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CORRELATIONS BETWEEN MUTAGENICITY OF AIRBORNE PARTICLES
AND CONCENTRATIONS OF AIR POLLUTANTS

Instytut Inzynierii Ochrony Srodowiska, Politechnika Wroctawska
50-370 Wroctaw, ul. Wybrzeze Wyspianskiego 27,
Kierownik: dr hab. inz. W. Adamski

Testem Amesa stwierdzono mutagenne dziatanie zanieczyszczen zaadsorbowa-
nych na pyle zawieszonym w atmosferze pobranym w réznych punktach Wrocta-
wia latem i zimq. ObjetoS¢ zanieczyszczonego pylem powietrza wywoltujgca efekt
mutagenny wobec szczepu Salmonella typhimurium TA 98 bez aktywacji frakcjg
S9 wykazywala zaleznos¢ od stezen pylu zawieszonego (wspotczynnik korelacji —
0,35), zwigzkow organicznych zaadsorbowanych na pyle (wspotczynnik korelacji
- 0,58), WWA z listy EPA (wspolczynnik korelacji — 0,52) i benzo(a)pirenu
(wspotczynnik korelacji — 0,52).

WSTEP

Szereg sposrod 2000 zwigzkOw zanieczyszczajacych atmosfere dziata genotoksycznie.
Najpowszechniej znane sa wiadciwosci mutagenne i kancerogenne WWA. Nowsze
badania wskazuja jednak, Ze szereg innych zanieczyszczen organicznych o budowie
pierScieniowej wystepujacych w atmosferze wykazuje znacznie silniejsza genotok-
syczno$¢ [7, 9]. Wczesniejsze badania wlasne wykazaly réwniez, ze WWA nie sg
jedynymi mutagenami zaadsorbowanymi na pyle zawieszonym w atmosferze [4]. Kaz-
dorazowe analizowanie wszystkich wystepujacych w atmosferze zanieczyszczen jest
niemozliwe. W standardowej ocenie zanieczyszczenia atmosfery poprzestaje si¢ na
okreSlaniu stezen pylu zawieszonego i zwiazkdw genotoksycznych takich jak: ben-
zo(a)piren i WWA z listy EPA. Nie odzwierciedla to w petni aktywnos$ci genotoksy-
cznej zanieczyszczen atmosfery ze wzgledu na interakcje zachodzace pomiedzy zanie-
czyszczeniami zaréwno w atmosferze, jak i w organizmach, w tym w organizmie czlo-
wieka. W zwiazku z powyzszym Instytut Medycyny Srodowiska w Sztokholmie postu-
luje uzupetienie analiz fizykochemicznych ocena mutagennosci zanieczyszczefi atmo-
sfery testem Amesa [11].

Podjeto wigc probe okreSlenia korelacji pomiedzy stezeniem w atmosferze pytu
zawieszonego, zaadsorbowanych na nim zwiazkéw organicznych, WWA z listy EPA i
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benzo(a)pirenu [B(a)P] a rzeczywista aktywno$cia mutagenna w tescie Amesa zaadsor-
bowanych na pyle zanieczyszczen. O zastosowaniu szczepu Salmonella typhimurium TA
98 przesadzila jego przydatno$¢ w ocenie czynnikdw mutagennych zaadsorbowanych
na pyle zawieszonym we Wroctawiu [1]. W dzialaniu mutagennym pytéw zawieszonych
w Srodowisku miejskim Wroclawia znaczaca role odgrywaja mutageny bezposrednie,
ktore pod wplywem enzymdéw watroby ulegaja czeSciowej degradacji [4]. Dlatego tez
W niniejszej pracy oparto si¢ na wynikach uzyskanych testem Amesa bez aktywacji
metabolicznej frakcja S9.

METODYKA BADAN

Pobieranie i przygotowanie prébek. Pyt pobierano w réznych punktach miasta metoda wyso-
kowydajnej aspirometrii na filtry szklane firmy Schleicher & Schuell GS9 o wymiarach 2005250
mm, bez uzycia separatora zatrzymujacego frakcje pytu o Srednicy Wi%kszej niz 10 mm. Filtry
zmieniano co 24 godziny. Stosowano aspirometr o wydajnosci 100 m”/godz. W jedna probke
pulowano pyt zebrany w kazdym punkcie na kilku filtrach.

Filtry z zatrzymanym na nich pylem poddano 8 godzinnej ekstrakcji dichlorometanem (Lab-
Scan) w aparatach Soxhleta. Czg$¢ probek przeznaczonych do badan fizyczno-chemicznych
pozostawiano w dichlorometanie. Pozostata cz¢$¢ kazdego z ekstraktow przeznaczong do badan
biologicznych odparowywano do sucha i ponownie rozpuszczano w dimetylosulfotlenku - DMSO
(Fluka) tak aby 0,1 cm® zawieralo ekstrakt 3,2 mg pylu zawieszonego. Roztwér w DMSO
rozcieficzano ponownie i zawarto$¢ pytlu w 0,1 cm’® wynosita odpowiednio 3,2, 1,6, 0,8, 0,4, 0,2
i 0,1 mg. Tak przygotowane probki badano testem Amesa.

Analiza iloSciowa WWA metoda GC-MS. Prébki wzorcowych WWA (Radian International
LLC ERS-011) o stezeniu kazdego sktadnika 2000 ,ug/cm3 rozcieficzono mieszaning benzenu
i dichlorometanu (1:1) tak, aby w 1 em® znajdowato si¢ 240 ug kazdego sktadnika. Tak przygo-
towang probke stosowano jako zewngtrzny wzorzec do oznaczen chromatograficznych.

Analizy ekstraktow pylu zawieszonego metoda GC-MS zostaly wykonane przy zastosowaniu
aparatu firmy Hewlett-Packard sktadajacego si¢ z chromatografu gazowego HP 6890 sprzezone-
go z selektywnym detektorem mas HP 5973. Chromatograf gazowy wyposazony byt w kolumne
kapilarng HP-5 o §rednicy 0,25 mm i dlugosci 30 m. Gazem noS$nym byt hel (1,4 cm3/min.).
Probki o objetosci 1 ul wstrzykiwano do dozownika nagrzanego do temperatury 50°C, w ktérym
po odparowaniu ulegaly rozcienczeniu gazem no$nym w stosunku 1:5. Rozdzialy wykonywano
stosujac nastepujacy program temperaturowy: 50°C (1 min.) — 26°min. — 310°C (35 min.).
Poréwnanie uzyskanych chromatograméw z chromatogramami wzorcéw pozwolito obliczy¢ za-
warto$¢ poszczegdlnych WWA w analizowanych ekstraktach.

Szczep testowy. Zastosowano szczep Salmonella typhimurium TA 98 otrzymany od prof. B.
Amesa z Ames Laboratory, Department of Biochemistry, University of California posiadajacy
nastgpujacy zestaw markeréw genetycznych: his’, rfa, AuvrB, +R.

Metodyka wykonania testu i przedstawiania wynikow. Stosowano procedure oraz podtoza
mikrobiologiczne i roztwory opisane przez Maron i Amesa [5]. Niezbedne szczegdly techniczne
podano w poprzedniej pracy [4]. Zgodnie z procedurg za mutagenne uznawano probki, ktore
dawaly co najmniej dwukrotny wzrost liczby rewertantéw w stosunku do kontroli i wykazywatly
liniowa zalezno$¢ dawka — odpowiedz [5].

Na podstawie przebiegu krzywych dawka — odpowiedZ oraz stgzefi pylu w atmosferze obli-
czono objetoSci zanieczyszczonego powietrza powodujace w teScie Amesa efekt mutagenny.
Odpowiadaly one objg¢tosciom powietrza zawierajacym dawke pytu powodujaca efekt mutagenny.
Aktywno$¢ genotoksyczna jednostkowej objetosci zanieczyszczonego pytem powietrza oraz na-
razenie ludnos$ci na dzialanie zawartych w nim czynnikéw mutagennych sa odwrotnie proporcjo-
nalne do objetosci zanieczyszczonego powietrza powodujacej w tescie Amesa efekt mutagenny.
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Stezenia pylu zawieszonego stwierdzone we Wroctawiu latem 1998 i zima 1998/99
wahaly sie w zakresie 17-144 ug/m’. Byly wiec nizsze od dopuszczalnego stezenia dla
okresu 24 godzinnego wynoszacego 150 ug/m’ (Dz. U. 55/98, poz. 355). Stezenia
zaadsorbowanych na pyle zawieszonym zwigzkéw organicznych wahaly si¢ w zakresie
1,1-28,6 ug/m’. Stezenia WWA z listy EPA wahaly sie w zakresie 8,3-1211,6 ng/m’.
We wszystkich prébkach pylu okolo potowe z nich stanowil B(a)P, ktérego stezenia
wahaly sic w zakresie 4,5-709 ng/m’. Dopuszczalne stezenie B(a)P dla okresu 24
godzinnego wynosi w Polsce 5 ng/m’ (Dz. U. 55/98, poz. 355). Wysokie stezenia
benzo(a)pirenu odnotowano jedynie w niektorych punktach Wroctawia. Na ogét steze-
nia B(a)P wynosily od czeici do kilkudziesieciu ng/m’ [10, 12, 14]. Stezenia rzedu
kilkuset ng/m’ odnotowano jednak na Gérnym Slasku [7]. Stezenia pytu zawieszonego
1 zaadsorbowanych na nim zanieczyszczefi organicznych byly znacznie wyzsze zima niz
latem oraz w centrum miasta niz na jego peryferiach. Zima na pyle zawieszonym
zaadsorbowanych jest wigcej zanieczyszczen niz latem. Latem, przy wyzszych tempera-
turach cze$¢ z nich przechodzi do fazy lotnej i potlotnej. W sezonie grzewczym na-
stepuje takze wzrost niskiej emisji oraz emisji przez silniki samochodowe, ktére zuzy-
waja wowczas o kilkanaScie procent wiecej paliwa.

Objetosci zanieczyszczonego powietrza wywotujace efekt mutagenny w tescie Amesa
wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 wahaly sic we Wroctawiu zakresie
0,25-42,5 m’. Na nieuprzemystowionym obszarze Holandii [2] objetosci te wykazywaty
zblizony zakres wartosci (240 m”).

Objetos¢ zanieczyszczonego powietrza wywotujaca efekt mutagenny zalezala we
Wroctawiu od dwdch czynnikéw: stezenia pytu w atmosferze i jego aktywnosci muta-
gennej. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem pylu zawieszonego w atmosferze a dawka za-
nieczyszczonego powietrza wywotujaca efekt mutagenny byla jednak umiarkowana;
wspotczynnik korelacji wynosit — 0,35 (ryc. 1). Stezenie pylu zawieszonego w atmosferze
w stosunkowo niewielkim stopniu odzwierciedlalo zagrozenie zdrowotne spowodowane
obecnoscig zaadsorbowanych na nim mutagenéw. W niektérych przypadkach stezenie
pylu bylo wysokie, natomiast stezenie zaadsorbowanych na nim zwiazkéw genotoksy-
cznych byto niskie. W innych przypadkach stezenie pylu bylo niskie, ale zawarto§¢
w nim zwiazkow genotoksycznych wysoka.

Lepszymi wskaznikami zagrozenia zdrowotnego powodowanego przez zaadsorbowa-
ne na pyle zawieszonym mutageny okazaly si¢ st¢zenia: zaadsorbowanych na pyle
zwiazkéw organicznych rozpuszczalnych w dichlorometanie (ryc. 2), WWA z listy EPA
(ryc. 3) i B(a)P (ryc. 4). Wspoélczynniki korelacji wynosily: — 0,58 dla zwiazkéw
organicznych, — 0,52 dla WWA z listy EPA i — 0,52 dla benzo(a)pirenu. Mozna zatem
wnioskowad, ze stezenie wszystkich zwigzkdw organicznych w atmosferze jest
doktadniejszym wskaznikiem aktywno$ci mutagennej zaadsorbowanych na pyle zawie-
szonym niz stezenia WWA z listy EPA czy benzo(a)pirenu. Na pyle zawieszonym
zaadsorbowanych jest szereg zwiazkéw aktywnych biologicznie. Ich dziatanie moze si¢
nawzajem wzmagac lub ostabiaé. OdpowiedZ uzyskiwana w testach przesiewowych,
w tym réwniez w teécie Amesa, jest wypadkowa tych proceséw.

Stwierdzona we Wroclawiu zalezno$¢ pomigdzy dziataniem mutagennym pytowych
zanieczyszczefl powietrza a stezeniem w atmosferze benzo(a)pirenu potwierdzily bada-
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nia przeprowadzone na Gérnym Slasku [7] i w Atenach [12]. Wyniki Wasserkorta i wsp.
[13] dotyczyly takze sumy WWA zaadsorbowanych na pyle zawieszonym w Zurichu w
Szwajcarii. Zaleznos$¢ od stezenia wystgpujacego w atmosferze benzo(a)pirenu i innych
WWA wykazuje tez zachorowalno$¢ i Smiertelno$¢ na nowotwory ptuc [3, 6].

Uzyskane wyniki wykazaly, ze fizykochemiczne wskazniki stosowane do oceny za-
nieczyszczenia atmosfery, takie jak stezenie w atmosferze pylu zawieszonego, WWA
czy benzo(a)pirenu tylko w przyblizeniu odzwierciedlaja rzeczywiste zagrozenie zdro-
wotne zwigzane z obecnoScia w atmosferze zwigzkéw mutagennych i kancerogennych.
Przedstawione wyniki badan wykazaly, ze najdoktadniejszym wskaZnikiem mutagennos-
ci zanieczyszczef zaadsorbowanych na pyle zawieszonym jest stezenie zwigzkdw orga-
nicznych. Na petna oceng aktywnosci genotoksycznej zanieczyszczen atmosfery pozwa-
laja tylko biotesty, w tym najbardziej rozpowszechniony test Amesa. W zwiazku z po-
wyzszym, wniosek wlaczenia testu Amesa do zestawu badan wykonywanych rutynowo
W ocenie stanu zanieczyszczenia atmosfery wydaje si¢ w pelni uzasadniony.

WNIOSKI

1. Testem Amesa stwierdzono aktywno$¢ mutagenna zanieczyszczeh zaadsorbowa-
nych na pyle zawieszonym pobranym w réznych punktach Wroctawia latem i zimg.

2. Objetos¢ zanieczyszczonego pytem powietrza wywotujaca efekt mutagenny wobec
szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 korelowata ze stezeniem pylu zawieszonego
(wspolczynnik korelacji — 0,35), zwiazkéw organicznych zaadsorbowanych na pyle
(wspolczynnik korelacji — 0,58), WWA z listy EPA (wspotczynnik korelacji — 0,52) i
benzo(a)pirenu (wspotczynnik korelacji — 0,52).

3. Stosowane w standardowym monitoringu fizykochemiczne wskazniki zanie-
czyszczenia atmosfery tylko w przyblizeniu odzwierciedlaja zagrozenie zdrowotne po-
wodowane przez mutageny i kancerogeny zaadsorbowane na pyle zawieszonym. Dla-
tego monitoring zanieczyszczen atmosfery nalezaloby uzupehi¢ o badanie mutagen-
nosci zanieczyszczefi pytowych testem Amesa.

Podziekowania. Autor dzigkuje Pani mgr Marii Iwonie Pawlik za sumienna i fachowa pomoc
techniczna.
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CORRELATIONS BETWEEN MUTAGENICITY OF AIRBORNE PARTICLES AND
CONCENTRATIONS OF AIR POLLUTANTS

Summary

With highly efficient aspirometry method there were sampled airborne particles in different
parts of Wroctaw in winter and summer. Organic compounds adsorbed on the particles were
extracted for 8 hours in Soxhlet apparatus. Concentration of PAHs and benzo(a)pyrene was
determined with GC-MS. Mutagenicity of particles was examined with Ames test. Concentrations
of airborne particles ranged from 17-144 mg/m3, and organic compounds adsorbed on the
particles — 1,1-28,6 mg/m3. Concentrations of PAHs from EPA list ranged from 8,3-1211,6
ng/m3, benzo(a)pyrene’s ones — from 4,5-709 ng/m3. Airborne particles sampled in many
different locations of Wroctaw in winter and summer displayed mutagenic activity. Air volumes
polluted with the particles resulting in mutagenic effect in Ames test in TA 98 strain without
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activation with fraction S9 ranged from 0,25-42,5 m’. They displayed correlation with concen-
tration of airborne particles (correlation index —0,35), organic compounds adsorbed on the
particles (correlation index —0,58), PAHs from EPA list (correlation index —0,52) and ben-
zo(a)pyrene (correlation index —0,52). Physiochemical indexes of air pollution only approximately
indicate health hazards caused by mutagenes and cancergenes adsorbed on airborne particles.
Therefore monitoring of air pollution should be supplemented with testing their mutagenicity
with Ames test.
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