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STRESZCZENIE 

Fotogenotoksyczność, określana też jako fotomutagenność lub genotoksyczność fotochemiczna, jest zjawi-

skiem polegającym na powstawaniu uszkodzeń DNA w wyniku narażenia organizmów żywych na światło oraz 

na substancje, które pod wpływem promieniowania przekształcają się w związki działające negatywnie na 

materiał genetyczny. Oznaczanie fotogenotoksyczności związków chemicznych było tematem licznych prac 

naukowych na przestrzeni ostatnich lat. Jednak w 2012 roku ukazała się nowelizacja dotychczasowych wy-

tycznych Europejskiej Agencji Leków, w której obowiązek oznaczania fotogenotoksyczności in vitro w bada-

niach przedklinicznych uznano za nieuzasadniony. Zmiany te wpłynęły znacząco na kierunek badań nad oceną 

fotogenotoksyczności, publikowanych w międzynarodowej literaturze naukowej. Zdecydowanie zmniejszyła 

się intensywność poszukiwań nowych technik in vitro do przesiewowej oceny tego zjawiska. Tematyka poru-

szana najczęściej w publikacjach z tej dziedziny w ciągu ostatnich lat to próby określenia mechanizmów ge-

notoksyczności fotochemicznej wybranych związków, a także fotogenotoksyczność metabolitów leków, nano-

cząstek, nowych formulacji leków oraz wyciągów roślinnych. Ważną grupę prac stanowią też doniesienia na 

temat poszukiwania nowych fotosensybilizatorów w terapii fotodynamicznej, które ukazują korzystne me-

dyczne aspekty zjawiska fotogenotoksyczności. 

SŁOWA KLUCZOWE: fotogenotoksyczność, fotomutagenność, genotoksyczność 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. Wstęp 

Światło jest czynnikiem fizycznym, który może oddzia-

ływać negatywnie na materiał genetyczny w sposób bezpo-

średni, powodując dysfunkcyjne zmiany w strukturze DNA. 

Czynnik ten może również przyczyniać się do powstawania 

modyfikacji w informacji genetycznej w sposób pośredni, 

przez oddziaływania na niektóre związki chemiczne. Me-

chanizm ten opisuje zjawisko fotogenotoksyczności, okre-

ślanej też jako fotomutagenność lub genotoksyczność foto-

chemiczna. Może ono zaistnieć na skutek jednoczesnego 

narażenia organizmów żywych na światło oraz na substan-

cje, które pod wpływem promieniowania przekształcają się 

w związki wywołujące uszkodzenia DNA. Produktami foto-

degradacji takiej substancji macierzystej mogą być rodni-

ki, reaktywne formy tlenu lub inne molekuły, które pomi-

mo braku rodnikowego charakteru również wykazują nega-

tywne działanie na materiał genetyczny [1-3]. Powstające 

w ten sposób pęknięcia nici DNA, oksydacyjne modyfikacje 

zasad azotowych oraz inne uszkodzenia mogą skutkować 

zwiększeniem ilości mutacji w komórkach potomnych oraz 

wzrostem ryzyka wystąpienia procesu onkogenezy. Z tego 

powodu oznaczanie fotogenotoksyczności związków che-

micznych było tematem licznych prac naukowych na prze-

strzeni ostatnich dwudziestu lat. Rozwój badań nad tym 
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zjawiskiem oraz historia postępu w pracach nad przepisami 

prawnymi, które normalizowały dopuszczalny poziom jego 

występowania w lekach i kosmetykach, zostały podsumo-

wane przez Mullera i Gocke [1]. Istotny wpływ na wzrost 

zainteresowań badaniami fotogenotoksyczności miało Eu-

ropejskie Stowarzyszenie Przemysłu Kosmetycznego, Toa-

letowego i Perfumeryjnego (COLIPA - The European Cosme-

tic and Perfumery Association), które w 1990 roku ogłosiło 

zalecenie oznaczania właściwości fotomutagennych filtrów 

przeciwsłonecznych stosowanych w kosmetyce [4,5]. Na-

tomiast w 2002 roku Europejska Agencja Leków po raz 

pierwszy opublikowała wytyczne, dotyczące fotobezpie-

czeństwa stosowania leków oraz rekomendowanych badań 

przedklinicznych z tej dziedziny toksykologii [6]. Powyższe 

wydarzenia znalazły swoje odzwierciedlenie we wzroście 

zainteresowania nie tylko fototoksycznością, ale też foto-

genotoksycznością w licznych publikacjach naukowych. 

Jednakże w kolejnych latach zaczęły pojawiać się do-

niesienia i raporty, które poddawały w wątpliwość słusz-

ność badania fotomutagenności w testach przedklinicz-

nych. Na fakt ten miały istotny wpływ doniesienia z 2006 

roku, opisujące wysokie ryzyko uzyskiwania wyników fał-

szywie dodatnich w przypadku niektórych oznaczeń i sub-

stancji [7]. Z kolei w 2012 roku ukazała się nowelizacja do-

tychczasowych wytycznych Europejskiej Agencji Leków, w 

której obowiązek oznaczania fotogenotoksyczności in vitro 

w badaniach przedklinicznych uznano już za nieuzasadnio-

ny [8]. Powyższą decyzję podjęto na podstawie opinii, któ-

re kwestionowały wartość takich oznaczeń w odniesieniu 

do ogólnej oceny fotobezpieczeństwa stosowania nowych 

substancji leczniczych. Poddawano w wątpliwość możli-

wość przełożenia wyników oznaczania fotogenotoksyczno-

ści in vitro na faktyczne zwiększenie ryzyka występowania 

efektów, takich jak nowotwory skóry na etapie testów kli-

nicznych. Uznano również, że mechanizmy odpowiadające 

za fototoksyczność oraz fotogenotoksyczność danej sub-

stancji zwykle są takie same, w związku z czym nie istnieje 

potrzeba oznaczania obu tych efektów jednocześnie, a 

przesiewowe testy fototoksyczności powinny być wystar-

czające [8].  

Wszystkie powyższe decyzje oraz rezygnacja z zaleceń 

oznaczania fotogenotoksyczności w badaniach przedkli-

nicznych miały znaczny wpływ na ilość i kierunek badań 

naukowych z tej dziedziny toksykologii. W poniższej pracy 

zostało wykonane podsumowanie i porównanie do lat wcze-

śniejszych tematyki oraz metodologii publikacji z dziedziny 

fototoksykologii, które ukazały się po 2012 roku i opisywa-

no w nich oznaczenia fotogenotoksyczności in vitro lub 

przy pomocy testów bakteryjnych. 

 

2. Poszukiwanie mechanizmów działania fotogenotok-

sycznego 

Na podstawie przeglądu badań naukowych, które speł-

niają wymienione powyżej kryteria (tabela 1) można zaob-

serwować zmniejszenie liczby prac poświęconych klasycz-

nym testom przesiewowym wybranych grup substancji 

chemicznych w stosunku do ilości podobnych prac sprzed 

zniesienia wytycznych o zalecanej ocenie fotogenotoksycz-

ności [32-39]. Pojawia się natomiast tendencja do wykony-

wania wielopoziomowych oznaczeń fotogenotoksyczności w 

poszukiwaniu mechanizmów, które odpowiadają za wystę-

powanie tego zjawiska.  

Butzbah i Epe [9] zastosowali zestawienie trzech róż-

nych technik oceny fotogenotoksyczności witaminy B9. 

Test na wolnym DNA bakteriofaga PM2 pozwolił ocenić 

uszkodzenia wywołane z pominięciem czynników we-

wnątrzkomórkowych. Natomiast pozostałe dwa testy prze-

prowadzone na żywych komórkach in vitro pozwoliły na 

porównanie uszkodzeń materiału genetycznego tuż po na-

rażeniu (ocena stopnia pofragmentowania) oraz trwałych 

uszkodzeń struktury chromosomów przekazywanych ko-

mórkom potomnym (test mikrojądrowy). Dodatkowe infor-

macje na temat rodzajów uszkodzeń DNA wywołanych dzia-

łaniem fotogenotoksycznym, uzyskano modyfikując powyż-

sze testy przez zastosowanie wybranych enzymów. Wyko-

rzystanie formamidopirymidyno-DNA-glikozylazy pozwoliło 

na oznaczenie 8-oksoguanidyny, 2,2,4-triaminooksazolonu 

czy miejsc apurynowych i apirymidynowych [40-42]. Nato-

miast endonukleaza III pozwoliła na identyfikację oksyda-

cyjnych uszkodzeń pirymidyn [43], a T4 endonukleaza V na 

identyfikację dimerów cyklobutanu pirymidyny [44]. Z ko-

lei zastosowanie katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej 

umożliwiło ocenę roli nadtlenku wodoru i anionorodnika 

ponadtlenkowego w mechanizmie fotogenotoksyczności 

kwasu foliowego. Inną modyfikacją, która pozwoliła ocenić 

wpływ metabolizmu wewnątrzkomórkowego na fotogenoto-

syczność, było wykorzystanie metotreksatu, inhibitora de-

hydrogenazy tetrofolianowej, która przekształca witaminę 

B9 do formy pozbawionej jednego z chromoforów, co miało 

istotny wpływ na obserwowaną fotogentoksyczność sub-

stancji badanej. 

 Z kolei Soldevila i in. [12] w swojej pracy poszukiwali 

mechanizmów odpowiedzialnych za fotogenotoksyczność 

lomefloksacyny. Zestawienie wyników uzyskanych dla tego 

leku oraz jego N-(4’)acetylowanej pochodnej umożliwiło 

określenie znaczenia struktury wolnego pierścienia pipera-

zynowego dla powinowactwa do zasad DNA produktów fo-

todegradacji tych fluorochinolonów. Natomiast porównanie 

fotogenotoksyczności antybiotyków o różnej ilości atomów 

fluoru w cząsteczce pozwoliło na potwierdzenie ich wpływu 

na stopień uszkodzeń DNA, będących konsekwencją działa-

nia rodników halogenkowych. Znaczenie rodnikowych pro-

duktów fotodegradacji oraz tlenu singletowego w mechani-

zmie fotogenotoksyczności fluorochinolonów potwierdzili 

również Singh i in. [21] na przykładzie ofloksacyny. Ponad-

to, dzięki zastosowaniu w tej pracy testów in vitro z tech-

nikami modelowania molekularnego, dokonano oceny po-

winowactwa głównych produktów fotodegradacji leku do 

bakteryjnej gyrazy DNA. Zestawienie testów oceny geno-

toksyczności produktów fotodegradacji z analizą in silico, 

mającą na celu określenie ich mechanizmu działania, opi-

sali również Toolaram i in. [45] dla naświetlanej cyproflok-

sacyny.  

Zastosowanie modyfikacji testów fotogenotoksyczności 

in vitro przez łączenie substancji badanej z antyoksydan-

tem oraz porównanie uzyskanych wyników z wariantem bez 

udziału przeciwutleniacza zostało również wykorzystane w 

jednaj z prac [31]. Uzyskane wyniki potwierdziły możliwy 

istotny wpływ wolnych rodników na fotouszkodzenia DNA 

wywołane przez ciprofloksacynę w komórkach ssaków i 

bakterii. Dla pozostałych antybiotyków odpowiedź testowa 

nie była już jednoznaczna.  

Natomiast Perruca i in. [14] w poszukiwaniu mechani-

zmów działania fotogenotoksycznego zastosowali dwa wa-

rianty wykonywanych testów: przy normalnym dostępie tle 

nu oraz w warunkach hipoksji. Ponadto testy według dwóch 

powyższych schematów przeprowadzono na dwóch różnych 
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Tabela 1. Zestawienie wybranych publikacji z lat 2013-2018, w których wykorzystywano techniki oceny fotogenotoksyczności in vitro 

lub za pomocą testów bakteryjnych. Wymienione substancje badane oraz parametry naświetlania dotyczą tylko części danego pro-

jektu, odnoszącej się do powyższych oznaczeń.  

Nr Substancja badana Parametry naświetlania 

(źródło, długość fali, dawka) 

Testy bakteryjne i in vitro do oceny 

fotogenotoksyczności 

Wyniki* Biblio-

grafia 

1. Kwas foliowy Lampa rtęciowa (125W, λmax = 

365nm, 30kJ/m2) lub lampa haloge-

nowa (1000W, 400-800nm, 

375W/m2). 

Test uszkodzeń wolnego DNA bakte-

riofaga PM2; test elucji DNA na fil-

trze membranowym (komórki nowo-

tworowe jamy nosogardła KB, kera-

tynocyty ludzkie HaCaT, komórki 

czerniaka); test mikrojądrowy (ko-

mórki KB). 

+ [9] 

2. Pirfenidon Symulator światła słonecznego SUN-

TEST CPS+ (lampa ksenonowa 

1500W, 300-800nm, 250W/m2). 

Test uszkodzeń wolnego DNA (pla-

zmid pBR 322). 

 

- [10] 

3. CDRI 97/78 Lampy UVB (290-320nm, 

0,6mW/cm2). 

Test kometowy (keratynocyty ludz-

kie HaCaT). 

+ [11] 

4. Lomefloksacyna 

N-acetylo-

lomefloksacyna 

Ciprofloksacyna 

Reaktor fotochemiczny z lampami 

fosforowymi (310-390nm, 24-

240mJ/cm2). 

Test uszkodzeń wolnego DNA wyizo-

lowanego z grasicy cielęcej. 

+ [12] 

5. Pochodne proflaw-

iny 

Lampa UVA (λmax = 365nm, 

1,05J/cm2). 

Test kometowy (ludzkie komórki 

nowotworowe jajnika A2780). 

- [13] 

6. Ciprofloksacyna 

Lomefloksacyna 

Ofloksacyna 

Lampy UVA (λmax = 366nm, 

12mW/cm2 lub 3,5W/cm2). 

Test uszkodzeń wolnego DNA (pla-

zmid pGEX-T4); test kometowy (ko-

mórki raka szyjki macicy HeLa i raka 

płaskonabłonkowego A431). 

+ [14] 

7. Ofloksacyna Symulator światła słonecznego SUN-

TEST CPS+ (lampa ksenonowa 

1500W, 300-800nm, 75mW/cm2). 

Umu-test na S. typhimurium 

TA1535; test na S. cerevisiae D7; 

test mikrojądrowy (fibroblasty płuc-

ne chomika chińskiego V79). 

+ [15] 

8. Benzofenon-1 Lampy UVA (2.7J/cm2) lub UVB 

(1,08J/cm2). 

Test kometowy; test mikrojądrowy, 

test oceny dimerów cyklobutanu 

pirymidyny (keratynocyty ludzkie 

HaCaT we wszystkich testach) 

+ [16] 

9. Hiperycyna System świetlówek (530-620nm, 

1,46-3,65J/cm2) 

Test Ames’a (S. typhimurium TA97, 

TA98, TA100); test kometowy (lim-

focyty ludzkie); test aberracji 

chromosomowych (komórki raka 

wątroby HepG2). 

+/- [17] 

10. 2-amino- 

3-hydroksy-

pirydyna 

Lampy UVB (290-320nm, 

0,72J/cm2). 

Test kometowy; test mikrojądrowy; 

test oceny powstawania dimerów 

cyklobutanu pirymidyny (keratyno-

cyty ludzkie HaCaT we wszystkich 

testach) 

+ [18] 

11. 

 

Palmitynian retiny-

lu 

Laser helowo-neonowy 

(λmax = 632,8nm, 10J/cm2). 

Test Ames’a (S. typhimurium TA97, 

TA98, TA100, TA102). 

 

- [19] 

12. Chloropromazyna i 

jej metabolity 

Fotoreaktor LZC-4  

(λmax = 350nm). 

Test uszkodzeń wolnego DNA (pla-

zmid pBR 322); test kometowy (fi-

broblasty ludzkie FSK). 

↑ [20] 

13. Ofloksacyna Lampy UVB (λmax = 312nm, 0,6-

0,9mW/cm2). 

Test kometowy; test mikrojądrowy; 

test oceny powstawania dimerów 

cyklobutanu pirymidyny (keratyno-

cyty ludzkie HaCaT we wszystkich 

testach) 

+ [21] 

14. Róż bengalski Lampy UVA (λmax = 365nm, 

3,6J/cm2) i UVB 

(λmax = 312nm, 3,6J/cm2). 

Test kometowy; test mikrojądrowy; 

test oceny powstawania dimerów 

cyklobutanu pirymidyny (komórki 

czerniaka ludzkiego we wszystkich 

testach). 

+ [22] 

15. Wyciągi z Sanionia 

uncinatata 

Lampy UVA (λmax = 365nm, 0,04-

6,5J/cm2). 

Test Ames’a (S. typhimurium TA97, 

TA98, TA100, TA102, TA104). 

- [23] 
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16. N-nitrozoprolina Lampy UVA (4,5W/m2). Test oceny uszkodzeń DNA bakterio-

faga M13mp2 z wykorzystaniem ho-

dowli  

E. coli CSH50. 

+ [24] 

17. Metylparaben Lampy UVB (1,08J/cm2). Test kometowy (keratynocyty ludz-

kie HaCaT); test mikrojądrowy (ke-

ratynocyty ludzkie HaCaT). 

+ [25] 

18. Kwas 5-

aminolewulinowy 

Laser helowo-neonowy 

 (λmax = 633nm, 5J/cm2). 

Test kometowy i mikrojądrowy (ko-

mórki gruczolaka piersi MCF-7, ko-

mórki raka wątroby HepG2). 

+ [26] 

19. Benzofenon-2 Lampy UVA (2,7J/cm2) lub UVB 

(1,08J/cm2). 

Test kometowy; test mikrojądrowy; 

test oceny powstawania dimerów 

cyklobutanu pirymidyny (keratyno-

cyty ludzkie HaCaT we wszystkich 

testach). 

+ [27] 

20. Diklofenak i jego 

metabolity 

Fotoreaktor LZC-4 

(λmax = 350nm). 

Test uszkodzeń wolnego DNA (pla-

zmid pBR 322); test kometowy (fi-

broblasty ludzkie FSK). 

↑ [28] 

21. Dwa rodzaje nano-

cząstek tlenku cyn-

ku 

Komora UVP Chromato-vue C65 UV 

(3 lampy: 245nm, 304nm, 365nm; 

dawki UVA: 7J/cm2 i UVB: 

45mJ/cm2). 

Test kometowy (keratynocyty ludz-

kie HaCaT). 

≠ [29] 

22. Pefloksacyna Lampa UVA (2.2mW/cm2). Test kometowy; test mikrojądrowy; 

test oceny powstawania dimerów 

cyklobutanu pirymidyny (keratyno-

cyty ludzkie HaCaT we wszystkich 

testach). 

+ [30] 

23. Ciprofloksacyna 

Lomefloksacyna 

Fleroksacyna 

Klinafloksacyna 

Symulator światła słonecznego SUN-

TEST CPS+ (lampa ksenonowa 

1500W, 300-800nm, 58mW/cm2). 

Umu-test na S. typhimurium 

TA1535; test mikrojądrowy (fibro-

blasty płucne chomika chińskiego 

V79). 

≠ [31] 

+  – potwierdzono właściwości fotogenotoksyczne substancji badanej;  

+/- – tylko w części testów potwierdzono właściwości fotogenotoksyczne substancji badanej;  

-  – nie odnotowano właściwości fotogenotoksycznych substancji badanej;  

↑ ↓ – zaobserwowano wzrost lub redukcję fotogenotoksyczności metabolitów w stosunku do związku macierzystego; 

≠ – odnotowano istotne różnice w fotogenotoksyczności pomiędzy badanymi wariantami nanocząstek lub mieszanin leków. 

 

liniach komórkowych: HeLa i A431. Ograniczenie ilości tle-

nu w trakcie naświetlania komórek HeLa narażanych na 

leki spowodowało znaczne zmniejszenie ilości oksydacyj-

nych uszkodzeń nici DNA w przypadku lomefloksacyny i 

ofloksacyny. Podobnego efektu nie zaobserwowano po na-

rażeniu na ciprofloksacynę. Wynik ten sugeruje, że reakcje 

utleniania i reaktywne formy tlenu w przypadku niektórych 

fluorochinolonów nie odpowiadają za główne mechanizmy 

ich działania fotogenotoksycznego.  Porównanie wyników 

pomiędzy komórkami raka płaskonabłonkowego a komór-

kami nowotworu szyjki macicy pozwoliło zaobserwować 

znaczne różnice w odpowiedzi na badane leki zarówno w 

warunkach hipoksji, jak i w warunkach normalnych. Zesta-

wienie powyższej obserwacji z wynikami innych testów po-

zwoliło na postawienie hipotezy o możliwości wykorzysta-

nia 6,8-difluorochinolonów w przeciwnowotworowej terapii 

fotodynamicznej. 

Poszukiwanie mechanizmów działania fotogenotoksycz-

nego i fototoksycznego, dzięki zastosowania różnych tech-

nik oceny uszkodzeń DNA w połączeniu z innymi testami, 

zostało również opisane dla benzofenonu-1, różu bengal-

skiego, pirfenidonu, metylparabenu oraz nowego trioksanu 

opatentowanego pod nazwą CDRI 97/78 [10,11,16,22]. 

 

3. Fotogenotoksyczność metabolitów 

Na podstawie przeglądu prac związanych z zagadnie-

niem fotogenotoksyczności in vitro z ostatnich 5 lat można 

również zaobserwować zainteresowanie tematyką wpływu 

światła na toksyczność metabolitów fototoksycznych le-

ków. Palumbo i in. [20] za pomocą testu uszkodzeń wolne-

go DNA oraz testu kometowego na fibroblastach ludzkich 

oznaczali fotogenotoksyczność metabolitów chloroproma-

zyny. Substancja ta należy do leków przeciwpsychotycz-

nych, a ze względu na znaczną fototoksyczność oraz foto-

genotoksyczność w wielu testach do oceny tych właściwo-

ści jest wykorzystywana jako kontrola pozytywna. Porów-

nano fotogenotoksyczne działanie leku i jego trzech meta-

bolitów. Dwa z nich otrzymano w wyniku demetylacji oraz 

didemetylacji atomu azotu bocznego łańcucha aminoalki-

lowego, natomiast metabolit trzeci był sulfotlenkiem sub-

stancji macierzystej. Dla dwóch pierwszych z powyższych 

substancji zaobserwowano znaczący wzrost zdolności 

uszkadzania materiału genetycznego pod wpływem światła 

w porównaniu do chloropromazyny. Podobne wyniki uzy-

skano dla wolnego DNA, jak i dla DNA wchodzącego w skład 

jąder komórkowych fibroblastów. Powyższe obserwacje 

mogą wynikać z faktu, że chociaż demetylacja bocznego 

łańcucha animoalkilowego chloropromazyny nie wpłynęła 

na strukturę głównego chromoforu cząsteczki ani na zmia-

nę jej szlaku fotodegradacji, to spowodowała wydłużenie 

okresów półtrwania stanów wzbudzonych niektórych pro-

duktów pośrednich tego procesu. 

Fotogenotoksyczność metabolitów leków była również 

tematem pracy Garcia-Lainez i in. [28]. Substancjami ba-

danymi w tym projekcie był diklofenak oraz jego dwa me-

tabolity, powstające w wyniku hydroksylacji pierścienia 
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aromatycznego w pozycji 4’ lub 5’. Zaobserwowano znacz-

ny wzrost uszkodzeń DNA w porównaniu do leku macierzy-

stego tylko dla jednego z metabolitów: 5-

hydroksydiklofenaku. Powyższe dane uzupełniono o wyniki 

zmodyfikowanego testu kometowego, według którego oce-

niano zdolność komórek do naprawy uszkodzeń DNA wywo-

łanych ekspozycją na związki badane i światło. Odnotowa-

no, że fotouszkodzenia materiału genetycznego wywołane 

przez 5-hydroksydiklofenak są naprawiane dużo wolniej i 

mniej efektywnie niż wywołane przez lek macierzysty. 

 

4. Związki pochodzenia roślinnego 

Inną grupą związków, których fotogenotoksyczność była 

oznaczana w wybranych pracach naukowych z ostatnich 5 

lat, są substancje pochodzenia roślinnego. Uzasadnieniem 

badań było poszukiwanie właściwości fotoprotekcyjnych, 

antymutagennych oraz antyfotomutagennych tych związ-

ków. Przykładem takiej pracy jest publikacja Fernandes i 

in. [23]. Przedmiotem badań w tym przypadku były różne 

warianty wyciągów uzyskanych z mchu Sanionia uncinata. 

Roślina ta posiada zdolność syntezy fotoprotekcyjnych me-

tabolitów z grupy flawonoidów w wyniku intensywnej eks-

pozycji na światło. W pracy nie odnotowano działania fo-

tomutagennego żadnego z badanych wyciągów. Natomiast 

zaobserwowano znaczny spadek ilości mutacji obserwowa-

nych u S. typhimutium TA104 w teście Ames’a po naraże-

niu na samo promieniowanie UVA, jeśli do pożywki jedno-

cześnie dodawano wodne lub wodno-alkoholowe wyciągi 

roślinne.  

Przykładem pracy, w której zaobserwowano działanie 

antyfotogenotoksyczne, polegające na hamowaniu zdolno-

ści uszkadzanie DNA pod wpływem światła przez związek 

wysoce fotomutagenny, była publikacja Skrzypczak i in. 

[46]. Do oceny fotogenotoksyczności również zastosowano 

w niej krótkoterminowy test bakteryjny. Umu-test, w 

przeciwieństwie do testu Ames’a, nie dostarcza informacji 

tylko o ilości mutacji indukowanych przez dany czynnik, 

ale pozwala oznaczyć skalę różnorodnych uszkodzeń DNA 

za pośrednictwem oceny stopnia aktywacji systemu napra-

wy materiału genetycznego bakterii. W powyższej pracy 

odnotowano zmniejszenie właściwości fotogenotoksycznych 

chloropromazyny przez wyciąg z hodowli in vitro tkanki 

kalusowej Arnebia euchroma. Kolejną pracą poświęconą 

oznaczaniu fotogenotoksyczności substancji pochodzenia 

roślinnego było badanie hiperycyny z Hypericum perfora-

tum [17]. W publikacji zastosowano zestaw trzech różnych 

testów, wykorzystujących bakterie, limfocyty krwi ludzkiej 

oraz hodowle komórkowe in vitro. Pozwoliło to na po-

twierdzenie zdolność hiperycyny do wywoływania pęknięć 

nici DNA pod wpływem światła, przy jednoczesnym nie-

wielkim wpływie tych zmian na zwiększenie ilości obser-

wowanych mutacji i aberracji chromosomowych. 

 

5. Przeciwnowotworowa terapia fotodynamiczna 

Wyróżniającą się grupą badań na przestrzeni lat 2013-

2018, których elementem jest oznaczenie genotoksyczności 

fotochemicznej, są projekty związane z wykorzystaniem 

wybranych związków w przeciwnowotworowej terapii foto-

dynamicznej. Jest to nowoczesna forma leczenia onkolo-

gicznego, pozwalająca na selektywne niszczenie tkanki 

nowotworowej przy jednoczesnym ograniczeniu uszkodzeń 

sąsiednich tkanek prawidłowych. Elementem niezbędnym 

do przeprowadzenia tej formy terapii jest fotouczulacz, 

substancja aktywowana przez światło, której fototoksyczne 

działanie celowane jest w tkankę nowotworową. Dwa po-

zostałe elementy terapii to źródło promieniowania do ak-

tywacji związku skumulowanego w komórkach zmienionych 

chorobowo oraz odpowiedni poziom tlenu w tkance doce-

lowej. Fotosensybilizator może działać w komórce na dwa 

sposoby. Pierwszy z nich to wytworzenie formy rodnikowej 

związku lub jego produktu fotodegradacji, która może ini-

cjować w komórce dalsze wolnorodnikowe reakcje łańcu-

chowe. Drugim mechanizmem działania fotosensybilizatora 

jest przeniesienie zaabsorbowanej energii na cząsteczki 

tlenu obecne w tkance docelowej i wzbudzenie ich do sta-

nu singletowego [47,48]. 

Przykładem publikacji poświęconej poszukiwaniu foto-

sensybilizatorów do terapii fotodynamicznej, w której wy-

korzystano metody oznaczania fotogenotoksyczności in vi-

tro jest praca poświęcona oznaczaniu działania kwasu 5-

aminolewulinowego [26]. Związek ten jest prekursorem 

protoporfiryny IX, wysoce fototoksycznego fotouczulacza, 

często stosowanego w tej formie terapii. Za pomocą testu 

kometowego i mikrojądrowego potwierdzono skuteczność 

substancji badanej w wywoływaniu uszkodzeń nici DNA 

oraz chromosomów komórek gruczolaka piersi MCF-7 oraz 

nowotworowych komórek wątroby HepG2, co może mieć 

pozytywny wpływ na zahamowanie ich proliferacji. Kolejną 

pracą o podobnej tematyce jest publikacja o fotogenotok-

sycznym działaniu dwóch pochodnych proflawiny [13]. W 

pracy tej nie zaobserwowano uszkodzeń DNA w teście ko-

metowym na komórkach raka jajnika linii A2780 po naraże-

niu na promieniowanie i związki testowe. Jednocześnie w 

wielu innych oznaczeniach potwierdzono liczne mechani-

zmy działania fototoksycznego badanych pochodnych pro-

flawiny dla innych linii komórek nowotworowych, co wska-

zuje na ich potencjalne zastosowanie w onkologii. Inną 

pracą, łączącą zastosowanie technik oceny fotogenotok-

syczności z zagadnieniem terapii fotodynamicznej jest pu-

blikacja na temat aktywności palmitynianu retinylu [19]. 

Związek ten jest pochodną witaminy A i może być stoso-

wany w suplementacji pacjentów przed zabiegiem w celu 

zwiększenia skuteczności leczenia. W pracy tej właściwości 

fotomutagenne substancji badanej oceniono za pomocą 

testu Ames’a. We wszystkich wariantach oznaczeń uzyska-

ne wyniki były negatywne, potwierdzające brak indukcji 

mutacji pod wpływem światła. 

 

6. Nanocząstki i substancje pomocnicze 

Przykładami innych zagadnień podejmowanych w pra-

cach badawczych w ostatnich latach, których element sta-

nowiła ocena fotogenotoksyczności, było porównanie wła-

ściwości fototoksycznych nowych form nanocząstek tlenku 

cynku oraz poszukiwanie właściwości fotoprotekcyjnych 

nowych formulacji fotolabilnych leków [15,29]. W projek-

cie Genc’a i in. [29] udowodniono, że różne rodzaje nano-

cząstek tego samego związku chemicznego mogą istotnie 

różnić się między sobą pod względem właściwości fotoge-

notoksycznych. W innej pracy analiza połączeń fotolabil-

nych fluorochinolonów z kwasem p-kumarowym, o właści-

wościach przeciwutleniających i antymutagennych, znacz-

nie zmniejszyła fotogenotoksyczność takiej mieszaniny dla 

jednego z antybiotyków [15].  

Należy wymienić też projekty poświęcone oznaczaniu 

uszkodzeń DNA pod wpływem światła przez substancje ak-

tualnie wykorzystywane w przemyśle kosmetycznym, jak 

benzofenon-1 i benzofenon-2, oraz 2-amino-3-

hydroksypirydyna [16,18,27]. Dwa pierwsze z powyższych 

związków są stosowane jako filtry przeciwsłoneczne, trze-

cia natomiast wchodzi w skład farb do włosów. Za pomocą 
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testu kometowego, mikrojądrowego oraz oceny powstawa-

nia dimerów cyklobutanu pirymidyny na keratynocytach 

ludzkich potwierdzono ich właściwości fotogenotoksyczne. 

Chociaż na podstawie wyników uzyskanych w powyższych 

testach in vitro trudno jest oszacować możliwe ryzyko po-

dobnego działania toksycznego u ludzi, ukazują one, że 

bezpieczeństwo stosowania niektórych kosmetyków powin-

no być dokładnie monitorowane. 

 

7. Metodologia testów do oceny fotogenotoksyczności  

Porównując wybrane prace z ostatnich 5 lat z wcze-

śniejszymi publikacjami, można zaobserwować, że rodzaj 

testów stosowanych do oceny fotogenotoksyczności oraz 

sposób zestawiania ich ze sobą nie uległy zmianie. Przy 

oznaczeniach zdolności związku badanego do uszkadzania 

DNA pod wpływem światła najczęściej wykonywany był pa-

nel różnych, uzupełniających się testów. Uzasadnieniem 

takiego postępowania jest to, że żadna ze znanych dotych-

czas technik oznaczania genotoksyczności fotochemicznej 

in vitro nie jest pozbawiona wad i nie pozwala na ocenę 

wszystkich możliwych skutków działania fotogenotoksycz-

nego danego związku. Wyniki otrzymane różnymi metodami 

wzajemnie się uzupełniają, dając pełniejszy obraz możli-

wego działania toksycznego substancji badanej. Na prze-

strzeni ostatnich 5 lat można znaleźć przykłady publikacji, 

w których wykonywano tylko jeden wybrany rodzaj testu 

do oceny fotogenotoksyczności [10-13,19,23,29]. Jednakże 

nawet w takich przypadkach zwykle równolegle wykonuje 

się również szereg innych oznaczeń mechanizmów fototok-

syczności i fotoreaktywności substancji badanej.  

Zarówno w pracach wcześniejszych, jak i z ostatnich 5 

lat, opisuje się wyniki oceny fotogenotoksyczności na wol-

nym DNA. Ten rodzaj testów pozwala na ocenę interakcji 

między materiałem genetycznym a substancją poddaną 

działaniu światła, z pominięciem wszystkich czynników 

wewnątrzkomórkowych. Jest to jednocześnie zaletą i wadą 

powyższej techniki oznaczeń. Zastosowanie dodatkowych 

enzymów [9] pozwala na precyzyjną identyfikację rodzaju 

uszkodzeń: pęknięć pojedynczej nici DNA, pęknięć po-

dwójnych, czy rodzaju modyfikacji poszczególnych zasad 

azotowych. Natomiast implementacja wolnego DNA po 

ekspozycji do organizmów drożdży lub bakterii pozwala na 

ocenę trwałości danych uszkodzeń DNA w komórce i ich 

wpływ na indukcje mutacji w organizmach potomnych. W 

pracach z ostatnich 5 lat jako materiał badawczy wykorzy-

stywane były najczęściej fragmenty DNA uzyskane z mikro-

organizmów, jak plazmid pBR 322 czy PGX-T4, oraz mate-

riał genetyczny komórek grasicy cielęcej. Przykład imple-

mentacji wolnego DNA bakteriofaga M13mp2 po ekspozycji 

do hodowli E. coli CSH50 również został opisany w jednej z 

publikacji [24]. W metodologii powyższych testów nie wi-

dać znaczących zmian w stosunku do lat wcześniejszych 

[2].  

W wielu pracach po 2012 roku można znaleźć również 

przykłady oceny fotogenotoksyczności za pomocą krótko-

terminowych testów bakteryjnych. Najczęściej stosowany-

mi testami były: test Ames’a oraz umu-test 

[15,17,19,23,31]. W latach wcześniejszych wykorzystywano 

głównie pierwszą z powyższych technik, ponieważ metodo-

logia umu-testu, która pozwalała na uwzględnienie wpływu 

promieniowania na uszkodzenia DNA bakterii w jego kla-

sycznej procedurze została po raz pierwszy opublikowana 

dopiero w 2010 roku [49,50]. W metodologii testów Ames’a 

wykonywanych po 2012 roku nie widać znaczących zmian w 

stosunku do lat wcześniejszych. 

Inną techniką oznaczeń genotoksyczności fotochemicz-

nej często opisywaną w ciągu ostatnich lat jest test kome-

towy na komórkach ssaków. Pozwala on ocenić stopień po-

fragmentowania materiału genetycznego w jądrze komór-

kowym w wyniku ekspozycji na czynniki badane. Zmodyfi-

kowana forma testu, uwzględniająca dodatkowy okres re-

generacji komórek po narażeniu, pozwala ocenić również 

sprawność mechanizmów naprawy DNA [28]. Wadą testu 

kometowego jest brak możliwości oceny wpływu danych 

uszkodzeń DNA na występowanie konkretnych mutacji w 

komórkach potomnych. Porównując linie komórkowe wyko-

rzystywane w tym teście do oznaczania fotogenotoksyczno-

ści przez ostatnie 5 lat z liniami wykorzystywanymi w pra-

cach z lat ubiegłych, można zauważyć niewielkie zmiany 

[2]. Nadal jedną z najczęściej wykorzystywanych linii ko-

mórkowych są keratynocyty ludzkie HaCaT, natomiast ob-

serwuje się zdecydowanie mniej badań na fibroblastach 

płucnych chomika chińskiego V79 oraz częstsze stosowanie 

komórek nowotworowych, ze względu na prace poświęcone 

poszukiwaniu nowych fotosensybilizatorów w onkologicznej 

terapii fotodynamicznej [13,26].  

Testem do oceny fototoksyczności in vitro, stosowanym 

wielokrotnie w pracach przed, jak i po 2012 roku, jest 

również test mikrojądrowy. Umożliwia on ocenę uszkodzeń 

DNA w postaci fragmentacji lub utraty poszczególnych 

chromosomów w komórkach potomnych. Podobnie jak w 

przypadku testu kometowego, na przestrzeni ostatnich 5 

lat można zaobserwować zmiany w najczęściej wybiera-

nych do badań liniach komórkowych. W pracach wcześniej-

szych były to głównie komórki V79 [51,52], natomiast 

ostatnio częściej podobne oznaczenia wykonuje się na ko-

mórkach HaCaT [16,18,21,25].  

Poza powyższymi spostrzeżeniami, w ciągu ostatnich 5 

lat można zaobserwować zdecydowanie mniej przykładów 

zastosowania do oceny fotogenotoksyczności testu aberra-

cji chromosomowych in vitro [2]. Ta technika pozwala na 

zdecydowanie bardziej precyzyjną identyfikację poszcze-

gólnych uszkodzeń chromosomów w komórkach po ekspo-

zycji niż test mikrojądrowy. Wśród omawianych w niniej-

szym artykule publikacji można znaleźć tylko jeden przy-

kład wykorzystania testu oceny aberracji chromosomowych 

na ludzkich komórkach nowotworowych wątroby HepG2 

[17]. 

Inną istotną różnicą w pracach badawczych z ostatnich 

5 lat w porównaniu do wcześniejszych publikacji jest wy-

raźne zmniejszenie ilości badań poświęconych poszukiwa-

niu nowych metod oceny fotogenotoksyczności. Przed ro-

kiem 2012 o tej tematyce było bardzo dużo [52-57], nato-

miast od zniesienia zaleceń Europejskiej Agencji Leków, 

związanych z przedkliniczną oceną fotogenotoksyczności, 

nie ukazała się żadna podobna publikacja.  

 

8. Podsumowanie 

Zmiany zaleceń Europejskiej Agencji Leków z 2012 roku 

wpłynęły znacząco na kierunek badań nad oceną fotogeno-

toksyczności publikowanych w międzynarodowej literatu-

rze naukowej. Zdecydowanie zmniejszyła się intensywność 

poszukiwań nowych technik in vitro do przesiewowej oceny 

tego zjawiska. Natomiast tematyka poruszana w wielu pu-

blikacjach w okresie 2013-2018 to próby identyfikacji me-

chanizmów genotoksyczności fotochemicznej wybranych 

związków, fotogenotoksyczność metabolitów leków, nano-

cząstek, nowych formulacji leków oraz wyciągów roślin-

nych. Istotne są badania dotyczące poszukiwania nowych 

fotosensybilizatorów w terapii fotodynamicznej. Chociaż 
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omówione tu prace ukazują tylko niewielki wycinek 

wszystkich publikacji o tej innowacyjnej formie terapii, 

prezentują możliwość wykorzystania w medycynie pozy-

tywnych aspektów zjawiska fotogenotoksyczności. 

 

9. Wykaz skrótów 

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

A431 human epidermoid carcinoma cell line; komórki 
raka płaskonabłonkowego 

DNA deoxyribonucleic acid; kwas deoksyrybonukle-
inowy 

E. coli Escherichia coli 

FSK human foreskin fibroblasts; linia komórkowa 
fibroblastów ludzkich 

HaCaT human keratinocyte cell line; keratynocyty 
ludzkie 

HeLa human cervical carcinoma cell line; komórki 
ludzkie raka szyjki macicy 

HepG2 human liver cancer cell line; komórki 
nowotworu wątroby 

KB oral carcinoma cell line; komórek raka jamy 
ustnej 

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

S. ce-
revisiae 

Saccharomyces cerevisiae 

S. ty-
phimu-
rium 

Salmonella typhimurium 

UVA promieniowanie o długości fali z zakresu 320-
400nm 

UVB promieniowanie o długości fali z zakresu 290-
320nm 

V79 Chinese hamster lung fibroblasts; fibroblasty 

płucne chomika chińskiego 
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