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Erste Ergebnisse der Validierung yon in vitro
Phototoxizitatstests im Rahmen eines
EG/COLIPA Projektes
Horst Spielmann, Manfred Liebsch, Beate Doring, Ferdinand Moldenhauer
aus der Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch (ZEBET)
im Robert von Ostertag Institut, Berlin

Zusammenjassung

Seit 1991 erarbeiten in einem Validierungsprojekt sechs
Laboratorien der europiiischen Kosmetikindustrie
zusammen mil FRAME (England) und ZEBET (Deutsch-
land) in vitro Methodenfiir eine internationale Richtli-
nie zur akuten Phototoxizitdtsprufung. In der 1993
abgeschlossenen ersten Phase des Validierungsprojektes
wurde versucht, die besten bisher entwickelten in vitro
Tests fur die Validierung unter blinden Bedingungen
herauszufinden. Dazu wurde die Leistungsfiihigkeit der
Tests an 20 StoJfen mit bekannten phototoxischen
EigenschaJten gepriift (12 phototoxische (PT) StoJfe, vier
UV absorbierende nicht-PT und vier nicht UVabsorbie-
rende nicht-PT StoJfe).
Diese Testchemikalien wurden von allen Laboratorien in
einem einfachen, standardisierten Zytotoxizitdtstest mu
einer Mausefibroblastenzellinie (3T3-Zellen) unter
identischen UV-Bestrahlungsbedingungen (Sonnensimu-
lator, UVA 5 .l/cm'] gepriift (Parameter: Neutralrot-
Aufnahme, NRA). Auj3erdem wurden in vitro Phototoxi-
zitdtstests gepriift, die in Industrielabors etabliert sind,
wie z. B. der Photohiimolyse-Test, der Histidin-Oxidati-
ons-Test und der Hefe-Test, sowie zwei neue, kommerzi-
ell in den USA entwickelte und vertriebene Testsysteme
(SOLATEX rt» und Skin2™). Die Ergebnisse des
einfachen 3T3 NRA-Phototoxizitiitstests, des Photohd-
molyse- Tests mit Erythrozyten und des Skin' ™ -Tests
ergaben eine iiberraschend gute Ubereinstimmung mit in
vivo Daten vom Menschen oder aus Tierversuchen.
Diese Tests scheinen daher fur die weitere Validierung
unter blinden Bedingungen besonders geeignet zu sein.
Bei den iibrigen Tests sind dagegen noch Verbesserun-
gen und eine Standardisierung der Methodik erforder-
lich.

Summary: First results of an EC/COL/PA validation
project of in vitro phototoxicity testing methods

In a joint project six laboratories from the European
cosmetics industry (COL/PA) as well as from FRAME
(England) and ZEBET (Germany) are validating in vitro
methods to be incorporated into new international
guidelines for photo irritancy testing. During the first
stage of the study it was attempted to select the most
promising in vitro photoirritancy tests for further
validation. Twenty chemicals with known photo irritation
properties (12 phototoxins (PT), 4 non-Pis and 4 UV
absorbing non-PTs) were tested under identical UV
exposure conditions (5 Jrcm', UV-A sun simulator) in a
standardized cytotoxicity assay using 3T3 fibroblasts
(endpoint: Neutral red uptake, NRU). The chemicals
were also tested with in vitro phototoxicity assays
established in industrial laboratories, e.g. the photo-
haemolysis (Pape et aI., 1993), histidine oxidation,
candida albicans (Johnson et al., 1986), and,further-
more two commercial tests (SOLATEX PFM and
Skin2™). Datafrom the 3T3 NRU photoirritancy test, the
red blood cell photohaemolysis test and the Skin2 ™
assay showed a better overall correlation to human in
vivo data than results from the other tests. These simple
assays, therefore, seem very promising for further
validation under blind conditions. The protocols of the
other tests have to be improved and standardized to
permit better interlaboratory comparison.

Diese Studie wurde finanziell von der DG XI der EG in BrOssel
unterstOtzt. Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse mit dem
3T3-Zell-Test wurden in Kooperation mit folgenden Wissenschaft-
lern und Institutionen erarbeitet: M. Balls, FRAME, Nottingham (UK),
J. Dupuis, COLlPA, BrOssel (B), G. Klecak, Hoffmann-La Roche,
Basel (CH), W.W. Lovell, Unilever, Sharnbrook (UK), T. Maurer,
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Ciba-Geigy, Basel (CH), W.J.w. Pape, Beiersdorf AG, Hamburg (D),
O. De Silva, L'Oreal, Clichy Cedex (F), W. Steiling, Henkel KGaA,
Dusseldorf (D).
Die mit dem 3T3-Zell-Test erzielten Ergebnisse werden in KOrze in
der Zeitschrift Toxicology In Vitro publiziert.
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Einleitung

Unter Phototoxizitat versteht man
das akute Auftreten toxischer Sym-
ptome an der lichtbestrahlten Haut
nach Aufnahme bzw. Behandlung
mit einem chemischen Stoff, wie z.
B. nach der Einnahme von Medika-
men ten oder nach der Applikation
einer Substanz auf die Haut. Diese
Hautreaktion wird vorwiegend durch
die nicht sichbaren UV-Anteile des
Lichtes ausgelost, wobei dem lang-
welligen UV-A-Anteil aufgrund der
Eindringtiefe in die Haut die grolste
Bedeutung zukommt. Im Gegensatz
dazu bezeichnet man allergische
Hautreaktionen, die durch Fremd-
stoffe in Kombination mit Licht aus-
gelost werden und die erst mit zeitli-
cher Verzogerung nach der Bestrah-
lung auftreten, als Photoallergie. Das
vorliegende Projekt beschaftigt sich
nur mit in vitro Methoden zur Identi-
fizierung phototoxischer Stoffe.
Anerkannte Tests zur Erfassung

"der akuten Phototoxizitat an der
Haut" werden an verschiedenen toxi-
kologischen Tiermodellen wie Meer-
schweinchen, Kaninchen, Ratten
oder Mausen durchgefiihrt. Obwohl
kiirzlich von einer Arbeitsgruppe
eine Standardmethode fur die Prii-
fung chemischer Stoffe auf Phototo-
xizitat im Tierversuch erarbeitet
wurde (Nilsson et al., 1993), hat die
OEeD den Vorschlag nieht verab-
schiedet, da keine Einigung iiber die
zu verwendenden Tierspezies erzielt
werden konnte. Es erscheint daher
erfolgversprechend, zunachst anhand
von in vitro Phototoxizitats- Tests die
Notwendigkeit zur Durchfuhrung
weiterfiihrender Tierversuche zu
iiberpriifen. Deshalb haben sich 1991
die COLIPA (Europaischer Verband
der Kosmetikhersteller, Sitz: Brus-
sel) und die fur toxikologische Priif-
richtlinien zustandige Generaldirek-
tion XI (DG XI) der EG entschlos-
sen, gemeinsam ein Projekt zur Ent-
wicklung und Validierung von in
vitro Phototoxizitatstests durchzu-
fiihren. In dem Projekt, das teilweise
von der DG XI der EG finanziert und
von ZEBET (BOA, Berlin) koordi-
niert wird, sollen fur die Kosmetik-
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produkte in vitro Methoden fur die
Phototoxizitatsprufung standardisiert
und validiert werden, urn ihre rasche
Akzeptanz durch die zustandigen
Behorden zu erreichen. Die gangig-
sten in vitro Methoden zur Erfassung
phototoxischer Eigenschaften und
die wichtigsten bisher bekannt ge-
worden en Mechanismen (Bergner
und Pryzibilla, 1993) sind in Tabelle
1 zusammengestellt.
In der ersten Phase des Projektes

wurden 1992 von COLIPA 20 Test-
chemikalien mit bekannten phototo-
xischen Eigenschaften ausgesucht
(12 phototoxische (PT) Stoffe, vier
nicht-PT und vier UV absorbierende
nicht-PT Stoffe), urn in vitro Photo-
toxizitatstests, die in der europai-
schen Kosmetikindustrie bereits eta-
bliert waren, miteinander zu verglei-
chen (Tabelle 2). Wie diese Tabelle
zeigt, wurden auBerdem kommerzi-
ell entwickelte einfache Tests in die
Studie einbezogen, die von Institu-
tionen durchgefiihrt werden konnen,

auch wenn sie nicht iiber speziell
ausgebildetes Personal verfugen. Be-
sonderer Wert wurde dabei auf Test-
systeme gelegt, die eine lokale Ap-
plikation von Feststoffen und schwer
wasserloslichen Priifmaterialien er-
lauben, wie z. B. kiinstlichc mensch-
liche Haut (SKIW TM).
Zur Standardisierung wurde aufser-

dem ein einfacher in vitro Phototo-
xizitatstest mit einer permanenten
Saugetierzellinie entwickelt und in
allen Labors durchgefiihrt. Man ei-
nigte sich auf die Mause-Fibrobla-
stenzellinie Balb/c 3T3, da sie gut
charakterisiert und einfach zu be-
schaffen und zu kultivieren ist. Fur
die Phototoxizitatsprufung wurde
aufgrund der Vorarbeiten von Dr. W.
Pape (Beiersdorf AG, Hamburg) ein
einfacher Zytotoxizitatstest (Spiel-
mann et al., 1991) so modifiziert,
daB wahrend einer zusatzlichen UV-
Bestrahlung als Kulturmedium
EBSS (Earle's balanced salt solu-
tion) verwendet und vor der Bestrah-

Tabelle 1: In vitro Methoden zur Erfassung phototoxischer Eigenschaften und
spezifischer phototoxischer Mechanismen

Unspezifische Erfassung phototoxischer Effekte

Bakterien und Einzeller:
Bakterien Bacillus subtilis
Hefen Candida albicans
Einzeller Paramecium aurelia

Prirnarze IIkultu ren:
menschliche Keratinozyten
Lymphozyten und Mastzellen

permanente Zellinien:
Keratinozytenlinie des Menschen, z. B. A 431
Fibroblasten der Maus, z. B. 3T3-Zellen

Haut-Organkultur:
kunstliche menschliche Haut-Skin-P' und Testskin'f

Identifizierung spezifischer phototoxischer Mechanismen

Wirkung am Zellkern:
Hefezellen - z. B. Candida albicans

Wirkung an Zellmembranen:
Erythrozyten-Photohamolyse
SOLA TEX PI™

Enerqieubertraqunq auf andere Modelle:
Histidin-Oxidation
Hamoglobin-Oxidation

Bildung von Reaktionsprodukten mit Lipiden und Proteinen:
Histaminfreisetzung aus Mastzellen
Photo-Protein-Bindung
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Tabelle 2: EG-COLIPA Validierungsstudie von in vitro Phototoxizitatstests

Teilnehmende Laboratorien und Testverfahren

Laboratorien:

HOFFMANN CIBAGEIGY UNILEVER L'OREAL BEIERSDORF HENKEL KGaA FRAME ZEBET-BGA
LA ROCHE AG
Basel Basel Sharnbrook Aulnay-Sous- Hamburg Dusseldorf Nottingham Berlin

Bois
Schweiz Schweiz England Frankreich Deutschland Deutschland England Deutschland

In vitro Tests:

1) in allen l.aboratorien: 3T3-Neutralrot-Aufnahme

2) in den teilnehmenden Laboratorien etablierte Tests:

mechanische Tests:

Zelikultur-Tests:

3) neue kommerzielle Tests:

Zelikern: Candida albicans-Hefetest
Histidin Photo-Oxidation
Erythrozyten-Photoharnolyse
Erythrozyten-Harnoqlobinoxidation
Photo-Proteinbindung

Human-Lymphozyten
Human-Keratinozyten
P 815 Maus Lymphom Zelien

SOLATEX PI™
Hautmodell: Skin2TM
Hautmodeli: Testskin ™

lung ein zusatzlicher Inkubations-
schritt mit der Testsubstanz einge-
fuhrt wurde. Das von der Lampe
produzierte Sonnenlichtspektrum
wurde durch Filterung auf den UV-
A-Bereich und das sichtbare Licht
begrenzt. Auf die sehr zytotoxische
UV-B-Strahlung wurde bewuBt ver-
zichtet, um eine moglichst hohe Do-
sierung mit der fur die Phototoxizitat
relevanteren UV-A-Strahlung zu er-
zielen. Zur Ausschaltung moglicher
U nterschiede bei der UV -Bestrah-
lung arbeiteten alle Arbeitsgruppen
mit einer identischen Lichtquelle und
mit geeichten UV -Melsgeraten (UV-
Meter) desselben Herstellers.
Es werden hier einerseits die Er-

gebnisse vorgestellt, die in allen acht
Laboratorien mit dem 3T3 Zell Neu-
tralrot- Test bei der in vitro Photo to-
xizitatsprufung erzielt wurden. An-
dererseits wird uber die bei ZEBET
unter Verwendung derselben Test-
chemikalien durchgefuhrte Prufung
mit den beiden neuen kommerziellen
Testsystemen Skin2™ und SOLA-
TEX pJTM berichtet.
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Material und Methoden

Auswahl und Verteilung der Test-
chemikalien

Bei Validierungsstudien kommt der
Qualitat der in vivo Daten eine be-
sondere Bedeutung zu, d. h. die
Stoffauswahl fur die Priifung hat auf
den Ausgang der Validierung einen
entscheidenden EinfluB (Balls et al.,
1990). Auf dem Gebiet der Phototo-
xizitat ist die Beurteilung der Quali-
tat der in vivo Daten oft schwierig,
da im Vergleich zu anderen Gebieten
der Toxikologie die Empfindlichkeit
des Menschen starken individuellen
Abweichungen unterliegt. Die Er-
gebnisse aus Tierversuchen stimmen
hier deutlich seltener als auf anderen
Gebieten der Toxikologie mit den
vom Menschen her bekannten Er-
gebnissen iiberein.
Vor diesem Hintergrund haben Mit-

gliedsfirmen der COLIP A aufgrund
der vom Menschen und aus Tierversu-
chen bekannten Daten (Berger und
Pryzibilla, 1993) 20 Testehemikalien
fur die Validierung der in vitro Photo-
toxizitatstests ausgewahlt, die drei

Klassen zuzuordnen sind (Tabelle
3):
Klasse 1- 12 phototoxische Stoffe

CPT)
Klasse II - 4 Stoffe, die UV-Lieht

absorbieren, aber nieht PT sind,
einige besitzen photoallergene Ei-
gensehaften
Klasse III - 4 Stoffe, die weder

UV absorbieren noch PT sind
AIle Testehemikalien wurden von

ZEBET beschafft und vor Beginn
der Validierung an alle teilnehmen-
den Arbeitsgruppen verschickt. Es
wurden daher alle Tests mit identi-
schen Stoffen gepruft, aber in dieser
ersten Phase wurde das Testpro-
gramm nicht unter blinden Bedin-
gungen durchgefuhrt.

3T3 -Neutralrot-Aufnahmetest
(3T3 NRA-Test)

UV-A-Lichtquelle, UV-A-Mefigeriit
Da bei in vitro und in vivo Phototoxi-
zitatstests haufig unterschiedliche
UV -Bestrahlungsbedingungen ver-
wendet werden und die Ergebnisse
daher nicht vergleichbar sind (unter-
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Tabelle 3: Phototoxizitat von 20 Stoffen: Ergebnisse im Neutralrot-Aufnahmetest (NRA) an 3T3-Zellen

in vivo Daten** in vitro Daten im 3T3 NRA Phototoxizitatstest

Mittelwert Mittelwert Mittelwert
IC50 -UV IC50 +UV des Faktors

CAS Nr.Mensch Tier ~g/ml ~g/ml -UVI+UV n Ergebnis

Klasse I: UV absorbierende, phototoxische Stoffe

1 Promethazin 58-33-3 + +/- 45,9 0,8 78,5 13 +
2 Chlorpromazin 69-09-0 ++ ++ 24,6 0,6 46,6 13 +
3 6-Methylkoumarin 92-48-8 a a 32,7 13 +
4 Tetrachlorsalizylanilid 1154-59-2 a + 19,8 0,4 55,6 12 +
5 Doxycyclin 100 929-47-3 + + 1182 6,4 255 4 +
6 8-Methoxypsoralen 298-81-7 ++ ++ 14,7 11 +
7 Tetracyclin 64-75-5 + + 1916 16,8 374 9 +
8 Piroxicam § 36322-904 (+) 11
9 Amiodaron 1951-25-3 + + 24,3 4,1 6 9 +
10 Bithionol 97-18-7 + + 13,9 3,9 7 13 +
11 Neutralrot 553-24-2 + 0,01 14 +
12 Bengal Rosa 632-69-9 +/- 4,2 0,2 70,2 13 +

Klasse II: UV absorbierende, nicht phototoxische Stoffe

13 Zimtaldehyd 104-55-2 a a 32,8 10,6 3,6 8
14 Chlorhexidin 3697-42-5 61,5 74,4 1,5 11
15 Uvinul MS 40 4065-45-6 +/- 15958 11577 1,4 11
16 Paraaminobenzoesaure 150-13-0 a 10463 9780 1 7

Klasse III: Stoffe, die weder UV absorbieren noch phototoxisch sind

17 Penicillin G 69-57-8 53914 49755 1,1 8
18 L-Histidin $ 71-00-1 12
19 Thioharnstoff 62-56-6 a 17651 16944 1 13
20 Laurylsulfat 151-21-3 35,6 24,2 1,5 14

§ hochste Testkonzentration: 2,4 mg/ml; $ hochste Testkonzentration: 46,4 mglml; ++,+ phototoxisch - nicht phototoxisch; +/-
widersprOchliche Datenlage; a (photo)allergen; * es konnte keine Zytotoxizitat (IC50) ermittelt werden; n: Zahl der Bestimmungen;
Mittelwerte: arithmetische Mittel von n Bestimmungen (Standardabweichung nicht aufgefOhrt); ** in vivo Daten: Berger und Pryzibilla (1993)

schiedliche UV-Spektren und -Be-
strahlungsintensitat), benutzten alle
Labors die gleiche Quecksilber-Me-
tall-Halogenidlampe desselben Her-
stellers (SOL 500, Fa. Dr. Honle,
Martinsried, D). Diese Lampe ahmt
die Spektralverteilung des natiirli-
chen Sonnenlichtes nacho Die Aus-
schaltung von UV-B wurde durch
einen Filter mit 50% Durchlassigkeit
bei 325 nm Wellenlange erreicht.
Die Energie dieser Lichtquelle wur-
de in allen Labors mit dem gleichen
einfachen UV-A-Meter (Typ Nr. 37,
Dr. Honle) ermittelt. Bei Bedarf wur-
de dessen Kalibrierung mit einem
Referenz- UV-A-Meter desselben
Typs kontrolliert, das nur bei diesen
Kontrollmessungen benutzt werden
durfte und sonst im Dunklen aufbe-
wahrt wurde.
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Versuchsdurchfuhrung
Der Neutralrot-Aufnahmetest (NRA-
Test) zur Bestimmung der Zytotoxi-
zitat mit Balblc 3T3 Fibroblasten der
Maus (Borenfreund und Puerner,
1985) wurde fur die Phototoxizitats-
prufung wie folgt abgeandert:
BalBb/c 3T3 Zellen, Klon 31 (ICN-
Flow Laboratories, London), wurden
in ,,96-well"-Platten (NUNC, Dane-
mark) kultiviert, wie bereits fruher
beschrieben (Spielmann et al., 1991).
Nach 24 Std. wurde das Kulturmedi-
urn DMEM entfernt, und nach zwei-
maligem Waschen mit EBSS wurden
die darin gelosten Testchemikalien
in jeweils acht Konzentrationen zu
den Zellen gegeben. Unlosliche bzw.
schwerlosliche Testchemikalien
wurden in DMSO gelost und mit
einer Endkonzentration von 1%
DMSO in EBSS zu den Zellen gege-

ben. Im Anschluf an eine einsttindi-
ge Vorinkubation mit den Testche-
mikalien wurden die 96-well-Platten
mit UV-A (1,6 mW/cm2) 50 Minuten
lang durch den Styroldeckel bestrahlt
(= 5 Jzcm'), Wahrend der Exposition
wurde ein zweiter Plattensatz mit
denselben Stoffen und Testkonzen-
trationen im Dunkeln aufbewahrt.
Nach der UV-A-Bestrahlung wurde
EBSS wieder durch DMEM ersetzt
(ohne die Testchemikalien) und die
NRA 24 Std. spater bestimmt, wie
bereits fruher beschrieben (Spiel-
mann et al., 1991). Der Test wurde in
insgesamt acht Labors durchgefuhrt.

Auswertung und statistische Analyse
der in vitro Daten
Zur Analyse der Ergebnisse wurden
die Konzentrationen fur die Testche-
mikalien im NRA-Test bestimmt, bei
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denen jeweils 50% der Zellen mit
und ohne UV -A -Bestrahlung uberle-
ben (Ie 50). Sofern in beiden Fallen
eine Ie 50 ermittelt werden konnte,
wurde das Verhaltnis der Zytotoxizi-
tatswerte durch einen UV-Faktor
ausgedruckt:

Ie 50 (-UV)
UV-Faktor = rc 50 (+UV)

Der Grenzwert fur diesen Faktor,
der eine Unterscheidung zwischen
PT-Stoffen und nicht-PT-Stoffen er-
moglichen solI, wurde biometrisch
mittels Diskriminanzanalyse be-
stimmt (Abbildung 2), und zwar
unter Verwendung der in allen La-
bors mit allen Prufsubstanzen be-
stimmten UV-Faktoren. Wegen der
besseren Ubersichtlichkeit sind im
Ergebnisteil in Tabelle 3 nur die in
Abbildung 2 aufgefuhrten Mittelwer-
te wiedergegeben.

SOLATEX-PI-Test

Prinzip des Tests:
Das Testsystem ist ein Zweikompar-
timentmodell fur Hautreizungen, das
unter dem Namen SKINTEX (In
Vitro International, Irvine, U.S.A.)
bekannt ist. In diesem physikoche-
mischen Zweikompartiment -Modell
werden hautirritierende Eigenschaf-
ten anhand von zwei Reaktionen
gemessen. Als Reaktionsparameter
werden dabei einerseits Schaden an
einer Biomembran durch Freisetzung
des in die Membran eingeschlosse-
nen Farbstoffes Neutralrot erfaBt
(Kompartiment 1), und andererseits
wird die Reaktion mit Proteinen
durch die Denaturierung einer geord-
neten, makromolekularen Matrix
(Kompartiment 2) erfaBt. Beide Pa-
rameter (Freisetzung von Neutralrot
und Trubung der Proteinmatrix) wer-
den gemeinsam photometrisch be-
stimmt. Der SOLATEX-PI-Test ba-

UVA-Empfindlichkeit von 3T3-Fibroblasten in 7 Laboratorien

5 J/cm2

Neutralrotaufnahme (% unbestrahlter Kontrolien)

60
OLL~-L~~~~LL~-L~~LL~-L~~Ll~-L~~~~~

o 120 180

Zeit (Minuten) UVA Bestrahlung (10 Min = 1J/cm')

Abbildung 1: 3T3-Zellen wurden mit UVA (SOL 500: 1,6 mW/cm2
) in ,,96-well"

Mikrotestplatten bis zu 180 Minuten bestrahlt, urn ihre UV-A- Empfindlichkeit zu
bestimmen und die fur den Phototoxizitatstsst zu verwendende hochstrnoqliche UV-A-
Dosis zu ermitteln. Oiese Dosis (5 J/cm2

, entsprechend einer Bestrahlungszeit von 50
Minuten) ist durch die vertikale Linie gekennzeichnet. Die sieben Einzelkurven wurden
in sieben Laboratorien ermittelt. Die Kurven mit geschlossenen Symbolen wurden mit
3T3-Zellen von Flow-Deutschland, die beiden Kurven mit offenen Symbolen wurden
mit 3T3-Zellen von Flow-GroBbritannien erzielt.
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siert auf einem Vergleich dieser Ef-
fekte mit und ohne zusatzliche UV
Bestrahlung. Dabei darf die hochste
getestete Stoffkonzentration im S
OLATEX-PI System ohne Be-
strahlung nur minimal irritierend
wirken.

Versuchsdurchfuhrung:
Die Prufsubstanzen werden in Pro-
pylenglycol, EthanollPropylenglycol
(1 + 1) oder in Wasser gelost und zu
je 100 f..llin mehreren Konzentratio-
nen von 0,01 % bis maximal 10% auf
die Membranen pipettiert. Die Mem-
branen werden danach auf die mit
aktiviertem Reagenz gefullten Reak-
tionsgefafie aufgebracht und
mit einer Uv-durchlassigen, dunnen
Folie verschlossen. Nach 30 Min.
Vorinkubation ohne Bestrahlung
wird wahrend 23 Std. mit UV-A-
Fluoreszenzrohren (General Electric,
Typ F20T12IBL) bei 25 ± 1De mit
einer Energie von 800-950 f..lW/cm2
(= 69-82 Jzcm') bestrahlt und dann
30 Min. ohne Bestrahlung nachinku-
biert. Parallel dazu werden unbe-
strahlte Kontrollen wahrend 24 Std.
im Dunkeln bei 25 ± 1 De inkubiert.
Die photometrische Messung erfolgt
bei 400 nm gegen Losungsmittel-
Leerwerte.

Berechnung und Klassifizierung der
Ergebnisse:
Die UV-A-induzierte prozentuale
Extinktionszunahme im Vergleich zu
der Dunkel-Kontrolle wird mit einer
speziell fur den Test entwickelten
Software errechnet (DAQC. SL, In
Vitro International, USA), die auch
eine Qualitatskontrolle umfaBt. Ein
in vitro Phototoxizitatstest wird nur
dann als MeBwert akzeptiert, wenn
die gleichzeitig mitgepruften Nega-
tivkontrollen und Positivkontrollen
sowie der Losungsmitteleffekt in-
nerhalb festgelegter Grenzwerte
liegen.
Die Ergebnisse werden aufgrund

folgender Grenzwerte klassifiziert:
OD-Steigerung durch UV-A-Ex-

position: -50% bis 20% = nieht
photoirritierend

OD-Steigerung durch UV-A-Expo-
sition: 21% bis 40% = Grenzbereich
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OD-Steigerung durch UV-A-Ex-
position: 41% bis 99% = photoirri-
tierend

Skin2™ ZK 1350 Phototoxizitatstest

Prinzip des Tests:
Das Modell Skin2™ ZK 1350 (Ad-
vanced Tissue Sciences, La Jolla,
U.S.A.) ist ein fur die pharmakolo-
gisch-toxikologische Prufung kiinst-
lich hergestelltes, komplettes Modell
der menschlichen Haut. Es besteht
aus menschlichen, neonatalen, pri-
maren Fibroblasten, die auf einem
Tragernetz aus Nylon wachsen und
dann mit Keratinozyten besat wer-
den, die eine mehrschichtige Epider-
mis und schlieBlich an der Grenz-
schicht zwischen Medium und Luft
ein Stratum corneum aufbauen. In
dieser Form wird das Modell mit
Laser in Stiicke von 9 x 9 rnm
geschnitten. Es wird auf Agarosetra-
gem steril verschweiBt und per Luft-
fracht weltweit verschickt. Die
Transportfahigkeit betragt sechs
Tage, an die sich eine Kultivierungs-
dauer von bis zu sechs Tagen an-
schlieBt. Nach Ankunft im Labor
wird jedes der Gewebestiicke in Ge-
Hille mit halbdurchlassigem Boden
uberfuhrt; darin erfolgt eine Versor-
gung mit Kulturmedium von der
Unterseite (Dermis) her. Der Photo-
toxizitatstest basiert auf einem Ver-
gleich der zytotoxischen Eigenschaf-
ten einer Priifsubstanz mit oder ohne
Exposition mit UV-A-Licht in der
hochsten fur das Modell ZK 1350
nicht toxischen UV-A-Dosis. Die
Bestirnmung der Zytotoxizitat er-
folgt mit der MTT-Methode, dabei
wird das gelbe Tetrazolium-Salz
MTT durch die Stoffwechselaktivitat
mitochondrialer Dehydrogenasen in
Gegenwart lebender Zellen in einen
blauen Formazanfarbstoff uberfuhrt,
dessen Konzentration photometrisch
bestirnmt wird (Mosmann, 1983).

Versuchsdurchfiihrung:
Am Tag vor dem Test werden die
Gewebestiicke in serumfreies Test-
medium iiberfiihrt, mit dem sie iiber
die halbdurchlassige Membran von
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3T3-Zytotoxizitiitstest: UV - Faktoren fur 15 Stoffe

----------------- ~-~--f.r----------------~-~---
T ~ ~ Q ~ r'hIP~

1000

•> 100::J
+a
'"!d
>
~a
'"!d 10
L.

o
~...
IJ..

7 5 12 4 2 10 9 13 14 15 16 20 17 19
Stoff Nummer

Abbildung 2: UV-Faktoren (IC 50 - UV/IC 50 + UV) fOrdie 15 Stoffe, bei denen in
Abwesenheit von UV-A-Bestrahlung die Zytotoxizitat bestimmbar war. Die Stoffnum-
mern entsprechen der Nummerierung in Tabelle 3. Zur Veranschaulichung wurden die
Stoffe entsprechend der GroBe ihrer UV-Faktoren geordnet. Die UV-Faktoren sind als
Mittelwert mit 95% Vertrauensbereich (8oxplot) und Minimum- und Maximumwerten
dargestellt. Die gestrichelte Linie gibt den per Diskriminanzanalyse ermittelten
Grenzwert von 5,1 fur eine Unterscheidung von phototoxischen und nicht-phototoxi-
schen Stoffen wieder.

MillicelFM -Platten (Millipore,
U.S.A.) auf der Unterseite in Kon-
takt stehen. Diese Versorgung bleibt
wahrend des gesamten Tests erhal-
ten. Die Testsubstanz wird in jeweils
drei Konzentrationen auf je drei Ge-
webeproben pro Konzentration ap-
pliziert. Dazu wird die Priifsubstanz
entweder in Wasser gelost oder als
homogene Verreibung in Keimol zu
je 50 J..lI auf ein Filterpapier von 9 x 9
rnm pipettiert und auf die Oberseite
der Gewebe gelegt. Nach 24 Std.
Inkubation bei 37° C und 5% CO2im
Brutschrank wird das Filterpapier
entfernt. Die anschlieBende Bestrah-
lung erfolgt wahrend 30 Minuten mit
1,6 mW/cm2 UV-A (= 3 Jzcm") mit
dem beim 3T3 NRA-Test beschrie-
benen Sonnensimulator SOL 500,

der mit denselben Filtern ausgestattet
ist. Ein zweiter Satz Platten mit den
gleichen Priifkonzentrationen ver-
bleibt wahrend der Bestrahlung ab-
gedunkelt. Nach Ablauf einer 30-
miniitigen Nachinkubation werden
die Gewebe in PBS gewaschen, mit
in Testmedium angesetzter MTT-
Losung versetzt und fiir zwei Std. bei
37°C / 5% CO2 inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS
wird das gebildete Formazan mit 4
ml Isopropanol iiber eine Std. bei
langsamer Bewegung extrahiert und
bei 540 nm photometrisch bestirnmt.

Berechnung und Klassifizierung der
Ergebnisse:
Fiir jede Konzentration einer Test-
substanz wird die mitochondriale
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Phototoxizitat von L-Histidin im 3T3-Test

Neutralrotaufnahme (% der unbehandeltenKontrolle)
120 .

80 .

*- UVA

"*+.UVA
60 .

40 .

20 .

o~------------------------------~-------------------
1,00 10,00

Konzentration f./g/ml

Abbildung 3: Phototoxizitat von L-Histidin im 3T3-NRA-Test. Mit dem Stoff war in
Konzentrationen bis zur L6slichkeitsgrenze weder in Abwesenheit, noch nach UVA-
Bestrahlung eine Zytotoxizitat bestimmbar. Der Stoff ist nicht phototoxisch.

Dehydrogenaseaktivitat sowohl mit
als auch ohne UV-A-Bestrahlung im
Vergleich zur Losungsmittelkontrol-
le (= 100%) errechnet. Eine Priifsub-
stanz wird als phototoxisch klassifi-
ziert, wenn nach UV-A-Bestrahlung
die Dehydrogenaseaktivitat im
MTT-Test gegeniiber den nur mit der
Testsubstanz behandelten, unbe-
strahlten Hautstiicken um mehr als
30% vermindert ist.

Ergebnisse

3T3-NRA-Zytotoxizitatstest

UV-A-Empfindlichkeit der 3T3-
Zellinie
Zu Beginn der Versuche wurde die
Empfindlichkeit der Mausefibrobla-
stenzellinie Balb/c 3T3 gegeniiber
UV-A-Bestrahlung mit der SOL 500
Lampe in sieben Laboratorien ohne
die Einwirkung einer Testsubstanz
im NRA-Zytotoxizitatstest gepruft.
Es zeigte sich dabei, daB in funf
Laboratorien das Wachstum der 3T3
Zellen im Bereich von 0-5 J/crrf im
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Vergleich zu unbestrahlten Kontrollen
nicht beeintrachtigt war (Abbildung
1). Da Unterschiede hinsichtlich der
UV-A-Bestrahlung ausgeschlossen
werden konnten, wurde die Qualitat
der in den einzelnen Labors verwen-
deten 3T3 Zellen iiberpriift. Es zeigte
sich dabei, daB die beiden englischen
Labors zwar 3T3 Zellen derselben
Firrna (Flow-England) eingesetzt hat-
ten, daB sich diese Zellen aber bereits
in der 130.-140. Passage befanden,
wahrend die iibrigen Labors mit der-
selben Zellinie in der 70.-80. Passage
von Flow-Deutschland beliefert wor-
den waren. BekanntermaBen sind "al-
tere" Zellen, die sich in einer hoheren
Passage befinden, wie die in den
englischen Labors verwendeten, ge-
geniiber UV-Bestrahlung empfindli-
cher als ,jiingere" Zellen aus niedri-
gen Passagen (Johnson et al., 1986),
wie die 3T3 Zellen in den iibrigen
Labors. In der Validierungstudie wur-
den daber einheitlich .jungere", weni-
ger UV-empfindliche 3T3 Zellen
(Passage < 100) eingesetzt.
Abbildung 1 zeigt, daf bei den

.jungeren" 3T3 Zellen als hochste

nicht-zytotoxische UV-A-Dosis 5 JI
em? (entsprechend 50 Minuten Be-
strahlungszeit mit einer Intensitat
von 1,6 mW/cm2) errnittelt wurde.
Daher wurde diese UV-A-Dosis fur
die in vitro Phototoxizitatstestung
eingesetzt.

Phototoxiritatsprufung im 3T3 NRA-
Zytotoxizitdtstest
Tabelle 3 zeigt, daB nur bei 15 der 20
Stoffe ein UV-Faktor ermittelt wer-
den konnte. In Abbildung 2 sind die
UV-Faktoren fur diese 15 Stoffe
graphisch wiedergegeben. Die bio-
metrische Diskriminanzanalyse die-
ser in allen acht Labors errnittelten
UV-Faktoren ergab einen Wert von
5,1 fur die Unterscheidung von PT-
und nicht PT-Stoffen. Abbildung 2
macht unter Beriicksichtigung der
logarithrnischen Skala fur den UV-
Faktor deutlich, daB aufgrund der
Streuung der MeBdaten im Bereich
dieses Diskrirninierungsfaktors die
Zuordnung von drei der 15 Stoffe
nur mit geringer Sicherheit (Stoffe 3,
10 und 13) moglich ist.
In der Gruppe dieser 15 Stoffe, bei

denen der U'V-Faktor errnitteIt wer-
den konnte, und unter Verwendung
des Diskrirninierungsfaktors von 5,1
wurden acht von acht in vivo photo-
toxischen UV absorbierenden Stoffe
der Klasse I richtig als positiv er-
kannt, d.h. als phototoxisch. Die
jeweils vier in vivo nicht phototoxi-
schen Stoffe der Klasse II (UV
absorbierend) und drei von drei Stof-
fen der Klasse III (nicht UV ab-
sorbierend) wurden richtig als nega-
tiv, d.h. als nicht phototoxisch er-
kannt.
Bei funf Stoffen (Nr. 3, 6, 8, 11

und 18) konnte der Faktor nicht
errnittelt werden, da sie auch in der
hochsten testbaren Konzentration
ohne Bestrablung (-UV) nicht zyto-
toxisch fur die 3T3 Zellen waren.
Bei zwei dieser funf Stoffe (Nr. 8,
Piroxicam und Nr. 18, L-Histidin)
waren selbst nach Bestrahlung
(+UV) keine zytotoxischen Effekte
zu messen. Piroxicam (Klasse l)
wurde daher falsch als negativ klas-
sifiziert, wahrend L-Histidin (Klasse
III) richtig als negativ klassifiziert
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wurde. Abbildung 3 verdeutlicht gra-
phisch das Ergebnis fur L-Histidin.
Die verbleibenden drei in vivo

phototoxischen Stoffe der Klasse I,
bei denen wegen fehlender Zytotoxi-
zitat in Abwesenheit yon UV-A-
Bestrahlung kein UV -Faktor errcch-
net werden konnte (Nr. 3, 6 und 11)
wurden dennoch richtig positiv er-
kannt, da sie bei UV-A-Bestrahlung
eine ausgepragte Zytotoxizitat zeig-
ten. Abbildung 4 verdeutlicht bei-
spielhaft fur diese Gruppe das Ergeb-
nis fur S-Methoxypsoralen.
SOLATEX-PI-Test

Die Bestimmung der Phototoxizitat
mit diesem Test weist einige techni-
sche Schwierigkeiten auf, da im
Rahmen der Qualitatskontrolle durch
das Softwareprogramm sehr haufig
die Ergebnisse als "nicht-qualifi-
ziert" abgelehnt werden. Vielfach
war die Messung nur nach intensiven
Konsultationen mit der Herstellerfir-
ma moglich, denn der Test ist bisher
fur routinemalsige Prufungen noch
nicht hinreichend ausgereift.
Tabelle 4 zeigt die erzielten MeB-

ergebnisse mit den entsprechend den
im Methodenteil angegebenen Gren-
zen fiir die Klassifizierung phototo-
xischer Stoffe. Danach wurden in der
Klasse I neun yon 12 Stoffen richtig
POSltlV klassifiziert. Ein Stoff
(Bithionol) lag im Grenzbereich und
zwei Stoffe (Piroxicam und 8-Me-
thoxypsoralen) wurden nicht er-
kannt. In der Klasse II wurde einer
der vier Stoffe (Uvinul MS 40)
falsch positiv eingestuft und in der
Klasse III war einer der vier Stoffe
(Thioharnstoff) nicht testbar.

Skin' Z-K 1350 PT

Aus Tabelle 4 ist zu entnehmen, daB
neun yon 12 Stoffen der Klasse I in
diesem Test richtig positiv als photo-
toxisch erkannt wurden. Die in dieser
Klasse falsch negativ eingestuften
Stoffe sind 6-Methylkumarin, sowie
Piroxicam und Bithionol. Die jeweils
vier Stoffe in den Klassen II und III
wurden aile richtig negativ eingestuft,
d.h. als nicht phototoxisch erkannt.
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Tabelle 4: Kommerzielle Phototoxizitatstests im Vergleich mit dem 3T3-Test

SOLArX skin-ZK 1350 3T3-NRA
PI PT Test

Klasse I: UV absorbierende, phototoxische Stoffe
Promethazin + + +
Chlorpromazin + + +
6-Methylkoumarin + +
Tetrachlorsalizylanilid + + +
Doxycyclin + + +
8-Methoxypsoralen + +
Tetracyclin + + +
Piroxicam
Amiodaron + + +
Bithionol +/- +
Neutral Rot + + +
Bengal Rosa + + +

Klasse II: UV absorbierende, nicht pho otoxische Stoffe
Zimtaldehyd

Chlorhexidin
Uvinul MS 40

+ I -Paraamlnobenzoesaure - -

Klasse III: Stoffe, die weder UV absorbieren noch phototoxisch sind
Penicillin G
L-Histidin
Thioharnstoff
Laurylsulfat

+ phototoxisch; - nicht phototoxisch; +/- Gr~nzbereich; n.t. nicht testbar

Phototoxizitat von 8-Me~hoxypsoralen im 3T3-Test

I
rao Neutralrotaufnahme (% der Urhande'fen Kontrolle) .

100

80 - - - - - - - - - - - - - - _. - - - ......••.. - - .. - _. _•. - - - - - .•• _.. - - -

*-UVA

.•. + UVA

40

20 . - . - - .• - - - - - - .. - . - - - - r -

OL-----------------------~------~----------------~
1,00 100.00110,00

Konze tration pg/ml

Abbildung 4: Phototoxlzitat von 8-Methoxypsoralen im 3T3 NRA-Test. Ohne UVA-
Bestrahlung war bis zur L6slichkeitsgrenze keine Zytotoxizitat (Ie 50) bestimmbar.
Nach UV-A-Bestrahlung ist eindeutig ein zytotoxischer Effekt zu sehen. Der Stoff wirkt
auch in vivo phototoxisch.
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Diskussion

In dieser Validierungsstudie von in
vitro Methoden zur Phototoxizitats-
priifung ist bemerkenswert, daB von
allen Teilnehmern identische UV-
Bestrahlungsbedingungen gewahlt
wurden. Weiterhin war wichtig, daB
vor der Validierung die Qualitat, d.h.
in diesem Fall die UV-Empfindlich-
keit der 3T3 Zellen verglichen wur-
de, die alle Labors von derselben
Firma bezogen hatten. Denn bei Prii-
fung der UV -Empfindlichkeit der
3T3 Zellen stellten sieh Unterschiede
heraus, die auf ein unterschiedliehes
Alter der Zellen zuriickzufiihren wa-
ren. Nur aufgrund der Standardisie-
rung dieser wiehtigen Faktoren
konnten die in allen Labors ubcrra-
sehend gut iibereinstimmenden Er-
gebnisse bei der Phototoxizitatspru-
fung von 20 Testchemikalien im 3T3
NRA-Test erreicht werden.
Zur Auswahl der Priifsubstanzen

ist zu bemerken, daB die Beurteilung
der Qualitat der in vivo Daten der
Prufsubstanzen bei der Phototoxizi-
tat schwierig ist, da beim Menschen
individuelle Faktoren zu sehr unter-
schiedlichen Empfindlichkeiten filh-
ren und Ergebnisse von Tierversu-
chen speziesabhangig starker als auf
anderen Gebieten der Toxikologie
variieren. Sehwierigkeiten bereitete
eigentlich nur Piroxicam, da es we-
der im Tierversuch noch in einem
der hier nicht dargestellten anderen
acht in vitro Tests dieser Studie
phototoxische Eigenschaften zeigte.
Nach Ljunggren (1989) sprechen
zwar die beim Menschen beobachte-
ten Sofortreaktionen der Haut fur
eine Phototoxizitat von Piroxicam,
das klinische Bild ist aber typisch fur
eine allergische Reaktion. Es wird
daher vermutet, daB Photolysepro-
dukte von Piroxicam aufgrund einer
Strukturahnlichkeit zu Kontaktaller-
genen wie Merthiolat allergische
Kreuzreaktionen bei vorsensibilisier-
ten Personen hervorrufen. Die Betei-
ligung der Photolyseprodukte von
Piroxicam ist in zwischen nachgewie-
sen (Serrano et al., 1992). Nach
H61z1e et a1. (1993) sind die am
Mensehen bei Piroxieam beobachte-
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ten Reaktionen als falsch positiv
phototoxisch zu werten. Aus diesem
Grunde harte Piroxicam nicht zum
Vergleich der Ubereinstimmung der
in vivo mit den in vitro Daten
herangezogen werden sollen.

3T3-Zell-NRA-Zytotoxizitatstest

Mit Ausnahme des als fraglich pho-
totoxisch anzusehenden Stoffes Piro-
xicam wurden mit dem vorliegenden
3T3 Testprotokoll alle iibrigen 19
getesteten Stoffe richtig eingestuft.
Der Test zeigte damit eine besonders
gute Voraussage sowohl im Rahmen
der im gesamten Projektes gepriiften
in vitro Tests (Tabelle 2), als aueh
im Vergleich zu anderen in vitro
Tests, die mit permanenten Zellinien
arbeiten (z.B. Duffy et al., 1987).
Aufgrund dieses Ergebnisses und der
im Rahmen dieser Studie erarbeite-
ten Standardisierung erseheint der in
vitro Phototoxizitatstest auf der
Grundlage des 3T3-NRA-Zytotoxi-
zitatstests vielversprechend fur die
weitere Validierung unter .blinden"
Bedingungen.

SOLATEX-PI-Test

Yon den beiden mit diesem Test
.falsch negativ" klassifizierten Stof-
fen Piroxieam und 8-MOP der Klas-
se I wirkt Piroxieam wahrseheinlieh
selbst nieht phototoxisch (siehe Dis-
kussion 3T3 NRA). Der phototoxi-
sche Mechanismus von 8-MOP ba-
siert auf der Reaktion mit DNA.
Dieser Wirkmeehanismus kann von
SOLATEX-PI grundsatzlich nieht
erkannt werden. Fiir die .falsch posi-
tive" Klassifizierung von Uvinul MS
40 in Klasse II bietet sieh keine
Erklarung, und Thioharnstoff aus der
Klasse III war nieht testbar, da diese
Verbindung dureh den freiwerden-
den Harnstoff das SOLATEX Rea-
genz hemmt.
Bei kritiseher Bewertung ist anzu-

merken, daB die in Tabelle 4 darge-
stellten, mit SOLATEX-PI erhalte-
nen Ergebnisse grcfstenteils erst nach
mehreren Wiederholungsexperimen-

ten erzielt werden konnten, obwohl
die Ergebnisse gemaf den Testkrite-
rien der vom Hersteller entwiekelten
Software als .qualifiziert" bewertet
worden waren. Unter blinden Bedin-
gungen ware das Ergebnis deutlieh
schlechter ausgefallen. Derzeit arbei-
tet der Hersteller von SOLATEX-PI
in Zusammenarbeit mit ZEBET an
einer Verbesserung des Testproto-
kolls.

Skin2-ZK l350 PT

Betraehtet man die .falsch negativ"
klassifizierten Stoffe der Klasse I,
fallt wiederum auf, daB Piroxicam
nieht als phototoxiseh klassifiziert
wurde. Der Stoff Bithionol (10) fuhr-
te in allen drei Priifkonzentrationen
zu einer urn 12% - 18% verminder-
ten Stoffwechselaktivitat im MTT-
Test, die aber nieht zu einer Klassifi-
zierung reichte. 1m iibrigen zeigte
Bithionol in allen im EGICOLIPA-
Projekt gepriiften in vitro Tests nur
eine schwach positive phototoxisehe
Reaktion.
Fur den dritten .falsch negativen"

Stoff, 6-Methylcoumarin (6-MC) ,
gab es zunachst keine Erklarung des
Ergebnisses. In einem zusatzlichen
Experiment wurde daher dieser
Stoff, in DMSO gelost, nicht auf die
Hautproben gegeben, sondern dem
unter derc.kiinstlichen Haut" befind-
lichen Testmedium zugesetzt, urn
ihn auf diesem Weg direkt an die
empfindliehen Fibroblasten der Der-
mis zu bringen. Auf diese Weise
wird der systemische Applikations-
weg nachgeahmt. 6-MC erwies sich
dabei als phototoxisch. Aufgrund
dieses Ergebnisses sollte diese Ap-
plikationsart bei Stoffen in die Pru-
fung einbezogen werden, die das
Stratum Corneum der Haut nur
schwer passieren konnen.
Zusammenfassend ist festzustel-

len, daB sich das Skirr" Testsystem
als gut reproduzierbar sowohl in den
drei parallel getesteten Hautproben
als auch in den parallel bei der
Herstellerfirma ATS in den USA
durchgefuhrten Priifungen (Daten
bisher nieht publiziert) erwiesen hat.
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Ein Vorteil gegentiber allen anderen
in vitro Testsystemen liegt in der
Moglichkeit, mit Erfolg wasserun-
losliche Stoffe als olige Suspension
in gleicher Weise wie an der Haut in
vivo zu testen. AuBerdem handelt es
sich urn ein kommerzielles Testsy-
stem, das keine besonderen Anforde-
rungen an Labor und Personal stellt.
Als kritische Faktoren bei diesem
Testsystem sind die bisher nur be-
grenzten Erfahrungen in einzelnen
Arbeitsgruppen zu nennen, sowie
das Transportproblem, die begrenzte
Haltbarkeit und der hohe Preis.
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