wptyw metabolizmu wewnatrzkomorkowego na fotogenoto-
sycznos¢, byto wykorzystanie metotreksatu, inhibitora de-
hydrogenazy tetrofolianowej, ktora przeksztatca witamine
B9 do formy pozbawionej jednego z chromoforéw, co miato
istotny wptyw na obserwowana fotogentoksycznosc¢ sub-
stancji badanej.

Z kolei Soldevila i in. [12] w swojej pracy poszukiwali
mechanizméw odpowiedzialnych za fotogenotoksycznosc
lomefloksacyny. Zestawienie wynikow uzyskanych dla tego
leku oraz jego N-(4’)acetylowanej pochodnej umozliwito
okreslenie znaczenia struktury wolnego pierscienia pipera-
zynowego dla powinowactwa do zasad DNA produktow fo-
todegradacji tych fluorochinolondéw. Natomiast poréwnanie
fotogenotoksycznosci antybiotykow o roznej ilosci atomow
fluoru w czasteczce pozwolito na potwierdzenie ich wptywu
na stopien uszkodzen DNA, bedacych konsekwencja dziata-
nia rodnikow halogenkowych. Znaczenie rodnikowych pro-
duktow fotodegradacji oraz tlenu singletowego w mechani-
zmie fotogenotoksycznosci fluorochinolonéw potwierdzili
réwniez Singh i in. [21] na przyktadzie ofloksacyny. Ponad-
to, dzieki zastosowaniu w tej pracy testow in vitro z tech-
nikami modelowania molekularnego, dokonano oceny po-
winowactwa gtownych produktow fotodegradacji leku do
bakteryjnej gyrazy DNA. Zestawienie testow oceny geno-
toksycznosci produktow fotodegradacji z analiza in silico,
majaca na celu okreslenie ich mechanizmu dziatania, opi-
sali rowniez Toolaram i in. [45] dla naswietlanej cyproflok-
sacyny.

Zastosowanie modyfikacji testow fotogenotoksycznosci
in vitro przez taczenie substancji badanej z antyoksydan-
tem oraz poréwnanie uzyskanych wynikow z wariantem bez
udziatu przeciwutleniacza zostato rowniez wykorzystane w
jednaj z prac [31]. Uzyskane wyniki potwierdzity mozliwy
istotny wptyw wolnych rodnikow na fotouszkodzenia DNA
wywotane przez ciprofloksacyne w komorkach ssakow i
bakterii. Dla pozostatych antybiotykéw odpowiedz testowa
nie byta juz jednoznaczna.

Natomiast Perruca i in. [14] w poszukiwaniu mechani-
zmow dziatania fotogenotoksycznego zastosowali dwa wa-
rianty wykonywanych testow: przy normalnym dostepie tle
nu oraz w warunkach hipoksji. Ponadto testy wedtug dwoch
powyzszych schematow przeprowadzono na dwoch réznych
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Tabela 1. Zestawienie wybranych publikacji z lat 2013-2018, w ktorych wykorzystywano techniki oceny fotogenotoksycznosci in vitro
lub za pomoca testow bakteryjnych. Wymienione substancje badane oraz parametry naswietlania dotycza tylko czesci danego pro-

jektu, odnoszacej sie do powyzszych oznaczen.

Nr Substancja badana Parametry naswietlania Testy bakteryjne i in vitro do oceny | Wyniki* Biblio-
(zrodto, dtugos¢ fali, dawka) fotogenotoksycznosci grafia
1. Kwas foliowy Lampa rteciowa (125W, Amax = | Test uszkodzen wolnego DNA bakte- | + [9]
365nm, 30kJ/m?) lub lampa haloge- | riofaga PM2; test elucji DNA na fil-
nowa (1000W, 400-800nm, | trze membranowym (komorki nowo-
375W/m?). tworowe jamy nosogardta KB, kera-
tynocyty ludzkie HaCaT, komorki
czerniaka); test mikrojadrowy (ko-
morki KB).
2. Pirfenidon Symulator swiatta stonecznego SUN- | Test uszkodzen wolnego DNA (pla- [10]
TEST CPS+ (lampa ksenonowa | zmid pBR 322).
1500W, 300-800nm, 250W/m?).
3. CDRI 97/78 Lampy UVB (290-320nm, | Test kometowy (keratynocyty ludz- | + [11]
0,6mW/cm?). kie HaCaT).
4. Lomefloksacyna Reaktor fotochemiczny z lampami | Test uszkodzen wolnego DNA wyizo- | + [12]
N-acetylo- fosforowymi (310-390nm, 24- | lowanego z grasicy cielecej.
lomefloksacyna 240mJ/cm?).
Ciprofloksacyna
5. Pochodne proflaw- | Lampa UVA (Anax = 365nm, | Test kometowy (ludzkie komorki [13]
iny 1,05J/cm?). nowotworowe jajnika A2780).
6. Ciprofloksacyna Lampy UVA (Amax = 366nm, | Test uszkodzen wolnego DNA (pla- | + [14]
Lomefloksacyna 12mW/cm? lub 3,5W/cm?). zmid pGEX-T4); test kometowy (ko-
Ofloksacyna morki raka szyjki macicy Hela i raka
ptaskonabtonkowego A431).
7. Ofloksacyna Symulator $wiatta stonecznego SUN- | Umu-test na S.  typhimurium | + [15]
TEST CPS+ (lampa ksenonowa | TA1535; test na S. cerevisiae D7;
1500W, 300-800nm, 75mW/cm?). test mikrojadrowy (fibroblasty ptuc-
ne chomika chinskiego V79).
8. Benzofenon-1 Lampy UVA (2.7J/cm?) lub UVB | Test kometowy; test mikrojadrowy, | + [16]
(1,08J/cm?). test oceny dimeréow cyklobutanu
pirymidyny (keratynocyty ludzkie
HaCaT we wszystkich testach)
9. Hiperycyna System  sSwietlowek (530-620nm, | Test Ames’a (S. typhimurium TA97, | +/- [17]
1,46-3,65J/cm?) TA98, TA100); test kometowy (lim-
focyty ludzkie); test aberracji
chromosomowych  (komorki  raka
watroby HepG2).
10. 2-amino- Lampy UVB (290-320nm, | Test kometowy; test mikrojadrowy; | + [18]
3-hydroksy- 0,72J/cm?). test oceny powstawania dimerow
pirydyna cyklobutanu pirymidyny (keratyno-
cyty ludzkie HaCaT we wszystkich
testach)
11. Palmitynian retiny- | Laser helowo-neonowy Test Ames’a (S. typhimurium TA97, [19]
u (Amax = 632,8nm, 10J/cm?). TA98, TA100, TA102).
12. Chloropromazyna i | Fotoreaktor LZC-4 Test uszkodzen wolnego DNA (pla- | 1t [20]
jej metabolity (Amax = 350nm). zmid pBR 322); test kometowy (fi-
broblasty ludzkie FSK).
13. Ofloksacyna Lampy UVB (Amax = 312nm, 0,6- | Test kometowy; test mikrojadrowy; | + [21]
0,9mW/cm?). test oceny powstawania dimerow
cyklobutanu pirymidyny (keratyno-
cyty ludzkie HaCaT we wszystkich
testach)
14. R&z bengalski Lampy UVA (Amax = 365nm, | Test kometowy; test mikrojadrowy; | + [22]
3,6J/cm?) i UVB test oceny powstawania dimerow
(Amax = 312nm, 3,6J/cm?). cyklobutanu pirymidyny (komorki
czerniaka ludzkiego we wszystkich
testach).
15. Wyciagi z Sanionia | Lampy UVA (Anax = 365nm, 0,04- | Test Ames’a (S. typhimurium TA97, [23]
uncinatata 6,5J/cm2). TA98, TA100, TA102, TA104).
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16. N-nitrozoprolina Lampy UVA (4,5W/m?). Test oceny uszkodzen DNA bakterio- | + [24]
faga M13mp2 z wykorzystaniem ho-
dowli
E. coli CSH50.
17. Metylparaben Lampy UVB (1,08J/cm?). Test kometowy (keratynocyty ludz- | + [25]
kie HaCaT); test mikrojadrowy (ke-
ratynocyty ludzkie HaCaT).
18. Kwas 5- | Laser helowo-neonowy Test kometowy i mikrojadrowy (ko- | + [26]
aminolewulinowy (Amax = 633nm, 5J/cm?). morki gruczolaka piersi MCF-7, ko-
morki raka watroby HepG2).
19. Benzofenon-2 Lampy UVA (2,7J/cm*) lub UVB | Test kometowy; test mikrojadrowy; | + [27]
(1,08J/cm?). test oceny powstawania dimerow
cyklobutanu pirymidyny (keratyno-
cyty ludzkie HaCaT we wszystkich
testach).
20. Diklofenak i jego | Fotoreaktor LZC-4 Test uszkodzen wolnego DNA (pla- | 1 [28]
metabolity (Amax = 350nm). zmid pBR 322); test kometowy (fi-
broblasty ludzkie FSK).
21. Dwa rodzaje nano- | Komora UVP Chromato-vue C65 UV | Test kometowy (keratynocyty ludz- | = [29]
czastek tlenku cyn- | (3 lampy: 245nm, 304nm, 365nm; | kie HaCaT).
ku dawki UVA: 7J/cm? i UVB:
45mJ/cm?).
22. Pefloksacyna Lampa UVA (2.2mW/cm?). Test kometowy; test mikrojadrowy; | + [30]
test oceny powstawania dimeréw
cyklobutanu pirymidyny (keratyno-
cyty ludzkie HaCaT we wszystkich
testach).
23. Ciprofloksacyna Symulator $wiatta stonecznego SUN- | Umu-test na S.  typhimurium | = [31]
Lomefloksacyna TEST CPS+ (lampa ksenonowa | TA1535; test mikrojadrowy (fibro-
Fleroksacyna 1500W, 300-800nm, 58mW/cm?). blasty ptucne chomika chinskiego
Klinafloksacyna V79).

+ - potwierdzono wtasciwosci fotogenotoksyczne substancji badanej;
+/- - tylko w czesci testow potwierdzono wtasciwosci fotogenotoksyczne substancji badanej;

- - nie odnotowano wtasciwosci fotogenotoksycznych substancji badanej;

1 | - zaobserwowano wzrost lub redukcje fotogenotoksycznosci metabolitow w stosunku do zwiazku macierzystego;

= - odnotowano istotne rdznice w fotogenotoksycznosci pomiedzy badanymi wariantami nanoczastek lub mieszanin lekow.

liniach komorkowych: Hela i A431. Ograniczenie ilosci tle-
nu w trakcie naswietlania komorek Hela narazanych na
leki spowodowato znaczne zmniejszenie ilosci oksydacyj-
nych uszkodzen nici DNA w przypadku lomefloksacyny i
ofloksacyny. Podobnego efektu nie zaobserwowano po na-
razeniu na ciprofloksacyne. Wynik ten sugeruje, ze reakcje
utleniania i reaktywne formy tlenu w przypadku niektorych
fluorochinolonéw nie odpowiadaja za gtéwne mechanizmy
ich dziatania fotogenotoksycznego. Poréwnanie wynikow
pomiedzy komoérkami raka ptaskonabtonkowego a komor-
kami nowotworu szyjki macicy pozwolito zaobserwowac
znaczne roznice w odpowiedzi na badane leki zarowno w
warunkach hipoksji, jak i w warunkach normalnych. Zesta-
wienie powyzszej obserwacji z wynikami innych testow po-
zwolito na postawienie hipotezy o mozliwosci wykorzysta-
nia 6,8-difluorochinolonéw w przeciwnowotworowej terapii
fotodynamicznej.

Poszukiwanie mechanizméw dziatania fotogenotoksycz-
nego i fototoksycznego, dzieki zastosowania roznych tech-
nik oceny uszkodzen DNA w potaczeniu z innymi testami,
zostato rowniez opisane dla benzofenonu-1, rézu bengal-
skiego, pirfenidonu, metylparabenu oraz nowego trioksanu
opatentowanego pod nazwa CDRI 97/78 [10,11,16,22].

3. Fotogenotoksyczno$¢ metabolitow

Na podstawie przegladu prac zwiazanych z zagadnie-
niem fotogenotoksycznosci in vitro z ostatnich 5 lat mozna
réwniez zaobserwowac zainteresowanie tematyka wptywu
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Swiatta na toksycznos¢ metabolitow fototoksycznych le-
kow. Palumbo i in. [20] za pomoca testu uszkodzen wolne-
go DNA oraz testu kometowego na fibroblastach ludzkich
oznaczali fotogenotoksycznos¢ metabolitow chloroproma-
zyny. Substancja ta nalezy do lekow przeciwpsychotycz-
nych, a ze wzgledu na znaczna fototoksycznos¢ oraz foto-
genotoksycznos¢ w wielu testach do oceny tych wtasciwo-
sci jest wykorzystywana jako kontrola pozytywna. Porow-
nano fotogenotoksyczne dziatanie leku i jego trzech meta-
bolitow. Dwa z nich otrzymano w wyniku demetylacji oraz
didemetylacji atomu azotu bocznego tancucha aminoalki-
lowego, natomiast metabolit trzeci byt sulfotlenkiem sub-
stancji macierzystej. Dla dwoch pierwszych z powyzszych
substancji zaobserwowano znaczacy wzrost zdolnosci
uszkadzania materiatu genetycznego pod wptywem swiatta
w porownaniu do chloropromazyny. Podobne wyniki uzy-
skano dla wolnego DNA, jak i dla DNA wchodzacego w sktad
jader komorkowych fibroblastow. Powyzsze obserwacje
moga wynikac¢ z faktu, ze chociaz demetylacja bocznego
tancucha animoalkilowego chloropromazyny nie wptyneta
na strukture gtownego chromoforu czasteczki ani na zmia-
ne jej szlaku fotodegradacji, to spowodowata wydtuzenie
okresow pottrwania stanow wzbudzonych niektérych pro-
duktow posrednich tego procesu.

Fotogenotoksycznos¢ metabolitow lekow byta rowniez
tematem pracy Garcia-Lainez i in. [28]. Substancjami ba-
danymi w tym projekcie byt diklofenak oraz jego dwa me-
tabolity, powstajace w wyniku hydroksylacji pierscienia
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aromatycznego w pozycji 4’ lub 5’. Zaobserwowano znacz-
ny wzrost uszkodzen DNA w poréwnaniu do leku macierzy-
stego tylko dla jednego z metabolitow: 5-
hydroksydiklofenaku. Powyzsze dane uzupetniono o wyniki
zmodyfikowanego testu kometowego, wedtug ktérego oce-
niano zdolnos¢ komorek do naprawy uszkodzen DNA wywo-
tanych ekspozycja na zwiazki badane i swiatto. Odnotowa-
no, ze fotouszkodzenia materiatu genetycznego wywotane
przez 5-hydroksydiklofenak sa naprawiane duzo wolniej i
mniej efektywnie niz wywotane przez lek macierzysty.

4, Zwiazki pochodzenia roslinnego

Inng grupa zwiazkow, ktorych fotogenotoksycznosc byta
oznaczana w wybranych pracach naukowych z ostatnich 5
lat, sa substancje pochodzenia roslinnego. Uzasadnieniem
badan byto poszukiwanie wtasciwosci fotoprotekcyjnych,
antymutagennych oraz antyfotomutagennych tych zwiaz-
kow. Przyktadem takiej pracy jest publikacja Fernandes i
in. [23]. Przedmiotem badan w tym przypadku byty rézne
warianty wyciagow uzyskanych z mchu Sanionia uncinata.
Roslina ta posiada zdolnosc syntezy fotoprotekcyjnych me-
tabolitow z grupy flawonoidow w wyniku intensywnej eks-
pozycji na Swiatto. W pracy nie odnotowano dziatania fo-
tomutagennego zadnego z badanych wyciagow. Natomiast
zaobserwowano znaczny spadek ilosci mutacji obserwowa-
nych u S. typhimutium TA104 w tescie Ames’a po naraze-
niu na samo promieniowanie UVA, jesli do pozywki jedno-
czesnie dodawano wodne lub wodno-alkoholowe wyciagi
roslinne.

Przyktadem pracy, w ktorej zaobserwowano dziatanie
antyfotogenotoksyczne, polegajace na hamowaniu zdolno-
Sci uszkadzanie DNA pod wptywem swiatta przez zwiazek
wysoce fotomutagenny, byta publikacja Skrzypczak i in.
[46]. Do oceny fotogenotoksycznosci rowniez zastosowano
w niej krotkoterminowy test bakteryjny. Umu-test, w
przeciwienstwie do testu Ames’a, nie dostarcza informacji
tylko o ilosci mutacji indukowanych przez dany czynnik,
ale pozwala oznaczy¢ skale roznorodnych uszkodzen DNA
za posrednictwem oceny stopnia aktywacji systemu napra-
wy materiatu genetycznego bakterii. W powyzszej pracy
odnotowano zmniejszenie wtasciwosci fotogenotoksycznych
chloropromazyny przez wyciag z hodowli in vitro tkanki
kalusowej Arnebia euchroma. Kolejna praca poswiecong
oznaczaniu fotogenotoksycznosci substancji pochodzenia
roslinnego byto badanie hiperycyny z Hypericum perfora-
tum [17]. W publikacji zastosowano zestaw trzech roznych
testow, wykorzystujacych bakterie, limfocyty krwi ludzkiej
oraz hodowle komorkowe in vitro. Pozwolito to na po-
twierdzenie zdolnos¢ hiperycyny do wywotywania peknigc
nici DNA pod wptywem swiatta, przy jednoczesnym nie-
wielkim wptywie tych zmian na zwiekszenie ilosci obser-
wowanych mutacji i aberracji chromosomowych.

5. Przeciwnowotworowa terapia fotodynamiczna

Wyrozniajaca sie grupa badan na przestrzeni lat 2013-
2018, ktorych elementem jest oznaczenie genotoksycznosci
fotochemicznej, sa projekty zwiazane z wykorzystaniem
wybranych zwiazkow w przeciwnowotworowej terapii foto-
dynamicznej. Jest to nowoczesna forma leczenia onkolo-
gicznego, pozwalajaca na selektywne niszczenie tkanki
nowotworowej przy jednoczesnym ograniczeniu uszkodzen
sasiednich tkanek prawidtowych. Elementem niezbednym
do przeprowadzenia tej formy terapii jest fotouczulacz,
substancja aktywowana przez swiatto, ktorej fototoksyczne
dziatanie celowane jest w tkanke nowotworowa. Dwa po-
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zostate elementy terapii to zrodto promieniowania do ak-
tywacji zwiazku skumulowanego w komorkach zmienionych
chorobowo oraz odpowiedni poziom tlenu w tkance doce-
lowej. Fotosensybilizator moze dziata¢ w komorce na dwa
sposoby. Pierwszy z nich to wytworzenie formy rodnikowej
zwiazku lub jego produktu fotodegradacji, ktéra moze ini-
cjowa¢ w komorce dalsze wolnorodnikowe reakcje tancu-
chowe. Drugim mechanizmem dziatania fotosensybilizatora
jest przeniesienie zaabsorbowanej energii na czasteczki
tlenu obecne w tkance docelowej i wzbudzenie ich do sta-
nu singletowego [47,48].

Przyktadem publikacji poswieconej poszukiwaniu foto-
sensybilizatoréow do terapii fotodynamicznej, w ktorej wy-
korzystano metody oznaczania fotogenotoksycznosci in vi-
tro jest praca poswiecona oznaczaniu dziatania kwasu 5-
aminolewulinowego [26]. Zwiazek ten jest prekursorem
protoporfiryny IX, wysoce fototoksycznego fotouczulacza,
czesto stosowanego w tej formie terapii. Za pomoca testu
kometowego i mikrojadrowego potwierdzono skutecznos¢
substancji badanej w wywotywaniu uszkodzen nici DNA
oraz chromosomoéw komorek gruczolaka piersi MCF-7 oraz
nowotworowych komdrek watroby HepG2, co moze miec
pozytywny wptyw na zahamowanie ich proliferacji. Kolejng
praca o podobnej tematyce jest publikacja o fotogenotok-
sycznym dziataniu dwoch pochodnych proflawiny [13]. W
pracy tej nie zaobserwowano uszkodzen DNA w tescie ko-
metowym na komorkach raka jajnika linii A2780 po naraze-
niu na promieniowanie i zwiazki testowe. Jednoczesnie w
wielu innych oznaczeniach potwierdzono liczne mechani-
zmy dziatania fototoksycznego badanych pochodnych pro-
flawiny dla innych linii komdrek nowotworowych, co wska-
zuje na ich potencjalne zastosowanie w onkologii. Inna
praca, taczaca zastosowanie technik oceny fotogenotok-
sycznosci z zagadnieniem terapii fotodynamicznej jest pu-
blikacja na temat aktywnosci palmitynianu retinylu [19].
Zwiazek ten jest pochodna witaminy A i moze byc stoso-
wany w suplementacji pacjentow przed zabiegiem w celu
zwigkszenia skutecznosci leczenia. W pracy tej wtasciwosci
fotomutagenne substancji badanej oceniono za pomoca
testu Ames’a. We wszystkich wariantach oznaczen uzyska-
ne wyniki byty negatywne, potwierdzajace brak indukcji
mutacji pod wptywem swiatta.

6. Nanoczastki i substancje pomocnicze

Przyktadami innych zagadnien podejmowanych w pra-
cach badawczych w ostatnich latach, ktorych element sta-
nowita ocena fotogenotoksycznosci, byto porownanie wta-
sciwosci fototoksycznych nowych form nanoczastek tlenku
cynku oraz poszukiwanie wtasciwosci fotoprotekcyjnych
nowych formulacji fotolabilnych lekow [15,29]. W projek-
cie Genc’a i in. [29] udowodniono, ze rézne rodzaje nano-
czastek tego samego zwiazku chemicznego moga istotnie
rézni¢ sie miedzy soba pod wzgledem wtasciwosci fotoge-
notoksycznych. W innej pracy analiza potaczen fotolabil-
nych fluorochinolonéw z kwasem p-kumarowym, o wtasci-
wosciach przeciwutleniajacych i antymutagennych, znacz-
nie zmniejszyta fotogenotoksycznos¢ takiej mieszaniny dla
jednego z antybiotykow [15].

Nalezy wymieni¢ tez projekty poswiecone oznaczaniu
uszkodzen DNA pod wptywem swiatta przez substancje ak-
tualnie wykorzystywane w przemysle kosmetycznym, jak
benzofenon-1 i benzofenon-2, oraz 2-amino-3-
hydroksypirydyna [16,18,27]. Dwa pierwsze z powyzszych
zwiazkow sa stosowane jako filtry przeciwstoneczne, trze-
cia natomiast wchodzi w sktad farb do wtosow. Za pomoca
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testu kometowego, mikrojadrowego oraz oceny powstawa-
nia dimeréow cyklobutanu pirymidyny na keratynocytach
ludzkich potwierdzono ich wtasciwosci fotogenotoksyczne.
Chociaz na podstawie wynikow uzyskanych w powyzszych
testach in vitro trudno jest oszacowac mozliwe ryzyko po-
dobnego dziatania toksycznego u ludzi, ukazuja one, ze
bezpieczenstwo stosowania niektorych kosmetykow powin-
no by¢ doktadnie monitorowane.

7. Metodologia testow do oceny fotogenotoksycznosci

Poréwnujac wybrane prace z ostatnich 5 lat z wcze-
sniejszymi publikacjami, mozna zaobserwowac, ze rodzaj
testow stosowanych do oceny fotogenotoksycznosci oraz
sposOb zestawiania ich ze soba nie ulegty zmianie. Przy
oznaczeniach zdolnosci zwigzku badanego do uszkadzania
DNA pod wptywem swiatta najczesciej wykonywany byt pa-
nel réznych, uzupetniajacych sie testow. Uzasadnieniem
takiego postepowania jest to, ze zadna ze znanych dotych-
czas technik oznaczania genotoksycznosci fotochemicznej
in vitro nie jest pozbawiona wad i nie pozwala na ocene
wszystkich mozliwych skutkdéw dziatania fotogenotoksycz-
nego danego zwiazku. Wyniki otrzymane réznymi metodami
wzajemnie sie uzupetniaja, dajac petniejszy obraz mozli-
wego dziatania toksycznego substancji badanej. Na prze-
strzeni ostatnich 5 lat mozna znalez¢ przyktady publikacji,
w ktorych wykonywano tylko jeden wybrany rodzaj testu
do oceny fotogenotoksycznosci [10-13,19,23,29]. Jednakze
nawet w takich przypadkach zwykle rownolegle wykonuje
sie rowniez szereg innych oznaczen mechanizméw fototok-
sycznosci i fotoreaktywnosci substancji badanej.

Zaréwno w pracach wczesniejszych, jak i z ostatnich 5
lat, opisuje sie wyniki oceny fotogenotoksycznosci na wol-
nym DNA. Ten rodzaj testow pozwala na ocene interakcji
miedzy materiatem genetycznym a substancja poddana
dziataniu s$wiatta, z pominieciem wszystkich czynnikow
wewnatrzkomadrkowych. Jest to jednoczesnie zaleta i wada
powyzszej techniki oznaczen. Zastosowanie dodatkowych
enzymow [9] pozwala na precyzyjna identyfikacje rodzaju
uszkodzen: peknigé¢ pojedynczej nici DNA, peknie¢ po-
dwojnych, czy rodzaju modyfikacji poszczegoélnych zasad
azotowych. Natomiast implementacja wolnego DNA po
ekspozycji do organizmoéw drozdzy lub bakterii pozwala na
ocene trwatosci danych uszkodzen DNA w komorce i ich
wptyw na indukcje mutacji w organizmach potomnych. W
pracach z ostatnich 5 lat jako materiat badawczy wykorzy-
stywane byty najczesciej fragmenty DNA uzyskane z mikro-
organizmoéw, jak plazmid pBR 322 czy PGX-T4, oraz mate-
riat genetyczny komorek grasicy cielecej. Przyktad imple-
mentacji wolnego DNA bakteriofaga M13mp2 po ekspozycji
do hodowli E. coli CSH50 rowniez zostat opisany w jednej z
publikacji [24]. W metodologii powyzszych testow nie wi-
dac¢ znaczacych zmian w stosunku do lat wczesniejszych
[2].

W wielu pracach po 2012 roku mozna znalez¢ rowniez
przyktady oceny fotogenotoksycznosci za pomoca krotko-
terminowych testow bakteryjnych. Najczesciej stosowany-
mi  testami byty: test Ames’a oraz umu-test
[15,17,19,23,31]. W latach wczesniejszych wykorzystywano
gtownie pierwsza z powyzszych technik, poniewaz metodo-
logia umu-testu, ktora pozwalata na uwzglednienie wptywu
promieniowania na uszkodzenia DNA bakterii w jego kla-
sycznej procedurze zostata po raz pierwszy opublikowana
dopiero w 2010 roku [49,50]. W metodologii testow Ames’a
wykonywanych po 2012 roku nie wida¢ znaczacych zmian w
stosunku do lat wczesniejszych.
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Inng technika oznaczen genotoksycznosci fotochemicz-
nej czesto opisywana w ciagu ostatnich lat jest test kome-
towy na komorkach ssakow. Pozwala on oceni¢ stopien po-
fragmentowania materiatu genetycznego w jadrze komor-
kowym w wyniku ekspozycji na czynniki badane. Zmodyfi-
kowana forma testu, uwzgledniajaca dodatkowy okres re-
generacji komorek po narazeniu, pozwala ocenic¢ rowniez
sprawnos¢ mechanizméw naprawy DNA [28]. Wadg testu
kometowego jest brak mozliwosci oceny wptywu danych
uszkodzen DNA na wystepowanie konkretnych mutacji w
komoérkach potomnych. Poréwnujac linie komérkowe wyko-
rzystywane w tym tescie do oznaczania fotogenotoksyczno-
Sci przez ostatnie 5 lat z liniami wykorzystywanymi w pra-
cach z lat ubiegtych, mozna zauwazy¢ niewielkie zmiany
[2]. Nadal jedna z najczesciej wykorzystywanych linii ko-
morkowych sa keratynocyty ludzkie HaCaT, natomiast ob-
serwuje sie zdecydowanie mniej badan na fibroblastach
ptucnych chomika chinskiego V79 oraz czestsze stosowanie
komorek nowotworowych, ze wzgledu na prace poswiecone
poszukiwaniu nowych fotosensybilizatoréw w onkologicznej
terapii fotodynamicznej [13,26].

Testem do oceny fototoksycznosci in vitro, stosowanym
wielokrotnie w pracach przed, jak i po 2012 roku, jest
rowniez test mikrojadrowy. Umozliwia on ocene uszkodzen
DNA w postaci fragmentacji lub utraty poszczegolnych
chromosoméw w komorkach potomnych. Podobnie jak w
przypadku testu kometowego, na przestrzeni ostatnich 5
lat mozna zaobserwowac zmiany w najczesciej wybiera-
nych do badan liniach komérkowych. W pracach wczesniej-
szych byty to gtownie komorki V79 [51,52], natomiast
ostatnio czesciej podobne oznaczenia wykonuje sie na ko-
morkach HaCaT [16,18,21,25].

Poza powyzszymi spostrzezeniami, w ciagu ostatnich 5
lat mozna zaobserwowac zdecydowanie mniej przyktadow
zastosowania do oceny fotogenotoksycznosci testu aberra-
cji chromosomowych in vitro [2]. Ta technika pozwala na
zdecydowanie bardziej precyzyjna identyfikacje poszcze-
golnych uszkodzen chromosomow w komdrkach po ekspo-
zycji niz test mikrojadrowy. Wsrod omawianych w niniej-
szym artykule publikacji mozna znalez¢ tylko jeden przy-
ktad wykorzystania testu oceny aberracji chromosomowych
na ludzkich komoérkach nowotworowych watroby HepG2
[17].

Inng istotng roznica w pracach badawczych z ostatnich
5 lat w poroéwnaniu do wczesniejszych publikacji jest wy-
razne zmniejszenie ilosci badan poswieconych poszukiwa-
niu nowych metod oceny fotogenotoksycznosci. Przed ro-
kiem 2012 o tej tematyce byto bardzo duzo [52-57], nato-
miast od zniesienia zalecen Europejskiej Agencji Lekow,
zwiazanych z przedkliniczna ocena fotogenotoksycznosci,
nie ukazata si¢ zadna podobna publikacja.

8. Podsumowanie

Zmiany zalecen Europejskiej Agencji Lekow z 2012 roku
wptynety znaczaco na kierunek badan nad ocena fotogeno-
toksycznosci publikowanych w miedzynarodowej literatu-
rze naukowej. Zdecydowanie zmniejszyta sie intensywnosc¢
poszukiwan nowych technik in vitro do przesiewowej oceny
tego zjawiska. Natomiast tematyka poruszana w wielu pu-
blikacjach w okresie 2013-2018 to proby identyfikacji me-
chanizmoéw genotoksycznosci fotochemicznej wybranych
zwiagzkow, fotogenotoksycznos¢ metabolitow lekow, nano-
czastek, nowych formulacji lekéw oraz wyciagdw roslin-
nych. Istotne sa badania dotyczace poszukiwania nowych
fotosensybilizatorow w terapii fotodynamicznej. Chociaz
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omoéwione tu prace ukazuja tylko niewielki wycinek
wszystkich publikacji o tej innowacyjnej formie terapii,
prezentuja mozliwos¢ wykorzystania w medycynie pozy-
tywnych aspektow zjawiska fotogenotoksycznosci.

9. Wykaz skrotow

A2780 human ovarian carcinoma cell line; ludzkie ko-
morki nowotworu jajnika

A431 human epidermoid carcinoma cell line; komorki
raka ptaskonabtonkowego

DNA deoxyribonucleic acid; kwas deoksyrybonukle-
inowy

E. coli Escherichia coli

FSK human foreskin fibroblasts; linia komorkowa
fibroblastow ludzkich

HaCaT human keratinocyte cell line; keratynocyty
ludzkie

Hela human cervical carcinoma cell line; komorki
ludzkie raka szyjki macicy

HepG2 human liver cancer cell line; komorki
nowotworu watroby

KB oral carcinoma cell line; komorek raka jamy
ustnej

MCF-7 breast adenocarcinoma cell line; komorki gru-
czolaka piersi

S. ce- Saccharomyces cerevisiae

revisiae

S. ty- Salmonella typhimurium

phimu-

rium

UVA promieniowanie o dtugosci fali z zakresu 320-
400nm

UvB promieniowanie o dtugosci fali z zakresu 290-
320nm

V79 Chinese hamster lung fibroblasts; fibroblasty

ptucne chomika chinskiego

10. Bibliografia

1.

10.

Muller L, Gocke E. The rise and fall of photomutagenesis. Mutation
Research. 2013, 752, 67-71.

Brendler-Schwaab S, Czich A, Epe B, Gocke E, Kaina B, Muller L,
Pollet D, Utesch D. Photochemical genotoxicity: principles and test
methods Report of a GUM task force. Mutation Research 2004, 566,
65-91.

Meunier JR, Sarasin A, Marrot L. Photogenotoxicity of Mammalian
Cells: A Review of the Different Assays for In Vitro Testing. Photo-
chemistry and Photobiology. 2002, 75(5): 437-447.

Loprieno N. Guidelines for safety evaluation of cosmetics ingredi-
ents in the EC countries. Food and Chemical Toxicology. 1992, 30,
809-815.

Sargent EV, Travers JB. Examining the differences in current regu-
latory processes for sunscreens and proposed safety assessment
paradigm. Regulatory Toxicology and Pharmacology. 2016, 79, 125-
141.

European Medicines Agency, Note for Guidance on Photosafety
Testing, CPMP/SWP/398/01. 2002.

Dufor EK, Kumaravel T, Nohynek GJ, Kirkland D, Toutain H. Clasto-
genicity, photo-clastogenicity or pseudo-photo-clastogenicity:
Genotoxic effects of zinc oxide in the dark, in pre-irradiated or si-
multaneously irradiated Chinese hamster ovary cells. Mutation Re-
search. 2006, 607, 215-224.

European Medicines Agency. ICH Guidance S10 on Photosafety
Evaluation of Pharmaceuticals. EMA/CHMP/ICH/752211/2012.

Butzbah K, Epe B. Photogenotoxicity of folic acid. Free Radical
Biology and Medicine. 2013, 65, 821-827.

Seto Y, Inoue R, Kato M, Yamada S, Onoue S. Photosafety assess-
ments on pirfenidone: Photochemical, photobiological, and phar-
macokinetic characterization. Journal of Photochemistry and
Photobiology, B: Biology. 2013, 120, 44-51.

36

11.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Dwivedi A, Pal MK, Tripathi AK, Yadav N, Majtuba SF, Pant MC,
Singh SK, Mishra DP, Ray RS, Prabhu BHM. Role of type-Il pathway
in apoptotic cell death induction by photosensitized CDRI-97/78
under ambient exposure of UV-B. Toxicology Letters. 2013, 222,
122- 131.

. Soldevila S, Cuquerella MC, Lhiaubet-Vallet V, Edge R, Bosca F.

Seeking the mechanism responsible for fluoroquinolone photo-
mutagenicity: a pulse radiolysis, steady-state, and laser flash
photolysis study. Free Radical Biology and Medicine. 2014, 67, 417-
425.

. Cizekova L, Grolmusova A, Ipothova Z, Barbierikova Z, Brezova V,

Hunakova L, Imrich J, Janovec L, Dovinova |, Paulikova H. Novel
3,6-bis(imidazolidine)acridines as effective photosensitizers for
photodynamic therapy. Bioorganic & Medicinal Chemistry. 2014,
22, 4684-4693.

. Perucca P, Savio M, Cazzalini O, Mocchi R, Maccario C, Sommatis S,

Ferraro D, Pizzala R, Pretali L, Fasani E, Albini A, Stivala LA. Struc-
ture-activity relationship and role of oxygen in the potential anti-
tumour activity of fluoroquinolones in human epithelial cancer
cells. Journal of Photochemistry and Photobiology, B: Biology.
2014, 140, 57-68.

. Zgadzaj A, Skrzypczak A, Welenc |, tugowska A, Parzonko A,

Siedlecka E, Sommer S, Sikorska K, Natecz-Jawecki G. Evaluation
of photodegradation, phototoxicity and photogenotoxicity of oflox-
acin in ointments with sunscreens and in solutions. Journal of Pho-
tochemistry and Photobiology, B: Biology. 2015, 144, 76-84.

. Amar SK, Goyal S, Dubey D, Srivastav AK, Chopra D, Singh J,

Shankar J, Chaturvedi RK, Ray RS. Benzophenone 1 induced photo-
genotoxicity and apoptosis via release of cytochrome c¢ and
Smac/DIABLO at environmental UV radiation. Toxicology Letters.
2015, 239, 182-193.

. Feruszowa J, Imreova P, Bodnarova K, Sevcovicova A, Kyzek S, Cha-

lupa |, Galova E, Miadokova E. Photoactivated hypericin is not
genotoxic. General Physiology and Biophisics. 2016, 35, 230-230.

. Goyal S, Amar AK, Dwivedi A, Mujtaba SF, Kushwaha HN, Chopra D,

Pal MK, Singh D, Chaturvedi RK, Ray RS. Photosensitized 2-amino-3-
hydroxypyridine-induced mitochondrial apoptosis via Smac/DIABLO
in human skin cells. Toxicology and Applied Pharmacology. 2016,
297, 12-21.

. Ibrahim T, El Rouby MN, Al-Sherbini EAM, El Noury AHE, Morsy ME.

Photodecomposition, photomutagenicity and photocytotoxicity of
retinyl palmitate under He-Ne laser photoirradiation and its effects
on photodynamic therapy of cancer cells in vitro. Photodiagnosis
and Photodynamic Therapy. 2016, 13, 316-322.

Palumbo F, Garcia-Lainez G, Limones-Herrero D, Coloma MD,
Escobar J, Jimenez MC, Miranda MA, Andreu I|. Enhanced
photo(geno)toxicity of demethylated chlorpromazine metabolites.
Toxicology and Applied Pharmacology. 2016, 313, 131-137.

Singh J, Dwivedi A, Majtuba SF, Singh KP, Pal MK, Chopra D, Goyal
S, Srivastav AK, Dubey D, Gupta SK, Haldar C, Ray RS. Ambient UV-
B exposure reduces the binding of ofloxacin with bacterial DNA gy-
rase and induces DNA damage mediated apoptosis. The Interna-
tional Journal of Biochemistry & Cell Biology. 2016, 73, 111-126.

Srivastav K, Majtuba SF, Dwivedi A, Amar SK, Goyal S, Verma A,
Kushwaha HN, Chaturvedi RK, Ray RS. Photosensitized rose Bengal-
induced phototoxicity on human melanoma cell line under natural
sunlight exposure. Journal of Photochemistry & Photobiology, B:
Biology. 2016, 156, 87-99.

Fernandes AS, Mazzei JL, Oliveira CG, Evangelista H, Marques MRC,
Ferraz ERA, Felzenszwalb I. Protection against UV-induced toxicity
and lack of mutagenicity of Antarctic Sanionia uncinate. Toxicol-
ogy. 2017, 376, 126-136.

Horai Y, Ando Y, Kimura S, Arimoto-Kobayashi S. Mutation spectrum
resulting in M13mp2 phage DNA exposed to N-nitrosoproline with
UVA irradiation. Mutation Research/Genetic Toxicology and Envi-
ronmental Mutagenesis. 2017, 821, 1-4.

Dubey D, Chopra D, Singh J, Srivastav AK, Kumari S, Verma A, Ray
RS. Photosensitized methyl paraben induces apoptosis via caspase
dependent pathway under ambient UVB exposure in human skin
cells. Food and Chemical Toxicology. 2017, 108, 171-185.

Abo-Zeid MAM, Abo-Elfadl MT, Mostafa SM. Photodynamic therapy
using 5-aminolevulinic acid triggered DNA damage of adenocarci-
noma breast cancer and hepatocellular carcinoma cell lines.
Photodiagnosis and Photodynamic Therapy. 2018, 21, 351-356.



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.

40.

4.

A. Zgadzaj/Biul. Wydz. Farm. WUM, 2018, 3, 30-37

Amar SK, Goyal S, Srivastav AK, Chopra D, Ray RS. Combined effect
of Benzophenone-2 and ultraviolet radiation promote photo-
genotoxicity and photocytotoxicity in human keratinocytes. Regula-
tory Toxicology and Pharmacology. 2018, 95, 298-306.

Garcia-Lainez G, Martinez-Reig AM, Limonez-Herrero D, Jimenez
MC, Miranda MA, Andreu |. Photo(geno)toxicity changes associated
with hydroxylation of the aromatic chromophores during diclofenac
metabolism. Toxicology and Applied Pharmacology. 2018, 341, 51-
55.

Genc H, Barutca B, Koparal AT, Ozogut U, Sahin Y, Suvaci E. Bio-
compatibility of designed MicNo-ZnO particles: Cytotoxicity,
genotoxicity and phototoxicity in human skin keratinocyte cells.
Toxicology in Vitro. 2018, 47, 238-248.

Singh J, Srivastav AK, Mandal P, Chandra S, Dubey D, Dwivedi A,
Chopra D, Tripathi A, Ray RS. Under ambient UVA exposure, pe-
floxacin exhibits both immunomodulatory and genotoxic effects via
multiple mechanisms. Journal of Photochemistry & Photobiology,
B: Biology. 2018, 178, 593-605.

Zgadzaj A, Kornacka J, Jastrzebska A, Parzonko A, Sommer S, Na-
tecz-Jawecki G. Development of photoprotective, antiphototoxic,
and antiphotogenotoxic formulations of ocular drugs with fluoro-
quinolones. Journal of Photochemistry & Photobiology, B: Biology.
2018, 178, 201-210.

Onoue S, Igarashi N, Kitagawa F, Otsuka K, Tsuda Y. Capillary elec-
trophoretic studies on the photogenotoxic potential of pharmaceu-
tical substances. Journal of Chromatography A. 2008, 1188, 50-56.

Marrot L, Belaidi JP, Chaubo C, Meunier JR, Peres P, Agapakis-
Causse C. Fluoroquinolones as chemical tools to define a strategy
for photogenotoxicity in vitro assessment. Toxicology in Vitro.
2001, 15, 131-142.

Seto Y, Ochi M, Onoue S, Yamada S. High-throughput screening
strategy for photogenotoxic potential of pharmaceutical substances
using fluorescent intercalating dye. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis. 2010, 52, 781-786.

Miolo G, Viola G, Vedaldi D, Dall’Acqua F, Fravolini A, Tabarrini O,
Cacchetti V. In vitro phototoxic properties of new 6-desfluoro and
6-fluoro-8-methylquinolones. Toxicology in Vitro. 2002, 16, 683-
693.

Kim MJ, Pal S, Naoghare PK, Song JM. Monitoring the
(photo)genotoxicity of photosensitizer drugs: Direct quantitation of
single-strand breaks in deoxyribonucleic acid using an oligonucleo-
tide chip. Analytical Biochemistry. 2008, 382, 40-47.

Martinez L, Chignell CF. Photocleavage of DNA by the fluoroqui-
nolone antibacterials. Journal of Photochemistry and Photobiology,
B: Biology. 1998, 45, 51-59.

Gocke E, Chetelat AA, Csato M, McGarvevy DJ, Jakob-Roetne R,
Kirchner S, Muster W, Potthast M, Widmar U. Phototoxicity and
photogenotoxicity of nine pyridone derivatives. Mutation Research.
2003, 535, 43-54.

Gocke E, Albertini S, Chetelat AA, Kirchner S, Muster W. The pho-
tomutagenicity of fluoroquinolones and other drugs. Toxicology
Letters. 1998, 102-103, 375-381.

Tchou J, Kasai H, Shibutani S, Chung MH, Laval J, Grollman AP,
Nishimura S. 8-Oxoguanine (8-hydroxyguanine) DNA glycosylase and
its substrate specificity. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the USA. 1991, 88, 4690-4694.

Karakaya A, Jaruga P, Bohr VA, Grollman AP, Dizdaroglu M. Kinetics
of excision of purineles ions from DNA by Escherichia coli Fpg pro-
tein. Nucleic Acids Research. 1997, 25, 474-479.

37

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Tretyakova NY, Wishnok JS, Tannenbaum SR. Peroxynitrite-induced
secondary oxidative lesions at guanine nucleobases: chemical sta-
bility and recognition by the Fpg DNA repair enzyme. Chemical Re-
search in Toxicology. 2000, 13, 658-664.

Asahara H, Wistort PM, Bank JF, Bakerian RH, Cunningham RP. Puri-
fication and characterization of Escherichia coli endonuclease Il
from the cloned nth gene. Biochemistry. 1989, 28, 4444-4449.

Nakabeppu Y, Yamashita K, Sekiguchi M. Purification and charac-
terization of normal and mutant forms of T4 endonuclease V. Jour-
nal of Biological Chemistry. 1982, 257, 2556-2562.

Toolaram AP, Haddad T, Leder C, Kummere K. Initial hazard
screening for genotoxicity of photo-transformation products of
ciprofloxacin by applying a combination of experimental and in-
silico testing. Environmental Pollution. 2016, 211, 148-156.

Skrzypczak A, Przystupa N, Zgadzaj A, Parzonko A, Syktowska-
Baranek K, Paradowska K, Natecz-Jawecki G. Antigenotoxic, anti-
photogenotoxic and antioxidant activities of natural naphtho-
quinone shikonin and acetylshikonin and Arnebia euchroma callus
extracts evaluated by the umu-test and EPR method. Toxicology in
Vitro. 2015, 30, 364-372.

Rojkiewicz M, Kozik W, Czapka M, Jarzembek K, Zieba G, Kus P,
Kozik V. Fotodynamiczna terapia nowotworéw. Problemy Ekologii.
2010, 14(4), 196-204.

Nowak-Stepniowska A, Pergot P, Padzik-Graczyk A. Metoda fotody-
namiczna diagnostyki i leczenia nowotworéw - mechanizmy i zasto-
sowania. Postepy Biochemii. 2013, 59(1), 53-63.

Oda Y. Development and progress for three decades in umu test
systems. Genes and Environment. 2016, 38(24), 2-14.

Skrzypczak A, Bonistawska A, Natecz-Jawecki G, Kobylinska J,
Koszyk |, Demkowicz-Dobrzanski K, Sawicki J. Short-term bacterial
tests as a convenient method for screening assessment of photo-
genotoxic properties of pharmaceuticals. Fresenius Environmental
Bulletin. 2010, 19, 147-153.

Snyder RD, Cooper CS. Photogenotoxicity of fluoroquinolones in
Chinese hamster V79 cells: dependency on active topoisomerase II.
Photochemistry and Photobiology. 1999, 69, 288-293.

Kersten B, Kasper P, Brendler-Schwaab SY, Muller L. Effects of visi-
ble light absorbing chemicals in the photo-micronucleus test in
Chinese hamster V79 cells. Environmental Mutagen Research. 2001,
23, 97-102.

Toyooka T, Ishihama M, Ibuki Y. Phosphorylation of Histone H2AX Is
a Powerful Tool for Detecting Chemical Photogenotoxicity. Journal
of Investigative Dermatology. 2011, 131, 1313-1321.

Kersten B, Zhang J, Brendler-Schwaab SY, Kasper P, Muller L. The
application of the micronucleus test in Chinese hamster V79 cells
to detect drug-induced photogenotoxicity. Mutation Research.
1999, 445, 55-71.

Struwe M, Greulich K, Suter W, Plappert-Helbing U. The photo
comet assay—A fast screening assay for the determination of pho-
togenotoxicity in vitro. Mutation Research. 2007, 632, 44-57.

Kersten B, Kasper P, Brendler-Schwaab SY, Muller L. Use of the
photo-micronucleus assay in Chinese hamster V79 cells to study
photochemical genotoxicity. Mutation Research. 2002, 519, 49-66.

Marrot L, Laberussiat A, Perez P, Meunier JR. Use of the yeast Sac-
charomyces cerevisiae as a pre-screening approach for assessment
of chemical-induced phototoxicity. Toxicology in Vitro. 2006, 20,
1040-1050.



