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WLASCIWOSCI MUTAGENNE I CYTOTOKSYCZNE
EKSTRAKTOW PYLU ZAWIESZONEGO POBRANEGO
NA TERENIE WROCLAWIA

Testem Salmonella, prowadzonym w obecnosci szczepow TA98 i YG1041, oraz testem na linii
komorek ludzkich raka pluc AS549 stwierdzono mutagenno$¢ i cytotoksyczno$¢ zanieczyszczen
organicznych i ich frakcji zaadsorbowanych na czastkach pylu zawieszonego PM10 pobranego zima
ilatem na terenie Wroctawia. Probki pylu pobierano na filtry szklane przy pomocy wysoko-
przepltywowego aspiratora powietrza typu Staplex. Ekstrakcje¢ przeprowadzono dichlorometanem
w aparacie Soxhleta. Rozdziatu na trzy frakcje: WWA, nitro-WWA i dinitro-WWA dokonano metodg
chromatografii kolumnowej. Wigkszy efekt mutagenny i cytotoksyczny stwierdzono w probee pytow
pobranych w sezonie zimowym niz w letnim. W badanych probkach stwierdzono obecnosé
zanieczyszczen mogacych oddzialtywaé bezposrednio i posrednio na material genetyczny.
W wigkszosci testow uzyskano nizsze wartosci wspotczynnika mutagennosci (MR) w obecnosci
frakcji badanych zanieczyszczen w poréwnaniu do wartoSci MR uzyskanych dla catkowitych
ekstraktow. Efektu mutagennego nie stwierdzono dla frakcji pochodzacych z probki pytéw pobranych
latem badanych z aktywacja metaboliczng. Najwigcej zwiazkéw wywolujacych efekt toksyczny byto
obecnych w probce pobranej zimg i w frakcji zimowej nitro-WWA oraz w frakcji letniej nitro-WWA
i dinitro-WWA.

1. WSTEP

Obecnie w srodowisku znajduje si¢ wiele tysigcy substancji wykazujacych
dziatanie toksyczne, mutagenne i potencjalnie kancerogenne. W wyniku dziatalnosci
cztowieka stale pojawiaja si¢ nowe, niebezpieczne zwigzki we wszystkich elementach
srodowiska [1]. Zanieczyszczenia powietrza stanowig bardzo zroéznicowana
mieszaning zwiazkow chemicznych.
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Cze$¢ z nich adsorbuje si¢ na réznej wielkosci czastkach pylu i wraz z nimi moze
przedosta¢ si¢ do ukladu oddechowego, a nastepnie przez pgcherzyki plucne do
uktadu krwiono$nego i tg droga moga rozprzestrzeni¢ si¢ po calym organizmie [2].
Wséréd  nich  powazng  grupg, stosunkowo dobrze poznang, stanowia
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) — zwiazki o dziataniu
mutagennym i kancerogennym. Duza aktywno$cig mutagenna charakteryzuja si¢ takze
nitrowe, chlorowe i tlenowe pochodne WWA [3]. Od srednicy czastek pytlu zalezy ich
szkodliwo$¢ dla organizmu. Czastki respirabilne (inhalacyjne), o $rednicy <10um,
utrzymuja si¢ przez dluzszy czas w atmosferze, co zwicksza prawdopodobienstwo
przedostania si¢ ich do uktadu oddechowego cztowieka [4,5].

Wykrycie oraz identyfikacja zanieczyszczen w oparciu o analiz¢ chemiczng jest
kosztowna i wymaga zastosowania nowoczesnych technik analitycznych. Wymusza to
konieczno$§¢ rozpatrywania mutagennosci 1 toksyczno$ci mieszanin, a nie
pojedynczych zwigzkéw stanowigcych zanieczyszczenie S$rodowiska. Tylko na
podstawie wynikow uzyskanych metodami biologicznymi mozna otrzymaé
wiarygodne informacje odno$nie ich dzialania na organizm zywy, poniewaz wiele
substancji wykazuje dziatanie synergistyczne lub antagonistyczne [6].

W badaniach nad oceng mutagenno$ci zanieczyszczen powietrza znalazl
zastosowanie krotkoterminowy bakteryjny test Salmonella (test Amesa) [7,8]. Do
badan toksyczno$ci zanieczyszczen powietrza w warunkach in vitro wykorzystuje sie
takze rozne linie komorkowe, np. komodrki nablonkopodobne ludzkiego raka phuc-
A549. Przydatnos¢ linii komorkowych do oceny wlasciwosci cytotoksycznych czastek
respirabilnych zostata potwierdzona w wielu badaniach [9].

Celem niniejszej pracy byla ocena mutagennosci i cytotoksycznosci
zanieczyszczen organicznych zaadsorbowanych na czastkach pyhlu zawieszonego
frakcji PM10 pobranego zimg i latem na terenie miasta Wroctawia.

2. MATERIALY Il METODY

Materiat do badan stanowity probki pytu pobierane na filtry szklane za pomocag
wysoko-przepltywowego aspiratora powietrza typu Staplex PM-10. Probki pylow
pobierano na stanowisku usytuowanym w dzielnicy Stare Miasto w miejscu
0 nat¢zonym ruchu samochodowym. Probki pobierano w sezonie letnim (od maja do
wrzesnia) i w sezonie zimowym (od listopada do marca). Filtry wraz z pylami
ekstranowano w aparatach Soxhleta dichlorometanem bez dostepu $wiatla, przez
16 godzin z 15 minutowym refluksem [10]. Nastepnie ekstrakty zageszczano do sucha
W wyparce prozniowej, a na koniec przedmuchiwano azotem. Uzyskane ta droga
suche ekstrakty poddawane byly analizie w celu oznaczenia w nich zawartosci WWA,
nitro-WWA i dinitro-WWA oraz wykorzystywane byly jako material do testow
biologicznych.

Surowy ekstrakt frakcjonowano na kolumnach szklanych wypehionych
zelem krzemionkowym zgodnie z metodyka podang przez Zaciera M. [11].
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Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne oznaczano technika wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detekcja fluorescencyjng, natomiast zawarto$¢ nitro-WWA
technikg chromatografii gazowej z detekcja mas.

Suchg pozostatos¢ ekstraktow pyldow przeznaczona do badan biologicznych
rozpuszczano w sterylnym dimetylosulfotlenku (DMSO) w taki sposéb by w 1cm?
roztworu podstawowego znajdowaly sie zanieczyszczenia pochodzace z 1000m®
powietrza. Do testow wprowadzano wszystkie organiczne zanieczyszczenia (C)
obecne w pobranych prébkach oraz zanieczyszczenia zawarte w trzech frakcjach:
WWA (1), nitropochodnych WWA (111) i dinitropochodnych WWA (1V).

W tescie Salmonella, wykonywanym zgodnie z zaleceniami autorow [8],
stosowano dwa szczepy: TA98 i YGI1041 w wariantach bez i z aktywacja
metaboliczng frakcja mikrosomalng S9. Wszystkie analizy wykonywano w pieciu
powtorzeniach. Préby inkubowano 48 godzin (TA98) lub przez 72 godziny (YG1041)
w temperaturze 37°C. Po tym czasie okre§lano liczbe kolonii rewertantow (his")
rosngcych na plytkach Petriego. Efekt mutagenny ekstraktow pytow zawieszonych
przedstawiono w postaci wspolczynnika mutagennosci (MR), czyli ilorazu sredniej
liczby rewertantow wyroslych w obecnosci badanej probki i $redniej liczby
rewertantdw spontanicznych. Za mutagenne uznawano probki dla ktérych
wspotczynnik mutagennosci MR byt > 2.

Badania cytotoksycznego dziatania ekstraktOw przeprowadzono metoda
bezposredniego kontaktu z jednowarstwowg hodowla komorek nabtonkopodobnych
ludzkiego raka ptuc—A549 (American Type Culture Collection, Cell Culture Line-
ATCC CCL 185). Na plastikowych, 96-dotkowych ptytkach zatozono
jednowarstwowa hodowle komoérek A549 o gestosci 2x10%/ml i inkubowano 24
godziny w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO, . Po tym czasie usuwano pltyn
znad komorek, a na jednowarstwowa hodowl¢ komorek nanoszono odpowiednie
stezenia badanych ekstraktow i inkubowano 24, 48 i 72 godziny w temperaturze 37°C
w atmosferze 5% CO, Kontrole stanowity hodowle komorek bez dodatku badanych
probek oraz hodowle komoérek z dodatkiem DMSO w takiej samej ilosci jak w
probkach badanych. Zmiany iloSciowe i morfologiczne, pod wptywem badanych
ekstraktow, oceniono po 24, 48 i 72 godzinach w odwroconym mikroskopie.
Minimalne st¢zenie badanych probek, ktore powodowato degeneracje 50% komorek
uznawano za dawke toksyczng (TCCDs,-Tissue Culture Cytotoxic Dose) [12]. Wyniki
testu cytotoksycznego przedstawiono w postaci ilosci m® badanego powietrza z
ktorego uzyskany ekstrakt wywolywat jeszcze efekt toksyczny.

3. DYSKUSJA WYNIKOW

Na wybranym stanowisku badawczym we Wroctawiu stezenia pytu zawieszonego
PMI10 wahaty si¢ w zakresie od 43,74pg/m® do 57,84 pg/m®, natomiast stezenia
zaadsorbowanych na pyle zawieszonym zwigzkow organicznych (substancje
smotowe) w zakresie od 7,56 pg/m® do 17,57 pg/m® (tab. 1). Stezenia pylu
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zawieszonego i zaadsorbowanych na nim zanieczyszczen organicznych byly wyzsze
zima niz latem. Stwierdzone sezonowe roznice pomi¢dzy ich zawartoscig pokrywaja
si¢ z doniesieniami literaturowymi [7]. Roznice te wynikajg glownie z faktu
zwickszonej emisji pytow w okresie zimowym na terenie aglomeracji miejskich,
pochodzacych z procesow spalania na cele grzewcze. Otrzymana ilo$¢ pyhlu
frakcji PM10 byta zblizona do wartosci zmierzonych w roznych miastach
europejskich [13-16,17].

Tab. 1. Dane dotyczace poboru probek powietrza

Czas | Objetos¢ | Masa Masa
Rodzaj probki poboru | powietrza | pytow | substancji
[h] [m* | [ug/m®] | smotowych
[ug/m®]
Zima (Stare Miasto) | 960 | 122 326,0 | 57,8428 17,57
Lato (Stare Miasto) | 1669 |161004,0 | 43,737 7,56

Najwicksza ilos¢ zaadsorbowanych na pytach WWA odnotowano w zimie (tab. 2).
Suma wykrytych WWA w tym okresie wynosita 40,670 ng/m®. Z kolei w probce
pyléw pobranych latem 7,447 ng/m>. Wérdd obecnych w ekstraktach WWA byly trzy
(benzo[a]antracen, benzo[a]piren, dibenzo[a,h]antracen] klasyfikowane przez IARC
(Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem) jako nalezace do grupy
weglowodorow  prawdopodobnie rakotworczych 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 [18]. Zardwno sumaryczna
zawarto§¢ WWA jak i1 tez ich profil byt zgodny z doniesieniami literaturowymi
dotyczacymi innych miast europejskich [13-16]. Z kolei suma stgzen nitrowych
pochodnych WWA (tab.2) zawierala si¢ w granicach od 3,43 ng/m® do 1,6 ng/m’.
Najbardziej bogaty profil tych zwigzkéw uzyskano w prdbce pobranej zima.
W ekstraktach nie stwierdzono wystegpowania badanych dinitropochodnych WWA
w granicach  ich  oznaczalnoéci.  Stwierdzono  natomiast  wystgpowanie
mononitropochodnych WWA, wérdd ktérych obecne byty nalezace do grupy 2B 2-
nitrofluoren i 1-nitopiren. 2-nitrofluoren wystepowat w obu badanych probkach,
natomiast obecnos¢ 1-nitropirenu stwierdzono tylko w probce pobranej zima.

We wszystkich testach Salmonella najwyzsze wartoSci wspolczynnika
mutagennos$ci (MR) (tab. 3) otrzymano dla prébki pobranej w okresie zimowym. Taka
samg zmienno$¢ sezonowg obserwuje si¢ w innych krajach [7]. Mutageny obecne
W badanych ekstraktach pyléw wywolywaty wyzsza odpowiedz ze strony szczepu
YG1041 w poréwnaniu do szczepu TA9S, co oznacza, ze byly to gldéwnie nitrowe
zwiagzki aromatyczne na ktore szczep YG1041 jest wrazliwy [19].

W badaniach przeprowadzonych ze szczepem TA98 (tab. 3) najwyzsze wartosci
MR (np. MR=19,68 przy 50m*/ptytke) uzyskano dla catkowitego ekstraktu probki
pobranej w okresie zimowym badanej bez aktywacji metabolicznej.
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Tab. 2. Wartosci stezen badanych WWA i nitro- WWA w organicznych ekstraktach pytéw zawieszonych

Badany Zima (Stare Lato Badany Zima Lato
WWA Miasto) (Stare Miasto) nitro-WWA (Stare Miasto)| (Stare Miasto)
Fenantren 3,127 0,855 1-nitronaftalen 0,58 0,47
Antracen 0,360 0,044 2-nitrofluoren 1,88 0,31
Fluoranten 7,488 1,069 9-nitroantracen 0,87 0,52
Piren 8,340 0,988 3-nitrofluoranten 0,50 n.w.
Benzo[a]antracen 3,144 0,286 1-nitropiren 0,48 n.w.
Chryzen 1,911 0,343 1,3-dinitropiren n.w. n.w.
Benzo[b]fluoranten 2,832 0,955 1,6-dinitropiren n.w. n.w.
Benzo[k]fluoranten 1,702 0,267 1,8-dinitropiren n.w. n.w.
Benzo[a]piren 7,980 0,765
Dibenzo[a,h]antracen 0,284 0,112
Benzo[g,h,i]terylen 1,776 1,233
Indeno[1,2,3-c,d]piren 1,726 0,530
SUMA 40,670 7,447 SUMA | 343 | 16

n.w.- nie wykryto

Ekstrakt ten zawieral wigc wigksze ilosci mutagendéw bezposrednich typu zmiany fazy
odczytu niz mutagenéw posrednich. Najnizsze st¢zenie ekstraktu probki zimowej,
ktore we wszystkich testach (-F, +F) wywotalo efekt mutagenny (MR>2) wynosito
1,56 m*/ptytke. Z kolei wartosci MR uzyskane w testach prowadzonych w obecnoéci
poszczegblnych frakcji pytow (11, 111, IV) byty duzo nizsze ( np. MR=3,71;, MR=5,46;
MR=3,9 przy 50m’pltytke), przy czym najwyzsze wartoéci wspolczynnika
mutagennos$ci uzyskano dla frakcji nitro-WWA. Catkowity ekstrakt probki pobranej
w okresie letnim charakteryzowal si¢ nizszymi warto$ciami MR w stosunku do
wynikéw jakie uzyskano dla prébki pobranej w zimie. Najnizsze stezenie ekstraktu
pylow pobieranych w lecie, ktore wywotywato efekt mutagenny, w badaniach
prowadzonych bez i1 z aktywacjag metaboliczng, zawieralo zanieczyszczenia
pochodzace z 12,5m® powietrza. Testy prowadzone na poszczegdlnych frakcjach
pylow letnich nie wykazaly obecnosci zwiazkdw o0 charakterze mutagennym
w badaniach z aktywacja metaboliczna. Z kolei w testach bez aktywacji metabolicznej
efekt mutagenny uzyskano jedynie w przypadku frakcji zawierajacej WWA i nitro-
WWA. W przypadku badan prowadzonych ze szczepem YG1041 (tab. 3) otrzymano
bardzo wysokie wartosci wspolczynnika MR, zwlaszcza w testach z probka pobrang
zima. Najwigksze wartosci MR (MR _£=35,50 przy 3,125m*/ptytke i MR.r=46,21 przy
12,5m*/plytk¢) uzyskano w badaniach z udzialem ekstraktu pylow zimowych.
Szczep ten, bedacy pochodna szczepu TA98, charakteryzuje si¢ zwigkszong
wrazliwo$cig na nitrowe, aminowe i hydroksyloaminowe pochodne WWA, ze
wzgledu na obecno$¢ w jego komorkach plazmidow zwigzanych z nadprodukcja
nitroreduktazy i O-acetylotransferazy [19].

W badanym zakresie stgzen zanieczyszczen powietrza zaobserwowano dla tego
szczepu wyrazng zalezno$¢ dawka-odpowiedz, co w pelni ilustrowato biologiczny
efekt dziatania zanieczyszczen obecnych w probkach w zaleznosci od ich st¢zenia.
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Tab. 3. Warto$ci MR ekstraktow pylowych zanieczyszczen powietrza badanych szczepem TA98
i YG 1041 w wariancie z S9 (+F) oraz bez S9 (-F)

Rodzaj proby
Zima Stare Miasto (ul. Wierzbowa) | Lato Stare Miasto (ul. Wierzbowa)
[m¥ TA 98
plytke] -F +F -F +F
C Injnjv C nmjujivjicjliunjfumjnvicpnjpmjiv
50 |19,68 |3,71(5,46|3,90| 12,76 |2,77|3,38|2,71[4,90|2,22|2,91|1,72|3,29|1,40|1,46|1,89
25 |15,64|2,38(4,86(3,25| 8,85 [1,71|2,39|2,15(2,58|1,89|2,44|1,56|2,68|1,27|1,37|1,45
12,5 | 11,05 |1,23|3,67|2,03| 6,63 |1,69]1,95|1,88(2,24[1,72|12,34|1,29|2,27|1,17|1,35|1,38
6,25 | 7,25 |1,07(2,21]1,22| 493 |1,41/1,88|1,55|1,67|1,58|2,18]|1,19/1,58|1,14|1,33|1,36
3,125| 3,35 |1,01(1,51)1,07| 3,59 [1,41]157|1,25]|1,43]|1,47|1,78]1,05/1,40|1,02]|1,29|1,18
156 | 2,51 10,94|1,09|n.b. | 2,34 |1,23]1,28]1,11|1,37(1,11{1,14|0,95]1,25]|1,00/1,11|0,99
0,78 | 1,76 10,86|0,99|n.b.| 1,66 |1,16]|1,26|n.b. |1,06| n.b. [ n.b. | n.b. [1,29| n.b. | n.b. | n.b.
0,39 | 1,55 |0,83]0,96|n.b.| 1,39 |1,15|1,18|n.b. |0,97 | n.b. [ n.b. | n.b. [1,01| n.b. [ n.b. | n.b.
0,195| 0,98 [0,79|0,94|n.b. | 1,05 |1,13{1,17|n.b. |0,97 | n.b. [ n.b. | n.b. |1,01| n.b. | n.b. | n.b.
0,097| n.b. [0,72(0,86|n.b. | n.b. {0,93(1,09|n.b. | n.b. | n.b. | n.b. [ n.b. | n.b. | n.b. | n.b. | n.b.
YG1041
50 | 4,39 |3,30(4,12| 2,7 |591|2,90|3,40|2,80(3,49|7,84|9,93|2,77|3,23|1,86/1,83|1,91
25 | 8,30 |3,36(5,16| 4,8 |12,83]3,43|5,65|4,64|3,93|5,08|5,70(2,18|4,95|1,56|1,59|1,74
12,5 | 29,24 |4,78|7,80| 5,67 |46,21|7,82|9,81|2,65(4,14|3,39|3,88|1,76(2,09|1,32|1,42|1,50
6,25 | 31,50 |5,08|10,3| 4,66 |36,77/510|7,54|1,24|5,93|1,94(2,74|1,62|1,70|1,24]|1,28|1,23
3,125 35,50 |3,71|4,78| 3,35 |32,324,76|5,82|1,15|3,62|1,08|2,05[1,47[1,29|1,05/0,98|1,13
1,56 |30,8812,20/4,09| 2,8 [20,46|3,77(3,61]0,98|2,09|n.b. {1,87]1,22(1,18| n.b. | n.b. | n.b.
0,78 | 26,31 |1,67(3,35| 1,67 [11,51/2,10(2,12|1,02|1,76|n.b. [1,54]|1,08|1,00 n.b. | n.b. | n.b.
0,39 120,96 |1,17(2,12| 1,10 |5,22]1,29|1,36| n.b. [1,24|n.b. [1,24| n.b. | n.b. [ n.b. | n.b. | n.b.
0,195 12,93 |1,02{1,67] 0,98 [4,03|1,06]/1,17|n.b. [1,03| n.b. |1,09| n.b. | n.b. | n.b. [ n.b. | n.b.
0,097| 552 |n.b.[1,23] n.b. [2,80(0,92| n.b. | n.b.[1,09|n.b. | n.b.[nb.|[nb.|nb.|[nb.|nb.
0,049 | 1,77 | n.b. 1,09 n.b. {0,91|n.b. {nb.|n.b.|[0,93|n.b. | nb. |{nb.|nb.|{nb.|nb.|nb.
C- calo$¢ probki; 1I- frakcja WWA,; I11- frakcja nitro-WWA,; 1V- frakcja dinitro-WWA,; n.b.- nie badano

Uzyskano takze maksymalne ilosci rewertantow dla nizszych st¢zen badanych
ekstraktow w porOwnaniu do ilosci rewertantow otrzymanych w analogicznych
stezeniach w badaniach ze szczepem TA98. Efekt mutagenny, zarowno w testach
przeprowadzonych z aktywacja metaboliczng jaki i bez niej, zaobserwowano juz przy
stezeniu ekstraktu pochodzacego z 0,097m°. Z kolei wartosci MR uzyskane
W obecnosci poszczegolnych frakcji pyldow byly duzo nizsze w poréwnaniu do
wartosci MR uzyskanych dla ekstraktu catkowitego, wigksze jednak niz w badaniach
ze szczepem TA98. W przypadku probki pylow pobranych latem maksymalng wartosé
MR (5,93) w badaniach bez S9 uzyskano dla ekstraktu pochodzacego z 6,25m*
powietrza, a w badaniach z aktywacjg metaboliczng z 25m® powietrza (MR=4,95).
Rowniez w przypadku tej probki we wszystkich badaniach stwierdzono wystgpowanie
efektu toksycznego na krzywej dawka-odpowiedz. Z kolei efekt mutagenny
zaobserwowano w wyzszych badanych stezeniach ekstraktu w poréwnaniu do
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ekstraktu probki pobranej zimg. W tescie przeprowadzonym bez S9 zanieczyszczenia
pochodzace z 1,56m® powietrza byly mutagenne, a w tescie z aktywacja metaboliczna
z 12,5m° powietrza. Testy prowadzone na poszczegolnych frakcjach pytéw pobranych
latem nie wykazaly, podobnie jak w badaniach na szczepie TA98, obecnosci
zwiazkow o charakterze mutagennym w badaniach z aktywacjg metaboliczng. Z kolei
w testach bez aktywacji metabolicznej efekt mutagenny uzyskano dla wszystkich
frakcji, a w przypadku frakcji zawierajacej WWA 1 nitro-WWA uzyskane wartoSci
MR byly wieksze od uzyskanych wartosci MR dla ekstraktu catkowitego.

W tabeli 4 umieszczono wyniki badan dotyczace wptywu badanych ekstraktow
pylow na komoérki nowotworowe raka pluc A549. Ze wzgledu na znaczng
powierzchnie czynnag pluc resorpcja zanieczyszczen powietrza zachodzi z duza
intensywnoscia gtownie w pecherzykach ptucnych. Badania prowadzone in vitro i in
vivo nad mechanizmem wptywu pylu zawieszonego na organizm zywy dowiodly, iz
pyt zawieszony jest odpowiedzialny za wywotywanie w komorkach nabtonkowych
uktadu oddechowego stanu zapalnego 1 oksydatywnego stresu [20]. Stres
oksydatywny polega na tym, ze katalizowane sg reakcje chemiczne, w wyniku ktorych
powstaja aktywne formy tlenu (rodniki tlenowe). Rodniki tlenowe dokonuja
powaznych uszkodzen bioczgsteczek, w tym uszkodzen czasteczek DNA. Uszkodzone
komorki jezeli nie zostang wyeliminowane we wczesnej fazie przez uktad
immunologiczny, zaczynajg proliferowac, co w efekcie moze prowadzi¢ do powstania
nowotworu.

W prezentowanych badaniach stwierdzono toksyczne oddzialywanie
zanieczyszczen organicznych zaadsorbowanych na pylach pobranych zar6wno
w zimie jak i w lecie na komorki linii A549 w warunkach in vitro. Stezenia powietrza
wywolujace efekt toksyczny ksztattowaly sie roznie w zaleznosci od sezonu poboru
probki i badanej frakcji zanieczyszczen (tab. 4).

W przypadku testbw wykonanych na catkowitych ekstraktach otrzymano
silniejszy efekt toksyczny dla ekstraktu pytow pobranych zimg w poréwnaniu do
efektu otrzymanego dla ekstraktu pylow pobranych latem. Zardwno po 24, 48
i 72 godzinach obserwacji mniejsze dawki powietrza pobranego zimg (12,5; 6,25;
6,25m%) wywolywaly efekt letalny 50% badanych komorek w stosunku do dawek
powietrza pobranego latem (brak toksycznosci; 25; 25m®). Podobng zmiennosé
sezonowa efektu cytotoksycznego obserwowano w wielu miastach [21,22]. Z kolei
odmienne wyniki otrzymano kiedy do testu wprowadzano poszczegdlne
badane frakcje zanieczyszczen powietrza. Po 48 godzinach zaré6wno frakcja WWA,
nitro-WWA i dinitro-WWA uzyskana z letniego ekstraktu wywotywata efekt
toksyczny w dawce 12,5m?, a analogiczne frakcje pozyskane z zimowego ekstraktu
pytow w dawce 25m°. Najsilniejszy efekt toksyczny oznaczony na komérkach A549
stwierdzono po 72 godzinach oddziatywania calkowitego zimowego ekstraktu i jego
frakcji WWA oraz frakcji letniej nitro-WWA i dinitro-WWA, pochodzacych z 6,25m*
powietrza.
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Tab. 4. Dziatanie ekstraktow pytowych zanieczyszczen powietrza na ludzkie komorki ptuc linii A549
w warunkach in vitro

Czas Sezon | Rodzaj Efekt toksyczny [m°]

Kontaktu | poboru | prébki 50 25 12,5 6,25 3,125 1,56 0,78 0,39

Zima C t t t n n n n n

1 t t n n n n n n

11 t t n n n n n n

v t t n n n n n n

24 Lato C n n n n n n n n

1 t t n n n n n n

11 t t n n n n n n

v t t t n n n n n

Kontrola A549 | n n n n n n n n

Zima C t t t t n n n n

Il t t n n n n n n

11 t t n n n n n n

v t t n n n n n n

48 Lato C t t n n n n n n

Il t t t n n n n n

11 t t t n n n n n

\Y4 t t t n n n n n

Kontrola A549 | n n n n n n n n

Zima C t t t t n n n n

] t t t n n n n n

11 t t t t n n n n

v t t t n n n n n

72 Lato C t t n n n n n n

] t t t n n n n n

11 t t t t n n n n

\Y4 t t t t n n n n

Kontrola A549 n n n n n n n n

C- calo$¢ probki; II- frakcja WWA; 1lI- frakcja nitro-WWA; IV- frakcja dinitro-WWA,; n- probka
nietoksyczna; t- probka toksyczna.

WNIOSKI

1. Ekstrakty pytowych zanieczyszczen powietrza r6znity sie migdzy soba sumaryczna
zawartos$cig jak i procentowym udziatem poszczegdlnych zwigzkéw chemicznych
w zaleznosci od sezonu poboru probek.
2. Zastosowanie testu Salmonella i testu na linii komorek ludzkich A549 uzyskanych
z komorek nowotworowych raka phluc umozliwito oceng mutagennosci
i cytotoksyczno$ci pylowych zanieczyszczen powietrza pobranych zimg i latem na
terenie Wroctawia.
3. Ekstrakty pylowych zanieczyszczen powietrza badane za pomocg testu Salmonella
przy uzyciu szczepu TA98 i jego pochodnej YG1041 charakteryzowal wysoki
poziom efektu mutagennego zaréwno w testach przeprowadzanych z aktywacja
metaboliczng jak i bez niej. Mutagenno$¢ pylow zanieczyszczajacych powietrze
byla wigksza zima niz latem.
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4, Badania potwierdzily wysoka przydatnos¢ szczepu YG1041 w wykrywaniu
mutagennego dziatania nitrowych pochodnych zwiazkéw aromatycznych.

5. W wigkszoséci przeprowadzonych testow Salmonella uzyskano wigkszy efekt
mutagenny catkowitych ekstraktow pylow w porownaniu do efektu uzyskanego dla
poszczegdlnych jego frakcji (WWA, nitro-WWA i dinitro-WWA). W prébce
pyléw pochodzacych z sezonu letniego brak bylo mutagenéw posrednich we
frakcjach, mimo iz byly one obecne w ekstrakcie catkowitym.

6. Stwierdzono nieco silniejszy efekt cytotoksyczny w probce pytow pobranych
W sezonie zimowym niz w letnim. Jednak najwiecej zwigzkéw wywotujacych ten
efekt byto obecnych w calkowitym ekstrakcie pytow pobranych zima i w jego
frakcji nitro-WWA oraz w frakcji letniej nitro-WWA i dinitro-WWA.

7. Rzeczywiste zagrozenie zdrowotne zwigzane z organicznymi zanieczyszczeniami
zaadsorbowanymi na pyle zawieszonym odzwierciedlaja jedynie badania
biologiczne, poniewaz uwzgledniaja one wypadkowy efekt dziatania
zanieczyszczen na organizmy zywe. Powinny wigc zosta¢ uwzglednione, razem
z analizag chemiczng, w standardowym monitoringu zanieczyszczen powietrza
atmosferycznego.

Praca naukowa finansowana ze srodkoéw na nauke w latach 2006-2009 jako projekt
badawczy Nr N305 096 31/3476
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MUTAGENIC AND CYTOTOXIC PROPERTIES OF EXTRACTS OF SUSPENDED PARTICULATE
MATTER COLLECTED IN THE WROCLAW CITY AREA

Organic pollutants and fractions thereof adsorbed on the PM10 fraction of suspended dust particles
from samples collected in winter and summer time alike in the Wroctaw city area were found mutagenic
and cytotoxic, which was proved by a Salmonella assay conducted in the presence of TA98 and YG1041
strains, and an assay conducted on the human lung adenocarcinoma cell line A549. Dust samples were
taken on sintered glass filters using a high performance Staplex air aspirator. Extraction by
dichloromethane was performed in a Soxhlet apparatus. A column chromatography method was applied
to achieve separation into three fractions: PAH, nitro-PAH and dinitro-PAH. Particulate samples
collected in a winter season showed higher mutagenic and cytotoxic effects than the samples collected in
summer time. Pollutants capable of direct and indirect effecting on genetic material were found present in
the examined samples. Mutagenicity ratio (MR) values obtained in majority of assays conducted in the
presence of fractions of tested pollutants were lower as compared with the MR values obtained for the
whole extracts. Only in case of fractions derived from the summer-collected particulate sample, when the
assay was conducted with metabolic activation, no mutagenic effect was found. The largest amount of
compounds giving the cytotoxic effect was found in the winter-collected whole extract and nitro-PAH
fraction, and also in the summer-collected nitro-PAH and dinitro-PAH fractions.
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