ROCZN. PZH, 1996, 47, NR 2

ADAM KROGULSKI, MARIA BORKOWSKA

METODA OZNACZANIA AKTYWNOSCI MUTAGENNEJ SUBSTANCIJI
SMOLOWYCH ZAWARTYCH W PYLACH POWIETRZA
ATMOSFERYCZNEGO

THE METHOD OF TESTING OF THE MUTAGENIC ACTIVITY OF COAL TAR IN
ATMOSPHERIC DUST

Zaktad Higieny Komunalnej, Pafistwowy Zaktad Higieny
00-791 Warszawa, ul. Chocimska 24
Kierownik: doc. dr hab. S. Maziarka

W pracy przedstawiono metode oznaczania aktywno$ci mutagennej ekstraktu
cykloheksanowego pytdow powietrza atmosferycznego. Uzyto zmodyfikowanego
testu somatycznej mutacji i re-kombinacji u muszki owocowej (SMART).

W S$rodowisku znajduje sie wiele tysiecy substancji wykazujgcych dziatanie mu-
tagenne lub potencjalnie rakotwoércze [9]. Ich obecno$é jest najczesciej wynikiem
dziatalnosci cztowieka. Dla oceny zagrozenia zdrowia cztowieka wazna jest ocena
aktywnosci mutagennej zanieczyszczen obecnych w $rodowisku. Jest to réwniez bardzo
istotne dla oceny szkodliwosci poszczegélnych zrédet emisji zanieczyszczen.

Szczegdlnie wazne znaczenie majg zanieczyszczenia obecne w powietrzu atmosfery-
cznym [2, 6, 10]. Liczne substancje zanieczyszczajace powietrze zaabsorbowane sg na
pyle. Stanowig one mieszanine kilkuset zwigzkéw chemicznych, sposrdd ktérych pod
katem dziatania mutagennego i rakotwdrczego przebadano tylko niewielkg ich czesc.
Dziatanie rakotworcze udowodniono zaledwie dla kilkunastu z nich [5].

Wi iele substancji obecnych w $rodowisku oddziatywuje synergicznie na organizmy
ludzkie i zwierzece, dlatego mieszanine zanieczyszczen wystepujagcych w powietrzu
nalezy badac¢ jako cato$¢, a nie traktowac jej jako sume poszczegdlnych substanciji.

Dotychczas dla oceny zagrozenia stosowano metody analizy chemicznej pozwalajgce
na wykrycie obecnosci substancji o znanej aktywnosSci mutagennej i rakotwdrczej.
Wykorzystywano réwniez badania aktywno$ci mutagennej przy uzyciu testéw baktery-
jnych, najczesciej testu Ames'a. Jednak przy uzyciu organizméw prokariotycznych,
0 porownywalnej z testem (SMART) cenie, ocena zagrozenia zdrowia cztowieka jest
mniej precyzyjna. Metody z uzyciem innych organizméw eukariotycznych niz muszka
owocowa lub hodowli tkankowych sg znacznie drozsze i wymagajg bardziej skomplik-
owanego wyposazenia laboratorium.

Celem niniejszej pracy byto opracowanie precyzyjnej metody oznaczania aktywnosci
mutagennej mieszaniny zanieczyszczen powietrza atmosferycznego, tgczacej zalety me-
tod wyzej wymienionych przy réwnoczesnym wyeliminowaniu ich wad i ograniczen.
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MATERIAL | METODYKA

W pracy uzyto muszki owocowej (Drosophila melanogaster). Samice pochodzity ze szczepu
mwh, a samce ze szczepéw fIr3TM3, Ser oraz ORR; flr /TM3, Ser. Ten ostatni szczep zostat
specjalnie wyhodowany do badania wielopierécieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA),
np. benzo(a)pirenu B(a)P i benzo(a)atracenu B(a)A, bedacych promutagenami. Szczepy rodzi-
cielskie pochodzity z Instytutu Toksykologii ETH i Uniwersytetu w Zurychu. Szersze infor-
macje o wykorzystanych w pracy szczepach mozna znalez¢é w pracach Grafa i wsp. [3,4]4

Hodowle muszek prowadzono i doswiadczenia wykonywano w temperaturze 25°C i przy
wilgotno$ci powietrza okoto 60%.

Uzyte odczynniki: cykloheksan cz. d. a., chloroform do spektroskopii, stabilizowany etanolem
f-my Merck, Tween 80 f-my Aldrich, etanol 96% cz. d.a., sucha pozywka dla Drosophila
melanogaster- Instant Medium, f-my Carolina Biological Supty Company, Burlington, NC, USA.

Spos6b pobierania probek oraz ekstrakcja substancji smotowych byly zgodne z metodyka
opracowang w Panstwowym Zaktadzie Higieny dla laboratoriow Stacji Sanitarno-Epidemiolo-
gicznych [7].

Probki pytu pobierano na filtry z wiékna szklanego za pomocg aparatéow ,,Staplex”, filtrowano
okoto 2000m3 powietrza z szybkoscig ok. 1,5 m3¥min. Czas poboru prébki wynosit 24 godziny.
Filtry z pytem poddawano ekstrakcji cykloheksanem w aparacie Soxhleta w temp. 80°C w ciagu
10 godzin. Po zakonczonej ekstrakcji cykloheksan odparowywano w temperaturze pokojowej.
Uzyskane substancje smotowe suszono do statej masy w temp. 40°C, a nastepnie rozpuszczano
w takiej ilosci chloroformu, aby do jednego badania uzy¢ 3 ml roztworu. Roztwdr substancji
badanych dodawano do wody z zawartoscig 4% Tweenu 80 i 8% etanolu, a nastepnie pod-
dawano dziataniu ultradZzwiekéw w celu uzyskania emulsji. Badania biologiczne prowadzono po
catkowitym odparowaniu chloroformu. Podioze, na ktére nanoszono larwy muszek, stanowita
emulsja utarta ze statym podtozem.

W jednej hodowli zawierajacej okoto 80 larw znajdowato si¢ 15 mg substancji smotowych
w postaci 1,8 ml emulsji wymieszanej z 0,5 g statlego poditoza.

W hodowlach kontrolnych stosowano:

— wode ze studni gtebinowej 1,8 ml + 0,5 g suchego podtoza;

— wode ze studni gtebinowej 1,7 ml z dodatkiem 4% Tweenu 80 (okoto 0,07 ml) i 8%
etanolu (okoto 0,14 ml);

— do naczynia, w ktérym odparowano 3 ml chloroformu dodawano 4% Tweenu 80 (okoto
0,07 ml) i 8% etanolu (okoto 0,14 ml);

— w hodowlach bedacych kontrolg pozytywna ekstrakt substancji smotowych zastepowano
benzo(a)pirenem o stezeniu 0,2mM (okoto 0,085 mg w 1,8 ml).

Wszystkie probki kontrolne, réwnolegle z prébkami badanymi, poddawano dziataniu ul-
tradzwiekow. Larwy z krzyzowki mwh x fIr3qTM3, Ser w wieku 48 godzin nanoszono na
podtoze badane, larwy z krzyzowki mwh x ORR; fIr3yTM3, Ser w wieku 72 godzin. Po uzys-
kaniu postaci imago, muchy usypiano i przechowywano w 70% etanolu. Ze skrzydet osobnikdw
bedacych heterozygotami mwh-+-/flr (majacych kroj skrzydet taki sam jak szczep mwh) wykony-
wano preparaty mikroskopowe. Analizy preparatéw dokonywano zgodnie ze wskazéwkami Grafa
i wsp. (3). Za podstawe oceny aktywnosci mutagennej przyjeto ilos¢ mutacji s - obejmujacych
jedng, dwie komorki. Do statystycznego opracowania wynikdw stosowano test W wersji
polecanej przez Freia i Wiirglera [1].

W serii badan wstepnych dobierano optymalne parametry testu obejmujace:

— stezenie ekstraktu cykloheksanowego z pylu zawieszonego w powietrzu,

— zawarto$¢ emulgatoréw w hodowli larw,

— wiek larw nanoszonych na podioze z substancjami badanymi

— typ mutacji, pozwalajacy na uzyskanie maksymalnej czutosci i precyzji badania.

1Autorzy sktadajg serdeczne podziekowania prof, dr U. Grafowi z Instytutu Toksykologii ETH
i Uniwersytetu w Zurychu za udostepnienie wykorzystanych w pracy szczepéw muszek.
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WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Wyniki badan przedstawiajgce zalezno$¢ liczby mutacji od stezenia substancji smo-

towych w pozywce larw przedstawiono na ryc. 1 i 2.

Do dalszych badan wybrano dawke 15 mg ekstraktu cykloheksanowego w 1,8 ml
emulsji. W hodowli o takim stezeniu substancji badanych ponad 90% larw ulega
przeksztatceniu w posta¢ imago, przy wiekszych stezeniach (ponad 20-25 mg/I,8 ml

emulsji) procent wylegajacych sie muszek maleje.

Ryc. 2. Larwy 48 godzinne (mwh x fir3) na pozywce z rdzng zawartoscig substancji smotowych.

Zakres zmian istotnych 6-24 mg.
The larvae in age 48 hour (mwh x fir3) on medium contents different quantity coal

tar. The range 6-24 mg results of test was positiv.
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Dla 30-40 mg/1,8 ml emulsji tylko okoto 20-30% larw osigga posta¢ imago. llos¢
mutacji dla tak wysokich stezen ekstraktu cykloheksanowego wahata sie w granicach
55-65 na 40 skrzydetek i nie wykazywala istotnej statystycznie zaleznosci od stezenia
substancji badanych. Poniewaz ging muszki u ktérych zachodzi najwiecej mutacji,
funkcja opisujgca zalezno$¢ dawka-odpowiedz dazy asymptotycznie do linii poziomej.
Zmniejsza to mozliwo$¢ zréznicowania aktywno$ci mutagennej miedzy préobami. Row-
nocze$nie rozrzut wynikéw dla rownych dawek ro$nie. Rowniez przy nizszych dawkach
substancji badanych (ponizej 10-12 mg/l,8 ml emulsji) powtarzalno$¢ wynikéw maleje.
W przypadku obu szczepow dawka 15 mg ekstraktu znajduje sie na liniowym odcinku
funkcji dawka-odpowiedZ, co daje maksymalng mozliwo$¢ uzyskania wynikoéw istotnie
réznych dla kolejnych prébek badanych.

W przypadku dawki 15 mg substancji smotowych liczba mutacji w czterech kolejnych
powtdrzeniach z tej samej prébki wynosita: 39, 36, 41, 42, x = 39,5+2,3

W zaleznosci od ilosci mutacji (20 - 60) w preparacie z 40 skrzydetek, aby réznica
byla istotna, musi wynosi¢ od 15 do 20 mutacji. Do wybranej dawki 15 mg substancji
smotowych w wyniku licznych préb dobrano doswiadczalnie ilo$¢ dodawanych do wody
emulgatoréw (4% Tween-u 80 i 8% etanolu). llos¢ ta pozwala na catkowity i stosunk-
owo szybki przebieg mutacji, a réwnoczednie ilos¢ mutacji w prébkach kontrolnych
pozostaje na stosunkowo niskim poziomie.

Wiek uzywanych w badaniu larw wigze sie z czasem ekspozycji na substancje
badane. Dla larw 72 i 48 godzinnych przyblizony czas ekspozycji wynosi odpowiednio
2 i 3 doby. Miedzy innymi od czasu ekspozycji zalezy ilo$¢ mutacji w probkach kon-
trolnych (bez mutagenéw) i w probkach badanych. Wzajemny stosunek mutacji w tych
prébkach ma wplyw na czuto$¢ metody i istotno$¢ réznic miedzy pomiarami.

U muszek owocowych uzywanych w teScie somatycznej mutacji i rekombinacji
(SMART) wystepuja trzy rodzaje mutacji typowych dla uzytych krzyzéwek (ryc. 3).

Mozna liczyé wszystkie mutacje razem, lub osobno mutacje s - obejmujace jedna
lub dwie komorki, mutacje 1- obejmujace wiecej niz dwie komérki oraz mutacje tw
- mutacje mwh i flr wystepujace obok siebie (3). Po zestawieniu wynikow uzyskanych
w dotychczas przeprowadzonych badaniach z substancjami smotowymi stwierdzono, ze
liczba mutacji s jest wystarczajgco duza do opracowania wynikéw metodami statysty-
cznymi. Ulega ona najmniejszym zmianom w kolejnych powtérzeniach z tego samego
materiatu, a odcinek liniowej zaleznosci dawka-odpowiedz dla mutacji sjest najdtuzszy.

Z podanych powyzej powodoéw ocene aktywnosci mutagennej substancji smotowych
postanowiono oprze¢ na analizie liczby mutacji s.

Potwierdzeniem stusznosci przyjetych parametréw sg wyniki wykonanych badan.
Wyniki z wszystkich prébek pobieranych w lecie i w zimie byly zawsze istotne. llo$¢
uzyskanych mutacji, dla obu krzyzéwek miescita sie w zakresie liniowych zmian zalez-
nosci dawka-odpowiedz (oceny dokonano w oparciu 0 badania, wyniki ktérych przed-
stawiono na ryc. 1 i 2).

Korzystnie jest wykona¢ cate badanie (np. poréwnanie aktywnos$ci mutagennej
zanieczyszczen pobranych z dwdch, trzech punktéw w lecie i w zimie) w jednej serii
oznaczen. Pozwala to unikng¢ probleméw z bledem miedzyseryjnym. Do kontroli
zmian czuto$ci muszek na dziatanie mutagenéw w réznych seriach badan stuza kontrole
dodatnie (np. B(a)P w stezeniu 0,2 mM). W badaniach autoré6w w takich kontrolach
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Ryc. 3. Rodzaje wioskdw na powierzchni skrzydet Drosophila melanogaster
a) normalne; b) zmienione ale nie zaliczane do typéw mutacji mwh lub flr; ¢c) w uktadach
okre$lanych jako mutacja mwh; d) zmienione w spos6b charakterystyczny dla mutacji
flr. Rycina wg. Grafa i wsp. (3).
Types of hairs on the wings of Drosophila melanogaster
a) norma; b) changed but not included in mwh or flr mutations; c) in arrangements
called mwh mutation; d) changes characteristic of the flr mutation. Fig after Grafet al

©F

dla krzyzowki mwh x ORR flrluzyskiwano okoto 30 mutacji s (matych) na preparacie
zawierajacym 40 skrzydetek. Dzieki prowadzonej trzy razy w roku selekcji muszek,
w ciggu ostatnich dwoch lat istotnych zmian w czutosci na substancje mutagenne
u wykorzystywanych szczep6éw nie stwierdzono.

Dzieki uzyciu réwnoczes$nie dwéch krzyzéwek muszek réznigcych sie ponad 100-
krotnie czutoscig na dziatanie promutagenéw np. benzo(a)pirenu-B(a)P mozemy ocenié
i rozrézni¢ aktywno$é mutagenéw i promutagendéw wymagajacych aktywizacji w obec-
nosci cytochromu P450. Ma to duze znaczenie, znamy bowiem do$¢ doktadnie dzia-
tanie B(a)P jak i Zrddta jego emisji. Jest on jedynym zwigzkiem sposréd WWA, ktoérego
stezenie w powietrzu jest w Polsce normowane.

W badaniach uzyto organizmu eukariotycznego (Drosophila melanogaster) o dzia-
taniu funkcjonalnym enzymoéw zblizonym do ludzkich [3]. W badaniu zmiany muta-
genne obserwuje sie na duzej liczbie (okoto 2500) komérek u jednego osobnika.
Pozwala to na wiarygodng ocene zagrozenia stwarzanego dla zdrowia ludzkiego przez
badane zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego.

W ciggu jednego dnia mozna wykona¢ doswiadczenie na ktore sklada sie okoto
20 probek. Czas potrzebny na wykonanie z kazdej z nich preparatu (40 skrzydetek)
i jego analize wynosi ok. 4-7 godz.
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WNIOSKI

1. Przedstawiona metoda oznaczania aktywnos$ci mutagennej zanieczyszczeh powie-
trza nie wymaga specjalistycznego i drogiego sprzetu, dzigki czemu moze by¢ zastos-
owana w wiekszosci istniejgcych laboratoriow.

2. Przy zachowaniu zalet badania na organizmie eukariotycznym koszty z nim
zwigzane porownywalne sg z kosztami testow bakteryjnych.

3. Metoda ta umozliwia ocene wptywu wybranych zrodet zanieczyszczen (np. pojazdy
mechaniczne, elektrocieptownie, zaktady przemystowe) oraz intensywnos$ci promieniow-
ania stonecznego na aktywno$é mutagenng zanieczyszczen powietrza.

A. Krogulski, M. Borkowska

THE METHOD OF TESTING OF THE MUTAGENIC ACTIVITY OF COAL TAR IN
ATMOSPHERIC DUST

Summary

For assessing of the environmental contamination with potentially carcinogenic mutagens the
possibility of the measurement of the mutagenic activity of the substances absorbed on dust
suspended in air would be important. These substances include at least several hundreds of
organic compounds. Only a small part of them have been studied in detail, and, on the other
hand, it is known that at least a score of them are carcinogenic. Additionally, the prescence of
some of them can change significantly the action of other ones. Because of that, the effects of
a mixture of these substances should be studied as a whole. The fact that the discussed
contaminants are present in the air and can be transported over great distances causes that
they are dangerous to man both directly (when inhaled) and trough contamination of water,
soil and food. Paraleli use in the described method of two cross-bred strains of fruit flies made
possible separate assessment of the activity of mutagens and promutangens requiring activation
in presence of cytochrome P 450. The use of the eukaryotic organism in which mutations are
observed in many cells in one individual (about 2500) enables reliable data to be obtained about
the degree of human health risk.
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