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Streszczenie

Wstep: Teren o wysokim stopniu uprzemystowienia
jakim jest obszar Gornego Slaska, jest szczegolnie zanie-
czyszczony przez pyly zawieszone pochodzenia antro-
pogenicznego i naturalnego, ktore moga posrednio przy-
czynia¢ si¢ do pojawiania negatywnych skutkow
zdrowotnych u ludzi.

Materiat i metody: Celem pracy bylo okreSlenie
potencjalu mutagennego dla ekstraktow pytowych
zanieczyszczen powietrza, pobranych w sze$ciu mias-
tach wojewodztwa §laskiego. Probki pytowych zanie-
czyszczen powietrza byty pobierane na filtry z widokna
szklanego przy uzyciu aspiratora o przeptywie powietrza
wynoszgcym ok. 1 m3/min. Ekstrakcje pytow przepro-
wadzono przy uzyciu chlorku metylenu, a testowane
probki przed analizg rozpuszczono w dimetylosulfot-
lenku (DMSO). Badania potencjatu mutagennego prze-
prowadzono mikroptytkowym testem Amesa MPF™
z wykorzystaniem zmodyfikowanych szczepéw testo-
wych Salmonella typhimurium TA98 i TA100.

Wyniki: W mikroptytkowym tescie Amesa MPFTM
zaobserwowano zaleznosc¢ liniowg dawka — odpowiedz
dla szczepu TA98 w obu wariantach aktywacji meta-
bolicznej (*£S9) szczepu TA100 w wariancie +S9.
Odpowiedz dla szczepu TA98 w obu wariantach akty-
wacji metabolicznej (£S9) 100% badanych prébek
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wykazato wartosci aktywnosci mutagennej >2, co
wskazuje na silnie wlasciwosci mutagenne ekstraktow
pytow. W probkach badanych przy uzyciu szczepu
TA100 —S9 — w wariancie bez aktywacji metabolicznej
zaobserwowano brak aktywnos$ci mutagennej <1.
Natomiast przeprowadzenie testu w obecnosci frakeji
mikrosomalnej (+S9) wykazato odpowiedz ze strony
szczepu TA100 w postaci aktywnoSci mutagennej
w zakresie od AM=1,16+0,15 do AM=9,67+1,02
w zaleznosci od lokalizacji miejscowosci.

Whnioski: Przeprowadzone badania wykazaty, iz
mikroptytkowy test Amesa MPF™ jest szybka i kom-
pleksowa metoda do okreslenia wiasciwos$ci mutagen-
nych substancji zanieczyszczajacych powietrze, a maja-
cych szkodliwy wptyw na organizmy zywe. Za-
stosowanie testu Amesa w formacie mikroptytkowym
w potaczeniu z badaniami chemicznymi moze przyczy-
nic si¢ do okreslenia wartosci lub poziomu wskaznikow
narazenia Srodowiskowego oraz umozliwia¢ rzeczywistg
ocen¢ narazenia populacji na czynniki mutagenne,
toksyczne i cytotoksyczne, co z kolei moze sie przyczy-
ni¢ do bardziej precyzyjnej oceny ryzyka zdrowotnego.

Stowa kluczowe: mikroptytkowy test Amesa MPF™,
pyl zawieszony, aktywno$¢ mutagenna
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Abstract

Background: Highly industrialized Upper Silesia
Region is particularly polluted by both anthropogenic
and natural airborne particulate matters, which may
lead to negative health effects in human.

Materials and methods: The aim of the study was
to assess the mutagenic properties of dust extracts which
were collected in six cities in the Silesian Voivodeship.
Dust samples were collected on glass fiber filters by the
aspirator with air flow ca. 1 m3/min. Extraction of pol-
lution was carried out using dichlorometane. The
extracted samples were dissolved in dimethylsulfoxide
(DMSO). The mutagenic properties were assessed using
microplate Ames assay MPF™ with the use of bacteria
Salmonella typhimurium strain TA98 and TA100.

Results: In microplate Ames assay MPFTM there was
observed a linear dose-response relationship in both meta-
bolic variants of TA98 strain. Similar relationship was
observed for TA100 strain with metabolic activation

(4S9). Mutagenic activity (AM) of 100% extracts for
TA9S8 strain in both metabolic variants (+S9) exceeded
2, what indicate highly mutagenic effects of dust extracts.
There was no mutagenic activity observed in the assay
with TA100 (—=S9), AM < 1. In the variant with exoge-
nous metabolic activation (4 S9) in TA100 strain AM val-
ues ranged from AM=1,16=+0,15 to AM=9,67 +1,02.
Mutagenic activity varied between different cities.

Conclusions: The study demonstrated that
microplate Ames assay MPF™ is fast and complex
method of assessing the mutagenic properties of dust
pollution, which exert toxic effect on organisms. The
use of microplate Ames assay MPF™ together with
chemical analyses of air dust pollution may evaluate
the level of exposure in the environment and enable to
perform health risk assessment in populations exposed
to mutagenic, toxic and cytotoxic substances.

Key words: microplate Ames MPF™ test, air dust,
mutagenic activity

Wstep

Jeden z podstawowych komponentéw srodowis-
ka — powietrze atmosferyczne — zanieczyszczone jest
wystepujacymi w fazie stalej czgstkami stanowig-
cymi mieszanine wegla elementarnego oraz nieorga-
nicznych tlenkéw i soli, pochodzenia naturalnego
lub antropogenicznego, na powierzchni ktorych
absorbujg sie zwigzki o dziataniu mutagennym.
Koncentracja, sktad chemiczny, ilo$¢ i rodzaj zanie-
czyszczen uzalezniony jest od szeregu czynnikow
o charakterze lokalnym i globalnym [1-3]. Wiele
z nich charakteryzuje sie wtasciwosciami toksycz-
nymi powodujacymi roznego rodzaju uszkodzenia
materiatu genetycznego komorki w postaci mutacji
genowych, chromosomowych i genomowych. Ter-
minem ,,mutacja” mozna okresli¢ szereg zmian ilo-
Sciowych lub strukturalnych w materiale genetycz-
nym, naruszania struktury DNA, jego funkcji lub
systemu naprawy spowodowanych przez czynniki
zewnetrzne, ktore powodujg trwate lub dziedziczne
zmiany genetyczne [4]. Dziatanie mutagenne okre-
Slonego czynnika (fizycznego, chemicznego, biolo-
gicznego) to zdolnos¢ do wywotania trwatego zabu-
rzenia genetycznego w zywych komoérkach. Wazng
role odgrywaja badania biologiczne in vitro z wyko-
rzystaniem hodowli komoérek, bakterii lub innych
organizmow doswiadczalnych. Obserwuje si¢ wtedy
zmiany w materiale genetycznym eksponowanych
komorek, ktore sg podstawa do prognozowania
mutagennego dzialania probki na komoérki ludzkie.
Mozna stwierdzi¢ rowniez wyrazng zaleznos$¢ mie-
dzy zdolnoscig do wywotywania mutacji a poten-
cjatem rakotworczym danego ksenobiotyku.

Badania biologiczne mozna prowadzi¢ z wyko-
rzystaniem testow krotkoterminowych, gdzie wyni-

ki otrzymujemy w kréotkim czasie (kilka dni) od
rozpoczecia badan, testow diugoterminowych,
w ktorych odpowiedzZ uzyskujemy po dtugoletnim
okresie oczekiwania (kilka lat) lub/i badan epide-
miologicznych przez obserwacje odpowiednio licz-
nej populacji narazonej na czynniki sSrodowiskowe
bedace przyczyna choréb nowotworowych [4-8].
Testy krotkoterminowe sa bardzo pomocne w bada-
niu probek pobranych ze srodowiska np. powietrza
[9]. Niebezpieczne zwiagzki genotoksyczne posiadajg
zdolno$¢ do wiazania sie¢ z DNA komorki, moga
uszkadza¢ strukture materiatu genetycznego [8, 10].
Aby uzyska¢ wiarygodne wyniki najlepsze rozwia-
zanie to przeprowadzenie doswiadczen wielotesto-
wych okreslajgcych mutagenne, toksyczne czy cyto-
toksyczne dziatanie szkodliwego zwiazku znaj-
dujacego sie w powietrzu atmosferycznym [7, 8].
Zgodnie z wytycznymi OECD [11] polecany jest
zestaw pieciu testow, wsrod ktorych najbardziej
popularny jest test Amesa (Test Salmonella) [4, 8,
10] od niedawna stosowany do badania mutagen-
nosci probek srodowiskowych rowniez w wersji
mikroptytkowej [12].

Badania na bakteriach

Testy z wykorzystaniem bakterii stanowia
doskonate narzedzie do oceny mutagennych wta-
sciwosci réznych komponentéw Srodowiska, w tym
pytéw zawieszonych. Bakterie to jednokomoérkowe
organizmy charakteryzujace si¢ bardzo prosta
budowa, posiadaja pojedynczg okragty czgsteczke
DNA, ktorg tatwo uszkadzaja zwigzki chemiczne.
Ulegaja one czestym podzialom, i w ciggu kilku
godzin mozna uzyskaé dziesigtki milionéw orga-
nizmoéw [4, 10].

56 Medycyna Srodowiskowa - Environmental Medicine 2012; 15 (3)



Bakterie Salmonella typhimurium — pateczki duru
mysiego — w naturze szczepy dzikie potrzebujg do
swojego rozwoju zaledwie jednego zwigzku orga-
nicznego, sg prototrofami [7, 8, 10, 13]. Szczep Sal-
monella typhimurium jest stosowany na szeroka ska-
le do oceny pytowych zanieczyszczen powietrza na
calym swiecie [1, 2, 8, 14-20]. Testy bakteryjne
przeprowadza sie w obecnosci enzymoéw oksyda-
cyjnych najczeSciej zawartych w homogenacie wat-
roby szczuréw okreslanych jako frakcja mikroso-
malna S9, aby wuzyskane wyniki mutacji
wykrywanych w organizmach bakterii mogty by¢
odnoszone do organizméw wyzszych [13].

Genotypy szczepow testowych

Szczepy Salmonella typhimurium zostaly zmuto-
wane w kilku miejscach genomu, co spowodowato
ze staly sie bardziej czule na dziatanie mutagenow.
W wyniku mutacji w genie odpowiedzialnym za
synteze histydyny zostaty one pozbawione zdolno-
Sci do syntezy tego aminokwasu, ktérg majg szczepy
nie zmutowane. Dlatego do swojego rozwoju potrze-
buja dwoch zwigzkoéw organicznych, miedzy inny-
mi histydyny (histydyno-zalezne his —) czyli s3 tzw.
auksotrofami. Pod wptywem czynnika mutagennego
bakterie ulegaja mutacji powrotnej, ktora przywraca
im pierwotng zdolno$¢ do syntezy aminokwasu
i umozliwia wzrost na podtozu bez tego zwigzku.
S3 one woweczas histydyno-zaleznymi prototrofami
(his+) [6-8, 13]. Szczepy Salmonella typhimurium

posiadaja mutacje his — oraz geny zwiekszajace ich
wrazliwosé w postaci materiatu zwanego plazmi-
dem pKM101, a takze mutacje rfa, delecje AuvrB
[14]. W tabeli I przedstawiono charakterystyke
szczepow stosowanych w teScie Amesa. Mutacja
hisD3052 wystepuje w szczepie TA98 i polega na
delecji 1 pary zasad -CG- w miejscu, ktore sktada
sie z 8 kolejnych par zasad —-CG- [14]. Mutacja
hisG46 wystepuje w szczepie TA100 i polega na
tranzycji 1 pary zasad AT-GC [14]. Mutacja rfa
wskutek zmiany sktadnikéw liposacharydowych
(LPS) sciany komorkowej bakterii powoduje zwigk-
szenie jej przepuszczalnosci dla zwigzkéw o duzych
czasteczkach, np. Bla]P [8]. Delecja AuvrB powoduje
utrate genu kodujgcego enzymy wycinajace dimery
pirymidynowe, co zmniejsza zdolno$¢ naprawy
DNA poprzez wycinanie. Z przyczyn technicznych
oprocz genu uvrB wycieto robwniez dwa geny: gen
kodujacy synteze biotyny (gen bio), co spowodo-
wato, ze bakterie potrzebujg do wzrostu takze bio-
tyny, oraz gen kodujacy reduktaze azotanowsa (gen
chl) [14, 16]. pKM101 (czynnik R) — warunkuje
opornos¢ bakterii na ampicyline oraz zawiera gen
mucAB, ktory powoduje stymulacje systemu btednej
naprawy DNA [16]. Plazmid pKM101, znajdujac
sie w materiale genetycznym bakterii Salmonella
typhimurium, zwieksza ich czuto$¢ na wykrywanie
mutacji indukowanych przez nitrowe i aminowe
pochodne wielopierScieniowych weglowodorow
aromatycznych [8, 14, 16, 18].

Tabela I. Charakterystyczne mutacje szczepu Salmonella typhimurium [14]
Table I. Mutations in Salmonella typhimurium strains [14]

. Mutacje dodatkowe
Szczep Mle]sc.f; Typ mutacji Szczep dziki Szczep
mutacji zmutowany LPS |naprawa | plazmid
. przesuniecie CGCGCGCG | GCGCGCG
TA98 | BisD30S2 1 odezytu | GCGCGCGC | CGCGCGE
rfa AuvrB  |pKM101
: podstawienie GAG GGG
TA100 hisG46 pary zasad CTC CCC

Szczepy TA98 i TA100 znalazty zastosowanie
w mikroptytkowym formacie testu Amesa MPF
Fluctuation Assay [12, 21, 22]. Zgodnie z kontrolg
jakosci szczepow w laboratoriach producenta
(Xenometrix) sg one sprawdzane na obecnosé
odpowiednich genotypow i certyfikowane. Cechg
charakterystyczng kazdego szczepu testowego sto-
sowanego w mikroptytkowym tescie Amesa MPF
oprocz wyzej wymienionych genotypéw jest okre-
Slona liczba pozytywnych dotkéw dla kontroli nega-

tywnej (zawierajgcej jedynie rozpuszczalnik bez
substancji mutagennej). Dla TA98 wynosi ona <8
pozytywnych dotkéw, a dla TA100 <12 pozytyw-
nych dotkéw. W celu potwierdzenia zdolnosci bak-
terii do rewersji czyli mutacji powrotnych, specy-
ficznoSci  kazdego szczepu oraz wydajnosci
mieszaniny S9 (stezenie koncowe w hodowli 4,5%),
poza liczbg dotkéw pozytywnych dla rozpuszczal-
nika (kontrola negatywna) sprawdza sie rowniez
liczbe pozytywnych dotkéw indukowanych przez
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mutageny diagnostyczne (kontrola pozytywna). Dla
szczepu TA98 i TA100 w wariancie z aktywacjg
metaboliczng oraz bez aktywacji metabolicznej licz-
ba pozytywnych dotkéw powinna by¢ =25. Muta-
genami diagnostycznymi stosowanymi w mikro-
plytkowej wersji testu Amesa s3: 2-nitrofluoren
(stezenie koncowe 2 ug/ml) i N-tlenek-4-nitrochi-
noliny (stezenie koncowe 0,1ug/ml) w wariancie
bez aktywacji metabolicznej oraz 2-aminoantracen
(stezenie koncowe 5 ug/ml) w wariancie z aktywa-
cja metaboliczng. W formacie mikroptytkowym tes-
tu Amesa stosuje sie podtoza ptynne zawierajace
minimalng ilo§¢ odpowiedniego aminokwasu (his-
tydyny) w celu umozliwienia 1 lub 2 replikacji bak-
terii. W takim podtozu przezywaja i wzrastaja tylko
takie bakterie, w komoérkach ktérych nastepuje
rewersja mutacji.

Cel pracy

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie
wykrywalnosci potencjatu mutagennego pytowych
zanieczyszczen powietrza przy zastosowaniu mikro-
plytkowego testu Amesa MPF™. Zakres badan
obejmowat wykonanie ekstraktéw pytowych zanie-
czyszczen powietrza oraz okreslenie efektu muta-
gennego poszczegbdlnych ekstraktow pytow w wy-
branych miastach wojewodztwa §lgskiego z wy-
korzystaniem zmodyfikowanych szczepow testo-
wych Salmonella typhimurium TA98 i TA100
w wersji mikroptytkowej testu Amesa MPF™,

Materiaty i metody

Obszar badan i metodyka przygotowania
prob

Punkty pomiarowe zlokalizowano na zanie-
czyszczonym obszarze Gornego Slaska w szesciu
miastach: Katowice, Bytom, Sosnowiec, Czestocho-
wa, Bielsko-Biata, Raciborz. Probki pobierano przy
uzyciu aspiratora o przeptywie powietrza wynoszg-
cym ok. 1 m3/min. na filtry z wtokna szklanego
w sezonie jesiennym w systemie 24-godzinnym
przez okres trzech miesiecy (wrzesien-listopad).
W kazdym miesigcu wykonano dziesie¢ 24-godzin-
nych pomiaréw. Nastepnie przygotowano probki
zbiorcze z okresu 3 miesiecy dla kazdego punktu
pomiarowego. Filtry (10 sztuk x 3 miesiace) z pyto-
wymi zanieczyszczeniami powietrza pobranymi na
jednej stacji pomiarowej ekstrahowano w aparacie
Soxhleta przy uzyciu chlorku metylenu. Po wstep-
nym zageszczeniu ekstraktu w wyparce préznio-
wej (UNIPAN-PRO) rozpuszczalnik odparowano
w atmosferze azotu, a nastepnie suche ekstrakty
rozpuszczono w dimetylosulfotlenku (DMSO) oraz
przygotowano odpowiednie dawki testowanego
materiatu badawczego.

Metodyka badan mutagennosci —

mikroptytkowy test Amesa

Do badania mutagennosci organicznych ekstrak-

tow z pytow zawieszonych zastosowano mikroptyt-
kowg wersje testu Amesa, opracowang przez firme
Xenometrix (Szwajcaria) zgodnie z wytycznymi
OECD 471 [11] z wykorzystaniem szczepu Salmo-
nella typhimurium TA98 i TA100. Zastosowanie
standardowych metod jest podstawa do przygoto-
wywania hodowli, przechowywania szczepoéw tes-
towych oraz prawidlowego ich przygotowania do
testu. Na podstawie badan wstepnych oraz wtasnych
doswiadczen zastosowano szereg dawek ekstraktu
pytowych zanieczyszczen powietrza (0,0625; 0,125;
0,25; 0,5; 1,0; 2,0 m3) w trzech powto6rzeniach
i w dwoch wariantach bez aktywacji metabolicznej
(—S9) oraz z aktywacja metaboliczng (+S9). Prze-
miany metaboliczne zwigzkoéw promutagennych do
mutagendéw przeprowadzono w obecnosci enzymow
oksydacyjnych, zawartych w ekstrakcie z tkanek ssa-
kow (watroby) okreslanym jako post-mitochond-
rialny supernatant czyli frakcja mikrosomalna S9.

Optymalizacja procedury dla potrzeb oceny

mutagennos$ci pytowych zanieczyszczenn powietrza

zostata przeprowadzona w Pracowni Toksykologii

Genetycznej Instytutu Medycyny Pracy i Zdrowia

Srodowiskowego na podstawie wytycznych OECD

471 [11], instrukcji dostarczonej wraz ze szczepami

testowymi przez firme¢ Xenometrix oraz dostepnej

literatury [12, 21, 22] i przebiegala zgodnie z poniz-

szym opisem i schematem (ryc. 1).

1. Sterylizacja pomieszczenia i sprzetu.

2. Nastawienie catonocnej hodowli szczepow Sal-
monella typhimurium w podiozu wzrostowym
(Growth Medium) z ampicyling na 14-16 godzin.

3. Rozmrozenie i rozpuszczenie ekstraktéw pyto-
wych zanieczyszczen powietrza w DMSO. Testo-
wana proba pytéw — 25 razy stezona.

4. Po catonocnej hodowli okreslenie wartosci OD600
(ang. Optical Density) dla szczepéw TA98 i TA100
oraz kontroli negatywnej. Wartosci akceptowalne
do dalszych badan to: <0,05 dla kontroli nega-
tywnej oraz >2,0 dla szczepéw TA98 i TA100.

5. Przygotowanie mutagen6w diagnostycznych:
2-AF (2-aminofluoren), 4-NQO (N -tlenek-4-
nitrochinoliny), 2-AA (2-aminoantracen).

. Sporzadzenie mieszaniny S9-mix.

7. Wykonanie testu zgodnie z procedurg:

— przygotowanie plytki 96-dotkowej z rozcien-
czeniami pylowych zanieczyszczenn powietrza
oraz kontrola pozytywna i negatywna,

— przeniesienie do ptytki 24-dotkowej,

— uzupelnienie ptytki 24-dotkowej medium do
ekspozycji (Exposure Medium). W wariancie
z aktywacja metaboliczng dodanie mieszaniny
S9-mix zawierajacg frakcje mikrosomalng S9,

@)}
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inkubacja ptytki 24-dotkowej przez 90 minut
w temp. 37°C przy 250 rpm (ang. revolutions
per mimute — obrotéw/minute),

uzupetnienie ptytki 24-dotkowej podtozem

— przeniesienie z ptytki 24-dotkowej do ptytki
384-dotkowej,
. Inkubacja préob w ptytkach 384-dotkowych
w temp. 37°C przez 48 h,

wskaznikowym (Indicator Medium,) 9. Odczyt ptytek 384-dotkowych.
Przygotowanie i rozcienczenie
Okreslenie préb i kontroli oraz przeniesienie
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Rycina 1. Schemat postepowania w mikroptytkowym tescie Amesa

Figure 1. Microplate Ames test — an overview

Bakterie Salmonella typhimurium his— szczepu
TA98 i TA100 w dwoch wariantach (559) poddano
ekspozycji na 6 dawek ekstraktow pytowych zanie-
czyszczen powietrza rownoczesnie z kontrolg nega-
tywnga i pozytywna przez 90 minut w podtozu
zawierajacym minimalng ilo$¢ histydyny (Exposure
Medium) aby doprowadzi¢ do okoto dwoch podzia-
16w komoérkowych. Po 90-minutowym czasie eks-
pozycji hodowle uzupetniono podtozem zawieraja-
cym wskaznik pH (Indicator Medium) i podzielono
w rownych ilosciach pomiedzy 48 dotkow na ptytce
384-dotkowej. Plytki 384-dotkowe poddano dwu-
dniowej inkubacji. W tym czasie metabolizm kolo-
nii bakteryjnych obniza pH podtoza, powodujac
zmiane¢ koloru podtoza w dotku z fioletowego na
76tty. W przypadku gdy nie dochodzi do mutacji
powrotnej mata ilos¢ histydyny uniemozliwia dalsze
podzialy bakteryjne, co skutkuje brakiem zmiany
barwy w dotku. Po 48 godzinach inkubacji zliczano
liczbe dotkéw zawierajgcych kolonie z rewersjg
mutacji dla kazdej dawki w trzech powtorzeniach
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i porbwnywano z kontrolg negatywng (rozpuszczal-
nik). Wyniki poddano analizie statystycznej.

Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej uzyskanych wynikow
wykorzystano arkusz kalkulacyjny Ames Calcula-
tion Sheet Ver 2_02 Excel Xenometrix oraz program
STATISTICA 9.0. W obliczeniach statystycznych
wykorzystano test t Studenta oraz analize regresji
liniowej. Warto$¢ p<0,05 uznano jako poziom
istotnosci statystycznej. Zgodnie z literaturg efekt
mutagenny dla niskich dawek pytowych zanieczysz-
czen powietrza stosowanych w tescie Amesa wyka-
zuje zaleznos¢ liniowa. Uzyskane wyniki aktywno-
Sci mutagennej probki sklasyfikowano wedtug
nastepujacych kryteriow:

a) proba nie mutagenna AM < 1

b) préba stabo mutagenna 1<AM >2

¢) proba mutagenna AM =2

Probe uznano za mutagenna, jezeli AM jest row-
ne lub wigksze od 2.
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Wyniki

Poréwnanie zaleznosci dawka — odpowiedz tes-
towanej dawki powietrza i otrzymanej liczby pozy-
tywnych dotkéow dla ekstraktow pytowych zanie-
czyszczen powietrza badanych z wykorzystaniem
szczepow Salmonella typhimurium TA98 i TA100
dla poszczegblnych miast konurbacji gornoslaskiej
przedstawiono na rycinach 2-5. Analizujac peten
zakres stosowanych dawek (0,0625-2,0 m?) eks-
traktow pytéw w mikroptytkowym tescie Amesa
zaobserwowano zalezno$¢ liniowa dawka — odpo-
wiedz dla szczepu TA98 w obu wariantach aktywa-
cji metabolicznej (+S9) dla dawek od 0,0625 m?
do 1 m? (ryc. 2 i ryc. 3). Wigksza dawka (2 m?) eks-
traktu pylow stosowana w tescie mikroptytkowym
powoduje wtasciwosci cytotoksyczne lub toksyczne
dla bakterii Salmonella typhimurium TA98 1 TA100.

W wariancie —S9 dla szczepu TA98 (ryc. 2)
wszystkie probki powietrza wykazaty wysoki wspot-
czynnik korelacji r=0,876 (Bytom), r=0,880 (Raci-
borz), r=0,949 (Czestochowa), r=0,935 (Sosno-
wiec), r=0,941 (Katowice), r=0,929 (Bielsko-Biata)
co potwierdzito iz analiza zaleznosci dawka — odpo-
wiedz daje wartosci istotnie statystyczne p <0,05.

Natomiast w wariancie +S9 dla szczepu TA98
(ryc. 3.) ekstrakty pytowych zanieczyszczen powiet-
rza z czterech miast cechowaty sie wysokim wspot-
czynnikiem korelacji r=0,899 (Raciborz), r=0,903
(Czestochowa), r=0,931 (Sosnowiec), r=0,885
(Bielsko-Biata) co potwierdzito, ze analiza zalezno-

Sci dawka — odpowiedz daje wartosci istotne staty-
stycznie (p). Poszczegdlne zaleznosci dawki powiet-
rza i otrzymanej liczby pozytywnych dotkow w wy-
branych miastach wykazuja réznice istotna
statystycznie dla: Raciborza i Czgstochowy p=0,03
dla Sosnowca p =0,02. Natomiast ekstrakty z Byto-
mia i Katowic wykazaly wspoétczynnik korelacji nie-
istotny statystycznie.

W przypadku szczepu TA100 w wariancie bez
aktywacji metabolicznej (—S9) nie zaobserwowano
aktywnos$ci mutagennej analizowanych prébek (ryc.
4). Zaleznos¢ liniowa dawka — odpowiedZ wystapita
w przypadku szczepu TA100 w wariancie + S9 (ryc.
5) dla zakresu dawek od 0,0625 m? do 1 m3. Eks-
trakty pylowych zanieczyszczenn powietrza z dwoch
miast cechowaty sie bardzo wysokim wspoétczyn-
nikiem korelacji r=0,978 (Bytom) i r =0,998 (Raci-
borz), co potwierdzito, iz analiza zaleznosci dawka
- odpowiedz daje wartosci istotnie statystyczne
odpowiednio p=0,02 oraz p<0,01. Efekt muta-
genny ekstraktow pylowych zanieczyszczen powiet-
rza, reprezentujacych kazdg miejscowos¢, badany
przy pomocy szczepow Salmonella typhimurium
TA98 oraz TA100 (bez aktywacji i z aktywacja
metaboliczng) wyrazono jako aktywno$¢ mutagen-
na (AM) na 1 m?® przepuszczonego przez filtr
powietrza (ryc. 6 i ryc. 7). Zaprezentowanie wyni-
kéw w postaci aktywnosci mutagennej w przelicze-
niu na 1 m3 lepiej wyraza potencjat mutagenny pro-
bek powietrza.
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a dla ekstraktu powietrza pytéw pobranych na terenie

wybranych miast wojewodztwa §lgskiego testowanych szczepem TA98 bez aktywacji metabolicznej
Figure 2. Dose-response relationship between dust extracts and number of coloured wells in cities in
Silesian Voivodship in the test with TA98 strain without metabolic activation
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wybranych miast wojewodztwa §laskiego testowanych szczepem TA98 z udzialem aktywacji metabolicznej

Figure 3. Dose-response relationship between dust extracts and number of coloured wells in cities in
Silesian Voivodship in the test with TA98 strain with metabolic activation
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Rycina 4. Zaleznos$¢ dawka — odpowiedzZ uzyskana dla ekstraktu powietrza pytéw pobranych na terenie
wybranych miast wojewodztwa $lgskiego testowanych szczepem TA100 bez aktywacji metabolicznej

Figure 4. Dose-response relationship between dust extracts and number of coloured wells in cities in
Silesian Voivodship in the test with TA100 strain without metabolic activation

Wartosci aktywnosci mutagennej (AM) dla szcze-
pu TA98 (ryc. 6) w wariancie bez aktywacji meta-
bolicznej (—S9) wahaty si¢ w granicach
AM=3,83+0,58 do AM=10,4=+51,20. Po zasto-
sowaniu egzogennego systemu aktywacji (+S9)

zaobserwowano wartos$ci aktywnosci mutagennej
od AM=8,39+0,73 do AM=19,7+0,45. W obu
wariantach 100% badanych probek wykazato
AM>2, co wskazuje na silnie wtasciwosci muta-
genne ekstraktow pytow.
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Natomiast w ekstraktach (—S9) badanych przy
zastosowaniu szczepu TA100 (ryc. 7) probki wyka-
zaly sie brakiem aktywnos$ci mutagennej AM <1
i ksztattowaty sie na poziomie od AM =0,34 +0,29
do AM=0,86=0,49. Szczep TA100 w tescie mikro-
plytkowym okazat si¢ mato efektywny w wykry-
waniu substancji mutagennych o dziataniu bezpo-
Srednim. Przeprowadzenie testu w obecnosci +S9

wykazato odpowiedZ ze strony szczepu TA100
w postaci aktywnosci mutagennej w granicach od
AM=1,16 0,15 do AM=9,67 =1,02. W badanym
materiale zaobserwowano przewage mutagenow
dziatajgcych posrednio (wymagajacych aktywacji
metabolicznej) zarbwno w przypadku szczepu TA98
i TA100.
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Figure 5. Dose-response relationship between dust extracts and number of coloured wells in cities in
Silesian Voivodship in the test with TA100 strain with metabolic activation
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Rycina 6. Aktywno$¢ mutagenna ekstraktéw pytu zawieszonego okreslona przy pomocy szczepu TA98
w poszczegblnych miastach — bez aktywacji (-S9) i z aktywacja metaboliczng (+S9) w teScie mikroptytkowym
Figure 6. Mutagenic activity of dust extracts in TA98 — without metabolic activation (-S9) and with

metabolic activation (+S9) in microplate Ames test
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Rycina 7. AktywnoS$¢ mutagenna ekstraktow pytu zawieszonego okreslona przy pomocy szczepu TA100
w poszczegblnych miastach — bez aktywacji (-S9) i z aktywacja metaboliczng (+S9) w teScie mikroptytkowym
Figure 7. Mutagenic activity of dust extracts in TA100 — without metabolic activation (-S9) and with

metabolic activation (+S9) in microplate Ames test

Dyskusja

Zwiazki i substancje chemiczne zanieczyszczajace
powietrze atmosferyczne charakteryzujg sie w wiek-
szo$ci wiasciwosciami toksycznymi powodujac
uszkodzenia DNA, ktore s3 zwigzane z ryzykiem
zachorowalnosci na nowotwory. Swiadomos¢ ist-
nienia tych zagrozen powoduje zwiekszone poszu-
kiwania, mozliwie jak najlepszych rozwigzan w kon-
troli jakoSci powietrza, w ktorym wystepujg czesto
niezidentyfikowane pod wzgledem chemicznym
substancje o duzej aktywnosci biologicznej, mogace
oddziatywac ze sobg, a takze dziata¢ antagonistycz-
nie i synergistycznie [5]. W zwigzku z tym prowadzi
sie poszukiwania nowych metod badania zanie-
czyszczen srodowiska, ktorych zastosowanie utatwi
oceng narazenia na substancje mutagenne, genoto-
ksyczne i cytotoksyczne. Jedng z nich moze byc
wprowadzenie do rutynowych badan mikroptytko-
wego testu Amesa pozwalajacego na okreslenie efek-
tu mutagennego pylow zawieszonych. Okreslenia
efektu mutagennego dokonato juz wielu badaczy w
Polsce i na Swiecie, lecz byty to badania z zastoso-
waniem tradycyjnego (ptytkowego) testu Amesa.
Udowodnili oni, iz otaczajgce nas powietrze atmos-
feryczne, szczegblnie na zanieczyszczonym terenie,
charakteryzuje sie wysokimi wspotczynnikami
mutagennosci [1-3, 6-8, 13-20].

Mikroptytkowy format testu Amesa do okreslenia
wiasciwosci mutagennych pytowych zanieczyszczen
powietrza zastosowali jedynie badacze z Brazylii
[12] udowadniajac, ze prostsza metodyka i automa-
tyzacja testu moga dostarczy¢ niezbednego narzedzia

do badania efektu mutagennego probek Srodowi-
skowych. Przeprowadzone dotychczas badania,
z zastosowaniem nowej metody testu Amesa w for-
macie mikroptytkowym pozwalajg sadzi¢, ze moze
on by¢ stosowany zaréwno do oceny probek srodo-
wiskowych [12], jak i badania wtasciwosci muta-
gennych wielu zwigzkow chemicznych [21, 22].

W zaprezentowanych w pracy badaniach zaob-
serwowano zroéznicowanie aktywnosci mutagennej
zanieczyszczen pytowych miedzy zastosowanymi
szczepami oraz miejscowosciami na terenie woje-
wodztwa $lgskiego. Podobnie jak miato to miejsce
w Brazylii [12]. Poza przyktadem zaprezentowanym
w tej pracy brak jest doniesien literaturowych na
temat badania zanieczyszczen powietrza prowadzo-
nych w Polsce z wykorzystaniem testu Amesa MPF
w formacie mikroptytkowym.

Zaprezentowane przyktadowe badania mutagen-
nosci pytowych zanieczyszczen powietrza w wersji
mikroptytkowej wskazuja na mozliwo$¢ stosowania
tego testu jako bardzo dobrej, szybkiej metody
pozwalajacej na wykorzystanie niewielkiej ilosci
ekstraktu dajgcej wiarygodne wyniki.

Mutageny zawarte w ekstraktach pytow zawie-
szonych w powietrzu, wywotywaty istotng odpo-
wiedz ze strony szczepu TA98, co oznacza, ze byly
to gléwnie zwigzki wywotujgce mutacje typu zmia-
ny fazy odczytu. Wyniki przeprowadzonych badan
przy zastosowaniu mikroptytkowego formatu testu
Amesa wykazaty, ze aktywacja przy pomocy enzy-
moéw mikrosomalnych pochodzgcych z homogenatu
watroby ssaka powodowata istotny wzrost odpo-
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wiedzi mutagennej zar6wno szczepu TA98 jak

i TA100 w odniesieniu do wszystkich testowanych

ekstraktow. Stad tez mozna przypuszczaé, ze w po-

wietrzu atmosferycznym na zanieczyszczonym
obszarze wystepowata przewaga mutagenow dzia-
tajacych posrednio. Bezposrednie dziatanie mutage-
noéw takich jak aminy aromatyczne, hydroksyloa-
miny, tlenowe pochodne wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych (WWA) [1] daty
odpowiedz aktywnosci mutagennej tylko w przy-
padku szczepu TA98 w tescie mikroptytkowym we
wszystkich miastach badanego obszaru. W rutyno-
wym monitoringu zanieczyszczen atmosfery okre-

Slane sg stezenia wybranych zanieczyszczen wskaz-

nikowych, miedzy innymi pytu zawieszonego PM,,

benzo(a)pirenu czy sumy WWA, co pozwala jedynie
na przyblizong ocene zagrozenia dla zdrowia ludzi.

Z powyzszych analiz mozna wnioskowaé, ze do

okreslenia efektu mutagennego pytéw bardzo przy-

datny jest mikroptytkowy test Amesa.

Taka metoda oceny szkodliwosci zanieczyszcze-
nia powietrza jest szczegdlnie wazna dla bardzo
skazonych regionéw. Mikroptytkowy bakteryjny
test Amesa MPF jest szybka i kompleksowa, eko-
nomiczng i dajgcg wiarygodne wyniki metodg in
vitro stosowang do wykrywania wiasciwos$ci muta-
gennych przy pomocy dobrze scharakteryzowanych
organizmow testowych. Metoda ta pozwala na
okreslenie wtasciwosci mutagennych majacych
szkodliwy wptyw na organizmy zywe wynikajacych
z zanieczyszczenia powietrza. Zastosowanie testu
Amesa w formacie mikroptytkowym wraz z bada-
niami chemicznymi zanieczyszczenia powietrza
moze w znaczacy sposob przyczynic sie do okresle-
nia wartosSci lub poziomu wskaznikoéw narazenia
srodowiskowego, umozliwi rzeczywistg ocen¢ nara-
zenia populacji na czynniki mutagenne, toksyczne
i cytotoksyczne, a takze pozwoli na doktadniejsze
szacowanie ryzyka zdrowotnego.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna
sformutowac szereg wnioskow istotnych ze wzgledu
na mutagenne dziatanie pytowych zanieczyszczen
powietrza oraz zastosowanie mikroptytkowego tes-
tu Amesa do oceny efektu mutagennego powietrza
atmosferycznego.

1. Test mikroptytkowy jest bardzo czuly w wykry-
waniu wtasciwosci mutagennych pytowych zanie-
czyszczeh powietrza.

2. W tescie mikroplytkowym stwierdzono mniejsze
zuzycie odczynnikéw i materiatéw, a co za tym
idzie mniejszg ilo§¢ odpadoéw, mniejszy naktad
pracy i mniejsze narazenie na substancje muta-
genne personelu.

3. W tescie mikroptytkowym mozna stosowaé 10
razy mniejsza ilo$¢ badanego ekstraktu pytowych
zanieczyszczen powietrza.

4. Najwyzsza bezpieczng dawka w tescie mikroptyt-
kowym jest 1 m? ekstraktu pytowych zanieczysz-
czeh powietrza.

Praca zrealizowana w ramach dziatalnosci statutowej
(numer tematu ZTG-4) Instytutu Medycyny Pracy
i Zdrowia Srodowiskowego
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