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Einleitung 1

1 Einleitu ng

Zahlreiche Erkrankungen werden direkt oder indirekt durch die Sonnenstrahlung
hervorgerufen. Akute und chronische Hautreaktionen, die mit der Sonnenstrahlung
zusammenhangen, reichen vom akuten Sonnenbrand Uber phototoxische und
photoallergische Erkrankungen bis hin zu malignen chronischen Tumoren der Haut
(Karzinome und Melanome).

Das Sonnenlichtspektrum umfasst verschiedene Bereiche der elektromagnetischen
Strahlung. Diese sind die ultraviolette Strahlung (UV; 200-400 nm; 3,9 % UVA und 0,4 %
UVB), das sichtbare Licht (VIS; 400-800 nm; 51,8 %) und die Infrarotstrahlung (IR; Gber 800
nm; 43,9 %) (Beckmann, 2003). Die Anteile der unterschiedlichen Strahlungsarten am
Sonnenlichtspektrum sind von der geographischen Breite, jahreszeitlichem Sonnenstand,
Tageszeit und Bewdélkungsverhaltnissen abhéngig (Barth, 1987; Hoélzle, 2003). Die UV-
Strahlung wird weiter in drei Bereiche unterteilt: den UVA- (320-400 nm), UVB- (280-320 nm)
und den UVC-Bereich (200-280 nm).

Auf Grund der verschiedenen Wellenlangen vermogen die Strahlungsarten unterschiedlich
tief in die menschliche Haut einzudringen (Abb. 1.1). Die Eindringtiefe nimmt mit
zunehmendem Energiegehalt ab. Energiearmes, langwelliges UVA-Licht kann in tiefere
Hautschichten gelangen und erreicht sogar subkutanes Gewebe.

UVB | UVA| VIS | IR

L e N e E— \;— Hornschicht
-/\
y

—— Stachelzellschicht

[—— Basalzellschicht mit pigmentbildenden Zellen

Rras SN NG\ B¢

Lederhaut

Unterhaut

Abb. 1.1 Strahlungsarten des Sonnenspektrums und deren Eindringtiefe in die menschliche Haut,
nach Beckmann, modifiziert (Beckmann, 2003).



2 Einleitung

Je nach Energie und Wellenlange wird die UV-Strahlung auch unterschiedlich stark von den
verschiedenen Bestandteilen einer Zelle absorbiert. Die meisten Biomolekile absorbieren
vor allem UVB- und kaum UVA-Strahlung. Letztere kann jedoch indirekt (iber so genannte
Photosensibilisatoren  schadigend wirken. Man unterscheidet hierbei endogene,
physiologisch in einer Zelle vorkommende Molekile, wie Porphyrine oder Flavine, und
exogene Substanzen wie Arzneistoffe. Viele dieser photoreaktiven Verbindungen sind in der
Lage, direkt DNA-Verdnderungen hervorzurufen oder reaktive Sauerstoffspezies zu
generieren, welche die DNA-Basen oxidieren kdnnen (Epe et al., 1993).

DNA-Madifikationen und die daraus resultierenden Mutationen durch kurzwelliges UV-Licht
(UVB und UVC) sind relativ gut untersucht (Cleaver et al., 1988; Brenneisen et al., 1998).
Die schadigende Wirkung von UVA-Strahlung in Verbindung mit exogenen
Photosensibilisatoren riickte in den vergangenen Jahren immer mehr in den Vordergrund.
Strahlendosen, die bei normaler Lichtempfindlichkeit der Haut reaktionslos toleriert werden,
kénnen in Verbindung mit bestimmten Stoffen zu entzindlichen, sonnenbrand&ahnlichen
Hautreaktionen flihren (Ferguson, 2002). Solche Substanzen sind haufig Arzneistoffe, deren
lokaler oder systemischer Einsatz zu solchen unerwinschten Nebenwirkungen fiihren kann.

Eine echte phototoxische Reaktion der Haut ist zu unterscheiden von photoallergischen
Erkrankungen. Wéhrend letztere auf einer immunologischen Grundlage basiert, fehlt diese
bei der phototoxischen Hautreaktion véllig (Lehmann, 2004). Phototoxizitat wird als toxische
Reaktion definiert, die nach der ersten Exposition der Haut mit bestimmten Chemikalien bei
nachfolgender Lichtexposition entsteht oder auf ahnliche Weise durch Bestrahlung der Haut
nach systemischer Verabreichung eines chemischen Stoffes induziert wird. Mit
Photogenotoxizitat einer Substanz ist die schadigende Wirkung des Photosensibilisators auf
die DNA gemeint. Phototoxische Substanzen sind meist auch photogenotoxisch. Die
Schadigung der DNA einer menschlichen Zelle kann zu Mutationen flhren. Ein
Photosensibilisator ist somit potentiell kanzerogen und kann die Entstehung von UV-
bedingten Hauttumoren fordern (Abb. 1.2). Befindet sich ein Arzneistoff in der Entwicklung,
so beinhalten die verschiedenen Prifungen auf Unbedenklichkeit des Pharmakons auch
Tests auf eine mogliche Phototoxizitat bzw. Photogenotoxizitat.
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Licht, UV-Strahlun g

~
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photoreaktive ====2= Sauerstof fspezies <s===== photor eaktive
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~ |
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|

Mutati onen

H

Krebs

Abb. 1.2 Entstehung und Folgen oxidativer DNA-Schaden

1.1 Reaktive Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind verschiedene radikalische und nicht-radikalische
Sauerstoffabkdmmlinge, deren wichtigste Vertreter in Tab. 1.1 aufgelistet sind.

Tab. 1.1 Reaktive Sauerstoffspezies (Markant et al., 1995)

Formel Bezeichnun g

HO* Hydroxylradikal

o, Singulettsauerstof f
0o, Superoxi danionradikal
RO’ Alkoxylradikal

ROO’ Peroxylradi kal

H,0, Wasserstoffperoxi d
NO’ Stickst offmonoxid

ROS entstehen im aeroben Organismus aus molekularem Sauerstoff (Triplettsauerstoff,
siehe Abb. 1.4) durch die verschiedenen Redoxprozesse wahrend des Zellmetabolismus.
ROS erflllen nach heutigem Wissen wichtige Funktionen innerhalb der Signaltransduktion in
der Zelle (Giorgio et al., 2005). Wird die Menge an generierten ROS jedoch Uber ein
physiologisches Mal3 hinaus erhoht, so spricht man von oxidativem Stress (Sies, 1993), eine
Schadigung der DNA ist wahrscheinlich. Um Schaden zu verhindern, besitzen aerobe



4 Einleitung

Lebewesen Antioxidantien (Superoxiddismutase, Glutathion, Carotinoide wu.a.), deren
Funktion das Herunterregulieren einer zu hohen Menge an ROS in der Zelle ist (Halliwell and
Arouma, 1991).

Hydroxylradi kale entstehen endogen durch metallkatalysierte Reduktion von H,O, in der
Fenton-Reaktion (Abb. 1.3). Es sind sehr kurzlebige Molekile, die ein hohes Redoxpotential
besitzen und unspezifisch mit fast jeder Molekilart reagieren. Sie stellen die reaktivste Art
der ROS dar und reagieren intrazellular mit Lipiden, Proteinen, Nukleinsduren und
Kohlenhydraten (Halliwell and Gutteridge, 1984; Southorn and Powis, 1988; Halliwell and
Arouma, 1991). Die Fenton-Reaktion spielt eine zentrale Rolle fur die Toxizitat von
Sauerstoff.

O, + Me* _— 0] + Me?*

2

Me* + H,O, —— Me* + OH +OH  Fenton-Reaktion

0, +H,0, —» O, + OH +OH  Haber-Weiss-Reaktion

Abb . 1.3 Metallkatalysierte Bildung von Hydroxylradikalen

Singulettsauersto ff kann je nach Elektronenkonfiguration in zwei energetisch
unterschiedlichen Formen vorliegen (siehe Abb. 1.4). Der Unterschied besteht in der
Lokalisation der t*-Elektronen. Sind beide in einem t*-Molekilorbital platziert, so ist der
Zustand energiearmer. Befinden sich die beiden 1*-Elektronen mit entgegengesetztem Spin

In zwei T*-Molekulorbitalen, erhéht sich der Energieinhalt des Singulettsauerstoffs.
Letztgenannte Form ist jedoch zu kurzlebig, um bei der Reaktion mit Biomolekilen eine Rolle
zu spielen (Davies and Truscott, 2001). Singulettsauerstoff besitzt eine wesentlich geringere
Reaktivitat als Hydroxylradikale. Es entsteht in der Zelle durch die Photoaktivierung von
endogenen Stoffen (Epe, 1991) oder in geringer Menge bei Reaktionen von Peroxidasen,
Cytochromen oder Lipoxygenasen. Es stellt trotz der geringen Reaktivitdt ein wirksames
Oxidationsmittel dar und kann mit Basen der DNA direkt reagieren. In Zellen fuhrt diese
Reaktion mit der DNA zur Entstehung oxidativer Basenmodifikationen wie 8-Hydroxyguanin
(Epe, 1991).
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Abb . 1.4 Elektronenverteilung im Sauerstoffmolekil und in einigen ROS (Elstner, 1990)

Das Superoxidanionradi kal wird durch die Aufnahme eines Elektrons in das antibindende
2m*-Molekullorbital des Triplettsauerstoffs gebildet. Diese Ein-Elektronen-Reduktion von
Sauerstoff findet bei vielen zellularen Oxidationsreaktionen statt. Im sauren Milieu von
biologischen Membranen wird das Radikal in seine protonierte Form, das
Hydroperoxylradikal, Gberfiihrt, welches in H,O, und molekularen Sauerstoff zerfallt (Abb.
1.5). Die Geschwindigkeit dieser Reaktion kann durch das Enzym Superoxiddismutase um
den Faktor 9 gesteigert werden (Markant et al., 1995).

0, + H' —»  HO,

2 HOz E— HzOz + OZ

Abb . 1.5 Wasserstoffperoxidbildung durch Dismutation von Superoxid.
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Wasser stoffperoxid ist nicht radikalisch und wird in den Zellen auRer bei der Dismutation
von Superoxidanionradikalen durch spezifische, peroxisomal lokalisierte Oxidasen, wie der
D-Amino-, Harnséure- und der Glykolat-Oxidase gebildet (Southborn and Powis, 1988). Es
besitzt selbst nur wenig schadigendes Potential. Die schadigende Wirkung beruht vor allem
auf der Umsetzung von H,O, zu Hydroxylradikalen (Abb. 1.3). Wasserstoffperoxid ist in
Abwesenheit von Metallen bzw. spezifischen Enzymen (z.B. Katalase) relativ stabil und kann
so Uber einen langeren Zeitraum intakt in der Zelle verbleiben.

Zu den reaktiven Sauerstoffspezies zahlen auch Produkte organischer Hydroperoxide,
welche vor allem bei der Lipidperoxidation entstehen (Schieberle and Grosch, 1981; Chan,
1987). Die Molekile sind in der Lage die DNA direkt zu schadigen. Andere Produkte, die bei
der Fettoxidation anfallen, reagieren mit der DNA unter Bildung von Ethenoaddukten
(Bartsch and Nair, 2000).

1.2 Photosensibilisierung

Bestimmte Molekile kénnen Strahlung aus dem UV- und VIS-Bereich des Lichtspektrums
absorbieren. Die Molekiile nehmen dabei Energie aus elektromagnetischer Strahlung auf
(Absorption), wobei ein Elektron in einen hdheren Energiezustand angehoben wird. Die
photophysikalischen Prozesse bei Elektronen-Ubergangen in einem Molekil kénnen in
einem Jablonski-Termschema (Abb. 1.6) vereinfacht dargestellt werden. Ein Termschema ist
die Zusammenstellung aller Energieniveaus (Terme) eines Atoms, lons oder Molekiils in
Ubersichtlicher, zeichnerischer Darstellung. Die Energien der einzelnen Terme werden
maf3stablich als waagerechte Striche so aufgetragen, dass der Strich mit der niedrigsten
Energie (Grundzustand) am tiefsten liegt. Im priméren Schritt gelangt das Molekil ducrh
Absorption (A) von Strahlung vom Grundzustand (Sy) in einen angeregten Singulettzustand.
Die langsten absorbierten Wellenlangen sind fur den Ubergang S, nach S; verantwortlich
und die kiirzerwelligen Strahlen fur Ubergange aus dem Grundzustand in zunehmend
hohere Singulettzustande. Im S;-Zustand ist eine Reaktion mit anderen Molekilen
unwahrscheinlich, da dieser nur von kurzer Dauer ist. Durch strahlungslose interne
Konversion (IC) gelangt das Molekil unter Abgabe der Uberschissigen Energie an seine
Umgebung in den energetisch tiefstliegenden Singulettzustand S;. Aus diesem metastabilen
Zustand kann das Molekdl auf unterschiedlichen Wegen zum Grundzustand (So)
zurlckkehren. Den bevorzugten Weg bestimmt unter anderem die Struktur des Teilchens.
Am héaufigsten erfolgt der Ubergang unter Spinerhalt durch strahlungslose Desaktivierung
oder unter Emission von Licht. Ist Letzteres der Fall, so spricht man von Fluoreszenz (F).
Aus dem angeregten Singulettzustand kann unter Spinumkehr auch der angeregte
Triplettzustand  (T) entstehen. Diesen strahlungslosen Ubergang nennt man
Lntersystem crossing“ (ISC). Den Ubergang vom angeregten Triplettzustand in den
Grundzustand unter Lichtemission bezeichnet man als Phosphoreszenz (P).
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Abb. 1.6 Jablonski-Termschema; IC: Internal Conversion, ISC: Intersystem Crossing, A: Absorption,
F: Fluoreszenz, P: Phosphoreszenz.

Im Triplettzustand (relativ langlebig) befindliche Molekile (Photosensibilisatoren) kdnnen mit
bestimmten anderen Molekilen reagieren (Photosensibilisierung). Streng genommen gilt die
Bezeichnung Photosensibilisator fur Stoffe, die nach der Photosensibilisierung wieder in ihre
Ausgangsform zurlickversetzt werden, also als Katalysatoren wirken. Wie in dieser Arbeit
spater deutlich wird, kann ein Photosensibilisator jedoch durchaus irreversibel verandert
werden. In vielen Zellen vorkommende endogene Photosensibilisatoren sind Flavine (Eichler
et al., 2005), Porphyrine (Duez et al.,, 2001), Melanine, Nukleoside, NADH, NADPH
(Cunningham et al., 1985) und Tryptophan (Babu and Joshi, 1992).

Die schadliche Auswirkung von photosensibilisierenden Substanzen auf den
Saugerzellorganismus wird in zwei Prozesse gegliedert: Die durch die Photoreaktion
verursachte initiale Schadigung verschiedener Biomolekilverbindungen (DNA, Proteine,
Membrane u.a.) und die darauf folgende biologische Reaktion (Zelltod, Mutationen).

Viele Photosensibilisatoren reagieren zusammen mit Licht mit mehr als einer Zielstruktur im
biologischen System. Als Reaktionspartner dienen DNA, RNA, Proteine oder Zellmembrane
(Kochevar, 1981).
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Photoaktivierte Substanzen kénnen Uber drei verschiedene Wege eine direkte Modifikation
der DNA verursachen:

1. Energietransfer

Der angeregte Photosensibilisator (Sens*) Ubertréagt seine Energie auf ein Akzeptormolekiil

(A).

h*v
Sens ——» Sens* Gl11
Sens*+ A —> Sens + A* Gl1.2

2. Ein-Elektronen- oder Wasserstoff-Transfer

Der angeregte Photosensibilisator reduziert oder oxidiert den Akzeptor

Sens*+ A —»  Senst + A Gl1.3

Sens*+ A —> Sens’ + A" Gl14
3. Adduktbildung
Der angeregte Photosensibilisator bindet kovalent an den Akzeptor.

Die drei moglichen Reaktionen fasst man unter dem Begriff der Typ-l-Reaktione n
zusammen (Abb. 1.7).

Photosens ibi lisator*

; I |

Kovalente Bindung Energiet ransfer Elektronentrans fer

DNA* DNA*
DNA-Modifika tion \ A/+ o,
DNA-Modifikation

Abb. 1.7 Typ I-Reaktion von Photosensibilisatoren (Epe, 1998).
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Unter Typ-lI-Reaktionen (Abb. 1.8) versteht man die indirekte Schadigung der DNA durch
eine photoaktive Substanz unter Beteiligung von molekularem Sauerstoff. Durch die
Aufnahme von Energie bzw. eines Elektrons von dem Photosensibilisator kann es zur
Entstehung von Singulettsauerstoff bzw. Superoxidanionradikalen kommen (Foote, 1968;
Gollnick, 1968; Cadet et al., 1986; Piette et al., 1986b; Kochevar and Dunn, 1990). Daneben
sind indirekte Schadigungen der DNA auch ohne Sauerstoffbeteiligung méglich (siehe Abb.
1.8).

3 * 4 3 1 * 41
Sens* +°0, —» Sens* + 10, Gl15

%Sens*+ %0, ——> Sens+ + 0, GI16

Da die Energiedifferenz zwischen Singulettsauerstoff und Triplettsauerstoff nur 22 kcal/mol
betragt, kénnen selbst photoaktive Stoffe, die lediglich energiearme, langwellige Strahlung
absorbieren, Singulettsauerstoff bilden.

Photosens ibilisator*

! !

+0, Reaktive

Zersetzung sprodukt e
\ v

U Zellul are
T

Makromol ekiile
(auRer DNA)

DNA-Modifikation

Abb. 1.8 Indirekte Mechanismen zur Induktion von DNA-Modifikationen, nach Epe, modifiziert (Epe,
1998).

H:0, "OH+ | op.

v
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1.3 In-vitro-Tests zur Photogenotoxizitatsprifung als Ersatz
von Photokanzerogenitatsstudien an Nagern

Ein Teil der vorliegenden Arbeit gehért zu einer Studie, welche an Hand eines
Ringversuches  die  Validierung  von bestimmten in-vitro-Testverfahren  zur
Photogenotoxizitatsprifung zum Ziel hatte. Die folgenden Kapitel sollen die Studie und die
damit verbundenen Zusatzuntersuchungen, welche den Inhalt dieser Arbeit darstellen,
erlautern.

1.3.1 Bedeutung der Photogenotoxizitatsprifung von Arzneistoffen

Wie Eingangs erwahnt spielen die Arzneistoffe als exogene Photosensibilisatoren eine
herausragende Rolle (siehe Tab. 1.2). Es gibt Stoffe, die topisch oder systemisch verabreicht
unter Lichteinfluss eine Hypersensibilisierung der Haut hervorrufen. Solche unerwiinschten
Nebenwirkungen  wahrend einer  Arzneimitteltherapie treten vor allem  bei
Sonnenlichtexposition der Haut auf und werden vom Patienten oft als eine Art Sonnenbrand
wahrgenommen. Halt die Photosensibilisierung tber einen langeren Zeitraum hinweg an, so
kann es zu irreversiblen Schaden der Haut kommen. Untersuchungen der letzten Jahre
haben gezeigt, dass es sich bei solchen phototoxischen Arzneistoffen fast ausschlief3lich um
auch photogenotoxische Substanzen handelt, die in der Zelle eine Schadigung der DNA
verursachen. Die DNA-Modifikationen kénnen zu Mutationen fihren, was die Entstehung von
Krebs fordert (Loveday, 1996b; Nataraj et al., 1996; Klecak et al., 1997). Eine strenge
Prifung auf phototoxische und photogenotoxische Eigenschaften von neuen
Arzneimittelwirkstoffen in der praklinischen Prifungsphase wird als notwendig erachtet,
wenn der Stoff eine der folgenden Vorraussetzungen erfillt (Brendler-Schwaab et al., 2004) :

1. Die Substanz absorbiert Strahlung im UV- und/oder VIS-Bereich

2. Der Arzneistoff wird topisch appliziert

3. Der systemisch applizierte Arzneistoff erreicht eine hohe Konzentration in Hautzellen
4. Der Stoff ist ein Abkémmling eines bereits als photogenotoxisch deklarierten Stoffes

Es ist nach wie vor sehr schwierig Grenzwerte fir die einzelnen Kriterien festzulegen
(insbesondere bei Punkt 3). Besteht der geringste Verdacht auf ein photo(geno)toxisches
Potenital eines Stoffes, sollten Prifungen durchgeftihrt werden.
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Patienten, die potentiell phototoxische oder photoallergische Arzneimittel erhalten, sollten
darauf hingewiesen werden, dass der ungeschitzte Kontakt mit Sonnenstrahlen zu teilweise
schweren Hautverénderungen fuihren kann.

Tab. 1.2 Photosensibilisierende Arzneistoffe (Ferguson, 2002)

Antibiotika Fluoroquinolone
Tetracycline
Sulfonamide
Antimykotika Griseofulvin
Diuretika u. kardiovaskuléar wirksame Stoffe | Thiazide
Furosemid
Amiodaron
Nicht-steroidale-Antiphlogistika Naproxen
Tiaprofensaure
Piroxicam
Calcium-Kanal-Antagonisten Nifedipin
Psoralene 8-Methoxypsoralen
Psychopharmaka Phenothiazine
Protryptilin
Retinoide Isotretinoin
Acitretin
Photodynamische Therapiesubstanzen Foscan
Photofrin

Die einzelnen Reaktionsarten eines Organismus bzw. einer Zelle auf die Einwirkung eines
Photosensibilisators und Licht sind hier nochmals definiert (Definitionen nach In-vitro-3T3-NRU-
Phototoxizitatstest; RL 2000/33/EG; 67/548/EWG):

1. Phototoxizitét: eine akute toxische Reaktion, die nach der ersten Exposition der Haut mit

bestimmten chemischen Stoffen bei anschlieRender Lichtexposition entsteht oder die auf
ahnliche Weise durch Bestrahlung der Haut nach systemischer Verabreichung eines
chemischen Stoffes induziert wird.

2. Photogenotoxizitét: eine bei einem genetischen Endpunkt beobachtete genotoxische
Reaktion, die nach der Exposition von Zellen mit einer nicht-genotoxischen Dosis UV/VIS-
Licht und einem im Dunkeln nicht-genotoxischen Stoff auftritt.

3. Photoallergie: eine erworbene immunologische Reaktion, die nicht bei der ersten
Behandlung mit chemischen Stoffen und Licht auftritt und eine Induktionszeit von einer oder
zwei Wochen bendtigt, bevor eine Hautreaktion nachgewiesen werden kann.
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1.3.2 Prufung auf Phototoxizitat und Photogenotoxizitat

Fir die Prifung von photosensibilisierenden Stoffen werden traditionell und bis heute nahezu
ausschlief3lich Tierversuche eingesetzt (Lambert et al., 1996; Jacobs et al., 2000) und es gibt
weltweit keine Richtlinie, die das Vorgehen bei der préklinischen Photo-Sicherheitspriifung
fur den Arzneimittelbereich verbindlich regeln. Als Versuchstiere werden vor allem
Meerschweinchen und Ratten (Phototoxizitat, Photoallergenitét) verwendet. Die Prifung auf
Photogenotoxizitat ist bisher nur indirekt méglich durch das Testen der Photokanzerogenitat
als Hauttumormodell an haarlosen Méausen (Forbes, 1996). Der Versuch wird in der Regel
Uber einen Zeitraum von einem Jahr durchgefihrt, wobei mehr als 200 Tiere pro Versuch
benotigt werden. Er ist fir die Lebewesen besonders belastend, da sie Bestrahlungsdosen
ausgesetzt sind, die bei der Mehrzahl der Tiere sehr schnell zu Erythemen und
Augenschaden fuhren. Binnen weniger Wochen bilden sich bei fast allen Versuchstieren
schnell wachsende Papillome, die die Tiere in ihrem Befinden und ihrer Beweglichkeit stark
einschranken. Obwohl die Anzahl derartiger Prifungen weltweit pro Jahr begrenzt ist, kann
die Belastung der Tiere als lang andauernd und sehr hoch eingestuft werden. Eine
Vermeidung dieses Tierversuches erscheint dringend geboten. Sollen die toxikologischen
Tierversuche durch tierversuchsfreie Methoden ersetzt werden, so mussen die Methoden
entsprechend den Empfehlungen der EU und der OECD (Organisation for Economic
Cooperation and Development) experimentell validiert werden, um nachzuweisen, dass die
Ergebnisse die mit den neuen Methoden erzielt werden, in gleicher Weise eine Abschatzung
der gefahrlichen Eigenschaften neuer Substanzen gestatten, wie die etablierten
Tierversuche.

Bisher wurden lediglich vier tierversuchsfreie Alternativmethoden in die offiziellen
behordlichen Prifrichtlinien aufgenommen. Hierbei werden die Phototoxizitdt und die
allergisierende Wirkung von Stoffen getestet, jedoch keine Photogenotoxizitat. Zu den Tests
zéhlen Untersuchungen mit roten Blutkdrperchen (Pape et al.,, 2001), Lymphocyten,
Hautzellen und einem kiinstlichen Hautmodell (Cohen et al., 1994; Liebsch et al., 1995; Api,
1997; Jones et al.,, 2001). Besondere Beachtung verdient der so genannte ,In-vitro-3T3-
NRU-Photoxizitatstest®. Die Cytotoxizitat in diesem Test wird ausgedrickt als
konzentrationsabhéngige Reduzierung der Aufnahme des Vitalstoffs Neutralrot durch Balb/c-
3T3-Zellen 24 Stunden nach der Bestrahlung und Behandlung mit der Testchemikalie. Er
wurde im Zeitraum 1992-1997 (Spielmann et al., 1994; Anon, 1998; Spielmann et al., 1998)
in einem gemeinsamen EU/COLIPA (European Cosmetic Toiletry and Perfumery
Association) -Projekt unter der Federfiihrung der ZEBET (Zentralstelle zur Erfassung und
Bewertung von Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch) im BgVV (Bundesinstitut
fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin) entwickelt und validiert, um
eine In-vitro-Alternative zu den herkémmlichen Tests zu etablieren. Die OECD empfahl 1996
ein In-vitro-Stufen-Testkonzept fur die Beurteilung der Phototoxizitat (OECD Test, 1996).
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Zwei Jahre spater wurde eine durch ECVAM (European Center for the Validation of
Alternative Methods) und COLIPA Uberarbeitete Richtlinie an die OECD und die européische
Kommission weitergeleitet (Spielmann et al., 2000). Im Februar 2000 haben die zustandigen
Behorden die tierversuchsfreie Methode zur Prifung der Phototoxizitdt von chemischen
Substanzen offiziell akzeptiert (Anon, 2000). Damit stand erstmals eine validierte und
innerhalb der europdischen Union amtlich anerkannte Methode zur Prifung der
Phototoxizitat zur Verfligung (Liebsch and Spielmann, 2002). In der Praxis zeigte sich, dass
der Test keine falsch negativen Vorhersagen liefert, wohl aber gelegentlich falsch positive,
wenn das phototoxische Potential eines photoreaktiven Stoffes sich erst in sehr hohen
Konzentrationen zeigt, die in der Haut auf Grund geringer Aufnahme durch die Barriere nicht
erzielt werden kann. Bei Verdacht auf eine solche Substanz sollte ein Test mit kiinstlichem
Hautmodell ergénzt werden, bevor eine endglltige Aussage getroffen wird.

Als In-vitro-Photogenotoxizitatstests eignen sich der Photo-Chromosomenaberationstest
(Prufung auf Klastogenitat) (Miller and Kasper, 1998), der Photo-Mikrokerntest (Kersten et
al.,, 1999; Snyder and Cooper, 1999; Kersten et al., 2002) und der Photo-Comet-Assay
(Brendler-Schwaab et al., 2003).

Mutationen durch Photosensibilisatoren koénnen prinzipiell mittels Photo-HPRT Test (an
Zellen) oder Photo-Ames-Test (Bakterieller Riuckmutationstest) festgestellt werden. Bei
bakteriellen Testmethoden ergeben sich jedoch Probleme in Bezug auf die UV-
Empfindlichkeit, die es unmdglich macht hohe Bestrahlungsdosen in Gegenwart von
Bakterien einzusetzen. Es besteht auRerdem der Verdacht auf eine variierende Sensibilitat
der Bakterien innerhalb des gleichen Stammes (COLIPA, 1995). Dennoch besteht das Ziel,
ein Standard-Protokoll fiir bakterielle Photomutagenitatstests zu etablieren (Chetelat et al.,
1993; Henderson et al., 1994; Photomutagenicity Task Force, 1995).

Die genannten Prifmethoden auf verschiedene genetische Endpunkte sind alle etabliert fur
die Untersuchung von Testsubstanzen ohne Bestrahlung. Fir den speziellen Einsatz in
Zusammenhang mit Photo-Effekten, kdnnen diese Methoden als mehr oder weniger validiert
betrachtet werden, da die ergéanzende Bestrahlung das Protokoll nicht grundlegend
verandert. Die Problematik besteht in der Sensibilitdt der jeweils eingesetzten
Testorganismen gegentber der UV/VIS-Bestrahlung und der folglich geanderten
methodischen Messgrenze, sowie der damit verbundenen Beurteilung der Genauigkeit der
Messergebnisse (Gocke et al., 2000).

Die Prifung von Chemikalien auf den Endpunkt der Photogenotoxizitat mittels
In-vivo-Methoden (Gorelick, 1996) erweist sich als problematisch, da die Haut ein schlecht
standardisierbares Element darstellt. Dementsprechend sind in diesem Bereich bis heute
kaum Daten verflgbar (Brendler-Schwaab et al., 2004).
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Eine Photokanzerogenitat von Testsubstanzen kann in-vivo nachgewiesen werden (siehe
oben). Neben dem ethisch umstrittenen Einsatz von Versuchstieren weist eine solche
Prifung noch weitere S