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Streszczenie

Do badan cytotoksycznosci pytowych zanieczyszczen
aerozolu atmosferycznego wnikajacych do organizmu
przez uktad oddechowy wykorzystywane sa linie wy-
prowadzone z makrofagbw oraz komoérek nabtonkowych
pecherzykéw ptucnych. Mutagenne wiasciwosci tych
zanieczyszczen mozna okresli¢ testem krotkoterminowym
z wykorzystaniem szczepoéw bakterii Salmonella typhi-
murium.

Dla ekstraktow pytowych zanieczyszczen powietrza
frakcji PM10 i PM2,5, pobieranych w sezonie jesiennym
i zimowym na terenie Sosnowca zbadano mutagennos¢
testem Amesa z wykorzystaniem szczepow Salmonella
typhimurium oraz cytotoksyczno$¢ za pomocy testu
MTT z wykorzystaniem linii makrofagbw mysich RAW
264.7. Proby pytowych zanieczyszczen powietrza byly
pobierane na filtry z wtékna szklanego za pomocg im-
paktora Harvarda o przeptywie powietrza wynoszacym
ok. 9 I/min z rozdziatem frakcji na PM10 i PM2,5. Eks-
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trakcje przeprowadzono chlorkiem metylenu a testowane
proby przed analizami rozpuszczono w dimetylosul-
fotlenku (DMSO).

Najwyzsza warto$¢ wspoétczynnika mutagennosci
(MR) uzyskano dla szczepu YG1041 + S9 frakcji PM10
z sezonu zimowego, natomiast najnizsza wartos¢ MR
otrzymano dla szczepu TA98 — S9 frakcji PM2,5 z sezonu
jesiennego. Ekstrakty pochodzgce z sezonu zimowego
frakcji PM10 i PM2,5 byty toksyczne dla bakterii
szczepu TA98 w obu wariantach +S59. Test MTT z wy-
korzystaniem linii makrofagow mysich RAW 264.7
okreslit, ze najbardziej toksyczna okazata sie frakcja
PM10 i PM2,5 z sezonu zimowego, gdzie przezywalnos¢
komorek przy dawce 0,312 m?® ksztattowata sie odpo-
wiednio 1,7% i 1,6%, podczas gdy dla tej samej dawki
frakcji PM2,5 z sezonu jesiennego wynosita 63%.

Stowa kluczowe: pyt zawieszony, frakcja PM10,

frakcja PM2,5, aktywno$¢ mutagenna, test Amesa, cy-
totoksycznos¢, test MTT
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Abstract

Air dust pollution enters human body via respiratory
system. Its cytotoxic effect is surveyed using cell lines
of mononuclear or pulmonary epithelial cell origins.
Mutagenic properties are assessed using short-term
assay on Salmonella typhimurium bacterial strains.

Mutagenic and cytotoxic properties of air dust
pollution — fractions PM10 and PM2.5, which were
collected in autumn and in winter, were assessed using
Ames test with Salmonella typhimurium strains and
MTT cytoxicity assay on mononuclear cell line RAW
264.7, respectively. Samples of dust were collected on
glass fiber filters by (Harvard impactor) with air flow
ca. 9 I/min, splitting samples to the fraction PM10 and
PM2.5. Extraction of pollution was carried out using
dichlorometane. Extracted samples were dissolved in
dimethylsulfoxide (DMSO) before analyses.

The highest value of mutagenicity ratio (MR) was
observed in YG1041 strain with metabolic activation
by S9 extract in the PM10 sample of dust collected in
winter. The lowest one was observed in TA98 strain
without activation in the PM2.5 sample of dust
collected in autumn. Winter dust samples, both the
fractions PM10 and PM2,5, were toxic for TA98 strain
in both test conditions (+S9). MTT cytotoxicity assay
using mononuclear cell line RAW 264.7 showed that
fractions PM10 and PM2.5 collected in winter were of
highest toxic properties. The viability of cells, which
were treated with samples of 0,312 m? air, were 1,7%
and 1,6%, respectively, while for autumn samples for
PM2,5 the viability was 63%.

Key words: air dust, PM10, PM2.5, mutagenic
activity, Ames test, cytotoxicity, MTT assay

Wstep

Otaczajacg nas przestrzen zyciows, a takze nasze
ptuca wypetnia powietrze atmosferyczne. Rzadko
zastanawiamy sie nad jego sktadem. Czesto odczu-
wamy, ze powietrze jest wilgotne czy suche, odczu-
wamy duszno$¢ zwigzang z duza koncentracjg CO,
i brakiem tlenu, wyczuwamy tez specyficzne sub-
stancje podrazniajace nasz zmyst wechu. Poszczegolne
sktadniki powietrza — powszechnie wszystkim znane
— moga ulega¢ lokalnie czy globalnie pewnym od-
chyleniom od przyjetych wartosci. Ich sktad che-
miczny, koncentracja, ilos¢ i rodzaj uzalezniony jest
takze od zrodet emisji i sposobu rozprzestrzeniania
na rozne odlegtosci [1-3]. Mamy wtedy do czynienia
z zanieczyszczeniem powietrza, czyli wprowadzeniem
bezposrednim lub posrednim do atmosfery substancji
statych, ciektych lub gazowych mogacych ujemnie
wplywac¢ na otaczajace nas Srodowisko, klimat,
jakos¢ wody, gleby czy zdrowie cztowieka. Problemem
zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego przez
frakcje pytu PM10 i PM2,5 dotkniete sg szczegblnie
obszary miejskie o wzmozonym ruchu pojazdéw
samochodowych, duzej gestoSci zaludnienia, jak
rébwniez rejony o szczegblnych warunkach topogra-
ticznych i klimatycznych sprzyjajacych gromadzeniu
sie czastek w atmosferze, gdzie incydentalnie wyste-
puja niekorzystne warunki aerosanitarne, ktérego
konsekwencja jest pojawienie si¢ smogu. Zawarte
w powietrzu atmosferycznym frakcje PM10 i PM2,5
uwalniajg si¢ do atmosfery w procesach naturalnych
przebiegajacych w przyrodzie oraz zwiazanych z dzia-
talnoscig cztowieka [4, 5].

Znaczna cze$¢ zanieczyszczen frakcji PM2,5
i PM10 dostaje sie do atmosfery w procesach
spalania paliw statych. W duzym stopniu przyczynia
sie do tego rowniez emisja z mieszkalnictwa (piece
weglowe uzywane w gospodarstwach domowych),
ustug i sektora rolnego oraz stanowigca coraz

wiekszy problem przy gwattownym rozwoju ko-
munikacji emisja ze Zrédet mobilnych czyli spalanie
paliw ptynnych w silnikach samochodowych (gtow-
nie silnikach Diesla), a takze z tzw. pylenia wtornego:
podczas poruszania sie pojazdéw po nieutwardzo-
nych nawierzchniach, $cierania powierz-
chni jezdni, opon i hamulcéw, rozdrabniania, kru-
szenia i unoszenia pytu [4-14]. W miastach szcze-
g6Ing role w zanieczyszczeniu powietrza odgrywajg
mate, ale bardzo liczne obiekty zlokalizowane
w zwartej zabudowie mieszkaniowej emitujgc sub-
stancje powstajace podczas niepetnego spalania
paliw w przestarzatych typach kotléw lub palenis-
kach indywidualnych. Ze wzgledu na specyficzne
uwarunkowania zwiazane z zabudowa w miastach
i tworzenie sie tzw. kanion6éw ulicznych oraz duzym
natezeniem ruchu samochodowego wystepujg czeste
przekroczenia dopuszczalnych pozioméw stezen
zanieczyszczen w powietrzu. Drobiny pytu o Srednicy
mniejszej niz 2,5 um s3 transportowane na odlegtos¢
(2500 km) i moga pozostawac zawieszone w po-
wietrzu nawet przez wiele tygodni. S3 niebezpieczne
dla zdrowia ludzi, wnikaja one najgtebiej do drog
oddechowych osadzajac si¢ na powierzchni peche-
rzykéw ptucnych [4, 15-17]. Natomiast frakcja
PM10 utrzymuje si¢ w powietrzu, co warunkuje
prawdopodobienstwo dostania sie do gornych od-
cinkéw uktadu oddechowego [6, 18-20]. Kazda
frakcja (PM10, PM2,5) aerozolu atmosferycznego
zawiera niebezpieczne dla zdrowia substancje, gtow-
nie o budowie piericieniowej, wykazujace wtasci-
wosci mutagenne i cytotoksyczne [8, 12, 15, 16,
18, 20-24]. Substancjami o dziataniu kancerogen-
nym, mutagennym, rakotwoérczym, cytotoksycznym
i hepatoksycznym sa gléwnie wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne (WWA) [18, 24-28]. Ich
niebezpieczne wtasciwosci sg zréznicowane i wzras-
taja wraz z liczbg pierScieni w czgsteczce. Na pod-
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stawie wynikoéw otrzymanych w testach biologicz-
nych mozna uzyska¢ wiarygodne wyniki odno$nie
dziatania zanieczyszczen na organizmy zywe. Badanie
mutagennosci powietrza zostato przeprowadzone
juz przez wielu badaczy w Polsce i na swiecie [1, 4,
6-9, 11, 12, 15, 16, 18, 19, 21, 29-38]. Efekt muta-
genny pytowych zanieczyszczen powietrza powigzany
jest gtéwnie z zawartoscia w jego sktadzie wielo-
pierScieniowych weglowodoréw aromatycznych jako
zanieczyszczen, co potwierdzajg badania przepro-
wadzone we Wroctawiu, Krakowie i na Gérnym
Slasku [6, 9, 11, 12, 18, 19, 21, 24, 26, 29, 34, 39—
41]. Poszukiwanie wskaznikow wczesnych skutkow
biologicznych moze skutecznie eliminowa¢ zagro-
zenia zdrowotne wywotane substancjami mutagen-
nymi i kancerogennymi [7-9, 29, 42]. Wigkszos¢
zwigzkow chemicznych bedacych sktadnikami za-
nieczyszczajacymi powietrze atmosferyczne w roz-
norodny sposob dziata na tkanki, narzady i uktady
budujgce organizm cztowieka powodujgc zwiekszong
zachorowalnos¢ na choroby nowotworowe u 0s6b
zamieszkujacych duze aglomeracje miejskie [9, 16,
17, 43].

Do badania mutagennosci ekstraktow z pytow
frakcji PM10 i PM2,5 zastosowano krotkoterminowy
bakteryjny test in vitro z wykorzystaniem szczepu
Salmonella typhimurium [7, 8, 11, 18, 20, 31, 32,
37, 38]. Umozliwia on wykrywanie potencjalnych
mutagendéw i kancerogenéw przy uzyciu prostych
organizmow. Duzg zaletg tego testu jest przeprowa-
dzenie doswiadczen w krétkim czasie i szybkie osza-
cowanie wynikow [20]. Test ten znalazt zastosowanie
w zestawie testow stosowanych w toksy-
kologii genetycznej jako pierwszy test krotkotermi-
nowy [16].

Cel i zakres pracy

Celem pracy byta ocena efektu mutagennego i cy-
totoksycznego pytow (ang. particulate matter) o r6z-
nym rozmiarze czastek — PM10 i PM2,5 ze szczegélnym
uwzglednieniem tych ostatnich. Do badan wyko-
rzystano pyt zawieszony frakcji PM10 i PM2,5
pobrany w sezonie jesiennym 2008 roku i zimowym
2008/2009 roku w Sosnowcu. Zakres badan obej-
mowat pobér probek pytéw, wykonanie ekstraktow
pytowych zanieczyszczen frakcji PM10 i PM2,5, oraz
okreslenie mutagennosci testem Amesa i cytoto-
ksycznosci testem MTT poszczegblnych frakeji w se-
zonie jesiennym i zimowym w Sosnowcu.

Materiaty, metodyka poboru prob
i obszar badan

Proby pytowych zanieczyszczen powietrza byty
pobierane w Sosnowcu w sezonie jesiennym (wrze-
sien-listopad 2008) i zimowym (grudzien-luty

2008/2009). Punkt pomiarowy usytuowany byt
na dachu budynku Instytutu Medycyny Pracy i Zdro-
wia Srodowiskowego. Obszar badan posiada wszyst-
kie cechy duzej aglomeracji miejskiej. Charakteryzuje
sie on w miare zwartg wysoka zabudowg (osiedla
mieszkaniowe), oraz starg zabudow3 z niskg emisja.
Ponadto w poblizu jest usytuowana dos¢ gesta sie¢
drég o silnym natezeniu ruchu pojazdéw samocho-
dowych. Jest to wiec obszar majacy cechy typowego
klimatu wielkomiejskiego charakteryzowanego po-
przez: niskg emisje, transport samochodowy, za-
nieczyszczenia miejskie. Czynnikiem, ktory w znacz-
nym stopniu wpltywa na efekt mutagenny i cytoto-
ksyczny prob powietrza jest okres ich pobierania,
temperatura, sktad chemiczny oraz miejsce poboru
prob.

Do poboru préb pytu zawieszonego wykorzystano
impaktor Harvarda o przeptywie powietrza wyno-
szagcym ok. 9 l/min. Dzieki niemu mozliwe byto
rozfrakcjonowanie pytu z aerozolu atmosferycznego
na dwie frakcje, o Srednicach ponizej 2,5 um i po-
wyzej 2,5 um, lecz ponizej 10 um (frakcja PM2,5
oraz frakcja PM10). Proby pobierano w sposob
ciggly przez okres 3 miesiecy w sezonie jesiennym
(od 5 wrzesnia do 8 grudnia 2008 r.). W kazdym
miesigcu zmieniano filtr 3 razy (Srednio co 10 dni).
Uzyskujac w ten sposob 9 filtrow z pytowymi za-
nieczyszczeniami powietrza dla frakcji PM2,5 oraz
9 filtrow dla frakcji PM10. Pob6r prob w sezonie
zimowym obejmowat okres od 9 grudnia 2008 r.
do 8 marca 2009 r. Préby pobierano w analogiczny
sposob jak w sezonie jesiennym. Nastepnie probki
pytu, zebrane na filtrach z witdkna szklanego, pod-
dano analizie wagowej okreslajacej mase pytu po-
szczegblnych frakcji na podstawie rdéznicy w masie
filtra przed i po pobraniu proby. Dla kazdego sezonu
(jesiennego i zimowego) i odpowiednich frakcji
pylu utworzono proby zbiorcze taczac 9 filtrow
w jedng probe i poddano ekstrakcji w aparacie
Soxhleta przy uzyciu dichlorometanu (Baker) przez
8 godzin z 30-minutowym refleksem w ciemnosci
w pomieszczeniu z wtasciwg wentylacja (dygesto-
rium). Uzyskane ekstrakty podzielono na porcje,
zageszczono w wyparce prozniowej (UNIPAN-PRO)
i odparowano do sucha w atmosferze azotu. Sucha
pozostatos¢ rozpuszczono w dimetylosulfotlenku
(DMSO) i wykorzystano w teScie Amesa oraz tescie
MTT.

Metodyka badan mutagennosci —
Test Amesa

Test Amesa przeprowadzono zgodnie z zaleceniami
autoréow [44| uwzgledniajgc doswiadczenia naukowe
wiasne oraz innych [1, 6, 12, 16, 18, 20, 23, 26,
31-34, 39-41, 44-48]. Oparty jest on na wyko-
rzystaniu zdolnosci bakterii do rewersji mutacji,
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pod wptywem czynnikoéw wywotujacych mutacije
powrotna. Histydyno-zalezne auksotroficzne mutanty
bakterii Salmonella typhimurium ulegaja rewersji
do form prototroficznych.

Zgodnie z procedurg [44] do sterylnych proboéwek
umieszczonych w tazni wodnej wprowadzono ko-
lejno: odpowiednia ilos¢ badanego ekstraktu po-
wietrza rozpuszczonego w DMSO (Sigma-Aldrich),
0,1 cm? zawiesiny bakteryjnej, 2,5 cm? top agaru
(Oxoid), uzupetnionego sladowymi ilosciami chlo-
rowodorku L-histydyny i biotyny (Sigma-Aldrich),
0,5 cm?® S9-mix (Trinova-Biochem) w wariancie
z aktywacja metaboliczng (+S9). Zawarto$¢ pro-
bowek doktadnie wymieszano i wylano na po-
wierzchnie ptytki zawierajacej agar minimalny.
Ptytki poddano inkubacji w temp. +37° C przez
48 godzin dla szczepu TA98 oraz 72 godziny dla
szczepu YG1041, a nastepnie liczono kolonie his-
tydyno-niezaleznych rewertantéw przy pomocy au-
tomatycznego licznika kolonii Protos.

Badania efektu mutagennego przeprowadzono
z wykorzystaniem szczepu TA98 i jego pochodnej
YG1041 w dwoéch wariantach: z aktywacja meta-
boliczng (+S9) oraz bez aktywacji metabolicznej
(bez udziatu frakcji S9). Przemiany metaboliczne
zwigzkoéw promutagennych do mutagenéw prze-
prowadzono w obecnosci enzyméw oksydacyjnych,
zawartych w homogenacie z watroby szczura (frakcja
mikrosomalna S9). Przed wykonaniem doswiadczen
sprawdzono genotypy szczepow testowych, okreslajac
ich liczbe rewertantow spontanicznych oraz indu-
kowanych przez mutageny diagnostyczne. Mutage-
nami diagnostycznymi dla przeprowadzonych badan
bez aktywacji metabolicznej byty: 4-Nitroquino-
line-N-Oxide (Sigma-Aldrich) oraz 1-nitropiren (Flu-
ka) natomiast dla badan przeprowadzonych w obec-
nosci frakcji mikrosomalnej S9 byly: benzo(a)piren
(Fluka) i 2-aminofluoren (Fluka).

Dobor dawek dokonany zostat w badaniach
wstepnych oraz ustalony na podstawie wczesniejszych
doswiadczen. Ekstrakty pytow zawieszonych frakeji
PM10 i PM2,5 badano za pomocg szczepu TA98
w dawkach odpowiadajgcych 2,5; 5,0 oraz 10,0 m3
powietrza/ptytke. W przypadku szczepu YG1041
zastosowano dawki 4-krotnie nizsze 0,625; 1,25
oraz 2,5 m? powietrza/ptytke.

Do obliczenia efektu mutagennego badanych
ekstraktow pytowych zanieczyszczen powietrza wy-
korzystano program STATISTICA. Z otrzymanych
wynikow dla 2,5; 5,0 i 10,0 m? oraz 0,625; 1,25
i 2,5 m3 odpowiednio dla szczepu TA98 i YG1041,
wykreslono przebieg funkcji opisujacej zaleznosci
dawka — odpowiedZz. W przypadku liniowej zalez-
nosci spetniajacej definicje mutagennosci [44]
z otrzymanego rOwnania regresji liniowej odczytano
wspolczynnik mutagennosci dla 1 m3.

Skategoryzowano dane ze wzgledu na rodzaj
frakcji, zastosowany szczep z rozr6znieniem na wa-
riant bez aktywacji metabolicznej (—S9) oraz z ak-
tywacja metaboliczng (+S9). Prébe uznano za mu-
tagenng, jezeli wspdtczynnik mutagennosci (MR)
jest rtowny lub wiekszy od 2.

Metodyka badan cytotoksycznosci —
Test MTT

Badania cytotoksycznosci ekstraktow z pytow
zawieszonych frakcji PM10 i PM2,5 prowadzono
na liniach komérkowych RAW 264.7 (ATCC, Ma-
nassas, VA 20110-2209, USA) zatwierdzonych i za-
rejestrowanych w Amerykanskiej Kolekcji Hodowli
Komoérek (ATCC - ang. American Type Culture Col-
lection).

Metodyka testu MTT [49, 50] na liniach RAW
264.7 zostata zoptymalizowana w Zaktadzie To-
ksykologii Genetycznej na podstawie wtasnych
doswiadczen oraz danych literaturowych [51, 52].
Wszystkie do§wiadczenia prowadzono w sterylnej
atmosferze, w komorze z przeptywem laminarnym,
i inkubatorze CO, przy zapewnieniu odpowied-
niego Srodowiska wzrostu o optymalnej tempera-
turze (37° C), wilgotnosci (95%) i stezeniu CO,
(5%) oraz niezbednych do zycia i proliferacji
sktadnikow odzywczych: medium DMEM (Dul-
becco’s Modified Eagle Medium, ATCC) uzupet-
nionym 10% termicznie inaktywowang ptodows
surowicg bydleca (Gibco) i 1% mieszaning anty-
biotykow penicyliny i streptomycyny (PNS, ATCC).
Eksperymenty prowadzono na 13-19 pasazu. Me-
toda testu polegata na iloSciowym kolorymet-
rycznym oznaczeniu barwnego produktu - for-
mazanu, powstajacego po dodaniu bromku 3-
(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu (MTT)
do zawiesiny hodowlanej zawierajacej ekstrakty
pytowych zanieczyszczen powietrza poszczegdlnych
frakcji. Przeksztatcenie soli tetrazolowych (MTT)
o z6ttym zabarwieniu do fioletowo zabarwionego,
nierozpuszczalnego w wodzie formazanu przebiega
w mitochondriach w zywych, aktywnych meta-
bolicznie komérkach [49, 50]. Jezeli komorki zos-
taly wcze$niej uszkodzone lub zniszczone przez
toksyne, to reakcja ta jest mniej intensywna lub
nie zachodzi w ogole, co mozna stwierdzi¢ po zmia-
nie barwy i oznaczy¢ spektrofotometrycznie [51,
52]. Ekstrakty pytow rozpuszczono w DMSO (Sig-
ma-Aldrich) i przygotowano bardzo szeroki wach-
larz stezen pytu poszczegblnych frakeji: 1,05 0,875;
0,750, 0,625; 0,500; 0,437; 0,375; 0,312; 0,250;
0,187; 0,125; 0,062; 0,031; 0,015; 0,001 m?. Test
MTT jest metoda stuzaca do szybkiej, ilosciowej
oceny proby. Nie daje informacji o rodzaju wy-
stepujacych toksyn, ale o ich biologicznych skut-
kach w postaci cytotoksycznosci.
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Kazde badane stezenie pytow zawieszonych dla
poszczegolnych frakcji i sezondéw testowano
w o$Smiu powto6rzeniach. Nastepnie obliczono $red-
nig arytmetyczng (z 8 powtorzen) dla kazdej kon-
troli i poszczeg6lnych stezen. Przezywalnosé (P)
makrofagéw okreslono w stosunku do ich przezy-
walnosci w probkach kontrolnych zgodnie ze wzo-
rem [53]:

absorbancja proby 1

= 00%
absorbancja kontroli ’

Absorbancja to inaczej gesto$¢ optyczna (ang.
Optical Density; OD), odpowiadajaca ilosci komorek,
ktére przezyty inkubacje z badanym stezeniem
pytéw zawieszonych lub ilosci komérek w probie
kontrolne;.

Wartos¢ LC50 (stezenie zwigzku chemicznego
przy ktoérym wystepuje 50% inhibicja wzrostu ko-
morek lub redukcja przezywalnosci komorek) obli-
czono z krzywej dawka — odpowiedz (zastosowane
stezenia — przezywalnos¢). Na podstawie liniowej
zalezno$ci wyznaczono trzy wielkosci stanowigce
podstawe do oceny cytotoksycznosci badanych eks-
traktow pytowych zanieczyszczen powietrza [54].
® LC10 - stezenie testowanej frakcji pytu zawie-

szonego przy ktorym proliferacja komoérek w ho-

dowli zastaje zahamowana o 10% w stosunku
do komorek kontrolnych — tzw. pierwsza dawka
toksyczna,

® LC50 - stezenie testowanej frakcji pytu zawieszo-
nego przy ktoérym proliferacja komorek w hodowli
zostaje zahamowana o 50% w stosunku do ko-
morek kontrolnych — tzw. miara cytotoksycznosci,

® LCI90 - stezenie testowanej frakcji pytu zawie-
szonego przy ktérym proliferacja komorek w ho-
dowli zostaje zahamowana o 90% w stosunku
do komorek kontrolnych — tzw. dawka letalna
(Smiertelna).

Jako miare skupienia w analizach statystycznych
stosowano $rednig arytmetyczna wraz z odchyleniem
standardowym. Do obliczenia przezywalnosci wy-
korzystano $rednie arytmetyczne otrzymanych wy-
nikéw absorbancji. Do dalszej analizy zastosowano
analize wariancji.

Wyniki badan i dyskusja

Dane dotyczqgce frakcji pytu PM, 5 i PM;,
w okresie poboru prob

Sosnowiec jest miastem (218.422 mieszkancow
— stan na dzien 30.06.2010 r.) zlokalizowanym na
obszarze wojewodztwa $laskiego nalezgcego do re-
gionow o najwiekszej emisji zanieczyszczen pyto-
wo-gazowych. Rodzaj oraz ilos¢ spalanych paliw
w procesach technologicznych wptywa na ilo$¢ za-
nieczyszczen emitowanych do atmosfery.

W tabeli I zaprezentowano dane dotyczace poboru
poszczegblnych frakcji pylu w sezonie jesiennym
i zimowym w Sosnowcu. Otrzymana ilo$¢ pytu
poszczegblnych frakeji byta zblizona do wartosci
zmierzonych w okresie jesienno-zimowym na ob-
szarze Dolnego i Gornego Slaska oraz miast euro-
pejskich co potwierdzajg dane literaturowe [5, 16,
20, 22, 35, 36, 55-57].

Tabela I. Zestawienie danych dotyczacych probek pytu frakeji PM2,5 i PM10
Table I. Data on PM2.5 and PM10 fractions in collected samples

Rf(;;lﬁgj}f/)sr:;yn— Okres poboru Ob]qtos[c Irf);})wwtrza Ma[s:ra1 gpjyiu Stqaf;l/lren 13:)]yiu
PM2,5/jesien IX - XII 2008 3520,48 126,05 35,80
PM10/jesien IX - XII 2008 3054,19 168,08 50,49
PM2,5/zima XII 2008 - IIT 2009 2963,92 187,75 63,34
PM10/zima XII 2008 - III 2009 2932,20 227,82 77,69

Najwyzsza zalezno$¢ pomiedzy objetoscig po-
branego powietrza a masg pytu zaobserwowano
w sezonie zimowym w przypadku frakcji PM2,5 oraz
PM10. Najwieksze stezenie pytu w przeliczeniu na
1 m3 uzyskano na filtrach z frakcji PM10 w sezonie

zimowym, wynosito ono 77,69 ug/m? i byto o 1,5
razy wyzsze niz w sezonie jesiennym. Podobnie za-
obserwowano dla frakcji PM2,5, gdzie w sezonie zi-
mowym stezenie pytu w 1 m3 wynosito 63,34 ug/m3
i bylo 1,8 razy wyzsze niz w sezonie jesiennym.
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Wyniki testu Amesa

Efekt mutagenny oceniono na podstawie wspot-
czynnika mutagennosci (MR), ktory jest ilorazem
liczby netto kolonii rewertantéow do liczby rewer-
tantoéw spontanicznych. Prébe uznano za mutagenng
jesli MR =2,0 i istniata liniowa zalezno$¢ dawka —
odpowiedz. Przeanalizowano efekt mutagenny
pod wzgledem zmiennosci sezonowej, oraz zaleznosci
dawka — odpowiedz, a takze zaleznosci pomiedzy
frakcja PM10 a PM2,5.

Analizujac probki pyléw pochodzace z sezonu
jesiennego dla szczepu TA98 stwierdzono brak za-

leznosci dawka — odpowiedz dla PM,, bez aktywacji
metabolicznej (—S9). Proba wykazywata efekt to-
ksyczny. Gdy zastosowano egzogenny system akty-
wacji metabolicznej (+S9) uzyskano zaleznos$¢
dawka — odpowiedz zarowno dla PM, jak i PM, .
W sezonie jesiennym szczep TA98 byt bardziej
efektywny w wykrywaniu substancji mutagennych
w wariancie z aktywacjg metaboliczng. Badane
ekstrakty z sezonu jesiennego wykazaty bardzo wy-
soki wspotczynnik mutagennosci rowniez w przy-
padku szczepu YG1041 zarébwno z aktywacja jak
i bez aktywacji metabolicznej (tab. II).

Tabela II. Wspotczynnik mutagennosci (MR) dla szczepu TA98 i YG1041 w sezonie jesiennym i zimowym

dla frakcji PM10 oraz PM2,5

Table II. Mutagenicity ratio (MR) in TA98 and YG1041 strains in winter and autumn samples in PM10

and PM2.5 fractions

Wspotczynnik mutagennosci dla TA98  |Wspoétczynnik mutagennosci dla YG1041
(w przeliczeniu na 1 m3 powietrza) (w przeliczeniu na 1 m?® powietrza)
S9(-) S9 (+) S9 (-) SO (+)

L PM, s 7,6 16,9 10,4 10,3
Jesien >

PM,, Efekt toksyczny 10,1 7,8 12,6

Zima PM, s Efekt toksyczny Efekt toksyczny 8,9 20,5

PM,, Efekt toksyczny Efekt toksyczny 9,6 20,6

Zastosowane dawki badanych frakeji pytu pobrane
zima wykazaly efekt toksyczny na komoérki bakte-
ryjne szczepu TA98 w wariantach +S9. Natomiast
szczep YG1041 w obu wariantach wykazuje wysoki
wspoOtczynnik mutagennosci (tab. II). Dla frakcji
PM2,5 w wariancie +S9 wspotczynnik MR jest 2,5
razy wyzszy w stosunku do S9. Natomiast frakcja
PM10 cechuje si¢ 2,1 razy wyzszym wspolczynnikiem
MR w wariancie +S9 niz w wariancie —S9. Szczep
YG1041 okazat si¢ bardziej skuteczny w wykrywaniu
mutagennego dziatania pytow frakcji PM10 i PM2,5
niezaleznie od sezonu poboru préb oraz zastosowa-
nego wariantu testu (= S9) wszystkie proby (100%)
byty silnie mutagenne (MR >2).

Analizujac zmiennos$¢ sezonowa stwierdzono,
ze probki pytéow pochodzace z sezonu zimowego
cechowaty sie znaczng aktywnoscia mutagenna
w przypadku szczepu YG1041. Zaréwno frakcja
PM10 jak i PM2,5 po zastosowaniu S9 wykazujg
duzo wyzsze wspotczynniki mutagennosci niz te
same frakcje w sezonie jesiennym (ryc. 1). Poziom
aktywnosci mutagennej wykrywanej szczepem
YG1041 nie zalezat od sezonu poboru prébki po-
niewaz we wszystkich badanych ekstraktach zaob-
serwowano bardzo wysokie warto$ci wspétczynnika

mutagennosci (MR >2) w przeliczeniu na 1 m? po-
wietrza.

Mozliwo$¢ analizowania efektu mutagennego
pytow pod wzgledem wrazliwosci na mechanizm
dziatania poszczegdlnych mutagenéw byto pro-
wadzone przez wielu naukowcoéOw przy zastoso-
waniu potaczenia szczepow testowych Salmonella
typhimurium TA98 i YG1041. Szczep YG1041 jest
bardzo czuty w wykrywaniu mutagenow dziataja-
cych bezposrednio (np. NWWA), nie wymagajacych
aktywacji metabolicznej jak i dziatajacych posrednio
(z frakcja S9). Wykrywanie nitrowych pochodnych
WWA jest bardziej skuteczne dzigeki plazmidowi
pYG233 oraz zwielokrotnionej kopii genéw: ni-
troreduktazy i O-acetylotransferazy. Liczba kolonii
rewertantéw indukowana przez ekstrakty pytowych
zanieczyszczen powietrza frakcji PM10 i PM2,5
badana szczepem YG1041 byta wyzsza w zimie,
zwtlaszcza w wariancie z aktywacja, co Swiadczy
nie tylko o ilo§ciowych r6znicach migedzy sezonami,
ale robwniez o zmianach jako$ciowych mieszaniny
mutagennej, jaka jest ekstrakt pytow zawieszonych.
Jest to dowdd na to, ze w sktadzie ekstraktow po-
chodzacych z tego sezonu znajduje si¢ wiecej ni-
trowych zwigzkéw aromatycznych. Moze to by¢
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spowodowane usytuowaniem punktu pomiarowego
przy ulicy o znacznym natezeniu ruchu w poblizu
przystanku autobusowego. NWWA powstajg gtow-
nie ze spalania paliw w silnikach Diesla. W sezonie
zimowym 1 m? powietrza jest bardziej mutagenny,

zatem powietrze jest znacznie bardziej zanieczysz-
czone niz w sezonie jesiennym. Moze to wynikac
z faktu iz w poblizu znajdujg sie punkty niskiej
emisji zanieczyszczen z ogrzewanych/opalanych
mieszkan.

22

20

18

16

14

12

[MR/m3]

10

PM2,5 jesien

PM10 jesien

PM2,5 zima PM10 zima

] vei041s9- [ ] YG1041 S9+

Rycina 1. Mutagennos¢ frakcji PM10 i PM2,5 w sezonie jesiennym i zimowym wykrywana szczepem

YG1041

Figure 1. Mutagenicity ratio of PM10 and PM2,5 fractions collected in autumn and winter assessed in

YG1041 strain

W badanych frakcjach pytu pochodzacych z Sos-
nowca obecne byly zarowno zwigzki o charakterze
mutagenow bezposrednich i poSrednich. Mutageny
zawarte we frakcjach PM2,5 i PM10 w powietrzu
w sezonie jesiennym, wywotywaly istotna statystycznie
odpowiedz ze strony szczepu TA98 (préby byty mu-
tagenne), co oznacza, ze byly to gtéwnie zwiazki
wywotujgce mutacje typu zmiany fazy odczytu. Wy-
niki przeprowadzonych badai mutagennosci wykazaly,
ze aktywacja przy pomocy enzyméw mikrosomalnych
powodowata istotny wzrost odpowiedzi mutagennej
szczepu TA98 w odniesieniu do frakcji PM2,5 i PM10
z sezonu jesiennego co dowodzi, iz w powietrzu at-
mosferycznym w sezonie jesiennym wystepowata
przewaga mutagenéw dziatajacych posrednio w tym
WWA. Dzialanie mutagenéw takich jak aminy aro-
matyczne, hydroksyloaminy, tlenowe pochodne WWA
daty odpowiedZ aktywnosci mutagennej powyzej 2
tylko w przypadku frakcji PM2,5 z sezonu jesiennego.

W sezonie zimowym frakcja PM2,5 i PM10 wykazata
efekt toksyczny w stosunku do szczepu TA98 w obu
wariantach aktywacji. Przeprowadzony test Amesa
wykazuje duza czuto$¢ ze strony szczepu YG1041
na wykrywanie mutagen6w zawartych w ekstraktach
pytow. Jest to dowdd na to, ze w sktadzie ekstraktow
pochodzacych z sezonu jesiennego i zimowego
znajduje si¢ duza ilo$¢ nitrowych zwiazkéw aroma-
tycznych. W badanym zakresie stezen zanieczyszczen
frakcji PM10 i PM2,5 (0,625 do 2,5 m?) zaobserwo-
wano dla tego szczepu wyrazng zalezno$¢ dawka —
odpowiedz co w pelni ilustrowato mutagennos¢ po-
szczegolnych frakcji pytu zardbwno w obecnosci jak
i bez udziatu egzogennego systemu aktywacji meta-
bolicznej S9.

Zastosowanie szczepu YG1041 razem ze szczepem
standardowym TA98 pozwolito na rozpoznanie
zwigzkow odpowiedzialnych za efekt mutagenny
pytow frakeji PM10 i PM2,5 w powietrzu na terenie
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Sosnowca. Wnioskowaé mozna zatem, ze mutagenne
dziatanie pytowych zanieczyszczen powietrza na bak-
terie szczepu Salmonella typhimurium w duzej
mierze spowodowane jest wysoka zawartoscig wie-
lopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
w badanym powietrzu. Préby pobrane w okresie
zimowym byty bardziej mutagenne, niz frakcje z se-
zonu jesiennego co pokrywa si¢ z wynikami innych
badaczy [16, 32, 37]. Wyzsze warto$ci wspotczynnika
mutagennosci uzyskano w wariancie +59. Najwyzsze
warto$ci MR dla 1 m? uzyskano dla frakcji PM10
Z sezonu zimowego.

Wyniki testu MTT

Dla poszczegdlnych prob (frakeji) uzyskane wyniki
przezywalnos$ci komoérek makrofagdéw mysich RAW
264.7 eksponowanych na stosowane dawki pytowych
zanieczyszczen powietrza przedstawiono na rycinach
2-5.

Analizujgc przezywalno$¢ makrofagbw kontak-
tujacych sie z ekstraktami pytowych zanieczyszczen
powietrza mozna wnioskowac iz wystepuje zrozni-
cowanie miedzy badanymi frakcjami, co mozna
rowniez zaobserwowa¢ w przezywalnosci makro-
fagow w stosunku do zastosowanej dawki pytowych
zanieczyszczen (ryc. 2-5). Najwigksze zréznicowanie
pomiedzy frakcjami zaobserwowano dla dawki
0,312 m? przy ktorej dla frakcji PM2,5 w sezonie
jesiennym stwierdzono przezywalnosé na poziomie
63% =20 (ryc. 2), a przezywalnosc¢ dla frakcji PM10
w tym samym sezonie wyniosta 119% =10 (ryc
3). Natomiast dla tej samej dawki w sezonie zimo-
wym zaréwno dla PM2,5 jak i PM10 przezywalnos¢
wahata sie w odpowiednio 1,6% = 0,3 (ryc. 4), oraz
1,7% = 0,4 (ryc. 5).

Za miare cytotoksycznoS$ci przyjeto wartosé
LC=50, ktorej nie udato sie uzyska¢ dla zadnego
sezonu ani frakcji. Tylko w przypadku dwéch
frakcji: PM2,5 z sezonu jesiennego (dla dawki 0,312
m? badanego ekstraktu) oraz PM10 z sezonu je-
siennego (dla dawki 0,375 m? badanego ekstraktu)
uzyskano przyblizone wartosci odpowiednio 63%
i 65% przezywalnosci komoérek. W prezentowanych
badaniach dla dawek od 1 m? do 0,437 m? w przy-
padku wszystkich testowanych prob stwierdzono
bardzo niska przezywalno$¢ komorek w granicach
1,8-6,0%, co swiadczy, ze dawki pytowych zanie-
czyszczen powietrza powoduja bardzo toksyczne
dziatanie na linie makrofagbw mysich (ryc. 2-5).
W zakresie dawek od 0,375 m? do 0,001 m?3 zaob-
serwowano w zaleznosci od frakcji wszystkie przyjete
kryteria oceny cytotoksycznosci. Dla frakcji PM2,5
w sezonie jesiennym otrzymane wyniki mieszcza
si¢ w zakresie LC90 — dawka letalna do LC10 -
pierwsza dawka toksyczna. Dla frakcji PM10 w se-
zonie jesiennym przy dawce 0,375 m3 uzyskano

warto$¢ zblizong do LCS50, natomiast pozostate
dawki nie maja wptywu na komoérki makrofagow.
Pyly pobrane w sezonie zimowym zaréwno dla
frakcji PM2,5 jaki i PM10 dziatajg bardzo toksycznie
w przypadku analizowanych dawek, nie maja wpty-
wu na testowane komorki makrofagow mysich,
albo powodujg zahamowanie proliferacji komorek
w hodowli w granicy 10%.

W badaniach prowadzonych w Polsce i na $wiecie
coraz czesciej zwraca si¢ uwage na ocene szkodliwego
dziatania pylowych zanieczyszczen powietrza na or-
ganizm ludzki, a w zwigzku z tym rozpatrywanie
wynikéw mutagennosci w powiazaniu z oceng ich
toksycznosci i cytotoksycznosci [53, 58, 59]. Muta-
genne i cytotoksyczne substancje w tym pyty i ich
poszczegblne frakcje wnikaja do organizmu przez
uktad oddechowy, gdzie w poszczegblnych jego
pietrach sa akumulowane i osiggaja duze stezenia.
Moga by¢ przyczyng wywotania mutacji, ktorej
istotg sg nieodwracalne uszkodzenia w materiale
genetycznym komorki, prowadzace do zmiany jej
funkcjonowania [53].

W badaniach substancji wnikajacych do orga-
nizmu cztowieka przez uktad oddechowy wyko-
rzystano linie wyprowadzone z makrofagbw oraz
komoérek nabtonkowych pecherzykéw ptucnych.
Badania cytotoksycznosci pytowych zanieczyszczen
powietrza w Polsce byty prowadzone gtownie na li-
niach ludzkich komérek raka ptuc A549 [9, 15, 16,
18, 34, 39, 43]. Linia makrofagbw mysich RAW
264.7 byta réwniez stosowana do oceny cytoto-
ksycznosci czastek respirabilnych co potwierdzono
w badaniach in vitro [34, 51, 53, 58, 59].

W prezentowanych badaniach stwierdzono bardzo
toksyczne dziatanie poszczegélnych frakcji pytu
pobranych w okresie jesienno-zimowym na komérki
makrofagéw mysich RAW 264.7. Stezenia poszcze-
gélnych frakcji pytow wywotujgce efekt toksyczny
wahaty sie r6znie w zaleznosci od sezonu poboru
probki. Podobnie jak miato to miejsce we Wrocta-
wiu, gdzie badania przeprowadzono w roznych
porach roku [4, 5]. Zar6wno w Sosnowcu jak i we
Wroctawiu silniejszy efekt toksyczny uzyskano dla
préob pochodzacych z sezonu zimowego [16, 18,
34, 53]. Badania cytotoksycznosci prowadzone
w réznych czedciach Swiata przez innych badaczy
potwierdzaja, iz najbardziej cytotoksyczne sg frakcje
pytowych zanieczyszczen powietrza o rozmiarze
czastek ponizej PM2,5 a takze te pochodzace z se-
zonu zimowego [51, 52, 59]. Z przeprowadzonych
analiz mozna wnioskowag, iz usytuowanie punktu
pomiarowego w poblizu ruchliwej drogi, przystanku
autobusowego oraz budynkoéw z niska emisjg dato
odpowiedz w postaci mutagennych i cytotoksycznych
wiasciwosci poszczegdlnych frakcji PM10 i PM2,5
W sezonie jesiennym i zimowym oraz podwyzszone

28 Medycyna Srodowiskowa - Environmental Medicine 2011; 14 (4)



Test MTT - sezon jesienny, frakcja PM2,5
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Rycina 2. Wyniki testu MTT oszacowane w zaleznosci od dawki ekstraktu pytowych zanieczyszczen
powietrza frakcji PM2,5 pobranego w sezonie jesiennym
Figure 2. MTT assay results of PM2.5 fraction of dust extracts collected in autumn

Test MTT - sezon jesienny, frakcja PM10
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Rycina 3. Wyniki testu MTT oszacowane w zaleznosci od dawki ekstraktu pytowych zanieczyszczen
powietrza frakcji PM10 pobranego w sezonie jesiennym
Figure 3. MTT assay results of PM10 fraction of dust extracts collected in autumn
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Test MTT - sezon zimowy, frakcja PM2,5
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Rycina 4. Wyniki testu MTT oszacowane w zaleznosci od dawki ekstraktu pytowych zanieczyszczen
powietrza frakcji PM2,5 pobranego w sezonie zimowym
Figure 4. MTT assay results of PM2.5 fraction of dust extracts collected in winter

Test MTT - sezon zimowy, frakcja PM10
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Rycina 5. Wyniki testu MTT oszacowane w zaleznosci od dawki ekstraktu pytowych zanieczyszczen
powietrza frakcji PM10 pobranego w sezonie zimowym
Figure 5. MTT assay results of PM10 fraction of dust extracts collected in winter
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w stosunku do wartosci dopuszczalnych stezenia
poszczegbdlnych frakcji. Podwyzszone stezenia frakcji
PM10 i PM2,5 wystepujg bardzo czesto na obszarze
Aglomeraciji Slaskiej, co jest potwierdzone w pracach
naukowych badaczy prowadzgcych pomiary na ob-
szarze duzych aglomeracji miejskich [2, 4, 5, 15,
21, 53].

Majac na uwadze aktualny stan wiedzy na temat
mutagennego i toksycznego oddziatywania drobnych
czgstek pytu w szczegdlnosci na organizmy zywe
nalezy znacznie rozszerzy¢ badania powietrza o za-
prezentowane w pracy testy. Interesujace jest wiec
zastosowanie m.in. testu MTT do tego typu badan,
gdyz ztozona mieszanina o nieznanym potencjale
rakotworczym, jaka jest powietrze, wykazujaca ak-
tywno$¢ w testach mutagennosci, stanowi prawdo-
podobnie ryzyko wystgpienia chor6b nowotworo-
wych ludzi. Konieczne jest zatem kontynuowanie
badan biologicznych i uzupetnienie monitoringu
powietrza o testy bioindykacyjne.

Whioski

1. Wyniki testu Amesa przy uzyciu szczepu TA98
badanych ekstraktow pochodzacych z sezonu je-
siennego i zimowego wykazaty, ze efekt mutagenny
wywotuja gléwnie zwigzki o dziataniu posrednim,
wymagajace aktywacji metabolicznej.

2. Wyniki testu Amesa przeprowadzone z wyko-
rzystaniem szczepu YG1041 potwierdzaja obec-
no$¢ nitrowych pochodnych WWA w aerozolu
atmosferycznym frakeji PM2,5 i PM10 z jesiennego
i sezonu zimowego.

3. Zastosowanie testu MTT z wykorzystaniem ko-
morek makrofagéw mysich RAW 264.7 umozli-
wito ocene cytotoksycznosci pytowych zanie-
czyszczen powietrza frakcji PM10 i PM2,5.

4. Badania prowadzone testem MTT wskazujg
na duze zréznicowanie w przezywalnosci ma-
krofagdbw w stosunku do zastosowanej dawki
pytowych zanieczyszczen oraz wystepuje zr6zni-
cowanie miedzy badanymi frakcjami.

5. Przeprowadzone badania wskazuja, iz pylowe
zanieczyszczenia powietrza pochodzace z sezonu
grzewczego jesienno — zimowego cechujg si¢ wy-
sokimi wtasciwo$ciami mutagennymi i cytoto-
ksycznymi.

6. Zastosowanie hodowli komérkowych wraz z tes-
tem bakteryjnym stwarza mozliwos¢ otrzymania
prawidtowej odpowiedzi zwigzanej z reakcjg ko-
morek ssakow na zwigzki mutagenne i cytoto-
ksyczne zawarte w aerozolu atmosferycznym.

Dziekujemy pracownikom Zaktadu Szkodliwosci Biolo-
gicznych i Immunoalergologii za pobor probek pytowych
zanieczyszczen powietrza.

Praca zrealizowana w ramach dziatalnosci statutowej
(numer tematu ZTG-3) Instytutu Medycyny Pracy i Zdrowia
Srodowiskowego
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