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STRESZCZENIE

Substancje promieniochronne, inaczej nazywane filtrami UV, sa dodawane do kosmetykow w celu ochrony
skory przed szkodliwym promieniowaniem ultrafioletowym. Wskutek szerokiego stosowanie filtrow sa one w
wielu krajach wykrywane zaréwno w $ciekach, wodach powierzchniowych, jak i tkankach organizméw wod-
nych. Niektére filtry, np. benzofenony, dziataja na uktad dokrewny (dziatanie estrogenne), co zostato po-
twierdzone w wielu testach in vitro oraz in vivo. Celem naszych badan wykonanych w ramach projektu NCN
byta analiza dziatania genotoksycznego wybranych filtrow organicznych UV w krotkoterminowych, skriningo-
wych testach bakteryjnych. W tescie Ames’a wykazano brak dziatania mutagennego i fotomutagennego 12
badanych zwiazkéw. Natomiast kwas metoksycynamonowy i jego ester 2-etyloheksylowy pod wptywem pro-
mieniowania UV dziataty genotoksycznie na bakterie w tescie umu-test z aktywacja metaboliczna s9.

SLOWA KLUCZOWE: dziatanie estrogenne, genotoksyczno$¢, substancje promieniochronne, filtry UV

ABSTRACT

SUNSCREENS AND THE ENVIROMENT

Sunscreens or uv-filters are used in cosmetics and in materials as protection against uv-radiation. The wide-
spread occurrence of sunscreens in aquatic environment has been reported in many countries. The UV-filters
have been detected in influents and effluents of wastewater treatment plants, freshwaters and in tissues of
the aquatic organisms. For some filters, mainly benzophenons, hormonal activity has been documented in vi-
tro and in vivo. The goal of our study was the evaluation of the genotoxicity of selected sunscreens in the
short-term bacterial screening assays. Our results indicated that 12 tested sunscreens were not mutagenic or
photomutagenic in Ames MPF™ assay. However, 2-ethylhexyl-4-methoxycinnamate and methoxycinnamonic
acid irradiated with UVA were genotoxic in umu-test after s9 metabolic activation.

KEYWORDS: estrogenicity, genotoxicity, sunscreens, UV-filters

1. Wprowadzenie Australii - 34, i tu traktowane sa one jako produkty kosme-
tyczne. W USA FDA (Food and Drug Administration) za-
twierdzita 17 zwiazkoéw o dziataniu przeciwstonecznym. W
przeciwienstwie do wyzej wymienionych krajow, w USA
substancje te traktowane sa jako leki dostepne bez recepty
(OTC), a wiec podlegaja bardziej rygorystycznym wymo-
gom dopuszczenia do obrotu (Sambandan i Ratner, 2011).
Zwiazki promieniochronne na podstawie charakteru ich

Nadmierna ekspozycja na promieniowanie stoneczne
niesie ze soba wiele zagrozen. Skutki oddziatywania pro-
mieniowania ultrafioletowego (UV) na organizm ludzki za-
leza od wielu czynnikow, m.in.: dtugosci fali, dawki pro-
mieniowania, czasu narazenia i rodzaju narazonej tkanki.
Promieniowanie UVB (280 - 315 nm), pochtaniane w catosci
przez naskorek, odpowiada za opalenizne, fotostarzenie,

posrednie uszkodzenia DNA, reakcje fotoalergiczne, ale
takze wptywa na procesy immunologiczne. Natomiast UVA
(315 - 400 nm), penetrujace gtebiej skore wtasciwa, odpo-
wiedzialne jest gtownie za powstawanie rumienia i bezpo-
srednie uszkodzenia DNA (Sambandan i Ratner, 2011).

2. Substancje promieniochronne

Do ochrony skory przed dziataniem promieniowania UV
wykorzystywane sg substancje promieniochronne, nazywa-
ne takze filtrami przeciwstonecznymi. Sa to zwiazki che-
miczne dziatajace na zasadzie odbicia, pochtaniania lub
rozpraszania promieni stonecznych (Giokas i in., 2007). W
Unii Europejskiej zgodnie z Rozporzadzeniem Parlamentu
Europejskiego (Nr 1223/2009) do stosowania w kosmety-
kach zarejestrowanych jest 28 aktywnych zwiazkéw pro-
mieniochronnych, w Szwajcarii - 22 (Poiger i in., 2004), w
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wtasciwosci fotoprotekcyjnych przez dtugi czas dzielono na
dwie kategorie, substancje fizyczne i chemiczne. Nazwa
wynikata z faktu, iz pierwsza grupa dziata gtownie wedtug
mechanizmoéw fizycznych (rozproszenie i odbicie promie-
niowania), a aktywnos¢ drugiej opiera sie na chemicznych
zdolnosciach do pochtaniania promieniowania. Jednak bar-
dziej racjonalny jest podziat na filtry nieorganiczne (fi-
zyczne) i organiczne zwiazki promieniochronne (chemicz-
ne), poniewaz substancje nazywane ,filtrami fizycznymi”,
stanowia takze zwiazki chemiczne (Serpone i in., 2007).
Sposrod zarejestrowanych na terenie UE dwudziestu osmiu
filtrow tylko jeden jest zwiazkiem nieorganicznym (ditle-
nek tytanu - TiO;) (Dyrektywa EU, 1976). Wprowadzenie
tlenku cynku (ZnO), dopuszczonego do stosowania w USA,
jest obecnie rozwazane takze w Europie.

Zanim dany zwiazek chemiczny zostanie zaakceptowa-
ny jako filtr promieniochronny, musi przejs¢ szereg badan
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toksykologicznych prawie rownie obszernych i szczegoto-
wych co nowo wprowadzane leki. Substancja jest badana
pod katem toksycznosci ostrej, drazniacego, uczulajacego i
fotouczulajacego wptywu na skore, fototoksycznosci, geno-
toksycznosci, fotogenotoksycznosci, potencjalnego dziata-
nia kancerogennego, a w Stanach Zjednoczonych takze
dziatania fotokancerogennego (Nohynek i Schaefer, 2001).

Idealny filtr UV powinien by¢ przede wszystkim bez-
pieczny, zaréowno dla dzieci, jak i dorostych, termo- i foto-
stabilny, wodoodporny i tatwy w aplikacji (Nohynek i Scha-
efer, 2001). Ponadto, nie powinien penetrowac przez skore
i by¢ transportowany do wnetrza komoérek, gdzie mogtby
wywiera¢ szkodliwy wptyw na DNA. Idealna substancja
promieniochronna musi skutecznie emitowac/rozpraszac
zaabsorbowana energie poprzez procesy fotochemicznie i
fizyczne, wykluczajac przy tym powstawanie reaktywnych
form tlenu (Serpone i in., 2007).

Substancje absorbujace promieniowanie UV sg szeroko
stosowane jako ochrona przed szkodliwym dziataniem ston-
ca w produktach kosmetycznych, takich jak kremy i mlecz-
ka do opalania. Ich zuzycie stale wzrasta, co zwiazane jest
Z rosnaca swiadomoscia ludzi dotyczaca szkodliwosci nad-
miernej ekspozycji na promieniowanie stoneczne, ktdra
moze wywotac ostry (poparzenia, uczulenia) lub chroniczny
efekt toksyczny (nowotwory skory). Filtry UV sa rowniez
stosowane w kosmetykach codziennego uzytku - szmin-
kach, szamponach i kremach, w celu zapewnienia stabilno-
sci i trwatosci produktu, jak rowniez w réznego rodzaju
opakowaniach jako ochrona polimeréw i pigmentéw przed
fotodegradacija.

Dziatanie mineralnych filtrow UV (tlenki tytanu i cynku)
polega na odbijaniu oraz rozpraszaniu promieniowania. Fil-
try organiczne (chemiczne) gtdéwnie absorbuja szkodliwe
promieniowanie. Mozemy je podzieli¢ na filtry promienio-
wania UVA, UVB oraz filtry o szerokim spektrum dziatania
UVAB (Serpone i in., 2007). Filtry organiczne, absorbujac
promieniowanie, moga ulega¢ przemianom fotochemicz-
nym, polegajacym na bezposredniej lub posredniej fotoli-
zie. W wyniku reakcji chemicznych inicjowanych promie-
niowaniem moga powstac niestabilne, wysoce reaktywne
produkty cechujace sie nieraz wieksza toksycznoscig niz
zwiazek macierzysty. Powstate produkty maja czesto cha-
rakter rodnikowy (rodniki nadtlenkowe, hydroksylowe).
Dlatego substancje stosowane jako filtry UV, poza innymi
wtasciwosciami, powinny odznaczac sie wysoka fotostabil-
noscia.

Filtry chemiczne prawie zawsze uzywane sa W miesza-
ninach, gdyz zaden zwiazek pojedynczo zastosowany w ko-
smetyku w dopuszczalnych stezeniach nie zapewnia odpo-
wiedniej ochrony tzn. zabezpieczenia przed promieniowa-
niem UVA i UVB. Z przegladu szwajcarskich kosmetykow
przeciwstonecznych wynika, ze w ponad potowie z nich za-
stosowano trzy najpowszechniejsze zwiazki (Tabela 1): BM-
DBM (butylometoksydibenzoilometan), 4-MBC (3-(4-metylo
benzylideno)kamfora) i OMC (4-metoksycynamonian 2-
etyloheksylu) (Poiger i in., 2004). Wysoka popularnos¢ BM-
DBM wynika z faktu, ze jest to jedyny zarejestrowany filtr
UVA. Jednoczesnie okazato sie, ze cztery filtry: OMC, OC
(oktokrylen), 4-MBC oraz BM-DBM sa dodawane do kosme-
tykow w ilosci powyzej 1%, przez co stanowia najwiekszy
,wagowy” udziat w puli wszystkich stosowanych substancji
promieniochronnych.
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Czesto zdarza sie rowniez, ze filtr chemiczny wystepu-
je w kosmetyku w potaczeniu z filtrami fizycznymi - np.
tlenkiem tytanu lub cynku. Tlenki te nie wchtaniaja sie
przez skore i nie wykazuja bezposredniej toksycznosci dla
organizmu cztowieka, jednakze moga dziata¢ jako kataliza-
tory reakcji fotochemicznych. Wowczas generuja powsta-
nie wolnych rodnikow tlenowych i innych reaktywnych form
tlenu (ROS), ktdre sa cytotoksyczne lub genotoksyczne sa-
me w sobie, a dodatkowo moga wptywac na rozktad filtrow
chemicznych z wytworzeniem toksycznych produktow.

3. Substancje promieniochronne w srodowisku wodnym

Ilos¢ substancji promieniochronnych trafiajacych do
srodowiska jest nieznana. Filtry UV stosowane w kosmety-
kach sa zmywane ze skory do basendw i wod powierzch-
niowych podczas dziatalnosci rekreacyjnej. Porownywalna
ich ilos¢ trafia do sciekow komunalnych po sptukaniu z po-
wierzchni ciata oraz po praniu odziezy i recznikéw (Poiger i
in., 2004). Kosmetyki sa sprzedawane zarowno w sklepach,
jak i w aptekach, ich roczna sprzedaz jest tajemnica han-
dlowa. Na podstawie ankiet wsrod plazowiczow Poiger i in.
(2004) oszacowali, ze do jeziora Zurich w sezonie tury-
stycznym (maj - wrzesien) dostaje sie prawie 1000 kg orga-
nicznych substancji promieniochronnych, czyli w najgor-
szym przypadku ich stezenie w wodzie moze wynosi¢ 300
ng/l. Jednakze analizy chemiczne wykazaty stezenia 2-20
razy nizsze - rzedu kilkudziesieciu ng/l. Rozbieznosci te
wyjasnit Straub (2002) szacujacy ryzyko srodowiskowe dla
jednego z najbardziej popularnych filtrow - OMC. W obli-
czeniach uwzglednit biodegradacje w oczyszczalniach scie-
kow (75% w ciagu 28 dni), 90-procentowa absorbcje OMC
na osadzie czynnym, a takze degradacje abiotyczng (67% w
ciagu 79 dni). Z szacunkow COLIPA (stowarzyszenia repre-
zentujacego europejska branze kosmetyczna) w Szwajcarii
roczna podaz OMC wynosi 20 ton, z czego do Srodowiska
wodnego trafia okoto 10%, czyli 2000 kg. Z tych szacunkow
wynika, ze maksymalne przewidywane stezenie Srodowi-
skowe (PEC - predicted environmental concentration) OMC
wynosi 70-80 ng/L.

OMC, BP-3, BP-4, OC oraz 4-MBC oznaczane byty w su-
rowych sciekach komunalnych w stezeniach 1,5 - 19 pg/l,
zas$ w sciekach oczyszczonych - 0,01 - 2,7 pg/l. Pojedyncze
analizy wykazaty obecnos¢ filtrow UV (BP-4 i 4-MBC) w wo-
dach powierzchniowych w Szwajcarii i Korei Potudniowej
nawet do kilkuset ng/l (Fent i in., 2010). Wykryto takze
obecnos¢ substancji promieniochronnych w tkankach orga-
nizmoéw zyjacych w rzece Glatt w Szwajcarii: kietzy Gam-
marus sp., matzy Dreissena polymorpha, ryb: Barbus bar-
bus, Leuciscus cephalus i Salmo trutta oraz kormorandw
(Phalocrocorax sp.). Najwyzsze poziomy osiagnat lipofilny
OMC (Fent i in., 2010). Autorzy odnotowali biokumulacje
zwiazku w tkankach zwierzat ze wszystkich poziomoéw tro-
ficznych, wspotczynnik BCF (bioconcentration factor) wy-
niost srednio 762. Nie stwierdzono natomiast biomagnifika-
cji zwiazkow w tancuchu troficznym; od bezkregowcow,
przez ryby do kormorandw.

Jeon i in. (2006) w jeziorach i rzekach Korei Potudnio-
wej oznaczyli benzofenony i ich metabolity w stezeniach
47-87 ng/l. Znacznie wieksze poziomy tych zwiazkéw - az
do kilku pg/kg wykryto w osadach dennych jezior. Li i in.
(2007) badali obecnos¢ podstawowych substancji promie-
niochronnych w zlokalizowanej w potnocnych Chinach sta-
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Tabela 1. Wzory strukturalne wybranych substancji promieniochronnych.

Zwiazek promieniochronny

Wzor strukturalny

oMmC
4-metoksycynamonian 2-etyloheksylu
CAS No 5466-77-3

|
X o) CH
C\

ODP
4-(dimetyloamino)benzoesan
2-etyloheksylu

CAS No 21245-02-3

CH,

4-MBC
3-(4-metylobenzylideno)kamfora
CAS No 36861-47-9

ocC
Oktokrylen
CAS No 6197-30-4

CH3

BP-3
2-hydroksy-4-metoksybenzofenon
CAS No 131-57-7

BP-1
2,4-dihydroksybenzofenon
CAS No 131-56-6

Weages
%
“
sacl

BM-DBM
Awobenzon
CAS No 70356-09-1

M“3

cji uzdatniania sciekow oczyszczonych, przeznaczonych do
zastosowan gospodarczych. Zaobserwowali duza zmiennos¢
sezonowa stezen, poziomy BP3, 4-MBC, OMC oraz OC byty 2
- 5-krotnie wyzsze latem niz zima. Oznaczane zwiazki byty
usuwane w toku oczyszczania $ciekow srednio w 30-40 pro-
centach. Najwigksze znaczenie miat proces ozonowania,
nastepnie koagulacja i mikrofiltracja.

4. Przemiany substancji promieniochronnych w $rodowi-
sku wodnym

Filtry organiczne musza oddac energie pochtonieta w wyni-
ku absorpcji promieniowania UV. Reakcje moga byc¢ niede-
strukcyjne dla czasteczki: fluorescencja, fosforescencja,
odwracalna izomeryzacja, badz destrukcyjne: fragmenta-
cja, generowanie rodnikdw i trwata izomeryzacja (Damiani
i in., 2007). Przemiany destrukcyjne skutkuja ostabieniem
dziatania fotoprotekcyjnego zwiazku. OMC ulega izomery-
zacji cis-trans. Powstajacy izomer trans ma to samo spek-
trum absorpcji, ale mniejszy wspotczynnik absorbcji, stad

jego dziatanie protekcyjne jest mniejsze. Z uwagi na po-
wstajace szkodliwe fotoprodukty, ODP jest wycofywany z
uzytku i zastepowany nowymi, bardziej stabilnymi zwiaz-
kami (Damiani i in., 2007). BM-DBM - najpowszechniej sto-
sowany filtr UVA, szybko ulega rozpadowi pod wptywem
tego promieniowania. Nastepuje izomeryzacja keto-
enolowa (Ryc. 1), w wyniku ktérej moga powstac rodniki,
co zostato potwierdzone przez analize peroksydacji lipo-
somow (Damiani i in., 2007). W obecnosci BM-DBM nastapit
3-krotny wzrost ilosci produktéow rozktadu liposomow,
swiadczacy o obecnosci ROS (Reactive oxygen species) w
roztworze. Stosowanie w kosmetykach niewtasciwych mie-
szanin filtrow UVA i UVB moze wptynac na fotorozktad kaz-
dego ze sktadnikow mieszaniny, na przyktad wolne rodniki
powstajace w czasie fotolizy BM-DBM znacznie przyspiesza-
ja rozktad OMC (Diaz-Cruz i in., 2008).
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Ryc. 1. Izomeria keto-enolowa BM-DBM (Cantrell i McGarvey, 2001).

Niektore filtry organiczne podlegaja fotodegradacji w
procesie bezposredniej fotolizy badz w wyniku reakcji z
chlorem lub jego zwiazkami. Chlor, podchloryny oraz ditle-
nek chloru sa uzywane do dezynfekcji wody w basenach
kapielowych, a takze Sciekéw w oczyszczalniach (Diaz-Cruz
i in., 2008). W obu przypadkach zwiazki chloru moga
wchodzi¢ w interakcje z substancjami promieniochronny-
mi. Negreira i in. (2008) zaobserwowali, ze jedynie salicy-
lan 2-etyloheksylu (OS) byt odporny na dziatanie wolnego
chloru, zas ODP oraz BP-3 ulegaty licznym przemianom. W
przypadku ODP powstawaty gtownie monochloropochodne,
natomiast BP-3 ulegat nie tylko reakcji chlorowania do mo-
no i dichloropochodnych, ale réwniez rozktadowi do bar-
dziej stabilnych pochodnych metoksyfenolowych. Sladowe
ilosci bromkow obecnych w wodzie (np. wodociagowej)
znacznie przyspieszaty te przemiany. Z kolei Nakajima i in.
(2009) zidentyfikowali mono i dichloropochodne zaréwno
ODP, jak i produktow jego demetylacji: p-metyloamino-
benzoesanu 2-etyloheksylu oraz p-aminobenzoesanu 2-
etyloheksylu.

Produkty powstajace w czasie takiej fotodegradacji
moga odznaczac sie zwiekszong toksycznoscia. Przyktado-
wo fotodegradacja OMC, substancji wchodzacej w sktad
wiekszosci dostepnych w handlu kreméw do opalania, pro-
wadzi do podwyzszenia toksycznosci w tescie na komor-
kach mysich (Butt i Christensen, 2000).

5. Toksycznos¢ ostra dla organizméw wodnych

W Zaktadzie Badania Srodowiska WUM badano wptyw
wybranych substancji promieniochronnych na organizmy
wodne: bakterie Vibrio fischeri (test Microtox®), pierwot-
niaki Spirostomum ambiguum (test Spirotox), wrotki Bra-
chionus calyciflorus (test Rotoxkit F™) i skorupiaki Tha-
mnocephalus platyurus (test Thamnotoxkit F™). Na 17 ba-
danych zwiazkow jedynie 7 wywotywato ostre efekty tok-
syczne w stezeniach ponizej 10 mg/l (Szczesny i in., 2010).
Najsilniejsze dziatanie wywierat OMC, dla ktérego wartosci
EC50 w testach Microtox®, Thamnotoxkit F™ i Rotoxkit F™
wyniosty kolejno: 0,38 mg/l (Nowacka, 2011), 0,66 mg/l i
0,71 mg/l (Zaganczyk, 2011). Trzykrotnie mniej toksyczny
byt ODP. Zaobserwowano silny wptyw detergentu SDS (siar-
czan dodecylosodowy) na toksycznosc filtrow UV dla wrot-
kow (Szczesny, 2012). W obecnosci detergentu wartosci
EC50 zmalaty 6 (ODP) i 7-krotnie (OMC) do stezen 0,14
mg/l (ODP) i 0,10 mg/l (OMC).

6. Dziatanie estrogenne

Schlumpf i in. (2001) zbadali wtasciwosci estrogenne 6
filtrow UV stosujac testy in vitro na komdrkach ludzkich
raka piersi MCF-7 oraz in vivo na szczurach Long-Evans w
tescie uterotropowym. Wszystkie badane filtry z wyjatkiem
BM-DBM wykazaty dawkozalezne dziatanie estrogenne in
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vitro w zakresie stezen 0,1-10 pM. Najsilniejszy efekt za-
obserwowano w przypadku BP-3. Aktywnos¢ hormonalna
badanych filtrow byta porownywalna z aktywnoscia zwiaz-
kow chemicznych klasyfikowanych jako estrogenne zanie-
czyszczenia Srodowiskowe: bisfenolu A, metoksychloru,
nonylfenylu i o,p"-DDT. Trzy zwiazki: 4-MBC, OMC i BP-3
podane doustnie szczurom wywotaty dawkozalezny wzrost
masy macicy (uterus), co wskazuje na dziatanie estrogenne
probek. Najsilniejszy efekt in vivo obserwowano dla 4-MBC,
natomiast BP-3 wykazat jedynie staba aktywnos¢. Autorzy
zasugerowali, ze to nie BP-3, lecz jego gtowny metabolit
2,4-dihydroksybenzofenon (BP-1), wykazuje powinowactwo
do receptora estrogenowego i odpowiada za jego aktywa-
cje. Nalezy przy tym pamietac, ze 4-MBC, BP-3 i OMC moga
ulegac¢ bioakumulacji, co zwieksza zagrozenie dla organi-
zZmow wyzszych.

Morohoshi i in. (2005) do badan sktadnikow kosmetykow
zastosowali dwa testy oceny aktywnosci estrogennej. Test
ER-ELISA okresla zdolnos¢ wiazania badanej substancji z
ludzkim receptorem estrogenowym o (hERa). Drugi test,
wykrywajacy aktywnos¢ zaroéwno agonistyczna, jak i anta-
gonistyczna, wykorzystuje rekombinowane drozdze Saccha-
romyces cerevisiae, w ktorych hERa jest zwiazany z genem
3-galaktozydazy. Oba testy wykonywano bez oraz z akty-
wacja metaboliczna frakcja s9 z watroby szczura. Reakcje
pozytywna w tescie ER-ELISA zaobserwowano dla 5 z 7 ba-
danych benzofenonoéw, przy czym aktywnos¢ BP-1 i BP-2
byta wyzsza niz bisfenolu-A. Benzofenony 1 i 2 okazaty sie
agonistami hERa o podobnej aktywnosci jak bisfenol-A,
przy czym silniejsze dziatanie wykazywaty per se, czyli bez
dodatku frakcji s9. Z kolei BP-3 wykazat dziatanie zaréwno
agonistyczne, jak i antagonistyczne jedynie w badaniach z
aktywacja metaboliczng. Enzymy watrobowe prawdopo-
dobnie hydrolizuja BP-3, co prowadzi do powstawania
BP-1. Badacze zasugerowali, ze do dziatania estrogennego
niezbedna jest grupa hydroksylowa w pozycji 4, obecnos¢
drugiej grupy -OH w pozycji 2 zwigksza aktywnosc, zas do-
datkowa grupa -OH w pozycji 4’ obniza ta aktywnos¢. W
przeciwienstwie do badan Schlumpf i in. (2001) 4-MBC oraz
OMC nie wykazaty zadnej aktywnosci, jednakze Morohoshi i
in. (2005) zastosowali znacznie nizsze stezenia badanych
zwiazkow.

Kunz i in. (2006) badali aktywnos¢ estrogenna 23 fil-
trow UV stosujac dwa szczepy zmodyfikowanych genetycz-
nie drozdzy zawierajacych receptor estrogenny pochodza-
cy: z ryb (pstraga teczowego) - rtERa oraz ludzi - hERa. Az
10 z 23 filtrow wykazato aktywnosc estrogenna. Najsilniej-
szym dziataniem charakteryzowaty sie benzofenony BP-1,
BP-2 oraz 4-DHB, mniejszym - 3-benzylideno kamfora (3-
BC), salicylan 2-etyloheksylu (OS), BP-3 i BP-4. W przypad-
ku 4-MBC i OMC nie zanotowano reakcji testowych. W
przeciwienstwie do Morohoshi i in. (2005) testow nie wyko-
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nywano w obecnosci frakcji s9, dlatego BP-3 miat duzo niz-
sza aktywnos¢, gdyz nie zostat zmetabolizowany przez
drozdze do bardziej aktywnych pochodnych. Rybi receptor
rtERa posiada 62 razy nizsze powinowactwo niz ludzki -
hERa do 17B-estradiolu (E2) stosowanego jako kontrola po-
zytywna. Natomiast filtry UV wiazaty sie w rownym stopniu
z receptorami ludzkimi i rybimi.

W drugiej czesci pracy Kunz i in. (2006) badali aktyw-
nos¢ estrogenna filtrow in vivo poprzez pomiar witelloge-
niny (VTG) u ryb Pimephales promelas. VTG jest glikopro-
teina, prekursorem biatek zottka wytwarzang u wielu ga-
tunkow bezkregowcow i kregowcow po aktywacji przez es-
trogeny i substancje majace dziatanie estrogenne. Pod
wptywem nanogramowych stezen E2 zaobserwowano 8000-
krotny wzrost poziomu VTG u badanych ryb. Podobny po-
ziom indukcji VTG odnotowano pod wptywem 3-BC (w ste-
zeniu 0,43-0,95 mg/l), BP-1 (4,9 mg/l) oraz BP-2 (8,8
mg/l). Autorzy zauwazyli rowniez, ze 3 z 5 filtrow wykazu-
jacych aktywnos¢ in vitro, nie dziataty in vivo.

Stezenia substancji promieniochronnych wywotujace
dziatanie estrogenne w przedstawionych badaniach sa
znacznie wyzsze niz odnotowywane poziomy Srodowiskowe.
Wydaje sie, iz w zwiazku z tym substancje te nie powinny
stwarza¢ zadnego zagrozenia dla organizmow wodnych.
Jednakze, substancje majace wptyw na uktad hormonalny
sg najczesciej lipofilne, co moze doprowadzi¢ do kumula-
cji, zwtaszcza u organizmoéw dtugozyjacych. Dodatkowo,
substancje te dziataja zwykle synergistycznie z innymi sub-
stancjami rozprzegajacymi uktad dokrewny (EDC - endocri-
ne disrupting compounds) obecnymi w s$rodowisku. Stad
dziatania estrogennego filtrow UV nie nalezy lekcewazyc.

7. Badania witasne: Ocena genotoksycznosci i fotogeno-
toksycznosci substancji promieniochronnych

W pismiennictwie niewiele jest danych na temat wta-
sciwosci genotoksycznych organicznych substancji promie-
niochronnych. Nakajima i in. (2009) ustalili, ze czyste filtry
organiczne byty niemutagenne w tescie Ames’a. Natomiast
reakcja z wolnym chlorem prowadzita do powstania pro-
duktow mutagennych. W przypadku OMC liczba rewertan-
tow wzrosta kilkukrotnie. Natomiast ODP przeksztatcit sie
w zwiazki toksyczne dla bakterii. W obu przypadkach po-
wstate zwiazki byty nietrwate, po 6 godzinach kontaktu z
chlorem obserwowano zanik reakcji testowych.

W projekcie MNiSW / NCN przy uzyciu krotkotermino-
wych testow bakteryjnych umu-test i testu Ames’a ocenio-
no genotoksycznos¢ wybranych 12 organicznych substancji
promieniochronnych nalezacych do réznych grup chemicz-
nych.

7.1. Metody
7.1.1. Badane zwiazki

MCA - kwas 4-metoksycynamonowy, OMC - 4-metoksy
cynamonian 2-etyloheksylu, EtPABA - 4-aninobenzoesan
etylu, ODP - 4-dimetyloamino benzoesan 2-etyloheksylu,
OS - salicylan 2-etyloheksylu, OC - oktokrylen, 4-MBC - 4-
metylobenzylidenokamfora, BP1 - 2,4-dihydroksybenzofe-
non, BP2 - bis(2,4-dihydroksy) benzofenon, BP3 - 2-
hydroksy-4-metoksybenzofenon, BP4 - kwas 2-hydroksy-4-
metoksybenzofenono-5-sulfonowy, DHB - 4,4’-dihydroksy-
benzofenon. Wszystkie zwiazki zakupiono w Sigma-Aldrich.

36

7.1.2. Umu-test

Umu-test wykorzystuje szczep bakterii Salmonella ty-
phimurium TA1535/pSK1002. Szczep ten posiada plazmid
pSK1002, ktory zawiera fuzje genu umuC (jeden z gendw
bakteryjnego systemu SOS naprawy DNA) i genu lacZ (genu
strukturalnego dla B-galaktozydazy). Ponadto, w celu
uwrazliwienia na genotoksyny, szczep testowy zawiera do-
datkowe modyfikacje genetyczne: mutacje rfa zwiekszaja-
ca przepuszczalnos¢ btony lipo polisacharydowej, co uta-
twia genotoksynom penetracje do srodka komorki bakte-
ryjnej oraz delecje regionu uvrB skutkujaca utrata mozli-
wosci naprawy genomu poprzez wycinanie zle sparowanych
zasad. Oryginalny szczep testowy Salmonella typhimurium
TA1535 uzywany w niniejszej pracy zostat zakupiony w
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH. Test wykonywano w 96-dotkowych mikroptytkach
wg schematu zamieszczonego na Ryc. 2a.

Bakterie nie posiadaja enzyméw metabolizujacych kse-
nobiotyki takich jak organizmy wyzsze. Dlatego w celu wy-
krycia genotoksyn, ktore do ujawnienia swojej aktywnosci
wymagaja aktywacji metabolicznej, w testach bakteryj-
nych stosuje sie dodatek watrobowej frakcji s9 pozyskanej
z indukowanych watrdb gryzoni. Frakcje s9 uzywana w ni-
niejszej pracy wyizolowano z watrdb szczuréw, samcow
szczepu Sprague - Dawley. Enzymy watrobowe indukowano
roztworem Aroclor 1254. Genotoksycznos¢ w tym tescie
objawia sie wzrostem aktywnosci B-galaktozydazy. Jej
miara jest wspotczynnik IR obliczany ze wzoru:

IR=Ur/ Uy

gdzie:
Ur - aktywnosc¢ B-galaktozydazy dla probki badanej
Uy - aktywnos¢ B-galaktozydazy dla kontroli negatywnej

Wartos¢ IR>1,5 wskazuje na to, ze probka ma dziatanie
genotoksyczne. Miarg toksycznosci w tym tescie jest zaha-
mowanie wzrostu bakterii (wspotczynnik G) obliczany ze
wzoru:

G = (Asoor - Asoos) / (Acoon - Asoos)

gdzie:

Acoor - absorbancja badanej probki przy dtugosci fali 600
nm

Agoon - absorbancja (wartos¢ srednia) kontroli negatywnej
przy dtugosci fali 600 nm

Asoos - absorbancja (warto$¢ srednia) Slepej proby przy
dtugosci fali 600 nm

7.1.3. Test Ames’a

Test Ames’a wykonano w wersji mikroptytkowej (Ryc.
1b) z zastosowaniem szesciu szczepow bakteryjnych wy-
krywajacych rdézne rodzaje uszkodzen materiatu genetycz-
nego: 4 szczepy bakterii Salmonella typhimurium: TA98,
TA100, TA1535, TA1537 i 2 szczepy Escherichia coli: wp2
[PKM101] i wp2 uvrA. Szczepy TA100, TA1535 oraz obydwa
szczepy E.coli wykrywaja mutacje substytucji par zasad,
natomiast TA98 i TA1537 wykrywaja mutacje zmiany ramki
odczytu. Szczepy uzyte w tescie sa szczepami rekomendo-
wanymi przez wytyczna OECD 471. Wykorzystano komer-
cyjna wersje tego testu - ,,Ames MPF™ Penta |” zakupiona
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w firmie Xenometrix (Szwajcaria). Oznaczenia wykonano
zaréwno z dodatkiem frakcji s9 jak i bez niej. Ponad dwu-
krotny wzrost liczby kolonii z mutacja powrotna (liczby
dotkow ze zmieniona barwa) po ekspozycji na badany zwia-
zek chemiczny w poréownaniu z tzw. wartoscia bazowa
oznacza mutagenne dziatanie tego zwiazku w tescie Ames
MPF™ Penta.
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Ryc. 2. Mikroptytki w testach: a) umu-test, b) Ames MPF™ Pen-
tal.

7.1.4. Inkubacja badanych prébek z bakteriami testo-
wymi

Ocene genotoksycznosci i toksycznosci prowadzono
zgodnie z procedura standardowa testow inkubujac roztwo-
ry badanych prdobek z bakteriami w ciemnosci. Natomiast
ocene fotogenotoksycznosci i fototoksycznosci przeprowa-
dzono stosujac zmodyfikowang procedure testow (Skrzyp-

czak i in., 2010). Mikroptytki testowe zawierajace badane
probki razem z bakteriami naswietlano lampami UVA (365
nm) i UVB (302 nm) przez 120 min (umu-test) oraz 90 min
(test Ames’a).

7.2. Wyniki

W tescie Ames’a zaden z badanych zwiazkéw promie-
niochronnych nie spowodowat mutacji powrotnych w zad-
nym z zastosowanych szczepow testowych bez wzgledu na
warunki przeprowadzenia doswiadczen (ciemnos$¢/UV,
+s9/-59). Swiadczy to o braku aktywnosci mutagennej oraz
fotomutagennej tych zwiazkéow w stosunku do szczepow
testowych w tescie Ames MPF™ Penta, niezaleznie od
obecnosci lub braku frakcji s9.

W umu-tescie zaden z omawianych zwiazkow nie wyka-
zat potencjatu genotoksycznego w ciemnosci, niezaleznie
od obecnosci lub braku w mieszaninie inkubacyjnej frakcji
s9. Aktywnos¢ B-galaktozdazy pozostawata na statym po-
ziomie, a wartos¢ wspotczynnika indukcji IR nie przekro-
czyta wartosci granicznej - 1,5. Wtasciwosci fotogenotok-
syczne zostaty stwierdzone dla kwasu metoksycynamono-
wego (MCA) i jego pochodnej 2-etyloheksylowej (OMC), ale
tylko w warunkach naswietlania promieniowaniem UVA i
zastosowania aktywacji metabolicznej. Promieniowanie
UVB nie miato wptywu na aktywnos¢ badanych zwiazkow.
OMC wykazat silniejszy potencjat fotogenotoksyczny niz
MCA. Wraz ze wzrostem stezenia OMC rosta zaroéwno ak-
tywnos¢ B-galaktozydazy jak i wartos¢ wspotczynnika in-
dukcji (Ryc. 2). Minimalne stezenie fotogenotoksyczne,
czyli stezenie, przy ktéorym IR=1,5 zostato wyliczone na
podstawie wykresu regresji liniowej na poziomie 7,52
mg/l. MCA wykazywat znacznie stabsze wtasciwosci fotoge-
notoksyczne w tych samych warunkach. Graniczna wartos¢
wspotczynnika indukcji zostata przekroczona tylko dla naj-
wyzszego badanego stezenia MCA=30 mg/l (IR=1,59). Mini-
malne stezenie genotoksyczne dla MCA byto czterokrotnie
wyzsze niz w przypadku OMC. Do ujawnienia wtasnosci fo-
togenotoksycznych zaréowno OMC jak i MCA niezbedna byta
aktywacja metaboliczna. W oznaczeniach bez dodatku
frakcji wartos¢ wspoétczynnika indukcji pozostawata na sta-
tym poziomie bez wzgledu na stezenie badanych zwiazkow.
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Ryc. 3. Zalezno$¢ wspotczynnika indukcji (IR) od stezenia MCA i OMC. Oznaczenie w umu-tescie z aktywacja metaboliczng s9 i na-

Swietlaniem UVA.
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8. Podsumowanie

Substancje promieniochronne zaréwno w srodowisku
jak i po ich aplikacji na skore cztowieka moga ulegac
przemianom pod wptywem promieniowania UV. Wyniki ba-
dan wtasnych wskazuja, ze sposrod 12 analizowanych
zwiazkow promieniochronnych, jedynie w dwoch przypad-
kach przemiany te moga prowadzi¢ do powstania zwigzkow
o dziataniu genotoksycznym. W dalszej czesci projektu
planowane jest przebadanie wptywu filtrow nieorganicz-
nych na fotorozktad filtrow organicznych. Zaréwno w for-
mulacjach kosmetycznych, jak i w Srodowisku naturalnym
filtry UV zawsze wystepuja w mieszankach i w otoczeniu
innych zwiazkéw, ktére moga powaznie wptywac na ich
stabilnos¢ oraz inicjowac ich fotodegradacje. Przyktadem
jest chociazby ditlenek tytanu, ktory oprocz wtasciwosci
odbijajacych i rozpraszajacych promieniowanie UV jest fo-
tokatalizatorem uzywanym w przemysle. Dodatkowo filtry
UV jako zanieczyszczenie ekosystemow wodnych sg nara-
zone na promieniowanie przez duzo dtuzszy czas niz ma to
miejsce w doswiadczeniach modelowych, w ktoérych istotny
jest tylko czas ich pozostawania na skorze cztowieka.
Przemiany inicjowane swiattem stonecznym prowadza bar-
dzo czesto do powstania produktow o zwiekszonej toksycz-
nosci i genotoksycznosci w poréwnaniu do zwiazku macie-
rzystego. Narazenie cztowieka na te zwiazki ma miejsce
zarowno w momencie celowej aplikacji kosmetyku na sko-
re, jak i poprzez zanieczyszczone elementy Srodowiska.
Dlatego istotne jest badanie i identyfikacja, obok substan-
cji macierzystych, takze produktow fotodegradacji filtrow
UV oraz analiza mieszanin, a nie tylko pojedynczych sub-
stancji.

9. Wykaz skrétéw i oznaczen

4-DHB - 4,4’-dihydroksybeznofenon
4-MBC - 4-metylobenzylideno kamfora
BM-DBM- butylo metoksydibenzoilometan

BP-1 - 2,4-dihydroksybenzofenon

BP-2 - bis(2,4-dihydroksy)benzofenon

BP-3 - 2-hydroksy-4-metoksybenzofenon

BP-4 - kwas 2-hydroksy-4-metoksybenzofenono-5-sulfonowy

EDC - substancje rozprzegajace system dokrewny (endo-
crine disrupting compounds)

IR - wspotczynnik indukcji w tescie umu-test (induction
ratio)

MCA - kwas metoksycynamonowy

ocC - oktokrylen

ODP - dimetyloamino benzoesan 2-etyloheksylu

OMC - metoksycynamonian 2-etyloheksylu
0S - salicylan 2-etyloheksylu
OTC - leki sprzedawane bez recepty (over the counter dru-

gs)

PEC - przewidywane stezenie srodowiskowe (predicted
environ. concentration)
ROS - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species)

Badania wtasne byty finansowane ze srodkow MNiSW / NCN,
grant nr N N405 422739.

38

10. Bibliografia

1. Butt S.T., Christensen T. (2000). Toxicity and phototoxicity of
chemical sun filters. Radiat Protect Dosim 91: 283-286.

2. Cantrell A., McGarvey D.J. (2001). Photochemical studies of 4-tert-
butyl-4’-methoxy dibenzoylmethane (BM-DBM). J Photochem Pho-
tobiol B: Biology 64:117 -122.

3. Damiani E., Baschong W., Greci L. (2007). UV-Filter combinations
under UV-A exposure: Concomitant quantification of over-all spec-
tra stability and molecular integrity. J Photochem Photobiol B: Bi-
ology 87:95-104.

4. Diaz-Cruz M.S., Llorca M. and Barcelo D. (2008). Organic UV filters
and their photodegradates, metabolites and disinfection by-
products in the aquatic environment. Trends Anal Chem 27:873-
887.

5. Dyrektywa EU (1976). EU (Cosmetics Directive 76/768/EEC, 2006),
Council Directive 76/768/EEC of July 27, 1976 on the approxima-
tion of the laws of the member states relating to cosmetic products
and its successive amendments, basic act 31976L0768, Off. J. Eur.
Commun. L 262 (27.9.1976) p. 169, http://eur-lex.europa.eu/
LexUriServ/site/en/consleg/1976/L/01976L0768-20060809-en.pdf
(dostep 01.2008).

6. Fent K., Zenker A., Rapp M. (2010). Widespread occurrence of es-
trogenic UV-filters in aquatic ecosystems in Switzerland. Environ
Pollut 158:1817-1824.

7. Giokas D.L., Salvador A., Chisvert A. (2007). UV filters: From sun-
screens to human body and the environment. Trends Anal Chem
26:360-374.

8. Jeon H.K., Chung Y., Ryu J.C. (2006). Simultaneous determination
of benzophenone-type UV filters in water and soil by gas chromato-
graphy-mass spectrometry. J Chromatogr A 113:192-202.

9. Kunz P.Y., Galicia H., Fent K. (2006). Comparison of in vitro and in
vivo estrogenic activity of UV filters in fish. Toxicol Sci 90:349-361.

10. Li W., MaY., Guo C., Hu W., Liu K., Wang Y., Zhu T. (2007). Occur-
rence and behavior of four of the most used sunscreen UV filters in
a wastewater reclamation plant. Water Res 41:3506-3512.

11. Morohoshi K., Yamamoto H., Kamata R., Shiraishi F., Koda T., Mori-
ta M. (2005). Estrogenic activity of 37 components of commercial
sunscreen lotions evaluated by in vitro assays. Toxicol in Vitro 19:
457-469.

12. Nakajima M., Kawakami T., Niino T., Takahashi Y., Onodera S.
(2009). Aquatic fate of sunscreen agents octyl-4-methoxycinnamate
and octyl-4-dimethylaminobenzoate in model swimming pools and
the mutagenic assays of their chlorination byproducts. J Health Sci
55:363-372.

13. Negreira N., Canosa P., Rodriguez I., Ramil M., Rubi E., Cela R.
(2008). Study of some UV filters stability in chlorinated water and
identification of halogenated by-products by gas chromatography-
mass spektrometry. J Chromatogr A 1178:206-14.

14. Nohynek G.J., Schaefer H. (2001). Benefit and risk of organic ultra-
violet filters. Regul Toxicol Pharmacol 33:285-299.

15. Nowacka P. (2011). Ocena wptywu detergentu SDS na toksycznosc¢
wybranych zwiazkow promieniochronnych za pomoca testow Spiro-
tox i Microtox. Praca dyplomowa, Zaktad Badania Srodowiska WUM.

16. Poiger T., Buser H.R., Balmer M.E., Per-Anders B., Miller M.D.
(2004). Occurrence of UV filter compounds from sunscreens in sur-
face waters: regional mass balance in two Swiss lakes. Chemos-
phere 55:951-963.

17. Sambandan D.R., Ratner D. (2011). Sunscreens: An overview and
update. J Am Acad Dermatol 64:748-758.

18. Schlumpf M., Cotton B., Conscience M., Haller V., Steinmann B.
and Lichtensteiger W. (2001). In vitro and in vivo estrogenicity of
UV screens. Environ Health Perspect 109:239-244.

19. Serpone N., Dondi D. and Albini A. (2007). Inorganic and organic UV
filters: Their role and efficacy in sunscreens and suncare products.
Inorg Chim Acta 360:794-802.

20. Skrzypczak A., Bonistawska A., Natecz-Jawecki G., Kobylinska J.,
Koszyk I., Demkowicz-Dobrzanski K., Sawicki J. (2010). Short-term
bacterial tests as a convenient metod for screening assessment of



21.

22.

G. Natecz-Jawecki et al./Biul. Wydz. Farm. WUM, 2012, 5, 32-39

photogenotoxic properties of pharmaceuticals. Fresenius Environ
Bull 19:147-153.

Straub J. 0. (2002). Concentrations of the UV filter ethylhexyl me-
thoxycinnamate in the aquatic compartment: a comparison of
modelled concentrations for Swiss surface waters with empirical
monitoring data. Toxicol Lett 131:29-37.

Szczesny L. (2012). Ocena toksycznosci substancji promieniochron-
nych z wykorzystaniem testow na Brachionus calyciflorus (wrotki).
Rozprawa doktorska, Zaktad Badania §rodowiska, WUM.

39

23.

24.

25.

Szczesny t., Natecz-Jawecki G., Sawicki J. (2010) The toxicity of
selected sunscreens to Brachionus calyciflorus. Fresen. Environ.
Bullet. 19: 2277-2281

Zaganczyk A.N. (2011). Ocena toksycznosci zwiazkdéw promienio-
chronnych oraz wptywu surfaktantow na ich toksycznos¢ w testach
z uzyciem skorupiakow i wrotkow. Praca dyplomowa, Zaktad Bada-
nia Srodowiska, WUM.

Zawadzki T. (2011). Ocena fototoksycznosci substancji promienio-

chronnych przy uzyciu krétkoterminowego testu bakteryjnego umu-
test. Praca dyplomowa, Zaktad Badania Srodowiska, WUM.



