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MODYFIKACJE TESTU SALMONELLA DO OCENY
MUTAGENNOSCI PYELOWYCH ZANIECZYSZCZEN

POWIETRZA ATMOSFERYCZNEGO

Celem pracy bylo wytypowanie procedury testu Salmonella, ktéra pozwolitaby wykrywac
z duzg czulodcig obecno$¢ mutagennych zanieczyszczen zaadsorbowanych na pytach zawieszo-
nych w powietrzu atmosferycznym aglomeracji miejskiej. Zwigkszenie czulosci testu jest niezwy-
kle wazne, poniewaz w celu wykrycia aktywnosci mutagennej organicznych zanieczyszczen po-
wietrza nalezy pobra¢ znaczne jego objgtosci, co stanowi utrudnienie w wprowadzeniu testu do
rutynowego monitoringu zanieczyszczen powietrza.

Praca obejmowata pobér prébek pylu zawieszonego na terenie Wrocltawia, jego ekstrakcje,
analiz¢ chromatograficzng i biologiczna. Badania prowadzono wedlug klasycznego testu Salmo-
nella, testu klasycznego bez udziatlu NADP jako sktadnika S9-mix, testu z 10-krotnie zwigkszong
iloscia bakterii, testu preinkubacyjnego prowadzonego w temperaturze 30 i 37 °C, testu w mody-
fikacji Kado oraz testu Mini, bedacego kompilacja testu klasycznego i testu w modyfikacji Kado.
Przeprowadzono poréwnanie przydatnosci frakcji mikrosomalnej aktywowanej standardowym in-
duktorem, jakim jest bardzo niebezpieczny Aroclor 1254, z frakcja indukowang fenobarbitalem
oraz z frakcja mikrosomalng niepoddana uprzedniej indukcji.

Rezultaty uzyskanych badan wykazaty przydatno$¢ testu Salmonella w monitoringu zanie-
czyszczen powietrza atmosferycznego aglomeracji miejskiej. Badane ekstrakty zanieczyszczen
powietrza réznilty si¢ migdzy sobg sumaryczng zawartoscig oraz procentowym udziatem poszcze-
gélnych zwigzkéw w zaleznosci od miejsca i od sezonu poboru prébki. Zaréwno sumaryczna za-
warto$¢ WWA i nitroWWA w badanych prébkach, jak i ich spektrum byto najwigksze w okresie
zimowym. Najwigksza mutagennoscia odznaczaty si¢ prébki pobrane w zimie. Uzyskano duze
wspdlczynniki mutagennosci w testach przeprowadzanych zaréwno z aktywacja metaboliczng, jak
i bez niej, $wiadczace o obecnosci promutagenéw i mutagenéw bezposrednich. Mutageny zawarte
w ekstraktach pylow zawieszonych wywotywaty silniejsza odpowiedz ze strony szczepéw TA98
i YG1041, w poréwnaniu do szczepéw TA100 i YG1042, co oznacza, ze byly to gtéwnie zwiazki
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wywolujace mutacje typu zmiany fazy odczytu. Najwigksza przydatnoscia w wykrywaniu muta-
gennosci ekstraktéw pyléw zawieszonych odznaczat si¢ szczep YG1041, szczeg6lnie wrazliwy na
nitrowe zwiazki aromatyczne. Rezultaty badan wskazaty na przydatno$¢ testu klasycznego prze-
prowadzanego z frakcja mikrosomalng indukowana fenobarbitalem, bez wprowadzania do testu
NADP w wykrywaniu promutagenéw szczepem TA98. W przypadku szczepu YG1041 dobre wy-
niki uzyskano w tescie klasycznym z 10-krotnie wigksza iloscia bakterii bez udzialu NADP. Dla
obu tych szczepéw wykazano takze duza przydatno$é testu Salmonella w modyfikacji Kado oraz
testu preinkubacyjnego. Badania poré6wnawcze frakcji mikrosomalnych stosowanych w testach
wskazaly, iz mozliwe jest zastapienie frakcji mikrosomalnej aktywowanej Aroclorem 1254 frakcja
indukowang fenobarbitalem oraz frakcja niepoddang indukcji w badaniach nad mutagennymi za-
nieczyszczeniami powietrza aglomeracji miejskiej. Aroclor jest preparatem bardzo drogim, bardzo
stabilnym chemicznie, ktéry w $ladowych ilosciach powoduje mutacje wywolujace zmiany no-
wotworowe. Fenobarbital jest preparatem bezpieczniejszym i wielokrotnie tariszym. Wyniki ba-
dan wykazaly konieczno$é kazdorazowego doboru optymalnego st¢zenia frakcji mikrosomalne;j
wobec prébki srodowiskowej, a nie wobec mutagenu standardowego. Nalezy takze, prowadzac
test z preinkubacja, kazdorazowo, przed przystapieniem do badan dobiera¢ wilasciwy czas jej
trwania. Wykazano bowiem, iz optymalny czas preinkubacji jest r6zny w zaleznosci od rodzaju
szczepu, temperatury preinkubacji i rodzaju frakcji mikrosomalne;j.



Wykaz stosowanych skrétéw, oznaczen i okreslen

PM — pyl zawieszony (ang. particulate matter)

TSP — catkowity pyl zawieszony, czyli catkowita zawarto$¢ pylu w powietrzu (ang. rotal
suspended particulates)

PM10 — pyl drobny PM10, oznacza frakcj¢ pytu zawieszonego, ktérego czastki majg $red-
nice mniejsze od 10 pum (ang. particulate matter)

PM2,5 — pyl bardzo drobny, czyli frakcja pylu zawieszonego, o rozdrobnieniu koloidalnym,
w ktorej czastki majq srednice mniejsze od 2,5 pm

UFP — pyt ultradrobny, frakcja pyhu, ktérego czastki maja $rednic¢ mniejsza od 100 nm
(ang. ultrafine particles).

DEP —czastki pyléw powstajace pod wplywem spalin z silnikéw diesla (ang. diesel
exhaust particles)

vocC — lotne substancje organiczne (ang. volatile organic compounds)

HAP — szkodliwe zanieczyszczenia powietrza (ang. Hazardous Air Pollutants)

ROS — aktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

LR — liczba rewertantéw

MR — wspblczynnik mutagennosci

M — mutagennos¢

-F — badanie prowadzone bez udziatu frakcji mikrosomalne;j

FA — frakcja S9 aktywowana Aroclorem 1254

FB — frakcja S9 aktywowana fenobarbitalem

FO — frakcja S9 nieaktywowana

+FA — badanie prowadzone z udziatem frakcji mikrosomalnej aktywowanej Aroclorem 1254

+FB — badanie prowadzone z udziatem frakcji mikrosomalnej aktywowanej fenobarbitalem

+ FO — badanie prowadzone z udziatem frakcji mikrosomalnej nieaktywowanej

WWA — wielopierscieniowe wegglowodory aromatyczne

1-NP — 1-nitropiren

2-AF — 2-aminofluoren

NQNO — 4-nitrocholino-N-tlenek

2-AA — 2— aminoantracen

2,47 — TNFon-2,4,7-trinitro-9-fluorenon

2,4-DNT — 2,4-dinitrotoluen

2,6-DNT — 2,6-dinitrotoluen

stgzenie progowe — najmniejsze stgzenie badanych ekstraktéw pyléw, ktére wywotuje powstawanie
co najmniej dwukrotnie wigkszej liczby rewertantéw w stosunku do liczby re-
wertantéw powstajacych spontanicznie

efekt toksyczny  — efekt, w ktérym obserwuje si¢ zmniejszenie wspéiczynnika MR na krzywej daw-
ka—odpowiedz w stosunku do wspélczynnika MR otrzymanego dla badanego
mniejszego st¢zenia ekstraktu pytéw



1. Wstep

Obserwuje si¢ state zwiekszenie zachorowalnosci na choroby nowotworowe. Zja-
wisko to taczy sie z pogarszaniem warunkéw srodowiskowych, ktére wywieraja nie-
korzystny wptyw na roéliny, zwierzeta i ludzi. Dane epidemiologiczne wskazuja, ze
70-90% wszystkich przypadkéw choréb nowotworowych jest uwarunkowana Srodo-
wiskowo [187]. Wobec tego podejmowane sg w skali migdzynarodowej badania epi-
demiologiczne i do$wiadczalne w celu wykrycia czynnikéw ryzyka choréb nowotwo-
rowych. Pelny wykaz czynnikéw chemicznych, ktére moga dziata¢ lub dziataja
rakotworczo publikuje i weryfikuje Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem
(IARC) w Lyonie.

Jako$¢ powietrza jest podstawowym elementem dobrej jakosci zycia. Od lat do-
strzegany jest problem zdrowotnych i ekologicznych skutkéw zanieczyszczenia at-
mosfery. Szczegdlnie silnie wystepuja te problemy na obszarach duzych aglomeracji
miejskich, w ktérych obserwuje si¢ kilkuset razy wigksza koncentracjg zanieczyszczen
w stosunku do obszaréw niezanieczyszczonych [37, 176, 220]. Tak znaczna ich kon-
centracja jest niebezpieczna, poniewaz zanieczyszczenia te po wniknigciu do organi-
zmu moga dziata¢ na kilka sposobéw: niezaleznie, synergistycznie lub antagonistycz-
nie [53, 194]. Dotyczy to zaréwno zanieczyszczen pochodzenia naturalnego, jak
i antropogenicznego. Zanieczyszczenia mutagenne w powietrzu duzych miast pocho-
dza w wigkszosci ze zrédet antropogenicznych (zwlaszcza z proceséw spalania) oraz
stanowig produkt reakcji chemicznych zachodzacych w atmosferze. Ocenia sig, ze
obecnie w atmosferze znajduje si¢ ponad 2000 r6znych zwiazkéw chemicznych, or-
ganicznych i nieorganicznych, stanowiacych zanieczyszczenia [37].

Istotne znaczenie w catkowitej puli zanieczyszczen, ktére wnikaja do organizmu
cztowieka, majq zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego dostajace si¢ do organi-
zmu droga oddechowa. Wiele z tych zanieczyszczen adsorbuje si¢ na réznej wielkosci
czastkach pytéw zawieszonych. Od érednicy czastek pytu zalezy ich szkodliwos¢ dla
organizmu. Frakcja drobnoczastkowych pytéw, o wielkosci ponizej 5 pm, wykazuje
najwigksza aktywno$¢ biologiczng, poniewaz ma zdolnos¢ przenikania do pecherzy-
kéw ptucnych uktadu oddechowego ludzi i zwierzat. Z zalegajacych w pecherzykach
plucnych pyléw sa uwalniane stopniowo migdzy innymi rozpuszczalne — mutagenne,
zanieczyszczenia dziatajace na komdrki nabtonkowe pecherzykéw ptucnych. Nastep-
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nie przez pecherzyki plucne przedostaja si¢ one do uktadu krwionosnego i tg droga
rozprzestrzeniaja si¢ po calym organizmie [31, 78]. Wsérdd nich wazna grupe, stosun-
kowo dobrze poznana, stanowig wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
(WWA) — zwiazki o dzialaniu mutagennym i kancerogennym. Sa one przede wszyst-
kim produkowane przez rafinerie ropy naftowej, gazownie, koksownie, fabryki che-
miczne, pojazdy samochodowe, cieptownie oraz wystepujace jeszcze bardzo licznie
weglowe piece domowe. Jak wykazaty badania, weglowodory aromatyczne nie sa je-
dynymi zwiazkami pierscieniowymi o dzialaniu mutagennym, adsorbujacymi si¢ na
czastkach pyléw. Duza aktywnoscia mutagenna charakteryzuja sie¢ takze nitrowe,
chlorowe i tlenowe pochodne WWA oraz inne niezidentyfikowane jeszcze zwiazki
chemiczne [7, 42, 69, 71, 76, 148, 173, 190, 191, 198, 202]. Substancje te moga po-
wsta¢ réwniez w wyniku reakcji chemicznych miedzy zanieczyszczeniami pierwot-
nymi oraz w wyniku reakcji fotochemicznych zachodzacych w atmosferze [5, 8, 9, 46,
53,216, 221].

Ze wzgledu na to, ze powietrze atmosferyczne ma ograniczone mozliwosci samo-
oczyszczania, a zanieczyszczenia powietrza naleza do szczegdlnie niebezpiecznych
z powodu wyjatkowej tatwosci rozprzestrzeniania sie w $rodowisku, niezbedne jest
podejmowanie dziatan chroniacych je przed nadmiernym zanieczyszczeniem na pod-
stawie kontroli stanu jego czystosci [6]. Standardowe badania powietrza nie obejmuja,
jak dotychczas, okreslania aktywnosci mutagennej wystgpujacych w nim wszystkich
zanieczyszczef. Oceny stopnia zanieczyszczenia powietrza, w aspekcie zagrozenia
zdrowotnego, dokonuje si¢ jedynie przez okreslenie st¢zenia pylu zawieszonego oraz
WWA z listy USEPA (United State Envirinmental Protection Agency). Nastgpnie po-
réwnuje si¢ te wartosci z dopuszczalnymi wartosciami okreslonymi przepisami prawa.
Postepowanie takie pozwala jedynie na oceng aktualnego stanu srodowiska, a nic nie
mowi na temat oddzialywania zanieczyszczen na organizmy zywe. Ponadto spektrum
zanieczyszczen mutagennych obecnych w powietrzu atmosferycznym jest duzo szer-
sze niz lista USEPA [43, 92, 98, 176, 194].

Petna analiza chemiczna zanieczyszczen powietrza jest nierealna ze wzgledu na
ztozono$é ich sktadu oraz na wzajemne oddziatywania poszczegdlnych zanieczysz-
czen w mieszaninie. Ponadto, wykrycie oraz identyfikacja substancji na podstawie
analizy chemicznej jest kosztowna i wymaga zastosowania nowoczesnych technik
analitycznych. Nie wszystkie wystepujace w powietrzu zwiazki chemiczne zostaty
poznane lub wystepuja w ilosciach sladowych, znajduja si¢ wigc poza mozliwosciami
analitycznymi metod instrumentalnych. Analiza chemiczna nie moze wigc by¢ pod-
stawa do prognozowania biologicznych skutkéw, jakie moga zanieczyszczenia wy-
wotaé w stosunku do ludzi i zwierzat. Dotyczy to réwniez ich mutagennego dziatania.
Stad tez konieczno$¢ zastosowania w kontroli jakosci srodowiska atmosferycznego
badan bioindykacyjnych, oprécz metod analitycznych. Na podstawie testéw
bioindykacyjnych mozna ocenia¢ sumaryczng genotoksycznos¢ wszystkich substancji
znajdujacych si¢ w okreslonej probce. Jest to istotne, poniewaz zwigzki te w wielu
przypadkach dziataja synergistycznie [141, 177, 194]. Wéréd metod biologicznych do
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oceny mutagennego i rakotworczego dziatania zwigzkéw chemicznych mozna wyréz-
ni¢: krétkoterminowe testy, dtugoterminowe badania prowadzone na zwierzgtach eks-
perymentalnych i badania epidemiologiczne [111].

Przeprowadzone juz w latach 40. XX wieku badania na myszach wykazaly, ze pyty
zawieszone w powietrzu sa przyczyng chor6b nowotworowych [37, 38]. Jednak do
potowy lat 70. ubiegtego wieku zajmowano si¢ tylko oceng zanieczyszczenia powie-
trza atmosferycznego opartg na technice chemiczno-analitycznej. Badania miaty na
celu identyfikacje zanieczyszczen obecnych w powietrzu oraz okreslenie ich stezenia.
Na podstawie tych badan prébowano szacowaé ryzyko zdrowotne zwigzane z obecno-
$cig w nim poszczegdlnych substancji toksycznych i genotoksycznych. W 1975 r. Pitts
i wspétpracownicy [164] pierwsi przeprowadzili badania zanieczyszczefn organicz-
nych zaadsorbowanych na czastkach pyléw zawieszonych zebranych w basenie Los
Angeles, bakteryjnym, krétkoterminowym testem Salmonella (Amesa). Od tego czasu
test ten byl wielokrotnie stosowany do wykrywania efektu mutagennego organicznych
ekstraktéw z pyléw zawieszonych pobranych w réznych rejonach swiata [2, 21, 27,
37,48, 73, 93, 101, 111]. W Polsce badania genotoksycznosci zanieczyszczen powie-
trza prowadzono przede wszystkim na obszarze Gérnego Slaska oraz na terenie War-
szawy i Wroctawia [32, 90, 92, 105, 107, 112, 115, 141, 158-160, 222].

Bakteryjny test Salmonella okazal si¢ najbardziej przydatnym skriningowym te-
stem, alternatywnym w stosunku do testéw prowadzonych na zwierzgtach, w kierunku
wykrywania obecnosci substancji mutagennych i potencjalnie kancerogennych w po-
wietrzu atmosferycznym. Wyniki badan przeprowadzonych tym testem umozliwity
poréwnanie aktywnosci mutagennej zanieczyszczen powietrza w zaleznosci od miej-
sca poboru prébek, zrédet zanieczyszczen i warunkéw meteorologicznych. Kiedy
potwierdzono, ze czynniki mutagenne stanowig cz¢$¢ zanieczyszczen znajdujacych si¢
w powietrzu, badacze stopniowo zaczgli zadawaé sobie inne pytania. Jakie czynniki
mutagenne znajduja si¢ w otaczajacym powietrzu? Jakie sa zrédla tych czynnikéw?
Czy liczba czynnikéw mutagennych i ich poziom w powietrzu sa podobne w réznych
miastach? Jakie parametry (klimatyczne, inne zanieczyszczenia, reakcje zachodzace
w atmosferze) maja wpltyw na rodzaj i st¢zenie czynnikéw mutagennych? Jakimi me-
todami najlepiej ocenia¢ ich dziatanie mutagenne i kancerogenne [37]? O randze testu
Amesa $wiadczy propozycja Instytutu Zdrowia Srodowiskowego w Sztokholmie, aby
badanie mutagennosci zanieczyszczen pytowych prowadzone tym testem wiaczy¢ do
rutynowego monitoringu zanieczyszczen atmosfery [92, 194]. Badania epidemiolo-
giczne potwierdzity istnienie zalezno$ci migdzy zachorowalnoscia na choroby nowo-
tworowe a jako$cig powietrza atmosferycznego [22, 38, 43, 98, 194]. Biorac po uwage
fakt, ze powietrzem oddychamy w sposéb niezamierzony przez catg dobe, pobierajac
w tym czasie okoto 11 m’ powietrza, badania aktywnosci genotoksycznej pytowych
zanieczyszczen powietrza moga stanowi¢ podstawe do szacowania ryzyka zachoro-
walnosci na choroby nowotworowe oraz do wprowadzenia dziatan profilaktycznych
[24, 112, 220].



2. Zalozenia i cel pracy

Problem genotoksycznego dziatania pylowych zanieczyszczen powietrza atmosfe-
rycznego jest przedmiotem wielu badan naukowych. Mimo duzej liczby opracowarn,
dotyczacych stosowania testu Salmonella w ocenie mutagennosci zanieczyszczeni po-
wietrza, badacze ograniczaja si¢ w nich zwykle do procedury klasycznej i do wyko-
rzystania jednego lub dwéch szczepéw testowych. Uzasadnione wydawato sie wiec
przeprowadzenie wielu testéw rézniacych si¢ protokotem wykonania na jednym mate-
riale badawczym z zastosowaniem szerszego zestawu szczepow testowych.

Za gléwny cel pracy przyjeto wytypowanie procedury testu Salmonella, ktora
pozwolitaby wykrywaé z duzg czuloscia obecno§¢ mutagennych zanieczyszczen
zaadsorbowanych na pylach zawieszonych frakcji PM10 w powietrzu atmosfe-
rycznym aglomeracji miejskiej na przykladzie miasta Wroclawia.

Zalozono, ze wytypowanie procedury testu Salmonella, przez jej modyfikacje, be-
dzie prowadzone w nastgpujacych kierunkach:

e doboru wlasciwego induktora mikrosomalnej frakcji enzymatycznej (S9),

e okreslenia optymalnego stezenia frakcji S9,

e ustalenia wlasciwej techniki preinkubacji,

e ustalenia optymalnego sktadu mieszaniny reakcyjne;.

Uznano bowiem, na podstawie przeprowadzonych studiéw literaturowych, za ko-
nieczne zwrdcenie uwagi w badaniach nad poszukiwaniem optymalnej procedury te-
stu na:

1. Poziom enzymow indukowanych frakcji mikrosomalnej

Istotnym elementem procedury bakteryjnego testu Salmonella jest aktywacja wy-
stepujacych w prébie promutagenéw do mutagendw bezposrednich, za pomoca watro-
bowej frakcji mikrosomalnej. Uzyskuje si¢ ja z watroby szczurzej po uprzedniej in-
dukcji, ktéra ma na celu zwigkszenie poziomu enzymdéw odpowiedzialnych za
aktywacj¢ metaboliczng. Obecnie najczesciej stosowanym induktorem enzymoéw wa-
trobowych jest Aroclor 1254, ktéry jest silng i trudno rozkladalng trucizna srodowi-
skowa z grupy PCBs. Jak wykazaly badania, substancja o poréwnywalnej aktywnosci
indukcyjnej jest znacznie mniej toksyczny roztwor fenobarbitalu. Frakcja mikroso-
malna otrzymana po indukcji tym zwiazkiem byla stosowana do aktywacji pojedyn-
czych zwigzkéw promutagennych. Brak jest jednak badan mozliwosci aktywacyjnych
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tej frakcji wobec prébek srodowiskowych. Dlatego tez uzasadnione jest zbadanie ak-
tywnosci frakeji indukowanej fenobarbitalem w stosunku do ekstraktu pytu zawieszo-
nego oraz poréwnanie jej aktywnosci z frakcjg indukowang Aroclorem. W badaniach
podjeto takze probe zastosowania frakcji mikrosomalnej niepodanej indukcji, zawie-
rajacej naturalny poziom enzymdéw mikrosomalnych.

2. Dobor stezenia frakcji mikrosomalnej

Niezwykle istotng sprawa jest takze dobdér odpowiedniego stgzenia frakcji mikro-
somalnej stosowanej do badan. W procedurze klasycznej, zalecanej przez autoréw te-
stu, jest mowa o dwdéch stezeniach S9 w S9-mix standardowym (4%, v/v) i duzym
(10%, v/v). Poniewaz rézne zwiazki chemiczne do swojej metabolicznej konwersji
potrzebuja réznego optymalnego stezenia S9, w badaniach uzywa si¢ szerokiego za-
kresu stezen frakcji mikrosomalnej, od 4% do 30%. Niekt6rzy badacze najpierw uzy-
waja malego stezenia frakcji (np. 5% lub 10%), a jezeli uzyskuja wynik negatywny, to
badania powtarzaja z duzym stezeniem frakcji (np. 30%). Z kolei inni zaczynaja bada-
nia od duzego stezenia frakcji mikrosomalnej. Oryginalna metoda zaleca takze dobie-
ranie stgzenia frakcji wedlug stosowanego mutagenu diagnostycznego. Ze wzgledu na
to, ze ekstrakty pyldw zawieszonych zawieraja w swoim sktadzie zanieczyszczenia
oréznym skfadzie ilosciowym i jakosciowym, celowe wydaje si¢ zaproponowanie
innego podejscia, a mianowicie dobdr optymalnego stezenia frakcji wobec jednego
wytypowanego rozcienczenia ekstraktu pytéw, ktére zostaloby wytypowane na pod-
stawie badan pilotowych z zastosowaniem stg¢zenia frakcji mikrosomalnej 4% (v/v)
w S9-mix. Takie rozcienczenie ekstraktu powinno w tescie wywotywac efekt muta-
genny, ale nie wywotywac jeszcze efektu toksycznego. Nastepnie nalezy wykonaé na
tym rozcienczeniu test z zastosowaniem szerokiego spektrum stezen badanej frakcji
mikrosomalnej i wybra¢ do dalszych badan jej stezenie optymalne.

3. Czas i temperatura kontaktu

Nastepnym zagadnieniem, na ktére zwrocono uwage byla preinkubacja, polegajaca
na przedluzeniu kontaktu badanej prébki ze szczepami testowymi i ewentualnie
z frakcja mikrosomalna, przed wlasciwa inkubacja testu. Preinkubacja umozliwia bo-
wiem dluzszy kontakt badanych zanieczyszczen ze szczepami testowymi w matej ob-
jetosci mieszaniny reakcyjnej. Istotnym czynnikiem jest jednak wiasciwy dobér czasu
preinkubacji ze wzgledu na ztozonos¢ badanych mieszanin i mozliwo$é wystapienia
efektu toksycznego. O efektach mutagennych testowanego zwiazku decyduje bowiem
w duzej mierze stgzenie i czas jego dziatania. Dane literaturowe na ten temat opierajg
sie gtéwnie na badaniach mutagennego dziatania pojedynczych zwigzkéw. W celu
uzyskania odpowiedzi na pytanie czy preinkubacja w sposdb istotny wptynie na obni-
zenie progu wykrywalnosdci ztozonej mieszaniny zanieczyszczen powietrza o charak-
terze mutagennym przeprowadzono badania z réznym czasem preinkubacji w dwéch
temperaturach (30 °C i 37 °C). Wprawdzie dla enzyméw zwierzecych optimum ter-
miczne wynosi 37 °C, interesujace bylo okreslenie zachowania si¢ enzyméw frakcji
mikrosomalnej w temperaturze 30 °C, zalecanej do wyznaczania miedzynarodowe;j
jednostki enzymatycznej (U). Testy prowadzone z preinkubacja powinny postuzyé
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takze do wyznaczenia optymalnego st¢zenia mutagenu kontrolnego, ktérym nalezy
postugiwac si¢ w takich badaniach.

4. Obecnos¢ NADP w sktadzie S9-mix

W pracy zwrécono takze uwage na sktad mieszaniny reakcyjnej. Jednym z jej
sktadnikéw jest NADP (fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego). Po raz
pierwszy zostal on dodatkowo wprowadzony do frakcji mikrosomalnej pod koniec lat
70. XX wieku w badaniach prowadzonych w Japonii. Enzymy katalizujace utlenianie
ksenobiotykéw sa zaliczane do monooksygenaz (kiedys oksydazy o funkcji miesza-
nej). Utlenianie zachodzi z udzialem tlenu czasteczkowego oraz donoru wodoru w po-
staci NADPH lub NADH. Reakcje redukcji wymagaja jedynie czynnika redukcyjne-
go. W wyniku reakcji jeden z atoméw czasteczki tlenu zostaje wprowadzony do
substratu, a drugi — kosztem donoru wodoru — redukuje si¢, tworzac czasteczke wody.
We frakcji mikrosomalnej wystepuje tancuch transportu elektronéw, sktadajacy sie
z cytochromu P-450, reduktazy NADPH — cytochrom P-450 oraz czynnika lipidowe-
go. Aktywno$¢ monooksygenaz, zawierajacych cytochrom P-450, pojawia si¢ w ciagu
pierwszych dni po urodzeniu, po czym wzrasta ona, osiagajac maksimum okoto 30.
dnia zycia szczuréw. Podobnie po urodzeniu sie zwierzecia zwieksza sie zawarto$é
NADPH w watrobie, ktéry jest niezbednym koenzymem w mikrosomalnych metabo-
lizmach wielu ksenobiotykéw. Poziom wystepujacy u dorostego zwierzgcia osiagany
jest w przypadku tego koenzymu w ciagu okoto dwéch dni. Celowe wigc wydaje si¢
przebadanie prébek zanieczyszczen powietrza w testach z frakcja mikrosomalng po-
zbawiong dodatkowego zrodta NADPH. Testy takie pozwola odpowiedzie¢ na pyta-
nie, w jaki sposéb wplynie to na prég wykrywalnosci aktywnosci mutagennej zanie-
czyszczeh powietrza, a tym samym czy jest mozliwe obnizenie kosztéw ich
wykonania, ze wzgledu na bardzo wysoka ceng tego sktadnika S9-mix.

5. llos¢ materiatu badawczego

Badanie aktywnosci mutagennej powietrza wymaga takze odpowiedniej ilosci ma-
terialu badawczego. W celu zmniejszenia jego ilosci stosowana jest przez niektérych
badaczy testu klasycznego, wprowadzona modyfikacja przez Kado, w ktérej uzywa
si¢ 20 razy mniejsza objetos¢ probki przy 10-krotnie zwigkszonej ilosci bakterii te-
stowych z zastosowaniem 90-minutowe]j preinkubacji. Niektérzy badacze donosza
o duzej czutosci tego testu w poréwnaniu do metody klasycznej, ale istniejq tez donie-
sienia o braku powtarzalnosci wynikéw uzyskanych tym testem i mniejszej korelacji
wynikéw ze stezeniami zwiazkéw mutagennych obecnych w badanych prébkach.
W zwiazku z tym w pracy zaproponowano procedur¢ bedaca kompilacjq klasycznego
testu Amesa z modyfikacja zaproponowang przez Kado. W tescie tym mieszanina re-
akcyjna zawierata wszystkie sktadniki w proporcjach takich samych jak w tescie kla-
sycznym, lecz zmieniono ich objetos¢, tak aby koncowa objeto$¢ mieszaniny wynosita
0,205 cm’, jak w modyfikacji Kado. Wprowadzono réwniez 90-minutowa preinkuba-
cje¢ w temperaturze 37 °C.

Efekty uzyskane w testach przeprowadzanych wedtug zmodyfikowanych procedur
zostaly nastgpnie poréwnane z wynikami badan otrzymanych w testach wykonywa-
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nych najczedciej stosowang klasyczna metoda testu. Wszystkie badania poréwnawcze
byly prowadzone na tych samych dwéch prébkach (pobranych latem i zima na Starym
Miescie) z zastosowaniem czterech szczepdw testowych (TA98, TA100, YG1041
i YG1042). Dzigki tak szeroko zaplanowanemu eksperymentowi, przeprowadzonemu
na tych samych prébkach, udato si¢ poréwnaé wszystkie wytypowane do badan pro-
cedury badawcze i szczepy testowe. Mozliwa wigc byta weryfikacja uzyskanych
efektéw na podstawie pieciu dodatkowych prébek pyléw pobranych w trzech innych
punktach miasta i w r6znych sezonach grzewczych. Do tej weryfikacji wybrano trzy
procedury badawcze, trzy rodzaje frakcji mikrosomalnej i dwa szczepy testowe.

Przeprowadzone badania moga przyczyni¢ si¢ do postepu na drodze ustalenia stan-
dardowej, optymalnej procedury testu Salmonella niezbgdnej w badaniach zanie-
czyszczen powietrza. Zmodyfikowana metoda testu moze w przysztosci stanowi¢ jed-
no z kryteri6w oceny ryzyka narazenia na choroby nowotworowe populacji
zamieszkujacej badany teren i wchodzi¢ w zakres systemu monitorowania powietrza
do celéw zdrowotnych. Standardowe badania powietrza nie obejmuja bowiem, jak
dotad, wykrywania aktywnosci mutagennej wystgpujacych w nim zanieczyszczen. Na
podstawie analizy fizyczno-chemicznej mozna, co prawda, stwierdzi¢ obecnosé
w powietrzu niektérych zwiazkéw znanych z aktywnosci genotoksycznej, nie mozna
jednak okresli¢ rzeczywistej wypadkowej aktywnosci biologicznej prébki jako cato-
sci. Umozliwiaja to tylko testy biologiczne, do ktérych nalezy najpowszechniej stoso-
wany test Salmonella.



3. Stan zagadnienia

3.1. Pylowe zanieczyszczenia powietrza

Zanieczyszczeniem powietrza jest kazda substancja stata, ciekta lub gazowa, ktéra
znajduje si¢ w nim w ilosci wigkszej od jej zawartosci naturalnej. Wiekszos$¢ zanie-
czyszczen powietrza to zanieczyszczenia gazowe — organiczne (VOC) i nieorganiczne
(np. SO,, O3, NO,, CO). Druga grupe zanieczyszczen powietrza stanowia zanieczysz-
czenia pylowe (PM). Wszystkie plynne i stale czastki znajdujace sie w powietrzu,
anie bedace czastkami wody, nazywamy aerozolami (czastki zawieszone w powie-
trzu). Aerozol to uktad dwu- lub tréjfazowy sktadajacy si¢ z gazowej fazy rozprasza-
jacej oraz stalej lub ciektej, lub statej i cieklej fazy rozproszonej. W przypadku aero-
zolu atmosferycznego faza rozpraszajaca jest powietrze. W literaturze anglosaskiej
definiuje si¢ aerozole jako zawiesiny czastek statych i/lub ciektych w powietrzu, ktd-
rych srednica ma rozmiar od kilku nanometréw do dziesigtek mikrometréw [98].

Pylem (ang. air particles) nazywamy mieszaning matych czastek statych zawie-
szonych w powietrzu. Moga one przyjmowac¢ posta¢ od submikroczastkowych aero-
zoli do widocznych czastek pytéw. Wieksze czastki (grubsza frakcja) powstaja w re-
zultacie dzialania sit mechanicznych przez $cieranie si¢. Mniejsze czastki (< 1 pm)
pochodza z kondensacji jeszcze mniejszych czastek i molekut w fazie gazowej. W za-
leznosci od rozmiaru czastek dzielimy go na pyt o srednicach mniejszych niz 10 pm
(PM10), mniejszych od 5 um (PMS5), mniejszych od 2,5 pm (PM2,5) i mniejszych od
I um (PM1) [22, 37, 98].

Stezenie aerozolu miejskiego jest okoto dwukrotnie wigksze niz w innych rejo-
nach [44, 45]. Poniewaz temperatura, ci$nienie, promieniowanie i warunki pogodo-
we (opady, zachmurzenie itp.) sa niejednolite i ulegajq ciagglym zmianom, stad tez
mamy do czynienia z bardzo dynamicznym systemem, w ktérym zaréwno rozktad
wielkosci czastek, jak i ich zywotno$¢ jest bardzo zmienna. Gtéwnym sktadnikiem
aerozolu miejskiego jest wegiel elementarny i organiczny, stanowiacy okoto 40%
catkowitej masy aerozolu. W aerozolach pochodzacych z innych terenéw zwiazki te
stanowig okoto 15-25%. Badania prowadzone w Los Angeles wykazatly, ze na wtor-
ny aerozol organiczny w tym miescie sktadaty si¢ zwiazki aromatyczne (58-65%),



16 Katarzyna Piekarska

alkany (15-21%), zwiazki biogenne (10-16%) i olefiny (4-11%). Oprécz frakcji
weglowej istotnym sktadnikiem aerozolu miejskiego sa zwiazki nieorganiczne,
a wérdd nich: jony siarczanowe (ok. 28%), amonowe (ok. 10%) i azotanowe (ok.
5%) oraz zwiazki metali (As, Pb, Cd, Ni, Hg, Zn, Cr, Mn, Fe, Cu, Ni) [223].

Zapylenie powietrza jest jednym z podstawowych parametréw charakteryzujacych
stopien zanieczyszczenia atmosfery. W wielu krajach zaleca si¢ stezenia dopuszczalne
pytéw w powietrzu. W Polsce obowiazuje rozporzadzenie Ministra Ochrony Srodowi-
ska, Zasobéw Naturalnych i Les$nictwa (1998 r.), w ktérym dopuszczalne st¢zenia
pytéw sa nastepujace:

e 150 pug/m’ dla TSP (catkowity pyt zawieszony) oraz 125 pg/m’ dla PM10 (50 pg/m’
od 2005 r.), jako $rednia 24 h,

e 75 pg/m’ dla TSP oraz 50 pg/m® dla PM10 (30 pg/m’® od 2005 r. i 20 pg/m’ od
2010 r.), jako wartos¢ $rednioroczna.

W Europie obowigzuja stgzenia ustalone przez UE. Sa one nastgpujace:

* 50 pug/m’* dla PM10, jako $rednia 24 h,

e 80 pg/m’ dla TSP oraz 20 pg/m’ dla PM10, jako wartos¢ srednioroczna,

e 130 pg/m’ dla TSP, jako warto$é srednia dla pétrocza zimowego.

Ze wzgledu na wigksze znaczenie czastek o mniejszym rozmiarze, w badaniach
nad negatywnym wptywem pytu zawieszonego na zdrowie cztowieka, w Stanach
Zjednoczonych w 1997 roku wprowadzono normowanie stgzen PM2,5. Podaje sig je
Jako AAQS (Ambient Air Quality Standards), czyli standaldy jakosci powietrza.
Srednioroczna warto$é AAQS dla PM2,5 wynosi 15 pg/m?®, a warto$é éredniodobo-
wa 65 pg/m’ [98].

Rozktad sredniorocznych stgzenn TSP w Europie wskazuje na duze zagrozenie
zdrowotne mieszkancéw Europy $rodkowopotudniowej. Najwigksze stgzenia TSP
zaobserwowano w Polsce potudniowo-zachodniej (zwlaszcza na Gérnym Slasku),
Czechach i Niemczech [98]. Z kolei $rednie roczne st¢zenie frakcji pylu PM10 wy-
nosito, pod koniec lat dziewieédziesiatych ubiegtego wieku, 21,8 pg/m® w Londynie,
29,5 pg/m’ w Budapeszcie, 43,3 pg/m® w Rzymie, 44,4 pg/m® w Sewilli i 45,5 pg/m’
w Krakowie. Gléwnym zrédlem emisji PM10 jest ruch uliczny (10-25%), procesy
spalania (40-55%) i procesy przemystowe (15-10%). Ze wzgledu na swojaq szkodli-
wos$¢ zanieczyszczenia pylowe trafily na drugie miejsce na liscie priorytetowych tru-
cizn srodowiskowych. Najcze¢sciej zainteresowania badaczy skupiaja si¢ na czastkach
pytéw: TSP, PM10 i PM2,5. Ostatnio coraz czgsciej zwraca si¢ uwage na czastki pylu
ultradrobnego, UFP (czastki pytu o $rednicy ponizej 100 nm) [22, 37, 44, 45, 171].
Zawartos¢ tej frakcji w powietrzu miejskim waha sie od 1,7 pg/m’® do 3,6 pg/m’ [171].

Od srednicy czastek pylu zawieszonego zalezy ich szkodliwo$¢ dla organizmu.
Czastki respirabilne (inhalacyjne), o srednicy < 10 wm, maja specjalne znaczenie bio-
logiczne, poniewaz utrzymujq si¢ przez dtuzszy czas w atmosferze, co warunkuje
wigksze prawdopodobienstwo przedostania si¢ ich do uktadu oddechowego cztowie-
ka. Ukfad oddechowy mozna podzieli¢ na kilka odcinkéw. Do gérnego odcinka drég
oddechowych zaliczamy: nos, jame nosowa, gardziel i krtaii. Srodkowy odcinek sta-
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nowia: tchawica i wigksze oskrzeliki. Dolny odcinek obejmuje: oskrzeliki i pgcherzyki
ptucne. Miejsce depozycji czastek w uktadzie oddechowym zalezy przede wszystkim
od mechanizmu oddychania, szybkosci przeptywu powietrza i od ich rozmiaréw.
Czg$¢ wchianianego aerozolu jest deponowana na powierzchni drég oddechowych,
a pozostala wydychana. Podczas oddychania nosem duze czastki (10 pm i powyzej)
osadzaja si¢ przede wszystkim w gérnych odcinkach uktadu oddechowego, natomiast
czastki o rozmiarze 5-10 pm w dolnym odcinku uktadu oddechowego, w oskrzeli-
kach. Przy oddychaniu ustami czasteczki o $rednicy ponizej 2,5 pm odktadaja si¢
gtéwnie w rejonie ptuc, czasteczki wigksze o srednicy 3-5 pm w rejonie ptuc i w czg-
$ci tchawiczno-oskrzelowej, natomiast czasteczki o srednicy 7-15 um w czescei tcha-
wiczno-oskrzelowej uktadu oddechowego. Przy spokojnym oddychaniu znaczna czgsé
zanieczyszczen zostaje usunigta z wydychanym powietrzem. Przy zwigkszonym wy-
sitku fizycznym zwigksza sie zatrzymana w ptucach ilo$¢ aerozolu. Czynnikiem decy-
dujacym o miejscu zatrzymania czastek w uktadzie oddechowym jest ich wielkos¢.
Czastki o bardzo matych rozmiarach ziaren od 0,1 pm do 0,01 pm deponuja sie gtow-
nie w 5-30% w tchawicy i oskrzelach oraz w 45-60% w pecherzykach ptucnych.
Z kolei frakcje aerozolu o rozmiarach ziaren od 10 pm do 1 pm odktadajg sie w 90—
30% w jamie nosowo-gardtowej, w 20-30% w pecherzykach ptucnych i w okoto 5-7%
w tchawicy i oskrzelach. W zaleznosci od miejsca osadzenia oraz rozpuszczalnosci
substancji znajdujacych si¢ na powierzchni lub wewnatrz czastek komérki uktadu od-
dechowego moga by¢ narazone na dtuzszy kontakt ze zwiazkami zaadsorbowanymi na
ich powierzchni. Zanieczyszczenia dobrze rozpuszczalne w wodzie wchianiajg si¢
zr6znych odcinkéw drég oddechowych. Ze wzgledu na znaczng powierzchnie czynng
pluc resorpcja zwiazkéw chemicznych zachodzi z duza intensywnoscia zwlaszcza
w pecherzykach ptucnych. Cienka (1-4 pm), delikatna natura tej tkanki czyni jg po-
datna na absorpcj¢ substancji mutagennych i na uszkodzenia przez nie spowodowane.
Te zanieczyszczenia ktére znajda si¢ na powierzchni pecherzykéw ptucnych moga
przenikng¢ bezposrednio do uktadu krwionosnego i spowodowaé ekspozycje na
zwiazki mutagenne innych tkanek [44, 98, 141, 187, 220].

Stwierdzono wzrost mutagennosci wraz ze zmniejszaniem si¢ aerodynamicznej
Srednicy czastek. Migdzy innymi zaobserwowano wzrost stgzenia 1-nitropirenu wraz
ze zmniejszaniem si¢ $rednicy czastek [73]. To oznacza, ze pyl ultradrobny UFP za-
wiera najwigksza ilos¢ zaadsorbowanych zwiazkéw organicznych. Dzieje si¢ tak, po-
niewaz mniejsze czastki ze wzgledu na wigksza powierzchnig¢ absorbujg wiecej zanie-
czyszczen organicznych w przeliczeniu na mas¢ pytu [86]. Wykorzystanie wartosci
TSP lub PM10 jako wskaznika jako$ci powietrza moze jednak nie by¢ wystarczajaco
reprezentatywne i nie musi korelowaé z mutagenna aktywnoscia czasteczek docieraja-
cych do pecherzykéw ptucnych.

Istnieje wiele potencjalnych wytlumaczen dla wzrostu aktywnosci matych czastek.
Po pierwsze, mniejsze aerozole moga powstawac ze zrédet, ktére emitujg wigksze ilo-
sci zwiazkéw mutagennych. Na przyktad wiele emisji zanieczyszczen pochodzacych
ze spalania zawiera czastki o niewielkich rozmiarach aerodynamicznych, ktére moga
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zawiera¢ wieksze ilosci zwiazkOw o charakterze mutagennym. Zwiazki o charakterze
mutagennym powstaja takze w rezultacie reakeji zachodzacych w atmosferze. Kon-
densuja one na matych czastkach albo tacza sig, tworzac ptynne aerozole, ktére z kolei
lacza sie tworzac najpierw ultradrobne czastki, a potem wigksze. Z kolei wigksze
czastki, ktére zawieraja niewielkie ilosci materii organicznej najczesciej powstaja
w rezultacie dziatania sit mechanicznych [37].

Skutki zdrowotne, jakie pyt zawieszony moze wywotaé¢ u ludzi, zaleza wigc od je-
go sktadu, stezenia i wielkosci czastek [44, 98].

3.2. Czynniki mutagenne i rakotworcze
w powietrzu atmosferycznym

W zanieczyszczonym powietrzu atmosferycznym wystepuje ogromna liczba
zwigzkéw z réznych klas chemicznych, ktére tworza bardzo zlozone mieszaniny
o nieznanych wtasciwosciach biologicznych [141]. W 1986 roku Graedel i inni [37]
udokumentowali, na podstawie literatury naukowej, fakt odkrycia okoto 2800 zwigz-
kéw w powietrzu atmosferycznym i powietrzu pomieszczen. Z puli tych zwigzkéw
przebadano pod katem mutagennosci 206 zwiazkéw organicznych, z czego 67 z nich
wykazato wtasciwosci mutagenne. Do USEPA Toxics Release Inventory (TRI) zostato
zgtoszonych 507 zwigzkéw obecnych w powietrzu atmosferycznym. Z 507 zwiazkow,
276 (~54%) zostalo poddane badaniom w testach bakteryjnych, gtéwnie za pomoca
krétkoterminowego testu Salmonella. Okoto 48,6% z nich, czyli okoto 26,4% wszyst-
kich zidentyfikowanych zwiazkéw, wykazato si¢ potencjalng mutagennoscia. Claxton
i inni [37] przedstawili poszczegdlne klasy zwiazkéw chemicznych obecnych w po-
wietrzu atmosferycznym w powiazaniu z ich mutagennoscia w tescie Salmonella.
Weglowodory zostaty podzielone na cztery podgrupy: zwiazki alifatyczne, cykloalka-
ny, mono- i dwupierscieniowe areny oraz wielopierscieniowe areny. Nastgpne klasy
zwigzkow to zwiazki zawierajace tlen (podzielone na siedem podgrup), zwiazki za-
wierajace azot (podzielone na osiem grup), zwiazki zawierajace siarke, zwiazki zawie-
rajace halogen i zwiazki organometaliczne. Liczba udokumentowanych zwigzkéw
wykazujacych wiasciwosci mutagenne w poszczegdlnych klasach jest bardzo rézna.
Wsrdd weglowodoréw z 89% zwigzkéw poddanych testom bakteryjnym na mutagen-
nos$¢ w 47,7% przypadkéw otrzymano wyniki pozytywne. Wsrdd nich sa, powstajace
w procesach spalania i przemyslowego wykorzystania wegla i ropy naftowej, znane
z karcenogennosci takie WWA, jak: benzo[a]antracen, benzo[k]fluoranten, benzo[a]piren,
benzo[b]fluoranten, indeno[1,2,3-c,d]piren i dibenzo[a,h]antracen. Frakcje alifatycz-
nych weglowodoréw nie wykazuja dzialania mutagennego. Z tej grupy wykazano
mutagennos¢ tylko jednego zwiazku obecnego w powietrzu atmosferycznym. Tym
zwigzkiem jest 1,3-butadien. Nie stwierdzono takze dziatania mutagennego w przypadku
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wigkszosci cykloalkanéw i mono- i bicyklicznych arenéw. WWA dodatkowo na sku-
tek reakcji kondensacji, dziatania promieniowania stonecznego, ozonu i NO; tworza
zwiazki nitrowe. Wiele z tych nitrowych pochodnych wykazuje dziatanie mutagenne.
Takie zwiazki jak l-nitropiren, 3-nitrofluoranten, 2,4-dinitrotoluen czy 2,6- dinitroto-
luen odznaczaja si¢ silnymi wlasciwosciami mutagennymi. Za najbardziej mutagenny
uwazany jest obecnie 3-nitro-7H-benzo[d,e]antracen-7-on, powstajacy w trakcie spa-
lania paliw ptynnych w silnikach spalinowych oraz w wyniku reakcji nitrowania za-
chodzacych w atmosferze. Bardzo reaktywne sa réwniez alifatyczne pochodne nitrowe
znajdujace si¢ gldwnie w fazie gazowej. Wsrdd zwiazkéw zawierajacych tlen jedynie
16% znajdujacych si¢ w bazie TRI ma dziatanie mutagenne, przy czym wigkszos$é
z nich nalezy do grupy zwiazkéw heterocyklicznych, w ktérych jeden lub dwa atomy
tlenu zastgpuja atomy wegla w pierscieniu. W przypadku zwiazkéw zawierajacych
siark¢ dane o dzialaniu mutagennym znaleziono dla 18% z nich. W klasie zwiazkow
zawierajacych halogen 40% z nich zostalo poddane testom na mutagenno$¢ w testach
bakteryjnych, z czego otrzymano 54% wynikéw pozytywnych. Jednak krétkotermi-
nowy test Salmonella nie jest w stanie wykry¢ wszystkich zwiazkéw dziatajacych
mutagennie w obrebie tej klasy.

Wigkszos¢ badan pokazuje, ze za efekt mutagenny pytéw zawieszonych przede
wszystkim odpowiadaja umiarkowanie polarne i wysokopolarne klasy zwiazkow.
Bardziej polarne frakcje zazwyczaj zawierajq nitrowe i tlenowe pochodne WWA niz
WWA nie podstawione [150, 151, 174]. Zwiazki mutagenne moga réwniez powsta-
waé w atmosferze takze wtedy gdy obecne sg tam substancje nie wykazujace takiego
dziatania. Atmosferyczne reakcje chemiczne powodujg powstawanie produktéw mu-
tagennych, niezaleznie od tego, czy zaczynaja si¢ od pojedynczego, nie mutagennego
zwiazku organicznego (np. toluenu), czy od zrdédta emisji (np. spaliny silnikowe) [29,
37,42, 62, 141, 164, 179].

3.3. Zanieczyszczenia powietrza a skutki zdrowotne

Juz w roku 1661 Evelyn i Graunt opisali negatywne skutki zanieczyszczenia po-
wietrza. W 1775 roku Pott zaobserwowat przypadki raka moszny u londynskich ko-
miniarzy, co powiazal z ich ekspozycja na sadz¢ i smotg ze spalanego wegla bitu-
micznego. Nastgpnie w roku 1942 Leiter i wspétpracownicy stwierdzili, ze probki
czastek powietrza zebrane na obszarach miejskich sg rakotwdrcze dla myszy [154].
W ciagu nastgpnych lat potwierdzono ten fakt dla prébek pochodzacych z wielu miast
na $wiecie [137, 147, 208, 214]. Poréwnawcza analiza ryzyka przypisuje zwigkszone
jego wartosci mieszkancom narazonym na dziatanie substancji emitowanych do ota-
czajacego powietrza bedacych rezultatem spalania [37, 49, 82]. Badania prowadzone
w Kopenhadze nad rozktadem wielkosci czastek pylu zawieszonego w miejscach na-
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silonego ruchu samochodowego pokazaty iz stosunek PM2,5 do PM10 wynosit jak
13:32%. Inne badania, prowadzone we Wtoszech, Holandii, Chorwacji i w Tajlandii,
donosza o zawartosci PM2,5 powyzej 50%, ktdérego zrédlem jest rozwdj motoryzacji
i procesy spalania na cele grzewcze [44, 45]. W 1982 Walker [98] powiazal mutagen-
nosé¢, w badaniach krétkoterminowym testem Salmonella, czasteczek organicznych
przenoszonych przez powietrze ze wskaznikiem $miertelnodci z powodu raka ptuc.
Obserwacje te zostaty poparte badaniami laboratoryjnymi na zwierzetach, ktére wyka-
zaty aktywnosé¢ rakotwoércza pytéw zawieszonych w powietrzu [33, 120, 154, 215]
oraz badaniami epidemiologicznymi, ktére potwierdzity zwiazek miedzy liczba no-
wotworéw ptuc a wielkoscia efektu mutagennego ekstraktéw pylowych zanieczysz-
czen powietrza [78, 124, 137, 201].

Badania prowadzone w ciagu ostatnich 10-20 lat potwierdzity, ze zanieczyszcze-
nia powietrza przyczyniaja si¢ do zwigkszonej zachorowalnosci i $miertelnosci ludzi.
Niektore skutki zdrowotne sg zwigzane z krotka ekspozycja na te zanieczyszczenia,
a inne wigza sie z dtugotrwatym narazeniem na nie [22, 117]. Dtugotrwata ekspozycja
na duze stgzenia pylowych zanieczyszczen powietrza zwigksza ryzyko raka ptuc, cho-
réb uktadu oddechowego, arteriosklerozy, zmian neurobehavioralnych i choréb serca
oraz uktadu krazenia, podczas gdy krétkotrwata ekspozycja moze powodowacé nasile-
nie choréb uktadu oddechowego, takich jak: astma, bronchit oraz zaburzenia rytmu
serca i reakcje alergiczne [39, 44]. Bardzo duze steZenia substancji gazowych sg truja-
ce dla ludzi i zwierzat oraz szkodliwe dla roslin [141]. Zanieczyszczenia powietrza sg
przyczyng 6% zgondw, co stanowi okoto 40 000 przypadkéw zgondw w Swiecie
w skali roku. Potowe tych przypadkéw wigze si¢ z zanieczyszczeniem powietrza na
skutek rozwoju motoryzacji. Ponadto, odnotowuje si¢ rocznie, okoto 25 000 nowych
przypadkéw chronicznego bronchitu u dorostych oraz ponad 290 000 epizodéw bron-
chitu u dzieci i 0,5 miliona atakéw astmy. Srednio ryzyko $mierci moze wzrosnaé
w ciagu dnia o 1%, jezeli stezenie frakeji pytu PM10 wzroénie o 10 pg/m’ [117].

Istotny wplyw zanieczyszczenia powietrza na zdrowie cztowieka zauwazono
w 1952 roku, podczas czarnego smogu, jaki wystgpit w Londynie. Warunki atmosfe-
ryczne jakie wtedy panowaty, spowodowaty bardzo duzy wzrost stezenia zanieczysz-
czen powietrza, przede wszystkim SO, i drobnego pylu. Maksymalne wartosci stezen
sredniodobowych dla tych zanieczyszczen osiagnety wtedy nienotowany do tej pory
poziom 5000 pg/m’. Zjawisko trwato wyjatkowo dhugo, bo az dwa tygodnie, i spowo-
dowato smier¢ wielu mieszkancéw oraz wzrost liczby zgondéw o 4 tysigce w poréwna-
niu do $redniej z poprzednich lat [22, 98, 141]. Nie byt to odosobniony przypadek,
podobne epizody czarnego smogu wystapity w 1930 roku w Meuse Valley (Belgia),
w Europie Wschodniej w 1989 roku na obszarze bytej NRD i w 1993 roku na obsza-
rze péinocnej Bohemii w Czechach. W Europie Zachodniej odnotowywano takze duze
stezenia SO, i drobnego pytu na skutek przemieszczania si¢ zanieczyszczen powietrza
ze wschodu. Takie przypadki wystapity w 1980 roku oraz w 1985 roku w Niemczech
i Holandii, gdzie odnotowano wzrost $miertelnosci i zachorowalnosci na choroby
uktadu oddechowego i uktadu krazenia [22, 141].
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Od czasu czarnego smogu w Londynie duzo si¢ zmienito. Wprowadzono wiele
unormowan legislacyjnych, jednak londynski smog stat si¢ punktem wyjscia dla wielu
krétko- i dlugoterminowych badan. Tworzone sa bazy danych epidemiologicznych, na
podstawie ktorych prébuje si¢ powiaza¢ wystepujace w ciggu dnia przypadki $mierci
lub przyje¢ do szpitala ze $rednimi dziennymi stgzeniami takich zanieczyszczen, jak
pyl zawieszony, O3, NO,, SO, i CO oraz wplyw na nie sezonu, temperatury i dnia ty-
godnia [141]. Badania epidemiologiczne na duza skal¢ prowadzono w Europie i Sta-
nach Zjednoczonych. W Europie, w ramach APHEA (Air Pollution and Health: a Eu-
ropean Approach), prowadzono badania na podstawie wczesniej zebranych danych
oraz danych zebranych w ciagu 5-9 lat w latach dziewig¢édziesiatych ubiegtego wieku.
Badaniami objeto populacje 43 milionéw ludzi zyjacych w 21 miastach. Wykazano,
ze dzienna $miertelnos¢ wzrasta o 0,6%, gdy stezenie frakcji pylu PM10 wzrosnie
0 10 pug/m’. Z kolei liczba przyjec¢ do szpitala z powodu astmy i obturacyjnej choroby
ptuc ludzi powyzej 65 roku zycia wzrastata o 1% na kazde 10 pg/m’ PM10, a z powo-
du choréb ukladu krazenia o 0,5% na 10 pg/m’ PM10i o 1,1% na 10 pg/m® czarnego
smogu. Analiza danych zebranych wczesniej wykazata wzrost dziennej $miertelnosci
w szedciu miastach o 2,9% na kazdy wzrost o 50 pg/m’ O; w ciagu jednej godziny.
W USA (NMMAPS - National Mortality, Morbidity and Air Pollution Studies) bada-
nia objety 20 duzych metropolii (50 miliondw ludzi) w latach 1987-1994. Wyniki
byly bardzo zblizone do europejskich, smiertelnos¢ wzrastata o 0,5% na kazdy wzrost
stezenia frakcji pylu PM10 o 10 pg/m’. Innym przyktadem badan na duza skale byty
badania dotyczace dzieci z 28 regionéw Europy. Przeprowadzone przez PEACE
(Pollution Effects on Asthmaitc Children in Europe) wykazaty wptyw pytu zawieszo-
nego i dwutlenku azotu na zaburzenia funkcji ptuc i ostre infekcje drég oddechowych
[22]. Istnieje takze wiele doniesien literaturowych dotyczacych wynikéw badan prze-
prowadzonych w mniejszej skali na ten temat [60, 127]. Wiadomo takze, ze dtugo-
trwale narazenie na zanieczyszczone powietrze powoduje chroniczne skutki zdrowot-
ne. Przede wszystkim zwieksza ryzyko rozwoju przewlektego zapalenia oskrzeli
i wezesniejszej $mierci z tego powodu. Diugotrwale narazenie na stosunkowo nie-
wielkie stgzenia PM w powietrzu atmosferycznym moze skracac srednig dtugos¢ zycia
0 2-3 lata. Wystarczajace jest stezenie ponizej 100 pg/m’ wyrazone jako $rednia do-
bowa PM10 [141].

Badania prowadzone in vitro i in vivo nad mechanizmem wpltywu pytu zawieszo-
nego na organizm zywy dowiodty, iz pyt zawieszony indukuje stan zapalny i oksy-
datywny stres (ang. oxidative stress) [171]. W pierwszym etapie mamy do czynienia
zsilnym efektem zapalnym, na skutek ktérego uaktywniane sa szlaki utleniania
w komérkach. Nastegpnie pojawiaja si¢ w komdrkach cytokiny i mediatory reakcji
immunologicznych, w konsekwencji czego rozwija si¢ stres oksydatywny [22]. Stres
oksydatywny moze by¢ przyczyna wielu groznych chordb. Polega na tym, ze katali-
zowane sg reakcje chemiczne, w wyniku ktérych powstaja aktywne formy tlenu
(ROS) (rodniki tlenowe). Niszczg one to co spotkaja na swojej drodze. Prowadza do
powaznych uszkodzen bioczasteczek, uszkodzenie DNA prowadzi m.in. do nowotworéw,
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a uszkodzenie bialek do réznych chordb, wiaczajac choroby centralnego uktadu ner-
wowego, czyli choroby neurodegeneracyjne. [187]. Inaczej jest to brak réwnowagi
miedzy prooksydantami a antykosydantami. W przypadku pyléw zawieszonych oksy-
datywny stres powoduje migdzy innymi choroby uktadu oddechowego, uktadu kraze-
nia, degeneracje rogdéwki, zapalenie trzustki i raka. Oksydatywny stres pojawi¢ sie
moze pod wpltywem bardzo réznych mechanizméw, np. w trakcie oddychania mito-
chondrialnego, niedokrwienia, stanu zapalnego czy podczas metabolizowania obcych
dla organizmu zwiazkéw chemicznych (ksenobiotykéw). W procesie tym prawie zaw-
sze czasteczki DNA sa celem ataku powstajacych form aktywnych tlenu. Oksydatyw-
ne uszkodzenie czasteczek DNA zwigksza ryzyko choréb nowotworowych i moze po-
stuzy¢ jako marker pojawienia si¢ oksydatywnego stresu zwigzanego z innymi
dolegliwosciami spowodowanymi zanieczyszczeniami powietrza [44, 171]. Te dole-
gliwosci to nasilenie si¢ choréb uktadu oddechowego i uszkodzenia funkcji komérek
nabtonka uktadu oddechowego i pecherzykéw ptucnych, ktére moga zwigkszy¢ ryzy-
ko infekcji ptuc. Moze takze uwydatni¢ si¢ odpowiedz organizmu na alergeny i inne
substancje wywotujace astme. Udowodniono, ze ozon i spaliny emitowane przez sil-
niki wysokoprezne zwigkszajq syntez¢ immunoglobuliny IgE u zwierzat i ludzi, ktéra
z kolei zwigksza wrazliwos¢ organizmu na inne powszechne alergeny [22, 79].

Tak wigc produkcja ROS wydaje si¢ odgrywaé wazna rol¢ w efekcie cytotok-
sycznym wywotanym obecnoscia czastek pytu emitowanych przez silniki samocho-
dowe (DEP) i inne procesy spalania. Powoduje powstawanie rodnikéw wodorotle-
nowych, ktére zostaly wykryte w badaniach kultur tkankowych oraz w komoérkach
plucnych myszy (rys. 1). Zrédtem oksydatywnego stresu wywotanego przez PM
moze byé sama obecnosé czastek pytéw w uktadzie oddechowym, moga by¢ zaad-
sorbowane na czastkach rozpuszczalne zwiazki organiczne czy metale (Fe, V, Cr,
Cu) oraz zmiana w funkcjonowaniu mitochondriéw lub NADPH - oksydazy, czy tez
aktywacja stanu zapalnego komoérek zdolnego do produkcji ROS i reaktywnych
tlenkow azotu. Duza liczba podstawionych i niepodstawionych WWA i innych or-
ganicznych zwigzkéw adsorbuje si¢ na czastkach pytéw zawieszonych. Wiadomo,
ze organiczna frakcja DEP i organiczna frakcja pyléw miejskich indukuje oksyda-
tywny stres. Czastki zawierajace benzo[a]piren sa takze zdolne do nie-oksydatywnego
dziatania genotoksycznego poprzez tworzenie adduktéw DNA. W badaniach kultur
tkankowych wykazano, ze UFP powoduje powstawanie ROS w ilosci proporcjonal-
nej do zawartosci WWA. Organiczna frakcja pytéw miejskich zawiera reaktywne
chinony, ktére poddawane sa cyklicznym reakcja redox produkujacym rodniki wo-
dorotlenowe. Wiadomo takze, ze organiczne sktadniki DEP poddawane reakcja me-
tabolicznym w plucach i w watrobie powoduja indukcje enzymdéw cytochromu
P450, w wyniku czego nastepuje produkcja ROS i reaktywnych chinonéw WWA.
Z kolei w komoérkach nabtonkowych uktadu oddechowego organiczne zwiazki zaad-
sorbowane na czastkach pytéw sa odpowiedzialne za wywotywanie stanu zapalnego,
ktéry generuje wytwarzanie ROS. Tak powstajace rodniki tlenowe aktywuja procesy
transkrypcji i powoduja w ten sposéb wydzielanie cytokin. Ozon, dwutlenek azotu
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i lotne substancje organiczne (VOC) wystepuja zwykle razem z PM i efekty ich
dziatania w organizmie sg podobne [171].

Nie wszystkie mechanizmy dziatania pylu zawieszonego na organizmy zywe sg
jeszcze w pelni poznane. Badania prowadzi si¢ najczesciej na zwierzecych organi-
zmach testowych i hodowlach kultur tkankowych. Brakuje takze doktadnych badan
nad zaleznoscia pomigdzy dawka a odpowiedza organizmu testowego. Prowadzone
badania pozwolity jednak na ustalenie ogdlnego mechanizmu wyjasniajacego poja-
wianie si¢ uszkodzenn DNA w komoérkach. Przedstawia si¢ on nastgpujaco: (1) cza-
steczki zwigzkéw chemicznych dostajq sie¢ do jadra komérkowego, (2) zewnatrzko-
moérkowe ROS inicjuja rodnikowy tancuch reakcji, ktérego produkty dostaja si¢ do
jadra i niszcza DNA [79, 171].

Czastki pytu zawieszonego
e powierzchnia

e rozpuszczalne zwiazki
o K a

NADPH- oksydaza Metabolizm WWA Metale Stan zapalny
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Rys. 1. Prawdopodobny mechanizm indukcji oksydatywnego stresu i uszkodzenia
czasteczek DNA przez czastki pylu zawieszonego i ich rola w karcenogenezie [171]

Pomimo duzego postgpu w dziedzinie obnizania stezen zanieczyszczen powietrza,
wiele duzych aglomeracji miejskich w dalszym ciagu stoi wobec wyzwania, jakim jest
nieodpowiednia jako$¢ powietrza [49, 141, 193]. Ponadto, ochrona $rodowiska po-
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szczegOlnych panstw przed zanieczyszczeniami powietrza atmosferycznego musi by¢
realizowana we wspoélpracy z innymi krajami, substancje chemiczne bowiem moga si¢
przemieszczaé na duze odlegtosci od zrédta ich powstania. Dane o stgzeniach po-
szczegblnych zanieczyszczen powietrza zbierane sa w Systemie Informacji o Zarza-
dzaniu Powietrzem — AMIS (ang. Air Management Information System). System ten
tworzony jest przez Swiatowa Organizacje Zdrowia — WHO (World Health Organiza-
tion) na podstawie informacji dostarczanych przez panstwa czlonkowskie. Zbierane sa
tam dane o $redniorocznych, maksymalnych i srednio 24 h stg¢zeniach takich zanie-
czyszczen, jak: CO, SO,, NO,, Os, pyl zawieszony i Pb. Badania jakosci powietrza
w Polsce sa prowadzone wedtug Narodowego Systemu Badania Srodowiska na po-
ziomie sieci punktéw pomiarowych pafistwowych, regionalnych i lokalnych. Istniejg
dwie ogdlnokrajowe sieci: ogdlnokrajowa sie¢ stacji pomiarowych zarzadzana przez
Pafistwowg Inspekcje Ochrony Srodowiska (PIOS), nadzorowana przez Instytut
Ochrony Srodowiska oraz sieé podlegta Panstwowym Inspektoratom Pracy (PIP),
nadzorowana przez Instytut Medycyny Pracy w Lodzi [98, 141, 177].

3.4. Biologiczne metody oceny aktywnos$ci mutagennej
pylowych zanieczyszczen powietrza

Przed 1980 rokiem zagrozeniami zwigzanymi z zanieczyszczeniem powietrza zaj-
mowano si¢ jedynie na podstawie monitoringu fizyczno-chemicznego. Podejscie takie
pozwalato tylko na okreslenie stezenia wybranych, znanych zwigzkéw chemicznych
wystepujacych w powietrzu i umozliwialo przyblizona oceng zagrozenia zdrowotne-
go. W ten sposéb nie mozna byto bowiem okresli¢ wypadkowego dziatania ztozonej
mieszaniny zanieczyszczen powietrza na organizm zywy. Najlepszym rozwigzaniem
jest zastosowanie monitoringu biologicznego. Za pomoca monitoringu mozna wyka-
za¢ dziatanie synergistyczne (taczny efekt dziatania mieszaniny jest wigkszy od sumy
dziatania jej sktadnikéw), addytywne (taczny efekt dzialania mieszaniny jest réwny
sumie efektéw dzialania poszczegdlnych sktadnikéw) lub antagonistyczne (laczny
efekt dzialania mieszaniny jest mniejszy od sumy dziatania poszczegdlnych sktadni-
kéw) wielosktadnikowej mieszaniny zwiazkéw chemicznych. Wsréd metod biolo-
gicznych wyrézniamy: testy krétkoterminowe, dlugoterminowe badania prowadzone
na zwierzetach eksperymentalnych i badania epidemiologiczne. Badania epidemiolo-
giczne sa najblizsze rzeczywistemu efektowi dziatania zanieczyszczen. Za pomocg
tych badan mozna ustali¢, czy wsrdd ludzi narazonych na dany zwiazek chemiczny
stwierdza si¢ wigksza zachorowalnos¢ i umieralnos¢ na nowotwory. Badania te sg
wiarygodne w przypadku obserwacji odpowiednio licznych populacji, narazonych na
stosunkowo duze st¢zenia badanych zwigzkéw w odniesieniu do populacji nienarazo-
nych na badane zanieczyszczenia. Musza tez uwzglednia¢ odpowiednio dtugi czas od
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poczatku ekspozycji do pojawienia si¢ nowotworu, ktéry w pewnych przypadkach
wynosi nawet 20-30 lat. W badaniach z udzialem zwierzat laboratoryjnych aktywno$¢
rakotworcza okreSlana jest przez zdolno$¢ wywotywania nowotworéw przez badane
zwiazki w ciggu zycia zwierzat laboratoryjnych. Badania te, bardzo przydatne, sa jed-
nak kosztowne i czasochtonne. Moga trwa¢ przez dwa, trzy lata i wymagaja uzycia
kilkuset zwierzat doswiadczalnych (myszy, szczury), przez co budza kontrowersje
natury etycznej. Wobec wprowadzania, przez cztowieka, do srodowiska naturalnego
setek nowych substancji rocznie, jedynie mata cze$¢ z nich moze byé przebadana na
zwierzgtach. Stad tez do wstgpnej oceny genotoksycznosci zwigzkéw chemicznych
stosuje si¢ testy przesiewowe (krétkoterminowe), ktére nie wymagaja wykorzystywa-
nia zwierzat do§wiadczalnych [87, 88, 111].

Podstawowa rolg w wywotywaniu nowotworéw u ludzi przez zwigzki chemiczne
odgrywaja zaburzenia w strukturze i funkcjonowaniu DNA. Jest to proces wieloeta-
powy, trwajacy wiele lat, na ktéry ma wptyw duzo czynnikéw. Koncowy wynik dzia-
tania zwiazku rakotwdrczego, powstanie nowotworu, obejmuje dwie sekwencje zda-
rzef: konwersj¢ nowotworowa i rozwéj nowotworu. W pierwszym etapie dochodzi do
zaburzenia ekspresji cech komérki na skutek interakcji zwigzku chemicznego lub jego
reaktywnego metabolitu z materialem genetycznym, a w drugim etapie komoérka
zmieniona nowotworowo ulega progersji pod wptywem dziatania czynnikow modyfi-
kujacych i proliferacji do formy nowotworu ztosliwego. Zwiazki rakotwércze dzieli
siec na dwie gléwne grupy: genotoksyczne i epigenetyczne. Zwiazki genotoksyczne
maja zdolno$¢ do wigzania si¢ z DNA komorki, naruszania jego struktury i funkcji lub
systemOw jego naprawy. Powoduja réznego typu uszkodzenia materiatu genetycznego
komérek w postaci mutacji genowych, chromosomowych i genomowych. Maja one
charakter mutacji indukowanych, w odréznieniu od naturalnych mutacji spontanicz-
nych. Uszkodzenia te, jesli nie zostana naprawione, moga prowadzi¢ do rozwoju cho-
réb nowotworowych. Natomiast zwiazki epigenetyczne, ktérych dziatanie zwigzane
jest z druga faza procesu nowotworowego, nie tacza si¢ z materialem genetycznym,
a podstawg ich rakotworczego dziatania sg takie procesy jak: cytotoksycznosé, chro-
niczne uszkadzanie tkanek, zaburzenia hormonalne, immunologiczne czy aktywnosé¢
promocyjna [187]. Wszystkie zwiazki chemiczne, ktére powoduja uszkodzenia DNA,
prowadzace do mutacji czy rozwoju nowotwordéw, okreslane sg jako genotoksyczne.
Genotoksycznos¢ utozsamiana ze szkodliwym dzialaniem na materiat genetyczny nie-
koniecznie musi by¢ zwiazana z dzialaniem mutagennym. Moze prowadzi¢ do uszko-
dzen DNA przy braku bezposrednich dowodéw na powstanie mutacji. Z kolei muta-
gennos$¢ oznacza wywotywanie trwatych i dziedzicznych zmian w ilosci lub budowie
materiatu genetycznego komérki [88].

Prawie wszystkie testy krétkoterminowe oparte sa na wykrywaniu mutacji geno-
wych, uszkodzen chromosoméw, czy uszkodzen lub zaburzen naprawy DNA, a takze
powstawania adduktéw (trwatych wigzan substancji chemicznych lub ich metabolitéw
z DNA). Znanych jest kilkadziesiat testow pozwalajacych praktycznie na wykrycie
wszystkich typéw uszkodzen materiatu genetycznego [41, 88, 177]. Za pomoca testéw
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krétkoterminowych mozna przeprowadzi¢ badania w krétkim czasie i szybko oszaco-
waé wyniki. Testy te prowadzi si¢ w uktadach in vitro (hodowle komérek roslinnych,
zwierzecych i ludzkich, czy tez makromolekut, takich jak biatko czy DNA) oraz
w uktadach in vivo, za pomocg organizméw o réznej ztozonosci biologicznej: od bak-
terii po rosliny wyzsze i zwierzeta. Jest to mozliwe dzigki uniwersalnosci DNA jako
materialu genetycznego. Dlatego stwierdzenie genotoksycznego dzialania zwiazku
chemicznego w stosunku do jednego gatunku moze sugerowac¢ podobny efekt w sto-
sunku do innych gatunkéw [177]. Wiadomo, ze istnieje duza korelacja miedzy aktyw-
noscig genotoksyczng zwiazkéw chemicznych w testach krétkoterminowych a ich
potencjalng aktywnoscia rakotwércza w odniesieniu do ssakéw [141]. Zadna metoda
nie jest jednak idealnym systemem badawczym. Krétkoterminowe testy nie zastapia
badan dtugoterminowych na zwierzgtach doswiadczalnych i analiz epidemiologicz-
nych. Powinny one stuzy¢ do wstepnej selekeji zwiazkéw chemicznych do dalszych
badan. Istnieja takze zwiazki chemiczne, ktdre nie moga zosta¢ wykryte testami na
mutagennos¢, mechanizm bowiem ich dziatania jest inny niz zwiazkéw mutagennych.
Nalezy o tym pamigta¢ w ocenie wynikow testow krétkoterminowych. Zestawy te-
stéw przeznaczonych do oceny potencjalnej mutagennosci i rakotwdrczosci substancji
chemicznych powinny uwzglednia¢ badanie mozliwie najwigkszej liczby koncowych
efektéw genetycznych. Tylko wyniki uzyskane w doswiadczeniach wielotestowych
pozwalaja na doktadng identyfikacje wiekszosci zwigzkéw o dziataniu mutagennym
i kancerogennym [41]. Minimalne zestawy testow krétkoterminowych musza by¢ zto-
zone z testu na mutacje, np. w bakteriach oraz testu na uszkodzenia materiatu gene-
tycznego w komérkach somatycznych ssakéw. Podstawowy zestaw testow polecany
przez Organizacje Wspdtpracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD — Organization for
Economic Cooperation and Development) sktada si¢ z pigciu testéw, ktérych wiary-
godnos$¢ zostata potwierdzona doswiadczalnie. W zestawie takim powinien znalez¢ sig¢
test bakteryjny (np. Salmonella) oraz test do oceny indukcji strukturalnych aberracji
chromosomowych (np. test mikrojadrowy na komoérkach szpiku kostnego czy test
analizy chromosoméw w hodowlach komérek ssakéw) [177].

3.4.1. Testy z uzyciem bakterii

Bakterie okazatly si¢ najbardziej odpowiednie do oceny mutagennego dziatania
zwiazkéw chemicznych i préobek srodowiskowych. Bakterie charakteryzuja sie ni-
skim poziomem mutacji spontanicznych; ulegaja czestym podziatom, przez co moga
w ciggu kilku godzin namnozy¢ si¢ w duzej ilo$ci; maja prosta budowe; pojedyncza
kolista czasteczke DNA, ktora jest tatwo dostgpna dla zwigzkéw chemicznych. Pro-
cesy biochemiczne i genetyczne bakterii sq bardzo dobrze poznane, przez co mozli-
we jest wyhodowanie lub skonstruowanie, na drodze inzynierii genetycznej, odpo-
wiednio wrazliwych na badane mutageny szczepdw testowych. Bakterie nie maja
jednak enzymdw zdolnych do aktywacji metabolicznej zwigzkéw chemicznych, cha-
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rakterystycznej dla organizméw ssakow. W celu stworzenia warunkéw zblizonych
do tych, jakie istniejg w tych organizmach, do testéw dodaje si¢ najczesciej frakcje
S9 zawierajaca enzymy mikrosomalne wyizolowane z watroby szczura indukowane-
go mieszaning weglowodoréw aromatycznych. Watroba jest podstawowym organem
uczestniczacym w aktywacji i detoksykacji zwigzkéw chemicznych. Zwiazki che-
miczne ulegaja w organizmie réZnym przemianom, w wyniku ktérych tworzy sig
kilka, a nawet kilkanascie metabolitéw. Przemiany te moga prowadzi¢ zaréwno do
detoksykacji, czyli do pozbawienia wtasciwosci toksycznych, jak i do aktywacji,
w wyniku ktérej dochodzi do powstania aktywnych metabolitéw mogacych reago-
waé z materialem genetycznym, powodujac mutacje. Dziatanie nowotworowe pro-
mutagenéw jest wigc wypadkowa proceséw aktywacji i detoksykacji, jakim ulegaja
one w organizmie [41, 55, 68, 80, 97, 162, 163, 177, 187, 195, 217]. Tak wigc
wszystkie testy bakteryjne sktadaja si¢ z dwéch elementéw: docelowej komorki
bakteryjnej oraz uktadu metabolizujacego [41].

Odnoszenie wynikéw badan z modeli bakteryjnych na ludzi jest duzym uproszcze-
niem, jednak istnieje na ogét duza korelacja migdzy kancerogennoscia stwierdzona
w bezposrednich badaniach na zwierzetach a mutagennoscia wykazywana przez testy
bakteryjne [88, 95, 135, 183].

3.4.1.1. Test Salmonella (Amesa)

W badaniach nad oceng mutagennosci zanieczyszczen Srodowiskowych najszersze
zastosowanie znalazt bakteryjny test Salmonella (test Amesa), opracowany w latach
70. XX wieku przez amerykanskiego profesora Bruca Amesa. Test Amesa opiera si¢
na sprawdzeniu, czy badany material powoduje mutacj¢ powrotna (rewersj¢) specjal-
nych histydynozaleznych (his™) szczepéw bakterii Salmonella typhimurium LT2. Test
ten jest szybka, ekonomiczna i dajaca wiarygodne wyniki metoda in vitro stosowana
do wykrywania wtasciwosci mutagennych za pomoca dobrze scharakteryzowanych
genetycznie bakteryjnych organizméw testowych. Prognozowanie potencjalnie
rakotworczych substancji chemicznych w tescie Salmonella jest okreslone na ok. 90%
[74, 87, 88, 142, 143].

Bakterie Salmonella typhimurium, w naturze, wywotuja choroby zakazne u zwie-
rzat i zatrucia pokarmowe u czlowieka. Szczepy uzywane w tescie sa zmutowane
w kilku miejscach genomu, przez co:

* maja mniejsza zjadliwo$¢, czyli zdolno$¢ do wywotywania chordb,

maja uszkodzong $ciane komdrkowa, co czyni ja bardziej przepuszczalng dla du-
zych czasteczek,

¢ maja ograniczong zdolno$¢ do naprawy uszkodzen w DNA, co znacznie zwigk-
sza ich czutos¢ na dziatanie mutagenne,

e s3 mutantami pokarmowymi wymagajacymi do wzrostu obecnosci histydyny
i biotyny,
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e szczepy te pozwalaja doktadnie okre$li¢ zmiany indukowane w DNA w wyniku
dziatania badanego zwigzku chemicznego [87, 88].

Wprowadzenie mutacji do operonu histydyny szczepu wyjsciowego LT2 pozba-
wito szczepy testowe zdolnosci do syntezy tego aminokwasu. Sg one wigc histydyno-
zaleznymi (his”) auksotrofami. Do swojego wzrostu potrzebujg obecnosci w podiozu
hodowlanym histydyny i biotyny. Pod wplywem obecnosci czynnika mutagennego
moga jednak ulec mutacji powrotnej (rewersji), ktéra przywréci im zdolnos¢ do synte-
zy tego aminokwasu. Wzrost szczepéw testowych w obecno$ci badanej probki, na
podtozu bez histydyny, $wiadczy wigc o obecnosci w niej zwiazkéw o charakterze
mutagennym. Szczepy testowe réznig si¢ typem mutacji w operonie histydynowym,
dzieki temu mozemy stwierdzié, jakiego typu zmiany w DNA powoduje badana prob-
ka. Spo$réd wielu szczepéw testowych najczesciej uzywane sa Salmonella typhimurium:
TA97, TA98, TA100, TA102, TA104, TA1535 i TA1538. Szczepy TA98 i TA1538 maja
mutacje hisD3052, szczep TA1537 hisC3076, a szczep TA97 hisD6610. Mutacje te
zwiazane sa ze zmiang ramki odczytu (ang. frameshifts). Za ich pomoca mozna wy-
kry¢ mutageny powodujace wypadnigcie pary zasad (delecja) lub wstawienie pary za-
sad (insercja). Takie zmiany w DNA zmieniajg faz¢ odczytu podczas translacji i w efekcie
mogg wywotaé zmiany w syntetyzowanych biatkach. Mutacja hisD3052 umozliwia na
przyktad wykrycie takich mutagenéw, jak 2-nitrofluoren iréznych aromatycznych
nitrozowych i aminowych pochodnych. Z kolei szczepy TA100 i TA1535 (hisG46)
wykrywaja substancje mutagenne powodujace zamian¢ jednej pary zasad na inng
(ang. base-pair substitution). W pozostatych dwéch szczepach, TA102 i TA104,
wprowadzono mutacje hisG428 (mutacja ochre), wykrywajaca mutacje typu tranzycji
i transwersji. Mutacja ta zostata wprowadzona do genomu szczepu TA104, natomiast
do szczepu TA102 zostata wprowadzona na plazmidzie pAQ1. Szczepy te s bardziej
wrazliwe na dziatanie zwiazkéw utleniajacych. Dodatkowo szczep TA102 pozwala
wykry¢ zwiazki wprowadzajace wiazania krzyzowe w DNA. Szczepy Salmonella ty-
phimurium, oprécz mutacji w genach operonu histydynowego, maja dodatkowe muta-
cje zwigkszajace ich wrazliwos¢é. Wigksza wrazliwo$¢ testu otrzymano po wprowa-
dzeniu do genomu bakterii rfa mutacji powodujacej zwigkszenie przepuszczalnosci
$ciany komoérkowej dla zwiazkédw chemicznych o duzych czasteczkach, np. ben-
zo[a]pirenu. Z kolei delecja duvrB, u szczepdw TA97, TA98 i TA100, powoduje
zmniejszenie zdolnosci naprawy uszkodzen DNA poprzez wycinanie uszkodzonych
fragmentow 1 wstawianie prawidlowych (system reperacji, ktéry dziata bezblednie).
Pozwalaja wigc na stwierdzenie indukeji uszkodzen usuwanych przez system naprawy
przez wycinanie. Z przyczyn technicznych, oprécz genu B, wycigto takze gen koduja-
cy synteze biotyny. Szczepy testowe maja takze uwydatniony system popelniajacy
btedy (tzw. system SOS) oraz sa oporne na ampicyling. Cechy te osiggnig¢to po wprowa-
dzeniu do komorek bakterii plazmidy pKM101 (czynnik R) [24, 41, 88, 131, 142, 143].

Testowe szczepy bakterii powinny by¢ regularnie sprawdzane czy zachowuja
swoje charakterystyczne cechy genetyczne: wymagania, jezeli chodzi o aminokwasy,
stopien spontanicznej rewersji (kontrola negatywna), wrazliwos$¢ na mutageny diagno-
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styczne (kontrola pozytywna), obecno$¢ plazmidéw, obecno$¢ btony komérkowej
i mutacji dotyczacej reperacji DNA [88].

Na bazie szczepéw macierzystych, metodami inzynierii genetycznej, konstruuje
si¢ wiele ich pochodnych, w celu bardziej selektywnego wykrywania okreslonych
grup chemicznych zwigzkéw mutagennych. Do komoérek bakterii najczesciej wpro-
wadza si¢ dodatkowe geny za pomocg plazmidéw. W ten sposéb do badan wprowa-
dzono szczepy bedace pochodnymi szczepu TA98-YG1021, YG1024 i YG1041 oraz
szczepy wywodzace si¢ z TA100-YG1026, YG1029 i YG1042. Do szczepéw tych
wprowadzono plazmidy niosace zwielokrotnione kopie enzyméw bioracych udzial w
metabolizmie nitroarendéw i amin aromatycznych. Do szczepéw YG1021 i YG1026
wprowadzono plazmidy pYG216 zwiazane z nadprodukcja nitroreduktazy. Maja
wigc one zwigkszong wrazliwos¢ na nitrowe pochodne WWA, zanieczyszczenia
powstajace w procesach niepetnego spalania paliw. Istnieja jeszcze szczepy pozba-
wione nitroreduktazy, np. TA98NR, ktére sa nieczule na nitroareny. Szczepy
YG1024 1 YG1029 maja plazmidy pYG219 z genem na O-acetylotransferaze. En-
zym ten ma zdolno$¢ aktywacji aminowych pochodnych WWA i nitroarenéw. Od-
miang jest szczep TA98/1,8-DNP;, pozbawiony aktywnosci O-acetylotransferazowe;j,
przez co niewrazliwy na nitrowe i aminowe pochodne WWA. Z kolei do szczepdéw
YG1041 1 YG1042 wprowadzono plazmidy pYG233 zwigzane zaréwno z nadpro-
dukcja nitroreduktazy i O-acetylotransferazy [65, 142, 143, 195, 204-207]. Na bazie
szczepu testowego TA100 powstat takze zbidr szesciu szczepoéw TA7001-TA7006
(TA700x — Amess II Assay), przydatnych w badaniach nitroWWA, udoskonalonych
pod katem wykrywania mutagenéw powodujacych zamiang jednej pary zasad na
inng [52, 143].

Wigkszo$¢ tych szczepdw stosuje si¢ w badaniach dotyczacych dziatania muta-
gennego zanieczyszczen pylowych powietrza atmosferycznego, majg bowiem one
zwiekszona wrazliwos¢ na zwiazki chemiczne obecne w tym $rodowisku [1, 21, 23,
111, 180]. Badania przeprowadzone przez wielu badaczy testem Salmonella wskazuja
na zgodnos¢ jego wynikéw z innymi testami, na duzg korelacj¢ pomiedzy st¢zeniami
zwigzkéw z grupy WWA w powietrzu a efektem mutagennym w tym tescie oraz na
zalezno$¢ miedzy wynikami testu a zachorowalnoscia i $miertelnosciq szczuréw
z powodu nowotwordéw ptuc [22, 24, 59, 60, 73, 133, 194, 196].

W badaniach prébek powietrza, rzadko, wykorzystuje si¢ tez szczep Salmonella
typhimurium TMG677 niezdolny do wzrostu w obecnosci 8-azaguaniny (8-AG). Pod
wplywem zwiazkéw o dziataniu mutagennym dochodzi w nim do mutacji postgpowe;j
w genie transferazy fosforybozylo-ksantynoguaninowej. Wtedy szczep staje si¢ od-
porny na dziatanie 8-AG i moze rosna¢ w obecnosci tego zwiazku. Szczep ten stosuje
si¢ do wykrywania obecnosci mutagenéw dziatajacych utleniajaco i nitro- pochodnych
[24, 69, 192].

Wedtug wytycznych OECD (1997) wyniki testu Salmonella uwaza si¢ za pozy-
tywne, jezeli wystgpuje zalezny od stezenia w badanym zakresie lub powtarzalny
w jednej lub kilku badanych dawkach wzrost liczby kolonii rewertantéw na plytke
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[88, 141]. W analizie wynikéw uzyskanych testem Amesa okresla si¢ wigc liniowa
zalezno$¢ dawka—odpowiedz, a okre$lone testem dzialanie mutagenne moze by¢
przedstawione jako: MR — wspétczynnik mutagennodci, AM — aktywnos$¢ mutagenna
lub M — mutagennos¢ [88, 167, 199].

e Wspétczynnik mutagennosci MR, okreslany jest jako stosunek Sredniej liczby re-
wertantéw szczepu testowego Salmonella typhimurium indukowanych przez czynniki
mutagenne zawarte w dawce (di) do $redniej liczby rewertantéw spontanicznych.
W analizie uzyskanych wynikéw za pozytywny dla danej prébki uznaje si¢ kazdy
przypadek pojawienia si¢ co najmniej dwukrotnie wigkszej od spontanicznej rewersji
indukowanej do prototrofii mutagenéw zywieniowych Salmonella typhimurium, tzn.
gdy wspdtczynnik mutagennosci MR jest wigkszy badz réwny 2 [88, 200].

e Aktywnos$¢ mutagenna AM, tzw. wzgledny wspétczynnik aktywnosci mutagenne;j
oznacza aktywno$¢ mutagenna indukowana przez okreslong zalezna od rodzaju probki
objetosé, dla powietrza jest to 1 m’. AM/m’ jest to iloraz réznicy liczby rewertantéw
w 1 m’ badanej prébki powietrza i liczby rewertantéw w kontroli negatywnej do licz-
by rewertantéw w kontroli negatywnej. Préba jest mutagenna, jesli AM = 2, niemuta-
genna, gdy AM < 2 i stabo mutagenna, jes$li AM znajduje si¢ w przedziale migdzy
wartoscig 1 a 2 [141].

e Mutagennos¢ M, liczba rewertantéw indukowana przez 1 m® badanej prébki po-
wietrza [141, 200].

W wielu opublikowanych pracach, opisujacych wyniki testu Amesa, autorzy na
podstawie statystycznych analiz wykorzystuja modele matematyczne do aproksymacji
krzywej zaleznosci dawka—odpowiedz [14, 19, 39, 40, 113, 130]. Przed przystapie-
niem do analizy wynikéw, czyli jeszcze na etapie badan, ocenia sig, czy uzyskane da-
ne uktadaja sie w postaci charakterystycznej krzywej zaleznosci dawka—odpowiedz,
ktéra ma nastgpujacy przebieg:

e malte dawki badanej prébki (male stezenie prébki) — krzywa dawka—odpowiedz
rosnie liniowo, wraz ze wzrostem dawki (wigksze stezenie badanej prébki) zwieksza
si¢ mutagennos¢;

e duze dawki (stgzenia) — w pewnym momencie wraz ze wzrostem dawki (stgze-
nia) nastgpuje zalamanie krzywej i od tego momentu maleje ona wraz ze wzrostem
dawki (stezenia) — konsekwencja wptywu toksycznego badanej prébki (efekt toksycz-
ny) [131].

Okreslajac liczbe rewertantéw w 1 m® (M), nalezy okresli¢ czy do analizy beda
brane wszystkie punkty tworzace krzywa zaleznosci dawka—odpowiedz, czy tez tylko
poczatkowa czesé tej krzywej — odcinek prostoliniowy. Wedlug wigkszosci autoréw
do analizy wynikéw uzyskanych testem Amesa nalezy bra¢ wszystkie punkty tworza-
ce krzywa. Tylko nieliczni autorzy biora pod uwage poczatkowsa liniowa czesé krzy-
wej 1 ograniczajg analizg statystyczng wylacznie do matych dawek (matych stezen)
badanej prébki [14, 130]. Oceng dopasowania otrzymanych wynikéw do zatozonego
modelu liniowej zaleznosci dawka—odpowiedZz mozna przeprowadzi¢ metoda naj-
mniejszych kwadratéw, wykorzystujac analiz¢ regresji oraz analize wariancji lub me-
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tod¢ maksymalnego prawdopodobienistwa zaproponowang przez Bernstein i in. [14,
131, 141], z zalozonym ryzykiem btedu p réwnym lub ponizej 0,05. Na podstawie pa-
rametru réwnania oblicza sie liczbe rewertantéw indukowanych przez 1 m® badanej
prébki powietrza.

Wyniki testu powinno przedstawia¢ si¢ w postaci wspdtczynnika mutagennosci
MR (jest to prostszy i bardziej czytelny sposéb) lub jako aktywnos$¢ mutagenna AM
i dodatkowo jako mutagennos$¢ M. Podanie wynikéw jedynie w postaci liczby rewer-
tantéw w 1 m’ nie informuje czy w badanej prébce znajdujg si¢ zwiazki, ktére wyka-
zujg charakter mutagenny, jak réwniez nie wiadomo, jakie st¢zenie tej probki (dawka)
wykazuje takie wlasciwosci, a o tym wilasnie informujq wskazniki MR lub AM.
W przedstawieniu wynikéw testu Amesa nalezy pamigta¢ réwniez o podaniu $redniej
warto$ci rewersji spontanicznej danego szczepu Salmonella typhimurium oraz o $red-
niej liczbie rewertantéw uzyskanych po zastosowaniu odpowiednich mutagenéw dia-
gnostycznych charakterystycznych dla danego szczepu testowego [2060].

3.4.1.2. Inne testy z wykorzystaniem bakterii

1. SOS-chromotest i test Umu. Zasada testu opiera si¢ na uruchomieniu procesu
naprawy DNA, zwanego systemem SOS, w komérkach bakterii Escherichia coli
K12 PQ37. Jego uruchomienie wskazuje na uszkodzenie DNA. Nastgpuje to w mo-
mencie pojawienia si¢ sygnatu indukujacego odpowiedz SOS. W tym momencie
okreslony rodzaj uszkodzenia w DNA utrudnia lub zatrzymuje jego replikacje.
W szczepach testowych gen operatora systemu SOS potaczono z genem struktural-
nym enzymu f-galaktozydazy. W tescie mierzy si¢ ekspresj¢ gendw systemu SOS
w kontakcie z badang prébka. Miarg ich dziatania jest aktywno$¢ f-galaktozydazy.
Dodatkowo szczep testowy pozbawiony jest systemu naprawy uszkodzen przez wy-
cinanie (uvrA) oraz ma mutacje rfa, zwigzang z uszkodzeniem $ciany komérkowe;j.

Odmiang SOS-chromotestu jest test Umu. W tescie tym wykorzystuje si¢ szczep
Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002. Zasada jest podobna do SOS-chromotestu.
Czynniki mutagenne witaczaja gen Umu. Gen ten jest czedcig systemu SOS. Aktyw-
nos¢ f-galaktozydazy, enzymu niezwigzanego z systemem SOS, decyduje o obecnosci
w badanej prébie czynnikéw genotoksycznych.

Stwierdzono duza korelacje migdzy wynikami otrzymanymi w badaniach SOS-
chromotestem a wynikami otrzymanymi w tescie Salmonella [24, 41, 93, 153, 177].

2. Test MUTATOX™. Alternatywny w stosunku do testu Amesa, nalezacy do
grupy mikrobiotestéw, Mutatox ™ (Microbics Corp., Carlsbad, CA, USA) [139] zna-
lazt zastosowanie przede wszystkim w badaniach dotyczacych stopnia zanieczyszcze-
nia wéd, osadéw dennych i gleb [94]. Niewiele jest doniesien literaturowych dotycza-
cych jego zastosowania w badaniach genotoksycznosci pylowych zanieczyszczen
powietrza [72, 85, 89].

W tescie tym uzywane sg mutanty morskich bakterii luminescencyjnych Vibrio fi-
scheri, ktére w trakcie swoich normalnych proceséw metabolicznych emitujg $wiatto
w zakresie widzialnym (zjawisko bioluminescencji). Szczepy testowe w wyniku mu-
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tacji zostaty pozbawione mozliwosci emisji $wiatta na skutek represji operonu lumine-
scencyjnego (genéw lux). Pod wptywem czynnika mutagennego, jaki moze si¢ znaj-
dowa¢ w badanej prébce srodowiskowej, bakterie te moga ulec mutacji powrotnej,
ktéra przywrdci im pierwotng zdolnos¢ do emisji Swiatta [139].

3.4.2. Metody cytogenetyczne

Za pomocaq testéw cytogenetycznych wykrywa si¢ uszkodzenia DNA wywolywane
dzialaniem wiekszo$ci mutagenéw i kancerogendw prowadzace w efekcie koncowym
do réznego rodzaju anomalii chromosomowych [41].

3.4.2.1. Test na wykrywanie adduktéw w DNA

Test ten pozwala na wykrycie i iloSciowe oznaczenie adduktéw, czyli trwatych
wigzan badanych zanieczyszczen lub ich metabolitéw z DNA lub biatkami (in vivo
i in vitro). Wigkszos¢ genotoksycznych zwiazkéw chemicznych ma naturg elektrofi-
lowa lub ulega transformacji w organizmie do elektrofilowych metabolitéw. Zwiazki
takie wiaza si¢ kowalencyjnie do zasad w DNA 1 jezeli nie zostang usunigte w wyniku
dziatania mechanizméw naprawczych komorki, moga spowodowaé powstanie punk-
towych mutacji genowych, ktére moga by¢ inicjatorami przeksztatcenia normalnych
komorek somatycznych w komérki nowotworowe. U eksponowanych na zanieczysz-
czenia 0séb i zwierzat addukty DNA moga byé wykrywane w tkankach i komérkach
krwi oraz w produktach degradacji wydalanych w moczu. Oznaczenia powstatych ad-
duktéow przeprowadza si¢ metodami immunologicznymi (testy ELISA, RIA, USERIA;
opierajace si¢ na wspdtzawodnictwie o miejsce wiazace migdzy kontrolnym adduktem
a adduktem pochodzacym z badanej prébki materiatu biologicznego), radioizotopo-
wymi (metoda znakowania **P w pozycji 5,3 -nukleotydéw uzyskanych po enzyma-
tycznej hydrolizie badanego DNA), fizykochemicznymi (testy fluorescencyjne lub
HPLC, najpierw przeprowadza si¢ hydrolize kwasng lub enzymatyczng zmodyfiko-
wanego DNA, a nastepnie rozdziela produkty za pomocg HPLC i wykrywa, wykorzy-
stujac UV lub fluorescencje adduktéw) [41, 177]. In vitro przeprowadza sie inkubacje
DNA (np. z grasicy cielgcej) z ekstraktem zanieczyszczen powietrza w warunkach
tlenowych w obecnosci lub w nieobecnosci frakcji S9 oraz w warunkach beztleno-
wych, w atmosferze azotu, w obecnosci systemu redukcyjnego zaleznego od oksydazy
ksantynowej [20].

Badania pylowych zanieczyszczen powietrza przeprowadzane tym testem wykazaty
powstawanie wigkszej liczby adduktéw DNA w okresie zimowym na terenach aglomera-
cji miejskich w poréwnaniu do okresu letniego na terenach nieuprzemystowionych [10,
15, 45, 77]. Zaobserwowano tworzenie si¢ adduktéw z wieloma zwiazkami wystepujacy-
mi w powietrzu atmosferycznym i ich metabolitami, takimi jak: 9-hydroksybenzo[a]piren,
benzo[a]piren-r-7,t-8dihydrodiol-t-9,10-epoksyd(+), benzo(b,j,k)fluoranteny, chryzen,
benz[a]antracen, indeno[c,d]piren, I-nitropiren, 9-nitroantracen i 3-nitrofluoranten [24].
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Badania przeprowadzone na Gérnym Slasku wykazaly takze, iz liczba aromatycznych
adduktéw wykrytych w komoérkach krwi, u ludzi tam mieszkajacych, korelowata
z wynikami takich testéw, jak: test na aberracje chromosomowe czy test wymiany
chromatyd siostrzanych [17]. Badania wykazaty przydatno$¢ oznaczania obecnosci
adduktéw DNA jako biomarkeréw proceséw kancerogenezy [177, 212].

3.4.2.2, Test na wykrywanie aberracji chromosomowych (CA)

Test polega na wykrywaniu aberracji chromosomowych (ztamania, translokacje,
delecje, powstawanie fragmentéw acentrycznych, chromosoméw policentrycznych),
ktére prowadza do powstania przerw w podwdjnych niciach DNA. Brak ciagtosci
DNA moze zosta¢ utrwalony. Dochodzi wtedy do wystapienia ztaman chromosoméw
w metafazie, moze dochodzi¢ takze do interakcji ztamanych zakonczen i powstawania
zmienionych konfiguracji, przejawiajacych si¢ zmiana utozenia genéw w chromoso-
mach. Test polega na ocenie komérek w stadium metafazy. W tym stadium podziatu
DNA wystepuje w postaci skondensowanej, dajac w mikroskopie $wietlnym wyrazny
obraz chromosoméw utozonych w ptaszczyznie réwnikowej wrzeciona podziatlowego.
Do wykonania testu stosuje si¢ ludzkie limfocyty krwi obwodowej, fibroblasty ptuc
chomika czy komérki jajowe chomika chinskiego. Zwigzki genotoksyczne powodujg
aberracje tylko wtedy, gdy w komérce nastepuje replikacja DNA. Testowe komorki
eksponuje si¢ wigc na badane prébki przez okres 1 lub 2 cykli komérkowych, nastgp-
nie barwi i obserwuje w mikroskopie $wietlnym. Aberracje klasyfikuje si¢ na chro-
matydowe, gdy obejmuja jedna chromatyde¢ lub na chromosomowe, gdy obejmujq
obie chromatydy [24, 41, 88, 177]. Test na aberracje nie jest czesto stosowany w ba-
daniach mutagennosci powietrza [11, 17, 24, 63, 64, 146].

3.4.2.3. Test na wykrywanie wymiany chromatyd siostrzanych (SCE)

W tescie obserwuje si¢ wzajemne, symetryczne wymiany fragmentéw pomigdzy
identycznymi sekwencjami DNA obu chromatyd w chromosomie. Wymiana siostrza-
nych chromatyd zachodzi w miejscach replikacji DNA i moze by¢ indukowana przez
zwiazki mutagenne wigzace si¢ kowalencyjnie z DNA i zaburzajace proces replikacji.
Wzrost czgstosci wymiany chromatyd siostrzanych jest wskaznikiem genotoksyczno-
sci badanych substancji. Dodanie do hodowli bromodezoksyurydyny (BrdU), ktéra
wbudowuje si¢ zamiast tymidyny do nowo syntetyzowanej nici DNA i przeprowadzenie
odpowiedniego barwienia umozliwia obserwowanie SCE pod mikroskopem. Najcze-
sciej stosuje sie dwa modele SCE: in vitro w limfocytach ludzkich i in vivo w komor-
kach szpiku kostnego myszy [24, 88, 177]. W badaniach zanieczyszczen powietrza
najczesciej wykorzystuje sie linie komérkowe pochodzace z réznych czesci uktadu
oddechowego ssakéw i cztowieka (komorki nabtonka tchawicy Iub oskrzeli), Swieze
limfocyty krwi obwodowej, rzadziej wykorzystuje komérki jajowe chomika chinskie-
go czy rosliny [24]. Wielu badaczy dokonuje oceny czynnikéw genotoksycznych wy-
stepujacych w powietrzu atmosferycznym testem SCE, poréwnujac otrzymane wyniki
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z testem CA, testem mikrojadrowym i testem Salmonella. Test wymiany chromatyd
siostrzanych jest rekomendowany do zestawu biotestéw badajacych efekty genotok-
syczne pytéw zawieszonych [11, 17, 47, 64, 93, 114, 140, 184, 185, 186]. Tego typu
badania prowadzono w kilku miastach slaskich, stosujac linie komérek ptucnych V79
chomika. Pod wptywem badanych zanieczyszczen wzrastata liczba indukowanych
wymian chromatyd siostrzanych, a ich wzrost zalezal od st¢zenia ekstraktéw. Stwier-
dzono najsilniejszy efekt cytotoksyczny pod wplywem prébek pochodzacych
z miejscowosci najsilniej uprzemystowionych (Katowice, Dabrowa Gérnicza, Sosno-
wiec) [177].

3.4.2.4. Test mikrojadrowy

Test mikrojadrowy jest metodg stosowana w warunkach in vivo i in vitro. Wykry-
wa peknigcia chromosoméw i uszkodzenia wrzeciona podzialowego. Materiat do ba-
dan stanowia populacje dzielacych si¢ komodrek, np. erytrocyty szpiku kostnego czy
sledziony albo erytrocyty krwi obwodowej myszy, chomikéw czy szczuréw. Uszko-
dzenia wrzeciona podziatowego prowadza do powstania mikrojader zawierajacych
fragmenty chromosomoéw lub catych chromosoméw, ktére sa wbudowywane do po-
wstajacych w telofazie jader potomnych. W przypadku badan in vivo podaje sig testo-
wang probke zwierzetom drogg doustng, dootrzewna lub inhalacyjna. Po okreslonym
czasie (24, 48 i 72 h) pobiera si¢ szpik i wykonuje rozmazy komérkowe, barwi i anali-
zuje erytrocyty pod mikroskopem. Do testow przeprowadzanych in vitro wprowadza
sie dodatkowo enzymy mikrosomalne (frakcja S9), aby warunki przeprowadzania te-
stu byty zblizone do tych zachodzacych w organizmach ssakéw [41, 177]. Ekstrakty
z pytéw zawieszonych powodowaty wzrost czgstosci powstawania mikrojader w szpi-
ku kostnym myszy BALB/c in vivo, natomiast test ten przeprowadzany, in vitro,
w hodowlanych limfocytach krwi obwodowej cztowieka dla ekstraktéw spalin z silni-
kéw wysokopreznych pokazat, iz zanieczyszczenia te wywotywaly utrate calego
chromosomu [18, 24, 93, 125, 218]. Wykazano réwniez, ze prekursory fenoli (np. po-
lifenole) wystepujace w dymie tytoniowym wykazuja wigkszy poziom genotoksycz-
nosci w poréwnaniu do innych sktadnikéw [166]. Z kolei badania na Gérnym Slasku
wykazaty indukcje cytogenetycznego efektu w limfocytach u 74 dzieci narazonych na
srodowiskowa ekspozycje na WWA i Pb [140].

3.4.2.5. Testy na badanie czestos$ci mutacji
w hodowlach komérek ssakow in vitro

Testy te umozliwiaja okreslenie czgstosci wystepowania mutacji punktowych
w okreslonych genach w réznych komdrkach ssakéw. Zasada polega na tym, ze
efekt genetyczny jest nastgpstwem mutacji w specyficznym locus genu. Do badan
substancji chemicznych stosowane sg trzy linie komdrek ssakow: V79 (komérki na-
btonkowe ptuc) i CHO (komoérki nabtonkowe zarodkéw) pochodzace z chomika
chinskiego oraz L5178 (komdrki chtoniaka) z myszy. Najczesciej w tych komérkach
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bada si¢ czesto$¢ mutacji w loci kinazy tymidynowej (TK), transferazy hipoksanty-
no-guanino-fosforybozylowej (HPRT) i ATP-azy Na'/K*. Wykorzystuie si¢ hodowle
komorek rosnacych na podtozach selekcjonujacych mutanty, zawierajacych czynnik
dziatajacy toksycznie na wszystkie komorki nie bedace mutantami. W koncowym
efekcie przezywaja tylko zmutowane komoérki, tworzac kolonie. Systemy identyfiku-
jace TK i HPRT pozwalaja wykrywa¢ mutacje typu zmiany zasady, zmiany ramki od-
czytu oraz delecje, natomiast system ATP-azy Na'/K* identyfikuje mutacje typu
zmiany zasady [24, 41, 88].

Tego typu testami badano produkty reakcji naftalenu i fenantrenu zachodzace
w atmosferze. Okazato sig, iz nitrowe pochodne tych zwiazkéw byty bardziej muta-
genne od zwiazkOw macierzystych. Indukowaly one wieksza czesto$¢ mutacji TK
w badaniach z wykorzystaniem ludzkich komérek linii B-limfoblastoidalnych MCL-5.
[24, 58, 81].

3.4.3. Testy na organizmach eukariotycznych

3.4.3.1. Testy z zastosowaniem drozdzy

Najczgsciej stosowane w badaniach mutagennosci zanieczyszczen sa szczepy
drozdzy piekarskich Saccharomyces cerevisiae i Saccharomyces pombe. Komorki
drozdzy wykazuja duze podobienstwo do komérek organizméw wyzszych pod wzgle-
dem wewnetrznej struktury komérkowej. Szczepy drozdzy pozwalaja okreslié, czy
badane zanieczyszczenia indukuja mutacje punktowe w DNA jadrowym i mitochon-
drialnym, czy powoduja aneuploidie chromosomowe podczas mitozy i mejozy lub re-
kombinacje w obrebie genéw i migdzy nimi [41, 88, 177]. Do oceny mutagennego
dziatania zanieczyszczen powietrza uzywa si¢ szczepy Saccharomyces cerevisiae
XV185-14C i D7. Pierwszy umozliwia wykrywanie mutacji genowych, a drugi bada-
nie mitotycznego crossing-over, konwersji genowej i mutacji punktowych [24]. Bada-
nia prowadzone we Wioszech wykazaty wystgpowanie sporadycznych mutacji punk-
towych w mitochondrialnym DNA, mitotycznej konwersji genowej i rewersji mutacji
pod wptywem dziatania zanieczyszczen zaadsorbowanych na pylach zawieszonych
[175]. Test drozdzowy bywa takze uzywany jako uzupetnienie testu Amesa, w ktérym
nie uzyskuje sie wynikéw dodatnich. Badania przeprowadzone z pytami, pobranymi
na terenie Wroctawia, wywotujacymi efekt mutagenny w tescie Amesa, nie wykazaty
rewersji mutacji w tescie drozdzowym [91, 93].

3.4.3.2. Test SMART

Test ten, wykorzystujacy somatyczne komoérki muszki owocowej Drosophila mela-
nogaster, wykrywa mitotyczne rekombinacje i konwersj¢ genéw. Objawiaja si¢ one de-
formacjami wloskéw na skrzydtach. Stanowi on, najczesciej, uzupetnienie testow bak-
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teryjnych. Muszki owocowe maja enzymy zwigzane z cytochromem P-450 (np.
oksygenaze zalezna od cytochromu P-450), maja wigc zdolno$¢ do metabolizowania
promutagenéw do zwigzkéw aktywnych genetycznie. Stwarza to mozliwos¢ przeno-
szenia wynikéw uzyskanych w tym tescie, z duzym prawdopodobienstwem na ssaki.
Efekty rekombinacji somatycznych, zachodzacych podczas przeobrazania si¢ larw
muszki, obserwuje si¢ na skrzydtach muszki jako ,,plamki” o podwdéjnym fenotypie
mwh (obserwacja komorek, z ktérych wyrasta po kilka wtoskéw) i flr (obserwacja
komérek, z ktérych wyrasta pojedynczy zdeformowany wilosek) lub pojedynczym
mwh, w zalezno$ci od miejsca, w ktérym wystapita rekombinacja [41, 88, 93, 115,
116, 177]. Test SMART byt wykorzystywany do badania mutagennosci WWA, ich
nitrowych pochodnych i ekstraktéw prébek pytéw znajdujacych si¢ w powietrzu at-
mosferycznym pochodzacych z réznych zrédet [26]. Badania prowadzone w War-
szawie potwierdzity wigksza aktywnos¢ mutagenng pytéw zawieszonych w okresie
zimowym w centrum miasta. Jednak przewazajaca czesé mutacji wywolywana przez
badane substancje smotowe nie byta efektem dziatania silnych promutagendéw spo-
$réd badanych WWA. Nie stwierdzono takze dziatania synergistycznego ani sumo-
wania aktywnosci mutagennej dwu lub wigkszej liczby badanych substancji. Mie-
szaniny substancji wykazywaty mniejsza aktywno$¢ mutagenna niz podany osobno
silny mutagen, jakim byt benzo[a]piren [115, 116]. Wada testu SMART jest ko-
niecznos¢ podawania larwom muszek stosunkowo duzej ilosci badanej préby, nie-
naturalng, w przypadku badania zanieczyszczen powietrza, droga pokarmowa [24]
oraz koniecznos$¢ stosowania szczepOw o wysokim poziomie enzyméw aktywuja-
cych promutageny [116].

3.4.3.3. Testy z zastosowaniem roslin wyzszych

Rosliny wykorzystuje si¢ najczesciej do oceny koncowych efektdw dziatania
zwiazkéw obecnych w powietrzu atmosferycznym. Pozwalaja one na obserwacje
strukturalnych uszkodzen chromosoméw, wymiane chromatyd siostrzanych, od-
dziatywanie na segregacje¢ chromosoméw i ogélne funkcje mitotyczne. Testy sa pro-
ste w wykonaniu, a wyniki uzyskuje si¢ w krétkim czasie, jezeli wykonuje si¢ je
w warunkach in vitro, omijajac ograniczenia zwiazane z cyklem zyciowym ro$lin.
Nie mozna jednak poréwnywaé wynikéw tych testéw z wynikami testéw z udziatem
ssakéw, ze wzgledu na réznice w budowie komoérek roslinnych i zwierzgcych. Testy
te, przeprowadzane in situ, pozwalaja jedynie na oceng przestrzennego zréznicowa-
nia mutagennosci zanieczyszczen powietrza w zalezno$ci od odlegtosci od punkto-
wych zrédet emisji [24, 41, 89, 93, 109, 128, 138].

Idealng rosling, najczesciej stosowang w badaniach mutagennos$ci pytowych zanie-
czyszczen powietrza, jest trzykrotka — Tradescantia paludosa [61]. Test z tg rosling od
1988 roku jest rekomendowany przez Environmental Protection Agency, a od 1991
roku przez International Program of Chemical Safety (WHO) do wykrywania czynni-
kéw mutagennych w powietrzu atmosferycznym [177]. Testy polegaja na indukcji
mikrojgder w komdrkach macierzystych pytku i wykrywaniu mutacji genu odpowie-
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dzialnego za barwe wloskéw precikéw Tradescantia paludosa BNL 4430 oraz po-
wstawanie mutacji letalnych pytkéw roslin rosnacych na badanym terenie. Badania
poréwnawcze wykazaly stosunkowo duza korelacj¢ powstawania mikrojader w ko-
mérkach macierzystych pytku w poréwnaniu z uszkodzeniami w limfocytach ludzkich
[177]. Jest to jednak roslina cieptolubna, dlatego za jej pomocg nie mozna badaé sezo-
nowej zmiennosci mutagennosci zanieczyszczen pytowych powietrza [93, 128, 209].
Testy z wykorzystaniem trzykrotki byly z powodzeniem stosowane do okreslenia ge-
notoksycznosci zanieczyszczen powietrza w wielu miastach Polski. Najwieksza czg-
sto$¢ powstawania mikrojader w kwiatach trzykrotki (test TRAD-MCN) obserwowa-
no w miastach Goérnoslaskiego Okregu Przemystowego w latach 1993-1995
(Katowice, Dabrowa Gérnicza, Sosnowiec). Stwierdzono takze, ze zanieczyszczenie
powietrza, w wybranych punktach znajdujacych si¢ w poblizu ruchliwych ulic, jest
poréwnywalne, a czasem nawet wigksze niz w bliskim sasiedztwie zaktadéw przemy-
stowych. Dane te pochodzily z takich miast, jak Warszawa, Poznan, Ptock i Wtocta-
wek. Badania prowadzone w latach 1996-1998 wykazatly takze przydatnos¢ tego testu
w monitorowaniu powietrza atmosferycznego w poblizu takich obiektéw, jak wysypiska
smieci. Najwigkszy procent mikrojader zauwazono w kwiatach trzykrotek rosnacych
na wysypisku odpadéw komunalnych w Cour-au-bois w Belgii i w jego najblizszym
sgsiedztwie. Z kolei test polegajacy na powstawaniu genowych mutacji somatycznych
w komoérkach wtoskéw precikéw w kwiatach trzykrotki (test TRAD-SHM) byt wyko-
rzystywany do oceny genotoksycznego dzialania zanieczyszczenia powietrza na ru-
chliwych skrzyzowaniach w Plocku i jego okolicach. Badania wskazaty na wyraznie,
statystycznie istotng, czgsto$¢ wystepowania mutacji genowych we wtoskach preci-
kéw kwiatowych u roslin eksponowanych na zanieczyszczenia w punktach znacznie
obcigzonych ruchem samochodowym [177]. W 2003 roku Carvalho-Oliveira i inni
przeprowadzili badania z Tradescantia pallida w okresie trzech dni strajku, ktéry spa-
ralizowal Sdo Paulo w Brazylii. Zaobserwowali znaczace zmniejszenie indukcji mi-
krojader w komérkach macierzystych pytku w tym okresie [27].

3.5. Test Salmonella w badaniach nad mutagennoscia
pylowych zanieczyszczen powietrza atmosferycznego

Mutagenna aktywnos¢ rozpuszczonych ekstraktéw pytéw zawartych w powietrzu
atmosferycznym byta badana przez wielu badaczy. Przeprowadzono wiele badan za-
rowno w Azji, Europie, jak i w obu Amerykach oraz Nowej Zelandii. Na podstawie
studiéw literaturowych na ten temat mozna wyciagna¢ wnioski dotyczace sposobow
pozyskania probek pytéw zawieszonych do testu Salmonella, poréwnania aktywnosci
mutagennej zanieczyszczen powietrza w réznych czesciach $wiata, reakcji poszcze-
g6lnych szczepéw testowych na te zanieczyszczenia oraz skutecznodci stosowanych
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procedur testu. Badacze podejmowali takze préby oceny wplywu na mutagennos¢
powietrza transportu zanieczyszczen, transformacji atmosferycznej zanieczyszczen
oraz identyfikacji ich zrédet [37].

Podstawowym problemem, z powodu ktdrego trudno poréwnywa¢ poszczegdlne
badania, jest sposGb przygotowania prébek. Zanieczyszczenia pylowe powietrza
zbiera sie na odpowiednich filtrach, ktére nastgpnie sa poddawane ekstrakcji za po-
mocg rozpuszczalnikéw organicznych. Najczesciej stosuje si¢ dichlorometan [1, 13,
16, 30, 47, 70, 101, 106, 108, 119, 160, 197, 213], metanol [4], aceton [2, 26, 28, 49,
105, 125], heksan [149], benzen [54, 73, 144], toluen [26] lub cykloheksan [47, 89].
Niektérzy badacze wykorzystuja systemy rozpuszczalnikéw [20, 53, 104, 210]. Po-
jedyncze rozpuszczalniki stosuje si¢ do ekstrakcji szerokiego zakresu zwiazkéw,
a ich kombinacje do pozyskania poszczegdlnych klas zwiazkéw [48, 73, 121, 169].
Dichlorometan wybierany jest najczesciej, gdyz za jego pomoca mozna pozyskac
jedynie frakcje organiczna zanieczyszczen [37]. Dzigki rozdzialowi ekstraktéw or-
ganicznych na poszczegdlne frakcje mozna przeprowadzaé identyfikacje klas zwiaz-
kéw odpowiedzialnych za efekt mutagenny. Barale i inni [12] przeprowadzili frak-
cjonowanie surowych ekstraktéw organicznych pochodzacych z czastek obecnych
w powietrzu 17 wtloskich miast na pig¢ frakcji. Kazda z nich przebadali, stosujac
szczep TA98. Najwigksza mutagennosé wykazywata frakcja polarna, prawdopodob-
nie zawierajaca nitroareny, a najmniejsza mutagenno$cia odznaczata si¢ niepolarna
frakcja neutralna. Dodanie do testu frakcji S9 zwigkszalo mutagennos¢ z 6 do 20%.
Z kolei badania przeprowadzone w Czechach (Teplice, Prachatice) [30] nie wyka-
zaty dziatania mutagennego frakcji alifatycznej, natomiast frakcja polarna, zawiera-
jaca nitroWWA, aromatyczne aminy i ketony oraz aromatyczne nitryle, przyczyniata
sie do znacznej mutagenno$ci prébek. Zauwazono takze, ze wzgledny udzial réz-
nych frakcji w znacznym stopniu zalezy od analitycznego schematu frakcjonowania,
a dystrybucja ,.efektu mutagennego” zalezy od zastosowanego szczepu, protokotu
testu oraz od czasu i miejsca poboru préby [3, 37].

Testem Salmonella zbadano réwniez probki materiatéw filtracyjnych stuzacych do
poboru zanieczyszczen powietrza. Stwierdzono dziatanie mutagenne w stosunku do
szczepu TA98 jedynie w przypadku filtréw pokrytych teflonem. Dla filtréw wykona-
nych z widkna szklanego, polistyrenu i azotanu celulozy nie znaleziono dowodu na
ich mutagennos¢ [37].

Druga przeszkoda, ktéra ma wptyw na poréwnywalnos¢ badan, jest rozmiar anali-
zowanych czastek. Rozmiary badanych czastek réznia si¢ w zaleznosci od rodzaju sto-
sowanych filtréw i rodzaju prébnika [37]. Czg$¢ badan prezentuje wyniki dotyczace
wszystkich czastek przenoszonych przez powietrze, czyli dotyczace frakcji TSP [1,
48,75, 112, 149, 166, 210, 222], inne dotycza frakcji PM10 [21, 20, 30, 49, 159, 211,
213]1 PM2,5 [28, 45, 59, 157, 213], a najmniej jest doniesien na temat mutagennos$ci
frakeji UFP [44]. Sa takze opracowania nieokreslajace rozmiaru zebranych czastek [2,
53, 89, 104]. Niektorzy badacze postugiwali si¢ probnikami rozdzielajacymi przeno-
szone przez powietrze czastki poszczegdlnych frakeji i badali kazda frakcje osobno.
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Okazato si¢, mimo Ze masa czastek pylu w poszczegdlnych frakcjach rozmiarowych
byta podobna w réznych okresach pomiarowych, to ich aktywno$¢ mutagenna znacz-
nie si¢ réznita [37]. Wykazano takze, ze wraz ze zmniejszaniem rozmiaru czastek
zwigksza si¢ mutagennos¢, osiagajac znaczny poziom w przypadku czastek o srednicy
< 0,4 mm [73].

Badania r6zniq si¢ takze sposobem prezentacji wynikéw. Czg$¢ z nich przedstawia
wyniki w postaci mutagennosci (M), czyli liczby rewertantéw indukowanej przez 1 m’®
powietrza. W publikacji Claxton i inni [37] zebrano badania prowadzone na réznych
kontynentach, ktérych wyniki przedstawiono w postaci M. Najwieksza liczbe rewer-
tantéw otrzymano w badaniach prowadzonych w Ameryce Facinskiej (Sdo Paul,
Mexico City, Santiago, La Plata, Porto Alegre) [37, 48, 132, 149, 210, 211]. Aktyw-
nos¢ mutagenna zanieczyszczefn powietrza w Mexico City i Santiago wahata sig¢
w granicach od 1 do 779 rewertantéw/m’ powietrza [132]. Badania w Azji (Ohmuta,
Sagamihara, Tokyo, Sapporo, Kaohsiung, Osaka, Chiang Mai i Taichung) [37, 73,
104, 118, 213] réwniez wykazaly szeroki przedziat wynikéw, np. w Taichung City na
Taiwanie liczba rewertantéw wahata si¢ od 120 do 640 na m’, a w Ohmuta w Japonii
od 5 do 450 rewertantéw/m’ [133]. Réwniez w wielu krajach europejskich przepro-
wadzono badania zanieczyszczen powietrza testem Salmonella (Wlochy, Hiszpania,
Czechy, Belgia, Niemcy, Skandynawia, Polska) [2, 16, 20, 28, 37, 49, 50, 51, 53, 59,
132, 145, 172, 175, 181]. Liczba rewertantéw/m’ powietrza uzyskana w Europie byta
zblizona do tych otrzymanych w Azji. Najwigksza liczbe rewertantéw otrzymano
w badaniach przeprowadzonych w Czechach, od 1 do 320 rewertantéw/m’ powietrza
[16]. Najmniejsza liczbe rewertantéw wykryto na terenie USA (Morgantown, Hou-
ston, Berkeley, Buffalo, Boise, Boston) [35, 37, 123, 157]. Najwigkszy zakres obser-
wowano w Boise, Idaho, od 5 do 200 rewertantéw/m’ powietrza. W pozostatych ba-
daniach nie przekraczaly 50 rewertantéw/m’ powietrza [37]. Wszystkie przytoczone
badania prowadzono za pomocg jednego szczepu testowego TA98, ze wzgledu na jego
malg rewersje spontanicza oraz duza wrazliwosé na WWA. Wyniki badan sugeruja, ze
najbardziej zanieczyszczone regiony znajduja si¢ w Ameryce Lacifskiej, a najmniej
w Stanach Zjednoczonych. Jednak przy takiej ocenie nalezy uwzgledni¢ typ regionu,
zakres 1 czas prowadzonych badan, temperature otoczenia, porg roku, metodyke testu
i przygotowania prébki oraz szczepy testowe wykorzystywane w badaniach [37, 51].
Wida¢ to na przyktadzie dwuletnich badan osmiu punktéw pomiarowych Erdingera
iinnych [51] na terenie Baden-Wuerttemberg w Niemczech. Srednia roczna aktyw-
no$¢ mutagenna badanych préb wynosita od 1 do 27 rewertantéw/m’> powietrza. Na-
tomiast najwiekszga mutagennos$¢ zaobserwowano w miejscach najbardziej zaludnio-
nych, uprzemystowionych i o bardzo duzym natgzeniu ruchu, np. w Karlsruhe
powyzej 100 rewertantéw/m’ powietrza.

Nastgpng trudnoscia w poréwnywaniu poszczegdlnych badan jest zastosowana
metoda wykonywania testu Salmonella oraz rodzaj uzytych szczepéw testowych.
Opracowano wiele modyfikacji procedury standardowego testu Amesa. Wiazato si¢ to
gléwnie ze zwiekszeniem czuloéci testu na badane zanieczyszczenia oraz z konieczno-
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$cia pozyskania duzej ilosci probki do wykonania standardowej procedury testu. Po-
szukiwano takze zestawu szczepow testowych najbardziej wrazliwych na zwiazki
chemiczne obecne w zanieczyszczeniach powietrza.

Najczesciej stosowanymi procedurami testu, oprécz standardowej, procedury ptyt-
kowej (ang. plate incorporation assay procedure) [131], sa test preinkubacyjny (ang.
the preincubation assay) [102] i test w mikrozawiesinie (ang. the Kado Salmonella
microsuspension assay) [101]. W uzyciu jest takze spiralny test Amesa (ang. the spiral
Ames assay), zautomatyzowana wersja testu Salmonella [36]. W tescie preinkubacyj-
nym szczepy testowe sa eksponowane na badane zanieczyszczenia przez okres od 20
do 30 minut w temperaturze 37 °C [142, 143, 189]. Z kolei procedura w mikrozawie-
sinie, stanowi modyfikacje ptynnej preinkubacji. Modyfikacja ta pierwotnie zostata
zastosowana do wykrywania obecno$ci substancji mutagennych w moczu zwierzat
i ludzi eksponowanych na badane zwiazki chemiczne [99, 100, 101, 102, 103]. Test
ten wykrywa substancje mutagenne w matej ilosci prébki, wykorzystujac 10 razy wig-
cej bakterii testowych z zuzyciem od 5-10 razy mniejszej ilosci enzyméw metaboli-
zujacych. Korzystajac z tej procedury, Kado i inni [101] wykryli aktywno$¢ mutagen-
ng w 17 mg ekstraktu substancji smotowych, podczas gdy standardowa procedura
wymaga okoto 10 razy wigkszej ilosci probki. W niektérych doniesieniach literaturo-
wych poréwnywano skutecznos¢ poszczegdlnych modyfikacji testu. Na ich podstawie
mozna stwierdzi¢, ze procedury ptynnej preinkubacji i badan spiralnych sa bardziej
czule w badaniach mutagennosci zanieczyszczen powietrza niz ptytkowy test standar-
dowy, lecz ten ostatni daje bardziej powtarzalne wyniki i jego rezultaty lepiej koreluja
ze stezeniami zwiazkéw mutagennych obecnych w badanych prébkach [30, 37, 46,
48, 83, 84, 108, 124, 134, 161, 204].

W badaniach organicznych ekstraktéw zanieczyszczen powietrza de Flora i in-
nych [37] wykazano, ze szczepy TA1535, TA102, TA104 i TA97 daja wynik nega-
tywny. Natomiast szczep TA98 daje wynik dodatni zaréwno w obecnosci frakcji S9,
jak i bez niej. Z kolei szczep TA 100 dawal wynik dodatni w obecnosci frakcji S9.
Badania prowadzone ze szczepami z serii YG wykazaly, ze byty one bardziej wraz-
liwe na zanieczyszczenia obecne w powietrzu niz szczepy serii TA. Wyniki badan
potwierdzity poglad, ze za mutagenno$¢ powietrza atmosferycznego odpowiadaja
gtéwnie nitrowe pochodne WWA [1, 16, 49, 53, 152, 210, 211]. Wykazano takze, ze
jezeli w badanych prébkach powietrza obecne sg nitrowe pochodne WWA, lepsze
rezultaty uzyskuje sie, stosujac do badan szczepy z serii YG i procedurg plynnej
preinkubacji. Badacze zalecajq wigc stosowanie standardowego testu oraz szczepow
TA98 i TA100 do monitoringu obszaréw wiejskich i miejskich, natomiast szczepéw
serii YG i badan preinkubacyjnych, w mikrozawiesinie badz spiralnych do badan
majacych na celu stwierdzenie czy w badanych prébkach sa obecne nitrowe pochod-
ne WWA [23, 28, 37, 59, 182, 210].

Na podstawie studiéw literaturowych, dotyczacych zanieczyszczen powietrza z za-
stosowaniem szczepéw TA98 i z serii YG, mozna stwierdzi¢:
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e wystgpowanie w probkach WWA, jezeli otrzymamy wigksze wspStczynniki AM
lub MR w badaniach z udzialem frakcji S9,

e obecnos¢ nitroarendw, jezeli otrzymamy wigksze wspotczynniki AM lub MR
w badaniach bez udziatu frakcji S9 dla szczepéw YG1021, YG1024 i YG1041 niz dla
szczepu TA98, oraz stabsze odpowiedzi ze strony tych szczep6w w testach z zastoso-
waniem frakcji S9,

e obecnos¢ amin aromatycznych i hydroksyloamin, jezeli otrzymamy wieksze
wartosci AM lub MR dla szczepéw YG1024 i YG 1041 w badaniach = udziatem frak-
cji S9 w poréwnaniu do badan bez frakcji S9 oraz w poréwnaniu do badan dla szczepu
TA98 z udziatem S9 [24].

Test Salmonella stosowany byt takze do oceny wplywu transportu zanieczyszczen
i ich przemian zachodzacych w atmosferze oraz identyfikacji zrédet mutagennych za-
nieczyszczen atmosfery. Bakteryjne testy mutacyjne dobrze nadaja sie do tych celéw,
tego typu bowiem badania nie moga by¢ przeprowadzane in vivo czy obserwacjami
epidemiologicznymi. Drobnoczastkowe zanieczyszczenia powietrza mogg by¢ prze-
noszone na odlegto$¢ wielu tysiecy kilometréw od zrddia, pozostawaé w powietrzu
przez dlugi czas i w tym czasie podlega¢ transformacji chemicznej i fotochemicznej
[37, 53]. Wykazano np., ze ekstrakty z filtrow zawierajacych benzo[a]piren, ktéry ma
charakter mutagenu posredniego, poddane w ciemnos$ci dziataniu NO, lub ozonu lub
PAN (azotan nadtlenoacetylowy) mialy dziatanie mutagenne w stosunku do szczepéw
TA98, TA100 i TA1538 w testach wykonywanych bez frakcji [165]. Wiele badan
przeprowadza si¢ takze w komorach dymnych. Claxton i Barnes [34] poddali spaliny
pochodzace z silnika diesla wraz innymi substancjami zanieczyszczajacymi atmosfere
(NO,, NO i SO,) ekspozycji ciemnej i fotochemicznej. Stwierdzili, ze w zaleznosci od
warunkow ekspozycji (czas, stezenie, wspélzanieczyszczenia) mozna zmniejszy¢ lub
zwigkszy¢ dziatanie mutagenne substancji organicznych obecnych w spalinach. Wy-
kazano réwniez, za pomoca testu Salmonella, ze pojedyncze, niemutagenne zwiazki
organiczne (etylen, propylen, toluen), poddane dziataniu NO, i O3 oraz promieniowa-
niu UV tworza mutagenng mieszanke. Test dostarczyt takze wiele wskazéwek doty-
czacych zrédet zanieczyszczenia powietrza. Niektdre badania koncentrowaty sie na
mobilnych zrédtach, czyli na ruchu samochodowym [13, 25, 27, 44, 45, 96, 104, 110,
211]. Badania przeprowadzone w Taichung City na Tajwanie [118] pokazaly wspdt-
zalezno$¢ pomiedzy stezeniem benzo[g,h,i]perylenu, ktéry jest wskaznikiem zwigzkéw
mutagennych emitowanych z silnikéw diesla i silnikéw benzynowych a dziataniem
mutagennym $wiadczacym o obecnosci promutagenéw w badanych zanieczyszcze-
niach. Z kolei Villalobos-Pietrini i inni [211] stwierdzili w powietrzu Mexico City
obecno$¢ benzo[g,h,i]perylenu, koronenu i indeno[1,2,3-c,d]pirenu pochodzacych
z emisji silnikéw benzynowych i diesla, a nie z proceséw spalania drewna. Zaobser-
wowano takze zwigkszenie stezenia WWA w okresie grzewczym, z wyjatkiem koro-
nenu i perylenu, co sugeruje, ze te dwa weglowodory nie pochodza z proceséw spala-
nia. Z kolei wyniki testu Salmonella, dotyczace mutagenéw posrednich, nie
korelowaty ze stezeniem pyléw frakcji PM10, podczas gdy mutagennosé zwiazkéw
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dzialajacych bezposrednio z DNA korelowata. Stwierdzono takze korelacje pomig-
dzy mutagennoscia a zwigkszong emisja nitroarendéw z silnikéw spalinowych pod-
czas trwania smogu. Najczesciej badanymi zrédtami zanieczyszczen powietrza za
pomoca testu Salmonella byly spaliny z silnikéw, emisje pochodzace z systeméw
ogrzewania doméw, pyl weglowy, emisje przemystowe i dym z papieroséw [44, 56,
57,122, 126, 152, 182, 190]. Lewis i inni [122] przeanalizowali ekstrakty organiczne
pochodzace z obszaru mieszkalnego Albuquerque za pomoca szczepu TA98. Okazato
sie, ze wyekstrahowane substancje organiczne pochodzity w 78% (14,8 ng/m’) ze spa-
lania drewna, w 6% (3,0 ng/m®) z emisji spalin z silnikéw samochodowych, a w 6%
(1,1 ng/m®) pochodzity z innych niezidentyfikowanych zrédet. Aktywnosé mutagenna
tych zrédet emisji byla nastgpujaca: dym powstajacy podczas spalania drewna 58%
(18,8 rewertantéw/m’), emisje spalin z silnikéw samochodowych 34% (11 rewertan-
téw/m’) i emisje z innych Zrédet 8% (2,5 rewertantéw/m?). Inne badania potwierdzity
te obserwacje [4, 44, 49, 152]. W kazdym przypadku dym powstajacy podczas spala-
nia drewna stanowil najwigksza cze$¢ ekstrahowanej materii organicznej, a emisje
z silnikéw spalinowych stanowily relatywnie niewielka cze$¢ masy organicznej, to
jednak znacznie przyczyniaja si¢ do dziatania mutagennego prébki.

Jak widac¢ test Salmonella ma bardzo duze zastosowanie w identyfikacji i analizie
mutagennego dzialania zanieczyszczen powietrza. Test ten stosowany jest z powodze-
niem w wielu laboratoriach na $wiecie. Moze by¢ wykonywany z niewielka ilo$cia
proby, stosuje si¢ szczepy testowe o $cisle scharakteryzowanych cechach genetycz-
nych oraz dokfadnie okreslonych procedurach badawczych, daje szybkie wyniki i jest
niedrogi w poréwnaniu z innymi badaniami i metodami analitycznymi. Wsp6lczesne
badania koncentruja si¢ na integracji krétkoterminowych testéw z testami dtugotermi-
nowymi, badaniami epidemiologicznymi, badaniami z zakresu chemii analitycznej
i metodami poboru oraz przygotowania prébek do badar.



4. Przedmiot i zakres badan

Przedmiotem badan byla modyfikacja klasycznej procedury testu Salmonella w celu
zwigkszenia czulosci testu na obecne w powietrzu atmosferycznym aglomeracji miej-
skiej zanieczyszczenia o charakterze mutagennym. Zwigkszenie czutosci testu i obnize-
nie kosztéw jego wykonania jest niezwykle wazne, wykrycie bowiem aktywnosci muta-
gennej organicznych zanieczyszczen powietrza wymaga pobierania probek w ilosciach
znacznie wigkszych niz w przypadku analiz fizykochemicznych, co stanowi utrudnienie
w wprowadzeniu testu do rutynowego monitoringu zanieczyszczen powietrza.

W celu pelnego wykorzystania mozliwosci detekcyjnych szczepdw bakteryjnych
stosowanych w tescie Salmonella konieczne byto okreslenie optymalnych warunkéw
prowadzenia testu dla poszczegdlnych szczepdw testowych. Wykazano znaczne rézni-
ce pomiedzy poszczegdlnymi szczepami dotyczace optymalnego czasu i temperatury
preinkubacji, stezenia i rodzaju frakcji mikrosomalnej, obecnosci NADP w sktadzie
S9-mix oraz ilo$ci materialu badawczego. Do tej pory nie znaleziono w pi$miennic-
twie opracowania, ktére pozwolitoby poréwnaé¢ wyniki réznych modyfikacji procedu-
ry testu Salmonella. Bylo to mozliwe dzigki przeprowadzeniu, w niniejszej pracy,
o$miu zmodyfikowanych testéw na tych samych dwéch mieszaninach pytowych za-
nieczyszczen powietrza. Ze wzgledu na to, Ze istniejg znaczne réznice w sktadzie ilo-
sciowym 1 jako$ciowym zanieczyszczen atmosfery w zaleznosci od sezonu poboru
probek, badania przeprowadzono na ekstraktach pyléw pobranych w okresie letnim
i zimowym. Uzyskane informacje, w tak szeroko zakrojonych badaniach, pozwolity
na wybdr najlepszych procedur testu i szczepéw testowych oraz na weryfikacje
otrzymanych rezultatéw na dodatkowo pobranym materiale badawczym.

Temat pracy realizowano w trzech kolejnych etapach:
Etap pierwszy

Prace wstepne obejmowaty:

1. Pobér prébek pytéw zawieszonych w okresie zimowym na Starym Miescie,

2. Pobér prébek pytéw zawieszonych w okresie letnim na Starym Miedcie,

3. Ekstrakcje probek pytéw pobranych w okresie zimowym i letnim,

4. Badanie zawartosSci WWA, nitro- i dinitroWWA w ekstraktach pytéw zawie-
szonych,
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5. Sprawdzenie szczepOw testowych,

6. Przygotowanie frakcji mikrosomalnych,

7. Oznaczenie optymalnego stezenia frakcji dla klasycznej metody testu Salmonella,

8. Oznaczenie optymalnego stezenia frakcji dla metody testu Salmonella w mody-
fikacji Kado.

Etap drugi

Wytypowanie procedury, ktéra pozwolitaby na zwigkszenie czulosci testu Sal-
monella i obnizyla koszty jego wykonania. Badania realizowano z udzialem pytéw
pobranych na Starym Miescie, na 4 szczepach testowych w obecnosci frakcji mikro-
somalnej indukowanej Aroclorem 1254 i fenobarbitalem.

W ramach tego etapu przeprowadzono okreslenie mutagennosci ekstraktéw pytéw
pobranych w okresie zimowym i letnim:

e klasycznym testem Salmonella (I),

e klasycznym testem Salmonella bez udziatu koenzymu NADP (II),

e klasycznym testem Salmonella bez udziatu koenzymu NADP z 10-krotnie wigk-
szg iloscia bakterii (IIT),

e klasycznym testem Salmonella z 10-krotnie wigksza iloscig bakterii (IV),

e klasycznym testem Salmonella z zastosowaniem dodatkowo preinkubacji prowa-
dzonej w temperaturze 37 °C (V),

e klasycznym testem Salmonella z zastosowaniem dodatkowo preinkubacji prowa-
dzonej temperaturze 30 °C (VI),

e testem Salmonella w modyfikacji Kado (VII).

e klasycznym testem Salmonella z zastosowaniem dodatkowo preinkubacji pro-
wadzonej temperaturze 37 °C w formie Mini (VIII).

Etap trzeci

Weryfikacja wybranych procedur testu, na podstawie wynikéw uzyskanych
w drugim etapie pracy, na ekstraktach pyléw pobranych w zimie, lecie i na wiosne
w trzech wybranych punktach miasta (ul. Strachocinska, pl. Grunwaldzki, ul. Norwida).

W badaniach zastosowano nastgpujace procedury testu:

e klasyczny test Salmonella (1),

e klasyczny test Salmonella z zastosowaniem dodatkowo preinkubacji prowadzo-
nej w temperaturze 37 °C (V),

e test Salmonella w modyfikacji Kado (VII).

W testach wykorzystano dwa szczepy testowe (TA98 i YG1041), ktére w drugim
etapie badan byty bardziej skuteczne w wykrywaniu efektu mutagennego pylowych
zanieczyszczen powietrza oraz frakcje mikrosomalng indukowana Aroclorem 1254,
fenobarbitalem i frakcj¢ niepoddang indukcji.



S. Metody badan

5.1. Pobér prébek pylow zawieszonych

Materiat do badan stanowity pyly zawieszone w powietrzu atmosferycznym miasta
Wroctawia, czwartym pod wzgledem liczby ludnosci (ok. 635 tys. mieszkancow, ok.
2,1 tys. os./kmz) miescie, w Polsce.

Prébki powietrza pobierano za pomoca wysokoprzeptywowego aspiratora powie-
trza firmy Staplex (rys. 2 i 3) na filtry z widkna szklanego. Filtry w aparacie zmienia-
no co 24 godziny, tak dlugo, az zebrano caty potrzebny material badawczy. Doktadne
zestawienie danych dotyczacych poboru prébek pytéw powietrza podano w tabeli 9.

Prébki pyléw do pierwszego i drugiego etapu badan pobierano na stanowisku
usytuowanym w dzielnicy Stare Miasto przy placu Nowy Targ, w miejscu o natezo-
nym ruchu samochodowym. Prébki pobierano w sezonie letnim (od maja do wrzesnia
2002 r.) i w sezonie zimowym (od listopada do marca 2002/2003). Catkowita liczba
godzin poboru pytéw w okresie zimowym wynosita 960, a w okresie letnim 1669.

Trzeci etap pracy byl prowadzony na podstawie probek powietrza pobieranych
w trzech réznych punktach miasta w nastepujacych okresach:

* Jatem na przetomie lipca i sierpnia 2005 r. (prébki 1 i 2),

® zima, w lutym 2006 r. (prébki 3 i 4),

* wiosng na przetomie marca i kwietnia 2007 r. (prébka 5).

Pierwsze stanowisko usytuowane byto na obrzezu Wroctawia (ul. Strachocinska —
prébki 1 i 3), na obszarze indywidualnej niskiej zabudowy, przy znacznie obcigzonej
trasie wylotowej w kierunku Jelcza. Teren ten nie jest zgazyfikowany i w zwigzku
ztym przez caly rok w wielu zabudowaniach uzywane sg paleniska domowe. Na
stanowisku tym pyly pobierano przez 67 godzin w lecie (1) i przez 119 godzin
w zimie (3).

Drugie stanowisko zlokalizowano w centrum miasta, na pl. Grunwaldzkim (prébki
214), przez ktéry prowadzi jedyna droga tranzytowa w kierunku Warszawy. W miej-
scu tym panuje wzmozony ruch samochodowy przez cata dobe. W tym punkcie miasta
pobierano zanieczyszczenia powietrza przez 96 godzin w lecie (2) i przez 105 godzin
w zimie (4).
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Trzecie stanowisko usytuowane byto w miejscu o mniejszym nat¢zeniu ruchu sa-
mochodowego, na terenie kampusu Politechniki Wroctawskiej (skrzyzowanie ul.
Norwida i Wybrzeze Wyspianskiego — prébka 5), na dachu na wysokosci drugiego
pietra. Czas poboru prébki w tym miejscu wynosit 192 godziny.

5.1.1. Wysokoprzeplywowy aspirator powietrza
stosowany w badaniach

Na rysunkach 2 i 3 zamieszczono zdjgcie i schemat stosowanego w badaniach
wysokoprzeptywowego aspiratora powietrza firmy Staplex model FC-2ETM, spet-
niajacego wszystkie wymagania EPA PM10 zawarte w Federal Reference Method.
Urzadzenie to zapewnia pobdr duzych ilosci powietrza i wychwytywanie czastek od
10 um do 0,01 um za pomocay filtréw. Czastki zawieszone w powietrzu zasysane sg
za pomoca wysokoobrotowego wentylatora z predkoscia 1,13 m’/min poprzez ob-
wodowy wlot gtowicy separatora. Budowa aparatu zapewnia statag wydajnos¢ poboru
powietrza, niezaleznie od predkosci wiatru w zakresie od 0 do 36 km/h. Czastki
o wielkosci powyzej 10 um zatrzymywane sa na powierzchni separatora, a czastki
mniejsze ponizej 10 pm, okreslane jako PM-10, unoszone sa strumieniem powietrza
przez rurki doprowadzajace powietrze az do powierzchni filtra z wiékna szklanego.

Rys. 2. Wysokoprzeptywowy aspirator powietrza
firmy Staplex PM10 model FC-2ETM
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Rys. 3. Schemat wysokoprzeptywowego aspiratora powietrza
firmy Staplex PM10 model FC- 2ETM

W badaniach zastosowano filtry kwarcowe, antyhigroskopijne Staplex typ TFAGF810
0 wymiarach 20x25 cm, utrzymujace stala mase w duzym zakresie zmian wilgotno-
sci. Filtry zmieniano co 24 godziny. Skuteczno$é zastosowanych filtréw, przy
umiarkowanym przeptywie powietrza, dla czastek o wielkosci 0,3 um ksztaltuje sig
na poziomie 99,98%. Filtry te moga by¢ wykorzystywane w duzym zakresie tempe-
ratury.

Regulator przeptywu zapewnia stato$é przeptywu powietrza bez wzgledu na sto-
piefi zapelnienia filtru, warunki atmosferyczne (ci$nienie, temperatura) oraz wahania
napigcia zasilajacego. Objeto$é probki powietrza pobierana jest z dokladnoscia
okoto 2,5% na dobe przy przeptywie wynoszacym 1,13 m’/ min.
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5.2. Ekstrakcja probek pylow zawieszonych

Antyhigroskopijne filtry szklane, bezposrednio po poborze prébek, wazono w celu
oznaczenia masy pyléw i umieszczano do czasu ekstrakcji w temperaturze —18 °C.
Filtry wraz z pytami z poszczeg6lnych poboréw taczono w jedna prébke, cigto i wkia-
dano do aparatéw Soxhleta. Nastepnie ekstrahowano dichlorometanem (Lab-Scan)
bez dostepu $wiatta, przez 16 godzin, z 15-minutowym refluksem. Po zakonczonej
ekstrakcji otrzymany ekstrakt wyjsciowy dzielono na dwie porcje, do analiz chemicz-
nych i biologicznych. Nastepnie ekstrakty zageszczano do sucha w wyparce préznio-
wej, na koniec przedmuchiwano azotem i wazono sucha pozostatos¢ w celu okreslenia
ilo$ci substancji smotowych w prébkach. Suchy ekstrakt zamrazano i przechowywano
w temperaturze —18 °C do czasu analizy [16, 121, 156, 168].

Uzyskane ta droga suche ekstrakty poddawane byly analizie w celu oznaczenia
w nich zawartosci WWA, nitroWWA i dinitroWWA oraz wykorzystywane byly jako
materiat do testéw na mutagenno$¢ (Salmonella).

5.3. Metody analityczne

Badania zawartosci WWA, nitro- i dinitroWWA w ekstraktach pytéw zawieszo-
nych przeprowadzono w Zaktadzie Szkodliwosci Chemicznych Instytutu Medycyny
Pracy i Zdrowia Srodowiskowego w Sosnowcu. Wyniki badan przeliczano na ng/m’
powietrza [124, 121, 156, 168, 203, 219].

Surowy ekstrakt frakcjonowano na kolumnach szklanych wypelnionych zelem
krzemionkowym (60, $rednica czastek 0,063-0,200 nm) suszonym w temperaturze
150 °C przez 16 godzin, a nastepnie dezaktywowanym wodg destylowana. Kolumne
najpierw kondycjonowano cykloheksanem, a nastgpnie nanoszono na jej czoto zat¢zo-
ny surowy ekstrakt.

Cztery kolejne frakcje, po usunigciu weglowodordéw alifatycznych wymywanych
z kolumny 20 cm® cykloheksanu, zbierano nastepujaco:

e Frakcja I - WWA, wymywane 50 cm® cykloheksanu, a nastepnie 30 cm® 25%
roztworu dichlorometanu w cykloheksanie.

e Frakcja II — nitrtoWWA, wymywane 20 cm’ dichlorometanu.

e Frakcja III — dinitroWWA, wymywane 10 cm? dichlorometanu.

Poszczegblne frakcje odparowywano w wyparce prézniowej do objetosci 10 cm’,
a nastepnie do sucha w atmosferze azotu.

WWA wchodzace w sktad badanych prébek (I frakcja) oznaczano technika wysoko-
sprawne]j chromatografii cieczowej z wykorzystaniem chromatografu cieczowego HP
1090 firmy Hewlett-Packard z detektorem fluorescencyjnym 1046 A. W tym celu sucha
pozostatos¢ zalewano 1 cm’ acetonitrylu i poddawano analizie chromatograficzne;j.
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Warunki pracy chromatografu cieczowego: rozdziat na kolumnie chromatogra-
ficznej C-18 BAKERBOND PAH-16 PLUS, elucja gradientowa acetonitryl/woda,
temperatura kolumny: 30 °C, czas trwania analizy: 45 minut, przeptyw fazy rucho-
mej: 0,5 ml/minutg.

Nitro- oraz dinittoWWA (frakcja II i III) oznaczano z zastosowaniem chromato-
grafu gazowego firmy Hewlett-Packard 5890 Seria II Plus z detektorem mas 5972A
z jonizacja elektronami (EI).

Warunki pracy chromatografu gazowego GC/MS: stosowana kolumna kapilarna
HP-5 MS; 30 mx 0,25 nmx 0,25 um, gaz nosny: hel, program temperaturowy kolum-
ny, 50 °C przez 2 minuty, przyrost temperatury 10 °C/minute do 280 °C, temperatura
dozownika: 290 °C, temperatura detektora: 280 °C, czas analizy: 40 minut.

W tabelach 1 i 2 przedstawiono granice oznaczalnosci poszczeglnych WWA, ni-
tro- i dinitroWWA.

Tabela 1. Granica oznaczalnosci WWA metoda HPLC

Oznaczalnos$¢
Lp. | Zwigzek chemiczny Skrét [ng/cm3
ekstraktu]
1 Fenantren Fen 0,005
2 Antracen A 0,005
3 Fluoranten Flu 0,005
4 Piren Pyr 0,002
5 Benzo[a]antracen B[a]A 0,002
6 Chryzen Chr 0,005
7 Benzo[b]fluoranten B[b]F 0,002
8 Benzo[k]fluoranten B[k]F 0,002
9 Benzo[a]piren B[a]P 0,002
10 | Dibenzo[a,h]antracen D[a,h]A 0,005
11 | Benzo[g,h,i]perylen B[g,h,i]P 0,005
12 | Indeno[1,2,3-c,d]piren | I[1,2,3-c,d]P 0,005

Tabela 2. Granica oznaczalnosci nitropochodnych WWA technika GC/MS

: Oznaczalno$é
Nazwa zwiazku [ug/cm? ekstraktu]
1-nitronaftalen 0,014
2-nitrofluoren 0,013
9-nitroantracen 0,013
3-nitrofluoranten 0,013
1-nitropiren 0,013
1,3-dinitropiren 0,067
1,6-dinitropiren 0,068
1,8-dinitropiren 0,067
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5.4. Metody biologiczne

5.4.1. Przygotowanie ekstraktow pylow do badania mutagennosci

Suchg pozostatos¢ ekstraktow pytéw, przeznaczona do badan biologicznych,
rozpuszczano w sterylnym DMSO (dimetylosulfotlenek) (Fluca) w taki sposéb, by
w 1 cm’® roztworu podstawowego znajdowaly sie zanieczyszczenia pochodzace
z 1000 m® powietrza. Tak przygotowane probki, uprzednio rozcieficzone zgodnie
z postepem geometrycznym o ilorazie g = 1/2, wprowadzano do réznych wariantéw
testu Salmonella. Na plytke nanoszono w poszczegdlnych testach rézne ilosci bada-
nych ekstraktéw. Zakresy stgzen ekstraktéw zanieczyszczen powietrza podano na
rysunkach przedstawiajacych wyniki badan.

5.4.2. Sprawdzenie szczepow testowych

W badaniach stosowano cztery szczepy testowe Salmonella typhimurium: TA9S,
TA100, YG1041 i YG1042 (tab. 3). Testowe szczepy Salmonella otrzymano od
doktor T. Nohmi z Division of Genetics and Mutagenesis, National Institute of Hy-
gienic Sciences, Tokyo, Japan. Szczep TA98 wykrywa mutageny typu zmiany fazy
odczytu, podczas gdy szczep TA100 ulega rewersji powrotnej giéwnie pod wply-
wem mutagenéw powodujacych zamiang jednej pary zasad na inng. Szczep
YG1041 jest pochodng szczepu TA98, natomiast szczep YG1042 pochodng szczepu
TA100. Dodatkowo szczepy Salmonella typhimurium: YG1041i YG1042 charakte-
ryzuja si¢ zwigkszona wrazliwoscia, w stosunku do szczepdéw macierzystych, na
nitrowe, aminowe i hydroksyloaminowe pochodne WWA. Jest to wynikiem wpro-
wadzenia do ich komdrek plazmidow zawierajacych dodatkowa pule informacji
genetycznej dotyczaca aktywnos$cig nitroreduktazowej i O-acetylotransferazowe;j
[131, 204-206].

Tabela 3. Charakterystyka genotypéw szczepéw testowych

Szczep Opis

TA98 |TA 1538 his D3052 (pKM101)

TA100 |TA 1535 his G46 (pKM101)

YG1041|TA 98 (pYG233): szczep o zwigkszonej aktywnosci nitroreduktazy i O-acetylotransferazy
(pYG233)

YG1042|TA100(pYG233): szczep o zwigkszonej aktywnosci nitroreduktazy i O-acetylotransferazy
(pYG233)




Tabela 4. Zakres liczby rewertantéw spontanicznych i indukowanych uzyskanych w trakcie badan

LR Mutagen | StgZzenie mutagenu LR Mutagen | Stgzenie mutagenu LR indukowanych
Szczep | spontanicznych kontrolny kontrolnego indukowanych | kontrolny kontrolnego
F) [ug/ plytke] (=F) (+F) [ug/ piytke]
B +F) FA FB FO
TA 22-36 (-F) 2,4,7- 0,2 32424552 2-AF 5 1645-2886 | 1728-2051 | 552-974
98 2642 (+FA) TNFON
20-39 (+FB)
18-34 (+F0)
TA 98-179 (-F) NQNO 0,5 962-1616 2-AF 5 848-869 | 890-1041
100 121-194 (+FA)
105-182 (+FB)
YG 128-179 (-F) 2,6-DNT 50 1165-1396 2-AF 5 1126-2756 | 726-1265 | 531-970
1041 145-228 (+FA)
109-144 (+FB)
159-209 (+F0)
YG 122-179 (-F) 2,4-DNT 100 985-1024 2-AA 5 615-1126 | 705-908
1042 141-198 (+FA)
121-189 (+FB)
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Przed przystapieniem do badan, kazdorazowo, sprawdzano genotypy szczepdéw
testowych. Zgodnie z zaleceniami autoréw testu [131] sprawdzano obecnos$¢ mutacji
w operonie histydynowym (wzrost na agarze minimalnym z dodatkiem L-histydyny
oraz brak wzrostu na agarze minimalnym z dodatkiem biotyny), mutacji rfa zwiaza-
nej z przepuszczalnoscig sciany komdrkowej (brak wzrostu na agarze odzywczym
wokot krazka nasyconego fioletem krystalicznym), mutacji uvrB polegajacej na
usunigciu genu zwigzanego z naprawg uszkodzen DNA (brak wzrostu na agarze od-
zywczym po na$wietleniu promieniami UV z odlegtosci 33 cm przez 8 s) oraz obec-
nos¢ plazmidu pKM101 (czynnik R) (wzrost na agarze odzywczym z dodatkiem
ampicyliny) stymulujacego system btednej naprawy DNA i warunkujacego odpor-
no$¢ bakterii na ampicyling. Dodatkowo dla szczepéw YG1041 i YG1042 obecno$é
plazmidu pYG233 (wzrost na agarze odzywczym z dodatkiem kanamycyny) warun-
kujacego podwyzszony poziom nitroreduktazy i O-acetylotransferazy. Kazdorazowo
okreslano takze liczbg¢ rewertantéw indukowanych spontanicznie (kontrola nega-
tywna) oraz liczbe rewertantéw indukowanych pod wptywem mutagenéw diagno-
stycznych (kontrola pozytywna). Liczba kolonii rewertantéw spontanicznych po-
winna miesci¢ si¢ w zakresie podanym w pismiennictwie lub powinna by¢
poréwnywalna z wynikami uzyskanymi w danym laboratorium przez dtuzszy czas
[141]. Kontrolne zwigzki mutagenne powinny mie¢ strukture chemiczna zblizong do
badanych zwigzkéw. Mutagenami diagnostycznymi dla badan prowadzonych bez
aktywacji metabolicznej frakcja S9 byty: 2,4,7-TNFon (TA98), NQNO (TA100),
2,6-DNT (YG1041) i 2,4-DNT (YG1042), a dla badan prowadzonych w obecnosci
frakcji S9 2-AF (TA98, TA100, YG1041) oraz 2-AA (YG1042). Wszystkie zwiazki
zostaty zakupione w firmie Sigma. W tabeli 4 przedstawiono otrzymane zakresy
liczby rewertantéw spontanicznych i indukowanych, jakimi charakteryzowaty sie
testowe szczepy bakterii w trakcie badan.

5.4.3. Przygotowanie frakcji mikrosomalnych

Istotnym elementem procedury bakteryjnego testu Salmonella jest aktywacja wy-
stepujacych w prébce promutagenéw do mutagenéw bezposrednich za pomoca watro-
bowej frakcji mikrosomalnej. Uzyskuje si¢ ja z watroby szczurzej po uprzedniej in-
dukcji.

W badaniach stosowano trzy rodzaje frakcji mikrosomalnej uzyskanej ze szczurzej
watroby samcéw rasy Wistar. Masa szczuréw, z ktérych otrzymano frakcje mikroso-
malne, wahata si¢ w granicach 170-230 g, a masa ich watroby 7,2-9,79 g. Do akty-
wacji enzymatycznej jednej frakcji mikrosomalnej zastosowano powszechnie stoso-
wang mieszaning polichlorowanych bifenyli wystgpujaca pod nazwa Aroclor 1254,
natomiast druga aktywowano fenobarbitalem. Trzecia frakcja zostala pozyskana
z watroby szczuréw bez uprzedniej aktywacji (FO). Frakcje indukowana Aroclorem
(FA) uzyskano, postepujac zgodnie z metodyka podana przez Maron i Ames [131],
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natomiast aktywacje¢ fenobarbitalem (FB) przeprowadzono wedtug metody podanej
przez Ong iin. [155].

W jednym i drugim przypadku podawano szczurom dootrzewnowo w postaci in-
iekcji odpowiedni induktor (rys. 4). Jednorazowo podawano rozpuszczony w oleju
kukurydzianym Aroclor o stezeniu 200 mg/cm’® w dawce 500 mg/kg masy ciata szczu-
ra na 5 dni przed dekapitacja. Fenobarbital podawano w ilosci 50 mg/kg masy ciata
w trzykrotnie podzielonej dawce przez trzy kolejne dni przed zabiciem. Frakcje mi-
krosomalna przygotowano wedtug procedury podanej przez Garner i in. [36]. Eutana-
zje u szczurdw przeprowadzono przez podanie domig$niowe preparatu Bioketan 10%,
a nastgpnie po uptywie 30 minut wykonano dekapitacj¢ przez dyslokacje kregdw
szyjnych.

Aroclor 1254
— 5dni —P preparacja % homogenizacja — wirowanie —§ supernatani

jednorazowa watroby w 0,15 M KCl 10 min. S9 FA
dawka 9000 g

Kofaktory
Sole > S9-mix

Bufor

Fenobarbital
——————» preparacja—P> homogenizacja ——J wirowanie —¥ supernatant

3 dawkico24h watroby w 0,15 M KCI 10 min. S9 FB
9000 g

Rys. 4. Preparacja frakcji mikrosomalnej watroby S9

Watrobe wypreparowano w warunkach aseptycznych. Cata procedur¢ przeprowa-
dzono w sterylnej komorze chtodniczej w temperaturze 2 °C, uzywajac sterylnych,
schtodzonych narzedzi chirurgicznych, KCI i szkfa laboratoryjnego. Po zwazeniu
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i kilkukrotnym przemyciu watroby roztworem 0,15 M KCL w celu usunigcia hemo-
globiny, watrobe przenoszono do roztworu KCI w proporcji 3 ml KCI na 1 gram wa-
troby. Nastepnie watrobg rozdrabniano za pomoca nozyczek chirurgicznych. Tak
przygotowana watrobe homogenizowano w zlewce obtozonej lodem z dodatkiem al-
koholu. Homogenat wirowano w sterylnych probéwkach w temperaturze 4 °C przez
10 min, przy 9 tys. g. Uzyskany supernatant rozlano aseptycznie po 1,2 cm’ do steryl-
nych, zamykanych probéwek Eppendorfa o objetosci 1,5 cm’. Natychmiast schtadzano
je w suchym lodzie i nastgpnie umieszczono cala porcj¢ uzyskanej frakcji w zamra-
zarce o temperaturze —80 °C. Sterylnos¢ pozyskanych frakcji sprawdzano przez posia-
nie 0,1 cm’ homogenatu na podioze minimalne z glukoza z dodatkiem biotyny
i histydyny oraz na podtoze z agarem odzywczym. Zawarto$¢ biatka w otrzymanych frak-
cjach oznaczano metoda Lowry’ego [136, 143], rozcienczajac badang prébg 10-krotnie.
Do sporzadzenia krzywej standardowej wykorzystano albuming wolowa. Stezenie
biatka w homogenacie frakcji FA wynosito 61,29 mg/cm’, homogenat FB zawierat
60,83 biatka w 1 cm®, a homogenat FO zawierat 56,22 mg biatka w 1 cm’. We wszyst-
kich badaniach, ktére prowadzono z uzyciem S9-mix stosowano zawsze frakcj¢ A, B
i 0 o identycznej zawartosci biatka.

Przed kazdym testem wyjmowano odpowiednia objetos¢ frakcji mikrosomalnej
w ilosci niezbgdnej do wykonania zaplanowanych badan. Bezposrednio przed wyko-
naniem testu homogenat rozmrazano w temperaturze pokojowej i natychmiast przy-
gotowywano frakcje mikrosomalng S9 (S9-mix). Po przygotowaniu trzymano ja
w tazni z lodem. Standardowa mieszanina S9-mix powinna zawiera¢: 8 mM MgCl,,
33 mM KCL, 5 mM glukozo-6-fosforanu, 4 mM NADP, 100 mM buforu fosforano-
wego o pH 7,4 oraz frakcj¢ mikrosomalng (4%, v/v) w ilosci zaleznej od zawartosci
w niej biatka [131].

5.4.4. Oznaczenie optymalnego stezenia frakcji
mikrosomalnych do testu Salmonella

Optymalne stezenia frakcji mikrosomalnych (FA, FB) okreslano wobec badanych
ekstraktéw pyléw, a nie jak podaje oryginalna metoda wobec wybranego mutagenu
diagnostycznego. Takie podejscie wydaje si¢ by¢ uzasadnione przy badaniu prébek
srodowiskowych o zmiennym sktadzie ilosciowym i jakosciowym.

W badaniach zastosowano 0%, 3%, 6%, 9% i 12% (v/v) roztwory frakcji uwzgled-
niajac réznice w zawartosci biatka w homogenatach. Optymalne st¢zenia frakcji dla
poszczegdlnych szczepédw oznaczono wobec jednego wytypowanego rozciefnczenia
ekstraktu pyléw pobranych w okresie zimowym i letnim na Starym Miescie. Stezenia
te zostaly wybrane na podstawie wynikéw, ktére uzyskano stosujac 4% (v/v) zawar-
tos¢ S9 w S9-mix w badaniach pilotowych. Wytypowano takie stgzenia ekstraktéw,
ktére dawaty dla danego szczepu duze liczby rewertantéw, ale nie powodowaty jesz-
cze efektu toksycznego. Okreslenie optymalnego stgzenia frakcji prowadzono, stosu-
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jac klasyczna procedurg testu Salmonella oraz test Salmonella w modyfikacji Kado,
opisane w dalszej czesci pracy. Wybrane stgzenia ekstraktéw w badaniach pilotowych
podano w tabelach 51 6.

Tabela 5. Stgzenia ekstraktéw prébek, dla ktérych okreslano
optymalne stezenia frakcji w tescie klasycznym

Rodzaj frakcji FA FA FB FB
Sezep %ima }.ato Zima Lato
m°/plyte m /ptyte m’/ptyte m’/plyte
TA98 1,56 12,5 1,56 12,5
TA100 25 50 25 50
YG1041 0,195 1,56 0,195 1,56
YG1042 0,195 25 0,195 25

Tabela 6. Stezenia ekstraktéw prébek, dla ktérych okreslano
optymalne stezenia frakcji w tescie w modyfikacji Kado

Rodzaj frakcji FA FA FB FB
| Zima Lato Zima Lato
Szezep m’/plyte m’/plyte m’/plyte m’/plyte
TA98 1,26 5 1,26 5
TA100 5 5 5 5
YG1041 0,078 0,3125 0,078 0,3125
YG1042 0,165 2,6 0,165 2,5

5.4.5. Opis klasycznej procedury testu Salmonella i jej modyfikacji

Podstawa realizacji badan byl test Salmonella, zwany potocznie testem Amesa,
[131] oraz jego modyfikacje. Test ten oparty jest na ocenie zdolnosci bakterii Salmo-
nella typhimurium do mutacji powrotnych (rewersji) pod wptywem obecnosci w ba-
danej prébce czynnikéw mutagennych. Czynniki mutagenne powoduja odzyskanie
przez badane szczepy zdolno$ci do syntezy histydyny, co automatycznie umozliwia
ich wzrost na podlozu pozbawionym tego aminokwasu. Liczba powstalych kolonii
rewertantGw przyjeto uznawaé za miare aktywnosci mutagennej badanej proby.

W ramach badaf przeprowadzono wiele testéw na szerokim zakresie stgzen eks-
traktéw pytéw. Zestawienie danych dotyczacych wykonania poszczegdlnych testéw
umieszczono w tabeli 8. Liczbe kolonii rewertantéw (his*) okreslano po 48 godzi-
nach (TA98 i TA100) i po 72 godzinach (YG1041 i YG1042) inkubacji w tempera-
turze 37 °C. Testy prowadzono w obecnosci buforu albo z watrobowa frakcja mikro-
somalng S9 indukowang Aroclorem (FA), fenobarbitalem (FB) oraz frakcja niepoddang
dziataniu induktora (F0). Wszystkie analizy prowadzono w pigciu powtdrzeniach.
Jedli w przeprowadzanych procedurach testu stosowano zageszczone zawiesiny
bakterii, to zageszczano calonocng ich hodowle zawierajacq 1-10° komérek w 1 cm’
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do 1-10" komérek w 1 cm’, przez wirowanie (10 min, 10 000 g, 4 °C), a nastgpnie
zawieszenie w 10-krotnie mniejszej objetosci schtodzonego 0,2 M buforu fosfora-
nowego o pH 7,4.

5.4.5.1. Klasyczny test Salmonella (test Amesa) (I)

W badaniach stosowano procedure oraz podtoza mikrobiologiczne i roztwory opi-
sane przez Maron i Ames [131].

Ptytkowy test Salmonella przeprowadzano w nastepujacy sposéb (rys. 5): do ste-
rylnej probéwki wlewano 0,5 cm’ 0,2 M buforu fosforanowego o pH 7,4 albo taka
samg ilo$¢ frakcji S9-mix (jej przygotowanie opisano w p. 5.4.3.), nastgpnie dodawa-
no 0,1 cm® badanej prébki rozpuszczonej w DMSO i 0,1 cm® catonocnej hodowli bu-
lionowej szczepu testowego (1-10® komérek/0,1 cm®). W badaniach stosowano opty-
malne stezenia frakcji FA, FB i FO. Hodowlg bulionowa szczepéw prowadzono przez 12
godzin dla szczepéw TA98 i TA100, a dla szczepéw YG1041 i YG1042 przez 17 godzin.
Hodowle szczepéw przeprowadzano z dodatkiem ampicyliny (25 pg/cm’), a w przy-
padku szczepéw YG dodawano jeszcze kanamycyny (25 pg/cm’). Catonocna hodowla
szczepéw powinna zawieraé 1-10° bakterii w 1 cm’. Nastepnie do probéwki dodawano
2 cm® TOP-agaru (agar miekki) o temperaturze 45 °C, uzupetnionego $ladowymi ilo-
Sciami histydyny i biotyny, co umozliwia bakteriom kilka podziatéw, zanim wyczer-
pie si¢ histydyna, w czasie ktérych moze dojs¢ do mutacji. Zawarto$¢ probéwki, po
doktadnym wymieszaniu, wylewano na powierzchni¢ ptytki Petriego z podtozem mi-
nimalnym Vogel-Bonnera (agar minimalny uzupetniony solami mineralnymi i gluko-
za). Po odpowiednim czasie inkubacji liczono liczbg¢ kolonii rewertantéw rosnacych
na ptytkach za pomoca rgcznego licznika kolonii, okreslajac liczbe rewertantéw
spontanicznych, pozytywnych i badanych.

Badaniom poddano takze ekstrakty pochodzace z samych czystych filtréw (Slepa
probka). Ekstrakty te uzyskano taka sama metoda jak w przypadku filtréw z pytami
zawieszonymi.

5.4.5.2. Klasyczny test Salmonella bez udziatlu NADP (II)

Monooksygenazy wspoétpracujac z NADPH (fosforan dinukleotydu nikotynamido-
adeninowego) i tlenem wprowadzaja jeden atom tlenu do substratu. Mikrosomalny
uktad monooksygenaz stanowi kompleks enzymatyczny, w skiad ktérego wchodzi
reduktaza NADPH-cytochrom P-450 i cytochrom P-450. Sa to enzymy wystepujace
u bakterii, roslin oraz u wszystkich zwierzat [183, 195]. Ze wzgledu na duzy koszt
NADP postanowiono sprawdzi¢, jaka bedzie aktywnos¢ frakcji mikrosomalnej FA
i frakcji FB w przeksztatcaniu substancji promutagennych w aktywne mutagenny, ba-
zujac jedynie na naturalnym poziomie tego koenzymu wystgpujacego we frakcji, czyli
bez dodatkowego wprowadzania NADP do frakcji S9-mix.
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Badania prowadzono zgodnie z procedura klasyczna testu Salmonella, a jedynie
frakcja S9-mix nie zawierata NADP w swoim sktadzie.

SCHEMAT TESTU AMESA

12h dla TA 98 i TA 100
.__-_____}_ 17h dla YG 1041 i YG 1042

zamrozone sl
oaowla
SzCzepy bulionowa
testowe
-80 °C o
0.1ml
-, frakcja S9-mix
bagana lub bufor
proba —— fosforanowy

2ml (0.6%)
TOP--agaru
o temp. 45 °C

{— ———————1 podtoze minimalne
48h, 72h, 37 °C J7 Vogel-Bonnera

okreslenie
liczby rewertantow
do prototrofii

Wskaznik mutagennosci

_ liczba rewertantéw indukowanych

liczba rewertantéw spontanicznych

Rys. 5. Schemat wykonania testu Saimonella

5.4.5.3. Klasyczny test Salmonella bez udziatu NADP
ze zwigkszong iloscia bakterii (III)

Przypuszczano, ze znaczne zwigkszenie ilo$ci bakterii w mieszaninie inkubacyjne;j
spowoduje zwigkszenie stezenia NADP, bez dodatkowego wprowadzania tego koen-
zymu, co umozliwi przeksztalcenie promutagendw obecnych w ekstraktach pytow
w aktywne mutageny.

Test ten wykonano podobnie do testu II, z ta réznica, ze wprowadzono do niego
0,1 cm’® zawiesiny bakterii 10-krotnie zageszczonych (1-10° komérek/0,1 cm?).
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5.4.5.4. Klasyczny test Salmonella ze zwigkszong ilo$ciga bakterii (IV)

Wprowadzenie wigkszej ilosci komdrek bakteryjnych do testu moze przyczynic sig
do zwigkszenia jego czulosci na obecne w badanych prébkach zanieczyszczenia
o charakterze mutagennym.

Modyfikacja tego testu, w stosunku do metody klasycznej (I), polegata na wprowa-
dzaniu 10-krotnie zageszczonych bakterii w ilosci 0,1 cm’ (1-10° komérek/0,1 cm?).
Test wykonywano zgodnie z procedura klasyczna.

5.4.5.5. Klasyczny test Salmonella z preinkubacja
prowadzong w temperaturze 37 °C (V) i 30 °C (VI)

Okres$lano wpltyw czasu preinkubacji na efekt mutagenny ekstraktéw pyléw zawie-
szonych. Badania prowadzono na jednym wybranym stgzeniu prébki pobranej w lecie
i zimie, stgzenia te podano w tabeli 7.

Tabela 7. Stgzenia préb letnich i zimowych dla poszczegdlnych szczepéw oraz stgzenia frakcji FA i FB
stosowane w tescie preinkubacyjnym prowadzonym w temperaturze 37 °C i 30 °C

Zima Lato Zima Lato
FA Stezenie FA Stezenie FB St¢zenie FB Stezenie
Szczep | [%] probki [%] prébki [%] prébki [%] probki
[m’/ptytke] [m’/plytke] [m’/ptytke] [m’/phytke]
TA98 |6 1,56 6 12,5 9 1,56 9 12,5
T100 |6 25 3 100 9 25 9 100
YG1041 |3 0,195 3 1,56 6 0,195 6 1,56
YG1042 |3 0,78 3 25 6 0,78 6 25

Na ptytke nanoszono taka ilos¢ ekstraktu, ktéra w badaniach prowadzonych z bu-
forem w klasycznym tescie Salmonella dawata okoto dwukrotnie wigksza liczbg re-
wertantéw w stosunku do liczby rewertantéw otrzymanych w drodze mutacji spon-
taniczne;j.

W klasycznej procedurze testu (bez preinkubacji) wprowadza si¢ od razu wszystkie
sktadniki préby, co powoduje natychmiastowe rozcieficzenie badanego materiatu.
Natomiast w tescie preinkubacyjnym rozcienczenie badanych zwiazkéw nastgpuje
dopiero po okreslonym czasie inkubacji. Testowe szczepy sg wigc eksponowane na
zwigzki chemiczne w malej objetosci buforu lub frakeji S9-mix przez okreslony czas,
zanim dodany zostanie do nich Top-agar i zanim zostang wylane na podtoze minimal-
ne Vogel-Bonnera. Ponadto, test ten moze by¢ bardziej wrazliwy na nietrwale muta-
genne metabolity, ktére maja wigksza szans¢ na reakcje z DNA testowych szczepow
w malej objetosci mieszaniny reakcyjnej i w wigkszym stezeniu frakcji mikrosomalnej
niz na plytce Petriego [143].
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Testy z preinkubacja prowadzono zgodnie z metodg opisana przez Matsushima i in.
[134], stosujac rézny czas preinkubacji: 10, 20, 30 i 40 minut. Preinkubacj¢ prowa-
dzono w tazni wodnej w temperaturze 37 °C lub 30 °C, mieszajac préby z czestotli-
woscig 240 wahni¢¢/minute. Jednoczesnie z badanymi prébami przeprowadzono ba-
dania kontrolne, ktére uwzglednialty zmiany liczby rewertantéw spontanicznych
w trakcie preinkubacji.

Za mutagenne uznawano takie st¢zenie préby, ktére powoduja co najmniej dwu-
krotny wzrost poziomu mutacji (wspétczynnik MR) w stosunku do poziomu mutacji
spontanicznej charakterystycznej dla badanych szczepéw i odpowiedniego czasu pre-
inkubacji.

5.4.5.6. Test Salmonella w modyfikacji Kado (VII)

Test ten daje mozliwos$¢ okre$lenia mutagennosci ekstraktéw pytéw z wykorzy-
staniem niewielkiej ilosci badanego materiatu (do testu wprowadza si¢ 20 razy mniej
badanej probki). Sktad mieszaniny reakcyjnej jest taki sam jak w klasycznym tescie
(I), natomiast zmienione sg proporcje migdzy poszczegdlnymi sktadnikami. Do pro-
béwki wprowadza sie 0,1 cm® buforu fosforanowego lub frakeji mikrosomalnej, 0,1 cm’
10-krotnie zageszczonych bakterii (1-10° komérek/0,1 cm®) i 0,005 cm® badanego
ekstraktu. Catkowita objeto$¢ mieszaniny wynosi 0,205 cm’. Dodatkowo testowe
szczepy bakterii eksponowane s3 na badane zwiazki chemiczne w malej objetosci
przez 90 minut w temperaturze 37 °C i mieszane w azni wodnej z czgstotliwoscia
240 wahnig¢¢/minutg. Modyfikacja ta jest bardzo ekonomiczna nie tylko ze wzgledu
na mozliwo$¢ korzystania z niewielkiej ilosci badanej prébki, ale rowniez ze wzgle-
du na 5-krotnie mniejsze zuzycie homogenatu watroby, w tym kosztownego NADP
wchodzacego w sktad frakcji mikrosomalnej. Testy prowadzono zgodnie z metoda
opisanag przez Kado i in. [101].

5.4.5.7. Klasyczny test Salmonella w formie Mini
z preinkubacja prowadzona w temperaturze 37 °C (VIII)

Test ten zostal tak nazwany przez autora pracy. Jest on kompilacja klasycznego
testu Amesa z modyfikacja zaproponowana przez Kado. Mieszanina reakcyjna za-
wierata wszystkie sktadniki w takim samym sktadzie i w takich samych proporcjach
jak w tescie klasycznym (I), natomiast réznita si¢ od niego koficowa objgtoscia, kté-
ra wynosita 0,205 cm?, jak w modyfikacji Kado. Objetos¢ badanego ekstraktu pytéw
wynosita 0,03 cm®, objeto$é frakeji mikrosomalmej lub buforu 0,145 cm’. Do mie-
szaniny reakcyjnej dodawano 0,03 cm’ niezageszczonych bakterii. Préby, przed do-
daniem Top-agaru, inkubowano w tazni wodnej przez 90 minut, zgodnie z modyfi-
kacja Kado, intensywnie mieszajac z czgstotliwoscia 240 wahni¢¢/minute.
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5.4.6. Sposob przedstawienia wynikow

Badang prébke uznajemy za mutagenng, a wigc i potencjalnie kancerogenna, gdy
wystepuje liniowa zalezno$¢ dawka—odpowiedz (objetos¢ powietrza—liczba kolonii
rewertantéw) i co najmniej dwukrotny wzrost liczby rewertantéw indukowanych
w stosunku do liczby rewertantéw spontanicznych. Uzyskanie efektu toksycznego na
krzywej dawka—odpowiedZ w petlni ilustruje biologiczne dzialanie zanieczyszczen
obecnych w prébce w zaleznosci od jej stgzenia [87].

Ze wzgledu na bardzo duza liczbe danych uzyskanych w trakcie realizacji badan
niemozliwe byto zaprezentowanie ich wszystkich w niniejszej pracy. Dlatego tez zde-
cydowano si¢ na przedstawienie oceny efektu mutagennego pyléw zawieszonych
w postaci wspdtczynnika mutagennosci (MR) oraz w postaci mutagennosci (M), czyli
liczby rewertantéw indukowanych przez 1 m’® badanego powietrza.

Wspétczynnik mutagennosci obliczano ze wzoru [143, 200]:

MR = $rednia liczba rewertantéw indukowanych
$rednia liczba rewertantéw spontanicznych

Nastepnie uzyskane wspétczynniki MR dla zanieczyszczen obecnych w poszcze-
g6lnych stezeniach badanego ekstraktu powietrza, zgodnie z kolejnoscia, z jaka wy-
konywano rozcienczenia badanych prébek, przedstawiano w postaci wykresu kolum-
nowego.

Z kolei mutagenno$¢ (M) okreslano na podstawie najczesciej opisywanej w pi-
$miennictwie metody Bernstein i in. [14] opartej na maksymalnym prawdopodobien-
stwie, ktére zaktada, ze efekt mutagenny wyrazany jako liczba kolonii rewertantéw,
dla matych dawek badanych substancji lub ich mieszanin, jest w przyblizeniu liniowy.
W doniesieniach literaturowych brak jest jednoznacznej opinii, do jakich danych nale-
zy dopasowywac rozktady, czy dla wynikow testu pochodzacych ze wszystkich stezen
badanej prébki, czy tylko dla wynikéw dodatnich. Jednak, ze wzgledu na to, ze test
Salmonella jest testem okreslajacym mutagennos¢ badanej prébki, w ktéry pomija si¢
efekt toksyczny, w badaniach ograniczono si¢ do analizy wynikéw, pochodzacych
z poczatkowej liniowej czesci krzywej dawka—odpowiedz.

Do wyboru stezen, dla ktérych otrzymane wyniki liczby kolonii rewertantéw na
plytke maja charakter liniowy, zastosowano metod¢ odrzucania kolejnych danych
(ang. point rejection), poczynajac od wynikdw uzyskanych dla wszystkich zastosowa-
nych stezen badanego ekstraktu. Do oceny dopasowania otrzymanych wynikéw do
zatozonego modelu liniowej zalezno$ci dawka—odpowiedz zastosowano metodg naj-
mniejszych kwadratéw. Dla kazdego ekstraktu obliczano réwnanie wyrazone funkcja:

y=By+Bx

gdzie: y — oczekiwana liczba rewertantéw, x — badane stezenia ekstraktu powietrza,
By — liczba rewertantéw w kontroli negatywnej, B; — nachylenie krzywej badanej zaleznosci.



Tabela 8. Charakterystyka przeprowadzonych testéw

Mieszanina reakcyjna Czas preinkubacji [min]
(‘)quto‘éé Objgtosée Objetosé 5 Objetos¢ bakterii
mieszaniny | ekstraktu o . Obecno$é [pull
Nr Nazwa testu seakeyine | Byiow frakcji S9-mix NADP 1-10° | 1-10'Y
festu (] uy | "ubbuforu [ul fem® | cm? 10 | 20 | 30 | 40 | 90
I | Klasyczny 700 100 500 + 100
II | Klasyczny bez 700 100 500 100
NADP
I | Klasyczny bez NADP 700 100 500 100
ze zwigkszona iloScia
bakterii
IV | Klasyczny ze zwigk- 700 100 500 + 100
szona iloscia bakterii
V | Klasyczny 700 100 500 + 100 + + + +
z preinkubacja
w37°C
VI | Klasyczny 700 100 500 + 100 + + + +
z preinkubacja
w30 °C
VII | Klasyczny w mody- 205 5 100 + 100 +
fikacji Kado
VIII | Klasyczny 205 30 145 + 30 +
z preinkubacja
w formie Mini
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Na podstawie parametréw réwnania obliczano przewidywang liczbe kolonii re-
wertantéw indukowanych przez 1 m’ powietrza. W pierwszym kroku dopasowywano
prosta regersji do wszystkich wynikéw. Jezeli wspétczynnik B, byt ujemny, to odrzu-
cano kolejne wyniki, poczawszy od najwigkszych badanych st¢zen az do momentu
kiedy warto$¢ wspétczynnika B; byta dodatnia. Wyniki przedstawiono w postaci tabel,
w ktérych oprécz mutagennosci (M) podano otrzymane réwnania prostej regresji
i wartoéci statystyki R* informujace o stopniu dopasowania prostych regresji do da-
nych doswiadczalnych.

Wspdtczynniki korelacji pomigdzy wartosciami poszczegdlnych badanych para-
metr6w obliczano na podstawie nieparametrycznego testu Spearmana [49, 50, 51].

Wszystkie analizy, obliczenia i wykresy zostaly wykonane za pomoca programu
OriginPro 7,5 i Statistica 6.

5.5. Poréwnanie wybranych procedur testu na ekstraktach
pyléw pobranych w trzech punktach miasta

Badano prébki pytéw 1, 2, 3, 4 i 5, stosujac klasyczny test Salmonella, test prein-
kubacyjny w temperaturze 37 °C z 20-minutowa preinkubacja oraz test w modyfikacji
Kado. Badania te (trzeci etap pracy) prowadzono w celu poréwnania przydatnosci
wybranych procedur testu do okreslania mutagennosci pylowych zanieczyszczen po-
wietrza. Badania prowadzono na szczepach TA98 i YG1041. Zaréwno wymienione
testy, jak i szczepy dawaty najlepsze wyniki w badaniach nad mutagennoscia pyto-
wych zanieczyszczen powietrza pobranych zimg i latem na Starym Miescie (pierwszy
i drugi etap pracy).



6. Omowienie wynikéw badan

6.1. Pobor i analiza chemiczna probek pytow

Stezenia pytu zawieszonego frakcji PM10 stwierdzone na wybranych, czterech
stanowiskach badawczych we Wroctawiu w latach 2002-2007 wahaty si¢ w zakresie
od 38,33 pg/m’ do 138,93 ug/m’, natomiast stezenia zaadsorbowanych na pyle za-
wieszonym zwigzkéw organicznych (substancje smotowe) wahaty si¢ w zakresie od
7,56 ug/m’ do 145,15 pg/m’ (tab.9). Stezenia pytu zawieszonego i zaadsorbowanych
na nim zanieczyszczen organicznych byty znacznie wigksze zima niz latem i wiosna.
Wartoéci odniesienia dla okresu 24 godzinnego wynosza 125 pg/m’® w przypadku
stezenia pytu PM10 i 50 ug/m’ dla substancji smotowych (DzU 55/98, poz. 355).

Tabela 9. Zestawienie danych dotyczacych poboru prébek pytéw frakcji PM10

Czas poboru | Objetos¢ | Masa | Masa substancji
Rodzaj prébki [h] powietrza | pyléw smotowych

m’] | [pg/m’]|  [pg/m’]
Zima (Stare Miasto) 960 122 326,0 | 57,8428 17,57
Lato (Stare Miasto) 1669 161 004,0 | 43,737 7,56
Lato (ul. Strachocinska) (1) 67 4 542,6 57,17 19,90
Lato (pl. Grunwaldzki) (2) 96 64749 38,33 26,68
Zima (ul. Strachocifiska) (3) 119 8035,0 | 138,93 145,15
Zima (pl. Grunwaldzki) (4) 105 7 069,0 87,32 51,04
Wiosna (ul. Norwida) (5) 192 13119,9 | 46,99 34,76

Zestawienie danych dotyczacych probek pytéw pobieranych w okresie zimowym
i letnim na Starym Miescie wskazuja na réznice w ilosci uzyskanych pytow i wyeks-
trahowanych substancji smotowych. Ilo§¢ uzyskanych pytléw w okresie zimowym sta-
nowita 132% w stosunku do ilosci pytéw pobranych w okresie letnim, natomiast ilo$¢
substancji smotowych w prébce pobranej zimg wynosita 232% w stosunku do prébki
pobranej latem. Z kolei w przypadku probek badanych w trzecim etapie pracy stwier-
dzono ok. 2,5 razy wiecej ilodci pyléw w prébkach pobranych zima niz w prébkach
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pobieranych, na tych samych stanowiskach, w lecie. Ilosci oznaczonych pyléw mie-
Scity sie w granicach 38,33 pg/m® (2) — 138,93 ug/m’ (3). Z kolei ilosci substancji
smotowych wahaty sie od 19,9 pg/m® (1) do 145,15 pug/m’ (3). Na stanowisku trzecim
stwierdzono najwigksze ilosci zanieczyszczen pytowych i substancji smotowych, wy-
nosity one w zimie 138,93 pg/m’ i 145,15 ;,Lg/m?’. Stanowisko to zlokalizowane byto
na peryferiach miasta w miejscu o natgzonym ruchu komunikacyjnym, gdzie przez
caly rok stosuje si¢ w duzym stopniu paleniska domowe. Prébka pyléw pobierana
w okresie wiosennym na wysokosci drugiego pietra zawierata 46,99 ug/m’ zanie-
czyszczen pytowych i 34,76 pg/m’ substancji smotowych.

Ogotem w ekstraktach pytowych zanieczyszczen powietrza stwierdzono obecnosé
16 WWA i ich nitrowych pochodnych (tab. 11 i 12) z 20 (tab. 10) wytypowanych do
analizy na podstawie danych z pi$miennictwa i mozliwosci badawczych. Wybrano
takie zwiazki chemiczne, ktére sa najczestszym skladnikiem zanieczyszczen powietrza
i maja niekorzystny wptyw na zdrowie ludzi [178, 188, 219].

Tabela 10. Kancerogennos¢ analizowanych WWA i nitroWWA

Wzgledny wspétczynnik
Zwigzek chemiczny Skrét Numer CAS* | Kancerogenno$¢” kancerogennosci

k(.'
Fenantren Fen 85-01-8 3 0,001
Antracen A 120-12-7 3 0,01
Fluoranten Flu 86-73-7 3 0,001
Piren Pyr 129-00-0 3 0,001
Benzo[a]antracen B[a]A 56-55-3 2A 0,1
Chryzen Chr 218-01-9 3 0,01
Benzo[b]fluoranten B[b]F 205-99-2 2B 0,1
Benzo[k]fluoranten B[k]F 207-08-9 2B 0,1
Benzo[a]piren B[a]P 50-32-8 2A 1
Dibenzo[a,h]antracen D[a,h]A 53-70-3 2A 5
Benzo[g,h,i]perylen B[g,h,i]P 191-24-2 3 0,01
Indeno[1,2,3-c,d]piren 1[1,2,3-c,d]P 193-39-5 2B 0,1
1-nitronaftalen - 86-57-7 3 -
2-nitrofluoren - 607-57-8 2B -
9-nitroantracen — 602-60-8 3 —
3-nitrofluoranten - 892-21-7 3 -
1-nitropiren - 5522-43-0 2B -
1,3-dinitropiren - 75321-20-9 3 -
1,6-dinitropiren - 42397-64-8 2B -
1,8-dinitropiren - 42397-65-9 2B -

* Chemical Abstract Service registry number.
® Wedlug IARC: grupa 2A — prawdopodobny kancerogen, grupa 2B — mozliwy kancerogen, grupa 3 — nie-
sklasyfikowany jako kancerogenny dla ludzi.
¢ Wzgledne wspétczynniki kancerogennosci (wg Nisbet i LaGoy) dla poszczegélnych WWA w sto-
sunku do B[a]P [178, 188].
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Najwigksza ilos¢ zaadsorbowanych na pytach WWA odnotowano w zimie (tab. 11).
Suma wykrytych WWA w tym okresie wahala si¢ w zakresie od 25,824 ng/m do
44,192 ng/m’. Z kolei w prébkach pyléw pobranych latem od 2,342 ng/m do 7,447 ng/m’,
aw prébce pobranej w okresie wiosennym wynosita 9,778 ng/m’. Wsréd obecnych
w ekstraktach WWA byly trzy (benzo[a]antracen, benzo[a]piren, dibenzo[a,h]antracen]
klasyfikowane przez IARC (Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem) jako nale-
zace do grupy weglowodoréw prawdopodobnie rakotwérczych dla ludzi (2A) (tab. 10)
oraz trzy (beno[b]fluoranten, benzo[k]fluoranten], indeno[1,2,3-c,d]piren) zaklasyfi-
kowane do grupy 2B, przypuszczalnie rakotwérczej dla ludzi.

We wszystkich prébkach pytu stwierdzono obecno$¢ benzo[a]pirenu, ktérego ste-
zenia wahaty sie w zakresie od 7,98 ng/m’ (zima, Stare Miasto) do 0,438 (2) ng/m’.
Dopuszczalne stgzeme dla tego weglowodoru dla okresu 24-godzinnego wynosi
w Polsce 5 ng/m’ (DzU 55/98, poz. 355). Benzo[a]piren jest zwiazkiem wskazniko-

wym, wobec ktérego oceniana jest sita dziatania kancerogennego innych WWA [188].
Dla tego zwiazku przyjeto wzgledny wspéiczynnik kancerogennosci k = 1 (tab. 10).
Wigksza sila dziatania kancerogennego odznacza sie tylko benzo[a]antracen (k = 5),
ktérego obecnos$¢ stwierdzono réwniez w badanych probkach. Zawartos¢ ben-
zola]pirenu ksztattowala si¢ na poziomie 1/5-1/10 sumy zawartosci wszystkich
WWA. Stanowito to od 10,26% (4) do 21,9% (1) catkowitego stezenia WWA w bada-
nych ekstraktach.

Tabela 11. Stgzenie WWA w organicznych ekstraktach pyléw zawieszonych frakcjii PM10

Stezenie WWA w ekstraktach pytéw [ng/m?]
Badany Zima Lato Lato Lato Zima Zima Wiosna
WWA (Stare Miasto) | (Stare Miasto) [ (1) 2) 3) @ ®)

Fen 3,127 0,855 0,106 0,374 6,252 3,792 1,001
A 0,360 0,044 0,016 0,034 0,856 0,562 0,109
Flu 7,488 1,069 0,270 0,574 4,336 5,314 1,664
Pyr 8,340 0,988 0,150 0,360 11,244 4,58 1,410
B[a]A 3,144 0,286 0,088 0,174 4,24 1,32 0,638
Chr 1,911 0,343 0,120 0,220 3,1 2,28 0,432
B[b]F 2,832 0,955 0,518 0,654 2,8 0,372 0,820
B[k]F 1,702 0,267 0,164 0,222 1,844 0,85 0,300
B[a]P 7,980 0,765 0,514 0,438 7,788 2,65 1,870
D[a,h]JA 0,284 0,112 0,242 0,194 0,364 0,224 0,035
B[g,h,i]P 1,776 1,233 0,154 0,366 0,984 2,19 0,762
I[1,2,3-¢,d]P 1,726 0,530 n.W. n.w. 0,384 1,69 0,733
SUMA 40,670 7,447 2,342 3,610 44,192 25,824 9,778

n.w.— nie wykryto

W ekstraktach pytéw okreslano réwniez zawarto$¢ nitrowych pochodnych WWA
(tab. 12). Suma stezen tych zwiazkéw wahata si¢ w granicach od 7,05 ng/m® (3) do
0,29 ng/m’ (2). W prébkach nie stwierdzono wystgpowania badanych dinitroWWA
w granicach ich oznaczalnosci (tab. 2). Stwierdzono natomiast wystgpowanie mono-
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nitropochodnych WWA, wsréd ktérych obecne byty nalezace do grupy 2B (tab. 10)
2-nitrofluoren i 1-nitopiren, 2-nitrofluoren wystgpowat we wszystkich badanych eks-
traktach natomiast obecnos$¢ 1-nitropirenu stwierdzono tylko w prébkach pobranych
zimg i wiosna. Duze ilo$ci 2-nitrofluorenu wykryto w prébkach pobranych w zimie.
W tych ekstraktach pylu stanowit on okoto potowe zawartosci nitroWWA. W préb-
kach pobranych wiosna (5) i latem (1) jego ilos¢ stanowila okoto 38%. W prébce 2,
pobranej latem, byla to jedyna mononitropochodna wykryta na tym stanowisku. Naj-
wiecej rodzajéw zwiazkéw nalezacych do nitropochodnych WWA wykryto w eks-
traktach pytéw pobranych zima i wiosna. Najwigksze ich stgzenie stwierdzono
w prébce 3 pobranej zima na ul. Strachocinskiej. Wynosito ono 7,05 ng/m’.

Tabela 12. Stgzenie nitroWWA w organicznych ekstraktach pyléw zawieszonych frakcji PM10

Stezenie nitroWWA w ekstraktach pyléw [ng/m3]

Badany Zima Lato Lato Lato Zima Zima Wiosna
nitroWWA (Stare Miasto) | (Stare Miasto) 1) 2) 3) ) 5)
1-nitronaftalen 0,58 0,47 0,45 n.w. 0,83 0,45 0,11
2-nitrofluoren 1,88 0,31 0,28 0,29 3,36 1,41 0,24
9-nitroantracen 0,87 0,52 n.w. n.W. 1,84 0,74 0,12
3-nitrofluoranten 0,5 n.w. n.w. n.w. 0,6 0,3 0,11
1-nitropiren 0,48 n.Ww. n.w. n.w. 0,42 0,26 0,05
1,3-dinitropiren n.w. n.w. n.w. n.w. n.w. n.w. n.w.
1,6-dinitropiren n.w. n.w. n.w. n.w. n.w. n.w. n.W.
1,8-dinitropiren n.w. n.w. n.w. n.W. n.w. n.w. n.w.
SUMA 3,43 1,6 0,73 0,29 7,05 3,16 0,63

n.w.— nie wykryto

Poszczegodlne ekstrakty réznilty si¢ migdzy sobg zaréwno sumaryczng zawartoscia,
jak i procentowym udziatem poszczegdlnych WWA i nittoWWA. Na podstawie uzy-
skanych wynikéw nalezy si¢ spodziewa¢ mutagennego dziatania ekstraktéw zanie-
czyszczen pytowych. Ze wzgledu na duze stezenia WWA i nitroWWA stwierdzone
w ekstraktach prébek pytéw pobieranych w okresie zimowym prébki te powinny wy-
kazywac¢ wigksze dziatanie mutagenne niz ekstrakty pytléw pobranych w lecie.

6.2. Ustalenie optymalnego stezenia frakcji dla klasycznej
metody testu Salmonella i testu w modyfikacji Kado

Ustalano optymalne stgzenia frakcji FA i FB w S9-mix wobec wybranych stezen
prébek pobranych zima i latem na Starym Mieécie (tab. 5 i 6). Badania prowadzono
testem klasycznym i testem w modyfikacji Kado na czterech szczepach testowych.
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W tedcie klasycznym, w mieszaninie reakcyjnej, badane zanieczyszczenia stano-
wia 1/5 objetosci frakcji S9-mix. W teScie Kado wprowadza si¢ 1/20 objetosci eks-
traktow w stosunku do objetosci S9-mix. Dlatego spodziewano si¢ innego optymalne-
go stezenia frakcji S9 w S9-mix potrzebnego do przeprowadzenia obu tych testow.

Wyniki badan otrzymane dla testu klasycznego przedstawiaja rysunki 6, 9, 121 15.
Na podstawie tych wynikéw mozna stwierdzi¢, iz liczby uzyskiwanych rewertantow
poszczegblnych szczepdw testowych byty zalezne od stgzenia frakcji FA i FB.

W przypadku szczepu TA98 najwigksza liczbe rewertantéw zaobserwowano dla
stezenia frakcji FA 6% i dla stgzenia frakcji FB 9%, zaréwno w testach z ekstraktami
pobranymi latem, jak i zima (rys. 6).

Salmonella typhimurium TA 98

459 Test klasyczny

80 | _m— FA, probka zimowa — 1,56 m*plytke

35| |—e— FA, prébka letnia - 12,5 m*/plytke
—aA— FB, probka zimowa — 1,56 m”/piytke
—&— FB, probka letnia - 12,5 m¥piytke

30

MR
N

o

!

stezenle frakcji na ptytke [%]

Rys. 6. Zalezno$¢ MR od stgzenia FA i FB dla szczepu TA98 (test klasyczny)

Dla szczepu TA100 (rys. 9) badanego w obecnosci probki pobranej latem i roz-
nych stezen frakcji FA otrzymano ciagly wzrost wartosci MR w badanym zakresie stg-
zef tej frakcji. Jednak wzrost stezenia tej frakcji powyzej 3% skutkowat juz niewiel-
kimi zmiany liczby rewertantéw (MR w granicach od 1,73 dla 3% do 2,11 dla 12%).
W przypadku pozostatych ekstraktéw obserwowano, podobnie jak w badaniach ze
szczepem TA98, wystepowanie wyraznego optimum wartosci wspoiczynnika MR
przypadajacego na te same stgzenia FA (6%) i FB (9%).

Z kolei dla szczep6w testowych YG1041 i YG1042 (rys. 12, 15), pomimo znacz-
nych réznic w liczbie uzyskiwanych rewertantéw, maksimum MR przypadato na
mniejsze stezenia frakcji FA, w poréwnaniu do wynikéw uzyskanych dla szczepow
TA98 i TA100. Wynosito ono 3% zaréwno dla prébki pobranej latem, jak i zima.
Optymalne stezenie frakcji FB, w przypadku obu tych prébek, dla szczepu YG1041
wynosilo 9%, a dla szczepu YG1042 6%. Ze wzgledu na to, iz uzyskiwane wspot-
czynniki MR dla szczepu YG1041 w obecnosci 6% i 9% FB nie réznity si¢ az tak wy-
raznie, w dalszych badaniach, ze wzgledéw ekonomicznych, stosowano dla tego
szczepu 6% stezenie FB.
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Salmonella typhimurium TA 98 - - 4

Test klasyczny w modyfikacji Kado —&— FA, prébka zimowa — 1,26 m"/plytke
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1] —A— FB, probka zimowa — 1,26 mplytke
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Rys. 7. Zalezno$¢ MR od stezenia FA i FB dla szczepu TA98 (test w modyfikacji Kado)

Salmonella typhimurium TA 98
Test klasyczny w modyfikacji Kado
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—@— FB, 2AF — 0,125 ug/ptytke

10 4

MR
o
|

stezenie frakcji na ptytke [%]

Rys. 8. Zaleznos¢ MR od stgzenia FA i FB dla szczepu TA98 w obecnosci mutagenu pozytywnego

Wyniki badan uzyskane w tescie prowadzonym w modyfikacji Kado zamieszczo-
no na rysunkach 7, 10, 13 i 16. Réwniez w tych badaniach liczba uzyskiwanych re-
wertantéw dla poszczegdlnych szczepéw testowych byla zalezna od stezenia frakcji
FA i FB i wykazywata mniej lub bardziej wyrazne maksimum.

W wigkszosci przypadkow 3% stezenie frakcji FA i FB okazato si¢ wystarczaja-
ce do przeprowadzenia promutagenéw w mutageny bezpo$rednie. Tak bylo dla
szczepow TA98, TA100 i YG1041 w badaniach prowadzonych z frakcja FB. Jedy-
nie dla szczepu TA98 (rys. 7), w przypadku prébki pobranej zima, najwiekszy
wspotczynnik MR dla frakeji FA uzyskano przy jej 9% stezeniu. Jednak réznica MR
pomigdzy stezeniem 3% a 9% byta bardzo niewielka (MR réwne odpowiednio 10,2



MR

MR

Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagennosci ... 69

Salmonella typhimurium TA 100
Test klasyczny

—m— FA, prébka zimowa — 25 mpiytke
—e— FA, probka letnia — 50 m*ptytke
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Rys. 9. Zalezno$¢ MR od stezenia FA i FB dla szczepu TA100 (test klasyczny)
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Rys. 10. Zaleznos¢ MR od stgzenia FA i FB dla szczepu TA100 (test w modyfikacji Kado)

110,6). Z kolei w badaniach prébki pobranej zimg ze szczepem TA100 (rys. 10) najlep-
szym okazalo sie stezenie 9% frakcji FA, a dla probki pobranej latem 6% FA. W przypad-
ku szczepu YG1041 (rys. 13) dla obu badanych frakcji optymalne byto stezenie 3%. Na-
tomiast w badaniach z frakcja FB ekstraktéw zanieczyszczen pobranych latem izima
szczepem YG1042 (rys. 16) uzyskano najwigksze wartosci wspoéiczynnika MR dla stgze-
nia wynoszacego 9%. Z kolei dla probki pobranej w lecie, badanej w obecnosci frakcji
FA, najbardziej optymalne byto jej 6% stezenie. Jednak dla tej ostatniej frakcji réznica
pomigdzy MR dla stezenia 6% (MR = 1,28) 1 3% (MR = 1,25) byta niewielka.
W tabeli 13 podano wartosci stezen frakcji FA i FB wybrane do dalszych badan.
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Tabela 13. Stezenia frakcji FA i FB wybrane do dalszych badan
Zima Lato Zima Lato
Stare Miasto Stare Miasto Stare Miasto Stare Miasto
Szczep FA FA FA FA FB FB FB FB
[%] [%] (%] [%] [%] [%] [%] [%]
Klasyczny | Kado Klasyczny | Kado | Klasyczny | Kado | Klasyczny | Kado
TA98 6 3 6 3 9 3 9 3
T100 6 9 3 6 9 3 9 3
YG1041 3 3 3 3 6 3 6 3
YG1042 3 3 3 3 6 9 6 9

MR

3,6
3,4
3,2
3,0-:
2,8 -
26 -
2,4—-
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2,0 -
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Rys. 11. Zalezno$¢ MR od stezenia FA i FB dla szczepu TA100 w obecnosci mutagenu pozytywnego
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Rys. 12. Zaleznos¢ MR od stgzenia FA i FB dla szczepu YG1041 (test klasyczny)
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Salmonella typhimurium YG 1041

—®— FA, prébka zimowa — 0,78 m/plytke
—@— FA, prébka letnia — 0,3125 m*/plytke
—4A— FB, probka zimowa — 0,078 m*/plytke

—k— FB, prbka letnia — 0,3125 m%plytke
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Rys. 13. Zalezno$¢ MR od stgzenia FA i FB dla szczepu
YG1041 (test w modyfikacji Kado)

Jednoczesnie prowadzono badania testem w modyfikacji Kado zaleznosci liczby
rewertantéw od stezenia frakcji FA i FB dla nastgpujacych, wybranych, mutagenéw
diagnostycznych: 2AF dla szczepéw TA98, TA100 i YG1041 oraz 2AA dla szczepu
YG1042 w stezeniu 0,125 pg na ptytke (rys. 8, 11, 14, 17).

Salmonella typhimurium YG 1041
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3,5 -

3,0
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2,5+
2,0 4
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stezenie frakcji na ptytke [%]

Rys. 14. Zalezno$é MR od stezenia FA i FB dla szczepu YG1041
w obecnosci mutagenu pozytywnego

Wyniki uzyskane dla frakcji FA wykazaty istnienie wyraznego maksimum wsp6t-
czynnika MR dla st¢zenia frakcji wynoszacego 3%. Dalsze zwigkszanie stezenia tej
frakcji mikrosomalnej w tescie wptywato na wyrazne zmniejszenie wspdtczynnika
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MR. W przypadku frakcji FB maksimum MR osiagano dla réznych stezen: szczep
TA98 — 6%, TA100 — 3%, YG1041 — 6%, a YG1042 - 9%.

Salmonella typhimurium YG 1042
_ Testklasyezny —m— FA, prébka zimowa - 0,195 m¥plytke
2,4 H —®— A, prébka letnia — 25 m¥/plytke
—=A— FB, prébka zimowa — 0,195 m”/piytke
—&— FB, probka letnia — 25 m*/plytke

2,2

2,0 A

MR
o
1

stezenle frakcji na plytke [%]

Rys. 15. Zalezno$¢ MR od st¢zenia FA i FB dla szczepu YG1042 (test klasyczny)

Salmonella typhimurium YG 1042 .
Test klasyczny w modyfikacji Kado —=— FA probka zimowa — 0,165 m”/pytke

—e— FA, prébka letnia — 2,5 m*/plytke
—A— FB, prébka zimowa — 0,165 m”/ptytke
—— FB, prébka letnia — 2,5 m*/pytke

0,9 LS EEELESS S S S G SEiCES TR Ge i | T T T 71
stezenie frakcji na plytke [%]

Rys.16. Zalezno$¢ MR od stezenia FA i FB dla szczepu
TAYG1042 (test w modyfikacji Kado)

Uzyskane wyniki wskazuja na koniecznos¢ kazdorazowego doboru optymalnego
stezenia frakcji mikrosomalnej wprowadzanej do testu. W przypadku frakcji FA do-
bér ten mozna prowadzi¢ na podstawie mutagenu pozytywnego, poniewaz wyzna-
czone optymalne st¢zenie FA dla 2AF i 2AA pokryto si¢ z optymalnym stezeniem
FA wyznaczonym dla badanych ekstraktéw pylowych zanieczyszczen. Jednak
w przypadku frakcji FB nalezy wyznacza¢ jej optymalne stezenie wprowadzane do
testu na podstawie badanej préby lub innego mutagenu diagnostycznego.
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Salmonella typhimurium YG 1042

Test kl i Kad
4,0 - es asyczny w modyfikacji Kado FA 2AA— 0125 ng/plytke

—&— FB, 2AA-0,125 pg/ptytke

3,5 -

3,0 4

2,5 4

MR

2,0

1,5 -

1,0

stezenie frakcji na ptytke [%]

Rys.17. Zalezno$¢ MR od stgzenia FA i FB dla szczepu YG1042 w obecnosci mutagenu pozytywnego

6.3. Wplyw modyfikacji klasycznego
testu Salmonella na rezultaty badan

Badania prowadzono z udzialem pylowych zanieczyszczen powietrza pobranych
zima i latem na Starym Miescie. Testy wykonano na czterech szczepach bez aktywacji
metabolicznej i z aktywacja metaboliczng frakcja mikrosomalng FA i FB. Wyjsciowe
ekstrakty pylow stosowano w testach tak, aby na ptytki wprowadzi¢ ilosci ekstraktéw
pochodzace z réznych objetosci badanego powietrza, w zalezno$ci od wprowadzonej
modyfikacji. Ekstrakty zanieczyszczen przebadano w o$miu testach rézniacych sie
procedurg badawcza:

e Test I — test klasyczny Salmonella stanowiacy punkt odniesienia dla rezultatéw
uzyskanych w innych testach.

e Test II — test klasyczny Salmonella bez udziatu NADP w sktadzie frakcji S9-mix
mial odpowiedzie¢ na pytanie czy do transformacji promutagenéw w aktywne muta-
geny wystarczajacy jest naturalny poziom tego koenzymu wystepujacy we frakcji mi-
krosomalne;.

e Testy ze zwigkszong iloscia bakterii: test III — test klasyczny Salmonella bez
udziatu NADP z 10-krotnie zwigkszong iloscig bakterii i test IV — test klasyczny Sal-
monella z 10-krotnie zwigkszong iloscig bakterii prowadzono w celu sprawdzenia czy
zwigkszenie ilosci komérek bakteryjnych w mieszaninie reakcyjnej, w stosunku do
ilosci zanieczyszczen obecnych w badanych ekstraktach, wptynie na zwiekszenie jego
czutosci.
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e Testy z preinkubacja: test V — test klasyczny Salmonella z preinkubacjg w 37 °C
i test VI — test klasyczny Salmonella z preinkubacjg w 30 °C mialy na celu odpowie-
dzie¢ na pytanie, jaka temperatura i jaki czas kontaktu badanych zanieczyszczen ze
szczepami testowymi w malej objetosci mieszaniny reakcyjnej beda najbardziej opty-
malne w wykrywaniu mutagennego dziatania pylowych zanieczyszczen powietrza.

e Testy ze zmniejszong iloScia materiatu badawczego: test VII — test klasyczny
Salmonella w modyfikacji Kado i test VIII — test klasyczny Salmonella z preinkubacja
w formie Mini. Test w modyfikacji Kado pozwala wykrywaé efekt mutagenny
w matej objetosci badanej prébki przy 10-krotnie zwigkszonej ilosci bakterii oraz przy
zmienionych proporcjach pomigdzy poszczegdlnymi sktadnikami mieszaniny reakcyj-
nej. Wprowadzenie wtasnej modyfikacji testu klasycznego w formie Mini miato na
celu uzyskanie informacji czy zmniejszenie ilosci materiatu badawczego, z zachowa-
niem takiej samej proporcji migdzy wszystkimi sktadnikami mieszaniny reakcyjnej
jak w tescie klasycznym i wprowadzeniu dodatkowej 90-minutowej preinkubacji
w temperaturze 37 °C, wplynie na skuteczniejsze wykrywanie efektu mutagennego
zanieczyszczen pytlowych.

6.3.1. Wyniki testow z udziatem szczepu
Salmonella typhimurium TA98

Test klasyczny Salmonella (test I)
Badania prowadzono, dodajac na ptytki ekstrakty zanieczyszczen pochodzace z za-
kresu od 100 m’ do 0,195 m® powietrza. W tescie tym nie uzyskano efektu toksycznego

Salmonella tyhimurium TA98
Test klasyczny
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8 7 8-0,78 m°
6] 75 N 9-0,39m3
4] 7 3
. % 10-0,195m
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m’® powietrza na plytke

Rys. 18. Wspélczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym dla prébki pobranej zima
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w najwigkszym badanym stgzeniu zanieczyszczen powietrza. Zaobserwowano jedynie
zwigkszone liczby rewertantéw (LR) wraz ze zwigkszeniem st¢zenia zwigzkéw che-
micznych obecnych w badanych prébkach. Wigksze MR uzyskano w badaniach
w obecnosci frakcji FB w por6éwnaniu do badan w obecnosci frakeji FA (rys. 18, 19).

Najwieksze wartoéci wspStczynnika MR (MR = 26,88 przy 100 m*/ptytke) uzy-
skano dla ekstraktu prébki pobieranej w okresie zimowym badanej bez udziatu frak-
cji (-F). Ekstrakt ten zawieral wigc wigksza liczbe mutagendéw bezposrednich typu
zmiany fazy odczytu niz mutagenéw posrednich. Zdecydowanie mniejsze (MR =
16,01 dla FA i MR = 16,19 dla FB przy 100 m*/ptytke), lecz zblizone do siebie warto-
sci MR, cho¢ wigksze dla frakcji FB, uzyskano w testach przeprowadzonych w obec-
nosci obu frakcji mikrosomalnych. Dowodzi to, ze enzymy obu frakcji wykazywaty
podobna aktywno$¢ w przeksztatcaniu promutagenéw w mutageny bezposrednie.
Najmniejsze stgzenie ekstraktu probki zimowej, ktére we wszystkich testach (-F, FA,
FB) wywotato efekt mutagenny (MR > 2), wynosito 1,56 m*/ptytke. Z kolei wartoéci
mutagennosci M (tab. 14), czyli liczby rewertantéw indukowanych przez 1 m® bada-
nego powietrza, byly najwigksze w obecnosci frakcji FB (M = 89 rew./m’) i frakcji FA
(M = 83 rew./m’) w poréwnaniu do badaf wykonywanych bez udziatu frakcji S9 (M =
69 rew./m>).

Salmonella tyhimurium TA98
Test klasyczny
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Rys. 19. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane
w tescie klasycznym dla prébki pobranej latem

Ekstrakt probki pobranej w okresie letnim charakteryzowat si¢ mniejszym wspot-
czynnikiem MR w stosunku do wynikéw, jakie uzyskano dla probki pobranej w zimie.
Dotyczylo to zwlaszcza wspStczynnika MR (MR = 6,81 przy 100 m*/ptytke) uzyska-
nego w tescie bez frakcji (-F). Jest to uzasadnione, poniewaz w prébce pobranej
w okresie letnim stwierdzono mniejszg koncentracje pyldw i mniejsze ilosci badanych
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WWA oraz ich nitrowych pochodnych (tab. 9, 11, 12). W przypadku tego ekstraktu wigk-
szy wsp6tczynnik MR (MR = 7,25 dla FA i MR = 8,22 dla FB przy 100 m’/ptytke) uzy-
skano w badaniach z frakcja mikrosomalna, $wiadczace o przewadze zwigzkéw o cha-
rakterze promutagenéw. Podobnie jak dla prébki pobranej zima wspétczynnik MR byt
wigkszy dla frakcji FB. Najmniejsze stezenie ekstraktu pyléw pobieranych w lecie,
ktére wywotywato efekt mutagenny, w badaniach prowadzonych bez frakcji i z obu
frakcjami, zawierato zanieczyszczenia pochodzace z 12,5 m® powietrza. Wyniki badan
przedstawione w postaci mutagennosci dla prébki pobranej latem byly zblizone (tab.
14). Najwieksza mutagennos¢ otrzymano w rezultacie badan prowadzonych z frakcja
FA (M = 54 rew./m’) i FB (M = 48 rew./m’). W przypadku testu prowadzonego bez
udziatu frakcji mutagenno$é¢ wynosita 41 rew./m’.

Test klasyczny Salmonella bez udzialu NADP (test 1I)

Test klasyczny bez obecnosci NADP prowadzono, dodajac na ptytki ekstrakty za-
nieczyszczen pochodzace z zakresu od 100 m® do 0,78 m® powietrza. W badanym za-
kresie st¢zen zanieczyszczen, z wyjatkiem probki pobranej w lecie, w tescie przepro-
wadzanym z aktywacjaq metaboliczng frakcja FA, otrzymano nieco mniejsza liczbe
rewertantéw niz w tescie klasycznym (rys. 20, 21).

Zaréwno dla prébki pobranej zima, jak i latem nie stwierdzono efektu toksycznego
w najwigkszym badanym stezeniu zanieczyszczen powietrza. Obserwowano jedynie
zmniejszenie si¢ wspdiczynnika MR wraz ze zmniejszeniem stezenia badanych pro-
bek. Zdecydowanie wigksza liczbg rewertantéw stwierdzono dla ekstraktu prébki po-
branej zimg w poréwnaniu do prébki pobranej latem. Wigkszy wspétczynnik MR uzy-
skano w badaniach prowadzonych z udziatem enzymoéw frakcji FA. Warto$¢ MR, przy
stezeniu zanieczyszczen pochodzacym ze 100 m?, dla prébki pobranej zima w tescie
z ta frakcjqg wynosita 14,09, a dla prébki pobranej latem 9,64. W przypadku testéw

Salmonella typhimurium TA98

Test klasyczny bez dodatku NADP
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Rys. 20. Wspélezynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP dla prébki pobranej zimg
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Salmonella typhimurium TA98
Test klasyczny bez dodatku NADP
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Rys. 21. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP dla prébki pobranej latem

z frakcja FB wspoétczynnik MR wynosit odpowiednio 9,23 i 7,07. Wynika z tego, ze
do pelnej aktywnosci enzyméw mikrosomalnych frakcji FB potrzebna jest w wiek-
szym stopniu obecnos$¢ koenzymu NADP. Dla prébki pobranej zima, badanej w obec-
nosci FA, mutagennos¢ M wynosita 53 rew./m’, a w obecnoéci FB 88 rew./m’. Z kolei
w przypadku prébki pobranej w lecie mutagennos¢ wynosita odpowiednio 33 rew./m’
i 49 rew./m’ (tab. 14). Liczba rewertantéw indukowanych przez 1 m® badanego po-
wietrza byta wigc wigksza w przypadku badan prowadzonych z enzymami frakcji FB.

Najmniejsze st¢zenia, ktére dawaty efekt mutagenny (MR > 2), dla ekstraktu
probki pobieranej zima, wynosily zaréwno dla frakcji FA, jak i dla frakcji FB
1,56 m’/ptytke (tak jak w tescie I). Dla prébki pobieranej latem stezenie progowe wy-
nosito 12,5 m’/ptytke, dla badan w obecnosci obu frakcji. Bylo wiec takie samo jak
w przypadku testu klasycznego (I).

Test klasyczny Salmonella bez udzialu NADP ze zwigkszong iloscig bakterii (III)

Wyniki uzyskane dla klasycznego testu Salmonella prowadzonego bez udziatu
NADP z 10-krotnie zwigkszona iloscig bakterii réwniez nie pozwolily wyznaczyé
efektu toksycznego dla najwigkszego badanego stezenia zanieczyszczen (rys. 22, 23).

Test ten, podobnie jak poprzedni, prowadzono, dodajac na ptytki ekstrakty zanie-
czyszczen pochodzace z zakresu od 100 m® do 0,78 m® powietrza. W przypadku tego
testu uzyskano rowniez mniejsza liczbg¢ LR dla prébki pobranej latem w poréwnaniu
do prébki pobranej zimg. Wartosci wspdtczynnika MR, jakie otrzymano dla badan
prowadzonych z frakcja FA, podobnie jak w tescie II, byly wigksze niz dla badan
prowadzonych z frakcja FB. Co potwierdza spostrzezenie, ze w skladzie frakcji FB
bardziej potrzebny jest NADP. Moze to wynika¢ z wigkszej aktywnosci enzyméw
wchodzacych w skiad tej frakcji. Dodanie wigkszej ilosci bakterii spowodowato
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znaczny wzrost wartosci wspétczynnika MR w przypadku prébki zimowej i nieznacz-
ny w przypadku prébki letniej, badanej w obecnosci frakcji FA, w poréwnaniu do testu
IiII. Z kolei test przeprowadzany z frakcja FB w obecnosci ekstraktu zanieczyszczen
pobranych w lecie wykazal zmniejszenie MR w poréwnaniu do poprzednich testow.
Otrzymano réwniez duzo wigksza mutagennos¢ M (tab. 14). Liczba rewertantéw indu-
kowanych przez 1 m’ badanego powietrza wynosita 1227 (FA) i 1504 (FB) w przypad-
ku prébki pobranej zima oraz 337 (FA) i 303 (FB) w obecnosci probki pobranej latem.

Salmonella typhimurium TA98
Test klasyczny bez dodatku NADP
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Rys. 22. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP z 10-krotnie wigkszg iloscig bakterii dla prébki pobranej zima

Salmonella typhimurium TA98
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Rys. 23. Wspélczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym bez NADP
z 10-krotnie wigksza iloscia bakterii dla prébki pobranej latem
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Stezenia progowe, dla ktérych uzyskano MR > 2, wynosity dla prébki pobrane;j
zima w przypadku badan prowadzonych z FA 3,125 m’/ptytke, a dla badan prowadzo-
nych z FB 6,25 m’/ptytke. Natomiast dla ekstraktu prébki pobranej latem dla badarn
z FA 6,25 m*/plytke, a dla badan z FB az 25 m*/plytke.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze 10-krotne zwigkszenie ilosci bakterii Salmonella
typhimurium TA98 powoduje wyrazne zwigkszenie stezenia wywotujacego efekt mu-
tagenny badanych ekstraktéw (z wyjatkiem badan prowadzonych dla prébki pobrane;j
latem z frakcja FA).

Test klasyczny Salmonella z 10-krotnie zwigkszong iloscig bakterii (IV)

W tescie klasycznym, ktéry zmodyfikowano przez wprowadzenie 10-krotnie wigk-
szej ilosci bakterii, zaobserwowano w catym badanym zakresie stezen ekstraktow po-
wietrza (100-0,0485 m’) jedynie zwiekszenie LR wraz ze wzrostem stezenia zanie-
czyszczen wprowadzanych na plytke (rys. 24, 25). Tak jak w poprzednich testach,
liczba rewertantéw uzyskanych dla préobki pobranej w lecie byla zdecydowanie mniej-
sza w stosunku do liczby rewertantéw, jakie uzyskano dla prébki pobranej zima.

Dla ekstraktu prébki pobranej zima badanej w obecnosci buforu (—F) uzyskano
zdecydowanie wiekszy wspétczynnik MR (MR = 34,50 przy 100 m’/ptytke) w po-
réwnaniu do testu klasycznego (I) (MR = 26,88 przy 100 m’/ptytke). W badaniach
prowadzonych z frakcjq mikrosomalng FA i FB wartosci te nieznacznie si¢ zmniej-
szyly. Ponadto, wspétczynnik MR dla badan bez frakcji byt wigkszy niz dla badan
w obecnosci frakcji mikrosomalnych, tak jak w tescie I (przewaga mutagenow bez-
posrednich). Stezenie ekstraktu zimowego, dla ktérego stwierdzono efekt mutagenny

Salmonella typhimurium TA98
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Rys. 24. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym
z 10-krotnie wigksza iloscig bakterii dla prébki pobranej zima



80 Katarzyna Piekarska

Salmonella typhimurium TA98
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Rys. 25. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym
z 10-krotnie wigksza ilo$cig bakterii dla prébki pobranej latem

wynosito: dla badan prowadzonych bez frakcji 0,39 m’ (mniejsze niz w tescie kla-
sycznym), a dla FA i FB 12,5 m’ (wieksze niz w tescie klasycznym). Mutagennos¢ M
wynosita: 93 rew./m> w badaniach bez frakcji, 25 rew./m’ w badaniach z frakcja FA
i 39 rew./m’ z frakcja FB (tab. 14).

W przypadku prébki pobranej latem wspdtczynnik MR dla wszystkich badan (-F,
FA, FB) nieznacznie zwigkszyt si¢ w poréwnaniu do testu klasycznego. Ponadto,
w razie najwigkszego stezenia zanieczyszczen wprowadzanych na ptytke, pochodza-
cego z 100 m’ powietrza, otrzymano wigkszy wspétczynnik MR w badaniach bez
frakcji, odwrotnie niz w tescie I. Swiadczy to o ujawnieniu si¢ w tym stezeniu wiek-
szego dziatania mutagendéw bezposrednich. Liczba rewertantéw indukowanych przez
1 m® badanego powietrza (M) wynosita 23 dla badan bez frakcji, 41 w obecnosci FA
i 66 w obecnosci FB (tab. 14).

W przypadku tego testu stezenie zanieczyszczef pochodzace z 1,56 m® (zmniej-
szenie stezenia progowego w stosunku do testu klasycznego) pozwolito wykry¢ obec-
no$¢ mutagenéw bezposrednich w ekstrakcie letnim, natomiast dla prébek badanych
w obecnosci frakeji A i B efekt ten zaobserwowano dla zanieczyszczen pochodzacych,
tak jak w tescie I, z 12,5 m’.

Test klasyczny Salmonella z preinkubacja w 37 °C (V)

Wiyniki uzyskane dla testu klasycznego, prowadzonego z preinkubacja prowadzo-
ng w czasie 10, 20, 30 i 40 minut w 37 °C, wykazaly zmiany LR w zaleznosci od cza-
su preinkubacji. Wptyw preinkubacji na liczbe powstajacych rewertantéw szczepu
TA98 badany byt w obecnosci ekstraktu zanieczyszczen pobranych zimg pochodza-
cych z 1,56 m® powietrza i ekstraktu zanieczyszczen pobranych latem pochodzacych
z 12,5 m’ powietrza (tab. 7).
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Salmonella typhimurium TA98
Test klasyczny z preinkubacjg w 37 °C
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Rys. 26. Wspélczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 37 °C

W badaniach bez udziatu frakcji (rys. 26) otrzymano wyraznie wigksze wspoi-
czynniki mutagenno$ci dla prébek inkubowanych przez 20 minut (MR = 5,1 dla
prébki zimowej i MR = 4,2 dla prébki letniej) w stosunku do pozostatych. Dalsza
preinkubacja powodowata zmniejszenie liczby rewertantéw do poziomu zblizonego,
jaki uzyskano dla préb nieinkubowanych. Po 20 minutach preinkubacji uzyskane
wsp6tczynniki MR stanowity dla prébki pobranej zima 133%, a dla prébki pobranej
latem 165% wartosci wspdtczynnika MR uzyskanej dla prébek niepreinkubowanych
(100%).

Salmonella typhimurium TA98

Test klasyczny z preinkubacjg w 37 °C Zima (1,56 m°) + FA(6%)
54 Lato (12,5m") + FA(6%)
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Rys. 27. Wsp6tczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z FA w temperaturze 37 °C
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Salmonella typhimurium TA98
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Rys. 28. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z FB w temperaturze 37 °C

Preinkubacja szczepu w obecnosci ekstraktu pyléw pobieranych zima i latem
w obecnosci FA (rys. 27) powodowata réwniez zmiany wspéiczynnika mutagennosci.
Najwigksze jego wartosci uzyskano dla préb preinkubowanych przez 30 minut (MR =
4,8 dla prébki zimowej i letniej). Tak dlugo prowadzona preinkubacja spowodowata
zwigkszenie wspoétczynnika mutagennosci uzyskanego dla prébki zimowej do 140%,
a dla prébki letniej do 192% w stosunku do prébek niepreinkubowanych.

Badania prowadzone w obecnosci ekstraktu pytéw pobranych w okresie zimowym
z udzialem FB (rys. 28) wykazywaly brak istotnego wptywu preinkubacji na wspét-
czynnik MR, natomiast preinkubacja w obecnosci ekstraktéw pytéw pobranych
w okresie letnim ujawnita wyrazne zwigkszenie liczby rewerntantéw po 20-minutowe;j
preinkubacji (MR = 9,7). Uzyskany wspdtczynnik MR stanowit 269% MR, jaka uzy-
skano klasyczng metoda testu (bez preinkubacji).

Test klasyczny Salmonella z preinkubacja w 30 °C (VI)

Test klasyczny z preinkubacjq w temperaturze 30 °C prowadzono w wariantach
20, 30, 40 1 50-minutowej preinkubacji. Wptyw preinkubacji na liczbe powstajacych
rewertantow szczepu TA98 badany byt w obecnosci ekstraktéw pytéw pobranych zi-
ma i latem, dla takiego samego stgzenia jak w tescie V.

W badaniach bez udziatu frakcji (rys. 29) zaréwno dla prébki pobranej zima, jak
i latem zaobserwowano zwigkszenie liczby rewertantéw w ciagu 40-minutowej pre-
inkubacji (MR = 5,76 dla prébki zimowej i MR = 7,67 dla prébki letniej). Po 40 mi-
nutach uzyskane wspoétczynniki mutagennosci stanowity dla prébki pobranej zima
223%, a dla prébki pobranej latem 320% w stosunku do wspétczynnika MR dla pré-
bek niepoddanych inkubacji. Po 50 minutach odnotowano zmniejszenie MR dla tych
ekstraktéw, odpowiednio do 173% i 250% w poréwnaniu do prébek niepreinkubo-
wanych.
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Salmonella typhimurium TA98
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Rys. 29. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 30 °C

Podobny efekt dawata preinkubacja prébki pobranej zima, badanej w obecnosci
frakcji FA (rys. 30). Maksimum liczby rewertantéw dla tej prébki zaobserwowano
po 40 minutach inkubacji (MR = 3,48). Wspdiczynnik MR stanowit wtedy 140%
wartosci wspétczynnika MR dla prébki nieinkubowanej, a po 50 minutach zaobser-
wowano zmniejszenie jego wartosci do 117%. W przypadku ekstraktu prébki pobra-
nej latem obserwowano stopniowy przyrost liczby rewertantéw w czasie. Maksi-
mum warto$ci wspétczynnika MR (MR = 3,6) otrzymano dla tej prébki dopiero po
50 minutach inkubacji i wynosito ono 150% wartosci MR w poréwnaniu do probki
nieinkubowanej.

Salmonella typhimur_ium TA98 SJzima (1,56 m’) + FA(6%)
Test klasyczny z preinkubacjg w 30 °C Lato (12,5m°) + FA(6%)

3,5

3,0

MR

2 30
Czas preinkubacji [min]

Rys. 30. Wsp6tczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z FA w temperaturze 30 °C
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Rys. 31. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z FB w temperaturze 30 °C

Preinkubacja ekstraktéw pobranych zimg i latem w obecnosci frakcji FB (rys. 31)
spowodowata réwniez stopniowe zwigkszenie LR w czasie. Po 50 minutach uzyskano
MR 0 50% i 33% wigksze w stosunku do MR dla prébek nieinkubowanych (MR = 3,69
dla probki zimowej i MR = 4,78 dla prébki letniej). Jednak wptyw preinkubacji byt
niewielki dla ekstraktu prébki pobranej latem, po 20 minutach bowiem wspdtczynnik
MR byl na poziomie 123% MR préby nieinkubowane;j.

Test klasyczny Salmonella w modyfikacji Kado (VII)

Badania za pomoca testu Salmonella w modyfikacji Kado prowadzono, dodajac na
plytki ekstrakty zanieczyszczef pochodzace z zakresu 0,078-5 m® powietrza w przy-
padku prébki pobranej zima i od 5 m® do 0,3125 m® powietrza w przypadku prébki
pobranej latem.

Dla tego testu réwniez zaobserwowano powstawanie wigkszej liczby LR dla
ekstraktéw prébki pobranej zima w poréwnaniu do prébki pobranej latem (rys. 32,
33). Jedynie ekstrakty pytéw pochodzace z 5 m’ powietrza, badane bez aktywacji
metabolicznej (-F), spowodowaty zatamanie krzywej dawka—odpowiedz (efekt tok-
syczny). Dla zanieczyszczen pochodzacych z 5 m’ i z 2,5 m® powietrza uzyskano
wigksze wspotczynniki MR w badaniach prowadzonych w obecnosci frakcji mikro-
somalnej FA (MR = 21,42 1 18,96 dla prébki zimowej oraz MR = 4,11 i 3,72 dla
probki letniej). W testach prowadzonych z tymi stezeniami ekstraktéw, w obecnosci
frakcji FB, uzyskano najmniejsze wspétczynniki MR, mniejsze nawet od tych, jakie
uzyskano w badaniach bez frakcji (MR = 15,14 i 11,44 dla prébki zimowej oraz MR
= 2,68 i 1,80 dla prébki letniej). Z kolei w testach z ekstraktami pochodzacymi
z 1,26 m’ powietrza najwieksza warto$é wspoétczynnika MR uzyskano dla badan bez
frakeji. Wynika z tego, ze dla wigkszych stezen zanieczyszczen powietrza badanych
testem Kado ujawnito si¢ dziatanie mutagenéw posrednich, a dla stezeri mniejszych,
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bezposrednich, typu zmiany fazy odczytu. Bardziej przydatna w badaniach okazata
si¢ tez frakcja FA. Mutagennosci (M) w przypadku prébki pobranej zimg wynosita:
109 rew./m*> (-F), 101 rew./m® (FA) i 88 rew./m’ (FB), oraz 45 rew./m’ (-F),
47 rew./m’ (FA) i 37 rew./m’ (FB) dla prébki pobranej latem (tab. 14).
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Rys. 32. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym
w modyfikacji Kado dla prébki pobranej zimg
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Rys. 33. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym
w modyfikacji Kado dla prébki pobranej latem

Najmniejsze stgzenie probki pobranej zima, dla ktérej stwierdzono efekt mutagen-
ny wynosito: dla badan prowadzonych bez frakcji — 0,3125 m’/ptytke, a dla badan
zFA i FB — 0,625 m’/ptytke. Byto wiec mniejsze niz w tescie klasycznym. Z kolei
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w przypadku prébki pobranej latem mutagenne okazaly si¢ stgzenia zanieczyszczen
pochodzace z 1,26 m® powietrza w testach przeprowadzonych bez aktywacji metabo-
licznej i z aktywacja frakcja FA, natomiast w obecnosci frakcji FB mutagenne okazaty
sie zanieczyszczenia pochodzace z 5 m’. Czyli réwniez stezenia progowe ekstraktow
byly mniejsze niz w tescie L.

Test klasyczny Salmonella z preinkubacja w formie Mini (VIII)

W tescie klasycznym z preinkubacja w formie Mini najwigksze badane stg¢zenie
zanieczyszczen pochodzito z 30 m® powietrza. Ilos¢ ta jest okoto trzykrotnie mniejsza
od ilosci badanej prébki wprowadzanej do testu klasycznego oraz szes¢ razy wigksza
niz stosowana w tescie w modyfikacji Kado.

W przypadku tego testu nie zaobserwowano efektu toksycznego na krzywej daw-
ka—odpowiedz (rys. 34, 35). Uzyskane wartosci wspdtczynnika MR byly réwniez
wieksze dla probki pobranej zima, w poréwnaniu z probka pobrang latem. Najmniejsza
liczbe rewertantéw stwierdzono w badaniach prowadzonych z frakcja FB dla zanie-
czyszczen pochodzacych z ekstraktéw obu prébek. Bylo to najbardziej widoczne
w duzych stezeniach zanieczyszczen powietrza wprowadzanych na ptytke. W przy-
padku prébki pobranej zima w stezeniach ekstraktu, pochodzacego z 30 m’, 3,75 m’,
1,875 m® i 0,937 m® powietrza, najwiekszy wspétczynnik MR uzyskano dla badan
z frakcja FA, podobnie jak w tescie Kado. Jedynie w stezeniu zanieczyszczen znajdu-
jacych sie¢ w 7,5 m® powietrza wieksze MR uzyskano dla mutagenéw bezposred-
nich(-F). Wigksze wspétczynniki MR w badaniach prowadzonych bez aktywacji me-
tabolicznej uzyskano takze w najwigkszych stezeniach zanieczyszczen (30 m’, 15 m’)
wprowadzanych na ptytke w przypadku prébki pobranej latem.
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Rys. 34. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym
z preinkubacja w formie Mini dla prébki pobranej zima
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Rys. 35. Wspébtczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym
z preinkubacja w formie Mini dla prébki pobranej latem

Najwigksza mutagenno$¢ (M) stwierdzono w badaniach prébki pobranej zima
prowadzonych z FB (115 rew./m’) i z FA (80 rew./m’), a najmniejsza w badaniach bez
frakeji (61 rew./m*). Dla prébki pobranej latem mutagenno$é M byta zblizona i wyno-
sita odpowiednio 45 rew./m’ (F), 47 rew./m> (FA) i 37 rew./m® (FB) (tab. 14).

Najmniejsze stgzenie ekstraktu pytdw pobranych zima, ktére powodowato efekt
mutagenny w tym tescie, zawierato zanieczyszczenia pochodzace z 1,875 m’ po-
wietrza w przypadku badan prowadzonych bez aktywacji metabolicznej, 0,937 m’
w obecnosci FA i 3,75 m® w obecnosci FB. Stezenia progowe byly wiec wieksze niz
w tescie Kado, ale mniejsze w poréwnaniu do testu klasycznego w badaniach muta-
gendéw posrednich z frakcja FA. Z kolei najmniejsze stgzenie ekstraktu pytéw po-
branych latem, wywotujace efekt mutagenny w badaniach prowadzonych bez frakcji
i z frakcjg FB, wynosito 15 m®, a w badaniach prowadzonych z aktywacja metabo-
liczna frakcja FA wynosito 7,5 m*/plytke. Byto wiec wigksze w poréwnaniu do testu
klasycznego i Kado, z wyjatkiem badan z frakcja FA, w poréwnaniu do testu kla-
sycznego.

Z poréwnania wynikow badan otrzymanych dla testu klasycznego (I) i dla testu
klasycznego bez udziatu NADP (II), prowadzonych w obecnosci obu frakcji mikro-
somalnych, wida¢ duza przydatnos¢ frakcji FB w wykrywaniu mutagenéw posrednich
typu zmiany fazy odczytu, obecnych zaréwno w prébkach pobranych zima, jak i la-
tem. Mimo iz w tescie 1I, prowadzonym z udziatem tej frakcji, zaobserwowano mniej-
sze liczby powstajacych rewertantéw, nie miato to wptywu na stgzenia progowe testu.
Réwniez brak obecnosci dodatkowej puli NADP w sktadzie frakcji mikrosomalnych
nie mial wptywu na najmniejsze stezenia badanych ekstraktéw wywotujace efekt mu-
tagenny. Uzyskano jedynie mniejszy wspéiczynnik MR w badaniach z frakcja FB
w poréwnaniu do badan z frakcja FA. Co wskazuje na to, iz frakcja FB do petnej ak-



88 Katarzyna Piekarska

tywnosci metabolicznej potrzebuje w wigkszym stopniu dodatkowej puli koenzymu
NADP. Wynika z tego, ze w badaniach prowadzonych w obecnosci szczepu TA98 nie
jest konieczne wprowadzanie NADP do sktadu S9-mix, jak réwniez mozna je prowa-
dzi¢ z frakcja FB.

Tabela 14. Mutagenno$¢ (M) otrzymana dla poszczegélnych testéw przeprowadzonych
dla ekstraktéw prébki zimowej i letniej pobranych na Starym Miescie w obecnosci szczepu TA98

Pora Obecnosé Réwnanie prostej , Mutagennos¢
roku Rodzaj testu frakcji S9 regresji R M)
rew./m’
-F y=33,6+34,9x 0,99 69
Zima I FA y=45,7+37,4x 0,99 83
FB y=42,7+46x 0,99 89
-F y=36,6+4,5x 0,96 41
Lato I FA y=45,3+8,5x 0,93 54
FB y=41,2+7,3x 0,96 48
Zima II FA y=35,6+17,9x 0,94 53
FB y=51,2+36,4x 0,96 88
Lato II FA y=28,6+4,5x 0,97 33
FB y=44,2+4,3x 0,96 49
Zima III FA y=178,5+1048,7x 0,99 1227
FB y=150+1353,9x 1,0 1504
Lato I FA y=155,1+181,8x 0,98 337
FB y=144,3+158,4x 0,99 303
-F y=34,6+58,4x 0,93 93
Zima v FA y=22+3,2x 0,98 25
FB y=36,3+2,9x 0,94 39
-F y=21,3+1,23x 0,83 23
Lato v FA y=29,1+12,4x 0,94 41
FB y=38,6+27,6x 0,93 66
-F y=20,9+87,7x 0,91 109
Zima VII FA y=25,7+74,9x 0,94 101
FB y=27,8+60x 0,99 88
-F y=19,8+24,9x 0,99 45
Lato VII FA y=20,1+26,5x 0,98 47
FB y=27,849,4x 0,99 37
-F y=42,6+18,4x 0,92 61
Zima VIII FA y=45,7+69,8x 0,83 115
FB y=51,2+289x 0,93 80
-F y=37,1+4,2x 0,83 41
Lato VIII FA y=45,5+5,1x 0,90 51
FB y=49,743,7x 0,90 53

Wprowadzenie do testu III, realizowanego bez udzialu koenzymu NADP, 10-
krotnie wigkszej ilosci bakterii spowodowato zwiekszenie wspétczynnika MR,
szczegOlnie widoczny w przypadku prébki pobranej zima. Nastapito jednak przesu-
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niecie progu wykrywalnosci obecnos$ci zanieczyszczefi mutagennych w stosunku do
testu I i IT w strong wigkszych stezen badanych ekstraktéw (z wyjatkiem badan z FA
probki pobranej latem).

Poréwnanie testu IV z testem I wskazuje, ze wprowadzenie 10-krotnie wigkszej
ilosci bakterii do testu klasycznego powoduje wyrazne zwigkszenie wspoétczynnika
MR, w wigkszych stezeniach ekstraktéw zanieczyszczen wprowadzonych na plytke w ba-
daniach prowadzonych bez aktywacji metabolicznej prébki pobranej w zimie i w mniej-
szym stopniu probki pobranej w lecie. Z kolei obecnos¢ zwigkszonej ilosci bakterii
w badaniach prowadzonych z aktywacja metaboliczng spowodowata zmniejszenie
wspodtczynnika MR w przypadku badan z probka pobrana w zimie i zwigkszenie
wspotczynnika MR w badaniach z prébka pobrana w lecie. Niezwykle istotng sprawa
jest wigc stgzenie zanieczyszczen obecnych w badanych ekstraktach przypadajacych
na pojedyncza komorke oraz odpowiednia liczba enzyméw metabolizujacych obec-
nych w mieszaninie reakcyjnej. Mialo to swoje odzwierciedlenie w st¢zeniach progo-
wych testu. W badaniach prébki pobranej zima bez frakcji oraz w badaniach prébki
pobranej latem z frakcjami uzyskano wyrazne obnizenie progéw wykrywalnosci. To
przesuniecie progu wykrywalnosci mutagenéw posrednich w obecnosci zwigkszonej
iloci bakterii moze sugerowaé, ze enzymy bakteryjne wraz z enzymami frakcji mi-
krosomalnych wspdtuczestnicza w przeksztalcaniu mutagenéw posrednich w bezpo-
srednie.

Testy V i VI wykazaty duzy wplyw preinkubacj na liczbe uzyskiwanych rewer-
tantéw. Z przeprowadzonych badan wynika, ze szczep TA98 dawat zdecydowanie
rézng odpowiedz mutagenng w zaleznosci od temperatury i czasu preinkubacji. Dla
tego szczepu 40-50-minutowa preinkubacja w temperaturze 30 °C i 20-minutowa
w temperaturze 37 °C wydaje si¢ by¢ optymalna, poniewaz dalsze przedtuzanie cza-
su preinkubacji dla niektérych probek powodowato wyrazne zmniejszenie obserwo-
wanego efektu mutagennego. Wyniki uzyskane w badaniach nad wptywem czasu
i temperatury preinkubacji dowodza, ze testy, ktore w swej procedurze zawieraja
preinkubacjg¢, musza by¢ prowadzone z bardzo duza dyscypling czasowa, poniewaz
stosunkowo niewielkie odstepstwo od ustalonego czasu preinkubacji moze dopro-
wadzi¢ do uzyskania niepowtarzalnych wynikéw.

W tescie klasycznym w modyfikacji Kado (VII) uzyskano bardzo znaczace prze-
suniecie progéw wykrywalnosci substancji mutagennych w strong mniejszych stezen
zanieczyszczen wprowadzanych na ptytke w poréwnaniu z testem klasycznym (I).
Test ten wykrywa wiec obecnos¢ mutagendéw posrednich i bezposrednich w mniejsze;j
objetosci prébki. Ponadto, w badanych wigkszych stezeniach w tescie Kado ujawnito
si¢ dziatanie mutagenéw posrednich, a w stezeniach mniejszych bezposrednich. Bar-
dziej przydatna okazata si¢ tez frakcja FA niz FB.

Zmniejszenie objetosci badanej prébki z zachowaniem proporcji w mieszaninie
inkubacyjnej, takich samych jak w tescie klasycznym (I), i wprowadzenie dodat-
kowej preinkubacji, spowodowato zmniejszenie czutosci testu w formie Mini (VIII)
oraz zmniejszenie wspétczynnikéw MR. Jedynie w przypadku prébek badanych
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w obecnosci frakcji FA stezenia zanieczyszczen wywolujace efekt mutagenny byty
przesuniete w kierunku mniejszych wartosci w poréwnaniu do testu klasycznego.

6.3.2. Wyniki testow z udzialem szczepu
Salmonella typhimurium TA100

Test klasyczny Salmonella (test I)

Badania prowadzono, dodajac na ptytki ekstrakty zanieczyszczen pochodzace
z zakresu od 100 m® do 0,0485 m’ powietrza (rys. 36, 37). Mutageny zawarte w ba-
danych ekstraktach zanieczyszczen wywotywaly mniejsza odpowiedz ze strony
szczepu TA100, w poréwnaniu ze szczepem TA98. W caltym badanym zakresie ste-
zen ekstraktow obserwowano zwigkszenie liczby rewertantéw wraz ze wzrostem
ilosci zanieczyszczen, pobranych zima i latem, wprowadzanych na ptytke. W przy-
padku ekstraktu probki pobranej zima najwigksze wartosci wspdtczynnika MR (MR
= 5,68 przy 100 m’ powietrza/ptytke) uzyskano w tescie wykonywanym bez akty-
wacji metabolicznej. W wyniku badan prowadzonych z aktywacja metaboliczng tego
ekstraktu wigksze wartosci wspétczynnika MR uzyskano dla frakcji FA (MR = 5,48
dla FA i MR = 4,05 dla FB przy 100 m’/ptytke). Z kolei w prébce pobranej latem
silniejsza odpowiedz mutagenna uzyskano w obecnosci frakcji mikrosomalnych.
W testach z frakcja mikrosomalng FA uzyskano nieco wigksze wspdétczynniki MR
niz w badaniach z frakcja FB, z wyjatkiem badanego najwigkszego stezenia eks-
traktu tej probki.

Salmonella tyhimurium TA100
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Rys. 36. Wspélczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane
w tescie klasycznym dla prébki pobranej zima

Liczba rewertantéw indukowanych przez 1 m’ powietrza pobranego zima byla
najwigksza w badaniach prowadzonych z FA (197), natomiast w badaniach z FB i bez
frakeji wartosci byly zblizone i wynosity odpowiednio: 171 i 169. W przypadku préb-
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ki pobranej latem najwigksze wartosci mutagennosci (M) uzyskano w badaniach
z frakcja FA (165 rew./m’) i frakcja FB (159 rew./m’), a najmniejsze w badaniach bez
frakcji (111 rew./m’) (tab. 15).

Salmonella tyhimurium TA100
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Rys. 37. Wspétczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane
w tescie klasycznym dla prébki pobranej latem

Dla prébki pobranej zima najmniejsze stgzenie, wykazujace obecnos¢ mutagendw
bezposrednich, pochodzito z 3,125 m® powietrza. W badaniach z frakcja FA byty to
zanieczyszczenia pochodzace z 12,5 m’, a dla badan z frakcja FB az z 25 m’/ptytke.
Natomiast w przypadku prébki pobranej latem, w badaniach bez frakeji i z frakcja FB,
mutagenny efekt zaobserwowano dopiero po wprowadzeniu na plytke ekstraktu zanie-
czyszczeh pochodzacych az ze 100 m® powietrza. Z kolei w badaniach z frakcja FA po
wprowadzeniu 50 m*/plytke.

Test klasyczny Salmonella bez udziatu NADP (test II)

W tescie klasycznym prowadzonym bez dodatku NADP, jako sktadnika frakcji S9-
mix, uzyskano zblizone wartosci wspéiczynnika MR, jak w tescie I (rys. 38, 39).
W przypadku badan prébki pobranej zima z frakcja FB otrzymano efekt toksyczny na
krzywej dawka—odpowiedz. W tym teécie zanieczyszczenia mutagenne wykryto dla
prébki pobranej zima w stezeniu 12,5 m’ dla badan z FA i FB, a dla prébki pobrane;
latem w stezeniu 100 m® dla frakcji FA i 50 m® dla frakcji FB. Brak dodatkowej puli
NADP w $rodowisku reakcji nie wptywat w sposéb zasadniczy na czutos¢ testu
i liczby uzyskiwanych rewertantéw.

Otrzymano wigkszg mutagennos¢ (M) w badaniach prowadzonych z frakcja FA
w poréwnaniu do badan z frakcja FB zaréwno dla prébki pobranej zima, jak i la-
tem (tab. 15). Liczba rewertantéw indukowanych przez 1 m® powietrza pobranego
zimg wynosita 121 (FA) i 100 (FB), a w przypadku prébki pobranej latem 92 (FA)
i 78 (FB).
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Salmonella typhimurium TA100
8 — Test klasyczny bez dodatku NADP
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Rys. 38. Wspétczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP dla prébki pobranej zimg

Salmonella typhimurium TA100
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Rys. 39. Wspélczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP dla prébki pobranej latem

Test klasyczny Salmonella bez udziatu NADP ze zwigkszong iloscig bakterii (IIT)

W tedcie prowadzonym bez dodatku NADP z 10-krotnie wigksza ilo$cig bakterii
otrzymano wieksze wspotczynniki MR dla probki pobranej zimg (rys. 40, 41) w sto-
sunku do testu II. Ponadto, w przypadku ekstraktéw tej prébki, uzyskano nieco
wigksze MR w obecnosci frakcji FB w tescie, do ktérego wprowadzano zanieczysz-
czenia pochodzace ze 100 m* (MR = 6,2 dla FB i MR = 5,9 dla FA) i 50 m® (MR =
5,02 dla FB i MR = 4,7 dla FA) powietrza. Dla ekstraktéw zanieczyszczen pobra-
nych latem uzyskano zdecydowanie wigkszy wspétczynnik MR dla tej frakcji w ca-
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tym zakresie stgzen badanych zanieczyszczen. Otrzymano réwniez wigkszg muta-
genno$¢ (M) w badaniach prowadzonych z frakcja FB w poréwnaniu do badan
z frakcja FA zaréwno dla prébki pobranej zima, jak i latem (tab. 15). Liczba rewer-
tantéw indukowanych przez 1 m’ powietrza pobranego zima wynosita 147 (FB)
i 126 (FA), a w przypadku probki pobranej latem 122 (FB) i 115 (FA).

Salmonella typhimurium TA100
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Rys. 40. Wspétczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP z 10-krotnie wigksza iloscig bakterii dla prébki pobranej zimg

Salmonella typhimurium TA98
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Rys. 41. Wspéiczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP z 10-krotnie wigksza iloscia bakterii dla prébki pobranej latem

Zwigkszenie ilosci bakterii nie wptyneto na zmiang progu wykrywalnosci substan-
¢ji mutagennych w przypadku prébki pobranej zima w poréwnaniu do testu II. Wyno-
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sito ono 12,5 m® powietrza na ptytke w obecnosci obu frakcji. W przypadku prébki
pobranej latem nie stwierdzono efektu mutagennego w badaniach prowadzonych
z frakcja FA. W przypadku badan z frakcja FB wartos¢ MR > 2 stwierdzono tylko dla
stezenia zanieczyszczen pochodzacych z 100 m’ powietrza.

Test klasyczny Salmonella z 10-krotnie zwigkszong iloscia bakterii (IV)

W tescie klasycznym z 10-krotnie wigksza iloscia bakterii, prowadzonym w obec-
nosci ekstraktéw zanieczyszczen dodawanych na ptytke pochodzacych z zakresu od
100 m® do 0,0485 m’ powietrza, nie zaobserwowano, tak jak w poprzednich testach,
efektu toksycznego na krzywej dawka—odpowiedz (rys. 42, 43). Uzyskane wartosci
wspotczynnika MR byly zblizone do otrzymanych w tescie klasycznym (I), wigksze
w badaniach bez frakcji (MR = 7,51 dla -F, MR = 6,18 dla FA i MR = 5,38 dla FB
przy 100 m’/ ptytke) w przypadku prébki pobranej zima oraz w badaniach z frakcja
mikrosomalng w przypadku prébki pobranej latem (MR = 2,74 dla -F, MR = 2,76 dla
FA i MR = 2,83 dla FB przy 100 m*/ ptytke). Podobnie jak w tescie klasycznym wigk-
sze wartosci MR uzyskano dla frakcji FA w testach z probka zimowa, a dla frakcji
FB w badaniach z prébka pobrang latem. Wartosci mutagennosci w przypadku
probki pobranej zima wynosity 135 rew./m® (FA), 133 rew./m’ (-F) i 129 rew./m’
(FB), a dla prébki pobranej latem 120 rew./m® (FB), 115 rew./m® (FA) i 112 rew./m’
(-F) (tab. 15).

Stezenie zanieczyszczen pochodzace z 6,25 m’® powietrza pobranego zima okazato si¢
mutagenne w badaniach prowadzonych bez frakcji, jak i z frakcja FA i FB. Wzrost lilosci
bakterii testowych spowodowat zwigkszenie stg¢zenia progowego testu w stosunku do testu
klasycznego jedynie w badaniach bez frakeji. Z kolei zwigkszenie ilosci bakterii wptyneto
na zwigkszenie czutosci testu w badaniach préobki zimowej w obecnosci frakcji FA i FB.
Dla prébki pobranej latem stezenie progowe dla mutagenéw bezposrednich byto takie sa-
me jak w tescie klasycznym i wynosito 100 m® powietrza na plytke, a dla mutagenéw po-
$rednich 50 m*/ptytke (mniejsze tylko dla badan z frakcja FB).
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Rys. 42. Wsp6lczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie klasycznym
z 10-krotnie wigksza ilo$cia bakterii dla prébki pobranej zima,
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Salmonella typhimurium TA100
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Rys. 43. Wspélczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie klasycznym
z 10-krotnie wigksza iloscia bakterii dla prébki pobranej latem

Test klasyczny Salmonella z preinkubacja w 37 °C (V)

W rezultacie badan prowadzonych testem klasycznym z preinkubacja w 37 °C
otrzymano zmiang liczby rewertantow w zaleznosci od czasu preinkubacji (rys. 44, 45,
46). Badania ze szczepem TA100 prowadzono na zdecydowanie wigkszych stezeniach
ekstraktéw zanieczyszczen powietrza (tab. 7), poniewaz szczep ten dawal znacznie
mniejsze wspolczynniki MR w obecnosci badanych prébek w poréwnaniu do otrzy-
manych dla szczepu TA98. Dla prébki pobranej zima stosowano stgzenie zanieczysz-
czefi pochodzace z 25 m® powietrza, a dla prébki pobranej latem z 100 m® powietrza.

Salmonella typhimurium TA100
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Rys. 44. Wspolczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 37 °C

Badania prowadzone bez frakcji (rys. 44) wykazaty niewielki wptyw czasu prein-
kubacji na liczbe powstajacych rerwertantdw. Dla probki pobranej zimg maksymalny
wspolezynnik MR (2,3) uzyskano po 20 minutach, a dla prébki pobranej latem po 10
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minutach (MR = 2,1). Po czasie preinkubacji stanowity one, dla obu préb, 109% war-
toéci MR uzyskanych dla prébek nieinkubowanych.
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Rys. 45. Wspétczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z frakcja FA w temperaturze 37 °C
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Rys. 46. Wspétczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z frakcja FB w temperaturze 37 °C

Preinkubacja prowadzona w obecnosci frakcji FA (rys. 45) wykazata réwniez nie-
znaczne zwigkszenie wspdtczynnika MR w czasie. Po 30 minutach stwierdzono
zwigkszenie MR do 136%, a po 40 minutach do 139% w badaniach z prébka pobrana
zima w stosunku do wynikéw, jakie uzyskano dla tych prébek bez preinkubacji.
Z kolei najwigkszy wspoétczynnik MR (126%), w stosunku do wartosci dla ekstraktu
niepreinkubowanego, w tescie z probka pobrana w lecie uzyskano po 40-minutowej
preinkubacji.
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Preinkubacja z frakcja FB (rys. 46) data wyraznie lepszy efekt. Uzyskano wigk-
szy wspOltczynnik MR po krétkim czasie preinkubacji. Dla prébki pobranej zima juz
po 10 minutach (MR = 7,51), a dla prébki pobranej latem po 20 minutach (MR = 8,5)
stwierdzono zwigkszenie wspétczynnika MR do 157% i 156% w stosunku do préby
niepreinkubowanej. Dalsze przedluzanie czasu inkubacji spowodowato stopniowe
zwiekszanie liczby uzyskanych rewertantéw. Po 40 minutach warto$é wspétczynni-
ka MR dla prébki zimowej wynosita 87%, a dla letniej 72% wartosci, jakie uzyskano
dla prébek badanych metoda klasyczna testu (czas O minut).

Test klasyczny Salmonella z preinkubacjg w 30 °C (VI)

Whplyw preinkubacji na liczbg powstajacych rewertantéw szczepu TA100 w tescie
klasycznym z preinkubacjgq w temperaturze 30 °C badany byl w obecnosci takich sa-
mych stezen ekstraktéw prébek pobranych zima i latem, jak w tescie V (tab. 7).

Badania prowadzone bez aktywacji metabolicznej (rys. 47) wykazaty stopniowe
zwigkszanie liczby rewertantéw wraz z czasem preinkubacji. 50-minutowa preinkuba-
cja probki pobranej zima i latem data okoto 40% zwigkszenie wspdtczynnika MR
w stosunku do prébek niepreinkubowanych.
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Rys. 47. Wspélczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 30 °C

Liczba LR uzyskana w badaniach prébek pobranych zimga i latem w testach pro-
wadzonych dla frakcji FA (rys. 48) byta najwigksza po 30—40-minutowej preinkuba-
cji. Dla prébki pobranej latem wzrost ten byt najbardziej widoczny i po 40 minutach
(MR = 3,94) wynosit az 183% wartosci wspdtczynnika MR uzyskanej dla proby nie-
poddanej inkubacji. Z kolei dla préby pobranej zimg po 30-minutowej preinkubacji
(MR = 4,25) wynosit 119% w stosunku do wartosci wspétczynnika MR, jakg uzy-
skano dla prébki badanej metoda klasyczna (czas O minut).

W przypadku frakeji FB (rys. 49) stwierdzono duzo mniejszy wptyw czasu prein-
kubacji na zmiane liczby rewertantéw. Warto$¢ wspdtczynnika MR po 40 minutach
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(MR = 3,08) dla probki pobranej zima zwigkszyta si¢ 0 30%, a po 50 minutach (MR =
2,91) 0 28% dla prébki pobranej latem w stosunku do wartodci uzyskanych dla prébek
niepoddanych preinkubacji.

Salmonella typhimurium TA100 Zima (25 m®) + FA(6%)
Test klasyczny z preinkubacjg w 30 °C Lato (100 m®) + FA(3%)

MR
w
1

20 40
Czas preinkubacji [min]

Rys. 48. Wspétczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z frakcjg FA w temperaturze 30 °C

K<Jzima (25 m®) + FB(9%)

I lla typhimurii A100
Salmonella typhimurium T. Late (1 00 5%} s FE{S%])

Test klasyczny z preinkubacjg w 30 °C

MR

0 20 30 50
Czas preinkubacji [min]

Rys. 49. Wspétczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z frakcja FB w temperaturze 30 °C

Test klasyczny Salmonella w modyfikacji Kado (VII)

Badania prowadzone testem klasycznym w modyfikacji Kado wykazaly niewielka je-
go przydatnos¢ w wykrywaniu obecnosci mutagenéw typu podstawienia pary zasad
szczepem TAI100 (rys. 50, 51). Najwigksza liczbe rewertantéw otrzymano w tescie
z probka pobrang w zimie w obecnosci frakcji FA (MR = 3,21). Najwiekszy wspdlczynnik
MR w testach przeprowadzonych z ekstraktami pyléw pobranych zima i latem uzyskano



dla frakcji FA. Z kolei dla obu prébek nie otrzymano wyniku dodatniego w badaniach
prowadzonych bez aktywacji metabolicznej. W przypadku prébki pobranej zima najwigk-
sza mutagennos¢ (M) otrzymano w badaniach prowadzonych z frakcja mikrosomalna. Dla
badar z frakcja FA wynosita ona 281 rew./m’, a dla badan z frakcja FB 266 rew./m’. Na-
tomiast w tescie bez frakcji 234 rew./m’. W badaniach prébki pobranej latem najwieksza
mutagenno$¢ otrzymano w tescie bez frakcji (249 rew./m’), a w testach z frakcja FA i FB
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wynosita ona odpowiednio 224 rew./m’ i 211 rew./m’ (tab. 15).
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Rys. 50. Wspélczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie klasycznym
w modyfikacji Kado dla prébki pobranej zima
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Rys. 51. Wspétczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie klasycznym
w modyfikacji Kado dla prébki pobranej latem
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Zanieczyszczenia pobrane zimga, pochodzace z 2,5 m’ powietrza, spowodowaty
efekt mutagenny w tescie przeprowadzanym z frakcja FA. Natomiast badania z frakcjq
FB daty efekt pozytywny przy stezeniu zanieczyszczen pochodzacych z 5 m’. Z kolei
badane najwigksze stezenie ekstraktu, wynoszace 5 m’, nie dato wspétczynnika MR >
2 w badaniach prowadzonych z prébka pobranag w okresie letnim. Testem tym wy-
kryto jedynie, z wiekszq czutoscia w poréwnaniu do testu klasycznego, obecnos¢ mu-
tagendw posrednich w prébce pobranej zima.

Test klasyczny Salmonella z preinkubacjg w formie Mini (VIII)

W badaniach prowadzonych bez frakcji za pomoca testu klasycznego z preinkuba-
cja w formie Mini z prébka pobrang zimg uzyskano duzo wigksze wspdtczynniki MR
w poréwnaniu do testu klasycznego. Wspdtczynnik MR > 2 w badaniach bez frakcji
otrzymano dla zanieczyszczen pochodzacych z 0,058 m® powietrza. W teécie klasycz-
nym wspétczynnik ten wynosit 3,125 m®. Réwniez w badaniach prébki pobranej latem
uzyskano duzo mniejsze stgzenie progowe wykrywajace obecnos¢ mutagenéw bezpo-
$rednich, wynoszace 0,937 m’. Ponadto, w badaniach tej préby, otrzymano efekt tok-
syczny na krzywej dawka—odpowiedz.

W przypadku badan prowadzonych w obecnosci frakcji mikrosomalnych prébki
pobranej zima réwniez uzyskano przesunigcie st¢zenia progowego, wykrywajacego
obecno$¢ mutagendéw posrednich, w strong mniejszych wartosci. W badaniach pro-
wadzonych z frakcja FA wynosito ono 3,75 m® powietrza, a w badaniach z frakcja
FB 7,5 m’. Z kolei dla prébki pobranej latem nie uzyskano wyniku dodatniego testu
przeprowadzonego w obecnosci frakeji FA, a w obecnosci frakcji FB obecnos$¢ mu-
tagenéw wykryto w stezeniu 30 m’ powietrza, czyli w stezeniu mniejszym niz w te-
scie L.
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Rys. 52. Wspélezynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w tescie klasycznym
z preinkubacja w formie Mini dla prébki pobranej zima
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Najwigksza mutagenno$é¢ (M), dla probki pobranej zima, uzyskano w badaniach
bez frakcji. Wynosita ona 366 rew./m’. W tescie prowadzanym z udzialem frakcji
FB 224 rew./m’, a w tescie z frakcja FA 212 rew./m®. W przypadku prébki pobranej
latem najwigksza liczbe rewertantéw indukowanych przez 1 m’ otrzymano w bada-
niach z frakcja FB (212) i FA-(196). W badaniach bez frakcji mutagennos$¢ wynosita
175 rew./m’ (tab. 15).

Uzyskane wyniki w omawianym tescie $wiadcza o przydatnosci proponowanej
modyfikacji w przypadku szczepu TA100.

Uzyskane wyniki badan ze szczepem TA100 $wiadcza o tym, ze w badanych
prébkach pytéw obecnych byto mniej mutagenéw typu podstawienia pary zasad.

Z poréwnania wynikéw uzyskanych dla testu klasycznego (I), testu prowadzonego
bez udziatu NADP (II) i testu bez NADP z 10-krotnie wickszg iloscig bakterii (III)
wynika, ze dodatkowa obecnos¢ tego kofaktora i wigkszej ilosci bakterii w mieszani-
nie reakcyjnej w nieznacznym stopniu wptyneta na odpowiedz mutagenna omawiane-
go szczepu. W testach tych wykazano réwniez duza przydatnosé¢ frakcji mikrosomal-
nej indukowanej fenobarbitalem (FB). Mozna wigc prowadzié badania z zastosowaniem
szczepu TA100, nie dodajac kosztownego NADP do frakcji S9-mix.

Salmonella typhimurium TA100
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Rys. 53. Wspétczynniki MR dla szczepu TA 100 uzyskane w tescie klasycznym
z preinkubacja w formie MINI dla prébki pobranej zima

10-krotne zwigkszenie ilosci bakterii w tescie klasycznym (IV) spowodowato
obnizenie progu wykrywalnosci zanieczyszczen mutagennych pobranych zima jedy-
nie w badaniach z frakcja FA i FB w stosunku do testu klasycznego. Zwigkszenie
ilosci bakterii spowodowato takze zwigkszenie czutosci testu w przypadku frakcji
FB w badaniach ekstraktu prébki pobranej latem. Modyfikacja ta nie miata wptywu
na wykrywanie mutagenéw bezposrednich (badania bez aktywacji metabolicznej).



102 Katarzyna Piekarska

Test V i VI wykazat wplyw preinkubacji na liczbe uzyskiwanych rewertantow.
Szczep TA100 dawat rézna odpowiedz mutagenna w zaleznosci od temperatury 1 cza-
su preinkubacji. Najwigksze wspotczynniki MR otrzymano w czasie inkubacji trwaja-
cej 10-40 minut w temperaturze 37 °C. Z kolei maksima wartosci wspétczynnika MR
w temperaturze 30 °C otrzymywano po 30-50-minutowej preinkubacji.

Tabela 15. Mutagenno$¢ (M) otrzymana dla poszczegélnych testow przeprowadzonych dla ekstraktow
probki zimowej i letniej pobranych na Starym Miescie w obecnosci szczepu TA100

Pora Rodzaj testu Obecnosé Réwnanie prostej Mutagenno$é
roku frakcji S9 regresji R? M)
rew./m’
-F y=158,5+10,5x 0,90 169
Zima I FA y=192,2+4,8x 0,98 197
FB y=164,4+6,8x 0,99 171
Lato I -F y=109,4+1,8x 0,74 111
FA y=163,5+1,3x 0,78 165
FB y=156,5+2,2x 0,97 159
Zima I FA y=116,5+4x 0,93 121
FB y=97,9+2,5x 0,95 100
Lato I FA y=90,9+1,6x 0,96 92
FB y=77,2+1,1x 0,78 78
Zima 11 FA y=110,3+15,4x 0,98 126
FB y=116+31,4x 0,99 147
Lato I FA y=110,345,1x 0,99 115
FB y=116+6,4x 0,98 122
-F y=108,5+24,8x 0,98 133
Zima v FA y=126,9+8x 0,85 135
FB y=124,6+4,6x 0,93 129
-F y=110,9+1,5x 0,92 112
Lato v FA y=112,8+2,3x 0,97 115
FB y=116,9+2,7x 0,94 120
-F y=233,9+72,6x 0,99 234
Zima VI FA y=189,7+91,5x 0,98 281
FB y=214,2+52,2x 0,93 266
-F y=230+19,1x 0,53 249
Lato VIl FA y=204,1+18,7x 0,91 224
FB y=193,3+17,7x 0,88 211
-F y=212,6+153,1x 0,52 366
Zima VIII FA y=145,7+66,7x 0,71 212
FB y=171,1453x 0,30 224
-F y=143,6+31,7x 0,13 175
Lato VIII FA y=168,9+26,6x 0,12 196
FB y=145,7+66,7x 0,71 212

Poréwnanie wynikéw uzyskanych dla testu klasycznego (I) i Kado (VII) wykazato
obnizenie progéw wykrywalnosci tylko w przypadku mutagenéw posrednich obec-
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nych w prébce pobranej zima. W pozostatych badaniach nie uzyskano w tym tescie
wynikéw dodatnich.

Test Mini (VIII) okazat si¢ by¢ najlepszy w badaniach nad obecno$cig mutagenow
bezposrednich 1 posrednich zaréwno dla ekstraktéw prébki pobranej zima, jak i latem.
Swiadcza o tym zdecydowanie mniejsze stgzenia progowe uzyskane w tym tescie dla
obu badanych prébek. Jedynie w przypadku prébki pobranej latem badanej w obecno-
sci frakcji FA nie uzyskano, w badanym zakresie stezen ekstraktéw, wyniku dodatnie-
go w tescie.

6.3.3. Wyniki testow z udzialem szczepu
Salmonella typhimurium YG1041

Test klasyczny Salmonella (test I)

W przypadku badan prowadzonych ze szczepem Salmonella typhimurium YG1041,
w klasycznym tescie, uzyskano bardzo duze wartosci wspétczynnika MR (rys. 54, 55).
Swiadczy to o tym, ze zaréwno w prébce pobranej zima, jak i latem obecne byty za-
nieczyszczenia mutagenne typu zmiany fazy odczytu, zwlaszcza nitrowe zwiazki aro-
matyczne, na ktére szczep ten jest wrazliwy. Maksymalna liczba rewertantéw uzyska-
no w przypadku mniejszych stgzen badanych ekstraktow w poréwnaniu do liczby
rewertantow uzyskanych dla szczepéw TA98 i TA100. Maksymalng wartos¢ wspot-
czynnika MR (35,50) w badaniach bez aktywacji metabolicznej uzyskano po wprowa-
dzeniu na ptytke ekstraktu zanieczyszczen pobranych zima pochodzacych z 3,125 m’
powietrza. W badaniach tej probki prowadzonych z aktywacja metaboliczng frakcja
FA i FB maksymalna wartos¢ wspdtczynnik MR (MR = 36,21 dla FA i MR = 63,83 dla

Salmonella tyhimurium YG1041
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Rys. 54. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tedcie klasycznym
dla prébki pobranej zima,
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FB) uzyskano po wprowadzeniu do testu zanieczyszczef pochodzacych z 6,25 m® po-
wietrza. Z kolei dla prébki pobranej latem maksymalng wartos¢ wspétczynnika MR
(43,14) w badaniach —F uzyskano dla 12,5 m’ powietrza na plytke, a dla badan z FA
i FB dla 25 m® powietrza na ptytke (MR = 54,95 dla FA i MR = 65,01 dla FB). We
wszystkich przypadkach stwierdzono wystgpowanie efektu toksycznego na krzywej
dawka—odpowiedz. We wszystkich przeprowadzonych testach uzyskano réwniez
wieksze wspétczynniki MR w badaniach z frakcja FB w poréwnaniu do badan z frak-
cja FA. Wartosci wspétczynnika MR, uzyskane w badaniach bez frakcji, byty wigksze
w poréwnaniu do wartosci uzyskanych dla frakcji FA.

Dla prébki pobranej zimg uzyskano najwigksza mutagennos¢ (M) w badaniach
z frakcja FB (tab. 16). Wynosita ona 2765 rew./m’. W testach z udzialem frakcji FA mu-
tagenno$¢ wynosita 2194 rew./m’, a w badaniach bez frakcji 2169 rew./m’. W przypadku
probki pobranej latem najwigksza liczbg rewertantéw indukowanych przez 1 m’ powie-
trza, wynoszaca 728, uzyskano réwniez w tescie z udzialem frakcji FB. Podobna liczbe
rewertantéw otrzymano w tescie bez frakcji (704 rew./m’), a najmniejsza w tescie z frak-
cja FA (281 rew./m).

Salmonella tyhimurium YG1041
70 Test klasyczny

65 ] Lato Stare Miasto 1-100 m3
60 -] 2-50m°
55 v 3-25m°
50 ] ] -F 4-125m°
45.] 224 +F(A) 3
g S BEXA +F(B) ezom

40 - 3

] 6-3,125m
35 ] 7Z5<HN 3

] 7-1,56 m
304 N

J % g 8- 0,78 o
=15 9-0,39 m°
20 - [\ < ke 3
5] ~ 10- 0,195 m
5] ) 11- 0,097 m®
5] i 5 12- 0,0485 m°
o TEFbd TN RTINS IR AT R TR TSN TNem o werrn

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

m' powietrza na plytke

Rys. 55. Wspélczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym
dla prébki pobranej latem

Stezenie progowe, zaréwno dla mutagenéw posrednich, jak i bezposrednich
obecnych w prébce pobranej zima, stwierdzono przy bardzo matym stezeniu eks-
traktu zanieczyszczeit pylowych wynoszacym 0,097 m*/plytke. Stezenia, ktére da-
waty MR > 2, w przypadku ekstraktu prébki letniej, byty rézne dla badan -F, FA
i FB. Dla testéw przeprowadzonych bez frakeji stwierdzono, ze zanieczyszczenia
pochodzace z 0,195 m® powietrza byty mutagenne, dla FA z 1,65 m®, a dla FB z 0,39
m’ powietrza.
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Test klasyczny Salmonella bez udzialu NADP (test IT)

Liczba rewertantéw uzyskane w tescie klasycznym bez udziatu NADP umozli-
wita obliczenie wspétczynnika MR mniejszego w poréwnaniu do tych, jakie otrzy-
mano w tescie I dla tego szczepu (rys. 56, 57). W przypadku tego testu réwniez za-
obserwowano efekt toksyczny na krzywej dawka—odpowiedz, zaréwno dla probki
pobranej zima, jak i latem. W przypadku badan prébki zimowej duzo lepsze wyniki
uzyskano w testach z frakcja FB. Najwigkszy wspoétczynnik MR (17,36) w bada-
niach z ta frakcja otrzymano, wprowadzajac na ptytke zanieczyszczenia pochodza-
ce z 6,25 m® powietrza, a w przypadku frakcji FA z 25 m’ powietrza (MR = 10,08).
W testach przeprowadzanych z prébka pobrana latem najwigksza wartos¢ MR (MR
= 10,6 dla FA i MR = 21,71 dla FB), dla obu frakcji otrzymano, wprowadzajac na
ptytke zanieczysz czenia znajdujace si¢ w 50 m’ powietrza. Otrzymano réwniez
wieksza mutagenno$é (M) w testach z frakcja FB. Dla prébki pobranej zima war-
to$é M wynosita 650 rew./m’ w badaniach z FB i 468 rew./m’ w tescie z FA. Z ko-
lei dla prébki pobranej latem otrzymano 203 rew./m’ w teécie z frakcja FB i 163
rew./m’ w obecnosci frakcji FA (tab. 16).
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Rys. 56. Wsp6tczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP dla prébki pobranej zima

Prég wykrywalnosci zanieczyszczen mutagennych dla frakcji FA i FB w przy-
padku probki pobranej zimag uzyskano dla st¢zenia zanieczyszczef pochodzacych
z 0,39 m® powietrza, natomiast dla ekstraktu probki pobranej latem dla stgzenia za-
nieczyszczen pochodzacych z 3,125 m’/ ptytke.

Jak wida¢, brak dodatkowej puli kofaktora wptywat na pogorszenie uzyskanych
wynikéw w przypadku omawianego szczepu, ale nalezatoby si¢ zastanowi¢ czy ten
test nie mogltby by¢ zastosowany w badaniach skriningowych.
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Salmonella typhimurium YG1041
Test klasyczny bez dodatku NADP

22_- Lato Stare Miasto
20 1-100 m?
18 2-50 m°>
i 3
16 o +F(A) 3-25m
T 2 -1+F(B 3
% 14 4-12,5m
. 3
124 P 5-6,25m \
1 6-3,125 m
10 N 5

4 7-1,56m
8] 3

N 8-0,78 m
6 -

i < < 9-0,39 m°
4—. Z 10-0,195 m°>
2 7%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

m’ powietrza na plytke

Rys. 57. Wsp6lczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP dla prébki pobranej latem

Test klasyczny Salmonella bez udziatu NADP ze zwigkszong iloscig bakterii (I1I)

W tescie klasycznym bez NADP z 10-krotnie wigkszg iloscia bakterii otrzymano
mniejsze wspdtczynniki MR w poréwnaniu do testu II (rys. 58, 59). We wszystkich
badaniach stwierdzono réwniez efekt toksyczny na krzywej dawka—odpowiedz.
W badanych najmniejszych st¢zeniach zanieczyszczen powietrza wynoszacych
0,195 m’/ptytke w przypadku prébki pobranej zimag i 1,56 m’/ptytke dla prébki
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Rys. 58. Wspélczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tedcie klasycznym
bez NADP z 10-krotnie wigksza ilo$cia bakterii dla prébki pobranej zima
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Salmonella typhimurium YG1041
Test klasyczny bez dodatku NADP
z 10-krotnie wigkszg iloscig bakterii
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Rys. 59. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP z 10-krotnie wigksza iloscig bakterii dla préby pobranej latem

pobranej latem otrzymano odpowiedz pozytywna w tescie. Wynika z tego, ze dziesigcio-
krotny wzrost ilosci bakterii przy braku dodatkowej puli NADP w mieszaninie reakcyjnej
spowodowat obnizenie progu wykrywalnosci substancji mutagennych wystepujacych
w badanych prébkach. Wspdtczynniki MR, w badaniach z prébka pobrang zima, uzyskane
dla obu frakcji mikrosomalnych byty podobne, wigksze dla frakcji FA dla badanych
mniejszych stgzen zanieczyszczen. Natomiast w przypadku prébki pobranej latem w ba-
danych mniejszych stezeniach ekstraktéw uzyskano wigksze wspdétczynniki MR dla testu
z frakcja FB. Najwigksza liczbe rewertantéw indukowanych przez 1 m’ badanego powie-
trza uzyskano w obecnosci frakcji FA (tab. 16). Dla prébki pobranej w zimie mutagennos¢
M wynosita 1144 rew./m’ w teécie z FA i 1077 rew./m’ w obecnoéci FB. W przypadku
prébki pobranej latem otrzymano odpowiednio 337 rew./m’ i 303 rew./m’,

Test klasyczny Salmonella z 10-krotnie zwigkszona iloscia bakterii (IV)

W tescie klasycznym z 10-krotnie wigksza iloscig bakterii otrzymano mniejsze
wspOtczynniki MR w stosunku do testu I (rys. 60, 61). Stosunkowo duze liczby rewer-
tantow uzyskano dla prébki pobranej latem w poréwnaniu do prébki pobranej zima.

W te$cie tym zaobserwowano réwniez efekt toksyczny na krzywych dawka—od-
powiedz, z wyjatkiem badan z probka pobrana latem w obecnosci frakcji FB. Mak-
symalna warto$¢ wspétczynnika MR w badaniach bez aktywacji metabolicznej (MR
= 13,54) i z aktywacja metaboliczna frakcja FB (MR = 12,91) uzyskano po wprowa-
dzeniu na ptytke ekstraktu zanieczyszczen pobranych zimg pochodzacych z 50 m’
powietrza. W badaniach tej prébki, prowadzonych z aktywacja metaboliczng frakcja
FA, maksymalng warto$¢ wspétczynnika MR (15,62) uzyskano po wprowadzeniu do
testu zanieczyszczen pochodzacych z 12,5 m® powietrza. Z kolei dla prébki pobranej
latem maksymalna warto§¢ MR w badaniach bez frakcji —F (21,03) i z frakcjg FA
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(30,89) uzyskano dla 50 m’ powietrza na ptytke, a w badaniach w obecnosci FB
(23,13) dla 100 m® powietrza na ptytke. W przypadku prébki pobranej zimg naj-
wieksze wspdtczynniki MR otrzymano w tescie z frakcja FB dla wigkszych bada-
nych stezen ekstraktow, natomiast dla stezei mniejszych najwigksze wartosci MR
w tescie bez frakcji S9. Z kolei w testach prowadzonych z prébka pobrang
latem najwigksze wartosci wspétczynnika MR zaobserwowano w badaniach z frak-

uzyskano

Katarzyna Piekarska

cja, w stezeniach wigkszych dla FA, a w stgzeniach mniejszych dla FB.

MR

MR
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Rys. 60. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym
z 10-krotnie wigksza iloscig bakterii dla probki pobranej zima
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Rys. 61. Wspélezynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym
z 10-krotnie zwigkszona ilo$cia bakterii dla prébki pobranej latem
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Mutagenno$é (M) ksztaltowata sie dla prébki pobranej zimg nastepujaco: 748 rew./m’
(-F), 663 rew./m’ (FB) i 512 rew./m’ (FA), a dla prébki pobranej latem: 328 rew./m’
(FB), 255 rew./m® (F) i 157 rew./m’ (FA) (tab. 16).

W przypadku prébki pobranej zima zanieczyszczenia obecne w 0,78 m’ powietrza
dawaly efekt mutagenny w badaniach z FA i z FB, natomiast przy stezeniu 0,39 m*/ptytke
efekt ten obserwowano dla prébki badanej bez frakcji. Zanieczyszczenia letnie po-
chodzace z 1,56 m® okazaly si¢ mutagenne w badaniach prowadzonych bez frakcji
i z frakcja FB, natomiast efekt ten w badaniach z FA dato stezenie 3,125 m’/ plytke.

Jak wida¢, dziesigciokrotne zwigkszenie ilosci bakierii w tescie klasycznym spo-
wodowato przesunigcie wartosci stezen progowych wykrywajacych obecno$¢ zwiaz-
kéw mutagennych w strong wigkszych wartosci w poréwnaniu do testu 1.

Test klasyczny Salmonella z preinkubacja w 37 °C (V)

Wyniki uzyskane dla testu klasycznego, prowadzonego z preinkubacjg w 37 °C,
wykazaty zmiany liczby rewertantéw w zaleznosci od czasu preinkubacji. Wptyw
preinkubacji na liczbg¢ powstajacych rewertantéw szczepu YG1041 badany byt
w obecnosci ekstraktu prébki pobranej zima, pochodzacego z 0,195 m® powietrza
i w obecnosci ekstraktu prébki letniej w stezeniu 1,56 m® powietrza na plytke (tab. 7).

Salmonella typhimurium YG1041
Test klasyczny z preinkubacjg w 37 °C

K<Jzima (0,195 m®) - F
Y Lato (1,56 m®) - F

20 30 40
Czas preinkubacji [min]

Rys. 62. Wspélczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tedcie preinkubacyjnym
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 37 °C

Wyniki uzyskane w badaniach prowadzonych bez frakcji mikrosomalnej (rys.
62), zar6wno z ekstraktem uzyskanym z zimowych, jak i letnich zanieczyszczen
pylowych, nie wykazaty wptywu preinkubacji na zwigkszenie wspdétczynnika MR.
W tym przypadku obserwowano stopniowe zmniejszenie liczby rewertnatéw wraz
z wydtuzaniem czasu preinkubacji. Po 40 minutach MR stanowita dla prébki pobra-
nej zimg tylko 22%, a dla prébki letniej 52% MR uzyskanych dla préb niepreinku-
bowanych.
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W badaniach z aktywacja metaboliczng frakcja FA (rys. 63) zaobserwowano naj-
wigkszy wspotczynnik MR po 20-minutowej preinkubacji w przypadku obu prébek
(MR = 3,1 dla zimowej i MR = 3,4 dla letniej). Po tym czasie otrzymano 57% zwigk-
szenie wspStczynnika MR dla prébki pobranej zima i 22% dla probki pobranej latem,
w poréwnaniu do prébek badanych metoda klasyczna (czas 0).

Salmonella typhimurium YG1041 =
. . ° KJZima (0,195 m”) + FA(3%)
. Test klasyczny z preinkubacjg w 37 °C S Lato (1,56 m?) + FA(3%)
4

MR

30

o Y

20
Czas preinkubacji [min]
Rys. 63. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z frakcjg FA w temperaturze 37 °C

Salmonella typhimurium YG1041
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|
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Rys. 64. Wspoétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z frakcja FB w temperaturze 37 °C

Stwierdzono mniejszy wplyw preinkubacji na liczbg¢ powstajacych rewertantéw
w obecnosci frakcji FB, zwtaszcza dla prébki pobranej zimg (rys. 64). Zaréwno dla
ekstraktow probki zimowej, jak i letniej maksimum MR otrzymano, podobnie jak dla frak-
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cji FA, po 20 minutach (MR = 4,8 dla zimowej i MR = 7,2 dla letniej). W poréwnaniu do
préb niepreinkubowanych wartosci te byty wigksze po tym czasie 0 5% 129%.

Test klasyczny Salmonella z preinkubacja w 30 °C (VI)
Test klasyczny z preinkubacja w 30 °C prowadzono dla stgzen takich samych jak
w tescie V w przypadku ekstraktéw probek pobranych zima i latem (tab. 7).

Salmonella typhimurium YG1041
12 Test klasyczny z preinkubacjg w 30 °C
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KSJZima (0,195 m®) - F
XY Lato (1,56 m®) - F

0 30 40
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Rys. 65. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tedcie preinkubacyjnym
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 30 °C

Salmonella typhimurium YG1041
| Test klasyczny z preinkubacjg w 30 °C
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S Lato (1,56 m®) + FA(3%)
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0

Rys. 66. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z frakcja FA w temperaturze 30 °C

W badaniach bez aktywacji metabolicznej (rys. 65), podobnie jak w poprzednim tescie,
stwierdzono stopniowe zmniejszanie LR w czasie 50-minutowej preinkubacji. Po tym cza-
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sie preinkubacja probki pobranej zima spowodowata zmniejszenie wspétczynnika MR az
do 29%, a prébki pobranej latem do 76% MR otrzymanych w badaniach bez preinkubacji.

Salmonella typhimurium YG1041

"1 Test klasyczny z preinkubacjg w 30 °C
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Rys. 67. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tedcie preinkubacyjnym
prowadzonym z frakcja FB w temperaturze 30 °C

Zmniejszenie wspotczynnika mutagennosci MR zaobserwowano réwniez w przy-
padku badan ekstraktu probki zimowej inkubowanej w obecnosci frakcji FA (rys. 66).
Po 50 minutach wspétczynnik MR wynosit 36% wartosci uzyskanej dla prébki niein-
kubowanej. Z kolei po tym samym czasie otrzymano maksymalna warto$¢ wspét-
czynnika MR (2,86) dla prébki pobranej w okresie letnim. Wzrdst on 0 39% w porow-
naniu do wartosci MR otrzymanej dla tej prébki w badaniach bez preinkubacji.

W wyniku badan prowadzonych w obecnosci frakcji FB (rys. 67) maksymalne
wartosci wspélczynnik MR otrzymano dla probki zimowej po 40 minutach (8,13),
a dla prébki letniej po 50 minutach (10,19). Wynosity one odpowiednio 159% i 170%
wartos$ci MR otrzymanych dla préb niepoddanych preinkubacji.

Test klasyczny Salmonella w modyfikacji Kado (VII)

W tescie Salmonella, przeprowadzanym w modyfikacji Kado ze szczepem
YG1041, uzyskano duze wspotczynniki MR, tak jak w tescie klasycznym (rys. 68,
69). W badanym zakresie stezen zanieczyszczen powietrza, 20 razy mniejszym niz
w tescie I, uzyskano réwniez efekt toksyczny na krzywych dawka—odpowiedz.
Wigksze wspoétczynniki MR, w przypadku prébki pobranej zima, uzyskano w bada-
niach z frakcjami mikrosomalnymi dla wigkszych stezen ekstraktéw tej probki.
W przypadku stgzen mniejszych uzyskano wigcej rewertantéw w badaniach prowa-
dzonych bez frakcji. W przypadku obu prébek stwierdzono réwniez, podobnie jak
w tescie I, wystgpowanie wigkszej liczby mutagendw posrednich w tescie wykony-
wanym z frakcja FB, a wspétczynniki MR uzyskane w badaniach bez frakcji —F byty
wigksze w poréwnaniu do uzyskanych dla frakcji FA. Maksymalne wartosci wspot-
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czynnika MR we wszystkich testach uzyskano w stgzeniu zanieczyszczen pochodza-
cych z 2,5 m® powietrza. Wynosity one 44,17 w badaniach bez aktywacji metabo-
licznej oraz 54,51 (FA) i 52,55 (FB) w badaniach z aktywacja metaboliczng eks-
traktow zanieczyszczen pobranych zima. W przypadku zanieczyszczen pobranych
latem w tescie bez frakcji mikrosomalnej wartos¢ wspétczynnika MR uzyskana dla
ekstraktu pochodzacego ze stezenia 2,5m’ powietrza wynosita 31,03. Z kolei
w testach z aktywacja metaboliczna frakcja FA 26,73 i frakcja FB 27,32.

Salmonella typhimurium YG1041
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Rys. 68. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym
w modyfikacji Kado dla prébki pobranej zima
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Rys. 69. Wspdtczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym
w modyfikacji Kado dla prébki pobranej latem

Dla prébki pobranej zima uzyskano najwieksza mutagennos¢ M (6696 rew./m’)
w tescie wykonywanym bez frakcji, nastepnie w tescie z frakcja FB (5152 rew./m’)
i z frakcja FA (3726 rew./m’). Najwieksza LR indukowana przez 1 m’ powietrza po-
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branego latem otrzymano w tescie z frakcja FB (1535 rew./m’), nastepnie w badaniach
bez frakcji (1406 rew./m) i z frakcja FA (985 rew./m’) (tab. 16).

Najmniejsze st¢zenie powietrza wywolujace efekt mutagenny w przypadku probki
pobranej zimg, w badaniach prowadzonych bez frakcji, wynosito 0,0195 m’, w bada-
niach prowadzonych z frakcja FA — 0,078 m’, a w badaniach przeprowadzanych
z frakcja FB — 0,039 m’. Stezenia progowe ekstraktéw powietrza w testach z prébka
pobrang w lecie przedstawialy si¢ nastgpujaco: dla testéw bez frakcji i z frakcja FB —
0,156 m®, a dla testu z frakcja FA — 0,3125 m®. Tak wigc stezenia progowe dla obu
badanych prébek byty mniejsze niz w tescie klasycznym.

Test klasyczny Salmonella z preinkubacja w formie Mini (VIII)

W tescie klasycznym z preinkubacjag w formie Mini otrzymano w catym zakresie
badanych stezen ekstraktéw pytéw mate wspétczynniki MR, zwlaszcza dla prébki po-
branej latem (rys. 70, 71). W tej probce nie wykryto réwniez obecnosci mutagendw
bezposrednich (-F). Z kolei w przypadku prébki pobranej zima, w badaniach bez
frakcji, otrzymano najmniejsze wartosci wspotczynnika MR. Najwieksze MR uzyska-
no w badaniach z frakcja FB. W obecnosci tej frakcji uzyskano takze najwigksza mu-
tagenno$¢ M (tab. 16). Dla probki pobranej w zimie uzyskano nastepujaca liczbe re-
wertantéw indukowanych przez 1 m®: 718 (FB), 572 (FA) i 144 (-F), a dla prébki
pobranej w lecie: 328 (FB), 271 (FA) i 103 (-F).

Stezenie progowe wykrywajace obecnos¢ mutagendw bezposrednich dla prébki
zimowej wynosito 7,5 m’, dla mutagenéw posrednich badanych z frakcja FA — 0,48 m®,
a z frakcja FB — 0,058 m’ powietrza. W przypadku prébki pobranej latem w obecnosci
FA — 1,875 m’, natomiast w obecnosci FB — 0,937 m’ powietrza.

Salmonella typhimurium YG1041
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Rys. 70. Wspélczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym
z preinkubacja w formie Mini dla prébki pobranej zima
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Z poréwnania testu I i II wynika, ze do osiagnigcia pelnej wrazliwosci szczepu
na obecne w badanych prébkach mutageny bezposrednie i posrednie, zwlaszcza ni-
trowe zwiazki aromatyczne, niezbedna jest dodatkowa pula NADP. Koenzym
w sktadzie S9-mix wyraznie zwieksza liczb¢ LR i wplywa na zmniejszenie stezenia
powietrza wywolujacego efekt mutagenny.

Salmonella typhimurium YG1041
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Rys. 71. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym
z preinkubacja w formie Mini dla prébki pobranej latem

10-krotne zwigkszenie ilosci bakterii (III) wprowadzanych do testu klasycznego
bez udziatu NADP w niewielkim stopniu wptyneto na zwigkszenie wartosci wspot-
czynnika MR. Powodowato natomiast zmniejszenie stezenia prébki wywotujacej efekt
mutagenny w poréwnaniu z testem II. Jednak w poréwnaniu do klasycznego testu I
w tescie tym uzyskano gorsze wyniki.

Poréwnanie testu klasycznego I z testem klasycznym z 10-krotnie wigksza iloscig
bakterii (IV) pokazuje, ze zwigkszenie ilosci bakterii w klasycznym tescie powoduje
zdecydowane zmniejszenie wspotczynnika MR. Wynika to prawdopodobnie z tego, iz
na material genetyczny kazdej komdrki przypada 10-krotnie mniejsza ilo$¢ substancji
mutagennych niz w tescie klasycznym, co nie jest rekompensowane przez zwigkszona
pule enzyméw wprowadzanych do testu.

Testy V i VI, prowadzone z preinkubacja w 37 °C i 30 °C, nie zwi¢kszatly czuto-
$ci testu w wykrywaniu mutagendéw bezposrednich, zaréwno w przypadku prébki
pobranej zima, jak i latem oraz w przypadku badan prébki pobranej zima w przy-
padku frakcji FA w temperaturze 37 °C. W pozostatych badaniach najkorzystniejszy
czas preinkubacji prowadzonej w temperaturze 37 °C, dla tego szczepu, wynosit 20
minut, a w temperaturze 30 °C — 40-50 minut. Dalsze przedtuzenie czasu preinkuba-
cji prowadzito do ujawnienia si¢ efektéw toksycznych.
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Tabela 16. Mutagenno$¢ (M) otrzymana dla poszczegdlnych testéw przeprowadzonych dla ekstraktéw
prébki zimowej i letniej pobranych na Starym Miescie w obecnosci szczepu YG1041

Pora Rodzaj testu Obecnos¢ Réwnanie prostej Mutagennosé
roku frakcji S9 regresji R? ™M)
rew./m’>
-F y=128+2041,2x 1,0 2169
Zima I FA y=167+2027x 0,99 2194
FB y=182,2+2582,8x 0,99 2765
-F y=139,6+564,2x 0,95 704
Lato I FA y=176,8+104x 0,81 281
FB y=156,14572,4x 0,98 728
Zima IT FA y=183,4+284,6x 0,94 468
FB y=131,1+518,5x 0,99 650
Lato II FA y=160,1+3,5x 0,98 163
FB y=122+80,8x 0,92 203
Zima I FA y=193,4+950,5x 0,99 1144
FB y=179,7+897,4x 0,92 1077
Lato I FA y=155,1+181,8x 0,98 337
FB y=144,3+158,4x 0,99 303
-F y=144,2+604x 0,99 748
Zima 8% FA y=152,8+359,1x 0,97 512
FB y=149,1+514x 0,98 663
-F y=116,6+138,7x 0,92 255
Lato v FA y=95,7+61,3x 0,69 157
FB y=97,1+231,1x 0,95 328
-F y=184+6512,4x 0,96 6696
Zima VII FA y=219,7+3506,3x 0,97 3726
FB y=190+4962x 0,98 5152
-F y=127+1279,1x 0,96 1406
Lato VII FA y=133,14852 4x 0,98 985
FB y=117,5+1417,6x 0,99 1535
-F y=88,4+55,4x 0,65 144
Zima VIII FA y=160,2+411,8x 0,98 572
FB y=183,1+535,4x 0,89 718
-F y=86,7+16,3x 0,66 103
Lato VIII FA y=168,9+102,3x 0,77 271
FB y=153,1+174,4x 0,98 328

W zblizonych st¢zeniach ekstraktéw powietrza wprowadzanych do testu w mody-
fikacji Kado (VII) otrzymano podobne wartosci wspétezynnika MR w poréwnaniu do
otrzymanych w tescie klasycznym (I). W tescie tym zaobserwowano takze wyrazne
zmniejszenie stezenia zanieczyszczen wywolujacych efekt mutagenny we wszystkich
badaniach. Z poréwnania stezefi ekstraktéw powietrza wywotujacych efekt mutagenny
w tym tescie wida¢, ze moze on by¢ stosowany z duzym powodzeniem dla tego
szczepu.
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W tescie klasycznym, z preinkubacja w formie MINI (VIII), otrzymano mniej re-
wertantéw w poréwnaniu zaréwno z testem klasycznym (I), jak i z testem w modyfi-
kacji Kado (VII). Ujawnit si¢ w nim najprawdopodobniej toksyczny efekt dziatania
sktadnikdw ekstraktéw wynikajacy z diugiego czasu kontaktu stosunkowo duzego ste-
zenia zanieczyszczen, z jakim mamy do czynienia w tym tescie.

We wszystkich testach prowadzonych z frakcji FB uzyskano lepsze lub poréw-
nywalne wyniki do rezultatéw otrzymanych w badaniach z frakcja FA, co $wiadczy
o duzej przydatnosci frakcji indukowanej fenobarbitalem w badaniach prowadzo-
nych z udziatem tego szczepu.

6.3.4. Wyniki testow z udzialem szczepu
Salmonella typhimurium YG1042

Test klasyczny Salmonella (test I)

W tescie klasycznym, prowadzonym ze szczepem YG1042, otrzymano mniejsze
wartosci wspodtczynnika MR w calym zakresie badanych stezen ekstraktéw zanie-
czyszczen powietrza (rys. 72, 73), w porownaniu do wspdtczynnika MR otrzymanego
z udziatem szczepu YG1041. Odpowiedz dodatnia w tescie dla tego szczepu $wiad-
czyla o wystgpowaniu w badanych probkach zanieczyszczen mutagennych typu
podstawienia pary zasad, zwlaszcza o charakterze nitrowych zwigzkéw aromatycz-
nych, na ktore szczep ten jest wrazliwy. W ekstrakcie pyldw pobranych zima naj-
wieksza wartos¢ MR uzyskano w stezeniu 3,125 m’ powieirza/ptytke, zaréwno
w badaniach bez aktywacji metabolicznej (MR = 4,48), jak i z aktywacja metaboliczng
frakcja FA (MR = 7,44) i frakcja FB (MR = 11,13). We wszystkich badanych steze-
niach zanieczyszczen uzyskano wigksze MR w badaniach z aktywacja metaboliczna.

Salmonella tyhimurium YG1042
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Rys. 72. Wspolczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie klasycznym probki pobranej zimg



118 Katarzyna Piekarska

Tak wiec, ekstrakt tych pytéw zawieral wigcej mutagenéw posrednich. Maksymal-
ne wartosci wspétczynnika MR w przypadku prébki pobranej latem uzyskano w ste-
zeniu ekstraktu pochodzacego z 25 m’ powietrza i wynosily one 4,41 w badaniach bez
frakcji oraz 2,45 w tescie z FA i 2,68 z FB. W testach z ta prébka uzyskano wigksze
wspOlczynniki MR w badaniach bez aktywacji metabolicznej swiadczace o przewadze
mutagendw bezposrednich.

Salmonella tyhimurium YG1042 3
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Rys. 73. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane
w tescie klasycznym prébki pobranej latem

Mutagenno$¢ M (tab. 17), w przypadku préobki pobranej zima, przedstawiala sig
nastepujaco: 896 rew./m’ (FA), 553 rew./m’ (FB) i 219 rew./m’ (-F); a dla prébki po-
branej latem: 215 rew./m’ (FA), 208 rew./m® (-F) i 194 rew./m® (FB).

Najmniejsze st¢zenia wywotujace efekt mutagenny wynosity dla ekstraktu probki
zimowej w badaniach bez udziatu frakcji 0,78 m’, dla FA 0,195 m’, a dla FB 0,39 m’
powietrza na ptytke. W przypadku ekstraktu pytéw pobranych latem w badaniach bez
frakcji 3,125 m’, z FA 25 m* i zFB 12,5 m’.

Test klasyczny Salmonella bez udziatu NADP (test IT)

W tescie klasycznym, prowadzonym bez udzialu NADP, uzyskano mniejszg liczby
rewertantow w badaniach z prébka pobrang zima oraz wigksza w badaniach z prébka
pobrang latem w poréwnaniu do testu klasycznego (rys. 74, 75). W przypadku obu
ekstraktow uzyskano wigkszy wspétczynnik MR w testach z frakcja FB w poréwnaniu
do wartosci MR uzyskanych w testach z frakcja FA. W badaniach z prébka pobrana
w zimie maksymalna warto$¢ wspétczynnika MR uzyskano w stezeniu ekstraktu po-
chodzacego z 6,25 m’ powietrza zaréwno w badaniach z frakcja FA (MR = 2,26), jak
iz FB (MR =2,71). Z kolei w ekstrakcie prébki pobranej w lecie maksymalne warto-
$ci wspdtczynnika MR uzyskano dla stezenia 12,5 m® powietrza/ptytke w tescie z FA
(MR =5,51) i stezenia 25 m’ powietrza/ptytke w tescie z FB (MR = 12,47).
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Liczba rewertantéw indukowanych przez 1 m’ badanego powietrza byta bardzo
zblizona (tab. 17). Dla prébki pobranej zima wynosita 292 rew./m’ (FB) i 268 rew./m’
(FA), a dla prébki pobranej latem 256 rew./m® (FA) i 247 rew./m> (FB).

Stezenia ekstraktéw, wywotujace efekt mutagenny, byty zaréwno duze dla prébki po-
branej latem, jak i zima. Wynosity one dla ekstraktu prébki pobranej zima badanej z FA
6,25 m’, a z FB 3,125 m’/ptytke. Z kolei dla prébki pobranej latem 3,125 m*/plytke za-
réwno w badaniach z frakcja FA, jak i FB, czyli byty mniejsze w poréwnaniu do uzyska-
nych w tescie klasycznym.
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Rys. 74. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP prébki pobranej zimg
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Rys. 75. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP prébki pobranej latem
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Test klasyczny Salmonella bez udzialu NADP ze zwigkszong iloscig bakterii (IIT)
Wprowadzenie do mieszaniny reakcyjnej pozbawionej dodatkowej puli NADP 10-
krotnie wiekszej ilosci bakterii spowodowato zwigkszenie wspOiczynnika MR
w przypadku prébki pobranej zima oraz zmniejszenie dla prébki pobranej latem,
w poréwnaniu do wynikéw uzyskanych w tescie II (rys. 76, 77). W badaniach
z ekstraktem pytéw pobranych zima nie stwierdzono efektu toksycznego na krzywej
dawka—odpowiedz. W przypadku tej prébki uzyskano wigkszy wspdtczynnik MR
w badaniach z frakcja FB (MR = 8,75-100 m*/ptytke) w poréwnaniu do wartosci
otrzymanych w teécie z frakcja FA (MR = 7,98-100 m*/ptytke). W testach z prébka pobrang

Salmonella typhimurium YG1041
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Rys. 76. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP z 10-krotnie wigkszg iloscia bakterii probki pobranej zima
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Rys. 77. Wspélezynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie klasycznym
bez NADP z 10-krotnie wigksza iloscia bakterii prébki pobranej latem
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latem uzyskano maksymalna MR (2,99) w badaniach z FA dla stgzenia ekstraktu pochodza-
cego z 25 m’ powietrza, a w przypadku testu z FB (MR = 2,89) — 12,5 m’powietrza/ptytke.
w badaniach z frakcja FB (MR = 8,75-100 m’/ptytke) w poréwnaniu do wartosci
otrzymanych w tescie z frakcja FA (MR = 7,98-100 m*/ptytke). W testach z prébka pobrana
latem uzyskano maksymalna MR (2,99) w badaniach z FA dla stezenia ekstraktu pochodza-
cego z 25 m’ powietrza, a w przypadku testu z FB (MR =2,89) — 12,5 m’powietrza/pytke.

Mutagennos¢ (M) w przypadku prébki pobranej zima wynosita w badaniach z FA
366 rew./m’, a w badaniach z FB 340 rew./m’. Dla prébki pobranej latem otrzymano
225 rew./m® w badaniach z FB i 208 rew./m® w tescie z FA (tab. 17).

Najmniejsze st¢zenie wywolujace efekt mutagenny uzyskano dla zanieczyszczen po-
branych zima pochodzacych z 1,56 m’ powietrza w badaniach z frakcja FA i z 0,78 m’
powietrza z frakcja FB. Natomiast w testach z prébka pobrang latem st¢zenie powie-
trza, dla ktérego otrzymano MR > 2, wynosito 6,25 m’, zaréwno w badaniach z FA,
jak 1 FB. Zwigkszenie ilo$ci bakterii w tescie III spowodowato zmniejszenie stgzenia
ekstraktu dajacego efekt mutagenny w stosunku do testu prowadzonego bez dodatko-
wej puli NADP (II) w badaniach prébki zimowej, natomiast w przypadku prébki let-
niej stezenia progowe byty wigksze.

Test klasyczny Salmonella z 10-krotnie zwiekszona iloscia bakterii (IV)

Dziesigciokrotne zwigkszenie ilosci bakterii w stosunku do ilosci, jakie wprowa-
dza si¢ w tescie klasycznym spowodowato zmniejszenie wspétczynnika MR w przy-
padku prébki pobranej zimg i zwigkszenie MR dla prébki pobranej latem w stosunku
do wynikéw uzyskanych w tescie I (rys. 78, 79). Zaréwno w badaniach prowadzonych
z ekstraktem probki letniej, jaki i zimowej wigkszy wspdtczynnik MR otrzymano
w testach z frakcja FB w poréwnaniu do wspétczynnika MR otrzymanego w testach
z frakcja FA. W probce pobranej zima wigcej byto mutagenéw posrednich. Takie sa-
me wyniki otrzymano w tescie klasycznym. Z kolei w prébce pobranej latem wigk-
szy wspotczynnik MR otrzymano dla mutagenéw posrednich w tescie z frakcja FB,
a wspétczynniki MR otrzymane dla frakcji FA byty mniejsze od otrzymanych w bada-
niach bez frakcji. Otrzymano wigc odmienne rezultaty niz w tescie kiasycznym,
w ktérym wigcej byto mutagenéw bezposrednich. Maksymalng wartos¢ wspoétczynni-
ka MR (5,13) w badaniach ekstraktu zanieczyszczen pobranych zima bez aktywacji
metabolicznej otrzymano w stezeniu 1,56 m® powietrza/ptytke, a w przypadku badan
z frakcja FA (MR = 7,16) i z frakcja FB (MR = 9,53) w stezeniu 6,25 m’ powie-
trza/ptytke. Natomiast w stezeniu zanieczyszczen pobranych latem pochodzacych z 50 m’
powietrza, otrzymano maksymalny wspoétczynnik MR w badaniach bez frakcji (MR =
6,08) oraz z frakcja FA (MR = 4,37) i z frakcja FB (MR = 7,74).

Liczba rewertantéw indukowana przez 1 m’ powietrza pobranego zima wynosita
501 (FA), 458 (-F) i 393 (FB), natomiast w przypadku powietrza pobranego latem
178 (FB), 173 (FA) i 165 (-F) (tab. 17).

W przypadku prébki pobranej zimg stezenie zanieczyszczen pochodzace z 0,78 m’
powietrza wywotywato efekt mutagenny zaréwno w badaniach prowadzonych bez
frakcji, jak 1 z FA oraz z FB. Zanieczyszczenia powietrza w ekstrakcie prébki letniej,
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pochodzace z 12,5 m®,wykazywaty wiasciwoéci mutagenne w badaniach z FA, nato-
miast z 6,25 m’> w badaniach prowadzonych bez frakeji i z frakcja FB.
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Rys. 78. Wsp6tczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie klasycznym
z 10-krotnie wigksza iloscig bakterii probki pobranej zima

Salmonella typhimurium YG1042
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Rys. 79. Wspélczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie klasycznym
z 10-krotnie wigksza ilo$cig bakterii prébki pobranej latem

Test klasyczny Salmonella z preinkubacja w 37 °C (V)

W badaniach ekstraktéw prébek powietrza klasycznym testem z preinkubacja w 37 °C
stwierdzono zmiany liczby rewertantéw w zaleznosci od czasu preinkubacji. W te-
stach prowadzonych dla szczepu YG1042 zastosowano ekstrakt prébki zimowej za-
wierajacy zanieczyszczenia pochodzace z 6,25 m’/ptytke i ekstrakt probki letniej za-
wierajacy zanieczyszczenia powietrza pochodzace z 25 m’/ plytke (tab. 7).
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Badania bez aktywacji metabolicznej (rys. 80) wykazaty wplyw czasu preinku-
bacji na wyniki testu prowadzonego z prébka pobrang zima. Po 20-minutowej prein-
kubacji nastapit 227% (MR = 6,75) wzrost MR w stosunku do wspétczynnika MR
uzyskanego dla prébki badanej bez preinkubacji. Dalsze przedtuzanie czasu inkuba-
cji spowodowato zmniejszenie wartosci wspétczynnika MR. Po 40 minutach wynosit
on 155% w stosunku do prébki nieinkubowanej. W tescie z probka pobrang latem
uzyskano stopniowe zmniejszenie liczby rewertantéw w czasie. Po 20 minutach
wsp6tczynnik MR wynosit 95% (MR = 4,63), a po 40 minutach 65% (MR = 3,21)
wartosci wspotczynnika MR uzyskanego dla prébki badanej klasyczng metoda testu
(czas 0).

Salmonella iyphimurium YG1042
| Test klasyczny z preinkubacjg w 37 °C

K<Jzima (0,78 m°) - F
Y Lato (25 m®) - F

N\

MR

] 10 20 30 40
Czas preinkubacji[min]

Rys. 80. Wsp6tczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 37 °C

Wyniki uzyskane w badaniach z frakcja FA (rys. 81) wykazaly znaczny wplyw
czasu preinkubacji w przypadku obu prébek. Juz po 10 minutach preinkubacji zaob-
serwowano najwieksze wartosci wspétczynnika MR. Wynosity one dla prébki pobra-
nej zima 189% (MR = 5,09), a dla prébki pobranej latem 331% (MR = 6,21) w stosun-
ku wartoSci MR uzyskanej dla prébek nieinkubowanych. Dalsza preinkubacja
spowodowata stopniowe zmniejszenie MR. Jednak po 40 minutach uzyskana liczba
rewertantéw byta jeszcze wigksza w poréwnaniu do liczby rewertantéw uzyskanych
w badaniach klasyczng metoda (czas 0).

Preinkubacja ekstraktéw prébek powietrza z frakcja FB (rys. 82) w znaczenie
mniejszym stopniu wplywata na wartosé wspdtczynnika MR niz w przypadku badan
z frakcjg FA. Najwieksze MR stwierdzono po 20 minutach i wynosily one 113%
(MR = 12,33) dla prébki zimowej i 127 % (MR = 12,18) dla probki letniej w porow-
naniu do wspétczynnika MR uzyskanego bez preinkubacji. Po 40 minutach preinku-
bacji wspotczynnik MR wynosit dla prébki zimowej 97% (MR = 10,28), a dla letniej
108% (MR = 10,14), czyli byty zblizone do wartosci wspétczynnikéw uzyskanych
bez preinkubacji.
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Salmonella typhimurium YG1042
Test klasyczny z preinkubacjg w 37 °C

KJZima (0,78 m°) + FA(3%)
S\ Lato (25 m®) + FA(3%)
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Rys. 81. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z frakcjg FA w temperaturze 37 °C

Salmonella typhimurium YG1042

Test klasyczny z preinkubacjg w 37 °C Zima (0,78 m°) + FB(6%)
S Lato (25 m®) + FB(6%)

MR
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Rys. 82. Wspélczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z frakcja FB w temperaturze 37 °C

Test klasyczny Salmonella z preinkubacja w 30 °C (VI)

Wplyw preinkubacji na liczbg powstajacych rewertantéw szczepu YG1042 ba-
dany byl w obecnosci ekstraktéw prébki zimowej i letniej w stezeniach takich sa-
mych jak w tescie V.

Badania bez udziatu frakcji (rys. 83), w obecnosci ekstraktu probki pobranej zima,
wykazaly stopniowe zwigkszanie LR w czasie. Po 50 minutach wspétczynnik MR
wzrost do 201% (MR = 6,25) w stosunku do MR, jaki uzyskano bez inkubacji.
W przypadku prébki pobranej latem po 30-minutowej inkubacji stwierdzono najwiek-
szg wartos¢ wspotczynnika MR. Wynosita ona 127% (MR = 5,61) wartosci wsp6t-
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czynnika MR uzyskanej dla probki nieinkubowanej. Dalsza preinkubacja tej prébki
spowodowata zmniejszenie MR do poziomu 91% (MR = 4,42).

30-minutowa preinkubacja prébki pobranej zima, z frakcja FA (rys. 84), spowo-
dowata najwigkszy wzrost LR (MR = 3,27). Dalsze przedtuzanie czasu preinkubacji
spowodowato wyrazne zmniejszenie ich liczby, ktéra po 50 minutach wynosita 52%
wspoétczynnika MR uzyskanego dla prébki niepoddanej inkubacji. Z kolei dla prébki
pobranej latem najwigksza wartosé wspétczynnika MR (2,55) uzyskano bez inkubacji.
Preinkubacja spowodowata dla tej prébki stopniowe zmniejszenie wartosci MR az do
42% (MR = 1,06) po czasie 50 minut.

Salmonella typhimur_ium YGj 042 Zima (0,78 m%) - F
] Test klasyczny z preinkubacjg w 30 °C Lato (25 m?) - F

MR
©
I

0 ' 30 40

Czas preinkubacji [min]
Rys. 83. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 30 °C

Salmonella typhimurium YG1042
Test klasyczny z preinkubacjg w 30 °C
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Rys. 84. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z frakcja FA w temperaturze 30 °C

Podobny przebieg zaleznosci MR od czasu preinkubacji otrzymano podczas badan
w obecnosci frakcji FB (rys. 85). Maksimum LR indukowanych przez zanieczyszcze-
nia obecne w prébce pobranej w zimie uzyskano po 20 minutach (MR = 7,64). Wspét-
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czynnik MR wynosit wtedy 118% w poréwnaniu do wspéiczynnika MR uzyskanego
dla prébki niepoddanej inkubacji. Natomiast po 50 minutach MR (5,19) stanowit juz
tylko 80% w poréwnaniu do MR uzyskanego dla prébki nieinkubowanej. Z kolei
w tescie z ekstraktem prébki pobranej w lecie otrzymano najwigkszy wspétczynnik
MR (6,55) bez inkubacji. Po 50 minutach MR zmniejszy! si¢ do 41% w stosunku do
MR uzyskanego w czasie 0.

Salmonella typhimurium YG1042
s | Test klasyczny z preinkubacjg w 30 °C

JZima (0,78 m®) + FB(6%)
Y Lato (25 m®) + FB(6%)

MR
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Czas preinkubacji [min]

Rys. 85. Wspélczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie preinkubacyjnym
prowadzonym z frakcja FB w temperaturze 30 °C

Test klasyczny Salmonella w modyfikacji Kado (VII)

W tescie klasycznym w modyfikacji Kado uzyskano wigksze wartosci wspét-
czynnika MR dla prébki pobranej w zimie niz dla prébki pobranej w lecie (rys. 86,
87). Silniejsza odpowiedZ mutagenna otrzymano w testach prowadzonych z aktywa-
cja metaboliczng w poréwnaniu do testow bez aktywacji metabolicznej. W bada-
niach prowadzonych z ekstraktem zawierajacym zanieczyszczenia pobrane w zimie
najwigksza wartos¢ wspoétczynnika MR (9,86) otrzymano w badaniach z frakcja FB
dla stezenia zanieczyszczen pochodzacych z 2,5 m® powietrza. Z kolei maksymalna
wartos¢ wspétczynnika MR (8,31) w tescie z frakcja FA uzyskano dla st¢zenia eks-
traktu pochodzacego z 0,625 m®, natomiast w badaniach bez frakcji (MR = 4,41)
z 1,26 m® powietrza. Wigksze wartosci wspStczynnika MR otrzymano dla frakcji FB
w poréwnaniu do MR otrzymanych dla frakcji FA dla wiekszych stezen badanych
zanieczyszczen. W przypadku matych stgzen wartosci MR byty wigksze dla frakcji
FA. Otrzymane wyniki byly wigc zblizone do wynikéw uzyskanych w tescie kla-
sycznym. W przypadku prébki pobranej w lecie nie otrzymano efektu toksycznego
na krzywej dawka—odpowiedZ w badanym zakresie stezen zanieczyszczen. Najwigk-
sze wartosci wspStczynnika MR (6,29-5 m*/ptytke) otrzymano w badaniach z frak-
cja FA. Dla prébki letniej otrzymano wigc inne wyniki niz w tescie klasycznym,
w ktérym wigksze MR uzyskano w tescie prowadzonym bez frakcji.
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Mutagenno$¢ (M) w przypadku prébki pobranej zima wynosita: 1641 rew./m’
(FB), 1251 rew./m® (FA) i 533 rew./m® (-F), natomiast dla prébki pobranej latem
307 rew./m’ (FB), 294 rew./m> (FA) i 193 rew./m’® (=F) (tab. 17).

Salmonella typhimurium YG1042
Test w modyfikacji Kado
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Rys. 86. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie klasycznym
w modyfikacji Kado prébki pobranej zima

Salmonella typhimurium YG1042
Test w modyfikacji Kado
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Rys. 87. Wspélczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie klasycznym
w modyfikacji Kado prébki pobranej latem

Najmniejsze st¢zenie zanieczyszczen obecnych w prébce pobranej w zimie, wy-
wotujace efekt mutagenny w badaniach prowadzonych bez frakcji i z obu frakcjami,
wynosito 0,039 m*/ptytke. Natomiast w badaniach prébki pobranej latem efekt mu-
tagenny ujawnit si¢ w stezeniu 1,26 m*/plytke z frakcja FA, w stezeniu 2,5 m*/plytke
w obecnoéci FB oraz w stezeniu 5 m*/ptytke w badaniach bez udziatu frakcji. Zde-
cydowanie mniejsze wigc stezenia prébki zimowej i letniej (tylko w obecnosci obu
frakcji) wywotywaly efekt mutagenny w poréwnaniu do wynikéw otrzymanych
w tescie klasycznym.
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Test klasyczny Salmonella z preinkubacja w formie Mini (VIII)

W tescie klasycznym w formie Mini tylko w przypadku jednego stezenia zanie-
czyszczen powietrza pobranych latem (7,5 m’/ptytke), z frakcja FB, otrzymano
wspotczynnik MR(2,05) wskazujacy na ich mutagenne dzialanie (rys. 88, 89). We
wszystkich pozostatych badaniach uzyskano liczby rewertantéw zblizona do pozio-
mu mutacji spontanicznej, a nawet mniejsza. Wyniki dotyczace liczby rewertantow
indukowanych przez 1 m® badanego powietrza (tab. 17) byty nastepujace: dla prébki
pobranej zima — 173 rew./m®> w badaniach —F, 154 rew./m’ w badaniach z FB
i 133 rew./m’ w badaniach z FA, natomiast w przypadku prébki pobranej latem —
175 rew./m’ (FB), 123 rew./m’ (FA) i 94 rew./m’ (-F).

Salmonella typhimurium YG1042
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Rys. 88. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie klasycznym
z preinkubacja w formie Mini prébki pobranej zimg

Salmonella typhimurium YG1042
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Rys. 89. Wspélczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w tescie klasycznym
z preinkubacjg w formie Mini prébki pobranej latem
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Szczep Salmonella typhimurium YG1042 w niewielkim stopniu reagowal na wy-
stepujace w badanych ekstraktach pyldéw zanieczyszczenia, podobnie jak szczep
TA100, ktérego jest pochodna. Otrzymane wyniki $wiadcza o tym, ze w badanych
prébkach bylo mniej mutagenéw typu podstawienia pary zasad o charakterze nitro-
wych zwiazkéw aromatycznych.

Najlepsze wyniki dla tego szczepu uzyskano w badaniach z zastosowaniem meto-
dy klasycznej testu Salmonella i w tescie w modyfikacji Kado. W tych testach otrzy-
mano najwigksza liczbg rewertantéw oraz najmniejsze stezenia badanych ekstraktow
pyléw wywotujacych efekt mutagenny.

Tabela 17. Mutagennos¢ (M) otrzymana dla poszczegdlnych testéw przeprowadzonych dla ekstraktéw
probek zimowej i letniej pobranych na Starym Miescie w obecnosci szczepu YG1042

Pora Rodzaj testu Obecnosé Réwnanie proste;j Mutagennosé
roku frakcji S9 regresji R? (M)
rew./m’
-F y=173,9+44,7x 0,92 219
Zima I FA y=131,5+764x 0,99 896
FB y=93,7+459x 0,98 553
-F y=181,2+26,5x 0,93 208
Lato I FA y=123,4492,1x 0,84 215
FB y=101,3492,3x 0,91 194
Zima II FA y=176,5+91,3x 0,9 268
FB y=167,5+124,8x 0,92 292
Lato II FA y=184,4+72,1x 0,54 256
FB y=193,2+53,6x 0,81 247
Zima I FA y=185,3+181x 0,99 366
FB y=195,6+204,1x 0,89 340
Lato III FA y=178+30,1x 0,99 208
FB y=174,7+50x 0,98 225
-F y=126+331,6x 0,99 458
Zima v FA y=161,7+339x 0,94 501
FB y=169,5+223,2x 0,81 393
-F y=140,4+25,1x 0,87 165
Lato v FA y=158,6+13,9x 0,55 173
FB y=160,7+17,6x 0,56 178
-F y=157,24375,8x 0,97 533
Zima VII FA y=118,1+1522,9x 0,99 1641
FB y=131,7+1118,9x 0,99 1251
-F y=142,1+50,8x 0,93 193
Lato VII FA y=137,4+169,5x 0,99 307
FB y=177,9+115,8x 0,9 294
-F y=120,5+52,1x 0,43 173
Zima VIII FA y=111,5+21,3x 0,54 133
FB y=130,2+23,9x 0,52 154
-F y=88,6+5,1x 0,26 94
Lato VIII FA y=103,5+19,1x 0,25 123
FB y=124,9+50,3x 0,35 175
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Poréwnujac wyniki uzyskane w tescie klasycznym do wynikéw uzyskanych dla zbli-
zonych stezen ekstraktéw w tescie Kado, mozna stwierdzi¢, ze ten ostatni okazat si¢ bar-
dziej czuly na obecne w prébkach zanieczyszczenia. W tym ostatnim uzyskano bowiem
dla mniejszych stezefi badanych ekstraktow MR > 2. Jedynie w przypadku badan prowa-
dzonych bez aktywacji metabolicznej w obecnosci ekstraktu probki pobranej w lecie uzy-
skano gorsze wyniki. W tescie klasycznym stezenie zanieczyszczen, pochodzace z 3,125 m’
powietrza, a w tescie w modyfikacji Kado z 5 m® powietrza okazato si¢ mutagenne.

Zwiekszenie ilo$ci bakterii wprowadzonych do testu klasycznego spowodowato wy-
razne przesuniecie krzywych dawka—odpowiedz w kierunku badanych wigkszych ste-
zef. Wprowadzenie do testu wigkszej ilosci bakterii spowodowato wigc zmniejszenie
jego czutosci. Z kolei LR uzyskane w badaniach prowadzonych w obecnodci frakcji FA
i FB wskazywaty, ze w wigkszosci testéw lepsze wyniki uzyskano dla frakcji FB.

6.4. Por6wnanie wybranych procedur testu na ekstraktach
pylow pobranych w trzech punktach miasta

Na podstawie rezultatéw uzyskanych w drugim etapie badan do weryfikacji wyty-
powano trzy procedury testu Salmonella: klasyczny test Salmonella (I), klasyczny test
Salmonella z zastosowaniem dodatkowej preinkubacji prowadzonej w temperaturze
37 °C (V) oraz test Salmonella w modyfikacji Kado (VII).

W trzecim etapie badan testy przeprowadzono na podstawie pieciu ekstraktow
pyléw zawieszonych pobranych w lecie, w zimie i na wiosng w trzech wybranych
punktach miasta (ul. Strachocinska, pl. Grunwaldzki, ul. Norwida). Na ul. Strachocin-
skiej, potozonej na obrzezu miasta, oraz na pl. Grunwaldzkim, usytuowanym w cen-
trum miasta, probki powietrza pobierano, podobnie jak do drugiego etapu badan, la-
tem i zima. Ze wzgledu na istniejace réznice w sktadzie ilosciowym i jakosciowym
pylowych zanieczyszczen zalezne od pory roku do badan pobrano dodatkowo jeszcze
jedna prébke powietrza w okresie wiosennym. Prébka ta zostala pobrana na ul. Nor-
wida, w miejscu o mniejszym natg¢zeniu ruchu samochodowego w poréwnaniu do
dwoch poprzednich stanowisk badawczych, nie tylko w innej porze roku, ale tez
w odmiennych warunkach, czyli na dachu budynku, na wysokosci drugiego pietra.

W badaniach zastosowano dwa zakresy stgzen ekstraktéw pylowych zanieczysz-
czefi powietrza. Na plytke dodawano ekstrakty pochodzace z zakresu od 50 m® do
0,0245 m’ powietrza w testach 11 V oraz od 5 m® do 0,0097 m’ powietrza w tescie VIL
Testy prowadzono dla dwéch szczepdw Salmonella typhimurium TA98 i YG1041.
Szczepy te okazaty si¢ najbardziej wrazliwe w drugim etapie badan na obecne w ba-
danych pytach zanieczyszczenia. Testy prowadzono bez aktywacji metabolicznej oraz
z aktywacja metaboliczng frakcja mikrosomalng indukowana Aroclorem 1254 (FA),
fenobarbitalem (FB) oraz frakcja niepoddang uprzedniej indukcji (FO). Poniewaz
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w drugim etapie badaf uzyskano poréwnywalny efekt mutagenny z zastosowaniem
frakcji FA i1 FB oraz uzyskano dobre rezultaty w testach, do ktérych nie wprowadzano
dodatkowej puli NADP, uznano za uzasadnione wprowadzenie do badan frakcji FO,
zawierajacej naturalny poziom enzyméw mikrosomalnych.

6.4.1. Wyniki testéw z udzialem proébki pytow (1)
pobranej latem na ul. Strachocinskiej

Salmonella typhimurium TA98

Testy prowadzone w obecnosci szczepu TA98 i zanieczyszczen w préobee 1, w ba-
danych zakresach stgzen ekstraktéw powietrza, nie pozwolily wyznaczy¢ efektu tok-
sycznego na krzywej dawka—odpowiedz.

W tescie klasycznym (rys. 90) wynik dodatni uzyskano po wprowadzeniu na ptytke za-
nieczyszczen pochodzacych z 25 m® powietrza, zaréwno w badaniach prowadzonych bez
aktywacji metabolicznej, jak i z aktywacja metaboliczna frakcja FA, FB i FO. W tym steze-
niu ekstraktu uzyskano wigksze wartosci wspdtczynnika MR w testach z udzialem wszyst-
kich frakcji (MR = 2,12 dla FA, MR = 2,5 dla FB i MR = 2,06 dla FO) w poréwnaniu do
wartosci wspotczynnika MR uzyskanego w badaniu bez frakcji (MR = 2). Natomiast w ste-
zeniu ekstraktu 50 m*/plytke najwigksza warto$¢ MR zaobserwowano w badaniach z frak-
cja FB (MR = 3,88) i bez frakcji (MR = 3,29). Liczba rewertantéw indukowanych przez
1 m® powietrza we wszystkich testach wahata si¢ od 19 do 26 (tab. 18).

Salmonella typhimurium TA98
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Rys. 90. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym prébki

W tescie preinkubacyjnym (rys. 91) uzyskano wigksze warto$ci wspétczynnika
MR w badaniach z udzialem wszystkich frakcji mikrosomalnych w poréwnaniu do
MR uzyskanych w badaniach bez aktywacji metabolicznej. W tescie prowadzonym
bez frakcji nie uzyskano réwniez wyniku dodatniego. Z kolei zanieczyszczenia po-
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wietrza pochodzace z 12,5 m®> wywotaty efekt mutagenny w badaniach z frakcja FA
(MR =2)1iF0 (MR = 2,23), a pochodzace z 25 m’ powietrza z frakcja FB (MR = 2,12).
Mutagenno$é (M) w tym tescie miescila si¢ w granicach 16-23 rew./m’ (tab. 18).
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Rys. 91. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie preinkubacyjnym prébki 1
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Rys. 92. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie w modyfikacji Kado prébki 1

W przypadku testu w modyfikacji Kado (rys. 92) réwniez uzyskano wieksza liczbe
rewertantow w obecnosci frakcji mikrosomalnych. Wynik dodatni testu otrzymano
jedynie w badaniach z aktywac]q metaboliczng frakcja FB (MR = 2,26) i FO (MR =
2,64) w stezeniu ekstraktu 5 m® powietrza na plytke, czyli duzo mn1erzym W porow-
naniu do dwdch poprzednich testéw. Test ten przeprowadzano w duzo mniejszym za-
kresie stezen zanieczyszczen powietrza, poniewaz wprowadza si¢ do niego 20 razy
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mniejsza ilos¢ badanej prébki. Dzigki temu mozliwe byto obnizenie progu wykrywal-
nosci mutagenéw posrednich. Mutagennos$¢ (M) w tym tescie byta zblizona do liczby
rewertantéw spontanicznych i miescita si¢ w granicach 40-56 rew./m’ (tab. 18).

Salmonella typhimurium YG1041

W testach prowadzonych ze szczepem YG1041 stwierdzono inny przebieg zalez-
nosci wspélczynnik MR od stgzenia zanieczyszczen obecnych w prébce 1. Zaréwno
w tescie klasycznym, jak i w tescie z preinkubacjg uzyskano efekty toksyczne na
krzywej dawka-odpowiedz. Otrzymano réwniez wigksze wspdtczynniki MR dla
mniejszych stgzen badanych ekstraktow zanieczyszczen w poréwnaniu do testow
prowadzonych ze szczepem TA98. W badanej prébce byty wigc mutageny typu zmia-
ny fazy odczytu o charakterze nitrowych zwiazkéw aromatycznych.

W tescie klasycznym (rys. 93) najmniejsze st¢zenie ekstraktu, wywotujace efekt
mutagenny w badaniach z frakcja FB (MR = 2,17) pochodzito z 3,125 m® powietrza,
w badaniach bez frakcji (MR = 2,04) z 6,25 m’, a w badaniach z frakcja FA (MR =
2,52) i z frakcja FO (MR = 4,16) z 12,5 m® powietrza. Z kolei maksymalne wartosci
wspoétczynnika MR uzyskano we wszystkich testach po wprowadzeniu na ptytke za-
nieczyszczen pochodzacych z 25 m’ powietrza. Mutagenno$é (M) byta zblizona do
liczby rewertantéw powstalych w sposéb spontaniczny i miescita si¢ w granicy od
151 rew./m> do 193 rew./m’ (tab. 18).
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Rys. 93. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym prébki 1

W tescie z preinkubacja (rys. 94) uzyskano mniejsze wspétczynniki MR w poréwnaniu
do testu klasycznego. Najmniejsze stezenie badanego ekstraktu, wywolujace efekt mutagen-
ny, wynoszace 6,25 m*/plytke, uzyskano w obecnosci frakcji FA (MR = 2,12). W badaniach
z frakcja FB wynik dodatni testu (MR = 3,41) uzyskano w stgzeniu ekstraktu 12,5 m’/ptytke,
natomiast w przypadku badan w obecnosci frakcji FO (MR = 5,61) i bez aktywacji metabo-
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licznej (MR =3,90) w stezeniu 25 m® powietrza na plytke. Zanieczyszczenia znajdujace sie
w 50 m’ badanej prébki wykazywaty juz dziatanie toksyczne w omaw1anym tescie. Liczba
rewertantéw indukowana przez zameczyszczema wystt;pumce w 1 m® badanego powietrza
miescita sie w granicach od 106 rew./m’ do 220 rew./m’ (tab. 18).
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Rys. 94. Wspélczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie preinkubacyjnym prébki 1
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Rys. 95. Wspélczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tecie w modyfikacji Kado prébki 1

W tescie Kado (rys. 95) uzyskano wigksze wspétczynniki MR w testach z aktywa-
cja metaboliczng w obecnosci wszystkich frakcji mikrosomalnych w poréwnaniu do
badan bez frakcji. Tak samo w obecn0501 wszystkich frakcji mikrosomalnych stezenie
zanieczyszczen pochodzace z 2,5 m® powietrza wywotlato efekt mutagenny w tescie



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagennosci ... 135

(MR =2,2 dla FA, MR = 2,47 dla FB i MR = 3,01 dla FO). Z kolei w przypadku badan
bez aktywacji metabolicznej efekt ten uzyskano w stezeniu ekstraktu pochodzacego
z 5 m’ powietrza (MR = 3,18). W tescie uzyskano réwniez wigksze wspdtczynniki MR
niz te, ktére uzyskano w analogicznych stgzeniach w dwéch pozostatych testach. Mu-
tagenno$¢ M miescita si¢ w granicach od 256 rew./m’ do 346 rew./m’ (tab. 18).

Tabela 18. Mutagennos¢ (M) otrzymana dla poszczegdlnych testéw
przeprowadzonych dla ekstraktu prébki 1

Rodzaj testu Obecnosé Réwnanie prostej Mutagenno$é
Szczep frakcji S9 regresji R? M)
rew./m’>

-F y=18,5+3,6x 0,62 22

Klasyczny FA y=21,7+4,6x 0,62 26

FB y=17,743,8x 0,81 21

FO y=17,1+1,8x 0,52 19

-F y=22,240,5x 0,72 23

TA98 Klasyczny FA y=19,6+0,9x 0,9 20
z preinkubacja FB y=18+0,8x 0,97 19

FO y=15,6+0,7x 0,94 16

-F y=34,146,2x 0,95 40

W modyfikacji FA y=45,5+10,7x 0,93 56

Kado FB y=32,3+7,6x 0,90 40

FO y=37,1+12,2x 0,98 49

-F y=154,9+35,9x 0,97 191

Klasyczny FA y=165,9+19,2x 0,95 185

FB y=117,7432,9x 0,99 151

FO y=158,8+34,6x 0,95 193
-F y=86,9+19,1x 0,95 106
YG1041 Klasyczny FA y=173,8+25,1x 0,97 199
z preinkubacja FB y=119,7+25x 0,97 145
FO y=211,6+8,8x 0,75 220
-F y=181,4+74,4x 0,96 256
W modyfikacji FA y=172,3+103,9x 0,97 276

Kado FB y=189,24+94,2x 0,97 283
FO y=187,8+158x 0,93 346

6.4.2. Wyniki testéow z udzialem probki pylow (2)
pobranej latem na pl. Grunwaldzkim

Salmonella typhimurium TA98

W testach prowadzonych z udzialem prébki 2 na szczepie TA98 najwigksze
wspétczynniki MR zaobserwowano w tescie klasycznym, a najmniejsze w tescie
preinkubacyjnym.

W tescie klasycznym (rys. 96) nie uzyskano efektu toksycznego na krzywych
dawka—odpowiedz, z wyjatkiem testu prowadzonego z frakcja FO. Najwieksza liczbe
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rewertantéw otrzymano w badaniach bez aktywacji metabolicznej (MR = 31,73 przy
50 m/ptytke), a najmniejsza w badaniach z frakcja FO (MR = 9,87 przy 25 m’/phytke).
Stezenie progowe badanego ekstraktu pyléw wynosito w badaniach bez frakcji —
0,049 m*/ptytke, z frakcja — FB 0,097 m’/ptytke, z frakcja FA — 0,39 m’/plytke, a w tescie
z frakcjq FO — 3,125 m’/ptytke. Mutagennoé¢ (M) byta duzo wigksza od liczby rewertan-
téw powstatych w sposéb spontaniczny i miescita si¢ w granicy od 144 rew./m’ do
189 rew./m’ (tab. 19).

W tescie klasycznym z preinkubacja (rys. 97) maksymalne wartosci wspétczynni-
ka MR bez aktywacji metabolicznej (MR = 5,20) i z aktywacja metaboliczng frakcja
FA (MR = 8,44) uzyskano w stezeniu ekstraktu pochodzacego z 25 m’ powietrza. Na-
tomiast w badaniach z frakcja FA (MR = 8,70) i z frakcja FB (MR = 6,0) w stgzeniu
ekstraktéw zawierajacych zanieczyszczenia obecne w 50 m® powietrza. W tescie tym
otrzymano wigksze wspétczynniki MR w badaniach ze wszystkimi frakcjami mikro-
somalnymi w poréwnaniu do badan bez aktywacji metabolicznej. Preinkubacja po-
zwolita wigc na ujawnienie si¢ dzialania mutagennego zanieczyszczen o charakterze
promutagendéw. Najmniejsze stezenie powietrza wywolujace efekt mutagenny w ba-
daniach z aktywacja metaboliczna wynosito 1,56 m*/plytke, a w tescie bez aktywacji
metabolicznej 6,25 m*/ptytke. Mutagenno$é byla mniejsza niz w teécie klasycznym
i wynosita od 76 rew./m> do 104 rew./m’ (tab. 19).
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Rys. 96. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym prébki 2

Liczba rewertantéw uzyskana w tescie Kado (rys. 98) byta wigksza od LR uzyska-
nej dla analogicznych stezen ekstraktéw w metodzie klasycznej testu. Stezenie pro-
gowe badanego ekstraktu wynosito dla testu bez frakcji — 0,0195 m*/ptytke, dla testu
z frakcja FA — 0,156 m*/plytke i 0,625 m¥plytke dla pozostatych frakcji FB i FO. Tak
wige stezenia ekstraktu zanieczyszczen powietrza wywolujacych efekt mutagenny,
w tym tescie, byty mniejsze w poréwnaniu do testu z preinkubacjg i do testu klasycz-
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nego (z wyjatkiem badan z frakcja FB). Mutagennos¢ (M), podobnie jak w tescie kla-
sycznym, byta duzo wigksza od liczby rewertantéw powstatych w sposéb spontanicz-
ny i miescita si¢ w granicy od 88 rew./m’ do 137 rew./m’ (tab. 19).
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Rys. 97. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie preinkubacyjnym prébki 2
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Rys. 98. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie w modyfikacji Kado prébki 2

Salmonella typhimurium YG1041

W badaniach z udziatem szczepu YG1041 uzyskano mniejsze wartosci wspétczynnika
MR w poréwnaniu do badan ze szczepem TA98. W badanym ekstrakcie zanieczyszczen
powietrza mniej wigc bylo mutagendéw typu zmiany fazy odczytu o charakterze nitrowych
zwigzkéw aromatycznych. W zadnym z prowadzonych testéw, w badanym zakresie stg-
zen zanieczyszczen, nie uzyskano efektu toksycznego na krzywej dawka—odpowiedz.
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W przypadku testu klasycznego (rys. 99) bez aktywacji metabolicznej i z akty-
wacja metaboliczng frakcja FB i frakcja FO stezenie progowe badanego ekstraktu
pochodzito z 6,25 m’ powietrza. W tescie prowadzonym w obecnosci frakcji FA
uzyskano najmniejsze wartosci wspdtczynnika MR (MR = 3,06 przy 50 m’*/plytke).
Stezenie progowe ekstraktu zanieczyszczen w obecnosci tej frakcji bylo takze prze-
suniete w kierunku wiekszych wartoéci i wynosito 50 m*/plytke. Jedynie w badanym
najwiekszym stezeniu ekstraktu powietrza, ktére wynosito 50 m*/ptytke, wartosci
MR byty wigksze w badaniach z frakcja FB (MR = 8,05) i z frakcja FO (MR = 7,22)
w poréwnaniu do MR uzyskanych w badaniach bez frakcji (MR = 6,40). W pozo-
statych stezeniach ekstraktu uzyskano zblizone wartosci wspétczynnikéw mutagen-
nosci. Mutagennos¢ (M) byta zblizona do liczby rewertantdw powstaltych w sposéb
spontaniczny i miescita si¢ w granicy od 126 rew./m’ do 202 rew./m’ (tab. 19).

W tescie klasycznym z preinkubacjg (rys. 100) uzyskano wigksze wartosci
wspoiczynnika MR w poréwnaniu do testu klasycznego (MR = 12,21 dla -F, MR =
10,39 dla FA, MR = 10,89 dla FB i MR = 6,34 dla FO — 50 m’/ptytke). W tym tescie
najmniejsze wartosci wspéiczynnika mutagennosci uzyskano w badaniach z frakcja
FO. W badanych wigkszych stgzeniach zanieczyszczen powietrza najwigksze warto-
sci wspétczynnika MR otrzymano w badaniach prowadzonych bez frakcji mikroso-
malnej, a w mniejszych stgzeniach w testach z frakcja FA. Najmniejsze stezenie
ekstraktu powietrza wywotujace efekt mutagenny w badaniach z frakcja FA wyno-
sito 0,78 m’/ptytke, a w pozostatych badaniach 6,25 m’® powietrza na ptytke. Muta-
gennos¢ (M) byta zblizona do liczby rewertantéw powstatych w sposéb spontanicz-
ny w teécie prowadzonym bez frakcji mikrosomalnej (212 rew./m’) i w testach
wykonywanych w obecnosci frakcji FB i frakcji FO (248 rew./m’ i 242 rew./m’).
W przypadku badan z aktywacjq metaboliczng frakcja FA liczba rewertantéw indu-
kowana przez 1 m’ badanego powietrza byta duzo wieksza i wynosita 449 (tab. 19).
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Rys. 99. Wspélezynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym prébki 2
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W tescie w modyfikacji Kado (rys. 101), w najwigkszym badanym stezeniu zanie-
czyszczeh powietrza (5 m’), uzyskano najwiekszy wspétczynnik MR (4,59) w badaniach
z frakcja FA. Stezenie progowe ekstraktu pytéw uzyskane w tym teécie pochodzito z 2,5 m’
powietrza w badaniach bez frakcji i w obecnosci frakcji FA oraz 5 m’® powietrza w obec-
nosci frakcji FB i FO. Test ten charakteryzowat si¢ wigc najnizszym progiem wykrywalno-
Sci substancji mutagennych w przypadku badan wykonywanych bez aktywacji metabo-
licznej 1 z aktywacja metaboliczng frakcja FB i FO. Wszystkie warto$ci mutagennosci (M)
uzyskane w tych badaniach byly zblizone do liczby rewertantéw powstalych w sposéb
spontaniczny i miescily si¢ w granicy od 268 rew./m’ do 336 rew./m’ (tab. 19).
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Rys. 100. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie preinkubacyjnym prébki 2
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Rys. 101. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie w modyfikacji Kado prébki 2
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Tabela 19. Mutagennos¢ (M) otrzymana dla poszczegélnych testéw
przeprowadzonych dla ekstraktu prébki 2

Rodzaj testu Obecnosé Réwnanie prostej Mutagennos¢
Szczep frakcji S9 regresji Vi M)
rew./m>
-F y=29,1+115,2x 0,75 144
Klasyczny FA y=49,3+139,7x 0,84 189
FB y=41,8+125,2x 0,84 167
FO y=50,5+130,3x 0,71 181
-F y=51,3+24,7x 0,67 76
TA98 Klasyczny FA y=48,4+40,6x 0,66 89
z preinkubacja FB y=59,3+38,3x 0,85 98
FO y=53,1+51,4x 0,89 104
-F y=25,2+62,5x 0,90 88
W modyfikacji FA y=28,7+04,6x 0,95 93
Kado FB y=34,8+95,6x 0,93 130
FO y=41,7+95,6x 0,82 137
-F y=103,7+21,9x 0,98 126
Klasyczny FA y=192,7+8,2x 0,82 201
FB y=162,8+21,4x 0,93 184
FO y=180,3+21,5x 0,94 202
-F y=174,8+36,8x 0,92 212
YG1041 Klasyczny FA y=213,8+235x 0,71 449
z preinkubacjg FB y=194,4+53,4x 0,87 248
FO y=183,4+58,2x 0,85 242
-F y=174,7+93,3x 0,91 268
W modyfikacji FA y=177,4+107,1x 0,91 284
Kado FB y=241,2+95x 0,96 336
FO y=242,6+78,3x 0,93 321

6.4.3. Wyniki testow z udzialem probki pylow (3)
pobranej zimg na ul. Strachocinskiej

Salmonella typhimurium TA98

W testach z prébka 3 na szczepie TA98 uzyskano wigksze wartosci wspétczynnika
MR w poréwnaniu do wspétczynnika MR otrzymanego w badaniach ekstraktu prébki 1,
pobranej w tym samym punkcie miasta w lecie. Najwiekszy wspétczynnik otrzymano
w tescie Kado prowadzonym z aktywacja metaboliczna.

W przypadku testu wykonywanego zgodnie z procedurg klasyczna (rys. 102),
w badanym zakresie st¢zen ekstraktu, efekt toksyczny na krzywej dawka—odpowiedz
uzyskano Jedyme w badaniach bez frakcji. W stgzeniu zanieczyszczen znajdujacych
sie w 12,5 m® powietrza uzyskano maksymalna wartos¢ wspétczynnika MR, w bada-
niach bez aktywacji metabolicznej, wynoszaca 13,63. Najmniejsze stezenie ekstraktu
wywotujace efekt mutagenny pochodzito z 0,195 m® powietrza w badaniach z frakcja
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FA i FB, a w badaniach bez frakcji i z frakcja FO z 0,39 m® powietrza. Mutagennos¢
(M) byta duzo wigksza od liczby rewertantéw powstatych w sposéb spontaniczny
i miescita sie w granicy od 97 rew./m® do 125 rew./m’ (tab. 20).
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. Prébka nr 3 3
184 N 3-12,5m
16 4-625m°
4 P2 -F 5-3,125 m3
- Y +F(A) 3
= 6-1,56 m
+F(B) 3
2 P2 +F(0) 7-0,78 m
Z
2 8-0,39 m°
%
7 9-0,195 m>
Z 24 3
% é 10- 0,097 m
% %z
% ? 11-0,049 m>
Z Z
2 é 12- 0,0245 m>
V57 Z
Z Z

m’powietrza na plytke

Rys. 102. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym prébki 3
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Rys. 103. Wspéiczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie preinkubacyjnym prébki 3

W tedcie preinkubacyjnym (rys. 103) w wigkszosci badanych stezen ekstraktu uzy-
skano wigksze warto$ci MR w testach prowadzonych z aktywacja metaboliczng. Ste-
zenie progowe badanych zanieczyszczen powietrza we wszystkich testach wynosito
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0,39 m>. Liczba rewertantéw indukowana przez 1 m® powietrza réwniez byla duzo
wieksza niz liczba rewertantéw powstajacych w sposéb spontaniczny i wynosita od 92
do 123 (tab. 20).

W tescie w modyfikacji Kado (rys. 104) uzyskano, podobnie jak w tescie klasycz-
nym, efekt toksyczny na krzywej dawka—odpowiedz jedynie w badaniach bez frakcji.
Zaobserwowano takze wieksze wartoSci MR, w zblizonych stezeniach badanego eks-
traktu, w poréwnaniu z wartosciami MR uzyskanymi w pozostatych testach. Mimo to
czuto$¢ tego testu okazata sie zblizona do testu klasycznego i preinkubacyjnego, ponie-
waz podobne stezenia badanej prébki wywotywaty efekt mutagenny. Najmniejsze ste-
zenie powietrza wywolujace efekt mutagenny wynosito 0,156 m*/ptytke w badaniach
bez frakcji i w badaniach z frakcja FA i FB, natomiast w tescie z frakcja FO stezenie
progowe wynosito 0,3125 m*/ptytke. Liczba rewertantéw indukowana przez 1 m’ po-
wietrza, tak jak w pozostatych testach, byla duzo wigksza od liczby rewertantéw po-
wstatych w sposéb spontaniczny i wahata si¢ w granicach od 220 do 341 (tab. 20).

Salmonella typhimurium TA98
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Rys. 104. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie w modyfikacji Kado préobki 3

Salmonella typhimurium YG1041

Badania mutagennosci w obecno$ci probki 3 oraz szczepu YG1041 prowadzono
w rozszerzonym zakresie stezen ekstraktu zanieczyszczen powietrza: od 50 m®/plytke
do 0,006125 m’/ptytke w tescie klasycznym i preinkubacyjnym oraz od 5 m*/ptytke do
0,0006 m’/ptytke w tescie Kado. Do testéw wprowadzano bardziej rozcienczony eks-
trakt pytéw, poniewaz w prébce tej stwierdzono obecnos¢ wigkszej ilosci zanieczysz-
czen o charakterze mutagennym w badaniach chromatograficznych.

W przypadku testéw z udzialem szczepu YG1041 uzyskano wieksza liczbe re-
wertantéw w poréwnaniu do testéw prowadzonych na tym szczepie z prébka 1 pobra-
ng latem w tym samym punkcie miasta. W przypadku tego szczepu we wszystkich
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badaniach stwierdzono efekt toksyczny na krzywej zaleznosci dawka—odpowiedz.
W wigkszosci prowadzonych testow otrzymano wigksze wartosci wspétczynnika MR
w badaniach z aktywacja metaboliczng w poréwnaniu do badan bez frakcji lub uzy-
skane MR w badaniach z i bez aktywacji metabolicznej byly zblizone. W tescie kla-
sycznym i w tescie prowadzonym w modyfikacji Kado uzyskano wigeksze wspétczyn-
niki MR w badaniach z frakcjaq FB, natomiast w tescie prowadzonym z preinkubacja
lepsze rezultaty otrzymano w obecnosci frakcji FA.
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Rys. 105. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym prébki 3
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Rys. 106. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie preinkubacyjnym prébki 3
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Salmonella typhimurium YG1041
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Rys. 107. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie w modyfikacji Kado prébki 3

Tabela 20. Mutagennos$¢ (M) otrzymana dla poszczegélnych testow

przeprowadzonych dla ekstraktu prébki 3

Rodzaj testu Obecnos¢ Réwnanie prostej Mutagennosé
Szczep frakcji S9 regresji R? M)
rew./m’>

-F y=30,4+66,6x 0,95 97

Klasyczny FA y=45,3+71x 0,86 116

FB y=36,5+63,4x 0,95 100

FO y=48,1+76,9x 0,75 125

-F y=31,4+79,2x 0,96 111

TA98 Klasyczny FA y=39,9+82,6x 0,88 123
z preinkubacja FB y=29,1+62,5x 0,98 92

FO y=37,2+54,3x 0,91 92

-F y=42,8+273,1x 0,99 316

W modyfikacji FA y=46,7+294,2x 0,98 341

Kado FB y=42,9+202,5x 0,96 246

FO y=35,9+184,5x 0,98 220

-F y=174,6+474,1x 0,76 649

Klasyczny FA ¥y=249,4+696,5x 0,94 946

FB y=194,6+573,4x 0,84 768

FO y=236,2+474,1x 0,84 710

-F y=85,6+308,3x 0,96 394

YG1041 Klasyczny FA y=167,7+501,5x 0,94 669
z preinkubacja FB y=163,1+414,7x 0,86 578

FO y=234,2+285,2x 0,82 519

-F ¥y=233,2+894,9x 0,83 1128

W modyfikacji FA ¥=329,2+1056,3x 0,9 1386

Kado FB y=223,5+1277,3x 0,87 1501

FO y=216,2+1254,5x 0,74 1471
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W tescie klasycznym (rys. 105) stezenie progowe zanieczyszczen powietrza wy-
wotujace efekt mutagenny wynosito 0,097 m’/ptytke w badaniach bez frakcji;
0,195 m*/ptytke w badaniach z frakcja FB i 0,39 m’/ptytke w testach z frakcjami FA
i FO. Mutagenno$¢ (M) byta duzo wigksza od liczby rewertantéw powstatych w spo-
s6b spontaniczny i miescita sie w granicy od 649 rew./m’ do 946 rew./m’ (tab. 20).

W przypadku testu preinkubacyjnego (rys. 106) w badaniach z frakcja FA i FB
stezenie zanieczyszczen pochodzace z 0,097 m® powietrza wywolywato efekt muta-
genny, natomiast stezenie pochodzace z 0,39 m’ byto odpowiedzialne za ten efekt
w badaniach bez frakcji i z frakcja FO. Liczba rewertantéw indukowana przez 1 m’
powietrza byta wysoka i wahata si¢ w granicach 394-669 (tab. 20).

Test w modyfikacji Kado (rys. 107) byl najbardziej czuty na obecne w badanym
ekstrakcie zanieczyszczenia powietrza, poniewaz dawat efekt mutagenny w mniej-
szych stgzeniach ekstraktu wprowadzanych na ptytke w poréwnaniu z dwoma pozo-
statymi testami. W badaniach z frakcja FB i FO stezenie to wynosito 0,039 m’/ptytke,
a w badaniach bez frakcji i z frakcja FB — 0,078 m’/ptytke. W tescie tym mutagenno$é
réwniez byta duza i wynosita od 1128 rew./m’ do 1501 rew./m’ (tab. 20).

6.4.4. Wyniki testow z udziatem proébki pytow (4)
pobranej zimg na pl. Grunwaldzkim

Salmonella typhimurium TA98

We wszystkich testach z udzialem prébki 4 na szczepie TAS8 stwierdzono wyste-
powanie efektu toksycznego na krzywej dawka—odpowiedz. Uzyskano réwniez wigk-
sze warto$ci wspolczynnika MR w badanych mniejszych stgzeniach zanieczyszczen
powietrza w poréwnaniu do MR otrzymanych dla prébki 2 pobranej w lecie na tym
samym stanowisku badawczym. Swiadczy to o wiekszej liczbie mutagenéw typu
zmiany fazy odczytu w ekstrakcie zanieczyszczen pobranych zima.

W tescie klasycznym (rys. 108) uzyskano najwigksze wartosci wspétczynnika MR
z frakcja FA, w poréwnaniu do testéw bez aktywacji metabolicznej i z aktywacja me-
taboliczng pozostatymi frakcjami. Maksymalne wartosci wspéiczynnika MR uzyskano
w przypadku badan bez frakcji (MR = 15,5) i z frakcja FB (MR = 4,0) w stezeniu za-
nieczyszczen pochodzacych z 3,125 m’ powietrza, a w przypadku testéw 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 m’/ptytke w testach przeprowadzonych
z udziatem frakcji FA i 0,39 m’/ptytke w pozostatych badaniach. Mutagenno$é (M)
wahata si¢ w granicach od 101 rew./m’ do 186 rew./m’ i byta duzo wieksza niz liczba
rewertantéw indukowanych w sposéb spontaniczny (tab. 21).

W teécie preinkubacyjnym (rys. 109) otrzymano mniejsza liczbg rewertantéw
w poréwnaniu do liczby rewertantéw uzyskanych w tescie klasycznym. Najwigksze
warto$ci wspoétczynnika MR uzyskano w badaniach ze wszystkimi frakcjami mikro-
somalnymi. Preinkubacja poprawita wigc skutecznos¢ wykrywania efektu mutagenne-
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go z frakcja FB i FO. W tedcie tym prég wykrywalnosci stwierdzono dla nastgpujacych
stezen ekstraktu powietrza dodawanego na ptytke: 0,097 m’ w badaniach z frakcjami
FB i FO, 0,39 m® w badaniach z frakcja FA i 0,78 m® w badaniach bez frakcji —F.
Liczba rewertantéw indukowana przez 1 m® badanej préby powietrza byta réwniez
wigksza niz liczba rewertantéw powstajacych w sposéb spontaniczny i wynosita od 76
do 208 (tab. 21).
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Rys. 108. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym prébki 4
Salmonella typhimurium TA98
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Rys. 109. Wsp6tczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie preinkubacyjnym prébki 4

W przypadku testu w modyfikacji Kado (rys. 110) uzyskano wigksze warto$ci
wspotczynnika MR w tescie wykonywanym bez frakcji w wigkszych stezeniach bada-
nego ekstraktu powietrza, a w mniejszych stezeniach w tescie wykonywanym z frak-
cja FA. Test ten okazat si¢ najbardziej czuly na obecne w badanej prébce zanieczysz-
czenia, efekt mutagenny bowiem uzyskano w mniejszych stezeniach ekstraktu
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powietrza wprowadzanych na ptytke w poréwnaniu do poprzednich procedur. Aktyw-
nos$¢ mutagenng w badaniach bez frakcji wykryto w stezeniu ekstraktu powietrza wy-
noszacym 0,0195 m*/ptytke, a w stezeniu 0,078 m’/ptytke w badaniach z frakcjami
mikrosomalnymi. Liczba rewertantéw indukowana przez 1 m’ badanej préby powie-
trza byta taka sama jak w poprzednich testach, wigeksza niz liczba rewertantéw po-
wstajacych w sposéb spontaniczny i wynosita od 311 do 389 (tab. 21).
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Rys. 110. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie w modyfikacji Kado prébki 4

Salmonella typhimurium YG1041

Badania mutagennosci w obecnosci tego szczepu prowadzono w rozszerzonym
zakresie stezen ekstraktéw powietrza, takim samym jak w przypadku prébki 3.
W wigkszosci testéw z udzialem prébki 4 na szczepie YG1041 stwierdzono efekt
toksyczny na krzywej dawka—odpowiedz. Jedynie w badaniach w obecnosci frakcji
FB w tescie Kado nie otrzymano pelnego biologicznego obrazu dziatania zanie-
czyszczen w zaleznosci od ich stezenia. Otrzymano bardzo duze wartosci wspot-
czynnika MR (nawet ok. 45), duzo wigksze w poréwnaniu do MR uzyskanych dla
prébki 2 pobranej w lecie, w tym samym punkcie miasta i to w badanych mniej-
szych stezeniach ekstraktu zanieczyszczen powietrza. Stwierdzono takze duzo
mniejsze stgzenia progowe badanych zanieczyszczen w poszczegdlnych testach oraz
bardzo duza liczbe rewertantéw indukowanych przez 1 m® powietrza w poréwnaniu
do liczby rewertantéw powstajacych w sposéb spontaniczny. Swiadczylo to o wigk-
szej liczbie mutagendw typu zmiany fazy odczytu o charakterze nitrowych zwiaz-
kéw aromatycznych w prébce pobranej zima.

W tedcie klasycznym (rys. 111) najwigksze wspétczynniki MR uzyskano w bada-
niach wykonywanych z frakcja FO i FA. Maksymalne wspétczynniki 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 m3/piytkq w obecnosci frakeji FA (MR = 15,0) i FB (13,52). Z kolei obecnos¢
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zanieczyszczen o dziataniu mutagennym stwierdzono w stgzeniu 0,01225 m’/ptytke
powietrza w testach wykonywanych bez frakcji i z frakcjg FA. Natomiast w badaniach
z frakcja FB i FO w stezeniu 0,0245 m® powietrza wprowadzanego na plytke. Liczba
rewertantéw indukowanych przez 1 m’ powietrza miescita sie w granicach od 1091 do
1930 (tab. 21).
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Rys. 111. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym prébki 4

Salmonella typhimurium YG1041 "
Test klasyczny z preinkubacjg 1-50 m3
36+ Probkanr4 2-25m
34 - \
32 3-125m
o bz -F a-625m°
s Y +F
28_— S :FE‘B\; 5-3,125 m3
z:: PZZA +F(0) 6-1,56 m>
20 _: 7-0,78 m3
x 18 s
2 16 . 8-0,39 m
e E 9-0,195 m3
12 ] ,
10 10- 0,097 m
] 11- 0,049 m3
o 3
4 12-0,0245 m
> 14-0,01225 m3
0

3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 16 16-0,006125 m

m’powietrza na plytke
Rys. 112. Wspolczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie preinkubacyjnym probki 4

W przypadku testu z preinkubacja (rys. 112) otrzymano najwigksze wspétczyn-
niki MR w badaniach prowadzonych z frakcja FA i FB. Stezenie progowe ekstrak-
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téw zanieczyszczen powietrza w tedcie z frakcja FA wynosito 0,01225 m’/ptytke,
a w pozostalych testach 0,0245 m*/ptytke. Mutagennos¢ wynosita od 2126 rew./m’
do 2947 rew./m’ (tab. 21).

W badaniach zanieczyszczen powietrza testem w modyfikacji Kado (rys. 113)
najwigksza wartos¢ wspétczynnika MR uzyskano w badaniach z frakcja FA i FB. Pro-
gi wykrywalnoéci dla tego testu byly na poziomie 0,0097 m*/ptytke w badaniach z FA
i FB, na poziomie 0,0195 m’/ptytke w badaniach bez frakcji oraz 0,078 m’/ptytke
w tescie z frakcja FO. W przypadku tego testu liczba rewertantéw indukowanych przez
1 m’ powietrza byta w granicach od 1078 do 3883 (tab. 21).

Salmoneila typhimurium Y G1041 L8 m3
Test w modyfikacji Kado 3
Prébka nr 4 fl-2,5m
1 § - 1,26 m3
IV- 0,625 m°
b4+ V-0,3125 m®
Y +F(A) 3
+F(B) VI- 0,156 m
P77 +F (0) ViI- 0,078 m®
Vill- 0,039 m®
IX- 0,0195 m°
X- 0,0007 m°
X1- 0,0048 m3
XlI- 0,0024 m3
XIV- 0,0006 m3

vi vk vl IX X X1 Xl XIv
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Rys. 113. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie w modyfikacji Kado prébki 4

W przypadku szczepu testowego YG1041, dla omawianej prébki, uzyskano po-
dobne zaleznosci wspétczynnika MR od stezenia ekstraktu zanieczyszczen, jak dla
szczepu TA98. Réwniez jedynie w badaniach prowadzonych w modyfikacji Kado
w obecnosci frakcji FB nie uzyskano efektu toksycznego na krzywej dawka—odpo-
wiedz. W tym przypadku w badanym najwickszym stezeniu préby (5 m’ powie-
trza/ptytke) wspdtczynnik MR wynosit az 42,06. W tescie preinkubacyjnym stwier-
dzono wigksza LR w poréwnaniu do testu klasycznego i zaobserwowano wyrazne
zmniejszenie stgzen, w ktoérych zaobserwowano maksymalne wspoétczynniki MR.
Otrzymany duzy wspétczynnik MR w tym tescie i niskie progi wykrywalnosci za-
nieczyszczefn mutagennych wskazujg na znaczng przewage testu w modyfikacji Ka-
do w badaniach tej prébki.



150 Katarzyna Piekarska

Tabela 21. Mutagenno$¢ (M) otrzymana dla poszczegélnych testéw
przeprowadzonych dla ekstraktu prébki 4

Rodzaj testu Obecnos¢ Réwnanie prostej Mutagennosé
Szczep frakcji S9 regresji R? (M)
rew./m’
-F y=19,6+81,6x 0,82 101
Klasyczny FA y=33,2+153,1x 0,88 186
FB y=45,9+74,5x 0,85 120
FO y=40,6+71x 0,92 112
-F y=24,5+51,1x 0,87 76
TA98 Klasyczny FA y=33,5+101,4x 0,98 135
z preinkubacja FB =41,4+144,1x 0,97 185
FO y=29,7+178,3x 0,92 208
-F y=24,1+364,5x 0,93 389
W modyfikacji FA y=36,1+300,3x 0,97 336
Kado FB y=40,3+319,4x 0,96 359
FO y=45,5+266x 0,94 311
-F y=155,4+936x 0,83 1091
Klasyczny FA y=201,7+1042,4x 0,85 1244
FB y=235,8+931 4x 0,74 1167
FO y=215+1715x 0,80 1930
-F y=175+1951,2x 0,94 2126
YG1041 Klasyczny FA y=235+2525x 0,83 2760
z preinkubacja FB y=280+2666,9x 0,91 2947
FO y=209,3+2478x 0,89 2687
-F y=137,9+940,5x 0,91 1078
W modyfikacji FA y=172,84+3709,9x 0,87 3883
Kado FB y=162,3+2330,9x 0,89 2493
FO y=219,3+1182,9x 0,94 1402

6.4.5. Wyniki testéw z udzialem proébki pylow (5)
pobranej wiosng na ul. Norwida

Salmonella typhimurium TA98

We wszystkich testach z udzialem prébki powietrza pobranej wiosna na szczepie
TA98 nie stwierdzono efektu toksycznego na krzywych dawka—odpowiedz. Wspot-
czynniki MR uzyskane w tych testach byly wigksze niz otrzymane w badaniach
z udzialem prébki 1 pobranej w lecie na ul. Strachocinskiej oraz mniejsze w poréw-
naniu do uzyskanych dla prébki 2 pobranej w lecie na pl. Grunwaldzkim.

W tescie klasycznym (rys. 114) najwigksze wspétczynniki MR uzyskano w bada-
niach z frakcja FB (MR = 7,21 14,52) i FO (MR = 6,53 i 4,11) w stezeniach ekstraktu
zanieczyszczen pochodzacych z 50 m® i 25 m® powietrza. W pozostatych stezeniach
MR uzyskane w testach bez frakcji i z jej udzialem byly zblizone. Stezenie progowe
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ekstraktu powietrza we wszystkich testach wynosito 6,25 m*/plytke. Mutagennosé (M)
byla mata i zawierata si¢ w granicy od 26 rew./m’ do 47 rew./m’ (tab. 22).

Salmonella typhimurium TA98
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Rys. 114. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie klasycznym prébki 5
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Rys. 115. Wspélczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie preinkubacyjnym prébki 5

W przypadku testu z preinkubacja (rys. 115) najwieksze wspdtczynniki MR uzy-
skano w badaniach z frakcja FB (MR = 2,78 przy 50 m’/plytke). Stezenie ekstraktu
zanieczyszczen powietrza wywolujace efekt mutagenny wynosito 6,25 m’/ptytke
w testach z frakcja FB i FO, 12,5 m’/ptytke w obecnosci frakcji FA i 25 m’/ptytke
w badaniach bez frakcji. Mutagenno$¢ (M) miescita si¢ w granicy od 34 rew./m’ do
52 rew./m’ (tab. 22).

W tescie Kado (rys. 116), w stezeniu ekstraktu zanieczyszczen pytowych pocho-
dzacych z 5 m® powietrza, najwieksza warto$¢ MR (2,8) uzyskano w badaniach bez
frakcji. Stezenie progowe ekstraktu zanieczyszczen powietrza wynosito 25 m*/ptytke
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w badaniach bez frakcji i z frakcjg FB i FO. W tescie przeprowadzonym z frakcja FA
stezenie to réwne byto 5 m’/ptytke. Liczba rewertantéw indukowanych przez 1 m’
powietrza réwniez byta mata i wynosita od 28 do 53 (tab. 22).

Salmonella typhimurium TA98
Test w modyfikacji Kado
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Rys. 116. Wspétczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w tescie w modyfikacji Kado prébki 5

Salmonella typhimurium YG1041

W testach prowadzanych metoda klasyczng i z preinkubacja na szczepie YG1041
stwierdzono efekty toksyczne na krzywych dawka—odpowiedz. Liczba rewertantéw
indukowana przez 1 m® powietrza w wickszosci testéw byla zblizona do liczby re-
wertantow powstajacych w sposéb spontaniczny. Jedynie w pigciu testach (klasyczny
bez frakcji i z frakcja FB, w modyfikacji Kado bez frakcji oraz z frakcja FB i FO)
otrzymano wigksza mutagennos¢ (M) (tab. 22). W przypadku badan testem klasycz-
nym z udzialem tego szczepu otrzymano wigksze wspGtczynniki MR niz w testach
prowadzonych na prébkach pobranych latem (1 i 2).

W tescie klasycznym (rys. 117) wynik dodatni uzyskano po wprowadzeniu na
ptytke ekstraktu zanieczyszczen pochodzqcych z 0,78 m’ powietrza w badaniach bez
udziatu frakcji i 1 z frakcja FB, z 3,125 m’ powietrza w tescie z udzialem frakcji FO
oraz z 6,25 m’ powietrza w badaniach z frakcja FA. Uzyskano najwieksze MR
(24,15 przy 12,5 m3/plytke;) w tescie z udzialem frakeji FB. Liczba rewertantéw in-
dukowanych przez 1 m® powietrza we wszystkich testach wahata sie od 188 do 430
(tab. 22).

W tescie preinkubacyjnym (rys. 118) uzyskano najwicksze MR (7,62 przy
12,5 m /plytk@) w badaniach bez aktywacji metabolicznej. Zanieczyszczenia pochodzqce
z 1,56 m’ powietrza wywolaty efekt mutagenny w badaniach bez frakcji, a z 3,125 m’
powietrza w badaniach z aktywacja metaboliczna. Mutagennoé¢ (M) miescita sie
w granicy 248-285 rew./m’ (tab. 22).



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagennosci ... 153

W przypadku testu w modyfikacji Kado (rys. 119) uzyskano najwigksze liczby re-
wertantéw w badaniach z frakcjami FB (MR = 4,15 przy 5 m’/ptytke) i FO (MR = 3,68
przy 5 m/ptytke). Wynik dodatni testu otrzymano w badaniach z frakcjag FB w steze-
niu ekstraktu wynoszacym 0,625 m’ powietrza na plytke, a w stezeniu 1,26 m’/ptytke
w pozostatych badaniach. Mutagenno$¢ (M) miescita si¢ w granicy 327-468 rew./m’
(tab. 22).
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Rys. 117. Wspélczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie klasycznym prébki 5

Salmonella typhimurium YG1041
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Rys. 118. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie preinkubacyjnym prébki 5
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Salmonella typhimurium YG1041
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Rys. 119. Wspétczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w tescie w modyfikacji Kado prébki 5

Tabela 22. Mutagenno$¢ (M) otrzymana dla poszczegélnych testéw przeprowadzonych dla ekstraktu prébki 5

Rodzaj testu Obecnos¢ Réwnanie prostej Mutagennos¢ (M)
Szczep frakcji S9 regresji R rew./m’

-F y=20,7+5,1x 0,85 26
Klasyczny FA y=29,1+6,9x 0,89 36
FB y=27+6,8x 0,92 34
FO y=34,2+12,6x 0,93 47
-F y=29,9+3,8x 0,87 34
TA98 Klasyczny FA y=32,5+6,3x 0,86 39
z preinkubacja FB y=34+18,2x 0,96 52

FO y=39,249,5x 0,93 49 ]
-F y=26,149,8x 0,85 36
W modyfikacji FA y=26,4+2x 0,86 28
Kado FB y=28,7+21,5x 0,99 50
FO ¥=29,9+23,3x 0,98 53
-F y=116,7+313,4x 0,99 430
Klasyczny FA y=139,1+48,6x 0,89 188
FB y=128,14+249,2x 0,98 377
FO y=155,3+59,3x 0,98 214
-F y=141,3+107,2x 0,93 248
YG1041 Klasyczny FA y=185,7+96,6x 0,99 282
z preinkubacja FB y=187,2+88,3x 0,97 275
FO y=200,9+83,7x 0,91 285
-F y=134,4+2222x 0,98 357
W modyfikacji FA y=163,9+162,9x 0,91 327
Kado FB y=207,1+261x 0,82 468
FO y=176+225,6x 0,98 402




7. Dyskusja wynikow

Zanieczyszczenie powietrza atmosferycznego jest problemem ogdlnoswiatowym,
poniewaz stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi i innych organizméw zy-
wych. Obecne w powietrzu miejskim zanieczyszczenia zawieraja wiele réznych lot-
nych i czasteczkowych substancji organicznych, ktére wykazuja, miedzy innymi, wia-
Sciwosci mutagenne. Ich ilo$¢ i rodzaj jest uzalezniony od zrédet emisji, trwatosci
chemicznej i warunkéw atmosferycznych [98, 140, 188]. Badania epidemiologiczne
dostarczyly wielu pozytywnych przyktadéw korelacji pomigdzy ekspozycja na pyt
zawieszony (PM) a pojawianiem si¢ wielu powaznych skutkéw zdrowotnych [45].
Wraz z odkryciem, ze mutacje odgrywaja role w procesach rakotwoérczych, zaczgto
stosowa¢ krétkoterminowe testy w badaniach okreslajacych potencjat mutagenny préb
srodowiskowych. Aktywnosé mutagenna jest wstgpnym wskaznikiem narazenia na
potencjalne kancerogeny i moze by¢ pomocna w chemicznej charakterystyce i identy-
fikacji mutagenéw oraz okreslania ich zrédet emisji. Bakteryjny test Salmonella jest
jednym z najczesciej stosowanych testéw krétkoterminowych do oceny mutagennego
i potencjalnie rakotwdrczego oddziatywania ztozonych mieszanin zwiazkéw chemicz-
nych stanowiacych zanieczyszczenia powietrza. Wielu badaczy postuluje, aby znalazt
sie on w rutynowym monitoringu zanieczyszczen atmosfery, stanowiac system skri-
ningowy zdolny do wykrycia réznych mutacji na poziomie molekularnym [37].

Ten wazny problem ekologiczny i jego aspekt utylitarny stat si¢ powodem do
podjecia badan, ktérych przedmiotem bylo przeprowadzenie wielu testow Sal-
monella réznigcych si¢ protokotem wykonania, na jednym materiale badawczym,
w celu wytypowania procedury pozwalajacej wykrywaé z duza czuloscia obec-
no$¢ mutagennych zanieczyszczen powietrza atmosferycznego. Modyfikacja kla-
sycznej procedury testu dotyczyla doboru induktora frakcji mikrosomalnej,
okreslenia optymalnego stezenia i skladu frakcji stosowanej w tescie, okreslenia
optymalnego czasu kontaktu bakterii testowych z badana prébka (preinkubacji)
oraz ustalenia optymalnego skladu mieszaniny reakcyjnej. Zwigkszenie czuloSci
testu jest niezwykle wazne, wykrycie bowiem aktywnosci mutagennej organicz-
nych zanieczyszczen powietrza wymaga pobierania probek w ilosciach znacznie
wigkszych niz w przypadku analiz fizykochemicznych, co stanowi utrudnienie
w wprowadzeniu testu do rutynowego monitoringu zanieczyszczen powietrza.
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Badania efektu mutagennego organicznych ekstraktéw pyléw zawieszonych
w powietrzu przeprowadzano w réznych miastach na $wiecie [37]. W Polsce badania
genotoksycznosci zanieczyszczen prowadzono przede wszystkim na obszarze Gérne-
go Slaska oraz na terenie Warszawy i Wroctawia. Wroctaw zajmuje drugie miejsce,
po Elektrownii ,,Tur6w”, na terenie wojewddztwa dolnoslaskiego pod wzgledem emi-
sji zanieczyszczen gazowych i pytowych [170]. W powietrzu miejskim Wroctawia
wystepuje wiec duza ilo$¢ zanieczyszczen, dlatego tez pyly zawieszone pobrane
w tym miejscu stanowig dobry materiat badawczy.

W pierwszym etapie pracy dokonano poboru prébek pyléw zawieszonych ich ekstrak-
cji i okreslenia zawartosci WWA 1 nitropochodnych WWA w otrzymanych ekstraktach.

Uzyskane ilosci pyléw zawieszonych na wszystkich badanych stanowiskach
przekraczaty iloéci oznaczane przez Wojewédzki Inspektorat Ochrony Srodowiska
i Wojewoddzka Stacje Sanitarno-Epidemiologiczng w innych punktach Wroctawia
[170]. Stezenia frakcji PM10 pytu zawieszonego we Wroctawiu byly duze i wyka-
zywaly zmienno$¢ sezonowa. W préobkach pobranych w okresie zimowym stwier-
dzono ok. 2-krotnie wiecej pytéw w poréwnaniu do prébek pobieranych w okresie
letnim, z wyjatkiem prébek pobranych na Starym Miescie. W przypadku tego stano-
wiska ilosci pytéw pobrane zima byly niewiele wigksze od pobranych latem. Stezenia
pytéw miescity si¢ w granicach od 38,33 pg/m’ (nr 2) do 138,93 pg/m® (nr 3).
W prébkach pobranych zima wartosci te wynosity od 57,8 ug/m® (Stare Miasto) do
138,9 ug/m’ (nr 3), w prébkach pobranych latem od 38,33 pg/m’ (nr 2) do 57,17 pg/m’
(nr 1), a w ekstrakcie wiosennym 46,99 ug/m’ (nr 5). Dopuszczalne wartosci stezen
dla okresu 24-godzinnego wynosza w Polsce 125 pg/m’, w Unii Europejskiej 50 pg/m’,
a wedtug US EPA 150 pg/m’® [98, 178, 213]. Podobne ilosci pytéw podaja inni auto-
rzy. Otrzymana ilos¢ pylu frakcji PM10 byta zblizona do warto$ci zmierzonych
w okresach wiosenno-letnich i jesienno-zimowych w réznych miastach europejskich
(Czechy, Wiochy, Belgia, Polska) [16, 20, 26, 30, 32, 50, 60, 92, 141]. Z kolei uzyska-
ne ilosci substancji smotowych miescity sie w granicach od 7,56 pg/m’ (Stare Miasto, la-
to) do 145,15 pg/m’ (nr 3). Stwierdzone sezonowe réznice pomigdzy zawartoscig py-
téw i ekstraktéw smotowych pokrywaja si¢ takze z doniesieniami literaturowymi.
Réznice te wynikaja przede wszystkim ze zwigkszonej emisji pytéw w okresie zimo-
wym na terenie aglomeracji miejskich, pochodzacych z proceséw spalania na cele
grzewcze. Takze waznym czynnikiem decydujacym o poziomie mutagennosci pytéw
jest temperatura. Stwierdzono, iz mutagennos¢ jest odwrotnie powigzana z temperatu-
ra otoczenia i osigga maksymalne warto$ci w zimowych warunkach [37, 179]. Jest to
zwiazane ze zwigkszona inwersja atmosferyczng, ktéra utrzymuje zanieczyszczenia
blisko powierzchni ziemi, co powoduje zwigkszenie osadzania sie substancji muta-
gennych na czastkach pytu w miesiagcach zimowych. W okresie zimowym dochodzi
takze do zmian w procesach chemicznych zachodzacych w atmosferze spowodowa-
nych zmianami w ilosci ozonu i NOy [11, 37, 45, 98, 134]. Wykazano, ze w miare
wzrostu zawartosci NO, w powietrzu, zwigksza si¢ zawarto$¢ nitrowych pochodnych
WWA, uznawanych za kancerogeny [147].
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W pobranych prébkach zbadano poziomy stezen, najczesciej wystepujacych w po-
wietrzu atmosferycznym, dwunastu WWA i o$miu nitrowych pochodnych WWA. Ak-
tywnos¢ rakotwércza wykazuja szczegélnie weglowodory poliaromatyczne, zawiera-
jace od 3 do 6 skondensowanych pierscieni, zaadsorbowane na czastkach pytu. Z kolei
lotne WWA, takie jak: antracen, fenantren, fluoren, fluoranten czy tez piren sg réw-
niez obecne w powietrzu w fazie gazowej [193]. O wysokim stopniu toksycznosci
i kancerogennosci WWA $wiadczy fakt, ze dopuszczalne stezenia poszczegdlnych
zwiazkéw w powietrzu atmosferycznym wyrazane sa w ng/m’ oraz to, iz WHO nie
ustanowito dla nich wartosci sumarycznego steZenia zalecanego w powietrzu atmosfe-
rycznym [98]. Nitrowe pochodne WWA réwniez wykazuja dziatanie mutagenne i ra-
kotwércze. Niektore nitroWWA moga tworzy¢ si¢ podczas proceséw spalania. Sg one
obecne migdzy innymi w ekstraktach z czastek spalin Diesla (np. nitrofluoren, nitro-
antracen, nitrofluoranten, nitrobenzo[a]piren). Jednak wigkszos¢ z nich powstaje
w atmosferze w wyniku reakcji WWA w fazie gazowej. Transformacja WWA w nitro-
WWA jest reakcja nieodwracalng. WWA znajdujace si¢ w fazie gazowej reaguja
z wystgpujacymi w powietrzu hydroksylowymi i azotanowymi rodnikami. W ten spo-
s6b powstaje wiele réznorodnych zwiazkéw pochodnych, miedzy innymi nitro-
WWA. Mimo iz nitroWWA wystepuja w mniejszych stezeniach w poréwnaniu do
niepodstawionych weglowodoréw aromatycznych, to cechuje je duza trwatosé w fazie
statej i wieksza mutagenno$é (2:10° razy) oraz kancerogennosé (10 razy), niektSrych
z nich, w poréwnaniu z WWA. Nitrowe pochodne WWA powinny wigc by¢ uwzgled-
niane podczas dokonywania oceny ryzyka zwiazanego z zanieczyszczeniami powie-
trza. Jednak mate ich stgzenia w tym Srodowisku nastreczaja problemy analityczne [7,
9,76,79, 129, 173, 219].

Udzial poszczegolnych WWA i ich nitrowych pochodnych zalezal zaréwno
od miejsca, jak i od sezonu poboru prébki. Suma wykrytych w ekstraktach WWA
wahata sie w zakresie od 2,342 ng/m’ (nr 1) do 44,192 ng/m’ (nr 3). Z kolei suma
nitrowych pochodnych w granicach od 0,29 ng/m® (nr 2) do 7,05 ng/m’ (nr 3).
Stwierdzono wyrazna sezonowa zmiennos¢ stezen badanych zwiazkéw. Najwieksze
stezenia WWA i ich nitrowych pochodnych odnotowano w okresie zimowym (sezon
grzewczy). Przyrost ten byt szczegdlnie wysoki na obrzezu miasta (ul. Strachocin-
ska) i w obrgbie Starego Miasta. Mogloby to $wiadczy¢ o wigkszym zuzyciu wegla
kamiennego lub drewna do celéw grzewczych w paleniskach domowych. Zaréwno
sumaryczna zawarto§¢ WWA w badanych prébach, jak i tez ich profil byl
zgodny z doniesieniami literaturowymi dotyczacymi innych miast europejskich
[16, 20, 26, 49, 193]. Ekstrakty pytowych zanieczyszczen powietrza charakteryzo-
waly si¢ bowiem duzym procentowym udzialem WWA o matym cigzarze czastecz-
kowym (fenantren, antracen, fluoranten, piren). Z kolei st¢zenie cigzszych WWA, za-
wierajacych od 5 do 6 pierscieni aromatycznych, byto duzo mniejsze. Wsréd obecnych
w probkach WWA byly trzy (benzo[a]antracen, benzo[a]piren, dibenzo[a,h]antracen)
klasyfikowane przez IARC do grupy 2A (prawdopodobnie rakotwoércze dla ludzi)
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oraz trzy (beno[b]fluoranten, benzo[k]fluoranten], indeno[1,2,3-c,d]piren) zaklasyfi-
kowane do grupy 2B (przypuszczalnie rakotworcze dla ludzi).

Na wszystkich badanych stanowiskach stwierdzono wystgpowanie duzych stgzen
benzo(a)pirenu (10-22% sumy WWA), ktéry nalezy do najbardziej mutagennych
WWA. Dla tego zwiazku warto$¢ wzgledna wspdiczynnika kancerogennosci (k) zo-
stala przyjeta za 1 [150]. W wielu pracach B[a]P traktowany jest jako zwiazek wskaz-
nikowy narazenia na WWA, ze wzgledu na jego silne dziatanie kancerogenne i duza
korelacje ze stezeniem innych WWA obecnych w ekstraktach zanieczyszczef powie-
trza [49]. Stwierdzone $rednie ilosci benzo[a]pirenu, w zaleznosci od pory roku i sta-
nowiska, wahaty sie w granicach od 6,14 ng/m’ (7,98-2,65) w zimie do 0,57 ng/m’
(0,765-0,438) w lecie. Natomiast wiosng oznaczono jego zawartos¢ na poziomie
1,87 ng/m’. Warto$é¢ odniesienia dla B[a]P dla okresu 1 godziny wynosi w Polsce
12 ng/m’, dla doby 5 ng/m’, natomiast dla roku kalendarzowego 1 ng/m® [98]. Steze-
nia B[a]P otrzymane w badaniach miescily si¢ w gérnych granicach stgzen uzyskiwa-
nych w miastach Europejskich [49]. Podobne jego ilosci oznaczano w miastach cze-
skich [16, 30] i belgijskich [20]. Duze st¢zenia tego weglowodoru badacze zwykle
odnotowuja w okresach zimowych. Wigksze stezenia tego weglowodoru, rzedu kilku-
dziesieciu ng/m’, odnotowywano w Polsce na Gérnym Slasku [141, 193]. W prébach
obecne byty takze, w mniejszych stgzeniach, odznaczajacy si¢ wigksza sita dzialania
kancerogennego dibenzo[a,h]antracen (k = 5) oraz mniejsza benzo[g,h,i]perylen (k =
0,01). Ten ostatni uznawany jest za wskaznik narazenia na weglowodory aromatyczne
emitowane z silnikéw wysokopreznych [118].

W badanych ekstraktach pyléw suma stgzen nitrowych pochodnych WWA za-
wierata sie w granicach od 7,05 ng/m® (nr 3) do 0,29 ng/m® (nr 2). Najbardziej bo-
gaty profil tych zwiazkéw uzyskano w prébkach pobranych zima i wiosng. Nato-
miast w prébce 2, pobranej latem na pl. Grunwaldzkim, stwierdzono wystgpowanie
tylko jednej nitrowej pochodnej WWA-2-nitrofluorenu. W ekstraktach nie stwier-
dzono wystepowania badanych dinitropochodnychWWA w granicach ich ozna-
czalnosci. Stwierdzono natomiast wystepowanie mononitropochodnych-WWA,
wsréd ktoérych obecne byly nalezace do grupy 2B 2-nitrofluoren i 1-nitopiren [129].
2-nitrofluoren wystgpowal we wszystkich badanych prébkach, natomiast obecnosé
1-nitropirenu stwierdzono tylko w prébkach pobranych zima i wiosng. W ekstraktach
zimowych i wiosennych stwierdzono takze obecnos¢ 3-nitrofluorantenu. 1-nitropiren
i 3-nitrofluoranten sa charakterystycznymi produktami spalania paliwa w silniku
Diesla. Zwiazki te nie sq obserwowane w zadnych innych reakcjach zachodzacych
w fazie gazowej [219]. Wigkszos¢ badaczy koncentruje si¢ na badaniu obecnosci ni-
troWWA w spalinach silnikéw wysokopreznych. Niewiele jest doniesien literaturo-
wych dotyczacych analizy zawartosci nitrowych pochodnych WWA w powietrzu at-
mosferycznym. Badania prowadzono, migdzy innymi, w Birmingham (Wielka
Brytania), w Damaszku (Syria), w Kanazawa (Japonia), w Sosnowcu (Polska) i w in-
nych rejonach Gérnego Slaska [73, 129, 203, 219]. Stezenia 1-nitropirenu otrzyma-
ne w powietrzu Wroctawia byly zblizone do tych oznaczonych w Birmingham
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i Damaszku (0,019 ng/m*-0,387 ng/m?>), oraz byty mniejsze od otrzymanych w So-
snowcu (0,68 ng/m3—1,81 ng/m3) [129, 219].

W tabeli 23 przedstawiono wspétczynniki korelacji pomigdzy uzyskanymi w bada-
niach masami pytéw i masami substancji smotowych a stgzeniami WWA i nittoWWA.
Do obliczen wybrano sume stezen WWA i nitroWWA uzyskanych na poszczegdélnych
stanowiskach oraz stg¢zenia wybranych weglowodoréw i ich nitrowych pochodnych.
Przy wyborze kierowano sig sita dziatania mutagennego weglowodoréw, ich charakte-
rem wskaznikowym i obecnoscia w badanych prébkach. Stwierdzono wigksza za-
leznos¢ pomiedzy stezeniem pylu zawieszonego a stezeniami WWA i nitroWWA,
w poréwnaniu do zaleznosci pomiedzy tymi parametrami a uzyskanymi masami
substancji smotowych. Wspdtczynniki korelacji w tych analizach byty duze i zawie-
raty si¢ pomiedzy 0,464 (B[g,h,i]P) a 0,857 (suma nitroWWA). Z kolei z uzyskana
masg substancji smotowych w prébkach najlepiej korelowata zawarto$¢ Bla]A (r =
0,464), a najgorzej zawartos$¢ B[g,h,i]P (r = 0,0358).

Tabela 23. Korelacje pomigdzy stezeniem pytéw [ug/m®] i substancji smotowych [ng/m?]
w badanych prébkach a zawartoscia WWA [ng/m®] i nitroWWA [ng/m’]

Masa pyléow I Masa substancji smolowych
Badany parametr - - = .
Wspélczynnik korelacji porzadku rang Spearmana (poziom p)
B[a]P 0,786 (0,036) 0,250 (0,589)
B[a]A 0,750 (0,052) 0,464 (0,294)
D[a,h]A 0,750 (0,052) 0,250 (0,589)
B[g,h,i]P 0,464 (0,294) 0,0358 (0,939)
2-nitrofluoren 0,679 (0,094) 0,214 (0,645)
Suma WWA 0,750 (0,052) 0,464 (0,294)
Suma nitroWWA 0,857 (0,014) 0,214 (0,645)

Nalezy jednak zda¢ sobie sprawe z tego, ze badane ekstrakty pylowych zanie-
czyszczen powietrza moga by¢ mieszaning ponad 500 zwiazkéw chemicznych. Takie
zlozone mieszaniny substancji podlegaja réznym interakcja, co moze prowadzi¢ do
zwiekszenia lub zmniejszenia ich aktywno$ci mutagennej. Wypadkowa aktywno$¢
jest bowiem efektem synergizmu i antagonizmu poszczegélnych substancji wystepu-
jacych w mieszaninie. Ze wzgledu na zlozony skiad chemiczny pylowych zanie-
czyszcezen powietrza wykrycie i identyfikacja poszczegblnych zwigzkow, a co za
tym idzie okreslenie substancji odpowiedzialnych za mutagennos$¢ ekstraktow
probek powietrza jest niezwykle trudna. Wobec tego bardziej przydatna od che-
micznej analizy poszczegolnych zwiazkéw jest ocena genotoksycznosci wszystkich
zanieczyszczen obecnych w badanych prébkach [140, 147, 193].

Badania mutagennosci organicznych ekstraktéw pytowych zanieczyszczen powie-
trza testem Salmonella podzielono na dwie czesci. W pierwszej czesci przeprowadzo-
no 8 rodzajéw testéw rézniacych si¢ protokotem badawczym na dwéch prébkach po-
branych w lecie i w zimie na jednym stanowisku (Stare Miasto). W badaniach tych
stosowano cztery szczepy testowe TA98, TA100, YG1041 i YG1042. Szczep TA98
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jest powszechnie uzywany do badania mutagennosci zwiazkéw zaadsorbowanych na
czastkach pyléw. Wykrywa mutageny typu zmiany fazy odczytu. Z kolei szczep
TA100 ulega rewersji powrotnej pod wptywem mutagenéw typu podstawienia pary
zasad. Oprécz szczepéw standardowych zastosowano ich pochodne, YG1041 (TA98)
i YG1042 (TA100), wrazliwe na dziatanie nitrowych zwigzkéw aromatycznych dzigki
wyzszym, w poréwnaniu z fizjologicznym, poziomom dwéch enzyméw nitroredukta-
zy i O-acetylotransferazy. Testy przeprowadzano takze z udzialem dwéch rodzajéw
frakcji mikrosomalnej: FA — indukowanej Aroclorem 1254 i FB — indukowanej feno-
barbitalem. Celem tego etapu byto wytypowanie procedury, ktéra zwigkszytaby czu-
to$¢ testu na obecne w powietrzu zanieczyszczenia i obnizyta koszty jego wykonania.
Z kolei druga cze$¢ badan miata na celu weryfikacje wybranych procedur i szczepow
testowych na dodatkowych pieciu prébkach pobranych w trzech innych punktach mia-
sta. W tym etapie badan zastosowano réwniez frakcj¢ FO — nie poddana uprzedniej
indukcji, zawierajacej naturalny poziom enzyméw mikrosomalnych.

Badania rozpoczgto od okreslenia optymalnego stezenia frakcji mikrosomalnych
S9, ktére miaty by¢ stosowane w dalszych testach. Ekstrakty pytéw zawieszonych sa
ztozona mieszaning zwigzk6w chemicznych rézniacych si¢ sktadem ilosciowym i ja-
kosciowym. Z tego wzgledu zaproponowano sposéb dobierania optymalnego ste-
zenia S9 w S9-mix na podstawie jednego wytypowanego stezenia ekstraktu bada-
nej probki. W tym celu przeprowadzono badania pilotowe [108] ekstraktéw
w obecnosci 4% (v/v) zawartosci S9 w S9-mix. Wybrano takie stezenie ekstraktow
zanieczyszczen powietrza na ptytke, ktére dawato efekt mutagenny, ale nie powodo-
wato jeszcze efektéw toksycznych. Nastgpnie wykonano na tym stgzeniu zanieczysz-
czen test klasyczny i test w modyfikacji Kado, z zastosowaniem szerokiego spektrum
stezen badanej frakcji mikrosomalnej. W ten sposéb wybrano do dalszych badan naj-
bardziej optymalne stgzenia frakcji FA i FB. Oryginalna metoda zaleca stosowanie 4%
lub 10% stezenia S9 w S9-mix lub dobdr stezenia frakcji mikrosomalnej wobec wy-
branego mutagenu diagnostycznego [131]. Niektére laboratoria, w doborze st¢zenia
frakceji, stosuja najpierw male stgzenia S9, a w przypadku wyniku negatywnego po-
wtarzaja testy na duzym jego stezeniu lub przeprowadzaja testy od razu na wysokim
stezeniu frakcji [143]. W wyniku przeprowadzonych badan, tak jak si¢ spodziewano,
uzyskano rézne optymalne stg¢zenia frakcji konieczne do przeprowadzenia promutage-
néw w mutageny bezposrednie. W przypadku szczep6w serii YG wymagane bylo du-
7o mniejsze stgzenie frakcji FA, zaréwno w tescie klasycznym, jak i w tescie w mody-
fikacji Kado, w poréwnaniu do badan ze szczepami serii TA. W przypadku badan
z frakcja FB w wigkszosci testéw bylo podobnie. Maksymalne wspétczynniki MR
uzyskiwano najczesciej w stezeniu frakcji wynoszacym 3% (szczepy serii YG) oraz
6% 1 9% (szczepy serii TA). Stwierdzono takze, dla badanych ekstraktéw, koniecz-
nos¢ wprowadzania do testéw wigkszych stgzen frakcji FB niz FA. Jednoczesnie pro-
wadzono badania zaleznosci wspdtczynnika MR od stezenia frakcji FA i FB dla muta-
genéw diagnostycznych. W badaniach zastosowano 2AF dla szczepéw serii TA i dla
szczepu YG1041 oraz 2AA dla szczepu YG1042 w stezeniu 0,125 pg/ptytke [65, 205,
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206]. Wyznaczone optymalne stgzenia frakcji FA dla prébki pobranej zima i latem
pokrywaly si¢ z optymalnym stg¢zeniem wyznaczonym dla wybranych mutagenéw
diagnostycznych. Inaczej byto w przypadku frakcji FB. Wyniki te sugeruja potrzebe
kazdorazowego doboru optymalnego stezenia frakcji wobec probki srodowisko-
wej, zwlaszcza w przypadku frakcji indukowanej fenobarbitalem, a nie wobec
mutagenu standardowego, jak zalecane jest to w procedurze klasycznej [131]. Za
takim podejsciem do zagadnienia przemawiaja wyniki licznych prac prowadzonych na
czystych zwiazkach chemicznych pokazujace zréznicowana wrazliwo$¢ szczepéw na
poszczegdlne substancje mutagenne i ich stgzenia [65, 99, 155].

Nastepnie przeprowadzono testy rézniace si¢ protokolem badawczym na szerokim
zakresie stgzen zanieczyszczen powietrza pobranych w okresie letnim i zimowym na
Starym Miescie. W badaniach tych zwrécono uwage na:

e przydatnos¢ frakcji mikrosomalnej indukowanej fenobarbitalem (FB) w poréw-
naniu do powszechnie stosowanej frakcji indukowanej Aroclorem 1254 (FA),

e okre$lenie wptywu preinkubacji na wielkos¢ odpowiedzi mutagennej ze strony
szczepdw testowych,

e ustalenie optymalnego sktadu mieszaniny reakcyjnej.

We wszystkich testach najwigksze wartosci wspdtczynnika mutagennosci (MR)
i mutagenno$¢ (M) uzyskano dla prébki pobranej w okresie zimowym. Taka sama
zmiennos$¢ sezonowg obserwuje si¢ w innych krajach. Mutagennos¢ pytéw zanie-
czyszczajacych powietrze wzrasta w sezonie grzewczym i zmniejsza si¢ w lecie [30,
140, 222]. Mutageny zawarte w ekstraktach pyléw zawieszonych wywolywaly
wigkszg odpowiedz ze strony szczepéw TA98 i YG1041, w poréwnaniu do szcze-
pow TA100 i YG1042, co oznacza, ze byly to przede wszystkim zwigzki wywotu-
jace mutacje typu zmiany fazy odczytu. W badanym zakresie st¢zen ekstraktéw za-
nieczyszczen wprowadzanych na plytke (100 m’/ptytke-0,195 m*/ptytke) uzyskano
efekt toksyczny na krzywej dawka—odpowiedz jedynie w przypadku szczepdéw serii
YG. Taki przebieg krzywej w pelni ilustruje biologiczny efekt dziatania zanieczysz-
czen obecnych w probce w zaleznosci od ich st¢zenia.

W testach wykonywanych zgodnie z procedura klasyczna najmniejsze stgzenie
ekstraktéw zanieczyszczen wywolujace efekt mutagenny uzyskano w badaniach
z udziatem szczepu YG1041. Pochodzito ono dla prébki pobranej zimg z 0,097m’
powietrza we wszystkich testach (-F, FA, FB) oraz z 0,195 m® (-F), 1,56 m’ (FA)
10,39 m’ (FB) w przypadku prébki pobranej latem. We wszystkich testach ze szcze-
pem TA98 stezenie progowe dla zanieczyszczen obecnych w prébce zimowej wyno-
sito 1,56 m®, natomiast w prébce letniej 12,5 m’. Najwigksze stezenie ekstraktu po-
wietrza dzialajace mutagennie uzyskano w badaniach ze szczepem TA100 (w zimie
3,125 m*-25 m’, w lecie 50 m*~100 m*). W przypadku badan prébki pobranej zima
ze szczepami serii TA najwigksze wspdtczynniki MR uzyskano w badaniach bez
frakcji (=F). Z kolei dla prébki pobranej latem w badaniach w obecnodci frakcji mi-
krosomalnych. Mozna wigc stwierdzié, ze ekstrakt zimowy zawierat wigkszg
liczb¢ mutagenéw bezposrednich typu zmiany fazy odczytu i podstawienia pary
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zasad, a ekstrakt letni mutagenéw posrednich (np. niepodstawionych WWA).
W pi$miennictwie mozemy znalez¢ przyktady podobnych wynikéw, w ktérych ak-
tywnos$¢ mutagenna pyléw pobranych w lecie, badana w obecnosci tych szczepow,
wzrastata po dodaniu mieszaniny S9 [16, 140, 144]. Istnieja jednak takie badania,
w ktérych aktywacja za pomocg enzyméw mikrosomalnych powodowata wzrost od-
powiedzi mutagennej w stosunku do prébek pobranych zimg oraz zmniejszenie mu-
tagennosci ekstraktéw prébek pobranych w lecie [30, 49, 140]. W przypadku szczepdw
serii YG, dla ktérych otrzymano pelny obraz biologicznego dziatania zanieczysz-
czen oraz przesuniecie maksymalnych wartosci wspétczynnikéw MR i progéw wy-
krywalnosci substancji mutagennych w kierunku mniejszych stezef badanych ekstrak-
téw otrzymano inne wyniki. Dla szczepu YG1041, dla mniejszych stezen ekstraktu
zimowego, ujawnito si¢ dziatanie mutagenéw posrednich wykrywanych w obecnosci
frakcji FB, natomiast w testach ze szczepem YG1042 wspétczynniki MR zaréwno
w obecnosci frakcji FA, jak i FB byly zdecydowanie wigksze w poréwnaniu do
wspOtczynnikéw MR uzyskanych bez frakcji. W testach z udziatem prébki pobrane;j
latem, badanej szczepem YG1041, réwniez uzyskano duze wspétczynniki MR w ba-
daniach z frakcja FB, a z udziatem szczepu YG1042 zdecydowanie wigksze wartosci
MR uzyskano w badaniach bez frakcji (-F). Ekstrakt zimowy zawieral wigc duza
liczbe mutagenéw posrednich, o charakterze nitrowych zwiazkéw aromatycz-
nych, typu zmiany fazy odczytu i podstawienia pary zasad, natomiast ekstrakt
letni duze iloSci nitrowych pochodnych WWA oddzialujagcych zaréwno bezpo-
$rednio, jak i posrednio z materialem genetycznym. Podobne spostrzezenia mozna
znalez¢ w innych pracach, w ktérych stwierdzono dodatni wptyw aktvwacji meta-
bolicznej w prébkach pobranych w zimie, podczas gdy w prébkach letnich, dodanie
S9 nie powodowato zwigkszenia efektu mutagennego pyléw zawieszonych [43,
141, 222].

Wyniki badan przedstawiono réwniez w postaci mutagennosci (M), czyli liczby
rewertantéw indukowanych przez 1 m® badanego powietrza. Pewna cze¢$é badaczy
stosuje ten sposob prezentacji wynikéw, ktéry zaktada, ze efekt mutagenny wyraza-
ny jako liczba kolonii rewertantéw, dla matych dawek badanych substancji lub ich
mieszanin, jest w przyblizeniu liniowy. W przypadku takiej prezentacji wynikéw
szczepy serii TA dawaly wigksza odpowiedZ mutagenna w obecnosci frakcji FA
i FB, zaréwno dla probki pobranej zima, jak i latem, w poréwnaniu do badan bez akty-
wacji metabolicznej. Takie same wyniki otrzymano dla ekstraktu probki pobranej zima
w obecnosci szczepOw serii YG. Natomiast zanieczyszczenia pobrane latem odzna-
czalty si¢ wigkszg aktywnoscia mutagenng w badaniach z frakcja FB i bez frakcji
w obecnosci szczepu YG1041 oraz bardzo zblizong mutagennoscia we wszystkich
badaniach ze szczepem YG1042 (tab. 24). Niektérzy badacze prezentuja wyniki te-
stu Salmonella w postaci mutagennosci, poréwnujac je z wynikami uzyskanymi
przez innych autoréw. Najcze¢sciej dotycza one badan prowadzonych z udziatem
szczepu TA98, rzadziej TA100 i YG1041. W pracy przegladowej Claxton i inni [37]
zebrano wyniki badan prowadzonych na réznych kontynentach z zastosowaniem
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szczepu TA98. Najwigkszg liczbe rewertantéw otrzymano w badaniach prowadzo-
nych w Ameryce Lacinskiej (1-779 rew./m>) i w Azji (5-640 rew./m’). Najmniejsza
liczbg rewertantéw wykryto na terenie USA — od 5 do 200 rew./m> powietrza. W bada-
niach na terenie Europy, w Czechach, zanotowano od 2 do 107 rew./m’ w zimie i od 2
do 23 rew./m® w lecie. Natomiast w Niemczech na terenach gesto zaludnionych,
o duzym nate¢zeniu ruchu i uprzemystowieniu, zanotowano powyzej 100 rew./m’ po-
wietrza [30]. W tabeli 24 przedstawiono wyniki uzyskane w niniejszej pracy i w niekto-
rych miastach na $wiecie [16, 30, 49, 141]. W poréwnaniu do tych danych na terenie
Wroctawia otrzymano wigksza liczbg rewertantéw w 1 m’ powietrza. Jednak nalezy
pamigtaé, ze przy takim sposobie analizy wynikéw nalezy wzia¢ pod uwage region,
w ktérym byty prowadzone badania (warunki meteorologiczne i geograficzne), ich
zakres i czas trwania. Nie bez znaczenia jest takze sposéb pobierania prébki i przy-
gotowania jej do testu, sama metoda testu oraz zakres mutacji spontanicznej cha-
rakterystycznej dla danego szczepu oraz wrazliwos¢ stosowanego szczepu na badane
zanieczyszczenia [37, 141]. Autorzy stosuja takze rézne metody obliczania muta-
gennosci [14, 113, 130]. Biorac to wszystko pod uwage, nalezy tak zaplanowaé
badania pylowych zanieczyszczein powietrza testem Salmonella, aby mozliwe
bylo przedstawienie pelnego biologicznego efektu ich dzialania w zaleznosci od
stezenia z podaniem najmniejszego ich stezenia wywolujacego efekt mutagen-
ny, a nie jedynie liczby rewertantéw indukowanych przez 1 m’ powietrza.
Zazwyczaj kazda substancja ulega w organizmie réznym przemianom, w wyniku
ktérych tworzy sig kilka, a nawet kilkanascie metabolitéw. Przemiany te moga pro-
wadzi¢ do detoksykacji, czyli do pozbawienia wtasciwosci toksycznych, lub tez do
aktywacji, w wyniku ktérej dochodzi do powstania aktywnych metabolitéw moga-
cych reagowaé z materiatem genetycznym, powodujac mutacje. Uszkodzenia te, je-
$li nie zostana naprawione, moga prowadzi¢ do rozwoju choréb nowotworowych
[187]. Zwiazki chemiczne wystgpujace w powietrzu atmosferycznym maja zaréwno
nature mutagenéw bezposrednich (np. nitroWWA czy oksyWWA), jak i posrednich
(np. WWA), ktére wymagaja uprzedniej aktywacji metabolicznej. Aby stworzy¢
w tescie warunki zblizone do panujacych w organizmie ssaka, co umozliwia przenie-
sienie wynikéw uzyskanych w tescie bakteryjnym na organizm ludzki, wprowadza sig
do niego postmitochondrialny supernatant (okreslany jako frakcja S9) uzyskiwany
z watroby szczura. W sktadzie S9-mix, oprécz S9, znajduje si¢ glukozo-6-fosforan,
sole potasu i magnezu i NADP. Ze wzgledu na duzy koszt NADP postanowiono
sprawdzi¢, jaka bedzie aktywno$¢ frakcji mikrosomalnej w przeksztatcaniu substancji
promutagennych w aktywne mutagenny bez dodatkowego wprowadzania NADP do
frakcji S9-mix [66, 67]. W pracy zwrécono réwniez uwage na rodzaj induktora en-
zyméw watrobowych. W celu pozyskania odpowiednio aktywnej frakcji mikroso-
malnej szczurom podaje si¢ zwiazki chemiczne, ktére zwigkszaja poziom enzyméw
odpowiedzialnych za aktywacj¢ metaboliczna w watrobie. Najczgsciej stosowanym
induktorem enzyméw watrobowych jest Aroclor 1254 (bedacy mieszaning polichlo-
rowanych bifenyli), kt6ry jest silng i trudno rozkladalna trucizng $rodowiskowa.



Tabela 24. Liczba rewertantéw w 1 m® powietrza w réznych miastach na $wiecie (procedura klasyczna)

Rewertanty/m’
Wroctaw Wroctaw Wroctaw Polska | Belgia Japonia Czechy Czechy Tajwan Brazylia
Stare Miasto pl. ul. Slask [49] Sapporo Teplice Praga Taichung | San Paulo
Sezon Szczep Grunwaldzki | Strachocinska | [141] [133] Prachatice [16] City [27]
[30] [118]
TA98-F 69 101 97 49 39-55 25 18-24 12-14 25-50 24
TA98+FA 83 186 116 99 58-56 28 11-29 22-25 12-21 1-5
TA98+FB 89 120 100
TA100-F 169 61 33 4-13
TA100+FA 197 129 47 10-59
Zima | TA100+FB 171
YGI1041-F 2169 1091 649 1443-2627 | 1100-1400
YG1041+FA 2194 1244 946 459-1532 | 800-1000
YG1041+FB 2765 1167 768
YG1042-F 219
YG1042+FA 896
YG1042+FB 553
TA98-F 41 144 22 21 24-38 8 2-5 4-6 18-19 12-35
TA98+FA 54 189 26 9 16-27 8 3-5 6-8 11-13 32-36
TA98+FB 48 167 21
TA100-F 111 105 8 5-17
Lato | TA100+FA 165 111 11 3-11
TA100+FB 159
YG1041-F 704 126 191 288-735 200-300
YG1041+FA 281 201 185 54-127 100-780
YG1041+FB 728 184 151
YG1042-F 208
YG1042+FA 215
YG1042+FB 194
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Zwiazkiem o poréwnywalnej aktywnosci indukcyjnej, zwigkszajacym aktywnos¢ mo-
nooksgenaz zaleznych od cytochromu P-450, jest znacznie mniej toksyczny fenobar-
bital. Frakcja S-9 uzyskana po indukcji tym zwigzkiem byta stosowana jedynie do
aktywacji czystych zwiazkéw promutagendw, a nie ztozonych mieszanin préb srodo-
wiskowych [155]. Ponadto, podczas aktywacji tymi zwiazkami enzyméw mikroso-
malnych, prowadzacej do zwigkszenia ich ilosci, dochodzi do uaktywnienia réznych
form cytochromu P-450, a tym samym uzyskania zré6znicowanego poziomu poszcze-
gblnych enzyméw we frakcji FA i FB [187].

Brak dodatkowej puli NADP we frakcji mikrosomalnej spowodowat wyrazne
zmniejszenie wspélczynnika MR, zwlaszcza w przypadku szczepu YG1041. Nie
wptyneto to jednak na wyglad krzywych zaleznosci dawka—odpowiedz. W bada-
niach ze szczepem TA98 stezenia progowe, wykrywajace obecno$é zanieczyszczen
mutagennych w ekstraktach pobranych w zimie i w lecie, byty takie same jak w te-
Scie klasycznym. W badaniach z tym szczepem wigksze wspotczynniki MR uzyska-
no dla frakcji indukowanej Aroclorem 1254 (FA). W przypadku testéw przeprowa-
dzanych z pozostalymi szczepami lepsza okazata si¢ frakcja indukowana
fenobarbitalem (FB). W obecnosci szczepu TA100 progi wykrywalnosci w bada-
niach z frakcja FB przesunely si¢ w kierunku mniejszych stezen ekstraktéw wpro-
wadzanych na ptytke. Jedynie w badaniach prowadzonych ze szczepami serii YG
zaobserwowano zwigkszenie najmniejszych stezen powietrza wywotujacych efekt
mutagenny, cho¢ nadal byt on wykrywalny. Mozna wigc prowadzi¢ test Salmo-
nella z zastosowaniem szczepéw TA98 i TA100 bez udzialu kosztownego NADP
w skladzie S9-mix. Z kolei szczepy serii YG, bardziej wrazliwe na obecne w eks-
traktach powietrza zanieczyszczenia oraz majgce duzy poziom mutacji sponta-
nicznych, wymagaja wiekszego stezenia NADP potrzebnego do przeksztatcania
duzej ilosci zanieczyszczen w mutageny bezposrednie. Jednak z ich udziatem
mozna rowniez z powodzeniem wykrywa¢é¢ substancje mutagenne testem kla-
sycznym bez wprowadzania dodatkowej puli NADP.

Przypuszczano, ze znaczne zwigkszenie ilosci bakterii w mieszaninie inkubacyj-
nej spowoduje zwigkszenie aktywnosci enzyméw bakteryjnych, co umozliwi prze-
ksztatcenie promutagenéw w aktywne mutageny, bez dodatkowego wprowadzania
NADP. W tescie klasycznym bez dodatku NADP, z 10-krotnie zwigkszong iloscia
bakterii, zauwazono, ze zwiekszenie ilosci bakterii bez dodatku tego koenzymu,
wbrew oczekiwaniom, nie powoduje poprawy czutosci testow dla wszystkich bada-
nych szczepéw. Zauwazono wprawdzie zwigkszenie wspétczynnika MR, szczegdlnie
widoczne w przypadku prébki pobranej zima, w poréwnaniu do testu Salmonella bez
dodatku NADP. Mimo to w wigkszo$ci badan stgzenie progowe zanieczyszczen po-
wietrza wywotujace efekt mutagenny przesuneto si¢ w kierunku wartosci wigkszych.
Jedynie w przypadku szczepu YG1041 zaobserwowano wyrazne zwigkszenie progu
wykrywalnosci zar6wno dla ekstraktu zimowego, jak i letniego oraz dla obu frakcji
mikrosomalnych. Takie same spostrzezenia uczyniono w przypadku badan ze szcze-
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pem YG1042 i prébka pobrang zima. Nalezy wiec poleci¢ prowadzenie testu Salmo-
nella z 10-krotnie zwigkszong ilo$cig bakterii YG1041 bez dodatku NADP.

W pracy starano si¢ takze odpowiedzie¢ na pytanie czy wprowadzenie do skfadu
mieszaniny reakcyjnej klasycznej procedury testu 10-krotnie wigkszej ilosci bakterii
wptynie na poprawe jego czutosci? Dla szczepu TA98 zauwazono zmniejszenie sig
stezenia progowego zanieczyszczefi w badaniach bez frakcji (mutageny bezposred-
nie), z jednoczesnym zmniejszeniem czutosci w wykrywaniu mutagenéw posrednich
dla ekstraktu zimowego. Z kolei dla ekstraktu letniego czutos¢ testu poprawifa sig
w badaniach z frakcjami mikrosomalnymi (mutageny posrednie). Obserwowano
przy tym, wyrazne zwigkszenie si¢ wspdtczynnika MR w tych badaniach, gdzie
czuto$¢ testu byta lepsza, oraz zmniejszenie wspdlczynnika MR w pozostatych te-
stach. Z kolei obecnos¢ wiekszej ilosci bakterii YG1041 w tescie powodowata wy-
razny zmniejszenie wspotczynnika MR oraz pogorszenie czulosci testu we wszyst-
kich badaniach. Obecno$¢ wigkszej ilosci bakterii nie wptywata w znaczacy sposéb
na otrzymane wyniki w poréwnaniu do testu klasycznego w badaniach ze szczepami
TA100 i YG1042. Wynika z tego, iz obecnos¢ w badanych ekstraktach wiekszej
ilosci zanieczyszczen o charakterze mutagenéw posrednich, na ktére badany
szczep jest wrazliwy, powoduje zmniejszenie czuloSci testu klasycznego ze
zwigkszong iloscia bakterii. Niewystarczajace bylo wiec w tym teScie stezenie
enzymow metabolizujacych w stosunku do ilosci substancji mutagennych przy-
padajacych na DNA pojedynczej komérki bakteryjnej. Wplynelo to na zmniej-
szenie odpowiedzi, mimo 7ze w mieszaninie inkubacyjnej znajdowala sie 10-
krotnie wigksza pula bakterii. Test ten mozna jedynie poleci¢ do wykrywania
mutagenéw bezposrednich szczepem TA98.

Nastepnym zagadnieniem, na ktére zwrdcono uwage w niniejszej pracy byto bada-
nie wptywu preinkubacji na wielkos¢ odpowiedzi mutagennej zwiazanej z obecnoscia
zanieczyszczen pylowych w badanych ekstraktach. Badania te wykazaly, iz opty-
malny czas preinkubacji jest r6zny w zaleznosci od rodzaju szczepu, temperatury
preinkubacji i rodzaju frakcji mikrosomalnej. Kazdorazowo, przed przystgpie-
niem do badan, nalezy dobiera¢ odpowiedni czas preinkubacji dla okreslonej
temperatury oraz takie stezenie ekstraktu, ktére w badaniach prowadzonych te-
stem klasycznym Salmonella dawalo dwukrotnie wigksza liczbe rewertantéw
w stosunku do liczby rewertantéw otrzymanych w drodze mutacji spontanicznej.
Spostrzezenia te pokrywajq si¢ z doniesieniami literaturowymi, w ktérych autorzy,
wykonujac test preinkubacyjny, stosujg rézny czas preinkubacji w zaleznosci od tem-
peratury i rodzaju badanej probki, ktérymi najczesciej sa pojedyncze zwigzki che-
miczne [65]. Zwykle stosuje si¢ dluzszy czas preinkubacji w nizszej temperaturze.
Potwierdzity to réwniez przedstawione w pracy wyniki badan. Pozwolity one dobraé¢
optymalny czas preinkubacji zastosowany w dalszej czgsci badan. Dla szczepu TA98
1 YG1041 czas ten wynosit 20 minut.

Klasyczna procedura testu Salmonella wymaga pobierania duzej iloSci materiatu
badawczego. Dlatego tez opracowano protokoty, ktére wymagaja mniejszej ilosci ba-



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagennosci ... 167

danej prébki niz test klasyczny. W 1986 Kado i inni [101] opublikowali procedure
testu w mikrozawiesinie, stanowiaca modyfikacj¢ metody ptynnej preinkubacji. Pro-
cedura ta wykorzystuje 20 razy mniejsza objetos¢ probki przy 10-krotnie zwigkszo-
nej ilosci bakterii i 5 razy mniejszej ilosci enzyméw metabolizujacych. Dodatkowo
testowe szczepy bakterii eksponowane sa na badane zwiazki chemiczne w warun-
kach hodowli wstrzasanej, w malej objgtosci przez 90 minut w temperaturze 37 °C.
Analiza ekstraktow pyléw przeprowadzona testem Kado, w zakresie stezen od
0,0039 m*/ptytke do 5 m’/ptytke, wykazata iz test ten w réznym stopniu zmieniat
progi wykrywalnosci substancji mutagennych obecnych w badanych ekstraktach
w zaleznosci od zastosowanych szczepow testowych. W przypadku szczepu TA98
uzyskano bardzo duze obnizenie progéw wykrywalnosci zanieczyszczen mutagen-
nych w poréwnaniu do testu klasycznego. Wigkszy wspétczynnik MR uzyskano
w badaniach z udziatem frakcji FA niz FB (w tescie klasycznym bylo odwrotnie).
W badanych wigkszych stezeniach ekstraktéw ujawnilo si¢ dzialanie mutagenéw
posrednich, a w stezeniach mniejszych bezposrednich. Najgorsze wyniki uzyskano
w badaniach ze szczepem TA100. Wynik dodatni testu uzyskano tylko w badaniach
z frakcjami mikrosomalnymi FA i FB w przypadku prébki pobranej zima. Jest to
zgodne z doniesieniami innych autoréw [37], ktérzy zauwazyli, ze szczep TA100 daje
wyniki negatywne w tym tescie w badaniach bez frakcji, a szczep TA98 wykazuje
mutagennos¢ zaréwno w obecnosci, jak i w nieobecnosci frakcji S9. W przypadku
szczepdw serii YG otrzymano, tak jak w tescie klasycznym, petny obraz biologiczne-
go dziatania pylowych zanieczyszczen powietrza oraz duzy wspétczynnik MR. Uzy-
skano réwniez wyrazne zmniejszenie stg¢zenia zanieczyszczen wywotujacych efekt
mutagenny, wyjatkiem byt test przeprowadzony bez udziatu frakcji na ekstrakcie let-
nim, w obecnosci szczepu YG1042. Badania dotyczace porédwnania testu klasycznego
i testu w modyfikacji Kado dla szczepéw TA98 i YG1041 prowadzono w Czechach
iw USA [30, 35]. W badaniach tych réwniez stwierdzono duza wrazliwos¢ tych
szczepOw w obu testach.

Odpowiedz szczepéw testowych na zawarte w préobkach powietrza zanie-
czyszczenia, zarowno w tescie klasycznym, jak i w tescie w modyfikacji Kado, jest
zgodna z pogladem, ze kluczowa klasg czynnikéw mutagennych w powietrzu at-
mosferycznym sg nitropochodne WWA. Test w modyfikacji Kado jest wigc god-
ny polecenia, w badaniach ze szczepami TA98, YG1041 i YG1042, poniewaz do
przeprowadzenia tego testu potrzebna jest 1/20 objetosci badanej probki i 1/5
objetosci frakcji w porownaniu do testu klasycznego. Tak wyrazne zmniejszenie
zuzycia S9-mix wplywa na znaczne obnizenie kosztow wykonania testu z powodu
zuzycia mniejszej ilo$ci kosztownego NADP, jak réwniez wykorzystania mniej-
szej objetosci homegenatu pozyskiwanego z watroby szczura. Tym bardziej ze
w wielu pracach dotyczacych procedury preinkubacyjnej wykazano, ze dodatek
NADP nie wplywa znaczaco na wynik testu [131, 134]. Spostrzezenia te zostatly
potwierdzone takze w badaniach w tescie klasycznym bez NADP i w tescie kla-
sycznym bez NADP z 10-krotnie wigksza iloscig bakterii.
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W niniejszej pracy zaproponowano procedur¢ testu klasycznego z preinkubacja
w formie Mini jako kompilacje testu klasycznego z testem Kado. Modyfikacj¢ t¢ wpro-
wadzono celem zmniejszenia ilosci prébki oraz frakcji mikrosomalnej stosowanej
w teécie. Mieszanina reakcyjna zawierata wszystkie sktadniki w takim samym skladzie
i w takich samych proporcjach jak w tescie klasycznym, natomiast réznifa si¢ od niego
koncowa objetoscia, ktéra wynosita 0,205 cm’ jak w modyfikacji Kado. Wprowadzono
takze 90-minutowa preinkubacje w 37 °C. Prébki pobrane na Starym Miescie badano
wiec w zakresie stezen zanieczyszczen pochodzacych z zakresu 30 m’-0,014 m® po-
wietrza. W metodzie tej uzyskano zdecydowanie mniejsze wspétczynniki MR niz
w metodzie klasycznej i Kado, najprawdopodobniej z powodu ujawnienia toksycznego
efektu dziatania sktadnikéw ekstraktéw zanieczyszczen w czasie preinkubacji. W bada-
niach przeprowadzonych z udziatem szczepu TA98, w obecnosci prébek pobranych
zima i latem, uzyskano bardzo zblizone wyniki z testem klasycznym, cho¢ progi wy-
krywalnosci substancji mutagennych pogorszyty si¢ w poszczegélnych testach, z wy-
jatkiem badan z frakcja FA. Test ten okazal si¢ bardzo przydatny w badaniach ze
szczepem TA100. Uzyskano znaczace zmniejszenie wykrywalnosci mutagenéw bez-
posrednich, obecnych w ekstraktach zimowych i letnich, oraz mutagenéw posrednich,
z wyjatkiem badan ekstraktu letniego w obecnosci frakcji FA. W badaniach prowadzo-
nych ze szczepem YG1041, podobnie jak dla szczepu TA98, uzyskano pogorszenie wy-
krywalnosci zanieczyszczen mutagennych. Najgorsze wyniki uzyskano w obecnosci
szczepu YG1042. W przypadku tego szczepu wynik dodatni otrzymano jedynie dla
ekstraktu letniego badanego w obecnosci FB. Test z preinkubacja w formie Mini
mozna wiec stosowac z powodzeniem w obecnosci szczepu TA100 oraz, w mniej-
szym stopniu, w obecnosci szczepow TA98 i YG1041.

W tabeli 25 umieszczono wspdtczynniki korelacji obliczone pomiedzy wspétczyn-
nikami MR uzyskanymi dla frakcji mikrosomalnych FA i FB zastosowanych we
wszystkich rodzajach testéw. W wigkszosci przeprowadzonych testéw wspéiczynniki
MR uzyskane dla frakcji FB dobrze korelowalty z wspétczynnikami MR uzyskanymi
dla frakcji FA (r = 0,549-1,0; w wigkszosci przypadkéw r = 0,828-1,0). Mniejsze
wspotczynniki korelacji, okoto 0,332-0,557, zaobserwowano w przypadku badan
w obecnosci szczepow TA100 i YG1042. Przeprowadzone badania mogg by¢ pod-
stawa do stwierdzenia, ze frakcja mikrosomalna aktywowana fenobarbitalem
z duzym powodzeniem moze by¢ stosowana w badaniach nad mutagennoscia za-
nieczyszczen zaadsorbowanych na pylach zawieszonych w powietrzu aglomeracji
miejskiej. Zastapienie Arocloru 1254, jako aktywatora enzyméw watrobowych, feno-
barbitalem niesie za sobg wiele korzysci. Aroclor jest bardzo stabilnym, toksycznym
i trudno biodegradowalnym preparatem, ktéry w sladowych ilosciach powoduje muta-
cje nowotworowe, a tym samym stanowi duze zagrozenie dla oséb zaangazowanych
w pracg w laboratorium. Dodatkowo jest to preparat bardzo drogi i z racji swojej duzej
lepkosci niewygodny w pracy. W postaci iniekcji podawany jest szczurom w oleju
kukurydzianym. Fenobarbital jest preparatem bezpieczniejszym, wielokrotnie tan-
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szym, tatwo rozpuszczalnym w wodzie i z tego powodu moze by¢ podawany szczu-
rom w postaci iniekcji w 0,9% roztworze NaCl lub, czasami, wraz z woda do picia.

Tabela 25. Korelacje pomigdzy wspéiczynnikami MR uzyskanymi
dla frakcji FA i FB (pierwsza cz¢$¢ badan)

TA98 TA100 YG1041 YG1042
Pora Rodzaj testu FA x FB FA x FB FA x FB FA x FB
roku Wspdlczynnik korelacji porzadku rang Spearmana (poziom p)
Zima I 0,991 0,991 0,972 0,983
(0,000004) (0,000004) (0,000002) (0,000002)
Lato I 0,956 0,965 0,953 0,950
(0,000004) (0,000004) (0,000002) (0,000002)
Zima II 0,996 1,0 0,996 0,988
(0,000014) (<0,05) (0,000014) (0,000004)
Lato II 0,971 0,385 0,971 0,944
(0,000014) (0,394) (0,000014) (0,000004)
Zima I 0,989 1,0 0,988 0,976
(0,000008) (<0,05) (0,000008) (0,000001)
Lato I 0,963 0,385 0,963 0,938
(0,000008) (0,394) (0,000008) (0,00006)
Zima 1Y 0,899 0,993 0,925 0,981
(0,000068) (0,00089) (0,000017) (0,000001)
Lato 1Y 0,981 0,828 0,989 0,961
(0,000068) (0,00089) (0,000017) (0,000001)
Zima VII 1,0 0,828 1,0 0,762
(<0,05) (0,0416) (<0,05) (0,028)
Lato VII 1,0 0,935 1,0 1,0
(<0,05) (0,0061) (<0,05) (<0,05)
Zima VIII 0,888 0,825 0,909 0,557
(0,000117) (0,000945) (0,000042) (0,06)
Lato VIII 0,549 0,4205 0,935 0,332
(0,064) (0,173) (0,000008) (0,29)

Wyniki uzyskane w pierwszej czgsci pracy postuzyty do weryfikacji wybranych
modyfikacji testu Salmonella. Na ich podstawie zdecydowano si¢ prowadzi¢ dalsze
badania wedtug testu klasycznego, testu preinkubacyjnego prowadzonego w tempe-
raturze 37 °C i testu w modyfikacji zaproponowanej przez Kado. Testy przeprowa-
dzano z dwoma szczepami testowymi TA98 i YG1041. Badania prowadzono, wpro-
wadzajac do wymienionych testéw pie¢ dodatkowo pobranych probek powietrza
w trzech punktach miasta. Dwie prébki zostaty pobrane w lecie, dwie w okresie zi-
mowym i jedna na wiosne. Prébka wiosenna zostata pobrana w miejscu o mniejszym
natezeniu ruchu samochodowego w poréwnaniu do stanowisk, w ktérych pobierano
prébki latem i zima, nie tylko w innej porze roku, ale tez w odmiennych warunkach,
czyli na dachu budynku, na wysokosci drugiego pigtra. W badaniach zastosowano
dwa zakresy stezen ekstraktow zanieczyszczen powietrza na ptytke: od 50 m’ do
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0,0245 m® (dla testu klasycznego i z preinkubacja) oraz od 5 m’® do 0,0097 m® (dla te-
stu w modyfikacji Kado). W tym etapie pracy, oprocz frakcji mikrosomalnej induko-
wanej Aroclorem 1254 (FA) i fenobarbitalem (FB), podjeto prébe wprowadzenia do
skfadu mieszaniny S9-mix frakcji niepoddanej uprzedniej indukcji (FO). Wymienione
testy oraz szczepy testowe dawaty najlepsze wyniki w badaniach nad mutagennoscia
pylowych zanieczyszczen powietrza pobranych zima i latem na Starym Miescie.

We wszystkich testach uzyskano wigksze wspélczynniki MR dla ekstraktéw
prébek powietrza pobranych w zimie, w poréwnaniu do badan z prébkami po-
branymi wiosng i latem. W badanych ekstraktach obecne byly zaréwno zanie-
czyszczenia mogace oddzialywaé posrednio z materialem genetycznym, jak i bez-
posrednio. Swiadczyl o tym duzy wspétczynnik mutagennosci (MR) otrzymany
zaréwno dla testéw przeprowadzanych z udziatem frakcji mikrosomalnych, jak i bez
nich. Najmniejsza objetos¢ zanieczyszczonego powietrza, wywotujaca efekt mutagen-
ny w stosunku do zastosowanych w badaniach szczepéw testowych, byta bardzo zréz-
nicowana, tak samo jak liczba rewertantéw indukowana przez 1 m’ powietrza. Warto-
$ci mutagennosci w badaniach prowadzonych w obecnosci obu szczepdéw, we
wszystkich przeprowadzonych testach na prébkach pobranych zima, wskazywaty na
mutagenne dzialanie zanieczyszczen znajdujacych sie w 1 m® powietrza.

W badaniach prowadzonych ze szczepem TA98 wigksze wspdtczynniki MR uzy-
skano dla prébek pobranych w centrum miasta niz dla prébek pobranych na jego
obrzezu. W ekstraktach zanieczyszczen powietrza pobranych zima i latem na pl.
Grunwaldzkim, w miejscu, w ktérym panuje wzmozony ruch samochodowy przez
cala dobe, znajdowato si¢ bardzo duzo zwiazkéw mutagennych powodujacych
zmiang fazy odczytu. Dla tych ekstraktéw uzyskano bowiem bardzo duzy wspot-
czynnik mutagennosci, a w przypadku ekstraktu prébki zimowej uzyskano dodatko-
wo efekt toksyczny na krzywej dawka—odpowiedz we wszystkich testach. W prébce
pobranej zima wigcej bylo zanieczyszczen o charakterze promutagendéw, a w eks-
trakcie probki letniej zwigzkéw o charakterze mutagenéw bezposrednich. Duze
wspdtczynniki MR uzyskano takze dla ekstraktu prébki zimowej pobranej na peryfe-
riach miasta na ul Strachocinskiej. W przypadku tej prébki w badanych wiekszych
stezeniach ekstraktu powietrza duzy wspdtczynnik MR uzyskano w badaniach bez
frakcji, a w mniejszych stgzeniach w badaniach z frakcja. Stanowisko to umiejsco-
wione bylo na obszarze indywidualnej niskiej zabudowy przy znacznie obciazonej
trasie wylotowej w kierunku Jelcza. Wspétczynniki MR uzyskane dla ekstraktu
probki pobranej wiosng (teren kampusu Politechniki Wroctawskiej, dach na wyso-
kosci II pigtra) byly niewiele wigksze od wartosci MR obliczonych dla ekstraktu
prébki pobranej latem na ul. Strachocinskiej, dla ktérej w lecie uzyskano najmniej-
sze wartosci wspétczynnika MR. Zaréwno w jednej, jak i w drugiej prébce wsp6t-
czynniki MR byty zblizone w badaniach bez frakcji i z frakcja, choé¢ obserwowano
pewna przewage mutagendw posrednich. Szczep TA98 odznaczatl si¢ progiem wy-
krywalno$ci w zimie na poziomie 0,097-0,39 m’/ptytke, w lecie 0,049-25m*/ptytke,
a wiosna na poziomie 6,25 m*/ptytke. W tescie preinkubacyjnym uzyskano zmniej-
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szenie wspdtczynnika MR dla wszystkich prébek. Zaobserwowano takze niewielkie
pogorszenie progéw wykrywalnosci w przypadku prébek zawierajacych mniejsza
ilos¢ mutagennych zanieczyszczen. Natomiast w przypadku prébek pobranych zimg
i latem na pl. Grunwaldzkim ste¢zenie zanieczyszczen wywotujace efekt mutagenny
wyraznie przesungto sie w kierunku wigkszych stezen ekstraktéw. W tescie Kado,
przeprowadzanym z ekstraktem zanieczyszczen pobranych w zimie na pl. Grun-
waldzkim, uzyskano wigksze wspdtczynniki MR oraz znaczne poprawienie progu
wykrywalnosci substancji mutagennych w poréwnaniu do testu klasycznego.
W przypadku pozostatych ekstraktéw zaobserwowano zmniejszenie si¢ wspétczyn-
nika MR oraz zwigkszenie st¢zen progowych. Nie wptynelo to jednak na mozliwosé
wykrywania zanieczyszczen o dzialaniu mutagennym tym testem.

Szeroki zakres badanych stgzen zanieczyszczen powietrza w przypadku szczepu
YG1041, szczegdlnie wrazliwego na nitrowe zwigzki aromatyczne wywolujace zmia-
ne fazy odczytu, pozwolil wyznaczy¢ efekty toksyczne na krzywej dawka—odpowiedz
dla wszystkich ekstraktéw, z wyjatkiem zanieczyszczen pobranych latem na pl.
Grunwaldzkim. Zdecydowanie najwigkszy wspéiczynnik MR w badaniach z tym
szczepem uzyskano dla prébki pobranej zimg na pl. Grunwaldzkim. W prébce tej zde-
cydowanie najwigcej bylo zwiazkéw o charakterze promutagenéw. Réwniez duzy
wspétczynnik MR, duzo wigkszy w badaniach z aktywacja metaboliczna, uzyskano
dla prébki pobranej wiosna.

W przypadku ekstraktéw uzyskanych z pozostatych prébek wspétczynniki MR
byty duzo mniejsze i zblizone do siebie, nawet w przypadku prébki pobranej zima
na obrzezach miasta. Zaskakujaco duze wspdtczynniki MR otrzymano na tym sta-
nowisku badawczym dla prébki pobranej w lecie. Przyczyna tego wyniku mogto by¢
to, iz teren ten nie jest zgazyfikowany i w zwiazku z tym przez caty rok w wielu za-
budowaniach uzywane sg paleniska domowe. Prég wykrywalnosci zwiazkéw muta-
gennych dla szczepu YG1041 wynosit w okresie zimy 0,01225-0,39 m’/ plytke,
w okresie lata 3,125-50 m*/ptytke, a wiosna 0,78-6,25 m’/ptytke. Najnizszy prég byt
w przypadku prébki pobranej zima na pl. Grunwaldzkim. Zaleznos¢ wspétczynnika MR
od stezenia ekstraktu powietrza wprowadzanego na ptytke dla tej probki w tescie kla-
sycznym, prowadzonym z preinkubacja, niewiele réznita si¢ od zaleznosci otrzymanej
w tescie klasycznym. Zwiekszeniu uleglty wspéiczynniki MR, ale stezenia progowe po-
zostaly podobne. Z kolei w tescie Kado przeprowadzonym dla tej prébki uzyskano
najwieksze wspOiczynniki MR oraz zmniejszenie stezenia progowego w badaniach
bez aktywacji metabolicznej i z aktywacja frakcjami FA i FB. Podobna tendencj¢ za-
obserwowano dla prébki pobranej zima na ul. Strachocinskiej. Zwigkszenie wspot-
czynnika MR w testach preinkubacyjnych moze sugerowa¢ wystgpowanie w tych
prébkach pewnych klas mutagenéw, np. alifatycznych zwiazkéw N-nitrozowych [88,
215], z ktérymi ta modyfikacja moze dawac lepsze wyniki. W przypadku prébki pobra-
nej latem na tej ulicy i prébki pobranej wiosng, w tescie preinkubacyjnym i w tescie Ka-
do, obserwowano zmniejszenie wspétczynnika MR i nieznaczne pogorszenie progéw
wykrywalnosci substancji mutagennych.
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Tabela 26. Korelacje pomig¢dzy wspétczynnikiem MR uzyskanym
dla frakcji FA, FB i FO (druga cz¢$¢ badan)
TA98 YG1041
NU}S}‘EF Rodzajtestu | FAXFB | FAXFO | FBxFO | FAxFB FAXFO FBXFO
RISSE Wspblczynnik korelacji porzadku rang Spearmana (poziom p)
1 Klasyczny 0,996 0,920 0,920 0,949 0,949 1,0
(0,000022) |(0,000022)| (0,000022)| (0,000002) (0,000002) | (<0,05)
Preinkubacyjny 0,705 0,616 0,936 0,93 0,862 0,883
0,01 (0,03) |(0,000007)| (0,000012) 0,000315) ](0,000143)
Kado 0,515 0,733 0,915 0,867 0,842 0,952
(0,128) (0,016) | (0,0002) (0,0012) (0,0022)  |(0,000023)
2 Klasyczny 0,993 0,986 0,993 0,97 0,97 0,979
(0,00001) | (0,00006) | (0,00001) | (0,000002) (0,000002) {(0,000002)
Preinkubacyjny 0,893 0,911 0,958 0,937 0,951 0,888
(0,000091) |(0,000038)|(0,000001)| (0,000007) (0,000002) [(0,000114)
Kado 0,948 0,902 0,912 0,418 0,661 0,588
(0,000029) | (0,00035) | (0,00024) (0,229) (0,0375) (0,074)
3 Klasyczny 0,993 0,979 0,965 0,797 0,819 0,982
(0,00001) |(0,00001) | (0,00001) | (0,00063) (0,000331) | (0,00001)
Preinkubacyjny 0,993 0,986 0,993 0,955 0,965 0,995
(0,00001) | (0,00001) | (0,00001)| (0,00001) (0,00001) | (0,00001)
Kado 0,994 1,0 0,994 0,995 0,945 0,951
(0,00001) | (<0,05) |(0,00001)| (0,00001) (0,00001) | {0,00001)
4 Klasyczny 0,909 0,986 0,930 0,943 0,898 0,982
(0,000042) |(0,000042)|(0,000012)| (0,00001) (0,000012) {(0,000012)
Preinkubacyjny 0,83 0,768 0,781 0,877 0,987 0,912
(0,00083) | (0,0035) | (0,0027) | (0,000038) (0,00001)  {(0,000006)
Kado 0,948 0,952 0,967 0,896 0,984 0,934
(0,000029) |(0,000023)(0,000005)| (0,000035) (0,00001) |(0,000003)
5 Klasyczny 0,936 0,973 0,973 0,891 0,918 0,973
(0,000022) |(0,000001)(0,000001)| (0,000233) (0,000067) {(0,000001)
Preinkubacyjny 1,0 1,0 1,0 0,991 0,997 0,988
(<0,05) (<0,05) | (<0,05) (0,00009) (0,00003) | (0,00012)
Kado 0,991 0,991 1,0 1,0 1,0 1,0
(0,000015) (0,000015)| (<0,05) (<0,05) (<0,05) (<0,05)

W tabeli 26 umieszczono wspdtczynniki korelacji obliczone pomiedzy wartoscia-
mi MR uzyskanymi w badaniach z frakcjami mikrosomalnymi FA, FB i FO stosowa-
nymi we wszystkich rodzajach testéw w drugiej czesci badan. Wspdtczynniki MR
uzyskane dla poszczegélnych frakcji dobrze korelowaly ze soba zaréwno w testach
przeprowadzanych ze szczepem TA98, jak i ze szczepem YG1041. Wspétezynniki
korelacji pomigdzy wspétczynnikami MR uzyskanymi dla szczepu TA98 w badaniach
z FA 1 z FB zawieraly si¢ pomiedzy 0,515-1,0; w badaniach z FA i z FO pomiedzy
0,616-1,0, a w badaniach z FB i z FO pomigdzy 0,781-1,0. Z kolei w testach z udzia-
tem szczepu YG1041 wspotczynniki te byty w granicach: 0,418-1,0 (FAXFB), 0,661—
1,0 (FAXFO) i 0,588-1,0 (FBxF0). Wyniki badan tego etapu potwierdzily mozli-
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wos¢ zastapienia bardzo toksycznego i stabilnego w $rodowisku Arocloru 1254
mniej toksycznym fenobarbitalem w celu zwigkszania poziomu enzyméw odpo-
wiedzialnych za aktywacj¢ metaboliczng w watrobie. Stwierdzono takze, ze ist-
nieje mozliwos¢ zastosowania w badaniach mutagennos$ci pylowych zanieczysz-
czen powietrza frakcji mikrosomalnej niepoddanej uprzedniej indukcji. Wynika
to najprawdopodobniej z faktu, iz zanieczyszczenia powietrza stanowig bardzo
ztozona mieszanine substancji nalezacych do réznych klas zwigzkéw chemicz-
nych. Rodzaj induktora frakcji mikrosomalnej decyduje o uaktywnieniu okre-
Slonej grupy monooksygenaz cytochromu P-450. Stad tez, w zalezno$ci od rodza-
Jju wystepujacych promutagenéw w badanej proébie, okreslona frakcja staje sie
bardziej przydatna [155].

W tabelach 27 i 28 umieszczono wspdtczynniki korelacji, jakie uzyskano pomig-
dzy liczba rewertantéw indukowana przez 1 m® badanych prébek powietrza (M) a ste-
zeniem oznaczanych parametréw. Pod uwage wzigto stezenie pytdw na poszczegdl-
nych stanowiskach badawczych, stezenie substancji smotowych, stezenie sumy WWA
i nitroWWA oraz stg¢zenia niektérych oznaczanych w badanych ekstraktach zwigzkoéw
chemicznych. Przy wyborze kierowano si¢ sitq dziatania mutagennego weglowodo-
réw, ich charakterem wskaznikowym i obecnoscia w badanych prdobkach. Ben-
zo[a]piren jest zwiazkiem o silnym dziataniu kancerogennym i jest uwazany za
wskaznik narazenia na WWA wystepujace w powietrzu atmosferycznym. Z kolei di-
benzo[a,h]antracen (k = 5) jest zwiazkiem o silniejszym dziataniu kancerogennym
w poréwnaniu do benzo[a]pirenu (k = 1), a benzo[g,h,i]perylen, dla ktérego wzgledny
wspétczynnik kancerogennosci wynosi k£ = 0,01, jest uwazany za wskaznik narazenia
na WWA emitowane z silnikéw wysokoprgznych. Natomiast 2-nitrofluoren byt jedy-
nym zwigzkiem z grupy nitroWWA, ktérego obecnos¢ oznaczono we wszystkich ba-
danych ekstraktach pytéw zawieszonych.

W przypadku testéw wykonywanych ze szczepem TA98 (tab. 27) najwigksze
wspodtczynniki korelacji stwierdzono pomigdzy mutagennoscig a masg substancji
smotowych (r = 0,393-0,414 test klasyczny, r = 0,5-0,821 test preinkubacyjny i r =
0,428-0,785 test Kado), stezeniem B[g,h,i]P (» = 0,234-0,357 test klasyczny, r =
0,667-0,9 test preinkubacyjny i r = 0,392-0,679 test Kado), st¢zeniem 2-nitrofluorenu
(r = 0,5-0,54 test klasyczny, r = 0,6-0,872 test preinkubacyjny i r = 0,536-0,857 test
Kado) i sumg stezen WWA (r = 0,321-0,4 test klasyczny, r = 0,5-0,8 test preinkuba-
cyjny i r = 0,571-0,8 test Kado). Najmniejsze korelacje uzyskano, w tedcie klasycz-
nym, pomiedzy mutagennoscig a stezeniami pytéw zawieszonych (r = 0,054-0,071),
stezeniem Bla]P (r = 0,0-0,0714), stezeniem D[a,h]A (r = -0,054) i sumg stgzen nitro-
WWA (r = -0,1-0,0). W przypadku tych zaleznosci zauwazono zwigkszenie wspot-
czynnika korelacji w przypadku pozostatych testéw, zwlaszcza w tescie Kado.

W badaniach ze szczepem YG1041 (tab. 28) uzyskano najwigksza zaleznos¢ po-
migdzy mutagennoscia a masa pytéw (r = 0,487-0,607 test klasyczny, r = 0,6 test
preinkubacyjny i r = 0,321-0,643 test Kado), stgzeniem B[a]P (r = 0,786-0,821 test
klasyczny, r = 0,6-0,8 test preinkubacyjny i r = 0,75-1,0 test Kado), stezeniem B[g,h,i]P



Tabela. 27. Korelacje pomigdzy mutagennoscia (M) dla szczepu TA98 a stezeniem wybranych parametréw

. Masa Masa substancji . . Suma nitro
Roiizaj st ]i(()jiii pylw smolowyeh B[a]P D[a,h]A B[g.h,i]P 2-nitrofluoren Suma WWA WWA
Wspétczynnik korelacji porzadku rang Spearmana (poziom p)
Klasyczny TA98 0,071 0,393 0,0714 -0,054 0,357 0,5 0,321 0,0
-F (0,879) (0,383) (0,879) (0,908) (0,432) (0,253) (0,482) (1,0)
TA98 0,071 0,393 0,0714 -0,054 0,357 0,5 0,321 0,0
+FA (0.879) (0,383) (0,879) (0,908) (0,432) (0,253) (0,482) (1,0)
TA98 0,071 0,393 0,0714 0,054 0,357 0,5 0,321 0,0
+FB (0,879) (0,383) (0,879) (0,908) (0,432) (0,253) (0,482) (1,0)
TA98 0,054 0,414 0,0 0,0 0,234 0,54 0.4 -0,1
+F0 (0,908) (0,355) (1,0 (1,0) (0,613) 0,21) (0,504) (0,873)
Preinkubacyjny TA98 0,462 0,821 0,564 0,359 0,667 0,872 0,8 0,902
-F (0,434) (0,089) (0,322) (0,553) (0,219) (0,054) (0,089) (0,433)
TA98 0,5 0,8 0,61 0,2 0,9 0,8 0,8 0,5
+FA (0,391) (0,104) (0,285) (0,747) (0,037) (0,104) (0,089) (0,391)
TA98 0,1 0,5 0,2 -0,1 0,7 0,6 0,5 0,1
+FB (0,873) (0,391) (0,747) (0,873) (0,188) (0,285) (0,391) (0,873)
TA98 0,1 0,5 0,2 -0,1 0,7 0,6 0,5 0,1
+F0 (0,873) (0,391) (0,747) (0,873) (0,188) (0,285) (0,391) (0,873)
Kado TA98 0,643 0,428 0,536 0,607 0,679 0,857 0,6 0,679
-F (0,119) (0,337) (0,215) (0,148) (0,093) (0,014) (0,119) (0,094)
TA98 0,75 0,536 0,536 0,821 0,429 0,857 0,643 0,714
+FA (0,052) (0,215) (0,215) (0,023) (0,337) (0,014) (0,119) (0,071)
TA98 0,571 0,785 0,393 0,429 0,392 0,536 0,571 0,357
+FB (0,19) (0,036) (0,383) (0,337) (0,383) (0,215) (0,18) (0,432)
TA98 0,414 0,559 0,6 0,2 0,595 0,685 0,8 0,5
+FO0 (0,355) (0,192) (0,285) (0,747) (0,159) (0,089) 0,1) (0,39)
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Tabela 28. Korelacje pomigdzy mutagennoscia (M) dla szczepu YG1041 a stezeniem wybranych parametréw

, Rodzaj | Masa | Masasubstancii | po b | poyia | Brghilp | 2-nitrofluoren | Sumawwa | SUmanio
Rodzaj testu badania pytéw smotowych WWA
Wspdltczynnik korelacji porzadku rang Spearmana (poziom p)
Klasyczny YG1041 0,536 -0,143 0,821 0,523 0,929 0,643 0,857 0,714
-F (0,215) (0,759) (0,023) (0,229) (0,003) (0,119) (0,014) (0,071)
YG1041 0,536 0,071 0,786 0,541 0,893 0,857 0,929 0,679
+FA (0,215) (0,879) (0,036) (0,21) (0,007) (0,014) (0,003) (0,0937)
YG1041 0,607 0,107 0,893 0,505 0,929 0,786 0,964 0,714
+FB (0,148) 0,819) (0,0068) (0,248) (0,003) (0,036) (0,0004) (0,071)
YG1041 0,487 0,955 0,8 0,1 0,126 0,108 0,9 0,6
+F0 (0,268) (0,0008) (0,104) (0,873) (0,788) (0,817) (0,037) (0,285)
Preinkubacyjny | YG1041 0,6 0,9 0,8 0,1 1,0 0,6 0,9 0,6
-F (0,285) (0,037) (0,104) (0,873) (<0,05) (0,285) (0,037) (0,285)
YG1041+ 0,6 0,9 0,6 0,2 0,9 0,8 0,8 0,5
FA (0,285) 0,037) (0,285) (0,747) (0,037) (0,104) (0,104) (0,39)
YG1041 0,6 0,9 0,8 0,1 1,0 0,6 0,9 0,6
+FB (0,285) (0,037) (0,104) (0,873) (<0,05) (0,285) (0,037) (0,285)
YG1041 0,6 0,9 0,8 0,1 1,0 0,6 0,9 0,6
+F0 (0,285) 0,037) (0,104) (0,747) (<0,05) (0,285) (0,037) (0,285)
Kado YG1041 0,321 -0,25 0,75 0,25 0,786 0,714 0,714 0,714
-F (0,482) (0,589) (0,052) (0,589) (0,0362) (0,0713) (0,0713) (0,0713)
YG1041 0,643 0,25 0,82 0,32 0,964 0,75 0,82 0,75
+FA (0,119) (0,589) (0,023) (0,482) (0,0005) (0,052) (0,023) (0,0522)
YG1041 0,429 -0,24 0,79 0,214 0,964 0,679 0,71 0,678
+FB (0,337) (0,819) (0,0362) (0,645) (0,0005) (0,094) (0,073) (0,0937)
YGi041 0,63 0,955 1,0 0,5 -0,018 0,144 0,9 0,9
+F0 (0,129) (0,023) (<0,05) (0,391) (0,969) (0,758) (0,037) (0,037)
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(r=0,126-0,929 test klasyczny, r = 0,9-1,0 test preinkubacyjny i r = —0,018-0,964 test
Kado), stezeniem 2-nitrofluorenu (r = 0,108-0,857 test klasyczny, r = 0,6-0,8 test
preinkubacyjny i r = 0,144-0,75 test Kado), suma stezen WWA (r = 0,857-0,964 test
klasyczny, r = 0,8-0,9 test preinkubacyjny i r = 0,71-0,9 test Kado) i sumg stezen ni-
troWWA (r = 0,6-0,714 test klasyczny, r = 0,5-0,6 test preinkubacyjny i r = 0,75-0,9
test Kado). W przypadku korelacji pomiedzy M a stezeniem B[g,h,i]P i 2-nitrofluorenem
najmniejsze wspotczynniki korelacji uzyskano w badaniach z frakcja mikrosomalna
FO. Z kolei mniejsze korelacje stwierdzono pomigdzy mutagennoscia a stgzeniem D[a,h]A
(r = 0,1-0,541 test klasyczny, r = 0,1-0,2 test preinkubacyjny i r = 0,32-0,5 test Kado),
a najmniejsze z masa substancji smotowych w tescie klasycznym (r = -0,143-0,107;
tylko dla FO r = 0,955) i Kado (r = -0,24-0,25; tylko dla FO 0,955). W przypadku tej
ostatniej zalezno$ci wspoétczynniki korelacji wzrastaty w tescie preinkubacyjnym.

Wiecej pozytywnych korelacji pomigdzy liczba rewertantéw indukowana przez
1 m’ badanych prébek powietrza (M) a stezeniem wybranych parametréw stwierdzono
w przypadku testéw wykonywanych ze szczepem YG1041. Dobrymi wskaznikami
zagrozenia zdrowotnego, spowodowanego przez mutageny zaadsorbowane na
pylach zawieszonych w srodowisku miejskim, moga byé, w przypadku obu szcze-
pow TA98 i YG1041, B[g,h,i]P, 2-nitrofluoren i suma stezen WWA.



8. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badafn mozna sformutowa¢ wnioski o charakte-
rze podstawowym i utylitarnym istotne ze wzgledu na ochron¢ powietrza atmosfe-
rycznego i zagrozenie zdrowotne zwigzane z mutagenami i potencjalnymi kanceroge-
nami zaadsorbowanymi na pyle zawieszonym:

1. Ekstrakty pylowych zanieczyszczen powietrza réznity si¢ migdzy sobg zaréw-
no sumaryczng zawartoscia, jak i procentowym udzialem poszczegdlnych zwigzkow
w zaleznosci od miejsca oraz od sezonu poboru prébki. Zaréwno sumaryczna za-
warto$¢ WWA i nitroWWA w badanych ekstraktach, jak i tez ich profil byt najwigk-
szy w okresie zimowym (sezon grzewczy). Wszystkie ekstrakty charakteryzowaty
si¢ duzym procentowym udziatem WWA o matym cigzarze czasteczkowym, z kolei
stezenie cigzszych WWA, zawierajacych od 5 do 6 pierscieni aromatycznych, byto
w nich duzo mniejsze.

2. We wszystkich testach Salmonella najwigksze wspoéiczynniki mutagennosci
(MR) i mutagenno$¢ (M) uzyskano dla prébek pobranych zimg. Mutagennos¢ eks-
traktéw pytdéw zawieszonych wzrasta wigc w sezonie grzewczym i maleje w lecie.

3. Mutageny obecne w ekstraktach pytéw zawieszonych wywotywaty wigksza od-
powiedz ze strony szczepéw TA98 i YG1041, w poréwnaniu do szczepéw TA100
i YG1042, co oznacza, ze byty to gtéwnie zwiazki wywotujace mutacje typu zmiany
fazy odczytu. Najwigksza czutoscig odznaczat si¢ szczep YG1041, co wskazuje na
obecno$¢ w badanych prébkach duzych ilosci nitrowych zwigzkéw aromatycznych.

4. Duze wspotczynniki mutagennosci (MR) otrzymane zaréwno w testach prze-
prowadzanych z udziatem frakcji mikrosomalnej S9, jak i bez niej $wiadczyty
o obecnosci w badanych ekstraktach zanieczyszczen mogacych oddzialywaé po-
Srednio (promutageny), jak i bezposrednio (mutageny bezpodrednie) z materiatem
genetycznym.

5. Wykazano koniecznos$¢ kazdorazowego doboru optymalnego ste¢zenia frakcji
mikrosomalnej S9 wobec probki srodowiskowej, a nie wobec mutagenu standardowe-
go. Zaproponowano jego dobdr na podstawie jednego wytypowanego stgzenia eks-
traktu badanej prébki, zawierajacego takie st¢zenie zanieczyszczen powietrza, ktdre
w tescie wstepnym w obecnosci 4% (v/v) zawartosci S9 w S9-mix daje efekt muta-
genny, ale nie powoduje jeszcze efektéw toksycznych.
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6. W celu zwiekszenia poziomu enzyméw mikrosomalnych watroby, odpowie-
dzialnych za transformacje szerokiego spektrum zwiazkéw o dzialaniu mutagennym,
mozna zastapi¢ bardzo toksyczny i stabilny w $rodowisku Aroclor 1254 mniej tok-
sycznym fenobarbitalem.

7. Badania mutagenno$ci pylowych zanieczyszczef powietrza mozna prowadzi¢
w obecnosci frakcji mikrosomalnej S9 niepoddanej uprzedniej aktywacji, zawierajacej
naturalny poziom enzyméw mikrosomalnych.

8. Mutagennos$¢ pytowych zanieczyszczen powietrza mozna okresla¢ testem Sal-
monella z zastosowaniem szczepéw TA98 i TA100 bez udziatu kosztownego NADP
w sktadzie S9-mix.

9. Test Salmonella z 10-krotnie zwigkszong iloScia bakterii bez dodatku NADP
mozna przeprowadza¢ w obecnosci szczepu YG1041, najbardziej wrazliwego na
obecne w ekstraktach powietrza zanieczyszczenia.

10. Procedure klasyczng testu z 10-krotnie zwigkszong iloscig bakterii mozna je-
dynie stosowa¢ do wykrywania mutagenéw bezposrednich szczepem TA98.

11. Wykazano, iz optymalny czas preinkubacji jest rézny w zaleznosci od rodzaju
szczepu, temperatury preinkubacji i rodzaju frakcji mikrosomalnej. Zaproponowano,
aby przed przystapieniem do badan testem Salmonella z preinkubacja dobiera¢ odpo-
wiedni jej czas dla okreslonej temperatury na podstawie st¢zenia ekstraktu, ktére
w badaniach prowadzonych klasycznym testem ptytkowym daje dwukrotnie wigksza
liczbe rewertantéw w stosunku do liczby rewertantéw otrzymanych w drodze mutacji
spontanicznej.

12. Test w modyfikacji Kado jest godny polecenia w badaniach ze szczepami
TA98, YG1041 i YG1042. W tescie tym uzyskano duze wspétczynniki MR oraz mate
stezenia progowe. Duza czulo$¢ tego testu, zwlaszcza w badaniach ze szczepem
YG1041, jest zgodna z pogladem, ze kluczowa klasg czynnikéw mutagennych w po-
wietrzu atmosferycznym s nitropochodne WWA.

13. Test z preinkubacja w formie Mini, ktérego procedurg bedaca kompilacja testu
klasycznego z testem Kado zaproponowano w pracy, dat dobre wyniki w obecnosci
szczepu TA100 oraz, w mniejszym stopniu, w obecnosci szczepéw TA98 1 YG1041.
Do przeprowadzenia tego testu potrzebna jest 1/3 objetosci badanego ekstraktu i frak-
cji S9 w poréwnaniu do testu klasycznego.

14. Badania testem Salmonella nalezy tak zaplanowaé, aby mozliwe byto przed-
stawienie petnego biologicznego efektu dziatania zanieczyszczen w zaleznosci od ich
stezenia z podaniem najmniejszego stgzenia wywotujacego efekt mutagenny. Wyniki
testu mozna wtedy przedstawi¢ w postaci wspotczynnika mutagennosci (MR) i liczby
rewertantéw indukowanych przez 1 m® powietrza (M).

15. Dobrymi wskaznikami zagrozenia zdrowotnego okazaly si¢ w przedstawio-
nych badaniach, w przypadku szczepéw TA98 i YG1041, B[g,h,i]P, 2-nitrofluoren
oraz suma stgzen WWA. Natomiast stgzenie pytu zawieszonego w niewielkim stopniu
odzwierciedlalo zagrozenie zdrowotne spowodowane obecnoscia zaadsorbowanych na
nim mutagendéw. W przypadku niektérych prébek otrzymano duze stezenie pytu, na-
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tomiast stezenie zaadsorbowanych na nim zwiazkéw mutagennych byto mate i od-
wrotnie.

16. Fizykochemiczny monitoring zanieczyszczen atmosfery, polegajacy na okre-
sleniu stgzenia pytu zawieszonego i stgzen WWA z listy USEPA, tylko w przyblizeniu
informuje nas o zagrozeniu zdrowotnym. Nalezatoby wigc uzupelni¢ go o badanie
aktywnoS$ci mutagennej zanieczyszczen organicznych krétkoterminowym testem Sal-
monella. Na pyle zawieszonym zaadsorbowanych jest bowiem szereg zwiazkéw ak-
tywnych biologicznie, ktérych dziatanie moze si¢ nawzajem wzmagaé lub ostabiac.
Odpowiedz uzyskiwana w tescie Salmonella jest wypadkowa tych proceséw.

17. Jak wykazano, w monitoringu jakosci powietrza nalezy uwzgledni¢ oceng
mutagenno$ci organicznych zanieczyszczen jedna z podanych modyfikacji testu
Salmonella. W testach przeprowadzanych w obecnosci szczepu TA98 mozna stoso-
waé frakcj¢ mikrosomalng indukowang fenobarbitalem bez wprowadzania dodatko-
wej puli kosztownego NADP. Taki monitoring nalezy uzupetni¢ o szczep YG1041.
Pozwoli to na stwierdzenie czy w badanych prébkach obecne sa zanieczyszczenia
odpowiadajace w duzej mierze za aktywno$¢ mutagenna powietrza, czyli nitrowe
zwigzki aromatyczne. Dla tego szczepu mozna przeprowadzaé testy w sposéb po-
dobny jak dla szczepu TA98, czyli bez NADP w sktadzie S9-mix, zwigkszajac jedy-
nie 10-krotnie ilo$¢ bakterii. Bardzo dobre wyniki, dla tego szczepu, daje takze pro-
cedura w modyfikacji Kado oraz test preinkubacyjny z odpowiednio dobranym
czasem inkubacji. Do testow tych mozna wprowadza¢ réwniez frakcj¢ mikrosomal-
na niepoddana uprzedniej indukcji.



Literatura

[1] Adamiak W., Jadczyk P., Kucharczyk J., 1999. Application of Salmonella strain with altered nitro-
reductase and O-acetyltransferase activities to the evaluation of the mutagencity of airborne parti-
cles. Acta Microbiologica Polonica, 2, 131-14.

[2] Alfheim I, Lofroth G., Mgller M., 1983. Bioassay of extracts of ambient particulate matter. Envi-
ronmental Health Perspectives, 47, 227-238.

[3] Altheim 1., Lindskog A., 1984. A comparison between different high volume sampling systems for
collecting ambient airborne particles for mutagenicity testing and for analysis of organic com-
pounds.Sci. Total Environ. 34, 203-222.

[4] Alink G.M., Smith H.A., Van Houdt J.J., Kolkman J.R., Boleu J.S.M., 1983. Mutagenic activity of
airborne particulates at non- industrial locations. Mutation Res., 116, 21-34.

[5] Al-Khodairy F., Hannan A., 1997. Exposure of organic extracts of air particulates to sunlight leads
to metabolic activation independence for mutagenicity. Mutat. Res., 391, 71-77.

[6] Alloway B., Ayres D.C., 1999. Chemiczne podstawy zanieczyszczania srodowiska. Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa.

[7] Arey J., Zielinska B., Harger W.P., Atkinson R., Winer A.M., 1988. The contribution of nitro-
Sfluoranthenes and nitropyrenes to the mutagenic activity of ambient particulate organic matter
collected in southern California. Mutat. Res., 207, 45-51.

[8] Arey J., Harger W. P, Hemig D. and Atkinson R., 1992. Bioassay-directed fractionation of muta-
genic PAH atmospheric photooxidation products and ambient particulate extracts. Mutat. Res.,
281, 67-76.

[9] Atkinson R., Arey J., 1994. Atmospheric chemistry of gas-phase polycyclic aromatic hydrocarbons:
Sformation of atmospheric mutagens. Envir. Helth Perspect., 102, 117-126.

[10] Autrup H., Daneshvar B., Dragsted L.O., Gamborg M., Hansen A.M., Loft S., Okkels H., Nielsen F.,
Nielsen P.S., Raffn E., Wallin H., Knudsen L.E., 1999. Biomarkers for exposure to ambient air
pollution- comparison of carcinogen- DNA adducts levels with other exposure markers and mark-
ers for oxidative stress. Environmental Health Perspectives 107, 233-238.

[11] Barale R., Migliore L., Cellini B., Franconi L., Giogelli F., Barrai N., Loprieno N., 1990. Genetic
Toxicology of airborne particulate matter using cytogenetic assays and microbial mutagenicity as-
say. Genetic Toxicol. of Complex Mixtures (Plenum), 57-72.

[12] Barale R., Giromini L., Del Ry S., Barnini B., Bulleri M., Barrai 1., Valerio F., Pala M., He J., 1994.
Chemical and mutagenic patterns of airborne particulate matter collected in 17 Italian towns. En-
viron. Health Perspect. 102(4), 67-73.

[13] Bayona J.M., Casellas M., Fernandez P.P., Solanas A.M., Albaiges J., 1994. Sources and seasonal
variability of mutagenic in the Barcelona city aerosol. Chemosphere, 29, 441-450.

[14] Berstein L., Kaldor J., Mccann J., Pike M.C., 1982. An empirical approach to the statistical analy-
sis of mutagenesis data from the Salmonella test. Mutation Res., 97, 267-281.



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagennosci ... 181

[15] Binkova B., Vesely D., Vesela D., Jelinek R., Sram R.J., 1999. Genoroxicity and embryotoxicity of
urban air particulate matter collected during winter and summer period in two different districts of
the Czech Republic. Mutation Res., 440, 45-58.

[16] Binkov4 B., Cerna B., Pastorkova A., Jelinek R., Bene I, Novak J., Sram R.J., 2003. Biological activities
of organic compounds adsorbed onto ambient air particles: comparison between the cities of Teplice
and Prague during the summer winter seasons 2000-2001. Mutation Research., 525, 43-59.

[17] Blaner W., Tsai W.Y., Chorazy M., Motykiewicz G., Michalska J., Santella R.M., Young T.L.,
1992. Molecular and genetic damage in humans from environmental pollution in Poland. Nature,
360, 256-258.

[18] Bolognesi G., Merlo F., Rabboni R., Valerio F., Abbondandolo A., 1997. Cytogenetic biomoni-
toring in traffic police workers- micronucleus test in peripheral blood lymphocytes. Environ. Mo-
lecular Mutagenesis, 30, 396-402.

[19] Breslow N. E., 1984. Extra-Poisson variation in log-linear models. Appl. Stat., 33, 38—44.

[20] Brits E., Schoeters G., Verschaeve L., 2004. Genotoxicity of PM 10 and extracted organic collected
in an industrial, urban and rural area in Flanders, Belgium. Environ. Res., 96, 109-118.

[21] Brown L.E., Trought K.R., Bailey C.I., Clemons J.H., 2005. 2,3,7,8-TCDD equivalence and muta-
genic activity associated with PM sub(10) from three urban locations in New Zealand.
Sci.Total.Environ., 349 (1-3), 161-174.

[22] Brunekreef B., Holgate S.T., 2002. Air pollution and health. The Lancet, 360, 1233-1242.

[23] Bubak A., 1998. Szczepy Salmonella typhimurium o zréznicowanym poziomie enzymdéw nitrore-
duktazy i o-acetylotransferazy jako indykatory efektu mutagennego wywotanego przez zanieczysz-
czenia powietrza. Rozprawa doktorska, Wydzial Farmaceutyczny w Sosnowcu, Biblioteka Gtdwna
Slaskiej Akademii Medycznej, AZ-858/17.

[24] Bubak A., Biomonitoring mutagennosci powietrza atmosferycznego i wody.
http://www.ietu.katowice.pl/wpr/Dokumenty/Materialy_szkoleniowe/Szkol2/18.

[25] Biinger J., Krahl J., Baum K., Schroder O., Miiller M., Westphal G., Ruhnau P., Schulz T.G,,
Hallier E., 2000. Cytotoxic and mutagenic effects, particle size and concentration analysis of diesel
engine emissions using biodiesel and petrol diesel as fuel. Arch. Toxicol., 74, 490-498.

[26] Buschini A., Cassoni F., Anceschi E., Pasini L., Poli P., Rossi C., 2001. Urban airborne particu-
late: genotoxicity evaluation of different size fractions by mutagenesis tests on microorganisms and
comet assay. Chemosphere, 44, 1723-1736.

[27] Carvalho-Oliveira R., Pozo R.M.K., Lobo D.J.A., Lichtenfels A.J.F.C., Martins-Junior H.A.,
Bustilho J.O.W.V., Saiki M., Sato .M., Saldiva P.H.N., 2005. Diesel emissions significantly influ-
ence composition and mutagenicity of ambient particles: a case study in Sao Paulo, Brazil. Envi-
ron. Res. 98 (1), 1-7.

[28] Cassoni F., Bocchi C., Martino A., Pinto G., Fontana F., Buschini A., 2004. The Salmonella muta-
genicity of urban airborne particulate matter (PM 2,5) from eight sites of the Emilia- Romagna re-
gional monitoring network (Italy). Science of the Total Environment, 324, 79-90.

[29] Cecinato A., 2003. Nitrated polynuclear aromatic hydrocarbons in ambient air in Italy. A brief
overview. J. Sep. Sci., 26, 402—408.

[30] Cerna M., Pochamanova D., Pastorkova, Bene§ L., Leniéek J., Topinka J., Binkova B., 2000.
Genotoxicity of urban air pollutants in Czech Republic. Part I. Bacterial mutagenic potencies of
organic compounds adsorbed on PM 10 particulates. Mutation. Res., 469, 71-82.

[31] Cerniglia C. E., Howard P. C., Fu P. P, Franklin W., 1984. Metabolism of nitropolycyclic aromatic
hydrocarbons by human intestinal microflora. Biochem. Biophys. Res. Commun. 123, 262-270.

[32] Chorazy M., Szeliga J., Strézyk M., Cimander B., 1994. Ambient air pollutants in Upper Silesia:
partial chemical composition and biological activity. Environmental Health Perspectives 102,
Supplement 4, 61-66.

[33] Chouroulinkov 1., 1991. Carcinogenecity of complex mixtures in air using in vitro and in vivo as-
says. Genetic Toxicol. of Complex Mixtures (Plenum), 113-126.


http://www.ietu.katowice.pl/wpr/Dokumenty/Materialy_szkoleniowe/Szkol2/18

182 Katarzyna Piekarska

[34] Claxton L.D., Barnes H.H., 1981. The mutagenicity of diesel exhaust particle extracts collected un-
der smog-chamber conditions using Salmonella typhimurium test system. Mutat.Res., 88, 879-893.

[35] Claxton L.D., Warren S.H., Zweidinger R., Creason J., 2001. A comparative assessment of Boise,
Idaho, ambient air fine particle samples using the plate and microsuspension Salmonella muta-
genicity assays. The Science of the Total Environment, 275, 95-108.

[36] Claxton L.D., Houk V.S., Warren S.H., 2001. Methods for the spiral Salmonella mutagenicity assay
including specialized applications. Mutat. Res., 488, 239-255.

[37] Claxton L.D., Matthews P.P., Warren S.H., 2004. The genotoxicity of ambient outdoor air, a re-
view: Salmonella mutagenicity. Mutation Research, 567, 347-399.

[38] Cohen A.J., 2000. Outdoor air pollution and lung cancer. Environmental Health Perspectives, 108 (4),
743-750.

[39] Cologne 1.B., Breslow E., 1994. Nonparametric regression analysis of data from the Ames muta-
genicity assay. Environmental Health Perspectives Supplements, 102 (1), 61-70.

[40] Crebbelli R., Fuselli S., Baldassarri L.T., Ziemacki G., Carere A., Banigni R., 1995. Genotoxicity of
urban air particulate matter: correlations between data, airborne micropollutants and meteoro-
logical parameters. Int. J. Environment. Health Res., 5, 19-34.

[41] Czeczot H., Rahden-Stradon J., 1997. Wybrane krétkoterminowe testy bakteryjne i na organizmach
eukariotycznych, stosowane do oceny genotoksycznosci Srodowiskowych zanieczyszczen chemicz-
nych. Roczn.PZH, 48, 317-336.

[42] De Flora S., Bagnasco M., Izzotti A., D’ Agostini F., Pala M., Valerio F., 1989. Mutagenicity of polycyclic
aromatic hydrocarbon fractions extracted from urban air particulates. Mutat.Res., 224, 305-318.

[43] Dehnen W., Pitz N., Tomingas R., 1997. The mutagenicity of airborne particulate pollutants. Can-
cer Lett., 4, 5-12.

[44] De Kok T.M.C.M., Driece H.A.L., Hogervorst J.G.F., Briede J.J., 2006. Toxicological assessment
of ambient and traffic- related particulate matter: A review of recent studies. Mutat.Res.-
Rev.Mut.Res., 613 (2-3), 103-122.

[45] De Kok T.M., Hogervorst J.G., Briede J.J., van Herwijnen M.H., Mass L.M., Moonen E.J., Driece
H.A., Kleinjans J.C., 2005. Genotoxicity and physicochemical characteristics of traffic-related
ambient particulate matter. Environ Mol. Mutag., 46 (2), 71-80.

[46] De Marini D. M., Lemieux P. M., Ryan J. V., Brooks L. R., Williams R. W., 1994. Mutagenicity
and chemical analysis of Emmisions fron the open burning of scrap rubber tires. Envir. Sci. Tech-
nol. 28,136-141.

[47] De Raat W.K., 1983. Genotoxicity of aerosol extracts. Some methodological aspects and the con-
tribution of urban and industrial locations. Mutation Res. 116, 47-63.

[48] Ducatti A., Vargas V.M.F., 2003. Mutagenic activity of airborne particulate matter as an indicative
measure of atmospheric pollution. Mutation Res., 540, 67-77.

[49] Du Four V.A., Janssen C.R., Brits E., Larebeke N.V., 2005. Genotoxic and mutagenic activity of
environmental air samples from different rural, urban and industrial sites in Flanders,Belgium.
Mutat.Res.-Genet.Toxicol.Environ.Mutag., 588 (2), 106-117.

[50] Du Four V.A., Van Larebeke N., Janssen C.R., 2004. Genotoxic and mutagenic activity of environ-
mental air samples in Flanders, Belgium. Mutation Research, 558, 155-167.

[51] Erdinger L., Duerr M., Hoepker K.A., 2005. Correlations between mutagenic activity of organic
extracts of airborne particulate matter, NO, and sulphur dioxide in southern Germany. Results of
a two-year study. Environ. Sci. Pollut. Res. Int., 12 (1), 10-20.

[52] Erdinger L., Dorr I., Durr I., Hopker K.A., 2004. Analysis of mutagenic activity of airborne particulate
matter, standard reference materials and reference compounds using base pair-specific Salmonella
typhimurium tester strains. Mutat. Res.-Genet. Toxicol. Environ. Mutag., 564 (2), 149-157.

[53] Feilberg A., Nielsen T., Binderup M.L., Skov H., Poulsen M.W.B., 2002. Observations of the effect
of atmospheric processes on the genotoxic potency of airborne particulte matter. Atmospheric En-
vironment, 36, 4617-4625.



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagennosci ... 183

[54] Fukino H., Mimura S., Inoure K., Yamane Y., 1982. Mutagenicity of airborne particles. Mutation
Res., 102, 237-247.

[55] Gamner, R.C., Miller, E.C., Miller J.A., 1972. Liver microsomal metabolism of aflatoxin Bl to a re-
active derivative toxic to Salmonella typhimurium TA1530. Cancer Res. 32, 2058-2066.

[56] Gasiorowski K., Szyba K., Sawicka J., Gulanowski B., Prochowicz Z., 1998. Mutagenicity testing
of air pollutions in a non-ferrous metal foundry. Pol. J. Occup. Med., 1(3), 213-221.

[57] Gasiorowski K. i in., 1989. Genotoxicity of air pollution in a non-ferrous metal foundry in three
bacterial tests and a micronucleus test — a comparative study. Pol. J. Occup. Med., 2(2), 70-161.

[58] Gordon R.J., Bryan R.J., Rhim J.S., Demoise C., Wolford R.G., Freeman A.E., Huebner R.J., 1973.
Transformation of rat and mouse embryo cells by a new of carcinogenic compounds isolated from
particles in city air. Int. J. Cancer, 12, 223-232.

[59] Gilli G., Pignata C., Schiliro T., Bono R., La Rosa A., Traversi D., 2007. The mutagenic hazards of
environmental PM2.5 in Turin. Environ. Res., 103 (2), 168-175.

[60] Gilli G., Traversi D., Rovere R., Pignata C., Schiliro T., 2007. Airborne particulate matter: lonic
species role in different Italian sites. Environ.Res., 103 (1), 1-8.

[61] Grant W.F., 1998. Higher plant assay for the detection of genotoxicity in air polluted environments.
Ecosystem Health, 4, 210-229.

[62] Gupta P., Harger W. P., Arey J., 1996. The contribution of nitro- and methylnitronaphthalenes to
the vapor-phase mutagennicity of ambient air samples. Atmospheric Environment, 18:3157-3166.

[63] Hadnagy W., Seemayer N.H., Tomingas R., 1986. Cytogenetic effects of airborne particulate mat-
ter in human lymphocytes in vitro. Mutation Res., 175, 97-101.

[64] Hadnagy W., Seemayer N.H., Tomingas R., Ivanfy K., 1986. Comparative study of sister- chroma-
tid exchanges and chromosomal aberrations induced by airborne particulate from an urban and
a highly industrialized location in human lymphocyte cultures. Mutation Res., 225, 27-32.

[65] Hagiwara Y., Watanabe M., Oda Y., Sofuni T., Nohmi T., 1993. Specificity and sensitivity of Sal-
monella typhimurium YG1041 and YG1042 strains possessing elevated levels of both nitroreduc-
tase and acetyltransferase activity. Mutation Research, 291, 171-180.

[66] Hajos A.K., Winston G.W., 1991. Dinitropyrene nitroreductase activity of purified NAD(P)H-
quinone oxidoreductase: role in rat liver cytosol and induction by Aroclor-1254 pretreatment.
Carcinogenesis, 12(4), 697-702.

[67] Hajos A.K., Winston G.W., 1991. Purified NAD(P)H-quinone oxidoreductase enhances the muta-
genicity of dinitropyrenes in vitro. J.Biochem. Toxicol., 6(4), 277-282.

[68] Hakura A., Satoshi S., Shigeki S., Satoru M., Satoh T., 2002. An improvement of the Ames test us-
ing modified human liver S9 preparation. Journal of Pharmacological and Toxicological Methods,
46, 169-172.

[69] Hannigan M.P., Busby W.F. Jr, Cass G.R., 2005. Source contribution to the mutagenicity of urban
particulate air pollution. J. Air Waste Manage. Assoc., 55 (4), 399-410.

[70] Hannigan M.P., Cass G.R., Penman B.W., Crespi Ch. L., Lafleur A.L., Busby W.F., Thilly W.G.,
1997. Human cell mutagens in Los Angeles air. Environ.Sci.Technol., 31, 438—447.

[71] Harger W. P., Arey J., Atkinson R., 1992. The mutagenicity of HPLC-separated vapor-phase and
particulate organics in ambient air. Atmospheric Environment, 26A, 2463-2466.

[72] Hauser B., Schrader G., Bahadir M., 1997. Dependence of genotoxiciry of benzo(a)pyrene suspen-
sions in Mutatox test on dissolved concentration and S9 addition. Ecotoxicology and Environ-
mental Safety, 38, 224-226.

[73] Hayakawa K., Kawaguchi Y., Murahashi T., Miyazaki M., 1995. Distributions of nitropyrenes and
mutagenicity in airborne particulates collected with Anderson sampler. Mutation Res. 348, 57-61.

[74] Hayashi M., Kamata E., Hirose A., Takahashi M., Morita T., Ema M., 2005. Insilico assessment of
chemical mutagenesis in comparison with results of Salmonella microsome assay on 909 chemi-
cals. Mutat. Res.-Genet. Toxicol. Environ. Mutag., 588 (2), 129-135.



184 Katarzyna Piekarska

[75] Healey K., Smith E.C., Wild C.P., Routledge M.N., 2006. The mutagenicity of urban particulate
matter in an enzyme free system is associated with the generation of reactive oxygen species. Mu-
tat. Res. Fundam. Mol. Mech. Mutag., 602 (1-2), 1-6.

[76] Helming D., Arey J., Harger W. P., Atkinson R., Lopez-Cancio J., 1992. Formation of mutagenic
nitrodibenzopyranones and their occurence in ambient air. Envir. Sci. Technol., 26, 622-624.

[77] Hemminki K., Kumar R., Bykov V.J., Louhelainen J., Vodicka P., 1996. Future research directions
in the use of biomarkers. Environ. Health Persp. 104, 459—463.

[78] Hitusugh M., 1968. Epidemiological study of lung cancer with special reference to the effect of air
polution and smocing habits. Inst. Health Bull.,17, 237-256.

[79] Howard P.C., Heflich R.H., Evans F.E., Beland F.A., 1983a. Formation of DNA adducts in vitro and
in Salmonella typhimurium upon metabolic reduction of the enviromental mutagen I-nitropyrene.
Cancer Res., 43, 2052-2058.

[80] Howard P.C., Beland F.A., Cerniglia C.E., 1983b. Reduction of the cercinogen I-nitropyrene to 1-ami-
nopyrene by rat intestinal bacteria. Carcinogenesis, 4, 985-990.

[81] Hornberg C., Maciuleviciute L., Seemayer N.H., 1997. Comparative analysis of cyto- and geno-
toxic effects of airborne particulates on Human and Rodent Respiratory Cells in vitro. Toxic. In
Vitro, 11, 711-715.

[82] Hornberg C., Seemayer N.H., 1995. Tracheal Epithelial Cells in vitro a model to study genotoxicity
of airborne particulates. Toxic. In Vitro, 9, 397-402.

[83] Houk V.S., Goto S., Endo O., Claxton L.D., Lewtas J., Matsushita H., 1995. Detection of direct-
acting mutagenes in ambient air: a comparison of two highly sensitive mutagenicity assays. Envi-
ron. Mol. Mutagen., 20, 19-28.

[84] Houk V.S., Warren S., Claxton L.D., 1996. Comparative mutagenicity of a standard reference ma-
terial in three Salmonellaassays: plate-incorporation, microsuspension, and spiral. In: Proceed-
ings of the 27" Annual Meeting of Environmental Mutagen Society.

[85] Huang Y., Nishikawa M., Shiraishi F., Quan H., Mori L., 1999. Genotoxic assay bioluminescent
bacteria for urban aerosols in China and Japan and pollutant determination by GC-MS. J.Aerosol
Sci., 30, 651-652.

[86] Hughes T.J., Lewtas J., Claxton L.D., 1997. Development of a standard reference material for die-
sel mutagenicity in the Salmonella incorporation assay. Mutation Res., 391, 243-258.

[87] Indulski J. i inni, 1986. Zasady i metody oceny toksycznosci zwiqzkéw chemicznych. Kryteria Zdro-
wotne Srodowiska, t. 6, Panstwowy Zaktad Wydawnictw Lekarskich, Warszawa.

[88] Indulski J. i inni, 1993. Przewodnik do testow krotkoterminowych przeznaczonych do wykrywania
mutagennych i rakotwdrczych substancji chemicznych. Kryteria Zdrowotne Srodowiska, t. 51, In-
stytut Medycyny Pracy, L6dz.

[89] Isidori M., Ferrara M., Lavorgna M., Nardelli., Parrella A., 2003. In situ monitoring of urban air in
Southern Italy with the tradescantia micronucleus bioassay and semipermeable membrane devices
(SPMDs). Chemosphere, 52, 121-126.

[90] Jadczyk P., Kucharczyk J., 2005. Mutagenicity of pollutants and their fractions adsorbed on air-
borne particulate in the centre of Wroctaw (Poland). Environment Protection Engineering, 2.

[91] Jadczyk P., Kucharczyk J., 2000. Seasonal variability of the mutagenicity of airborne particles for
Salmonella typhimurium TA 98 and Saccharomyces cerevisiae XV 185- 14C. Environment Protec-
tion Engineering 26, 89-102.

[92] Jadczyk P., 2001. Effect of traffic in Wroctaw town centre on mutagenicity of airborne particulate
matter. Acta Pol. Toxicol., 9, 57-67.

[93] Jadczyk P., 2003. Methods of examination of genotoxicity of athmospheric pollutants. Environment
Protection Engineering, 29 (3—4), 97-111.

[94] Jarvis A.S., Honeycutt M.E., McFarland V.A., Bulich A.A., Bounds H.C., 1996. A comparision of
the Ames assay and Mutatox of contaminated dredged sediment. Ecotoxicology and Environmental
Safety, 33, 193-200.



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagennosci ... 185

[95] Jenek J., 1988. Selected bacterial assays used for detection of genotoxic properties of chemical
compounds. Rocz. PZH, 29 (6), 475-484.

[96] Johnsen A.R., de Lipthay J.R., Reichenberg F., Soerensen S.J., Andersen O., Christensen P.,
Binderup M.L., Jacobsen C.S., 2006. Biodegradation, bioaccessibillity, and genotoxicity of diffuse
polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) pollution at a motorway site. Environ. Sci. Technol., 40
(10), 3293-3298.

[97] Johnson, B.T., 1991. An evaluation of a genotoxicity assay with liver S9 for activation and lumines-
cent bacteria for detection. Env.Tox. and Chem., 11, 473-480.

[98] Juda-Rezler K., 2000. Oddziatywanie zanieczyszczern powietrza na srodowisko. Oficyna Wydawni-
cza Politechniki Warszawskiej, Warszawa.

[99] Kado N.Y., Langley D., Eisenstadt E., 1983. A simple modification of the Salmonella liquid incuba-
tion assay. Inreased sensivity for detecting mutagens in human urine. Mutat. Res., 121, 25-32.

[100] Kado N.Y., Manson C., Eisenstadt E., Hsieh D.P.H., 1985. The kinetics of mutagen excretion in the
urine of cigarette smokers. Mutat. Res., 157, 227-233.

[101] Kado N.Y., Guirguis G.N., Flessel C.N., Chan R.G., Chang K., Wesolowski J.J., 1986. Mutagenic-
ity of fine (less than 2.5 microns) airborne particles: diurnal variation in community air deter-
mined by a Salmonella micro pre-incubation (microsuspension) procedure. Environ. Mutagen., 8,
53-66.

[102] Kado N.Y., Tesluk S.J., Hammond S.K., Woskie S.R., Samuels S.J., Schenker M.B., 1987. Use of
a Salmonella micro pre-incubation procedure for studying personal exposure to mutagens in envi-
ronmental tobacco smoke: Pilot study of urine and airborne mutagencity from passive smoking. In
Short-term Bioassays in the Analysis of Complex Environmental Mixtures V, eds. S. S. Sandhu,
D.M. DeMarini, M. J. Mass, M. M. Moore, and J. L. Mumford, 375-390. New York: Plenum
Press.

[103] Kado N.Y., Wong J.M., Kuzmicky P.A., Woodrow J.E., Ning H., Seiber J.N. Hsieh D.P.H., 1992.
Quantitative integration of the Salmonella microsuspension assaywith supercritical fluid extrac-
tion of model airborne vapor-phase mutagens. Mutat. Res., 271, 253-260.

[104] Kameda T., Inazu K., Bandow H., Sanukida S., Maeda Y., 2004. Diurnal change of direct- acting
mutagenicity of soluble organic fraction of airborne particles collected at Southern Osaka: corre-
lation between the mutagenicity, particles- associated nitroarenes, and gaseous emission. Atmo-
spheric Environment, 38, 1903-1912.

[105] Karpiniska-Smulikowska J., Piekarska K., Moskal J., Czamy A., 2000. Evaluation of air pollution
by bioindication tests. Acta Poloniae Toxicologica, 8 (1), 147-159.

[106] Karpifiska-Smulikowska J., Moskal J., Piekarska K., Czarny A., 1998. Ocena przydatnosci zywic
Amberlit do badania obecno$ci zanieczyszczen genotoksycznych i cytotoksycznych w powietrzu.
W: Degradacja srodowiska przyrodniczego a zdrowie cztowieka.. Tarnowska Agencja Rozwoju
Regionalnego, 243-253.

[107] Karpinska-Smulikowska J., Piekarska K., 2004. Obecnosé zanieczyszczen genotoksycznych w po-
wietrzu atmosferycznym na terenie miasta Wroctawia. Med. Sr., 7 (1), 33-40.

[108] Karpinska-Smulikowska J., Piekarska K., 2006. Zastosowanie alternatywnych procedur testu Ame-
sa do oceny aktywnosci mutagennej zanieczyszczen powietrza. Raporty Instytutu Inzynierii Ochro-
ny Srodowiska Politechniki Wroctawskiej, SPR 18.

[109] Klumpp A., Ansel W., Klumpp G., Calatayud V., Garrec J.P., He S., Penuelas J., Ribas A., Ro-
Poulsen H., Rasmussen S., Sanz M.J., Vergne P., 2006. Tradescantia micronucleus test indicates
genotoxic potential of traffic emission in European cities. Environ. Pollut., 139 (3), 515-522.

[110] Kohan M., Claxton L., 1983. Mutagenicity of diesel-exhaust particle extract, I-nitropyrene, and
2,7-dinitrofluorenone in Salmonella typhimurium under various metabolic activation conditions.
Mutat.Res., 124(3—4), 191-200.



186 Katarzyna Piekarska

[111] Kolwzan B., Pawlaczyk-Szpilowa M., Adamiak W., 2002. Bioindykacja zanieczyszczern mutagen-
nych i rakotwdrezych w prébach $rodowiskowych. W: Cztowiek Srodowisko Zagrozenie, pod red.
Jerzego Zwozdziaka, Oficyna Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej, Wroctaw, 166-181.

[112] Kolwzan B., Piekarska K., Karpiniska-Smulikowska J., 2005. Bioindication of air and soil environ-
mental samples using Ames test. Pestycydy, 1-2, 25-34.

[113] Krewski D., Leroux S. R., Bleuer L. H., Broekhaven L.H., 1993. Modelling the Ames Salmo-
nella/microsome assay. Biometric 49, 499-510.

[114] Krishna G., Nath J., Ong T., 1984. Correlative genotoxicity studies of airborne particles in Salmo-
nella typhimurium and cultured lymphocytes. Environ. Mutagen., 6: 584-592.

[115] Krogulski A., Borkowska M., Strusifiski A., 1997. Mutagenic activity of atmospheric dust in War-
saw. Roczn.PZH, 48, 31-35.

[116] Krogulski A., Borkowska M., Strusinski A., 1998. Determination of the mutagenic activity of cy-
clohexane extract of atmospheric air dust and polycyclic aromatic hydrocarbons on various strains
of Drosophila malanogaster. Roczn.PZH, 49, 279-283.

[117] Kiinzli N., Kaiser R., Medina S., Studnicka M., Chanel O., Filliger P., Herry M., Horak Jr F., Puy-
bonnieux-Texier V., Quénel P., Schneider J., Seethaler R., Vergnaud J.C., Sommer H., 2000. Pub-
lic-health impact of outdoor and traffic- related air pollution: a European assessment. The Lancet,
356, 795-801.

[118] Kuo C.Y., Cheng Y.W., Chen C.Y., Lee H., 1998. Correlation between the amounts of Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons and mutagenicity of airborne particulate samples from Taichung City,
Taiwan. Envariomental Research, section A, 78, 43—49.

[199] Lapin C.A., Gautam M., Zielinska B., Wagner V.O., McClellan R.O., 2002. Mutagenicity of emis-
sion from a natural gas fueled truck. Mutat. Res. 519, 205-209.

[120] Leiteri J.M.B., Shimkin M.J., Shear K., 1942. Production of subcutaneous sarcomas in mice with
tars extracted from atmospheric dust. J. Natl.Cancer Inst., 3, 155-165.

[121] Lenicek J., Sekyra M., Badnarkova K., Benes L., Sipek F., 2000. Fractionation and chemical
anaslysis of urban air particulate extracts. Intern. J. Environ. Anal. Chem. 77(4), 269-288.

[122] Lewis C.W., Baumgardner R.E., Stevens R.K., Stevens R.K., Claxton L.D., Lewtas J., 1988. Con-
tribution of woodsmoke and motor vehicle emissions to ambient aerosol mutagenicity. Environ.
Sci. Technol., 22, 968-971.

[123] Lewis C.W., Stevens R.K., Zweidinger R.B., Claxton L.D., Barraclough D., Klouda G.A., 1991.
Source apportionment of mutagenic activity of fine particle organic in Boise, Idaho. In: Air and
Waste Management Association Meeting Proceedings (AWMA), Vancouver, Canada, 1-12.

[124] Lewtas J. 1990. Experimental evidence for the carcinigenecity of air polutans. In: L. Tomatis (Ed.)
Air Polution and Human Cancer, Heidelberg, Springer-Verlag, 49-61.

[125] Liu Yu-Qing, Keane M., Ensell M., Miller W., Kashon M., Ong T.M., Mauderly J., Lawson D.,
Gautam M., Zielinska B., Whitney K., Eberhardt J., Wallace W., 2005. In vitro genotoxicity of ex-
haust emissions of diesel and gasoline engine vehicles operated on a unified driving cycle.
J.Environ.Monit., 7 (1), 60-66.

[126] Lofroth G., Hefner E., Alfhein I. Moller M., 1980. Mutagenic activity of photocopies. Science, 209,
1037-1039.

[127] Lubinski W., Toczyska I., Chciatowski A., Plusa T., 2005. Influence of air pollution on pulmonary
Junction in healthy young men from different regions of Poland. Ann. Agric. Environ. Med., 12, 1-4.

[128] Ma T.H., Xu C., Liao S., McConnell H., Jeong B.S., Won C.D., 1996. In situ monitoring with the
Tradescantia bioassays on the genotoxicity of gaseous emissions from a closed landfill site and in-
cinerator. Mutation Res., 359, 39-52.

[129] Makhniashvili 1., 2003. Nitrowe pochodne wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
w Srodowisku. Bezpieczenstwo pracy 3, 17-20.

[130] Margolin B., Kaplan N., Zeiger E., 1981. Statistical analysis of the Ames Salmonella/microsome
test. Proc. Natl. Acad. Sci., 78, 37-79.



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagennosci ... 187

[131] Maron D.M., Ames B.N., 1983. Revised methods for the Salmonella mutagenicity test. Mutation
Res., 113, 173-215.

[132] Massolo L., Miiller A., Tueros M., Rehwagen M., Franck U., Ronco A., Herbarth O., 2002. Asses-
ment of mutagenicity and toxicity of different- size fractions of air particulates from La Plata, Ar-
gentina, and Leipzig, Germany. Environ.Toxicol. 17, 219-231.

[133] Matsumoto Y., Sakai S., Kato T., Nakajima T., Satoh H., 1998. Long- term trends of particulate
mutagenic activity in the atmosphere of Sapporo. Determination of mutagenic activity by the con-
ventional tester strains TA 98 and TA 100 during an 18-year period (1974-1992). Envi-
ron.Sci.Technol., 32, 2665-2671.

[134] Matsusruma T., T., Sugimura M., Nagao T., Yahagi A., Shurai A., Sawamura M, 1980. Factors
modulating mutagenicity in microbial tests. In: Norpoth K.H., Garner R.C. Eds: Short-Term Test
Systems o Detecting Carcinogens, Springer, Berlin, 273-285.

[135] McCann J., Ames B., 1976. Detection of carcinogens as mutagens in the Salmonella test: Assay of
300 chemicals: Discussion. Proc.Nat.Acad.Sci., 73(3), 950-954.

[136] Mejbaum-Katzenellenbogen W., Mochnacka 1., 1969. Practical course of biochemistry (in Polish),
PWN, Warszawa.

[137] Menck H.R., Casagrande J.T., Henderson B.E., 1974. Industrial air pollution: possible effect on
lung cancer. Science, 183, 210-212.

[138] Micieta K., Murin G., 1998. Three species of genus Pinus suitable as bioindicators of polluted en-
vironment. Water, Air, Soil Poll., 104, 413-422.

[139] Microbs 1995. Microbs Mutatox ™, Manual Genotoxicity Test System, Azur Environmental, UK.

[140] Mielzynska D., Siwiniska E., Kapka L., Szyfter K., Knudsen L.E., Merlo D.F., 2006. The influence
of environmental exposure to complex mixtures including PAHs and lead on genotoxic effects in
children living in Upper Silesia, Poland. Mutagenesis 21 (5), 295-304.

[141] Mielzynska D., Siwinska E., Kapka L., 2002. Efekt mutagenny pytéw zawieszonych w powietrzu
Jako wskaznik jako$ci powietrza. Instytut Medycyny Pracy i Zdrowia Srodowiskowego, Sosno-
wiec, ISBN-83-909595-5-9.

[142] Mohin G.R., 1981. Bacterial systems for carcinogenicity testing. Mutation Research. 87, 191-210.

[143] Mortelmans K., Zeiger E., 2000. The Ames Salmonella/microsome mutagenicity test. Mutation Re-
search, 455, 29-60.

[144] Motykiewicz G., Szeliga J., Cimander B., Chorazy M., 1989. Seasonal variations in mutagenic
activity of air pollutants at an industrial ditrict of Silesia. Mutation Res. 223, 243-251.

[145] Motykiewicz G., Cimander B., Szeliga J., Tkocz A., Chorazy M., 1990. Mutagenic activity of com-
plex air pollutants in Silesia. Complex Mixtures and Cancer Risk, 261-268.

[146] Motykiewicz G., Hadnagy W., Seemayer N.H., Szeliga J., Tkocz A., Chorazy M., 1991. Influence
of airborne suspended matter on mitotic cell division. Mutation Res., 260, 195-202.

[147] Motykiewicz G., Pendzich J., 1991. Genotoxic activity of air pollutants. Biotechnologia. 13-14,
112-119.

[148] Moller L., Lax I., Torndal U., Eriksson L.C., 1993. Risk assessment of nitrated Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons. Risk Analysis, 3, 291-299.

[149] Miiller A., Azuet P., Herbarth O., Ronco A., 2001. Assessment of toxicity and mutagenicity in air
particulate matter from an urban industrial area in the coast of the Rio de la Plata. Inc. Environ.
Toxicol., 16, 151-157.

[150] Nisbet I.C.T., LaGgy P.K., 1992. Toxic (TETs) for polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). Reg.
Toxicol. Pharmacol., 16, 290-300.

[151] Nishioka M.G., Howard C.C., Lewtas J., 1988. Detection of hydroxylated nitro polycyclic aromatic
compounds in an ambient air particulate extact using bioassay-directed fractionation. Environ.
Sci. Technol., 22, 908-915.



188 Katarzyna Piekarska

[152] Nikoyan A., De Meo M., Sari- Minodier 1., Chaspoul F., Gallice P., Botta A., 2007. Evaluation of
abattery of Salmonella typhimurium tester strains for biomonitoring of mutagenic polycyclic aromatic
hydrocarbons, nitroarenes and aromatic amines. Toxicol. Environ. Mutag., 626 (1-2), 88-101.

[153] Nylund L., Hakala E., Sorsa M., 1992. Application of a semi- automate SOS chromotest for meas-
uring genotoxicities of complex enviromental mixtures containing polycyclic aromatic hydrocar-
bons. Mutation Res. 276, 125-132.

[154] Ohgake H., Matsukura K., Morino K., Kawachi T., Sugimura T., Morita K., Tokiwa H., Hirota T.,
1982. Carcinogencity in rats of the mutagenic comounds 1-nitropyrene and 3-nitrofluoranthene.
Cancer Lett. 15, 11-7.

[155] Ong T., Mukhtar M., Wolf C.R., Zeiger E., 1980. Differential effects of cytochrome P450-inducers
on promutagen activation capabilities and enzymatic activities of S9 from rat liver. J. of Environ.
Pathol. Toxicol., 4, 55-65.

[156] Dstby L., Engen S., Melbye A., Eide L, 1997. Mutagenicity testing of organic extracts of diesel
exhaust particles after fractionation and recombination. Arch.Toxicol., 71, 314-319.

[157] Pedersen D.U., Durant J.L., Taghizadeh K., Hemond H.F., Lafleur A.L., Cass G.R., 2005. Hu-
man cell mutagens in respirable airborne particles from the northeastern United States. 2.
Quantification of mutagens and other organic compounds. Environ. Sci. Technol., 39 (24),
9547-9560.

[158] Piekarska K., Karpinska-Smulikowska J., 2005. Aktywnosé mutagenna préb powietrza pochodzq-
cych z terenu miasta Wroctawia. 11 Kongres Inzynierii Srodowiska, Monografie Komitetu Inzynie-
rii Srodowiska PAN, 33, 675-682.

[159] Piekarska K., Karpifiska-Smulikowska J., 2007. Mutagenic activity of environmental air samples
from the area of Wroctaw. Polish Journal of Environmental Studies, 16 (5), 757-764.

[160] Piekarska K., Karpiriska-Smulikowska J. ,2007. Sezonal variability in mutagenicity of airborne particulate
pollution in Wroctaw urban area. Polish Journal of Environmental Studies, 16 (3B), 408—413.

[161] Piekarska K., Karpinska-Smulikowska J., 2006. Zastosowanie testu preinkubacyjnego jako metody
zwiekszenia wykrywalnosci mutagennych zanieczyszczen w powietrzu aglomeracji miejskiej bakte-

ryjnym testem Amesa (testem Salmonella). Medycyna Srodowiskowa, 9(2), 87-95.

[162] Piekarska K., Karpiriska-Smulikowska J., 2006. Effect of microsomal fraction induction on the de-
tectability of mutagenic air pollutants by means of the Ames bacterial mutagenicity test. Environ-
ment Protection Engineering 32(4), 15-23.

[163] Piekarska K., Karpinska-Smulikowska J., 2006. Wptyw indukcji frakcji mikrosomalnej na wykry-
walno$¢ mutagennych zanieczyszczeri powietrza frakcji PMI10 bakteryjnym testem Amesa.
W: Ochrona powietrza atmosferycznego. Osiagnigcia w nauce, energetyce i przemysle. Praca zbio-
rowa pod red. A. Musialik-Piotrowskiej i J.D. Rutkowskiego. Wroctaw: PZITS Sekcja Gtéwna In-
zynierii Ochrony Atmosfery, 175-180.

[164] Pitts Jr. J.N., Van Cauwenberghe K.A., Grosjean D., Schmid J.P., Fitz D.R., Belser Jr. W.L., Knud-
son G.B., Hynds P.M., 1978. Atmospheric reactions of polycyclic aromatic hydrocarbons: facile
Sformation of mutagenic nitro derivates. Science, 202, 515-519.

[165] Pitts Jr. J.N., Van Cauwenberghe K.A., Grosjean D., Belsar Jr. W.L., Knudson G.B., Hynds P.M.,
1978. Chemical and microbiological studies of mutagenic pollutants in real and simulated atmos-
pheres. In: Applications of Short-term Bioassays in the Fractionation and Analysis of Complex
Environmental Mixtures. Ed by Waters M.D., Nesnow S., Huisingh J.L., Sandhu S.S., Claxton L.,
Plenum Press, New York, NY, 353-380.

[166] Prefontaine D., Morin A., Jumarie C., Porter A., 2006. In vitro bioactivity of combustion products
Sfrom 12 tobacco constituents. Food Chem.Toxicol., 44 (5), 724-738.

[167] Prepared for the IPCS by the International Commision for Protection Against Environmental Muta-
gens and Carcinogens. Guide to short-term tests detecting mutagenic and carcinogenic chemicals,
Environmental Health Criteria 51, WHO, Geneva, 1985.



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagennosci ... 189

[168] Pry&ek J., Ciganek M., Simek Z., 2004. Development of an analytical method for polycyclic aro-
matic hydrocarbons and their derivatives. Journal of Chromatography, 1030, 103-107.

[169] Pyysalo H., Tuominen J., Wickstrom K., Skyttd E., Tikkanen L., Salomaa S., Sorsa M., Nurmela
T., Mattila T., Pohjola V., 1987. Polycyclic organic material (POM) in urban air. Fractionation,
chemical analysis and genotoxicity of particulate and vapour phases in an industrial town in Fin-
land. Atmos. Environ. 21, 1167-1180.

[170] Raport o stanie srodowiska w Wojewddztwie Dolnoslaskim 2002 r. Biblioteka Monitoringu Srodo-
wiska 2003. Wydanie I. Redakcja WIOS.

[171] Risom L., Mgller P., Loft S., 2005. Oxidative stress- induced DNA damage by particulate air pol-
lution. Mutat.Res. 592, 119-137.

[172] Roepstorff V., Ostenfeld N., Autrup H., 1990. Extracts of airborne particulates collected at differ-
ent locations in the Copenhagen area induce the expressin of cytochrome P-450IAl J. Toxicol.
Environ. Health, 30, 225-237.

[173] Rosenkranz H. S., Mermelstein R., 1983. Mutagenicity and genotoxicity of notroarenes: all nitro-
containg chemicals were not created equal. Mutat. Res. 114, 217-267.

[174] Rosenkranz H. S., McCoy E.C., Sanders D. R., Butler M., Kiriazides D. K., Mermelstein R., 1980.
Nitropyrenes: Isolation, identification and reduction of mutagenic impurities in carbon black and
toner. Science 209, 1039-1043.

[175] Rossi C., Poli P., Buschini A., Cassoni F., Cattani S., De Munari E., 1995. Comparative investigations
among meteorological conditions, air chemical- physical pollutants and airborne particulate mutagenicity:
a long- term study (1990-1994) from a northern Italian town. Chemosphere, 30, 1829-1845.

[176] Rutkowski J.D., 1989. Zrédta zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego. Oficyna Politechniki
Wroctawskiej, Wroctaw.

[177] Sadowska A., Obidowska G., Rumowska M., 2000. Ekotoksykologia. Toksyczne czynniki Srodowi-
skowe i metody ich wykrywania. Wydawnictwo SGGW, Warszawa.

[178] Sapota A., 2002. Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (substancje smotowe rozpuszczal-
ne w cykloheksanie). Dokumentacja proponowanych wartosci dopuszczalnych pozioméw naraze-
nia zawodowego. Podstawy i Metody Oceny Srodowiska Pracy, R. 18, 2(32), 179-208.

[179] Sasaki J., Arey J., Harger W. P., 1995. Formation of mutegens from the photooxidations of 2-4-ring
PAH. Envir. Sci. Technol. 29, 1324-1335.

[180] Sayama M., Mori M., Shoi M., 1998. Mutagenicities of 2,6-dinitrotoluenes and their reduced prod-
ucts in Salmonella typhimurium nitroreductase- and O-acetyltransferase- overproducing Ames test
strains. Mutation Research 420, 27-32.

[181] Scarpato R., Di Marino F., Strrano A., Curti A., Campagna R., Loprieno N., Barrai 1., Barale R.,
1993. Two years’ air mutagenesis monitoring in a northwestern rural area of Italy with an indus-
trial plant. Mutation Res. 319, 293-301.

[182] Scheepers P.T., Martens MH., Velders D.D., Fijneman P., van Kerkhoven M., 1995. I-Nitropyrene
as a marker for the mutagenicity of diesel exhaust-derived particulate mattre in workplace atmos-
pheres. Environ. Mol. Mutagen. 25(2), 134-147.

[183] Schlegel H.G., 2003. Mikrobiologia ogdlna. PWN, Warszawa.

[184] Schiirer C.C., Seemayer N.H., Manojlovic N., 1983. Induction of sister chromatid exchange in hu-
man lymphocytes in vitro by extracts of airborne particulate matter: comparison of samples from
highly industrialized area followed up for several years. Mutation Res. 113, 347-351.

[185] Seemayer N.H., Manojlovic N., Schiirer C.C., Tomingas R., 1984. Cell cultures as tool for detec-
tion of cytotoxic, mutagenic and carcinogenic activity of airborne particulate matter. J.Aerosol
Sci. 15, 426-430.

[186] Seemayer N.H., Schiirer C.C., Kénig H., Manojlovic N., 1985. Mutagenicity of airborne pollutants:
induction of point mutations and sister chromatid exchanges in tissue culture cells. Mutation Res.
147, 134-135.

[187] Seficzuk W. i in., 1994. Toksykologia. Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa.



190 Katarzyna Piekarska

[188] Smolik E., Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne.
http://www.ietu.katowice.pl/wpr/Dokumenty/Materialy_szkoleniowe/Szkol2/10-smolik.pdf

[189] Stead A., Hasselblad V., Creason J., Claxton L., 1981. Modeling the Ames test. Mutation Res., 85, 13-27.

[190] Strandell M., Zakrisson S., Alsberg T., Westerholm R., Winquist L., Rannug U., 1994. Chemical
analysis and biological testing of polar fraction of ambient air, dieselengine, and gasoline engine
particulate extracts. Environmental Health Perspectives 102, Supplement 4, 85-92.

[191] Sugimura T., Takayama S., 1983. Biological action of Nitroarenes in Short-Term Tests on Salmo-
nella, Cultured Mammalian Cells and Cultured Human Tracheal Tissues: possible basis for regu-
latory control. Environmental Health Perspectives 47, 171-176.

[192] Suzuki M., Matsui K., Yamada M., 1997. Construction of mutants of Salmonella typhimurium defi-
cient in 8-hydroxyguanine DNA glycosylase and their sensitivities to oxidative mutagens and nitro
compounds. Mutation Res., 393, 233-246.

[193] Szeliga J., Chorazy M., Cimander B., 1991. llosciowa i jakosciowa analiza chemiczna ekstraktow
pytu zawieszonego w powietrzu na terenie wojewddztwa katowickiego. Biotechnologia, 3—4 (13-
14), 103-114.

[194] Szeszenia-Dabrowska M., 1994. Skutki zdrowotne zanieczyszczenia srodowiska. Biblioteka Monito-
ringu Srodowiska, PIOS, Warszawa.

[195] The desk encyclopedia of microbiology, 2004. Edited by Moselio Schaechter, Elsevier Academic Press.

[196] Szymanska K., Kotakowski T., Sarafin M., Waszczyk T., 2005. Stan zanieczyszczenia powietrza
atmosferycznego w aglomeracji gdanskiej w roku 2004 i informacja o dziatalnosci fundacji
ARMAAG. Agencja Regionalnego Monitoringu Atmosfery Aglomeracji Gdarskie;.

[197] Tokiwa H., 1983. Demonstration of powerful mutagenic dinitropyrene in airborne particulate
matter. Mutat.Res., 121(2), 107-116.

[198] Tokiwa H., Ohnishi Y., 1986. Mutagenicity and carcinogenicity of nitroarenes and their sources in
the environment. CRC Crit. Rev. Toxicol., 17, 23-60.

[199] Traczewska T.M., Piekarska K., 2004. Mutagenic activity of chlorine by-products of water micro-
contaminants-model research. W: European Symposium on Environmental Biotechnology. Ed. by
W. Verstraete. Oostende, Belgium, 25-28 April 2004. Leiden [i in.]: A.A. Balkema, cop., 463—
466, ESEB.

[200] Trusz-Zdybek A., Chmielecka A., Traczewska T., Piekarska K., 2007. Methods applied in assess-
ment of drinking water mutagenicity results. Polish Journal of Environmental Studies. 16, nr 2A,
pt. 2,227-233.

[201] Walker R.D., Connor T.H., MacDonald E.J., Trieff N.M., Legator M.S., MacKenzie K.W., Dobbins
1.G., 1982. Correlation of mutagenic assessment of Houston air particulate extracts in relation to
lung cancer morality rates. 28, 303-312.

[202] Wang C.Y., Lee M.S., King C.M., Warner P.O., 1980. Evidence for nitroaromatics as direct acting
mutagens of airborne particulates. Chemosphere 9, 83-87.

[203] Warzecha L., Strézyk M., 1998. Application of high performance liquid chromatography with fluorescence
JSor determination of nitroarenes, after their reduction to aromatic amines. Chemia Analityczna, 43(5),
807-816.

[204] Watanabe M., Sofuni T., Nohmi T., 1993. Comparison of the sensivity of Salmonella typhimurium
strains YG 1024 and YG 1012 for detecting the mutagenicity of aromatic amines and nitroarenes.
Mutat. Res. 301, 7-12.

[205] Watanabe M., Ishidate M. Jr., Nohmi T., 1990. Sensitive method for the detection of mutagenic
nitroarenes and aromatic amines: new derivatives of Salmonella typhimurium tester strains pos-
sessing elevated O-acetyltranssferase levels. Mutat. Res. 234, 337-348.

[206] Watanabe M., Ishidate M. Jr., Nohmi T., 1989. A sensitive method for the detection of mutagenic
nitroarenes: construction of nitroreductase-overproducing derivatives of Salmonella typhimurium
strains TA 98 i TA 100. Mutat. Res. 216, 211-220.


http://www.ietu.katowice.pl/wpr/Dokumenty/Materialy_szkoleniowe/Szkol2/10-smolik.pdf

Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagennosci ... 191

[207] Watanabe T., Kohan M.J., Walsh D., Ball L.M., DeMarini D.M., Lewtas J., 1995. Mutagenicity of
nitrodibenzopyranones in the Salmonella plate- incorporation and microsuspension assays. Muta-
tion Res., 345, 1-9.

[208] Weisburger E., Russfield A. B., Homburger F., Weisburger J. H., Boger E., van Dongen C.G.,
Chu K.O., 1978. Testing- of twenty-one environmental aromatic amines or derivatives for long-
term toxicity or carcinogenicity. J. Environ. Pathol. Toxicol. 2, 325-356.

[209] Van’t Hof J., Schreier L.A., 1982. Tradescantia assay system for gaseous mutagens, a report of U.S
EPA Gene- Tox Program. Mutation Res., 99, 303-315.

[220] Vargas V.M.F., 2003. Mutagenic activity as a parameter to assess ambient air quality for protec-
tion of the environment and human health. Mutat. Res. 544, 313-319.

[211] Villalobos-Pietrini R., Amador-Munoz O., Waliszewski S., Hernandez-Mena L., Munive-Colin Z.,
Gomez-Arroyo S., Bravo-Cabrera J.L., Frias-Vellegas A., 2006. Mutagenicity and polycyclic aro-
matic hydrocarbons associated with extractable organic matter from airborne particles 10 pm in
southwest Mexico City. Atmos.Environ., 40 (30), 5845-5857.

[212] Vineis P., Husgafvel-Pursiainen K., 2005. Air pollution and cancer: bomarker studies in human
populations. Carcinogenesis, 26 (11), 1846-1855.

[213] Vinitketkumnuen U., Kalayanamitra K., Chewonarin T., Kamens R., 2002. Particulate matter, PM 10
and PM 2,5 levels, and airborne mutagenicity in Chiang Mai, Thailand. Mutation Research. 519,
121-131.

[214] Yahagi T., Degawa M., Seino Y., Matsushima T., Nagao M., Sugimura T., Hashimoto Y., 1975.
Mutagencity of carcinogenic azo dyes and their derivatives. Cancer Lett. 1, 91-96.

[215] Yahagi T., Nagao M., Seino Y., Matsushima T., Sugimura T., Okada M., 1977. Mutagenicities of
N- Nitrosamines on Salmonella. Mutat. Res., 48, 121-130.

[216] Yan J., Wang L., Fu P.P., Yu H., 2004. Photomutagenity of 16 polycyclic aromatic hydrocarbons
from the US EPA priority pollutant list. Mutat.Res., 557, 99-108.

[217] Yamanaka H., Nago M., Sugimura T., Furuya T., Shirai A., Matsushima T., 1979. Mutagenicity of
pyrrolizidine alkaloids in the Salmonella/mammalian-microsome test. Mutat. Res., 68(3), 211-216.

[218] Yuan F.S., Ma Y.P., Zhao W.H., 2005. Effects of airborne particles on micronuclear frequency of
human binucleate lymphocytes. J.Environ.Health, 22 (4), 277-278.

[219] Zaciera M., 2006. Metoda oznaczania nitrowych pochodnych WWA w powietrzu. W: Ochrona po-
wietrza w teorii i praktyce. pod red. J. Konieczynskiego. Instytut Podstaw Inzynierii Srodowiska
Polskiej Akademii Nauk w Zabrzu.

[220] Zakrzewski S.F., 2001. Podstawy toksykologii srodowiska, PWN, Warszawa.

[221] Zielinska B., Arey J., Atkinson R., McElroy P.A., 1989. Formation of methylnitronaphthalenes
from the gas-phase reactions of 1- and 2-methylnahthalene with OH radicals and N,Os and their
occurence in ambient air. Envir. Sci. Technol. 23, 723-729.

[222] Zwozdziak J., Jadczyk P., Kucharczyk J., 2001. Seasonal variability of the mutagenicity of airborne
particles in the town center. J. Aerosol Sci. 32, 409-423.

[223] Zwozdziak J., Séwka 1., Zwozdziak A., 2002. Specyfika aerozolu miejskiego. W: Czlowiek Srodo-
wisko Zagrozenie, pod red. Jerzego Zwozdziaka, Oficyna Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej,
Wroctaw, 111-115.



Modified Salmonella assays for mutagenicity
assessment of atmospheric dust pollutants

The aim of this work was to select such a procedure of the Salmonella assay that
would lead to a highly sensitive detection of mutagenic contaminants adsorbed on dust
particles suspended in the atmospheric air within urban agglomerations. Increased
sensitivity of the assay is extremely important, as in order to detect a mutagenic activ-
ity of airborne organic pollutants, considerable air volumes have to be collected,
which is a hindrance to introduction of the assay in a routine monitoring the atmos-
pheric pollution.

The study included: sampling suspended dust from the Wroctaw urban area, ex-
traction of the dust collected, chromatographic and biological analyses. Investigations
were based on a classical Salmonella assay, classical assay without NADP as an S9-
mix component, assay using 10-fold higher bacteria count, preincubation assay at a the
temperature of 30 °C and 37 °C, Kado-modified assay and the Mini assay — a sort of
compiled classical assay and the Kado-modified assay. Suitability comparison was
made between a microsomal fraction previously activated with a standard inductor
such as the extremely dangerous Aroclor 1254, a phenobarbital-induced fraction, and
a microsomal fraction, that had not been previously induced.

The results obtained confirmed the Salmonella assay usability for the purpose of
the atmospheric pollution monitoring within urban agglomeration. The extracts of at-
mospheric pollutants under examination differed in a total content and a percentage of
individual compounds, depending on the place and the season of sampling. The high-
est total PAH content and the highest nitro-PAH content in the samples tested as well
as the most extensive range of the compounds detected were found in winter season.
The highest mutagenicity was noted for the samples collected in wintertime. High val-
ues of mutagenicity ratios were obtained from assays carried out both with and with-
out metabolic activation, which testifies to the presence of both promutagens and di-
rect mutagens. The mutagens contained in suspended dust extracts evoked a stronger
response of the TA 98 and YG 1041 strains, compared to the TA 100 and YG 1042
strains, which means that to the most part those were compounds able to induce such
mutations as the reading phase changes. The YG 1041 strain proved to be the most
effective in the detection of mutagenicity of the suspended dust extracts, due to its
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notably high sensitivity to nitro-aromatic compounds. Ther results obtained from the
investigations are indicative of the effectiveness of a classical assay performed by us-
ing a phenobarbital-induced microsomal fraction, with no NADP introduced in the
assay for the detection of promutagens by the TA 98 strain. In the case of the YG 1041
strain, good results were obtained when performing a classical assay at 10-fold higher
bacteria count, without NADP addition. The Salmonella assay as modified by Kado
and the preincubation assay proved to be highly effective for both strains. Compara-
tive examination of microsomal fractions used in assays has shown that the Aroclor
1254-activated microsomal fraction can be substituted by a phenobarbital-induced
fraction or for a non-induced fraction in the investigations on mutagenic airborne pol-
lutants in urban agglomerations. Aroclor is a very expensive preparation of excellent
chemical stability, and its trace amounts cause cancer-linked mutations. Phenobarbital
is a safe and far cheaper preparation. According to the study results, each time the op-
timal concentration of a microsomal fraction has to be selected in relation to an envi-
ronmental sample, and not to a standard mutagen. Also, if an assay includes a prein-
cubation step, each time before starting experiments, a suitable duration of the
preincubation step has to be selected. It was proved namely that the optimum preincu-
bation time would be different, depending on the type of a strain, preincubation tem-
perature and the type of a microsomal fraction.
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