ZASTOSOWANIE TESTOW KROTKOTERMINOWYCH
DO OCENY STOPNIA SKAZENIA POWIETRZA ATMOSFERYCZNEGO

Katarzyna PIEKARSKA*, Marzena ZACIERA**, Anna CZARNY ***
Ewa ZACZYNSKA***
* Zaktad Biologii i Ekologii Instytutu Inzynierii Ochrony Srodowiska Politechniki
Wroctawskiej, Wybrzeze S. Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw,
** Zaktad Szkodliwoéci Chemicznych, Instytut Medycyny Pracy i Zdrowia Srodowiskowego,
ul. Koscielna 13, 41- 200 Sosnowiec
*** Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, ul. Weigla 12, 53- 114 Wroctaw
katarzyna.piekarska@pwr.wroc.pl

STRESZCZENIE

Przedstawiono wyniki analiz pylu zawieszonego w dwoéch punktach Wroctawia (centrum i
peryferie) w okresie zimowym 1 letnim. Probki pytu pobierano na filtry szklane przy pomocy
wysoko-przeptywowego aspiratora powietrza Staplex-PM10. Ekstrakcje prowadzono
dichlorometanem w aparacie Soxhleta. Badania mutagennosci dichlorometanowych
ekstraktow prowadzono w oparciu o klasyczny test Salmonella. W tescie stosowano dwa
szczepy Salmonella typhimurium TA98 1 YGI1041. Genotoksyczno$¢ organicznych
zanieczyszczen powietrza wykrywano przy uzyciu zminiaturyzowanego SOS chromotestu
pozyskanego z EBPI (Brampton, Ontario, Canada). Testy bakteryjne wykonywano bez i z
aktywacja metaboliczng frakcja mikrosomalng S9. Badania cytotoksycznego dzialania
ekstraktow pylow przeprowadzono metodg bezposredniego ich kontaktu z jednowarstwowa
hodowlg komoérek nablonkopodobnych ludzkiego raka ptuc — A549.

1. Wstep

Obserwuje si¢ staly wzrost zachorowalnosci na choroby nowotworowe. Zjawisko to
faczy si¢ z pogarszaniem warunkéw Srodowiskowych, ktore wywieraja niekorzystny wptyw
na organizmy zywe [1]. Istotne znaczenie w catkowitej puli zanieczyszczen, ktore wnikajg do
organizmu cztowieka, maja zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego. Powietrze stanowi
no$nik ksenobiotykow na ktore narazany jest organizm cztowieka droga oddechowa [2]. W
zanieczyszczonym powietrzu atmosferycznym wystepuje ponad 2000 zwigzkéw z réznych
klas chemicznych, ktére tworza bardzo ztozone mieszaniny o nieznanych wiasciwosciach
biologicznych [3]. Wiekszos$¢ zanieczyszczen powietrza to zanieczyszczenia gazowe. Druga
grupe zanieczyszczen stanowia zanieczyszczenia pytowe (PM, ang. particulate matter),
bedace zlozong mieszaning substancji organicznych 1 nieorganicznych. Moga one
przyjmowaé posta¢ od submikroczastkowych aerozoli do widocznych czastek pylow. W
zaleznosci od rozmiaru czgstek dzielimy go na pyl o $rednicach mniejszych niz 10 pm
(PM10), mniejszych od 5 um (PMS5), mniejszych od 2,5 pm (PM2,5) i mniejszych od 1 pm
(PM1) [4]. Zanieczyszczenia obecne w powietrzu atmosferycznym adsorbuja si¢ na rdznej
wielkosci czastkach pylow zawieszonych. Od s$rednicy czastek pylu zalezy ich szkodliwosé
dla organizmu. Frakcja drobnoczastkowych pytow, o wielkosci ponizej 5 pum, wykazuje
najwickszg aktywno$¢ biologiczng, poniewaz ma zdolno$¢ przenikania do pecherzykow
ptucnych uktadu oddechowego ludzi i zwierzat. Z zalegajacych w pecherzykach ptucnych
pylow uwalniane sa stopniowo zwigzki chemiczne dzialajace na komorki nabtonkowe
pecherzykow phucnych. Nastepnie przez pecherzyki ptucne przedostaja si¢ one do uktadu
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krwiono$nego i tg droga rozprzestrzeniajg si¢ po catym organizmie [2]. W$rod nich powazng
grupe, stosunkowo dobrze poznang, stanowig wielopier§cieniowe weglowodory aromatyczne
(WWA)- zwiazki o dziataniu mutagennym i kancerogennym. Zrodtem ich emisji sa glownie
rafinerie ropy naftowej, gazownie, koksownie, fabryki chemiczne, pojazdy samochodowe,
cieptownie oraz wystepujace jeszcze bardzo licznie weglowe piece domowe. Jak wykazaty
badania weglowodory aromatyczne nie sg jedynymi zwigzkami pier§cieniowymi o dziataniu
genotoksycznym adsorbujgcymi si¢ na czgstkach pytow. Duza aktywnos$cig mutagenng
charakteryzuja si¢ takze nitrowe, chlorowe i tlenowe pochodne WWA oraz inne
niezidentyfikowane jeszcze substancje chemiczne [5, 6].

Standardowe badania powietrza nie obejmuja, jak dotad, okreSlania aktywnosci
biologicznej wystepujacych w nim zanieczyszczen. Oceny stopnia zanieczyszczenia
powietrza dokonuje si¢ poprzez okreslenie stezenia pylu zawieszonego oraz WWA z listy
USEPA (United State Envirinmental Protection Agency), a nastgpnie porOwnanie ich
warto$ci z dopuszczalnymi warto$ciami okreslonymi przepisami prawa. Postgpowanie takie
pozwala jedynie na ocen¢ aktualnego stanu $rodowiska, a nic nie moéwi na temat
oddziatywania zanieczyszczefn na organizmy zywe. Petna analiza chemiczna zanieczyszczen
powietrza jest nierealna ze wzglgdu na ztozono$¢ ich skladu oraz ze wzglgdu na wzajemne
oddziatywania poszczegdlnych zanieczyszczen w mieszaninie. Analiza chemiczna nie moze
wiec by¢ podstawa do prognozowania biologicznych skutkow jakie mogg zanieczyszczenia
wywota¢ w stosunku do ludzi i zwierzat [7]. Badanie pylowych zanieczyszczen powietrza
atmosferycznego z zastosowaniem testow krotkoterminowych moze stanowi¢ wigc bardzo
dobre narzedzie w analizie zagrozenia zdrowotnego zwigzanego z obecno$cig zwiazkow
chemicznych zaadsorbowanych na pyle zwieszonym [8].

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie genotoksycznosci 1 cytotoksycznos$ci
zanieczyszczen chemicznych zaadsorbowanych na czastkach pylu zawieszonego PM10
pobranego na terenie Wroctawia. Wroctaw to aglomeracja miejsko-przemystowa w ktorej
zanieczyszczenia powietrza pochodza gléwnie z trzech zrodel: tzw. niskiej emis;ji,
ucigzliwo$ci przemystowych oraz osobowego i cigzarowego transportu samochodowego. W
badaniach stosowano plytkowy test Salmonella (test Amesa), ktory ma wysoka zdolnos$¢
prognozowania czynnikow mutagennych i potencjalnie kancerogennych oraz zostat uznany,
jako pierwszy test krotkoterminowy, w zestawie metod stosowanych w toksykologii
genetycznej [9]. Jest on najpowszechniej stosowanym biotestem w badaniach nad
mutagennosciag pylowych zanieczyszczeh powietrza atmosferycznego [3, 7, 8]
Genotoksyczno$¢ organicznych zanieczyszczen powietrza wykrywano przy uzyciu SOS
chromotestu. W literaturze niewiele jest doniesien na temat badan ekstraktow pytow
zawieszonych przy pomocy SOS chromotestu oraz poréwnania uzyskanych w nich wynikéw
z wynikami testu Salmonella [10]. Z kolei badania cytotoksycznego dziatania ekstraktow
pytow przeprowadzono metoda bezposredniego ich kontaktu z jednowarstwowa hodowla
komorek nablonkopodobnych ludzkiego raka ptluc — A549. Komorki tkanki nabtonkowej
pluc stanowig pierwsza lini¢ obronng organizmu w usuwaniu pytow i bakterii z uktadu
oddechowego. Przydatno$¢ linii komoérkowych do oceny wiasciwosci cytotoksycznych
czastek respirabilnych zostata potwierdzona w wielu badaniach [11, 12], przy czym
najnowsze badania przeprowadzone w Europie wskazuja na zwigkszanie si¢ efektu
cytotoksycznego, a tym samym roli w powstawaniu oksydacyjnych uszkodzen DNA, wraz z
zmniejszaniem S$rednicy analizowanych czgstek. Najwickszy efekt cytotoksyczny obserwuje
si¢ w przypadku czastek PM0,2, nastgpnie PM2,5-0,2, a w przypadku czastek PM10-2,5 efekt
ten jest najmniejszy [8].
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2. Materialy i metody

Material do badan stanowily pyly zawieszone w powietrzu atmosferycznym
Wroctawia. Probki powietrza pobierano za pomoca wysoko-przeptywowego pobornika
powietrza firmy Staplex PM-10 model FC- 2ETM. Prébki pobierano w okresie letnim (11 IT) 1
zimowym (IIT 1 IV) 2007 r. w dwoch punktach miasta. Pierwsze stanowisko usytuowane byto
na obrzezu Wroctawia, przy ul. Strachocinskiej (I i III) na obszarze indywidualnej niskiej
zabudowy, przy znacznie obcigzonej trasie wylotowej w kierunku Jelcza. Teren ten nie jest
zgazyfikowany 1 w zwigzku z tym przez caly rok w wielu zabudowaniach uzywane sg
paleniska domowe. Drugie stanowisko zlokalizowano w centrum miasta, na Placu
Grunwaldzkim (II 1 IV), przez ktory prowadzi jedyna droga tranzytowa w kierunku
Warszawy. W miejscu tym panuje wzmozony ruch samochodowy przez cata dobg. Czas
poboru 1 objetosci pobranych probek powietrza podano w tabeli 1.

Antyhigroskopijne filtry szklane wraz z pylami poszczegdlnych serii badah faczono w
jedng probke, cieto 1 wkladano do aparatu Soxhleta. Nastgpnie ekstrahowano
dichlorometanem, bez dostepu S$wiatla, przez 16 godzin z 15 minutowym refluksem.
Ekstrakty zageszczano do sucha w wyparce proézniowej 1 wazono suchg pozostatos¢ w celu
okreslenia ilo$ci substancji smolowych w probkach. Uzyskane ta droga suche ekstrakty
poddawane byty analizie w celu oznaczenia w nich zawartosci WWA, nitro-WWA 1 dinitro-
WWA oraz wykorzystywane byly jako materiat do testow biologicznych [7].

WWA wchodzace w sktad probek oznaczano technika wysokosprawnej chromatografii
cieczcowe] z detekcja fluorescencyjna, natomiast zawarto$¢ nitro-WWA technikg
chromatografii gazowej z detekcja mas [3, 13, 14].

Mutagenno$¢ pyldw okreslano w oparciu o bakteryjny test Salmonella (test Amesa)
[15]. Test ten opiera si¢ na sprawdzeniu, czy badany material powoduje mutacj¢ powrotng
(rewersje) specjalnych histydynozaleznych (his’) szczepdéw bakterii Salmonella typhimurium
LT2. W badaniach stosowano dwa szczepy testowe Salmonella typhimurium: TA98 1
YG1041. Testowe szczepy Salmonella otrzymano od doktor T. Nohmi z Division of Genetics
and Mutagenesis, National Institute of Hygienic Sciences, Tokyo, Japan. Szczep TA98
wykrywa mutageny typu zmiany fazy odczytu. Szczep YG1041 jest pochodng szczepu TA98
1 charakteryzuje si¢ podwyzszong wrazliwoscig na nitrowe, aminowe 1 hydroksyloaminowe
pochodne WWA [7, 16]. Test wykonywano w wariantach bez i z aktywacja metaboliczng
frakcja mikrosomalng S9, aktywowang Aroclorem 1254, pochodzaca z watroby szczura rasy
Wistar. Mikrosomalna frakcja S9 stosowana byla w teScie w celu metabolicznej aktywacji
promutagendw. Zawarto$¢ biatka, oznaczana metodg Lowry’ego, we frakcji wynosita 64,44
mg/cm’. W badaniach stosowano 4% obj. zawarto§¢ S9 w mieszaninie S9-mix. Przed
przystgpieniem do badan, kazdorazowo sprawdzano genotypy szczepoéw testowych.
Okreslano takze liczbe rewertantow indukowanych spontanicznie (kontrola negatywna) oraz
liczbe rewertantow indukowanych pod wplywem mutagendow diagnostycznych (kontrola
pozytywna). Mutagenami diagnostycznymi dla badan prowadzonych bez aktywacji
metabolicznej frakcja S9 byly: 2,4,7-trinitro-9-fluorenon (TA98) 1 2,6-dinitrotoluen
(YG1041), a dla badan prowadzonych w obecnosci frakcji S9 2-aminofluoren (TA9S,
YG1041).

Ocene efektu mutagennego pytdow zawieszonych przedstawiano w postaci
wspotczynnika mutagennosci (MR) 1 mutagennosci (M). Wspotczynnik mutagennosci
obliczano ze wzoru:

gdzie: n; i ng odpowiednio liczba rewertantow indukowanych i rewertantow spontanicznych.
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Za mutagenne uznawano probki, dla ktorych wspotczynnik mutagennosci MR byt > 2. Z kolei
mutagenno$¢ (M) okreslano na podstawie najczesciej opisywanej w piSmiennictwie metody
Bernstein i inni [17].

Genotoksyczno$¢ organicznych zanieczyszczen powietrza wykrywano przy uzyciu
zminiaturyzowanego SOS chromotestu pozyskanego z EBPI (Brampton, Ontario, Canada).
Zasada testu opiera si¢ na uruchomieniu procesu naprawy DNA, zwanego systemem SOS, w
komorkach bakterii Escherichia coli K12 PQ37. Jego uruchomienie wskazuje na uszkodzenie
DNA. W szczepach testowych gen operatora systemu SOS potgczono z genem strukturalnym
enzymu B-galaktozydazy. W tescie mierzy si¢ ekspresje genow systemu SOS w kontakcie z
badang probka. Miarg ich dzialania jest aktywno$¢ P-galaktozydazy [18]. Poszczegdlne
rozcienczenia organicznych ekstraktow zanieczyszczen powietrza, rozpuszczone w DMSO,
wprowadzano do mikrodotkéw plytek testowych testu, ktory wykonywano zgodnie z
instrukcja dolaczong do zestawu. Badania prowadzono w dwoéch powtdrzeniach, z i bez
aktywacji metabolicznej frakcja mikrosomalng S9. Mutagenami diagnostycznymi byly 4-
nitrocholino N-tlenek i 2-aminoantracen. Pomiaru absorbancji dokonywano przy dlugosci fali
615 nm (aktywno$¢ genotoksyczna) 1 405 nm (przezywalno$¢ bakterii) za pomoca
spektrofotometrycznego czytnika ptytek Sunrise (Tecan, Austria). Ocen¢ efektu
genotoksycznego pylow zawieszonych przedstawiano w postaci wspotczynnika indukcji (IF).
Wspotczynnik indukcji obliczano ze wzoru:

R(0)
gdzie: R(C) - specyficzna aktywnos$¢ B-galaktozydazy dla danego st¢zenia ¢ badanej probki,
R(0) - specyficzna aktywno$¢ B-galaktozydazy dla kontroli negatywne;.
Badana probka uznawana byta za genotoksyczng jezeli IF byt wiekszy od 1,5.

Badania cytotoksycznego dziatania ekstraktow pyltow przeprowadzono metoda
bezposredniego kontaktu z jednowarstwowa hodowlg komorek nabtonkopodobnych
ludzkiego raka ptuc — A549 (American Type Culture Collection, Cell Culture Line-ATCC
CCL 185). Hodowle komorek A549 prowadzono w ptynie hodowlanym Dulbecco z
dodatkiem 10% inaktywowanej (30min, 56°C) surowicy cielecej oraz 100 j/cm’ penicyliny,
100 pg/cm’ streptomycyny i 2 mM L-glutaminy Na plastikowych, 96-dotkowych ptytkach
zalozono jednowarstwowa hodowle komoérek A549 o gestosci 2x10%cm’ i inkubowano 24
godziny w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO, . Po tym czasie usuwano plyn znad
komorek, a na jednowarstwowa hodowle komoérek A549 nanoszono odpowiednie stezenia
badanych ekstraktow i inkubowano 24, 48 1 72 godziny w temperaturze 37°C 1 atmosferze 5%
CO,. Kontrolg stanowily hodowle komoérek bez dodatku badanych probek oraz hodowle
komorek z dodatkiem DMSO w takiej samej ilosci jak w probkach badanych. Zmiany
ilosciowe 1 morfologiczne, pod wptywem badanych ekstraktéw, oceniono po 24, 48 i 72
godzinach w odwroconym mikroskopie. Minimalne stezenie badanych probek, ktore
powodowato degeneracje 50% komodrek uznawano za dawke toksyczng (TCCDso-Tissue
Culture Cytotoxic Dose) [19]. Wyniki testu cytotoksycznego przedstawiono w postaci ilosci
m’ badanego powietrza z ktérego uzyskany ekstrakt wywotywat jeszcze efekt toksyczny.

3. Dyskusja wynikow badan

Stezenia pylu zawieszonego na wybranych stanowiskach badawczych miescily si¢ w
granicach 38,33 ug/m’ (I1)-138,93 ug/m’ (III). Z kolei ilosci substanciji smotowych wahaty sic
od 19,9 ug/m’ (I) do 145,15 ug/m’ (III). Na stanowisku III stwierdzono najwyzsze ilosci
zanieczyszczen pytowych i substancji smotowych, wynosity one w zimie 138,93 i 145,15
ug/m’. Stanowisko to zlokalizowane byto na peryferiach miasta w miejscu o natezonym ruchu
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komunikacyjnym gdzie przez caly rok wykorzystywane sa3 w duzym stopniu paleniska
domowe (tabela 1). Stwierdzone sezonowe ro6znice pomig¢dzy ich zawarto$cig pokrywaja si¢ z
doniesieniami literaturowymi [3, 20]. Roznice te wynikajg gléwnie z faktu zwiekszonej emisji
pyléw w okresie zimowym na terenie aglomeracji miejskich, pochodzacych z procesow
spalania na cele grzewcze. Otrzymana ilo$¢ pylu PM10 (38,33-57,17 pg/m’ latem i 87,32-
138,93 pg/m’ zima) byta zblizona do warto$ci zmierzonych w okresach wiosenno-letnich i
jesienno-zimowych w réznych miastach europejskich (Czechy, Wiochy, Belgia, Polska) [7,
11,21, 22, 23].

Tabela 1. Zestawienie danych dotyczacych poboru probek pytow PM10

Czas Objetos¢ Masa Masa
Rodzaj prébki poboru powietrza Pylow substancji
[h] [m?] [ng/m’] smolowych
[ng/m’]
I- Lato (ul. Strachocinska) 67 4 542,6 57.17 19.90
1I- Lato (Plac Grunwaldzki) 96 64749 38.33 26.68
I11- Zima (ul. Strachocinska) 119 8 035.,0 138.93 145.15
IV- Zima (Plac Grunwaldzki) 105 7 069,0 87.32 51.04

Aktywnos$¢ rakotwoércza wykazuja szczegdlnie weglowodory poliaromatyczne,
zawierajace od 3 do 6 skondensowanych pierscieni, zaadsorbowane na czastkach pytu [4]. W
badanych probkach (tabela 2) stwierdzono obecno$¢ tych samych dwunastu WWA z listy
normowanych weglowodoréw aromatycznych. Najwigkszg ilos¢ zaadsorbowanych na pytach
WWA odnotowano w okresie zimowym. Suma wykrytych WWA w tym okresie wahata si¢ w
zakresie od 25,824 ng/m’® do 44,192 ng/m’. Z kolei w probkach pyléw pobranych latem od
2,342 ng/m3 do 3,61 ng/m3. Wsrod obecnych w probkach WWA byly trzy (benzo[a]antracen,
benzo[a]piren, dibenzo[a,h]antracen) klasyfikowane przez IARC (Migdzynarodowa Agencja
Badan nad Rakiem) jako nalezace do grupy weglowodorow prawdopodobnie rakotwoérczych
dla ludzi (2A) oraz trzy (beno[b]fluoranten, benzo[k]fluoranten], indeno[1,2,3-c,d]piren)
zaklasyfikowane do grupy 2B, przypuszczalnie rakotworczej dla ludzi [24]. We wszystkich
prébkach pyhu stwierdzono duzy procentowy udzial benzo[a]pirenu, ktorego stezenia wahaty
si¢ w zakresie od 0,438 ng/m3 (IT) do 7,788 (III) ng/m3. Benzo[a]piren jest zwigzkiem
wskaznikowym wobec ktérego oceniana jest sita dziatania kancerogennego innych WWA [7].
Dla tego zwiagzku przyjeto wzgledny wspdtczynnik kancerogennos$ci 1, wiekszg sitg dziatania
kancerogennego odznacza si¢ tylko benzo[a]antracen (k = 5), ktdrego obecno$¢ stwierdzono
rowniez w badanych ekstraktach. Zawarto$¢ benzo[a]pirenu ksztalttowala si¢ na poziomie 1/5-
1/10 sumy zawartosci wszystkich WWA. Stanowito to od 10,3% (IV) do 21,9% (I)
catkowitego stezenia WWA w badanych ekstraktach. Stwierdzone stezenia poszczegdlnych
WWW miescily si¢ w granicach podawanych w literaturze i byty najbardziej zblizone do
stezen wykrywanych na terenach miejskich w Belgii i w Pradze [11, 21, 25, 26].

W badanych prébkach pylow okres§lano takze zawarto$¢ nitrowych pochodnych WWA
(tabela 3). Nitrowe pochodne WWA ze wzgledu na ich aktywno$¢ mutagenng naleza do
najbardziej niebezpiecznych substancji chemicznych stanowigcych zagrozenie dla zdrowia
cztowieka. Przeprowadzone dotad badania wskazuja na niskie stezenia nitro-WWA w
powietrzu, stanowigce duze problemy analityczne [14]. Niektore nitro-WWA moga tworzy¢
si¢ podczas procesoOw spalania. Sg one obecne migdzy innymi w ekstraktach z czastek spalin
Diesla (np. nitrofluoren, nitroantracen, nitrofluoranten, nitrobenzo[a]piren). Jednak wiekszos¢
z nich powstaje w atmosferze w wyniku reakcji WWA z tlenkami azotu w fazie gazowe;.
Mimo iz nitro-WWA wystepuja w nizszych stezeniach w poréwnaniu do niepodstawionych
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weglowodoréow aromatycznych, to cechuje je duza trwalos¢ w fazie statej 1 wyzsza
mutagenno$é¢ (2x10° razy) oraz kancerogenno$é (10 razy), niektorych z nich, w pordwnaniu z
WWA [6]. Suma stgzen tych zwigzkow w badanych probkach wahata si¢ w granicach od 0,29
ng/m3 (II) do 7,05 ng/m3 (III). W ekstraktach nie stwierdzono wystepowania badanych
dinitro-WWA w granicach ich oznaczalno$ci. Stwierdzono natomiast wystepowanie
mononitro- pochodnych WWA, wsréd ktorych obecne byty nalezace do grupy 2B 2-
nitrofluoren 1 I-nitopiren. 2-nitrofluoren wystgpowal we wszystkich badanych probkach
natomiast obecno$¢ 1-nitropirenu stwierdzono tylko w probkach pobranych zimg. Duze ilo$ci
2-nitrofluorenu wykryto w probkach pobranych w zimie. W tych ekstraktach pytu stanowit on
okoto potowg zawartosci nitro-WWA. W probee pobranej latem (I) jego ilo$¢ stanowita okoto
38%. Najwiece] go bylo w probce II (lato), bo az 100%, poniewaz byta to jedyna
mononitropochodna wykryta na tym stanowisku. Najwigcej rodzajow zwiazkéw nalezacych
do nitropochodnych WWA wykryto w probkach pytéw pobranych zimg. Najwigksze ich
ste;Zer31ie stwierdzono w III probce pobranej zimg na ulicy Strachocinskiej. Wynosito ono 7,05
ng/m’.

Tabela 2. Stezenie WWA w organicznych ekstraktach pylow PM10

Stezenie WWA w ekstraktach pyléw [ng/m’]
Badany Lato Lato Zima Zima
WWA @ {n (IIL) av)
Fen 0,106 0,374 6,252 3,792
A 0,016 0,034 0,856 0,562
Flu 0,270 0,574 4,336 5,314
Pyr 0,150 0,360 11,244 4,58
B[a]A 0,088 0,174 4,24 1,32
Chr 0,120 0,220 3,1 2,28
B[b]F 0,518 0,654 2,8 0,372
B[k]F 0,164 0,222 1,844 0,85
B[a]P 0,514 0,438 7,788 2,65
D[a,h]A 0,242 0,194 0,364 0,224
B[g,h,i]P 0,154 0,366 0,984 2,19
1[1,2,3-c,d]P n.w. n.w. 0,384 1,69
SUMA 2,342 3,610 44,192 25,824

n.w.- nie wykryto

Tabela 3. Stezenie nitro- WWA w organicznych ekstraktach pytéw PM10

Stezenie nitro- WWA w ekstraktach pyléw [ng/m’|
Badany Lato Lato Zima Zima
nitro-WWA @ an (I1I) av)
1-nitronaftalen 0,45 n.w. 0,83 0,45
2-nitrofluoren 0,28 0,29 3,36 1,41
9-nitroantracen n.w. n.w. 1,84 0,74
3-nitrofluoranten n.w. n.w. 0,6 0,3
1-nitropiren n.w. n.w. 0,42 0,26
1,3-dinitropiren n.w. n.w. n.w. n.w.
1,6-dinitropiren n.w. n.w. n.w. n.w.
1,8-dinitropiren n.w. n.w. n.w. n.w.
SUMA 0,73 0,29 7,05 3,16

n.w.- nie wykryto
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Mimo duzej liczby opracowan, dotyczacych stosowania testu Salmonella w ocenie
mutagennosci zanieczyszczen powietrza, badacze ograniczaja si¢ w nich do wykorzystania
jednego (TA98) lub dwoch szczepow testowych (TA98 i TA100) [3,8]. W badaniach
rozszerzono wigc zestaw szczepow testowych o szczep YG1041, rzadziej wykorzystywany w
tego typu opracowaniach, charakteryzujacy si¢ zwigkszong wrazliwoscia na zwigzki
nitroaromatyczne.

Badane ekstrakty wywolywaly efekt mutagenny u obu zastosowanych szczepow (tabele
4 1 5). Probki pylu pobranego zimg byly bardziej aktywne mutagennie od probek pytu
pobranego latem, co pokrywa si¢ z badaniami innych autoréw [3, 8]. W badanych probkach
obecne byly zaréwno zanieczyszczenia mogace oddziatywa¢ posrednio z materiatem
genetyczny jak i bezposrednio. Swiadezyly o tym wysokie wspotczynniki mutagennosci
(MR) otrzymane zaroéwno dla testow przeprowadzanych z udziatem frakcji mikrosomalnej S9
jak 1 bez niej. W przypadku szczepu YG1041 uzyskano wigksze wartosci MR w testach
wykonywanych bez frakcji S9. Szczep ten byt wigc najbardziej wrazliwy na wystepujace w
badanych probkach mutageny bezposrednie. Wyzsze wartosci MR uzyskano dla probek
pobranych w centrum miasta niz dla probek pobranych na jego obrzezu. Jedynie w przypadku
badan zanieczyszczen pobranych latem prowadzonych z udziatem szczepu YG1041 wyzsze
warto$ci MR uzyskano dla probki pobranej na obrzezu miasta (I). Najwyzsze wartosci MR
uzyskano dla ekstraktow pytow pobranych w zimie w centrum miasta badanych przy udziale
szczepu TA98. Wynosity one 31,73+0,6 dla badan prowadzonych bez frakeji S9 1 18,28+0,4
w badaniach w obecnosci frakcji S9. Dla tej probki badanej z udziatem szczepu YG1041
rowniez uzyskano najwyzsze wartosci MR, wynoszace odpowiednio 16,48+0,4 (-S9) i1
15,0£0,2 (+S9). Maksymalng wartos¢ wspdiczynnika MR dla poszczegdlnych szczepow
testowych uzyskano dla réznych stezen zanieczyszczen wprowadzanych do testu, co $wiadczy
o ich zréznicowanej czuto$ci na badane zwigzki. W badanym zakresie stezen ekstraktow
powietrza (50-0,0015 m*/ptytke) zaobserwowano wyrazna krzywa dawka-odpowiedz, co w
pelni ilustruje biologiczny efekt dziatania zanieczyszczen obecnych w  ekstraktach w
zaleznos$ci od ich stezenia. Szeroki zakres badanych stezen probek powietrza w przypadku
szczepu YG1041 (tabela 6) pozwolit wyznaczy¢ punkt przegiecia krzywej dawka-odpowiedz
(efekt toksyczny). Dla szczepu TA98 taki efekt uzyskano w przypadku probki II (lato —
centrum miasta) oraz w przypadku probki III (zima — obrzeza miasta) w badaniach
prowadzonych bez frakcji S9. Dla pozostatych ekstraktow nawet stezenie zanieczyszczen
pochodzace z 50 m® powietrza nie pozwolito uchwyci¢ progu ich toksycznego dziatania, a
tym samym objetosci powietrza dajacego maksymalny efekt mutagenny. Najmniejsza
objeto$¢ zanieczyszczonego powietrza wywolujaca efekt mutagenny w stosunku do
zastosowanych w badaniach szczepdw byta bardzo zréznicowana. Szczep TA98 odznaczat si¢
progiem wykrywalnosci dla zimy na poziomie 0,049-0,39 m’ a dla lata 0,097-25 m>. Z kolei
prog wykrywalno$ci zwigzkéw mutagennych dla szczepu YG1041 wynosit dla zimy 0,0061-
0,39 m’ i dla lata 3,125-12,5 m’. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem pylu zawieszonego a
objetoscig zanieczyszczonego powietrza wywotujacego efekt mutagenny byla niewielka.
Najwigksze stezenie pylu zawieszonego uzyskano dla probki III (zima — obrzeza miasta)
138.93 wm®, natomiast stezenie zaadsorbowanych zwigzkéw mutagennych bylo najwieksze
dla probki IV (zima — centrum miasta). Dla tej probki stezenie pytu byto 1,5 razy mniejsze 1
wynosito 87,32 pg/m’. Tak samo przedstawiata si¢ sytuacja dla zanieczyszczef pobranych
latem. Najwicksze stezenie pytu uzyskano dla probki I (lato — obrzeza miasta) 57,17 pug/m’,
natomiast obj¢to$¢ zanieczyszczonego powietrza wywolujaca efekt mutagenny byla
najmniejsza dla probki II (lato — centrum miasta). Dla tej probki stezenie pytu byto takze
okoto 1,5 razy mniejsze i wynosito 38,33 pg/m’. Pyly pobrane w centrum miasta (II i IV)
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charakteryzowaty si¢ wigksza sumaryczng zawartoscia WWA, mimo iz procentowy udziat w
nich poszczegdlnych WWA byt bardzo zréznicowany.

Tabela 4. Zalezno§¢ MR £ S.D. od stezenia ekstraktow pylow badanych probek powietrza
okreslana testem Salmonella bez udziatu frakcji S9 i z jej udziatem dla szczepu TA 98

Stezenie Rodzaj probki
probki 1 (LATO) 11 (LATO) 111 (ZIMA) IV (ZIMA)
[m’/ -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
plytke]
50 3.4940.2 | 2.62+0.2 | 0.43+0.2 | 0.57+0.1 | 9.29+0.3 | 17.7+0.4 | 31.73+0.6 | 18.28+0.4
25 2.2+0.2 | 2.32+0.2 | 1.78+0.3 | 0.85+0.2 | 12.49+0.5 | 13.14+0.2 | 28.52+0.5 | 15.98+0.5
12.5 1.82+0.1 | 1.35+0.1 | 2.05%0.1 | 11.04+0.2 | 13.63+0.4 | 11.52+0.2 | 20.68+0.7 | 13.41+0.3
6.25 1.5540.2 | 1.35¢0.2 | 2.67+0.2 | 17.9+0.3 | 9.19+0.3 | 10.29+0.3 | 10.31+0.4 | 10.9+0.4
3,125 | 1.45+0.2 | 1.15+0.2 | 15.5+0.3 | 16.34+0.4 | 5.91+0.3 | 4.85+0.4 | 10.15+0.4 | 6.95+0.2
1.56 1.354£0.1 | 1.08+0.2 | 8.41%+0.2 | 9.64+0.2 | 4.27+0.2 | 3.85+0.2 | 5.93+0.2 | 6.8+0.1
0.78 1.294£0.1 | 1.04+0.3 | 2.94+0.4 | 8.5+0.2 3.7£0.3 | 2.87£0.2 | 5.1+0.2 | 6.34+0.3
0.39 1.2540.1 | 0.92+0.2 | 1.4340.1 | 5.12+0.2 | 2.76+0.2 | 2.77+£0.2 | 5.09+0.3 | 4.73+0.4
0.195 [ 1.1940.2 | 0.92+0.2 | 1.160.1 | 3.13+0.1 | 1.83+0.2 | 2.23+0.1 | 4.6x£0.1 | 2.94+0.2
0.097 | 1.12+0.2 | 0.7740.3 | 1.094£0.1 | 2.27+0.1 | 1.71£0.2 | 1.81+0.1 | 4.04+0.2 1.6£0.2
0.049 |1.06+0.1 | 0.77+0.2 | 1.01£0.1 | 1.16+0.1 | 1.67+0.1 | 1.45+#0.1 | 2.41+0.2 | 1.29+0.1
0.0245 | 1.06+0.3 | 0.73£0.2 | 0.93+0.1 | 0.67+£0.1 | 1.07+0.1 | 1.25+0.1 | 1.42+0.1 | 1.08+0.1

kontrola negatywna 22-36 rewertantow na ptytke
kontrola pozytywna 3242-4552 rewertantow na plytke (-S9), 1645-1886 rewertantow na plytke (+S9)

Tabela 5. Zalezno§¢ MR £ S.D. od st¢zenia ekstraktow pyldw badanych probek powietrza
okreslana testem Salmonella bez udziatu frakcji S9 i z jej udziatem dla szczepu YG 1041

Stezenie Rodzaj probki
probki I (LATO) 11 (LATO) 111 (ZIMA) IV (ZIMA)
[m?/ -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
plytke]
50 2.96+0.4 | 2.63+0.4 | 2.85+0.2 | 2.34+0.1 | 3.69+0.3 | 1.16+0.1 | 9.54+0.4 | 10.45+0.3
25 7.29+0.2 | 4.56+0.2 | 4.84+0.3 | 2.86+0.3 | 6.06+0.2 | 5.06+0.2 | 15.81+0.5 | 11.9+0.4
12.5 4.75+0.3 | 2.52+0.3 | 6.4£0.4 | 3.66=0.2 | 8.57+0.4 | 7.33+0.4 | 16.48+0.4 | 12.52+0.3
6.25 2.34+0.2 | 1.9240.2 | 3.21£0.1 | 1.05+0.1 | 5.96+0.3 | 6.61+0.3 | 13.71+0.3 | 15.0+0.2
3.125 1.93+0.1 | 1.66+0.2 | 2.42+0.1 | 0.99+0.1 | 5.39+0.2 | 4.25+0.3 | 10.64+0.2 | 14.49+0.3
1.56 1.5340.2 | 1.49+0.1 | 1.9540.1 | 0.99+0.2 | 4.35+0.2 | 3.58+0.2 | 10.36+0.2 | 12.43+0.2
0.78 1.3240.2 | 1.43+0.1 | 1.5140.1 | 0.93£0.1 | 3.92+0.2 | 3.41+0.2 | 10.33+0.2 | 11.92+0.3
0.39 1.16+£0.1 | 1.32+0.1 | 1.22+0.1 | 0.9+£0.1 | 2.91+0.2 | 2.39+0.2 | 9.23+0.3 | 6.3+0.2
0.195 1.14+0.1 | 1.18+0.1 | 0.95+0.2 | 0.85+0.2 | 2.58+0.1 | 1.87+0.1 | 7.75+0.4 | 5.2+0.2
0.097 1.11+0.1 | 0.92+0.1 | 0.84+0.1 | 0.85+0.1 | 2.41+0.1 | 1.55+0.1 | 4.89+0.2 | 4.3+0.2
0.049 0.91£0.1 ] 0.994+0.1 | 0.75+0.1 | 0.8+£0.1 | 1.22+0.1 | 1.37+0.1 | 3.87+0.2 | 3.64+0.2
0.0245 0.83£0.1 | 1.00+0.1 | 0.74+0.2 | 0.86+0.1 | 1.10+0.1 | 1.01+0.1 | 2.51+0.2 | 3.05+0.2
0.0061 0.95+0.1 | 0.97+0.1 | 0.840.1 | 0.89+0.1 | 1.094£0.1 | 0.93+0.1 | 2.11£0.1 | 2.32+0.1
0.0015 0.97+0.1 | 1.00£0.1 | 0.9+0.1 | 0.91+0.1 | 1.11£0.1 | 0.94+0.1 | 1.2340.1 | 1.36+0.1

kontrola negatywna 128-179 rewertantdw na plytke
kontrola pozytywna 1165-1396 rewertantow na plytke (-S9), 1126-1216 rewertantow na ptytke (+S9)

W tabeli 6 przedstawiono wyniki dotyczace uzyskanych wartosci mutagennosci (M) w
poszczegoOlnych testach Salmonella. W badaniach ze szczepem TA98 jedynie dla préobki 1
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(lato — obrzeze miasta) uzyskano niskie warto$ci mutagennosci, zblizone do ilosci
rewertantdw spontanicznych, ktore wynosity 22-26 rew./m’. W przypadku pozostatych
probek ilosé rewertantow indukowanych przez 1m’® powietrza w testach wahata sie od 97 do
189 rew./m’. W przypadku testow przeprowadzonych ze szczepem YG1041 wartosci M
zblizone do iloéci rewertantow spontanicznych (126-201 rew./m’ ) uzyskano dla pytow
pobranych w lecie na obu stanowiskach badawczych (probki I i IT). Z kolei ilo$¢ rewertantow
indukowanych przez Im’ powietrza w probkach pobranych zima byta wysoka i wahata si¢ od
649 do 1244 rew./m’.

Tabela 6. Mutagenno$¢ (M) otrzymana dla poszczegolnych testow Salmonella
przeprowadzonych z badanymi ekstraktami

Obecnos¢ Rownanie prostej regresji Mutagenno$¢ (M)
Szczep | Prébka | frakeji S9 R Rew./m’
I -S9 y=18,5+3.6x 0,62 22
+S9 y=21,7+4.6x 0,62 26
II -S9 y=29,1+1152x 0,75 144
+S9 y=49,3+139,7x 0,84 189
111 -S9 y=30,4+66,6x 0,95 97
TA 98 +S9 y=45,3+71x 0,86 116
v -S9 y=19,6+81,6x 0,82 101
+S9 y=33,2+153,1x 0,88 186
I -S9 y=154,9+359x 0,97 191
+S9 y=165,9+192x 0,95 185
II -S9 y=103,7+21,9x 0,98 126
+S9 y=192,7+8,2x 0,82 201
111 -S9 y=174,6+474,1x 0,76 649
YG 1041 +S9 y=249,4+696,5x 0,94 946
v -S9 y=155,4+936x 0,83 1091
+S9 y=201,7+1042,4x 0,85 1244

W tabeli 7 zamieszczono wyniki badan nad genotoksycznoscig pytowych ekstraktow
powietrza przeprowadzonych zminiaturyzowanym testem SOS Chromotest. Badane ekstrakty
wykazywaty wlasciwosci genotoksyczne w stosunku do stosowanego w teScie szczepu
Escherichia coli K12 PQ37. We wszystkich przeprowadzonych testach, zarowno dla probek
pobranych latem jak i zimg (za wyjatkiem probki I pobranej latem w tescie z aktywacja
metaboliczng) uzyskano wartosci wspotczynnika IF wigksze od 1,5 oraz liniowg zalezno$¢
dawka-odpowiedz. Zanieczyszczenia obecne w badanych ekstraktach dalty wyzsze warto$ci
wspotczynnika IF w badaniach przeprowadzonych bez aktywacji metabolicznej, przy czym
uzyskane wartosci tego wspoOlczynnika byly wyzsze dla probek pobranych zima w
porownaniu do wartosci IF uzyskanych dla probek pobranych latem. Otrzymane wyniki
wskazuja wigc na przewage zwiazkdw chemicznych dziatajacych bezposrednio na material
genetyczny w badanych ekstraktach. Bezposrednia genotoksyczno$¢ organicznych
zanieczyszczen powietrza zwigzana jest z obecno$cig, mi¢dzy innymi, nitro-, hydroksy- i
tlenowych pochodnych WWA w badanych ekstraktach [3, 7]. Ponadto, uzyskano wyzsze
wartos$ci IF dla ekstraktow pytow pobranych w centrum miasta (II, IV- Plac Grunwaldzki) w
poréwnaniu do wartosci IF uzyskanych dla probek pobranych na obrzezu miasta (I, III- ul.
Strachocinska). Objetos$ci zanieczyszczonego powietrza wywolujace efekt genotoksyczny,
byty wicksze od uzyskanych w tescie Salmonella. Wahaty sie w zakresie 3,125-25 m” latem i
0,195-1,56 m’ zima.
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Doniesien literaturowych na temat badan organicznych zanieczyszczen powietrza SOS
chromotestem jest duzo mniej w porownaniu do przeprowadzanych testem Salmonella.
Wszystkie one jednak podkreslaja duza przydatnosci tego testu w monitoringu
zanieczyszczeh powietrza. Badania prowadzone na terenie Czech oraz Bo$ni i Hercegowiny
przez Skarek i inni [10, 27] pokazuja duze zréznicowanie uzyskanych wynikéw w tym tescie.
Na terenie Czech pyty pobierano w lipcu 2002 na terenach silnie (2 lokalizacje) i stabo
zurbanizowanych (2 lokalizacje). Dodatnie wyniki testu uzyskano jedynie w badaniach bez
aktywacji metabolicznej na dwoch terenach miejskich. Z kolei w badaniach prowadzonych z
pytami pobranymi w maju 2004 roku w stabo zindustrializowanym Sarajewie i mocno
uprzemystowionej Tuzli dodatnie wyniki uzyskano we wszystkich testach, zaréwno w
wariancie z jak 1 bez frakcji S9. Podobnie jednak jak w prezentowanych badaniach wigksza
sita genotoksycznego dziatania odznaczaty si¢ probki badane bez aktywacji metaboliczne;,
pobrane na terenie silnie zindustrializowanym.

Tabela 7. Wartosci IF dla ekstraktow pylowych zanieczyszczen powietrza uzyskane w
SOS Chromotescie

Stezenie Rodzaj probki
probki 1 (LATO) 11 (LATO) 111 (ZIMA) IV (ZIMA)
[m®/ -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
dolek]
50 1,89 1,32 4,12 3,80 TOX TOX TOX TOX
25 1,56 1,24 3,90 2,50 TOX 3,78 TOX 5,27
12.5 1,40 1,14 3,20 1,95 5,12 3,46 TOX 5,01
6.25 1,32 1,09 2,45 1,54 4,97 2,57 9,34 4,56
3.125 1,27 1,12 1,65 1,40 3,20 1,80 7,17 3,12
1.56 1,20 1,08 1,30 1,38 2,69 1,65 5,61 2,01
0.78 1,17 1,00 1,21 1,25 1,68 1,45 3,98 1,76
0.39 1,12 0,98 1,15 1,20 1,54 1,21 2,19 1,40
0.195 1,10 1,05 1,05 1,15 1,40 1,19 1,63 1,32
0.097 | 1,00 0,95 0,95 1,05 1,34 1,13 1,42 1,30
0.049 | 1,05 0,91 1,10 0,95 1,25 1,17 1,41 1,23
0.0245 | 1,10 1,03 1,00 1,00 1,19 1,08 1,32 1,10
0.0061 | 0,97 1,11 0,89 1,00 1,05 1,00 1,11 1,07
0.0015 | 1,00 1,00 0,95 1,05 0,97 1,05 1,02 1,01

TOX- probka toksyczna

W tabeli 8 umieszczono wyniki badan dotyczace wptywu badanych ekstraktow pytow
na komorki nowotworowe raka pluc A549. Wielu badaczy zwraca uwage na to, ze przy
ocenie szkodliwego dziatania zwigzkow chemicznych na organizm ludzki konieczne jest
rozpatrywanie wynikow testow na mutagennos¢ i genotoksyczno$¢ w powigzaniu z wynikami
oceny ich toksycznos$ci. W badaniach substancji wnikajacych do organizmu przez uktad
oddechowy wykorzystuje si¢ linie wyprowadzone z komodrek nabtonkowych pecherzykow
ptucnych oraz linie wyprowadzane z makrofagow. Komorki nabtonkowe uktadu
oddechowego, obok makrofagow pecherzykow plucnych, stanowig obrone organizmu przed
wnikajacymi  zanieczyszczeniami, ze wzgledu na zachodzaca fagocytoze czastek
respirabilnych. Przydatno$¢ linii komorek ludzkich A549 uzyskanych z komorek
nowotworowych raka ptuc do oceny wlasciwosci czastek respirabilnych zostata potwierdzona
w badaniach cytotoksycznos$ci oraz mutagennosci in vitro [8, 28, 29]. Istota mutacji sg
nieodwracalne uszkodzenia w materiale genetycznym komorki, prowadzace do zmiany jej
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funkcjonowania, w wyniku czego komorka staje si¢ niepodatna na mechanizmy regulacyjne
dotyczace tempa podziatdow, wzrostu i réznicowania. Zmodyfikowane komorki budujace
ludzki organizm, jezeli nie zostang wyeliminowane we wczesnej fazie przez uktad
immunologiczny, zaczynaja proliferowaé, co w efekcie moze prowadzi¢ do powstania
nowotworu [12].

W prezentowanych badaniach stwierdzono toksyczne oddzialywanie zanieczyszczen
organicznych zaadsorbowanych na pytach pobranych zaréwno w zimie jak i w lecie na
komorki linii A549 w warunkach in vitro. Stezenia powietrza wywotujace efekt toksyczny
ksztaltowaty si¢ réznie w zaleznosci od sezonu poboru probki i czasu kontaktu badanych
zanieczyszczen z linia komoérkowa. Otrzymano silniejszy efekt toksyczny dla ekstraktow
pylow pobranych zimg w poréwnaniu do efektu otrzymanego dla ekstraktow pylow
pobranych latem. Podobng zmienno$¢ sezonowa efektu cytotoksycznego obserwowano w
innych miastach [8]. Zarowno po 24, 48 1 72 godzinach obserwacji mniejsze dawki powietrza
pobranego zimg wywotywaty efekt letalny 50% badanych komoérek w stosunku do dawek
powietrza pobranego latem. W przypadku ekstraktow pyldw pobranych zimg wynosity one
1,56m® (IV — Plac Grunwaldzki) i 3,13 m® (IIl — ul. Strachocinska) po 24 i 48 godzinach
kontaktu, oraz 0,78m"’ dla obu probek po 72 godzinach badan. Z kolei dla probek pobranych
latem efekt toksyczny oznaczony na komodrkach A549 stwierdzono po 24 i 48 godzinach
oddziatywania zanieczyszczen pochodzacych z 12,5m’ pobranych na Placu Grunwaldzkim
D) i z 25m’ pobranych na ul. Strachocinskiej (I). Najsilniejszy efekt toksyczny stwierdzony
dla prébek letnich zaobserwowano po 72 godzinach dla probki II. Po tym czasie dawka
powietrza wywotujaca ten efekt wynosita 6,25 m’. Z kolei dawka zanieczyszczen pylowych
pobranych na ulicy Strachocinskiej wywotujaca efekt toksyczny wynosita 25m’, czyli byta
taka sama jak po 24 i 48 godzinach.

Tabela 8. Dziatanie ekstraktow pytowych zanieczyszczen powietrza na ludzkie
komorki phuc linii A549 w warunkach in vitro

Efekt toksyczny [m’]
Czas Rodzaj probki
Kontaktu 50 25 | 12,5 16,25 | 3,13 | 1,56 | 0,78 | 0,39
I (Lato) t t n n n n n n
IT (Lato) t t t n n n n n
24 III (Zima) t t t t t n n n
IV (Zima) t t t t t t n n
Kontrola A549 n n n n n n n n
I (Lato) t t n n n n n n
IT (Lato) t t t n n n n n
48 11T (Zima) t t t t t n n n
IV (Zima) t t t t t t n n
Kontrola A549 n n n n n n n n
I (Lato) t t n n n n n n
IT (Lato) t t t t n n n n
72 111 (Zima) t t t t t t t n
IV (Zima) t t t t t t t n
Kontrola A549 n n n n n n n n

n- probka nietoksyczna; t- probka toksyczna
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5. Podsumowanie

Badania potwierdzity wysoka wrazliwo§¢ na zanieczyszczenia —organiczne,
zaadsorbowane na pylach PM10, zastosowanych szczepow testowych Salmonella tyhimurium
TA98 1 YG1041 oraz Escherichia coli K12 PQ37, co swiadczy o obecnosci w powietrzu
atmosferycznym WWA 1 ich nitrowych, aminowych i hydroksyloaminowych pochodnych.
Uzyskane wartosci wspotczynnikow MR 1 IF w obu testach bakteryjnych wskazywaly na
obecno$¢ w badanych probkach zwigzkéw chemicznych zaréwno o charakterze
promutagenow jak 1 mutagenow bezposrednich, przy czym w tescie Salmonella uzyskano
zblizone warto$ci MR w badaniach bez i z aktywacja metaboliczng frakcja mikrosomalg S9.
Wprowadzenie do badan szczepu serii YG pozwolito, oprocz potwierdzenia, ze za efekt
mutagenny zanieczyszczen powietrza gtdéwnie odpowiadaja umiarkowanie polarne i wysoko
polarne klasy zwiazkow, na wykrycie obecno$ci mutagenéw w bardzo matych dawkach
badanego powietrza, rzgdu 0,0061-0,049m’. Z kolei w badaniach przeprowadzonych SOS
chromotestem uzyskano wyzsza genotoksyczno$¢ w testach bez aktywacji metaboliczne; w
poréwnaniu do wynikdw badan prowadzonych w obecnosci frakcji mikrosomalnej S9.
Zwiazki chemiczne o takim dziataniu to nitrowe 1 aminowe pochodne WWA, polarne zwigzki
aromatyczne, zwigzki heterocykliczne i fenole.

W prezentowanych badaniach stwierdzono takze toksyczne oddziatywanie
zanieczyszczen organicznych zaadsorbowanych na pytach, pobranych zar6wno w zimie jak 1
w lecie, na komorki linii A549 w warunkach in vitro. Zardbwno po 24, 48 1 72 godzinach
obserwacji mniejsze dawki powietrza pobranego zima wywotywaty efekt letalny 50%
badanych komoérek w stosunku do dawek powietrza pobranego latem.

Tak wigc, jedyna droga kompleksowej, szybkiej oceny narazenia ludzi na zwigzki
chemiczne zaadsorbowane na czgstkach pylu zawieszonego jest zastosowanie monitoringu
biologicznego. Ze wzgledu na ztozono$¢ procesu karcynogenezy niezbgdne jest dopasowanie
odpowiednich organizméw, komoérek oraz zestawow testow  krotkoterminowych.
Zastosowanie hodowli komorek ludzkich do badan, obok testow bakteryjnych, stwarza
mozliwos¢ otrzymania prawidilowej odpowiedzi dotyczace] reakcji komorek ssakoéw na
zwigzki organiczne zanieczyszczajace powietrze atmosferyczne.
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