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STRESZCZENIE

W badaniach zastosowano test Salmonella oraz test Salmonella z dodatkowa 20-minutowa
preinkubacja prowadzona w temperaturze 37°C. Testy przeprowadzono w oparciu o dwa
ekstrakty pytow zawieszonych PM10 pobranych latem i zima we Wroclawiu. Testy
prowadzono w obecnosci dwoch szczepow Salmonella typhimurium: TA98 i YG1041, bez
aktywacji metabolicznej oraz z aktywacja metaboliczna frakcja mikrosomalna S-9
indukowana Aroclorem 1254, fenobarbitalem i nie poddana uprzedniej indukcji. We
wszystkich testach uzyskano wyzsze wartosci MR dla ekstraktu probki powietrza pobranej w
zimie, w pordwnaniu do badan z prébka pobrana latem. W badanych ekstraktach obecne byty
zardwno zanieczyszczenia mogace oddziatywa¢ posrednio z materiatem genetycznym jak i
bezposrednio. Test preinkubacyjny pozwolil na zwigkszenie progéw wykrywalnosci testem
Salmonella zanieczyszczen mutagennych pobranych latem. Stwierdzono przydatno$é
wszystkich zastosowanych frakcji mikrosomalnych w badaniach mutagennosci pytowych
zanieczyszczenh powietrza.

1. Wstep

Od lat dostrzegany jest problem zdrowotnych 1 ekologicznych skutkéw
zanieczyszczenia atmosfery. Koncentracja, sktad chemiczny, ilo$¢ 1 rodzaj zanieczyszczen
wystepujacych w powietrzu uzalezniony jest od szeregu czynnikow zaréwno o charakterze
lokalnym jak 1 globalnym. Szczegdlnie silnie wystgpuja te problemy na obszarach duzych
aglomeracji miejskich, w ktorych obserwuje si¢ kilkuset razy wigksza koncentracjg
zanieczyszczen w stosunku do obszarow nie zanieczyszczonych [1]. Wiele z tych
zanieczyszczen charakteryzuje si¢ dziataniem genotoksycznym, powodujac roznego rodzaju
uszkodzenia materiatlu genetycznego komorek. Dostaja si¢ one droga oddechowa do
pecherzykow ptucnych w postaci zaadsorbowane] na roéznej wielkosci czastkach pylow
zawieszonych. Nastgpnie przez pgcherzyki ptucne przedostaja si¢ do uktadu krwionosnego i
ta droga rozprzestrzeniaja si¢ po calym organizmie. Specjalne znaczenie biologiczne maja
pyly o duzym stopniu rozdrobnienia (<10 um), poniewaz utrzymuja si¢ przez dluzszy czas w
atmosferze, co warunkuje wigksze prawdopodobienstwo przedostania si¢ ich do uktadu
oddechowego czlowieka (czastki respirabilne). Analiza literatury wskazuje, ze za efekt
mutagenny pyléw zawieszonych gléwnie odpowiadaja bardziej polarne WWA, czyli ich
nitrowe i tlenowe pochodne, niz WWA niepodstawione [2, 3].

W badaniach nad ocena mutagennosci organicznych ekstraktow z pylow zawieszonych
znalazl zastosowanie krotkoterminowy bakteryjny test Salmonella, opracowany w latach 70.
XX wieku przez amerykanskiego profesora Bruca Amesa. Test ten okresla poziom mutacji
powrotnych z histydynowej auksotrofii do prototrofii u specjalnie skonstruowanych
mutantéw szczepow Salmonella typhimurium LT2 [4].
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Problem mutagennego dzialania pylowych zanieczyszczen powietrza atmosferycznego
jest przedmiotem wielu badan naukowych. Mimo duzej liczby opracowan dotyczacych
stosowania testu Salmonella w ocenie mutagenno$ci zanieczyszczen powietrza badacze
ograniczaja si¢ w nich zwykle do procedury klasycznej. Zwigkszenie czulosci testu jest
niezwykle wazne bowiem wykrycie aktywno$ci mutagennej organicznych zanieczyszczen
powietrza wymaga pobierania probek w iloSciach znacznie wigkszych niz w przypadku analiz
fizyko-chemicznych, co stanowi utrudnienie w wprowadzeniu testu do rutynowego
monitoringu zanieczyszczen powietrza [5]. O efektach mutagennych testowanego zwiazku
decyduje w duzej mierze jego st¢zenie i czas jego dziatania. Ponadto, istotnym elementem
procedury bakteryjnego testu Salmonella jest aktywacja wystepujacych w probce
promutagenow do mutagendw bezposrednich, za pomoca watrobowej frakcji mikrosomalne;.
Uzyskuje si¢ ja z watroby szczurzej po uprzedniej indukcji, ktora ma na celu zwigkszenie
poziomu enzyméw odpowiedzialnych za aktywacje metaboliczna. Obecnie najczesciej
stosowanym induktorem enzyméw watrobowych jest Aroclor 1254 ktory jest silng i trudno
rozktadalng trucizna $rodowiskowa z grupy PCBs. Jak wykazaly badania substancja o
poréwnywalnej aktywnosci indukcyjnej jest znacznie mniej toksyczny fenobarbital. Dlatego
tez uzasadnione jest zbadanie aktywnosci frakeji indukowanej fenobarbitalem w stosunku do
ekstraktu pylu zawieszonego oraz poréwnanie jej aktywnosci z frakcja indukowana
Aroclorem [6].

Celem pracy bylo uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy preinkubacja w sposéb istotny
wpltywa na obnizenie progu wykrywalnosci wystepujacych w miejskim powietrzu
zanieczyszczen o charakterze mutagendw bezposrednich 1 posrednich wykrywanych testem
Amesa. Przeprowadzono takze poréwnanie przydatnosci frakcji mikrosomalnej aktywowanej
standardowym induktorem, jakim jest Aroclor 1254, z frakcja indukowana fenobarbitalem. W
badaniach podjgto takze probe zastosowania frakcji mikrosomalnej nie podanej indukcji,
zawierajacej naturalny poziom enzymow mikrosomalnych.

2. Materialy i metody

Material do badan stanowity pyly zawieszone w powietrzu atmosferycznym miasta
Wroclawia. Wroctaw to aglomeracja miejsko-przemystowa w ktdrej zanieczyszczenia
powietrza pochodza glownie z trzech Zrodel: tzw. niskiej emisji, ucigzliwosci przemystowych
oraz osobowego i cigzarowego transportu samochodowego [7]. Stanowisko badawcze
zlokalizowano w centrum miasta, na Placu Grunwaldzkim, przez ktéry prowadzi droga
tranzytowa w kierunku Warszawy. W miejscu tym panuje wzmozony ruch samochodowy
przez cala dobg. Probki pylu PMI10 pobierano na filtry szklane przy pomocy wysoko-
przeptywowego aspiratora powietrza typu Staplex. Filtry w aparacie zmieniano co 24
godziny. Zanieczyszczenia powietrza pobierano przez 96 h w lecie i przez 105 h w zimie.
Filtry wraz z pylami z poszczegolnych poborow taczono w jedna probke, cigto 1 wkiadano do
aparatow Soxhleta. Nastgpnie ekstrahowano dichlorometanem bez dostgpu $wiatta, przez 16 h
z 15 minutowym refluksem [8]. Po zakonczonej ekstrakcji otrzymane ekstrakty wyjsciowe
zageszczano do sucha w wyparce prozniowej. Sucha pozostatos¢ ekstraktow pytow
rozpuszczano w sterylnym dimetylosulfotlenku (DMSO) w taki sposéb by w 1 cm?® roztworu
podstawowego znajdowaly si¢ zanieczyszczenia pochodzace z 1000 m® powietrza. Do testu
Salmonella wprowadzano ekstrakty pochodzace z zakresu od 50 m® do 0,006125 m?®
powietrza. Badania prowadzono bez aktywacji metabolicznej oraz z aktywacja metaboliczng
frakcja mikrosomalng indukowana Aroclorem 1254 (FA), indukowang fenobarbitalem (FB),
oraz frakcja nie poddawana uprzedniej indukceji (FO) [6, 9].
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W tes$cie Salmonella, wykonywanym zgodnie z zaleceniami autoréw [9], stosowano
dwa szczepy testowe Salmonella typhimurium: TA98 i YG1041 (tabela 1).

Tabela 1. Charakterystyka genotypow szczepoéw testowych

Szczep Opis

TA 98 TA 1538 his D3052 (p KM101)

YG 1041 TA 98 (pYG233): szczep o podwyzszonej aktywno$ci nitroreduktazy
i O-acetylotransferazy (pYG233)

Testowe szczepy Salmonella otrzymano od dr T. Nohmi z Division of Genetics and
Mutagenesis, National Institute of Hygienic Sciences, Tokyo, Japan. Szczep TA98 wykrywa
mutageny typu zmiany fazy odczytu, natomiast jego pochodna — szczep YG1041
charakteryzuje si¢ dodatkowo podwyzszona wrazliwo$cia na nitrowe, aminowe i
hydroksyloaminowe pochodne WWA. Jest to wynikiem wprowadzenia do ich komorek
plazmidow zawierajacych dodatkowa pule informacji genetycznej dotyczaca aktywnos$cia
nitroreduktazowej i O-acetylotransferazowej [10].

Dodatkowo okreslano wptyw czasu preinkubacji na efekt mutagenny ekstraktow pytow
zawieszonych. W tym celu przeprowadzono klasyczny test Salmonella z zastosowaniem
dodatkowej 20-minutowej preinkubacji prowadzonej z wytrzasaniem (240 wahnig¢/min) W
temperaturze 37°C. Testy z preinkubacja prowadzono zgodnie z metodyka Opisana przez
Matsushima i in. [11]. W klasycznej procedurze testu (bez preinkubacji) wprowadza si¢ od
razu wszystkie skladniki probki, co powoduje natychmiastowe rozcienczenie badanego
materialu. Natomiast w tescie preinkubacyjnym rozcienczenie badanych zwiazkow nastepuje
dopiero po okre§lonym czasie inkubacji. Testowe szczepy sa wigc eksponowane na zwiazki
chemiczne w malej objetosci buforu lub frakcji S-9 przez okreslony czas, zanim dodany
zostanie do nich Top-agar i zanim zostang wylane na podtoze minimalne Vogel-Bonnera.
Ponadto, test ten moze by¢ bardziej wrazliwy na nietrwale mutagenne metabolity, ktore maja
wigksza szans¢ na reakcje z DNA testowych szczepdw w matlej objgtosci mieszaniny
reakcyjnej i w wigkszym st¢zeniu frakcji mikrosomalnej niz na ptytce Petriego.

Efekt mutagenny pyloéw zawieszonych przedstawiono w postaci wspolczynnika
mutagennos$ci (MR), czyli ilorazu $redniej liczby rewertantow wyrostych w obecnosci
badanej probki i §redniej liczby rewertantow spontanicznych. Za mutagenne uznawano probki
dla ktorych wspotczynnik mutagennosci MR byt > 2.

3. Omowienie wynikow badan

Na wybranym stanowisku badawczym zebrano nastgpujace ilosci pytow PM10: 38,33
ug/m3 latem 1 87,32 pg/rn3 zima. Objgtos¢ pobranych probek powietrza wynosita 6 474,9 m?
(lato) i 7 069,0 m® (zima). Uzyskane stezenia pytéw zawieszonych byly zblizone do iloci
oznaczanych przez Wojewodzki Inspektorat Ochrony Srodowiska i Wojewodzka Stacje
Sanitarno-Epidemiologiczng w innych punktach Wroctawia [7]. Otrzymana ilo$¢ pytu frakcji
PM10 byta podobna takze do wartosci mierzonych w okresach wiosenno-letnich i jesienno-
zimowych w r6znych miastach europejskich (Czechy, Wtochy, Belgia, Wielka Brytania) [12-
15]. Dopuszczalne wartosci stezen PM10 dla okresu 24-godzinnego wynosza w Polsce i w
Unii Europejskiej 50 pg/m® (dopuszczalna czestosé przekraczania stezenia 24-godzinnego w
roku — 35 razy) [7]. Stwierdzone sezonowe roznice pomigdzy zawartoscia pyldow w powietrzu
pokrywaja si¢ takze z doniesieniami literaturowymi. Réznice te wynikaja gltéwnie z faktu
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zwigkszonej emisji pyldow w okresie zimowym na terenie aglomeracji miejskich,
pochodzacych z procesow spalania na cele grzewcze [2, 3].

We wszystkich testach uzyskano wyzsze wartosci MR dla ekstraktu probki powietrza
pobranej w zimie, w porownaniu do badan z probka pobrang latem. W badanych ekstraktach
obecne byly zarowno zanieczyszczenia mogace oddzialywaé posrednio z materialem
genetycznym jak i bezposrednio. Swiadczyty o tym wysokie wspotczynniki mutagennosci
(MR) otrzymane zarowno dla testow przeprowadzanych z udziatem frakcji mikrosomalnych
jak i bez nich.

3.1. Wyniki testow przeprowadzonych z udzialem probki pytow pobranej latem

W testach przeprowadzonych w obecno$ci probki pobranej latem na szczepie TA9S
najwyzsze wartosci MR zaobserwowano w tescie klasycznym, a najnizsze w tescie
preinkubacyjnym.

W teécie klasycznym (rys.1) nie uzyskano efektu toksycznego na krzywych dawka-
odpowiedz, za wyjatkiem testu przeprowadzonego z frakcja FO. Najwigksza liczbe
rewertantow otrzymano w badaniach bez aktywacji metabolicznej (MR = 31,73 przy 50
m*/plytke), a najmniejsza w badaniach z frakcja FO (MR = 9,87 przy 25 m®/ptytke). Stezenie
progowe badanego ekstraktu pyldéw wynosito w badaniach bez frakcji 0,049 m3/plytkq, z
frakeja FB 0,097 m®/plytke, z frakcja FA 0,39 m®plytke, a w tescie z frakcja FO 3,125
m*/ptytke.
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Rys. 1. Wartosci MR dla szczepu TA 98 uzyskane w tescie klasycznym
dla probki pobranej latem

W tescie klasycznym prowadzonym z preinkubacja (rys. 2) maksymalne wartosci MR w
testach prowadzonych bez aktywacji metabolicznej (MR = 5,20) i z aktywacja metaboliczna
frakcja FA (MR = 8,44) uzyskano w stezeniu ekstraktu pochodzacego z 25 m® powietrza.
Natomiast w badaniach z frakcja FA (MR = 8,70) i z frakcja FB (MR = 6,0) w stezeniu
ekstraktow zawierajacych zanieczyszczenia obecne w 50 m” powietrza. W tescie tym
otrzymano wyzsze wartosci MR w badaniach ze wszystkimi frakcjami mikrosomalnymi, w
poréwnaniu do badan bez aktywacji metabolicznej. Preinkubacja pozwolita wigc na
ujawnienie si¢ dzialania mutagennego zanieczyszczen o charakterze promutagenow.
Najnizsze stgzenie powietrza wywotujace efekt mutagenny w badaniach z aktywacja
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metaboliczna wynosito 1,56 m3/p}ytkq, a w tescie bez aktywacji metabolicznej 6,25
m*/phytke.
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Rys. 2. Wartosci MR dla szczepu TA 98 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
dla probki pobranej latem

W badaniach prowadzonych z udziatem szczepu YG1041 uzyskano nizsze wartosci MR
w poréwnaniu do badan ze szczepem TA98. W ekstrakcie zanieczyszczen pobranych latem
mniej wigc byto mutagendw typu zmiany fazy odczytu o charakterze nitrowych zwiazkéw
aromatycznych. W zadnym z przeprowadzonych testow, w badanym zakresie stezen
zanieczyszczen, nie uzyskano efektu toksycznego na krzywej dawka-odpowiedz.

W przypadku testu klasycznego (rys. 3) przeprowadzanego bez aktywacji metabolicznej
i z aktywacja metaboliczna frakcja FB i frakcja FO stezenie progowe badanego ekstraktu
pochodzito z 6,25 m? powietrza. W tescie prowadzonym w obecnosci frakcji FA uzyskano
najnizsze wartoéci MR (MR = 3,06 przy 50 m®/plytke). Stezenie progowe ekstraktu
zanieczyszczen w obecnosci tej frakcji byto takze przesunigte w kierunku wyzszych wartosci
1 wynosito 50 m3/p1ytkq. Jedynie w najwyzszym badanym stezeniu ekstraktu powietrza, ktore
wynosito 50 m3/plytkq, wartosci MR byly wyzsze w badaniach z frakcja FB (MR = 8,05) i z
frakcja FO (MR = 7,22) w porownaniu do wartosci MR uzyskanych w badaniach bez frakcji
(MR = 6,40). W pozostatych stgzeniach ekstraktu uzyskano zblizone wartosci
wspotczynnikOw mutagennosci.

W teécie klasycznym z preinkubacja (rys. 4) uzyskano wyzsze wartoSci MR w
poréwnaniu do testu klasycznego gMR = 12,21 dla —-F, MR = 10,39 dla FA, MR = 10,89 dla
FB i MR=6,34 dla FO przy 50 m®/ptytkg). W tym tescie najnizsze warto§ci wspotczynnika
mutagennos$ci uzyskano w badaniach z frakcja FO. W wyzszych badanych stgzeniach
zanieczyszczen powietrza najwigksze wartosci MR otrzymano w badaniach prowadzonych
bez frakcji mikrosomalnej, a w nizszych stezeniach w testach z frakcja FA. Najnizsze stgzenie
ekstraktu powietrza wywotujace efekt mutagenny w badaniach z frakcja FA wynosito 0,78
m3/p1ytkq, a w pozostatych badaniach 6,25 m* powietrza na ptytke.
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Rys. 3. Wartosci MR dla szczepu YG 1041 uzyskane w tescie klasycznym

dla probki pobranej latem
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Rys. 4. Wartosci MR dla szczepu YG 1041 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
dla probki pobranej latem

3.2. Wyniki testoéw przeprowadzonych z udziatem probki pytow pobranej zima

We wszystkich testach przeprowadzonych z udziatem probki pobranej zima na szczepie
TA98 stwierdzono wystgpowanie efektu toksycznego na krzywej dawka — odpowiedz.
Uzyskano roéwniez wyzsze wartoSci MR w nizszych badanych st¢zeniach zanieczyszczen
powietrza w poréwnaniu do wartoéci MR otrzymanych dla probki pobranej w lecie. Swiadczy
to o obecnosci wigkszej iloSci mutagendw typu zmiany fazy odczytu w ekstrakcie
zanieczyszczeh pobranych zima.
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W tescie klasycznym (rys. 5) uzyskano najwyzsze wartosci MR w obecnosci frakcji FA
w porownaniu do testow przeprowadzonych bez aktywacji metabolicznej i z aktywacja
metaboliczna pozostatymi frakcjami. Maksymalne wartosci MR uzyskano w przypadku badan
bez frakcji (MR = 15,5) i z frakcja FB (MR = 4,0) w st¢zeniu zanieczyszczen pochodzacych z
3,125 m® powietrza, a w przypadku testow z frakcja FA (MR = 17,9) i FO (MR = 7,47) w
stezeniu ekstraktu 6,25 m*/plytke. Stezenie progowe badanych zanieczyszczen wynosito
0,097 m3/p1ytkq w testach przeprowadzonych z udziatem frakcji FA 1 0,39 m3/p1ytkq w
pozostatych badaniach.
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Rys. 5. Warto$ci MR dla szczepu TA 98 uzyskane w tescie klasycznym
dla probki pobranej zima

W tescie preinkubacyjnym (rys. 6) otrzymano nizsza liczbg rewertantéw w poréwnaniu
do liczby rewertantéw uzyskanych w tescie klasycznym. Najwyzsze wartosci MR uzyskano w
badaniach przeprowadzonych ze wszystkimi frakcjami mikrosomalnymi. Preinkubacja
poprawita wigc skuteczno$¢ wykrywania efektu mutagennego w obecnosci frakeji FB 1 FO. W
tescie tym prog wykrywalnosci stwierdzono dla nastepujacych stezen ekstraktu powietrza
dodawanego na ptytke: 0,097 m*® w badaniach z frakcjami FB i FO, 0,39 m® w badaniach z
frakcja FA 10,78 m® w badaniach bez frakcji —F.
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Rys. 6. Wartoéci MR dla szczepu TA 98 uzyskane w teScie preinkubacyjnym
dla probki pobranej zima
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W wigkszosci testow przeprowadzonych z udzialem probki pobranej zima na szczepie
YG1041 stwierdzono efekt toksyczny na krzywej dawka-odpowiedz. Otrzymano bardzo
wysokie wartosci MR (nawet rzedu 45), duzo wigksze w poréwnaniu do wartosci MR
uzyskanych dla probki pobranej w lecie i to w nizszych badanych st¢zeniach ekstraktu
zanieczyszczen powietrza. Stwierdzono takze duzo nizsze st¢zenia progowe badanych
zanieczyszczeh w poszczegolnych testach. Swiadczy to o obecnosci wiekszej ilosci
mutagenow typu zmiany fazy odczytu o charakterze nitrowych zwiazkow aromatycznych w
probce pobranej zima.

W tescie klasycznym (rys. 7) najwyzsze wartosci MR uzyskano w badaniach
wykonywanych w obecnosci frakcji FO i FA. Maksymalne wartosci MR otrzymano w
stezeniu ekstraktu wynoszacym 25 m®/ptytke w badaniach z FO (MR = 27,99), w stezeniu
12,5 m*/ptytke w badaniach bez frakcji (MR = 16,48) oraz w stezeniu 6,25 m*/ptytke w
obecnosci frakcji FA (MR = 15,0) 1 FB (13,52). Z kolei obecnos$¢ zanieczyszczen o dziataniu
mutagennym stwierdzono w stezeniu 0,01225 m*/plytke powietrza w testach wykonywanych
bez frakcji 1 z frakcja FA. Natomiast w badaniach z frakcja FB i FO w stezeniu 0,0245 m?
powietrza wprowadzanego na ptytke.
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Rys. 7. Wartosci MR dla szczepu YG 1041 uzyskane w tescie klasycznym
dla probki pobranej zima

W przypadku testu prowadzonego z preinkubacja (rys. 8) otrzymano najwyzsze wartosci
MR w badaniach prowadzonych z frakcja FA 1 FB. StgZenie progowe ekstraktow
zanieczyszczen powietrza w tescie z frakcja FA wynosito 0,01225 m3/piytkq, a w pozostatych
testach 0,0245 m*/ptytke. W przypadku szczepu testowego YG1041, dla omawianej probki,
uzyskano podobne zaleznosci wartosci MR od stgzenia ekstraktu zanieczyszczen jak dla
szczepu TA 98. W tescie preinkubacyjnym stwierdzono wyzsza liczbe rewertantow w
porownaniu do testu klasycznego i zaobserwowano wyrazne obnizenie stezen, w ktorych
zaobserwowano maksymalne wartosci MR.
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Rys. 8. Wartosci MR dla szczepu YG 1041 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
dla probki pobranej zima

4. Whnioski

1. We wszystkich testach najwyzsze wartosci wspotczynnika mutagenno$ci (MR)
uzyskano dla probki pobranej w okresie zimowym. Mutagenno$¢ ekstraktow pylow
zawieszonych wzrasta wigc w sezonie grzewczym i maleje w lecie.

2. Wysokie wspotczynniki mutagennosci (MR) otrzymane zaréwno W testach
przeprowadzanych z udzialem frakcji mikrosomalnej S9 jak i bez niej $wiadczyly o
obecnosci w badanych ekstraktach zanieczyszczen mogacych oddziatywac posrednio
(promutageny) jak 1 bezposrednio (mutageny bezposrednie) z materialem
genetycznym. W prdébce pobranej zima wigcej bylo zanieczyszczen o charakterze
promutagenow, a w ekstrakcie probki letniej zwiazkoéw o charakterze mutagenow
bezposrednich.

3. W ekstrakcie zanieczyszczen pobranych latem mniej bylo mutagendéw typu zmiany
fazy odczytu o charakterze nitrowych zwiazkéw aromatycznych w porownaniu do
probki pobranej zima, o czym $wiadcza uzyskane w badaniach ze szczepem
YG1041wartosci wspotczynnikow MR.

4. Test preinkubacyjny pozwolit na zwigkszenie progow wykrywalnosci testem
Salmonella zanieczyszczen mutagennych pobranych latem, zwlaszcza majacych
dziatanie promutagenne.

5. W celu zwigkszenia poziomu enzymow mikrosomalnych watroby odpowiedzialnych
za transformacj¢ szerokiego spektrum zwiazkOéw o dziataniu mutagennym mozna
zastapi¢ wysoce toksyczny i stabilny w srodowisku Aroclor 1254 mniej toksycznym 1
tanszym fenobarbitalem.

6. Badania mutagennosci pylowych zanieczyszczen powietrza mozna prowadzi¢ w
obecnosci frakcji mikrosomalnej S9 nie poddanej uprzedniej aktywacji, zawierajacej
naturalny poziom enzymow mikrosomalnych.

Praca zostata zrealizowana w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
Nr N523 612939 (2010-2013)
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