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1. WSTEP

Teza:

Szereg zanieczyszczen zaadsorbowanych na pyle zawieszonym jest mutagenna.
Monitoring fizykochemiczny zanieczyszczen atmosfery powinien byé uzupekliony
badaniem mutagennosci pylowych zanieczyszczen powietrza testem Amesa.

Zanieczyszczenia mutagenne mogg stanowi¢ niewielka cze$¢  wszystkich
zanieczyszczen. Wystepuja w sladowych ilosciach, a szkodliwe skutki ich dzialania ujawniaja
si¢ po wielu latach [145]. Naleza do nich przede wszystkim zwiazki organiczne, gldwnie
WWA i ich pochodne, zwlaszcza nitrowe i aminowe [123, 165]. Wigkszo$¢ z nich
zaadsorbowana jest na drobinach pylu zawieszonego, wystgpuja takze w postaci gazowej
(lotnej i potlotnej) [23, 155]. Najwigcej zwigzkéw mutagennych zaadsorbowanych jest na
najdrobniejszej — respirabilnej frakcji pylu [29, 146]. Nieorganiczne zanieczyszczenia
gazowe: CO, NOy, SO,, O3 wykazuja jedynie aktywno$¢ komutagenna. Reagujac z
zanieczyszczeniami organicznymi tworza z nimi mutagenne pochodne [105].

Badania dotyczace wilasciwosci mutagennych pylowych zanieczyszczen powietrza
prowadzone sg od czasu wynalezienia i rozpowszechnienia testOw na mutagennos¢, czyli od
drugiej potowy lat 70-tych [24, 31, 118, 149]. Dotychczas prowadzono je gléwnie w
miastach, czyli na obszarach o najwigkszym zanieczyszczeniu powietrza atmosferycznego i
jednoczesnie najwigkszej koncentracji ludnosci, dla ktdrej zanieczyszczenia te stanowia
zagrozenie zdrowotne [11, 21, 24, 31, 43, 49, 53, 54, 87, 90, 121, 131, 149, 150, 155, 162,
171, 172]. Badania takie przeprowadzone byty gtownie w krajach Europy Zachodniej [11, 31,
49, 87, 121, 131, 171], Ameryki Péinocnej [24, 53, 54, 162, 172] oraz w Japonii [43, 90, 149,
150]. W Polsce badania nad wiasciwosciami mutagennymi pylowych zanieczyszczen
powietrza prowadzono dotychczas na Gornym Slasku [101-107, 115, 143], w Warszawie [76]
i we Wroclawiu [1-3, 73, 116].

1.1. Cel pracy

Celem pracy byt dobdr biotestu do oceny wilasciwosci mutagennych zanieczyszczen
zaadsorbowanych na pyle zawieszonym, wskazanie na potrzeb¢ monitorowania sezonowego i
przestrzennego zréznicowania wiasciwosci mutagennych pylu zawieszonego w srodowisku
wielkiej aglomeracji miejskiej na przykltadzie Wroctawia (640 000 mieszkancow). Dzigki

zastosowaniu szczepdw Salmonella typhimurium o podwyzszonej wrazliwosci na mutagenne



dzialanie nitrowych pochodnych WWA okreslono zr6znicowanie udziatu tych zanieczyszczen
w mutagennosci badanych pylow. Metoda GC-MS okreslono jakosciowy sktad
zanieczyszczen odpowiedzialnych za mutagenne wlasciwosci badanych pylow. Ilosciowo
okreslona zostala zawartos¢ 16 WWA z listy EPA uwazanych za reprezentatywny wskaznik
zanieczyszczen genotoksycznych. Powyzsze dane pozwolily na wskazanie czgsci miasta i
pory roku o najwigkszej aktywnosci genotoksycznej pytowych zanieczyszczen powietrza.

O wyborze testu Amesa zadecydowata jego wrazliwos¢ i powszechnos$¢ zastosowania
w badaniach nad mutagennoscia zanieczyszczen atmosfery [np. 21, 22, 43, 131] oraz wysoka
zdolno$¢ prognozowania kancerogennosci zwiazkéw mutagennych [69]. Powszechnie
stosowany szczep TA 98 wykazuje stosunkowo niewielka wrazliwos¢ na dzialanie nitrowych
pochodnych WWA. Dlatego tez zastosowano szczepy YG 1021, YG 1024 o zwigkszonej
wrazliwosci. Zawieraja one plazmidy z dodatkowymi genami kodujacymi enzymy
metabolizujace nitrowe i aminowe pochodne WWA do form aktywnych mutagennie. Sa to
nitroreduktaza i O-acetylotransferaza. Enzymy te sa wprawdzie obecne w komorkach
szczepOw macierzystych, lecz ich aktywnos¢ jest niewystarczajaca do czufej indykacji
wymienionych zwiazkoéw. Nitroareny i aminy aromatyczne jako takie nie dzialaja na DNA
lecz wymagaja przemiany do odpowiednich hydroksyloamin, a nastgpnie estryfikacji
katalizowane]j przez O-acetylotransferazg. Nitroreduktaza katalizuje redukcje¢ grupy nitrowej
do aminowej, przeksztalcajac nitroareny w hydroksyloaminy. W celu ujawnienia aktywnosci
czynnikow promutagennych zastosowano 10% frakcje mikrosomalna watroby szczurzej S9.

Test drozdzowy dotychczas tylko raz [131] zastosowano w badaniach mutagennosci
pylowych zanieczyszczen powietrza stwierdzajac, ze zanieczyszczenia te w niewielkim
stopniu powoduja powstawanie u Saccharomyces cerevisiae D7 mutacji mitochondrialnego
DNA, mitotycznej konwersji genowej w locus trp5 i rewersji mutacji w locus ilv1-92. Podjeto
wiec probe wywotania rewersji mutacji w locus ade2 szczepu Saccharomyces cerevisiae XV
185-14C. O wyborze tego testu zadecydowala jego komplementarnos¢ do testu Amesa. W
dotychczasowych badaniach [131] okazat si¢ on wrazliwy na mutagenne dziatanie tych prob

pyhu, ktére byly niemutagenne w tescie Amesa.



2. STUDIA LITERATUROWE

2.1. Mutagenno$¢ a kancerogennos¢

Zwiazki organiczne obecne w pylach zanieczyszczajacych atmosfere powoduja szereg
typéw mutacji stwierdzanych za pomoca rozmaitych organizméw testowych, od bakterii
[123], poprzez drozdze [131], trzykrotke Tradescantia [83, 86] i muszki owocowe Drosophila
melanogaster [76] do komorek ssaczych hodowanych in vitro [26] i ssakow in vivo [73]. Sa to
takze komorki ludzkie [10]. Mutacje te dotycza zar6wno DNA w nukleotydach organizméow
prokariotycznych [123] jak jadrowego [10, 131] i mitochondrialnego [131] DNA organizméw
eukariotycznych. Sa to mutacje réznych typéw: punktowe zmiany fazy odczytu i zmiany par
zasad [123], postepujace i wsteczne [131], chromosomowe [10], zmiany liczby
chromosomoéw [102], powstawanie mikrojader [10].

Niektére mutacje prowadza do stopniowego rozchwiania i dezorganizacji genomu na
skutek indukowania kolejnych mutacji. Komoérka normalna stopniowo przeksztalca si¢ w
nowotworowa. Nowotwory ztosliwe rozwijaja si¢ w wyniku kumulacji specyficznych
mutacji. Taki mechanizm powstawania nowotwordéw sprawia, ze wigkszos¢ mutagenow jest
rownoczesnie kancerogenami. Szacuje si¢, ze 70-80% nowotworéw powstaje w wyniku
dziatania r6znych czynnikéw srodowiskowych. Czas utajenia choréb nowotworowych jest
dtugi i wynosi u cztowieka od kilku do trzydziestu lat, w zaleznosci od rodzaju nowotworu i
czynnika inicjujacego. W tym czasie nastgpuja pierwsze, stosunkowo nieliczne, drobne i mato
znaczace mutacje, ktore w klinicznej fazie choroby doprowadza do dezorganizacji genomu
[170].

Kancerogenami sa takze zwiazki mutagenne zanieczyszczajace powietrze, np. WWA,
fenole, zwiazki heterocykliczne, dioksyny i furany [107, 1026]. WWA silniej mutagenne sa
tez z reguly silniejszymi kancerogenami [148]. Zachorowalnos¢ i Smiertelno$¢ na nowotwory
ptuc wykazuja korelacje z aktywnoscia mutagenna pylowych zanieczyszczen atmosfery [162]
oraz koncentracja benzo(a)pirenu i innych WWA w powietrzu [58, 92]. Pylowe
zanieczyszczenia atmosfery powoduja transformacj¢ nowotworowa komoérek ssakow in vitro
[47, 107, 136, 137, 140]. Ekstrakt organiczny pylowych zanieczyszczen atmosfery
wstrzykiwany mtodym myszom indukowal u nich powstawanie nowotworéw: gruczolaka

ptuc, raka gruczotowego ptuc, chioniaka oraz raka komérek miazszowych watroby [38].



2.2. ZwigzKi genotoksyczne zanieczyszczajace atmosfere

W atmosferze stwierdzono wystgpowanie ok. 2000 roéznych zanieczyszczen [41].
Szereg z nich wchodzi w reakcje z DNA dzialajac mutagennie 1 kancerogennie. Niektore z
tych zanieczyszczen wystgpuja w postaci gazowej, inne ulegaja adsorpcji na pyle
zawieszonym. Najgrozniejsze dla zdrowia ludzkiego sa zanieczyszczenia zaadsorbowane na
najdrobniejszej — respirabilnej frakcji pytu zawieszonego (drobiny o Srednicy ponizej 2,5 um).
Frakcja ta wnika w glab drog oddechowych czlowieka i do jego pluc. Najdrobniejsze ziarna
pylu charakteryzuja si¢ tez stosukowo duza powierzchnia adsorpcji, na nich osadza sig
najwigcej zanieczyszezen [29, 146, 179].

Najpowszechniej znane sa mutagenne i kancerogenne wlasciwosci WWA [28, 79, 90,
122-124, 148], w atmosferze wystepuje jednak szereg innych zanieczyszczen o takich
wlasciwosciach. Naleza do nich aldehydy, fenole, alkiloazotyny, nitroaminy, nitrowe,
aminowe i chlorowcowe pochodne WWA, zwiazki heterocykliczne oraz dioksyny i furany
[123, 126, 148, 165, Moller i Lofroth 1982 za 105, Sawicki 1977 za 105]. Do mutagenéw i
kancerogenéw zaadsorbowanych na pylach naleza tez metale cigzkie [116, 156]. Proporcje
pomiedzy wymienionymi zanieczyszczeniami ulegaja znacznym wahaniom. Réznia si¢ one
tez stopniem aktywnosci mutagennej i kancerogennej. Np. mutagenno$¢ weglowodorow
aromatycznych wzrasta na ogot z liczba pierscieni [154], a nitrowe i aminowe pochodne
WWA sa znacznie bardziej mutagenne od niepodstawionych WWA, z ktérych pochodne te
powstaly [36, 51], Czgsto tez zanieczyszczenia te dzialaja w $ladowych ilosciach, np.
dioksyny i furany [126]. Z tych tez powodow znaczenie grup zanieczyszczen w ogolnej
mutagenno$ci prob pytu jest zréznicowane, przy czym najbardziej znane ze swej
mutagennosci i kancerogennosci WWA nie zawsze musza odgrywa¢ dominujaca role [31,
107, 160].

Analizowanie kilkuset zanieczyszczen organicznych w atmosferze byloby niemozliwe.
Czesto poprzestaje si¢ na analizie 16 WWA rekomendowanych przez EPA lub tylko
benzo(a)pirenu [103, 161]. Innym zwiazkiem mogacym pelni¢ funkcje wskaznikowa jest 2-
amino-1-metylo-6-fenylimidazo[4,5-b]pirydyna powszechnie =~ wystgpujacy w  pylach

zanieczyszczajacych atmosfere [88].
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2.3. Zrédla zanieczyszczen genotoksycznych w atmosferze

Wystepujace w atmosferze zwiazki o charakterze mutagennym, gléwnie o budowie
pierscieniowej pochodza ze Zrddet naturalnych i antropogenicznych. Ze zrédet naturalnych
pochodzi stosunkowo niewielka czgs¢ tych zanieczyszczen [141]. Naturalne mutageny i
indukowane przez nie mutacje korzystne dla organizméw byly 1 sa motorem ewolucji w ciagu
calej, liczacej ok. 3,5 miliarda lat historii zycia na Ziemi. Mutacje sa jednak zjawiskami
stosunkowo rzadkimi, dlatego tez naturalne mutacje szkodliwe maja stosunkowo niewielkie
znaczenie. Gwaltowny wzrost emisji do atmosfery mutagenéw pochodzenia
antropogenicznego w ostatnich dziesigcioleciach przyczynil si¢ do wzrostu czgstotliwosci
mutacji w organizmach, takze tych, ktore prowadza do powstawania choréb nowotworowych.

Naturalnymi zZrédtami mutagenéw organicznych w atmosferze sa biosyntezy, procesy
biologicznego rozktadu materii organicznej, naturalne pozary i wybuchy wulkanow [143].
Wiekszos¢ wystepujacych w atmosferze zwiazkéw mutagennych pochodzi jednak ze zrodet
antropogennych. Powstaja one gléwnie w wyniku spalania paliw statych i plynnych w
paleniskach przemystowych i domowych oraz silnikach spalinowych. Ulatniajg si¢ tez w
trakcie proceséw technologicznych i katastrof oraz podczas spalania odpadow [141, 177].
Badania biologiczne potwierdzaja wyniki analiz chemicznych, wykazaly one m. in.
mutagenne dzialanie spalin emitowanych przez silniki pojazdéw [33, 167], paleniska
przemystowe [77, 78] i domowe [109] oraz spalanie tworzyw sztucznych [173]. Mutagenne
byly tez opary ulatniajace si¢ do atmosfery podczas rafinacji ropy naftowej [154].

Spaliny samochodowe sg istotnym i stosunkowo najlepiej przebadanym zrédtem
antropogenicznym mutagenéw w atmosferze. Badania na zwierzgtach oraz badania
epidemiologiczne populacji ludzkich wykazaty, ze indukuja one powstawanie nowotwordw,
szczegblnie ptuc [111, 128]. Podobnie jak w przypadku innych zanieczyszczen atmosfery
wieksza cze$é aktywnosci mutagennej spalin samochodowych zwigzana jest z ich frakcjg
pytowa. Najgrozniejsza dla zdrowia jest najdrobniejsza, respirabilna frakcja tego pytu (o
drobinach ponizej 2,5 um), na ktorej tez adsorbuje si¢ najwigcej mutagenow i ktora najlatwiej
dostaje si¢ do drog oddechowych i ptuc. Frakcje lotna i pétlotna zanieczyszczen organicznych
wykazuja pod tym wzgledem znacznie mniejsza aktywnos¢ [33, 52, 167, 178, 179].

Aerozole emitowane przez silniki samochodowe zawieraja wiele zwiazkéw
organicznych o zréznicowanej aktywnosci mutagennej [8, 9]. Znaczacy udzial w
mutagennosci tych pylow maja nitrowe pochodne WWA. Wskazuja na to wyniki badan

fizykochemicznych oraz biologicznych testem Amesa z zastosowaniem szczepow Salmonella
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typhimurium o obnizonej wrazliwosci na ich dziatanie: TA 100 NR, TA 98 NR, TA 98 FR1 1
TA 98 DNP [33, 68, 72, 128] oraz otrzymanymi niedawno szczepami Salmonella
typhimurium o podwyzszonej wrazliwosci na dziatanie nitrowych i aminowych pochodnych
WWA: YG 1021, YG 1024, YG 1026 [37, 68]. Pyt emitowany przez silniki wysokoprgzne
zawiera tez mutageny wysokopr¢zne, na wykrywanie ktérych pozwala szczep Salmonella
typhimurium TA 102 [9].

Mutagennos$¢ zanieczyszczen emitowanych przez silniki samochodowe wykazuje
korelacje z ich iloscia i sktadem. Te za$ zalezne sa od proceséw spalania w silniku
determinowanych m. in. przez regulacj¢ silnika 1 predkos¢ jazdy [114, 168, 169].
Mutagennos$¢ spalin rosnie wraz ze wzrostem emisji tlenkéw azotu [16]. Mutageny obecne w
spalinach sa nie tylko produktem niezupelnego spalania paliw, powstaja tez one w wyniki
reakcji sktadnikow spalin w atmosferze, np. w wyniku irradiacji zwiazkéw organicznych oraz

tlenkow siarki i azotu, szczegodlnie podczas wystepowania smogu [20].

2.4. Czynniki ksztaltujace genotoksyczno$¢ zanieczyszczen atmosfery

Glownym czynnikiem ksztattujacym aktywno$¢ mutagenna zanieczyszczen atmosfery
jest sktad jakosciowy i ilosciowy. Czynniki ksztattujace skiad jakosciowy 1 ilosciowy
zanieczyszczen okreSlaja tez nasilenie ich mutagennosci w przeliczeniu na jednostkowa
objetos¢ powietrza.

Depozycja zanieczyszczen pylowych najwigksza jest na obszarach silnie
zurbanizowanych i uprzemystowionych. Tam tez aktywno$¢ mutagenéw obecnych w
jednostkowej objetosci powietrza jest wyzsza niz na obszarach rolniczych. Jednak
zanieczyszczenia o charakterze mutagennym zaadsorbowane na pylach zanieczyszczajacych
powietrze moga by¢ transportowane wraz z masami powietrza na znaczne odleglosci od
osrodkéw przemystowych, gdzie znajduja si¢ zrodta ich emisji [4].

Depozycja i mutagennos$¢ zanieczyszczen atmosfery wykazuja zmiennos$¢ sezonowa.
W strefie klimatow umiarkowanych w sezonie grzewczym wzrasta emisja zanieczyszczen, w
tym takze zanieczyszczen mutagennych [4, 10, 131].

Wyrazna jest korelacja migdzy mutagennoscia pylu pobranego z jednostkowe;j
objetosci powietrza a temperatura. Mutagennos¢ ta jest wysoka przy niskich temperaturach,
niska przy wyzszych [101]. Wykazuje tez ona zwigzek z innymi czynnikami
atmosferycznymi wplywajacymi na wielkos¢ jego zapylenia jak kierunek wiatru i

intensywno$¢ opadow atmosferycznych [4, 158].
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Na wzrost mutagennosci pylowych zanieczyszczen atmosfery wplyw ma takze
obecnos¢ w atmosferze innych, niemutagennych zanieczyszczen, takich jak: tlenki azotu,
dwutlenek siarki, tlenek wegla i ozon [77, 95, 117, 157, 158]. Wykazuja one aktywnos¢
komutagenng. Zjawisko to moze mie¢ dwie przyczyny. Zanieczyszczenia pylowe i gazowe
maja te same zrodla emisji, stad korelacja ich zawartosci w atmosferze. Szereg zwigzkoéw
organicznych reaguje w atmosferze z zanieczyszczeniami gazowymi, np. tlenkami azotu [117,
180, 181]. Dwutlenek azotu reaguje z rodnikami weglowodorowymi dajac nitrowe pochodne
weglowodordw, takze aromatycznych. Ozon reaguje z weglowodorami, w wyniku tej reakcji
powstaja rodniki weglowodorowe. Utlenia on tez tlenek azotu do dwutlenku azotu. W wyniku
reakcji tlenku wegla i dwutlenku siarki z tlenem atmosferycznym powstaje ozon i
odpowiednio dwutlenek wegla lub trdjtlenek siarki. Wzrost zawartosci ozonu w atmosferze
wplywa zatem na zwigkszenie st¢zenia rodnikow weglowodorowych i dwutlenku azotu, a
wigc substratow, z ktorych powstaja m. in. nitroareny [39, 46]. Dlatego wzrost stezenia NO,
w atmosferze powoduje wzrost stezenia w niej nitropochodnych WWA [120]. Zwiazki
powstajace w wyniku nitrowania zwigzkéw aromatycznych sa bardziej mutagenne od
substratow, z ktorych powstaty [45, 97, 123, 151, 152].

Reakcje zanieczyszczen zachodzace w atmosferze moga prowadzi¢ do powstawania
bardziej lub mniej mutagennych produktéw [76]. Czynnikiem sprzyjajacym reagowaniu ze
sobg poszczegdlnych zanieczyszczen jest promieniowanie UV [125, 132]. Na ogot
fotodekompozycja obniza jednak mutagennos¢ zanieczyszczen atmosfery [43]. Powstawanie
wtornych zanieczyszczen atmosfery ma miejsce podczas smogu. Naleza do nich m. in.
nitrowe pochodne WWA.

Zwiazki zanieczyszczajace atmosfere wykazuja tez dziatanie synergistyczne
(powodujg tacznie efekt biologiczny wielokrotnie wyzszy od sumy dziatania poszczeg6lnych
sktadnikoéw mieszaniny). Przyktadem moze by¢ synergizm mutagennosci niektérych WWA
wystepujacych w powietrzu [59]. Mozliwe jest tez wzajemne obnizanie aktywnosci
mutagennej i rakotwdrczej przez zanieczyszczenia wystepujace tacznie.

Zanieczyszczenia ulegaja przemianom chemicznym nie tylko w atmosferze, ale takze
po wniknieciu do organizméw. Niektore z nich ulegaja detoksykacji katalizowanej u
kregowcow przede wszystkim przez enzymy watroby. Inne, zwane promutagenami czyli
mutagenami posrednimi ulegaja pod wpltywem tych enzymoéw aktywacji do mutagenow
bezposrednich. Przyktadem moze by¢ benzo(a)piren ulegajacy przemianom enzymatycznym

do mutagennego i kancerogennego 7,8-dihydrodiol-9,10-trans-epoksydu. Ulega on tez
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utlenianiu do chinondw, z ktérych powstaja 6-fenoksyrodniki wchodzace w reakcje z DNA

[142, 174].

2.5. Metody badania genotoksyczno$ci zanieczyszcezen pylowych atmosfery

2.5.1. Pobor prob

Proby pylowych =zanieczyszczen atmosfery do badania ich wlasciwosci
genotoksycznych pobiera si¢ najczgsciej na filtry szklane [4, 11, 43, 49, 50, 87, 101-104, 106,
107, 131, 162, 171, 172]. Zatrzymuja one czastki pylu o mniejszych rozmiarach niz filtry
wykonane z teflonu i teflonu powlekanego wtoknem szklanym. Filtry szklane maja nawet
zdolno$¢ zatrzymywania weglowodorow lotnych [122]. W celu poboru gazowej frakcji
zanieczyszczen organicznych czes¢ badaczy wykorzystuje zywicg Amberlite XAD-2 [96,
120, 167], rzadziej pianke poliuretanowa [116] lub wegiel drzewny [44]. Materialy te

umieszcza sie zwykle za filtrami lub stosuje jako jedyny sposob poboru.

2.5.2. Ekstrakcja prob

Filtry z zaadsorbowanym na nich pytem ekstrahuje si¢ najczg¢sciej w aparacie Soxhleta
za pomoca rozpuszczalnikow organicznych, takich jak: benzen [43, 101-104, 106, 171],
dichlorometan [1-3, 11, 49, 50, 54, 121, 172], metanol [4, 31, 87, 150], aceton [131], toluen
[131], cykloheksan [87, 121]. Stosowane sa tez inne metody ekstrakcji, np. z uzyciem tazni
ultradzwigkowej [127]. Niewiele jest danych na temat wpltywu uzytego rozpuszczalnika na
wielko$¢ efektu mutagennego w biotestach. Stosowane sg rézne czasy ekstrakcji: np. 20
minut z zastosowaniem ultradzwigkdéw [127], 6-48 godzin w aparacie Soxhleta [4, 27, 43, 44,
121].

Rozpuszczalniki  stosowane do ekstrakcji mutagenéw zaadsorbowanych na
czasteczkach pylu nie zawsze moga by¢ wprowadzone do testow, gdyz sa toksyczne dla
organizméw testowych. Wowczas odparowuje si¢ je na wyparce prézniowej a nastepnie
zawiesza probe w innym rozpuszczalniku, ktory moze by¢ wprowadzony do testu bez wptywu
na jego wynik. Najczesciej jest to DMSO [4, 43, 49, 50, 101-104, 106, 150, 162], rzadziej
etanol [31].

W celu precyzyjnego okreslenia grup zwiazkéw chemicznych odpowiedzialnych za

aktywno$¢ mutagenna uzyskany ekstrakt poddaje si¢ frakcjonowaniu. Czgsto stosowanag

14



metoda jest sekwencyjna chromatografia elucyjna (SESC) [31, 40, 49, 90, 101-104, 106, 107,
171, 172].

2.5.3. Oznaczenia fizykochemiczne

Uzyskane frakcje poddawane sg analizie fizykochemicznej za pomocg chromatografii
cieczowej HPLC [131], kapilarnej chromatografii gazowej [87, 106, 172] lub chromatografii
gazowej sprzezonej ze spektrometrig masowa [11, 155, 172]. Wystgpowanie na pytach wielu
zwiazkdéw organicznych utrudnia ich analiz¢. Ponadto zwiazki odpowiedzialne za aktywnos¢
mutagenng moga nie dominowa¢ ilosciowo w badanych ekstraktach. Dla ulatwienia analizy
frakcia WWA bywa oddzielana za pomoca odpowiednich rozpuszczalnikéw i badana dalej
wymienionymi technikami analitycznymi.

Nieliczni badacze ograniczaja analiz¢ fizykochemiczng do badania zawartosci
benzo[a]pirenu w ekstrakcie traktujac ten zwiazek jako reprezentatywny wskaznik obecnosci
substancji mutagennych [43]. Jest to jednak uproszczenie, ktére pomija szereg innych

zwiazkow mutagennych.

2.5.4. Potrzeba badan biologicznych

Badania fizykochemiczne wykazuja obecnos¢ zwiazkéw mutagennych w atmosferze,
ale sa niewystarczajace do oceny stopnia aktywnosci genotoksycznej zawartych w niej
zanieczyszczen. Jest to mozliwe wylacznie na podstawie badan biologicznych. Reakcja
organizmu testowego jest bowiem naturalng odpowiedzia na wypadkowa aktywnos¢ badane;j
proby, ktora jest wynikiem wzajemnych interakcji jej sktadnikow.

Badanie aktywnosci genotoksycznej powietrza mozna prowadzi¢ in vitro - poddajac
hodowle komérek lub organizmy do$wiadczalne dziataniu ekstraktow zanieczyszczen lub in
vivo - badajac organizmy narazone na dzialanie zanieczyszczonego powietrza w ich
$rodowisku. W obu przypadkach bada si¢ zmiany w materiale genetycznym eksponowanych
komorek [105]. Dotychczas stosowanych jest ponad 100 testéw krétkoterminowych
pozwalajacych na ocen¢ wilasciwosci mutagennych badanej proby. Najpowszechniejszy w
uzyciu jest test Amesa. Dla potwierdzenia wynikow tego testu stosuje si¢ szereg innych
testow krotkoterminowych. Jednak zaledwie kilkanascie z nich zastosowano dotychczas w
badaniu  wlasciwosci  mutagennych  zanieczyszczen pylowych. Wyniki  testow

krotkoterminowych dotycza aktywnosci mutagennej badanej proby wobec stosowanego w

15



teScie materialu biologicznego. Sg one podstawg do prognozowania mutagennego wplywu
proby na komorki ludzkie i ewentualnego dzialania kancerogennego.

Badania dlugoterminowe pozwalaja na oceng rzeczywistej kancerogennosci u zwierzat
doswiadczalnych. Ich wada jest jednak diugi - dwuletni okres oczekiwania na odpowiedz.
Czas ten mozna uzna¢ za wystarczajacy w przypadku wprowadzania na rynek nowego
preparatu, np. leku lub pestycydu, natomiast w przypadku badania prob srodowiskowych, np.
ekstraktow organicznych pylowych zanieczyszczen atmosfery potrzebna jest szybka
odpowiedz. Testy krotkoterminowe moga da¢ odpowiedZz w ciagu kilku dni od pobrania
proby. Dlatego sa one najczgsciej stosowane w badaniach prob pobranych ze Srodowiska,
mimo, Ze pozwalaja tylko posrednio wnioskowa¢ o wplywie badanych substancji na zdrowie

ludzkie.
2.5.5. Przeglad biotestow stosowanych do oceny mutagennosci zanieczyszczen atmosfery
2.5.5.1. Test Amesa

Jest to najpowszechniej stosowany test pozwalajacy na ocen¢ potencjalnych
wlasciwosci mutagennych badanych prob. Stosuje si¢ w nim bakterie Salmonella
typhimurium majace wadg genetyczna polegajaca na niezdolnosci do wytwarzania histydyny
[5, 89]. Objawia si¢ ona brakiem wzrostu na podtozu bez tego aminokwasu. Pod wplywem
mutagenu dodanego do podioza dochodzi do mutacji powrotnej przywracajacej komérkom
zdolno$¢ wytwarzania histydyny. Przejawia si¢ to wzrostem bakterii na podlozu bez tego
aminokwasu. Test Amesa charakteryzuje wysoka wrazliwo$¢ oraz warto$¢ prognozowania
kancerogennosci zwiazkéw mutagennych [69]. Wykazuje on tez znaczng zgodnos¢ wynikow
z innymi testami, takze w badaniu mutagennosci pylowych zanieczyszczen atmosfery. Np.
Walker i wsp. [162] stwierdzili korelacj¢ migdzy wynikami badania mutagennosci powietrza
testem Amesa a zachorowalnoscig i $miertelnoscia szczuréw na nowotwory pluc. Z tych
powoddow jest on zalecany jako test "pierwszorzutowy" w badaniu mutagennosci. Jest on tez
najpowszechniej stosowany do badania whasciwosci mutagennych zanieczyszczef atmosfery
[1-4, 10, 11, 26, 31, 43, 49, 87,90, 97, 101-, 103, 104, 106, 116, 118, 121, 131, 150, 155, 162,
171, 172]. Wg Instytutu Medycyny Srodowiska w Sztokholmie test Amesa powinien by¢
stalym elementem badan monitoringowych atmosfery [144].

Procedura testu opracowana przez Maron i Amesa [89] przewiduje mozliwo$¢

stosowania tzw. preinkubacji. Umozliwia ona krotkotrwaly kontakt komorek szczepu
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testowego z duzym stezeniem badanej proby. Jednak tylko nieliczni badacze decyduja si¢ na
te modyfikacje¢ procedury [43]. Wyniki pozostatych autoréw, uzyskujacych w tescie Amesa
wyraznie dodatnie wyniki bez stosowania inkubacji wskazuja jednoznacznie, ze jej
zastosowanie w przypadku mutagenéw obecnych w atmosferze nie jest konieczne [1-4, 11,
21, 22,43, 67,90, 96,97, 101, 103, 104, 106, 116, 118, 123, 131, 150, 155, 162, 171, 172].
Tylko cze$¢ zwigzkow mutagennych wykazuje bezposrednia aktywnos¢ wobec DNA, czgsé
natomiast, nazywana promutagenami, wymaga wstepnej aktywacji. W organizmie cztowieka
proces ten katalizujg enzymy tzw. frakcji mikrosomalnej, wytwarzane glownie w komoérkach
watroby. Aby stworzy¢ in vitro warunki zblizone do panujacych w organizmie ludzkim
stosuje si¢ w tescie aktywacje metaboliczng frakcja mikrosomalng S9 otrzymywana zwykle z
watroby szczuréw. Uzyskanie w tescie podwyzszonej aktywnosci mutagennej po dodaniu tej
frakcji $wiadczy o obecnosci w badanej probie zwigzkoéw o charakterze promutagennym [89].
Sposrod wielu szczepow Salmonella typhimurium stosowanych w tescie Amesa do
badania potencjalnych wilasciwosci mutagennych pylowych zanieczyszczen atmosfery
najczesciej stosowane sg szczepy TA 98 i TA 100 [1-4, 11, 21, 22, 43, 67, 90, 96, 97, 101,
103, 104, 106, 116, 118, 123, 131, 150, 155, 162, 171, 172]. Szczep TA 98 pozwala na
wykrywanie mutacji zmiany fazy odczytu ("frame-shift"), natomiast szczep TA 100 na
wykrywanie mutacji polegajacych na podstawiania par zasad C-G i A-T. Szczepy te wykazuja
znaczng wrazliwo$¢ na dzialanie mutagenow zawartych w ekstraktach organicznych
pylowych zanieczyszczef atmosfery. Tylko nieliczni badacze, gléwnie autorzy starszych
prac, stosowali w badaniach nad mutagennoscia ekstraktow organicznych pylowych
zanieczyszczen atmosfery inne szczepy: TA 1535 [31, 67, 118], TA 1537 [31, 67, 118], TA
1538 [24, 31, 67, 87, 118], TA 97 [123]. Pawlaczyk-Szpilowa i wsp. [116] zastosowali szczep
TA 102 do badania potencjalnych wlasciwosci mutagennych frakcji nieorganicznej pytowych
zanieczyszczen atmosfery we Wroctawiu uzyskujac wyniki dodatnie dla czgsci prob.
Zastosowanie lacznie ze szczepami TA 98 szczepow TA 98NR [123, 125] i TA
98DNP [123] pozwala oceni¢ mutagenne dzialanie pochodnych nitrowych, wobec ktorych
szczepy te maja obnizong wrazliwosé. Szczep TA 98NR jest niezdolny do wytwarzania
nitroreduktazy, szczep TA 98DNP jest odporny na mutagenne dzialanie nitropirenow.
Obiecujace wydaje si¢ zastosowanie w badaniach nad mutagennoscia powietrza szczepéw TA
98 i TA 100 zmodyfikowanych przez Watanabe i wsp. [36, 51, 164-166]: YG 1021, YG 1024,
YG 1026, YG 1029, YG 1041 oraz YG 1042. Szczepy te charakteryzuje wysoka wrazliwos¢
w wykrywaniu mutagennosci nitrowych i aminowych pochodnych zwiazkéw aromatycznych.

Sa to typowe zanieczyszczenia atmosfery powstajace glownie podczas spalania paliw.

17



Wrazliwo$¢ tych szczepdédw wynika z obecnosci plazmidow zawierajacych dodatkowe geny
odpowiedzialne za syntez¢ nitroreduktazy (YG 1021, YG 1026), O-acetylotranferazy (YG
1024, 1029) lub obu tych enzymoéw réwnoczesnie (YG 1041, YG 1042). Dzigki dodatkowym
genom szczepy te staja si¢ wielokrotnie bardziej wrazliwe na obecnos$¢ nitrowych i
aminowych pochodnych zwiazkéw aromatycznych w poréwnaniu ze szczepami
macierzystymi. Np. pod wplywem 1-nitropirenu, 2-nitropirenu i 2-nitrofluorantenu szczep
YG 1021 ulega rewersji 20-50 krotnie wyzszej niz TA 98. Ta podwyzszona wrazliwos¢ jest
szczegblnie uzyteczna w wykrywaniu w atmosferze produktéw reakeji transformacyjnych
[99]. Zwiekszona wrazliwo$¢ na nitroareny jest cecha bardzo pozadana w badaniach
mutagenno$ci powietrza poniewaz zwiazki te maja powazny udzial w aktywnoSci
genotoksycznej zanieczyszczen atmosfery. Sa one wytwarzane podczas spalania oraz (jak 2-
nitrofluoranten i 2-nitropiren) w trakcie proceséw transformacyjnych w atmosferze w
rodnikowych reakcjach nitrowania WWA [6].

Omawiane szczepy znalazly juz pierwsze zastosowania w badaniu powietrza oraz
zanieczyszczen emitowanych do atmosfery. Morris 1 wsp. [99] wykorzystali szczep YG 1021
do badania pylu zawieszonego w silnie uprzemystowionym rejonie Kanady (Hamilton,
Ontario) wykazujac znaczna korelacje miedzy aktywno$cia mutagenna frakcji respirabilnej a
jej zachowaniem w polu magnetycznym. Depollok i wsp. [32] zastosowali szczepy YG 1021 i
YG 1026 do oceny mutagennosci pylowych zanieczyszczen atmosfery przed, w trakcie i po
huraganie stwierdzajac mutagenng aktywno$¢ nitroarenéw po ustaniu huraganu. Azuma i
wsp. [7] stwierdzili, ze mutagenno$¢ powietrza w zadymionych przez palaczy tytoniu
pomieszczeniach zamknigtych wobec szczepéw YG 1024, YG 1029, YG 1041 1 YG 1042 jest
wyzsza w dzien niz w nocy. Szczep YG 1021 zastosowali Pruul i wsp. [119] w badaniu
narazenia pracownikow koksowni w pn.-wsch. Estonii, za$ szczep YG 1041 zastosowany
zostal przez Cerng i wsp. [17] do oceny narazenia na dzialanie zanieczyszczen
srodowiskowych kobiet pracujacych na powietrzu w Bochemii (Czechy). Hughes i wsp. [68]
zalecaja stosowanie szczepow o zmienionej aktywnosci nitroreduktazowej, m. in. YG 1021 i
YG 1026 do oceny wiasciwosci mutagennych emisji samochodowych i zanieczyszczen
powietrza. Zastosowanie szczepu YG 1024 pozwolito na stwierdzenie, ze wyekstrahowany ze
spalin samochodowych i pytéw zanieczyszczajacych atmosfer¢ 3-nitro-7Hbenz(d,e)antracen-
7-on jest bardziej mutagenny od 1,8-dinitropirenu zauwazanego przedtem za najbardziej
aktywny mutagen bezposredni obecny w spalinach samochodowych i zanieczyszczeniach

pylowych atmosfery, wynik ten potwierdzono testem mikrojadrowym [37].

18



2.5.5.2. Test na szczepie Salmonella typhimurium TM 677

Bakterie Salmonella typhimurium sa tez wykorzystywane w tescie opartym na mutacji
postepujacej, w przeciwienstwie do testu Amesa opierajacego si¢ na mutacji wsteczne;.
Stosowany jest tu szczep Salmonella typhimurium TM 677 niezdolny do wzrostu w obecnosci
8-azaguaniny (8-AG). Pod wptywem mutagenéw zawartych w badanej probie dochodzi do
mutacji w genie transferazy fosforybozylo-ksantynoguaninowej dzigki czemu szczep staje sig
odporny na toksyczne dziatanie 8-AG i zaczyna rosna¢. Probe uznaje si¢ za mutagenng jesli
liczba kolonii rosnacych na poditozu dodatkiem 8-AG i proby badanej jest statystycznie
istotnie wigksza od liczby kolonii mutantow powstatych spontanicznie [35]. Test ten jest
dosyé czesto wykorzystywany w badaniach mutagennosci powietrza dajac wyniki zblizone

do testu Amesa [53, 54].
2.5.5.3. SOS chromotest

Test ten opiera sie na indukeji procesu reperacji DNA zwanego systemem SOS. Jest to
awaryjny system naprawczy uruchamiany przez komorki bakteryjne w przypadku zaburzen
replikacji DNA. Uzywa si¢ w nim szczepu Escherichia coli K12 PQ37. Specyfika genomu tej
bakterii jest polaczenie genu operatora systemu SOS (sfi A) z genem kodujacym b-
galaktozydaze (lac Z). Dzigki temu indukcja systemu naprawczego przez czynniki mutagenne
obecne w badanej probie uruchamia jednoczesnie aktywno$¢ enzymatyczna b-galaktozydazy.
Pomiar tej aktywnosci jest miarg genotoksycznosci proby. Podobnie jak w innych testach in
vitro stosuje si¢ tu aktywacje metaboliczna frakcja S9. Badajac aktywnos¢ fosfatazy
alkalicznej, enzymu nie zwiazanego z systemem SOS, mozna okresli¢ toksycznos¢ proby
[30].

Test ten wykrywa tylko zwiazki zaburzajace proces replikacji DNA, bo tylko wowczas
uruchamiany jest system SOS. Zwiazki uszkadzajace DNA, a nie wplywajace na replikacjg
nie moga by¢ wykrywane. Mimo to Nylund i wsp. [112] badajac mutagennos¢ ekstraktow
powietrza oraz gazéw spalinowych uzyskali dobra korelacj¢ wynikoéw SOS chromotestu z
testem Amesa dla szczepu TA 100. Zanim chromotest bedzie mogt by¢ stosowany rutynowo
konieczne jest uzyskanie wigkszej bazy danych doswiadczalnych w celu optymalizacji
procedury (21, 22, 26). Biorac pod uwagg, Ze jest to test prosty w wykonaniu (potrzebny tylko
jeden szczep), szybki (4-5 godzin) i tani mozna przewidywaé, ze znajdzie on szersze

zastosowanie w badaniu genotoksycznosci powietrza.
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2.5.5.4. Test umu

Test umu jest odmiang SOS chromotestu. Organizmem testowym jest tutaj szczep
Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002 [113]. Uszkodzenie systemu naprawy bledow w
replikacji DNA powoduje ekspresj¢ genu odpowiedzialnego za synteze galaktozydazy.
Mutacje objawiaja si¢ wzrostem aktywnosci tego enzymu. Test ten zostal opracowany
stosunkowo niedawno, znalazt juz jednak pierwsze aplikacje w ocenie potencjalnych
wiasciwosci mutagennych zanieczyszczen atmosfery. Wasserkort i wsp. [163] stwierdzili za
pomoca tego testu korelacj¢ pomigdzy iloscia WWA zaadsorbowanych na pyle zawieszonym
a jego mutagennoscia. Kotwzan i wsp. [73] porownujac wyniki badania mutagennosci tych
samych prob zanieczyszczen atmosfery réznymi testami stwierdzili zgodno$¢ wynikow

uzyskanych w tescie umu i tescie Amesa.

2.5.5.5. Test drozdzowy

Test drozdzowy [175] pozwala na badanie powstawania mutacji réznego typu. W
tescie tym stosuje si¢ szczepy drozdzy Saccharomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces
pombe, ktore maja wady genetyczne polegajace na niezdolnosci wytwarzania niektorych
aminokwaséw. Objawiaja si¢ one niezdolnos$cia wzrostu na podlozach bez tych
aminokwasow. W czasie inkubacji drozdzy w obecnosci mutagenu nastgpuje naprawa tych
wad genetycznych u czgsci populacji. Objawia si¢ to zdolnoscia kolonii do wzrostu na
podlozu bez tych aminokwasoéw. Indukcja mutacji, ktéra prowadzi do defektow w
funkcjonowaniu mitochondriéw u drozdzy moze by¢ wykryta poprzez badanie powstawania
drobnych kolonii, ktore nie sa zdolne do oddychania tlenowego. Defektywne kolonie
charakteryzuje mata wielko$¢ i niezdolno$¢ wzrostu w obecnosci zrédet wegla, ktére nie
ulegajg fermentacji, takich jak glicerol.

Rossi i wsp. [131] badali powstawanie niektorych mutacji w szczepie Saccharomyces
cerevisiae D7 pod wplywem mutagenéw wchodzacych w sklad pylowych zanieczyszczen
atmosfery. Byta to mutacja mitochondrialnego DNA, mitotyczna konwersja genowa w [ocus
trp5, rewersja mutacji w locus ilv1-92. Autorzy ci stwierdzili komplementarnosc
zastosowanych testow drozdzowych wobec testu Amesa, wykazywaly one bowiem
mutagenno$é prob niemutagennych wobec Salmonella. Testy drézdzowe byly jednak
zdecydowanie mniej wrazliwe od testu Amesa wobec mutagenéw zawartych w wigkszosci

badanych préb.
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Przyczyna mniejszej wrazliwosci — Saccharomyces cerevisiae w poréwnaniu z
Salmonella  typhimurium moze by¢ wystgpowanie blony jadrowej u organizmow
eukariotycznych jakimi sa drozdze. Blona ta chroni skuteczniej ich material genetyczny przed
mutagennym dziataniem ksenobiotykéw. Poza tym zastosowano tu diploidalny szczep
drozdzowy, w ktorym kazdy gen wystgpuje w dwoch homologicznych chromosomach.
Ewentualna mutacja w jednym genie moze by¢ maskowana przez aktywnos¢ genu
niezmutowanego. Inna jest tez struktura $ciany komorkowej, ktéra u organizméw

eukariotycznych przepuszcza do wngtrza komorki zwiazki o innej budowie.

2.5.5.6. Testy na trzykrotce Tradescantia paludosa

Testy te umozliwiaja monitorowanie genotoksycznosci bezposrednio w miejscu
badania (in situ), przez wystawienie roslin na dzialanie badanego powietrza. Badaniu poddane
jest rzeczywiste zanieczyszczenie atmosfery, a nie ekstrakt zanieczyszczen.

Stosowane sa tu lacznie dwa testy: na indukcj¢ mikrojader w komorkach
macierzystych pylku i na powstanie mutacji we wloskach precikowych [82, 83, 159]. Do
badan uzywa si¢ klonow Tradescantia BNL 4430, ktore sa heterozygotami w locus genowym
odpowiedzialnym za kolor wloskéw. Oznacza to, ze w locus odpowiedzialnym za barwg
wloskow precikowych wystepuja obydwie odmiany genu, czyli allele. Allel warunkujacy
barwe niebieska jest dominujacy, allel odpowiedzialny za barwe rézowa - recesywny.
Heterozygota ma wloski niebieskie gdyz allel odpowiedzialny za powstawanie tego koloru
dominuje nad allelem odpowiedzialnym za powstawanie barwy rézowej. W wyniku mutacji
allelu dominujacego tworzy sie homozygota recesywna, u ktorej wystgpuja dwa allele
recesywne odpowiedzialne za powstawanie barwy rézowej. Fenotypowym przejawem takie]
mutacji jest zmiana koloru precikdw, a przez to i kwiatéw z niebieskiej na rézowa.

Oba testy tworza unikalny zestaw umozliwiajacy okreslenie na tym samym materiale
biologicznym zaréwno aktywnosci klastogennej (indukcja mikrojader) jak i mutagenne]
(zmiana zabarwienia). Niezaleznie od tego duza wrazliwo$¢ sadzonek trzykrotki na dziatanie
chemicznych i fizycznych czynnikow srodowiskowych czyni t¢ rosling dobrym wskaznikiem
toksycznosci [86].

Testy na Tradescantia sa stosowane glownie w warunkach polowych do badania
jakosci powietrza w poblizu punktowych zrodel zanieczyszczen, np. wysypisk i spalarni
$mieci [83, 86], parkingow-garazy [81], elektrowni jadrowych [108], a takze w badaniach in

vitro w komorach hodowlanych do oceny aktywnosci genotoksycznej wybranych
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zanieczyszczen [69, 84]. Wyniki badan porownawczych z zastosowaniem innych testow
roslinnych wskazuja, ze trzykrotka jest idealna rosling do monitorowania mutagennosci

zanieczyszczen atmosfery [48].

2.5.5.7. Indukcja mutacji letalnych pylku in vivo

Inng metoda pozwalajaca na oceng¢ genotoksycznego dzialania zanieczyszczen
atmosfery in vivo jest badanie powstawania mutacji letalnych u pytkéw roslin rosnacych na
skazonych terenach. Na wykrywanie tak powaznych wad genetycznych pozwala analiza
mikroskopowa pylkéw zebranych na badanym obszarze. Kryterium oceny stopnia
zanieczyszczenia atmosfery jest tu odsetek mutacji letalnych w badanych probach pylkow.
Autorzy metody zastosowali ja z powodzeniem do oceny wlasciwosci mutagennych
zanieczyszczen atmosfery wokot tradycyjnych zaktadéw przemyslowych emitujacych

zanieczyszczenia chemiczne jak i elektrowni jadrowych [93, 108].

2.5.5.8. Test mikrojadrowy

Publikacje  dotyczace  badania  mutagennosci  zanieczyszczen = powietrza
atmosferycznego testem mikrojadrowym sa nieliczne. Badania takie prowadzone sa nie tylko
na trzykrotce, o czym wspomniano wezesniej, ale i na komorkach ssakow: najczesciej szpiku
kostnego [56] i komdrkach krwi obwodowej [55], in vitro [10] i in vivo [73, 101].

Autorzy tych prac donosza zaréwno o uzyskaniu wynikow dodatnich [101, 105], jak 1
ujemnych [14, 73]. W tescie tym wynik ujemny jest mniej wiarygodny niz dodatni [56].
Wiele kancerogenow nie powoduje powstawania mikrojader. Jedng z wazniejszych przyczyn
tego zjawiska jest powinowactwo tkankowe niektérych mutagendw 1 zwigzana z tym
ewentualno$¢ indukowania zmian genetycznych w tkankach innych niz uzyte w tescie [73].
Np. nitrozoaminy przenikaja w pierwszej kolejnosci do watroby tam sa szybko
metabolizowane przez co nie docierajg do szpiku kostnego i nie wywotuja w nim zmian. Test
mikrojadrowy nie reaguje tez, lub reaguje stabo, na aminy aromatyczne i zwiazki
chloropochodne [98]. Niektore mutageny nie dziataja ponadto w warunkach toksycznos$ci
ostrej, z jaka mamy do czynienia w tescie mikrojadrowym. Wyniki dodatnie w tym tescie sa

natomiast wysoce istotne.
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2.5.5.9. Test SMART

Test pozwala na badanie mutacji somatycznej i1 rekombinacji na muszkach
owocowych Drosophila melanogaster. Objawiaja si¢ one deformacjami wloskow na
skrzydtach. Test ten zostal juz zaadaptowany do badania mutagennosci substancji smotowych
zawartych w pyle zawieszonym [75]. Jego zaleta jest to, ze przy kosztach pordéwnywalnych
do testow bakteryjnych pozwala ocenia¢ mutagenne dziatanie substancji na organizmy
eukariotyczne, jest on tez stosunkowo prosty w wykonaniu i nie wymaga prowadzenia kultur
tkankowych. Pozwala to przewidywac, ze test ten moze w najblizszym czasie znalez¢ kolejne
aplikacje w ocenie genotoksycznosci zanieczyszczen atmosfery.

Badanie mutagennosci pylowych zanieczyszczen atmosfery w Warszawie wykazato,
ze wyzsza zawarto$¢ pytu w atmosferze zima niz latem pociaga za soba wyzsza mutagennos¢
powietrza w przeliczeniu na m’® powietrza. Mutagennos¢ pytlu w centrum jest wyzsza niz na

obrzezach miasta [76].
2.5.5.10. Test wymiany chromatyd siostrzanych

Badanie to pozwala wykry¢ wymiane fragmentéw chromatyd siostrzanych w obrebie
chromosomu. Komérki przez 2 pokolenia hodowane sa w obecnosci 5-bromodeoksyurydyny.
Zostaje ona wbudowana w powstajace nici DNA w miejscu tyminy. Po kolejnych podziatach
wzrasta liczba nici DNA zawierajacych 5-bromodeoksyurydyne. Po pierwszej replikacji jedna
ni¢ DNA w jednej chromatydzie zawiera ten zwiazek, po dwoch podziatach obie nici DNA
jednej z chromadyd oraz jedna ni¢ DNA drugiej chromatydy. Technika wybarwiania
fluorescencyjnego pozwala na odr6znienie chromatyd oraz obserwacj¢ indukowanych przez
badany mutagen wymian fragmentéw chromatyd siostrzanych [49, 50].

Badanie wymiany chromatyd siostrzanych jest najczgsciej po tescie Amesa
stosowanym sposobem oceny potencjalnych wlasciwosci mutagennych pylowych
zanieczyszczen atmosfery [4, 10, 13, 25, 26, 49, 50, 74, 80, 121, 134, 135, 138, 139, 155].
Test ten jest wrazliwy na dziatanie mutagenéw ekstrahowanych z pylu zawieszonego i
wykazuje zgodno$¢ wynikéw z testem Amesa [10, 121, 155], testem aberracji
chromosomowych [4, 10, 50] i testem mikrojadrowym in vitro [10]. Wysoka byla tez
zgodno$é pomiedzy zdolnoscia indukowania wymiany chromatyd siostrzanych in vitro a

kancerogenno$cia u gryzoni przez 73 badane zwiazki chemiczne [147].
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Do badania indukcji wymiany chromatyd siostrzanych przez mutageny wchodzace w
sktad pylowych zanieczyszczen atmosfery najczesciej stosowane sa limfocyty ludzkie [10, 13,
49, 50, 61, 74, 80, 134, 135, 138, 139], rzadziej komorki tkanki ptucnej V79 [4, 25], komdrki
nabtonka oskrzeli [60-64] i komorki jajowe chomika chinskiego [26, 121, 155]. Wydaje si¢
jednak, ze do badania mutagennosci zanieczyszczen atmosfery najbardziej odpowiednie sa
komorki tkanek budujacych narzady uktadu oddechowego cztowieka. Komérki te w
najwigkszym stopniu narazone sa na dzialanie tej grupy zanieczyszczen, najlepiej tez

odzwierciedlajg dziatanie zanieczyszczen na organizmy ludzkie.
2.5.5.11. Badanie aberracji chromosomowych

Test ten pozwala wykry¢é zmiany w strukturze i liczbie chromosoméw powodowane
dziataniem badanych substancji. Czynniki indukujace zmiany tego typu okreslane sa mianem
klastogenéw. Do testu wykorzystuje si¢ hodowle tkankowe komorek ssaczych, najczgsciej sa
to fibroblasty pochodzace z komorek jajowych chomika chinskiego (CHO) i limfocyty
obwodowej krwi ludzkiej. Komorki hoduje si¢ w obecnosci badanego mutagenu przez okres
potrzebny do zajscia jednego Iub dwdch podzialow. Nastgpnie liczy si¢ aberracje
chromosomowe (dotyczace obu chromatyd) i chromatydowe (dotyczace jednej z nich).

Test aberracji byt jak dotad sporadycznie wykorzystywany w badaniach mutagennosci
zanieczyszczen atmosfery. Stosowano w tym celu limfocyty ludzkie [10, 13, 49, 50, 74] i
komorki tkanki plucnej V79 [104]. Wyniki indukowania aberracji chromosomowych przez
rézne frakcje ekstraktu benzenowego zanieczyszczen pytowych byly zgodne z wynikami testu
Amesa [104]. Test ten okazal si¢ jednak mniej wrazliwy na dzialanie mutagendéw
zanieczyszczajacych atmosfere na Gérnym Slasku. Tylko niektére z frakcji mutagennych w
tescie Amesa indukowaty powstawanie aberracji chromosomowych. Przyczyna tego zjawiska
moze by¢ inna organizacja materialu genetycznego u organizméw prokariotycznych
(bakterie) i eukariotycznych (ssaki). Stwierdzono natomiast zgodnos¢ wynikow testu aberracji

chromosomowych z indukowaniem wymiany chromatyd siostrzanych [4, 10, 50].

24



2.5.5.12. Aneuploidia

Aneuploidia polega na nierdwnomiernym rozdziale chromosoméw podczas podziatu
komérkowego - powinny si¢ one rozdzieli¢ réwnomiernie, tak aby kazda z komorek
potomnych otrzymata réwna ich liczbe. Prowadzi to do powaznych zaburzen w
funkcjonowaniu komorek, a nawet catych organizméw. Tak powazne wady genetyczne czgsto
sq mutacjami letalnymi. Aneuploidi¢ najtatwiej jest obserwowa¢ pod mikroskopem w czasie
podziatéw komorkowych, kiedy to chromosomy sa uksztaltowane i wyraznie widoczne.

Motykiewicz i wsp. [102] wykazali, ze benzenowy ekstrakt pylow
zanieczyszczajacych atmosfere na Goérnym Slasku indukowat powstawanie aneuploidii w
komorkach tkanki ptucnej V79. Wyniki tego testu byly zgodne z wynikami indukcji aresztu

mitotycznego przez badany ekstrakt.
2.5.5.13. Test na kinaz¢ tymidynowa

W tescie tym bada si¢ powstawanie mutacji w komorkach ssakow. Czgsto stosuje si¢
hodowle komorek mysich [66], a w badaniu mutagennosci zanieczyszczen atmosfery -
ludzkich komérek plucnej tkanki nablonkowej [54].

Kinaza tymidynowa (TK) jest enzymem katalizujacym fosforylacj¢ tymidyny 1 jej
analogow, ktore w postaci ufosforylowanej moga by¢ wbudowane w fancuch DNA. Jezeli
hodowle prowadzi si¢ na pozywce zawierajacej toksyczne analogi tymidyny (np. BrdU)
wowczas zostana one dzieki kinazie wbudowane w DNA powodujac $mier¢ komorek. Jezeli
jednak komorki zostana poddane dziataniu proby badanej, to w przypadku obecnosci w niej
zwiazkow mutagennych dojdzie do mutacji w genie kinazy tymidynowej i zaprzestania
produkcji enzymu. Umozliwi to zmutowanym komoérkom wzrost na pozywce z toksycznym
analogiem tymidyny pelniacym funkcje czynnika selekcjonujacego. Wzrost komorek
$wiadczy o mutagennej aktywnosci proby. W tescie stosuje si¢ komorki bedace
heterozygotami w locus TK (TK +/-). Mutacja w tym [ucus powoduje powstanie homozygoty
(TK-/-) i utrate zdolnosci do wytwarzania kinazy. Niezdolno$¢ do wytwarzania tego enzymu
nie jest cecha letalng. W ten sposob mozna wykrywaé rozne typy mutacji m. in. delecje i
zmiane fazy odczytu [69]. Komoérki testowe moga by¢ wzbogacone o dodatkowe geny
zwigkszajace ich wrazliwo$¢ na obecnos¢ mutagenow.

Hannigan i wsp. [54] zastosowali do badania mutagennos$ci pytowych zanieczyszczen

atmosfery w miastach potudniowej Kalifornii komorki ludzkie pucnej tkanki nabtonkowe;

25



h1A1v2. Zawierajq one plazmid pH SRAA z genami enzymu CYP1A1l. Enzym ten, nalezacy
do grupy cytochromu P-450 wykazuje wysoka aktywnos¢ wobec WWA 1 innych
promutagenow przeksztalcajac je w bezposrednio dzialajace zwiazki genotoksyczne. Test na
kinaze tymidynowa okazal si¢ wrazliwszy od testu Amesa, wskazujac na wystgpowanie
mutagenOw w powietrzu na peryferiach miasta od strony zawietrznej. Test Amesa dawal tam
odpowiedzi negatywne [53, 54]. Na mutagenne dzialanie mutagenéw posrednich obecnych w
atmosferze, np. zaadsorbowanych na pyle zawieszonym WWA wrazliwe sa takze inne
komorki ze zwielokrotnionymi genami kodujacymi enzym PYP1AIl, np. hepatocyty i
wyrdznicowane komorki watroby szczurdéw [18]. Wysoka mutagenno$¢ niektorych nitrowych
pochodnych WWA obecnych w atmosferze miejskiej w tescie kinazy tymidynowej na
ludzkich limfoblastoidach B potwierdza, ze wczesniejsze stwierdzenie podobnego zjawiska w
testach bakteryjnych mozna odnosi¢ takze do organizmu czlowieka [34]. Wykorzystanie
hodowli komorek ludzkich w badaniach genotoksycznosci powietrza stwarza nadzieje¢ na
uzyskiwanie bardziej wiarygodnych wynikéw niz w pozostalych testach. Stosowany uklad

biologiczny jest tu bowiem maksymalnie zblizony do organizmu cztowieka.

2.5.5.14. Badanie adduktéow DNA

Mianem adduktu okresla si¢ mutagen polaczony wigzaniem chemicznym z
nukleotydem DNA. Przy ich ilosciowym oznaczaniu korzysta si¢ czgsto z
chromatograficznych technik rozdzialu mieszanin, a nastgpnie radiometrycznych,
immunologicznych lub spektrofotometrycznych metod detekcji adduktéw. Przy badaniu
adduktow w organizmach ludzkich istotnym ograniczeniem jest nieinwazyjnos¢ nowotworow.
Czesto korzysta si¢ z materiatu zastgpczego, badajac obecnos¢ adduktéw DNA w moczu lub
limfocytach krwi obwodowej, nie za§ w tkankach dotknigtych choroba nowotworowa.
Badania bezposrednie mozliwe sa tylko na tkankach usunigtych w wyniku interwencji
chirurgicznych. Mimo tych ograniczen metoda badania adduktow DNA pozwala potwierdzi¢
zwiazki przyczynowo-skutkowe miedzy ekspozycja na wybrane zanieczyszczenia a
zachorowalnos$cig na nowotwory [126]. Dotychczasowe badania nad tworzeniem adduktow
DNA przez zanieczyszczenia atmosfery, takie jak WWA wskazuja, ze czgstotliwos¢ ich
powstawania jest wyzsza zima niz latem [12, 57], addukty DNA stanowig okoto potowy
adduktéw tworzonych przez zanieczyszczenia atmosfery, czesciej powstaja one u
mieszkancéw obszaréw przemystowych niz rolniczych [153]. Liczba aromatycznych

adduktow w krwinkach mieszkaficow Gornego Slaska wykazywata pozytywna korelacje z
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liczbg mutacji chromosomalnych powodowanych przez te zanieczyszczenia w testach

wymiany chromatyd siostrzanych i aberracji chromosomowych [13].

2.5.5.15. Badanie transformacji nowotworowej

Jest to jedyny rodzaj testu, ktéry pozwala na wykazanie bezposredniej aktywnosci
kancerogennej zanieczyszczen atmosfery, nie zas samej genotoksycznosci. Komorki ssakow
wzrastajg na zagaryzowanym podlozu odzywczym jako jedna warstwa. Przy zetknigciu
sasiadujacych ze sobg kolonii ztozonych z normalnych komoérek nastgpuje zahamowanie ich
wzrostu. Pod wptywem kancerogenu dodanego do podtoza komorki moga ulec uztosliwieniu
czyli transformacji. Ich podzialy nie ulegaja wowczas zahamowaniu przy zetknigciu si¢ z
innymi komorkami. Brak miejsca nie pozwala na rozmnazanie si¢ komérek w plaszczyznie
horyzontalnej, komorki przeksztatlcone ukladaja si¢ wielowarstwowo. W ten sposob kolonia
uztosliwionych komorek jest tatwa do identyfikacji. Wstrzyknigcie zmienionych komoérek
zwierzetom doswiadczalnym powoduje u nich powstanie guzow.

Ekstrakty organiczne pylowych zanieczyszczen atmosfery powodowaty transformacje
nowotworowg komérek tkanki ptucnej V79 [107], komoérek zarodkow szczurdw, myszy i
chomikéw [19, 42, 47] oraz komorek nerek chomikow [136, 137, 140].

Niekiedy badania kancerogenezy in vivo przybieraja posta¢ tzw. testow skornych, w
ktorych ekstrakt pytu lub jego frakcje nanosi si¢ na skore zwierzat doswiadczalnych i
obserwuje powstawanie zmian nowotworowych. W ten sposob Chouroulinoulinkov [19]
wykazal aktywno$¢ kancerogenna ekstraktu pylu pochodzacego ze spalin silnika

dieslowskiego, a szczegdlnie jego frakcji aromatycznej.

2.6. Podsumowanie

Genotoksyczno$¢ zanieczyszcezen atmosfery jest dobrze udokumentowana. Fakt ten
stwierdzano wielokrotnie, w roznych czgsciach $wiata stosujac rézne metody badawcze.
Zauwazalna jest potrzeba ujednolicenia metod badawczych i opracowywania wynikow w
sposob umozliwiajacy ich pordwnywanie.

Niemal wszystkie opisane wyzej biotesty sa wrazliwe na dzialanie mutagenow i
kancerogenéw zanieczyszczajacych atmosfer¢ i nadaja si¢ do badania genotoksycznych
wlasciwoscei tych zanieczyszczen. Przydatnos¢ testu drozdzowego do tego celu jest

dyskusyjna i wymaga dalszych badan. Analiza pordéwnawcza zebranych dotychczas wynikow
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badania genotoksycznosci atmosfery wskazuje, ze wymienione tu testy bakteryjne dos¢
dobrze odzwierciedlaja szkodliwos¢ ekstraktow zanieczyszczen organicznych dla zdrowia
ludzkiego, mimo, ze ich material genetyczny znacznie rézni si¢ od materialu genetycznego
organizmow eukariotycznych, w tym czlowieka. Ze wzgledu jednak na krotki czas trwania
generacji bakterii wyniki uzyskiwane sa tu w stosunkowo krotkim czasie. Mozliwe jest
szybkie podjecie dziatan majacych na celu poprawe stanu srodowiska.

Testy z zastosowaniem organizméw eukariotycznych lepiej odzwierciedlaja
szkodliwos¢ badanych prob dla ludzi od testow prowadzonych na bakteriach, wymagaja one
jednak na ogo6t kosztownego specjalistycznego wyposazenia laboratoriow do prowadzenia
kultur tkankowych. Badanie indukowania nowotworéw przez proby srodowiskowe, w tym
proby powietrza wymaga dtugotrwatej hodowli zwierzat. Wiaze si¢ to z wysokimi kosztami, a
wyniki uzyskiwane sa po diugim czasie. Ze wzgledéw humanitarnych w coraz wigkszym
stopniu ogranicza si¢ testy zwigzane z zadawaniem cierpien zwierzgtom.

Mozna przypuszczac, ze w najblizszych latach nadal bgdzie rosta baza informacji o
mutagennos$ci zanieczyszczen atmosfery oparta na wynikach testow bakteryjnych, przede
wszystkim najbardziej rozpowszechnionego z nich — testu Amesa. Stosowanie powszechnie
przyjetej metodyki badawczej utatwia znacznie poréwnywanie wynikéw uzyskanych przez
roznych badaczy.

Dlatego tez zdecydowano si¢ na zastosowanie testu Amesa do badania sezonowego i
przestrzennego zréznicowania mutagennosci pylowych zanieczyszczen atmosfery w
$rodowisku wielkiej aglomeracji miejskiej na przykladzie Wroctawia. Uzyskane przez
licznych badaczy wyniki dodatnie w tym tescie $wiadczace o mutagennej aktywnosci
pylowych zanieczyszczen atmosfery zostaly potwierdzone wieloma innymi, mniej
rozpowszechnionymi biotestami. Cytowana wyzej literatura $wiadczy o wiarygodnosci tych
wynikow i przydatnosci testu Amesa do oceny wlasciwosci mutagennych pylowych

zanieczyszczen atmosfery.
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3. METODYKA BADAN
3.1. Pobér i przygotowanie préb

Do okreslenia sezonowej zmiennosci mutagennosci pylu zawieszonego
zastosowano pyl zawieszony PM 10 pobrany w centrum Wroctawia (ul. Wierzbowa) w
okresie VIII 1997 - VII 1998 (tab. 1 — rozdz. 8.2). Pobierano go na filtry z wldkna
szklanego STAPLEX TFAG 10 Glass Filters o wymiarach 8” X 10” przy uzyciu
wysokoobjetosciowego aspiratora PM-10 firmy STAPLEX o wydajnosci 67,8 m’/godz.
Przed filtrami umieszczano separator zatrzymujacy frakcje pytu o srednicy wigkszej niz
10 pum. Filtry zmieniano co 24 godziny. W jedna probe potaczono pyl zebrany na ok. 20
filtrach z kazdego miesiaca.

Do okreslenia zréznicowania mutagennosci pytu zawieszonego zastosowano pyt
pobrany metoda wysokowydajnej aspirometrii w wybranych punktach miasta (ryc. 1 —
rozdz. 8.3). Pyt pobierano na filtrach szklanych firmy Schleicher & Schuell GS9 o
wymiarach 200 X 250 mm bez uzycia separatora zatrzymujacego frakcje pytu o
$rednicy wigkszej niz 10 um. Filtry zmieniano co 24 godziny. Stosowano aspirometr o
wydajnosci 100 m®/godz. W jedna probe taczono pyt zebrany w kazdym punkcie na
kilku filtrach (tab. 2 i 3).

Filtry z zatrzymanym na nich pylem poddano 8 godzinnej ekstrakcji
dichlorometanem (Lab-Scan) w aparatach Soxhleta. Czgs$ci prob przeznaczone do badan
fizykochemicznych i rozdziatu chromatograficznego pozostawiano w dichlorometanie.
Czes$¢ kazdego z ekstraktow przeznaczong do badan biologicznych odparowywano do
sucha i rozpuszczano w dimetylosulfotlenku - DMSO (Fluka), tak aby 0,1 cm’
zawieralo ekstrakt 3,2, 1,6, 0,8, 0,4, 0,2 1 0,1 mg pylu zawieszonego. Tak przygotowane

proby wprowadzano do testu Amesa i testu drozdzowego.
3.2. Chromatograficzny rozdzial ekstraktow

Metoda chromatografii kolumnowej rozdzielono na frakcje o ré6znym skladzie
pyt zawieszony PM 10 pobrany przy ul. Wierzbowej. W jedna probg potaczono potowe
ekstraktu pytu pobranego w sierpniu i wrzesniu 1997 oraz maju, czerwcu i lipcu 1998
na 122 filtrach (99259,2 m® powietrza), potowa pytu zebranego na 106 filtrach (86241,6

m’ powietrza) w listopadzie i grudniu 1997 oraz styczniu, lutym i marcu 1998 stanowit
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druga probe. Filtry z zatrzymanym na nich pytem poddano 8 godzinnej ekstrakcji
dichlorometanem (Lab-Scan) w aparatach Soxhleta.

Z 3275,4 mg pytu zawieszonego zebranego w cieplejszej porze roku uzyskano
348.,4 mg ekstraktu (10,6%), z 5017,6 mg pytu zebranego w chlodniejszej czegsci roku
uzyskano 1023,6 mg ekstraktu (20,4%).

Polowe tak przygotowanych ekstraktow rozdzielono na frakcje metoda
chromatografii kolumnowej przy zastosowaniu sekwencji rozpuszczalnikéw (Lab-Scan)
o wzrastajacej stopniowo polarnosci [40, 70]. Badang probe osadzano na kulkach
szklanych o srednicy 107 um (Sigma) i umieszczano w szklanej prekolumnie o $rednicy
2 c¢m i dilugosci 30 cm. Pod nig umieszczano kolumng szklang o $rednicy 2 cm i
dhugosci 1 m. Do wydzielenia frakcji weglowodorow alifatycznych uzyto heksanu,
weglowodorow aromatycznych 15% toluenu w heksanie. Pozostato$¢ okreslang mianem
frakcji polarnych wyptukano dichlorometanem. Czg$¢ frakeji polarnych poddano
dalszemu frakcjonowaniu. Wyptukiwano je kolejno: chloroformem, 10% eterem
dietylowym w chloroformie, 3% etanolu w eterze dietylowym, metanolem, 3% etanolu
w chloroformie, 3% etanolu w tetrahydrofuranie. Czg¢s¢ ekstraktdw pozostajacych nadal
na zelu krzemionkowym wyptukano dichlorometanem. Uzyskane ekstrakty, zwane dalej
subfrakcjami polarnymi oznaczono numerami 3-9.

Ekstrakty odparowywano do sucha i rozpuszczano w niewielkiej ilosci
dichlorometanu do badan fizykochemicznych, a do badan biologicznych w DMSO.
Roztwor w DMSO rozcienczano tak, aby 0,1 cm3 odpowiadato 6.4, 3,2, 1,6, 0.8, 0.4,
0,2 1 0,1 mg pylu zawieszonego. Dawka 0,1 mg pylu pobranego latem odpowiadala 3,0
m3 a zimg 1,7 m3 powietrza przepompowanego przez filtr szklany. Tak przygotowane

proby wprowadzano do testu Amesa.

3.3. Badania fizykochemiczne metoda GC-MS

3.3.1. Analiza jakoSciowa

Badanie prowadzono na chromatografie gazowym HP 6890 firmy Hewlett-
Packard sprze¢zonym z detektorem masowym HP 5973 z kolumng HP 5 dhugosci 50 m 1
$rednicy wewnetrznej 0,2 mm. Gazem nosnym byl hel (predkos¢ przeptywu 0,6
cm’/min.). Identyfikacje jakosciowa prowadzono w oparciu o poréwnanie uzyskanych
widm masowych pikow chromatograficznych z widmami wzorcowymi z bazy danych

NIST-NBS75K.
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3.3.2. Analiza iloSciowa WWA

Probe 16 wzorcowych WWA (Radian International LLC nr katalogowy ERS-
011) o stezeniu kazdego sktadnika 2000 ug/cm3 rozcienczono mieszaning benzenu i
dichlorometanu (1:1) tak, aby w 1 cm’® znajdowalo si¢ 240 pg kazdego sktadnika. Tak
przygotowana probe stosowano jako zewngtrzny wzorzec chromatograficzny (tab. 4).

Analizy ekstraktow pytu zawieszonego metoda GC-MS zostaly wykonane przy
zastosowaniu aparatu firmy Hewlett-Packard skladajacego si¢ z chromatografu
gazowego HP 680 sprzezonego z selektywnym detektorem mas HP 5973. Chromatograf
gazowy wyposazony byl w kolumng kapilarng HP-5 o srednicy 0,25 mm i dlugosci 30
m. Gaz nosny: hel (1,4 cm’/min.). Proby w ilosci 1 ul wstrzykiwano do dozownika
nagrzanego do temperatury 50°C, w ktérym po odparowaniu ulegaty rozcienczeniu
gazem no$nym w stosunku 1:5. Przez 1 minut¢ od chwili rozpoczgcia analizy
temperatura byla stala i wynosita 50°C. Nastgpnie narastata w ciggu 10 minut do
temperatury 310°C. W tej temperaturze kolumna pozostawata przez 35 minut.

Wykonano chromatogram wzorca 16 WWA typu scan. Na podstawie
uzyskanych danych do$wiadczalnych oraz danych literaturowych wybrano dla kazdego
zwiazku charakterystyczne jony fragmentacyjne. W ten sposoéb wyeliminowano w
znacznym stopniu sygnaty pochodzace od substancji przeszkadzajacych obecnych w
probie, ktére nie byly oznaczane. W przypadku préb srodowiskowych czynig one
chromatogram bardzo zlozonym i trudnym do interpretacji. Przy wykonaniu analiz
wzorca i badanych ekstraktow pytu zawieszonego zastosowano opcje SIM (selective ion
mass) pracy GC-MS. Poréwnanie uzyskanych danych z wzorcem pozwolito obliczy¢

zawarto$¢ poszczegdlnych WWA w analizowanych ekstraktach.
3.4. Badania bioindykacyjne
3.4.1. Test Amesa

Zmodyfikowane genetycznie bakterie Salmonella typhimurium poddaje sig
dzialaniu proby badanej w celu sprawdzenia, czy ulegna one mutacji. Bakterie te, w
wyniku celowej mutacji, zostaty pozbawione zdolnosci do syntezy histydyny. Moga one
rosnaé tylko na podtozu zawierajacym ten aminokwas. W tescie stosuje sie pozywke ze
znikoma ilo$cig histydyny co uniemozliwia wzrost bakterii. Jesli w badanej probie,

dodawanej do pozywki, znajduja si¢ zwiazki mutagenne, to spowoduja one tzw.
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mutacje powrotng (rewersje), ktora przywroci zmutowanym bakteriom (rewertantom)
zdolno$¢ syntezy histydyny i umozliwi wzrost. Szczepy stosowane w tescie Amesa sa
dodatkowo zmodyfikowane genetycznie w celu zwigkszenia wrazliwosci na obecnosé
czynnikow mutagennych. Bakterie te maja uszkodzong $ciang komoérkowa (mutacja rfa)
co ufatwia wnikanie do komorek duzych czasteczek mutagenow organicznych. Ich
system reperacji DNA jest uszkodzony (AuvrB). Sprzyja to ujawnianiu wigkszej liczby
przypadkéw mutacji.

Nie wszystkie zwiazki genotoksyczne wykazuja bezposrednie dzialanie
mutagenne. Czg$¢ z nich, zwana promutagenami, przejawia aktywnos$¢ dopiero po
uprzedniej modyfikacji chemicznej pod wptywem enzyméw wytwarzanych gtéwnie w
watrobie. W celu stworzenia warunkéw zblizonych do panujacych w organizmie
czlowieka, stosuje si¢ w tescie frakcj¢ enzymatyczna uzyskang z watroby szczurzej
(S9). Frakcja ta aktywizuje obecne w probie promutageny.

Miara aktywnosci mutagennej badanej proby jest liczba kolonii rewertantéw
rosnacych na plytce. Probg uznaje si¢ za mutagenna, jezeli indukuje ona powstanie

dwukrotnie wigkszej liczby rewertantow niz w kontroli bez proby badanej [5, 89].

3.4.1.1. Szczepy bakteryjne Salmonella typhimurium

Do badan uzyto szczep Salmonella typhimurium TA 98 otrzymany od prof. B.
Amesa z Ames Laboratory Department of Biochemistry University of California oraz
szczepy YG 1021 i YG 1024 otrzymane od prof. M. Watanabe z Division of

Mutagenesis National Institute of Hygienic Science w Tokio.

Szczep TA 98 posiada nastgpujacy zestaw markerdw genetycznych: his-, rfa,
AuvrB, +R. Szczepy wykorzystywane w tescie Amesa sa mutantami zywieniowymi nie
posiadajacymi zdolnosci syntezy histydyny (his”). Dodanie do podioza mutagenu
powoduje wzrost czestotliwosci rewersji i powrdt do prototrofii. Przejawia sig to
wzrostem rewertantow na podlozu minimalnym bez histydyny. Szczepy te maja
uszkodzona $ciane komoérkowa (rfa), co utatwia wnikanie do ich komoérek duzych
czasteczek mutagendw organicznych. Sa one jednak wrazliwe na dziatanie ampicyliny
(+R) oraz promieniowania UV (AuvrB). Uszkodzenie systemu reperacji DNA
zapobiega naprawie mutacji podczas eksperymentu i powoduje ujawnianie sig
wszystkich przypadkow rewersji niezdolnosci do wytwarzania histydyny.

Szczepy YG 1021, YG 1024, otrzymano w wyniku wprowadzenia do genomu

szczepu TA 98 plazmidow zawierajacych geny odpowiedzialne za syntezg
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nitroreduktazy (pYG216) lub O-acetylotransferazy (pYG219):YG 1021 = TA 98
(pYG216), YG 1024 =TA 98 (pYG 219) [36, 164-166].

Szczepy testowe przechowywano w postaci hodowli bulionowych z dodatkiem

DMSO w temperaturze -709C. Przed przystapieniem do wykonania testu bulion

(Oxoid) zaszczepiano rozmrozona hodowla 1 inkubowano 12 godzin w temperaturze

370C. Aby zapobiec utracie plazmidéw przez szczepy YG 1021 1 YG 1024 do bulionu
dodawano ampiciling i tetracykling [51, 164-166]

3.4.1.2. Metodyka wykonania testu Amesa

Stosowano procedur¢ oraz podtoza i roztwory (— rozdz. 8.1) opisane przez
Amesa i wsp. [S] oraz Maron i Amesa [89]. Do sterylnej probowki (ryc. 2) wlewano
0,5 cm’® buforu fosforanowego (jezeli nie stosowano aktywacji metabolicznej frakcja S-
9) albo taka samg ilos$¢ frakcji S-9. Nastgpnie dodawano: 0,1 cm’ badanej proby, 0,1
cm’® catonocnej hodowli bulionowej szczepu testowego oraz 2 cm’ TOP-agaru o
temperaturze 45°C zawierajacego 0,2 cm’ 0,5 mM histydyny i biotyny. Zawartos¢
probowki mieszano i w ciggu 20 sek. wylewano na ptytke Petriego z podlozem
minimalnym Vogel i Bonnera. Wszystkie proby wykonywano w 5 powtoérzeniach.
Plytki inkubowano 48 godzin w temperaturze 37°C. Po tym czasie liczono rewertanty
wyroste na plytkach. Srednie liczby rewertantow powstatych spontanicznie byty
zblizone do podawanych przez Maron i Amesa [89], Watanabe 1 wsp. [164-165] oraz
Hagiwara i wsp. [51]. W celu aktywacji metabolicznej promutagendw obecnych w
badanych prébach uzyto 10% frakcji S9.

W celu sprawdzenia wrazliwosci stosowanych szczepéw wykonano kontrole
pozytywng poddajac bakterie dziataniu mutagenu kontrolnego (0,2 ng 2.4,7-trinitro-9-
fluorenonu na ptytke bez aktywacji metabolicznej frakcja S9, 10 pg 2-aminofluorenu na
ptytke z aktywacja metaboliczng frakcja S9). Wykonano tez kontrolg aktywnosci
mutagennej stosowanego rozpuszczalnika (CH,Cly) oraz materiatu, z ktérego wykonane

byty filtry.
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3.4.2. Test drozdzowy

W tescie drozdzowym stosuje si¢ szereg roznych szczepdéw drozdzowych
Saccharomyces cerevisiae 1 Schizosaccharomyces pombe posiadajacych markery
genetyczne objawiajace si¢ niezdolnoscia do wytwarzania wybranych aminokwasow.
Pozwala to na badanie indukowania przez testowane proby réznych rodzajéw mutacji.

Zastosowany tutaj haploidalny szczep Saccharomyces cerevisiae nie posiada m.
in. zdolnosci syntezy adeniny. Objawia si¢ to czerwonym zabarwieniem kolonii.
Niezdolnos$é do wytwarzania adeniny moze ulec naprawie w wyniku mutacji punktowej
wstecznej. Kolonie drozdzy, ktére odzyskaly zdolnos¢ wytwarzania tego aminokwasu
maja normalne - biate zabarwienie.

Test polega na inkubacji drozdzy w obecnosci badanej substancji. Jezeli proba
powoduje dwukrotny wzrost powrotnosci do prototrofii w stosunku do kontroli uznaje
si¢ ja za mutagenna.

Mozliwe jest badanie mutagennosci w stosunku do dzielacych si¢ komorek
drozdzy, jesli inkubacja odbywa si¢ w podlozu odzywczym jak tez w stosunku do
komorek w fazie stacjonarnej jezeli inkubacja odbywa si¢ w buforze, roztworze

fizjologicznym lub wodzie.
3.4.2.1. Szczep drozdzowy Saccharomyces cerevisiae

Stosowano haploidalny szczep Saccharomyces cerevisiae XV185-14C [15]
pozwalajacy na badanie mutacji wstecznych otrzymany od dr R. C. von Borstel
(Department of Genetics, University of Alberta, Edmonton, Canada). Ma on
nastepujacy zestaw markeréw genetycznych: MAT a, trp5-48, argd-17, lysl-1, ade2-1,
his1-7, hom3-10. Mutacje wystgpujace w tym szczepie pozwalaja na badanie réznych
efektow genetycznych. Powoduja one niezdolno$¢ do samodzielnego wytwarzania
tryptofanu, argininy, adeniny, histydyny i homoseryny. Mutacje ade2-1, arg4-17, lysl-1
i trp5-48 sa kodonami terminacyjnymi typu ochre (5'-TAA-3"). Pierwsze trzy sa
rewertowalne przede wszystkim przez supresory WIRNA, Mutacja trp5-48 jest
rewertowalna przez wiele supresorow ochre. Mutacja his1-7 jest mutacja z podstawiong
zasada w obrebie locus hisl. Rewertuje ona przez wewngtrzng supresj¢ bezsensowna,
albo przez mutacj¢ powrotna. Mutacja arg4-17, uzywana zwykle do badan rewersji,

rewertuje przez traswersje od 5'-TAA-3' do 5-TAC-3' albo 5'-TAT-3' lub przez
transwersje antykodonu tY'tRNA od 5'-GTA-3' do 5'-TTA-3'. Mutacja hom3-10 jest
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mutacja polegajaca na dodaniu jednej zasady w obrgbie kodonu. Rewersja tej mutacji

zachodzi w drodze delecji lub insercji jednej zasady.
3.4.2.2. Metodyka wykonania testu drozdzowego

Stosowano procedurg testu drozdzowego oraz podtoze YPG (> rozdz. 8.1)
opisane przez Zimmermanna [175]. Po inkubacji wstgpnej odrzucano hodowle drozdzy
z wysokg czestotliwoscig rewersji spontanicznej. Przygotowywano zawiesing drozdzy o
gestosei 2 X 10® komérek/cm® w wodzie destylowanej. Do probéwek wprowadzano po
4,5 cm’ plynnej pozywki YPG, 0,5 cm’ zawiesiny drozdzy oraz ekstrakt 0,4, 0,8, 1,6 i
3,2 mg pyhu rozpuszczony w 0,1 cm’ DMSO (ryc. 3). Kontrola obejmowano tez bufor,
rozpuszczalniki i ekstrakt z czystego filtra szklanego. Mutagenem kontrolnym bylo 10
ul EMS. Ekspozycja trwata 24 godziny, odbywata si¢ w temperaturze 30°C przy
wytrzasaniu hodowli.

Ekspozycje przerywano przez odwirowanie zawiesiny w temperaturze 4°C.
Supernatant zlewano, drozdze zawieszano ponownie w 5 c¢cm wody destylowane;.
Zawiesing rozcienczano, a z rozcienczen 102,107, 10™, 10 posiewano dywanowo po
0,1 cm’ na zagaryzowane podtoze YPG (po 5 powtdrzen). Po 4-6 dniach inkubacji

liczono kolonie na ptytkach, osobno biate, osobno czerwone.
4.4.3. Metodyka przedstawienia wynikow

Wyniki przedstawiono w postaci wspdtczynnika mutagennosci MR, bedacego
ilorazem $redniej liczby rewertantéw indukowanych przez badang prob¢ na plytce i
$redniej liczby rewertantow powstatych spontanicznie, tzn. w kontroli. Zgodnie z
procedurg za mutagenne uznawano te proby, dla ktérych wspdtczynnik mutagennosci
MR byt wigkszy lub rowny 2,0 i ktore wykazywaly liniowa zaleznos¢ dawka -
odpowiedz [5, 89, 175].

Na podstawie przebiegu krzywych dawka-odpowiedZz obliczano dla
poszczegdlnych prob mas¢ pylu powodujaca w tescie Amesa efekt mutagenny
(MR=2,0) bez aktywacji frakcja S9. Obliczano tez objetos¢ zanieczyszczonego
powietrza powodujaca w tescie Amesa efekt mutagenny (MR=2,0). Odpowiadata ona
objetosci powietrza zawierajacej mas¢ pytu powodujaca efekt mutagenny. Wartosci te
przyjeto jako wskaznik aktywnosci genotoksycznej pyhu i jakosci zdrowotnej powietrza.

Aktywno$¢é genotoksyczna jednostkowej masy pylu jest tym wyzsza, im nizsza jest
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masa potrzebna do uzyskania efektu mutagennego. Narazenie ludnosci na mutagenne i
kancerogenne dziatanie pylowych zanieczyszczen atmosfery jest odwrotnie
proporcjonalne do objetosci zanieczyszczonego powietrza powodujacej w tescie Amesa
efekt mutagenny.

Za posredni wskaznik udziatu nitrowych, aminowych i hydroksyloaminowych
pochodnych WWA w mutagennosci pylow przyjeto iloraz objgtosci zanieczyszezonego
powietrza powodujacych efekt mutagenny wobec szczepéw TA 98 1 YG 1024 z
aktywacja frakcja S9. Za posredni wskaznik udziatu nitrowych pochodnych WWA w
mutagennosci  pylow przyjeto iloraz objgtosci zanieczyszczonego powietrza
powodujacych efekt mutagenny wobec szczepow TA 98 1 YG 1021 oraz TA 981 YG
1024 bez aktywacji frakcja S9.
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4. WYNIKI
4.1. Wyniki analiz fizykochemicznych

4.1.1. Sezonowa zmiennoS$¢ stezenia pylu i jego skladu

Sredniomiesieczne stezenie pytu zawieszonego PM 10 (o $rednicy mniejszej niz 10
um) w centrum Wroctawia wahato si¢ w ciagu roku w zakresie 24-70 png/m’. Najwyzsze
warto$ci osiagato ono zima - w szczycie sezonu grzewczego, najnizsze w lecie (ryc. 4). Takze
ilos¢ zwiazkéw organicznych zaadsorbowanych na pyle osiagata najwyzsze wartosci zima a
najnizsze latem (ryc. 5). Zawartos¢ pylu zawieszonego w atmosferze i jego sklad mialy
wplyw na stezenie w atmosferze zwiazkow organicznych, w tym zwiazkéw o wiasciwosciach
mutagennych i kancerogennych (ryc. 6). Stgzenie zwiazkéw organicznych wahato si¢ w
zaleznos$ci od pory roku w zakresie 1,9-17,0 pg/m’.

Metoda GC-MS w badanych probach pylu zawieszonego pobranego w centrum
Wroclawia w roznych porach roku stwierdzono wystgpowanie szeregu zwiazkéw znanych ze
swej promutagennej i mutagennej aktywnosci (tab. 5-7). Byly to WWA z listy EPA, inne
WWA oraz ich pochodne nitrowe i aminowe oraz inne zwiazki o budowie pierscieniowej,
takze zawierajace atomy azotu w pierscieniach aromatycznych. Zwiazki te wystgpowaly w
badanych ekstraktach w znikomych ilosciach. W probach dominowaly ftalany, powszechne
bylo wystgpowanie plastyfikatorow.

Préby z miesiecy pdznojesiennych, zimowych i wezesnowiosennych zawieraty wigcej
roznych zwiazkow niz proby pdznowiosenne, letnie i wczesnojesienne. Dotyczy to takze
zwiazkéw promutagennych i mutagennych. Moze to mie¢ zwigzek ze zwigkszong emisja
zanieczyszczen w sezonie grzewczym oraz przechodzeniem czgsci zanieczyszczen do fazy

gazowej przy wyzszych temperaturach panujacych w cieplejszym okresie roku.
4.1.2. Zréznicowanie skladu frakcji chromatograficznych pylu latem i zimg

Udzial procentowy poszczegolnych frakcji uzyskanych w wyniku rozdziatu
ekstraktow metoda chromatografii kolumnowej byt w obu probach podobny, z tym tylko, ze
w probie pobranej latem bylo znacznie mniej weglowodoréw aromatycznych (ryc. 7 i 8).
Metoda GC-MS zidentyfikowano znacznie wigcej zwiazkow chemicznych we frakcjach

chromatograficznych ekstraktu pytu pobranego zima i niz latem.

37



4.1.2.1. Sklad frakcji alifatycznych

Frakcja alifatyczna (rozpuszczalna w heksanie) pylu pobranego latem zawierata
gtownie alkany (tetradekan, heksadekan, oktadekan, tetrametyloheksadekan, ejkonozan,
henejkozan, dekozan, trikozan, tetrakozan) i alkeny (tetradecen, heksadecen, oktadecen,
ejkonozen). W heksanie rozpuscily si¢ ponadto weglowodory aromatyczne: fenantren,
fluoren, fluoranten, benzo(ghi)fluoranten) i ich chloropochodne (dichloronaftalen,
trichloronaftalen).

Frakcja alifatyczna pylu pobranego zima zawierata gldwnie alkany (dodekan, tridekan,
pentadekan, heksadekan, heptadekan, oktadekan, nonadekan, ejkozan, tetrametyloheksadekan,
henejkozan, dokozan) i alkeny (tetradecen, tetradecen, heksadecen, oktadecen, dodecen).
Obecne byly w niej takze weglowodory aromatyczne (antracen, metylonaftalen,
dimetylonaftalen, etylonaftalen, dibutylohydroksynaftalen) i ich pochodne chlorowcowe
(chloronaftalen, dichloronaftalen, trichloronaftalen, tetrachloronaftalen), a takze bifenyl i

ejkonozol.
4.1.2.2. Sklad frakcji aromatycznych

We frakcji aromatycznej (rozpuszczalnej w mieszaninie 85% heksanu i 15% toluenu)
wykryto metoda GC-MS tylko jeden weglowodor aromatyczny — benzo(e)piren.
Wystepowaly w niej ponadto weglowodory alifatyczne, ktdre nie rozpuscity si¢ w heksanie i
przeszty do frakcji rozpuszczalnej w heksanie z dodatkiem 15% toluenu.

Frakcja aromatyczna pylu pobranego w =zimie zawierala przede wszystkim
weglowodory aromatyczne (dibutylohydroksytoluen, naftalen, metylonaftalen,
dimetylonaftalen, trimetylonaftalen, etylonaftalen, binaftalen, benzofluoren, metylofluoren,
antracen, metyloantracen, dimetylofentren, etylofenantren, cyklopentafenatren, fluorantren,
benzofluorantren, benzoperylen, chryzen, metylochryzen, dibenzochryzen, piren, metylopiren,
dimetylopiren, benzo(a)piren, benzo(e)piren, indeno(1,2,3-cd)piren). Przeszty do niej ponadto
weglowodory alifatyczne, ktore nie rozpuscity si¢ w heksanie oraz eter difenylowy, bifenyl,

dimetyloetylofenol, pirydynetion, benzonaftotiofen, benzonaftofuran.
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4.1.2.3. Sklad frakcji polarnych

Frakcja polarna (zawierajaca zwiazki nierozpuszczalne w heksanie i mieszaninie 85%
heksanu i 15% toluenu) pylu pobranego latem zawierala weglowodory aromatyczne
(butylohydroksytoluen, naftalen, metylonaftalen, dimetylonaftalen, antracen) oraz pochodne
fenolu (nonylofenol, dimetyloetylofenol), ketony aromatyczne (izobenzofuranon,
difenylopranedion), pochodna pirazyny, piperonyloaming, izochinoling, butylan benzoilu i
trifenyloglokol. Wystepowaly w niej ponadto kwasy organiczne i weglowodory alifatyczne.

Frakcja polarna pylu pobranego zima zawierala weglowodory aromatyczne (fenantren,
dibutylohydroksy toluen, binaftalen), pochodne pirydyny (metylo-pirolidyno-pirydyna),
pochodne chinoliny, zwiazki organiczne zawierajace siarke (pochodna tiofenu), metylowe i
etylowe pochodne fenolu, ketony (benzofuranon, antron, aminofluorenon, naftacenodion,
benzoantracenon), oraz pochodna naftalenu, fenantrenol, kaprolaktam, indolol, piperonol,

butalan benzoilu. Wystepowaty w niej ponadto kwasy organiczne i weglowodory alifatyczne.
4.1.2.4. Sklad subfrakeji polarnych

Subfrakcja 3 pylu pobranego latem (rozpuszczalna w chloroformie) zawierata
naftalen, metylonaftalen, izobenzofuran, butylan benzoilu, nonylofenol pochodna pirazyny i
piperonyloaming. Subfrakcja 4 tego pytu (rozpuszczalna w mieszaninie 3% eteru dietylowego
i 97% chloroformu) zawierala izochinoling izbenzofuranon, dimetylonaftalen, nonylofenol i
butylan benzoilu. Subfrakcja 5 (rozpuszczalna w 3% etanolu w eterze dietylowym) zawierata
nonylofenol, subfrakcja 6 (rozpuszczalna w metanolu) zawierata fenantren, subfrakcja 7
(rozpuszczalna w mieszaninie 3% etanolu i 97% chloroformu) zawierala nonylofenol,
subfrakcja 8 (rozpuszczalna w tetrahydrofuranie) zawierata butylohydroksytoluen, subfrakcja
9 (pozostato$é rozpuszczalna w dichlorometanie) zawierala antracen. Wszystkie subfrakcje
polarne pytu pobranego latem zawieraty ponadto weglowodory alifatyczne, ktore nie przeszty
do wczesniejszych frakcji i kwasy organiczne.

Subfrakcja 3 pylu pobranego zimg zawierata binaftalen, dimetylonaftalen,
dibutylohydroksytoluen, hydroksypiren, naftacenodion, benzoantracenon,
cyklopentafenantrenon, izobenzofuranon, aminofluorenon, antron, fenantrenol, nonylofenol,
dimetylopropylofenol, metylowa i indehowq pochodng chinoliny i trimetylodihydropirydyne.
Subfrakcja 4 zawierata antracen, nonylofenol, metyloetylidenofenol, tetrametylofenol.

Subfrakcja 5 zawierata fenantren, indolol, nonylofenol i tetrametylobutylofenol. Subfrakcja 6
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zawierala metylopirrolidyno pirydyng. Subfrakcja 7 zawierata dibutylohydroksytoluen,
nonylofenol, tetrabutylofenol, tetrametytobutylofenol, dimetyloetylofenol 1
metylopirrolidynopirydyng. Subfrakcja 8 zawierata trimetoksychinoling oraz alifatyczne
pochodne fenolu. Subfrakcja 9 zawierata etylonaftalenopropanol oraz alifatyczne pochodne
fenolu. Wszystkie subfrakcje polarne pylu pobranego zima zawieraly ponadto weglowodory
alifatyczne, ktore nie rozpuscity si¢ we wezesniej stosowanych rozpuszcezalnikach oraz kwasy
organiczne. Metoda GC-MS zidentyfikowano wigcej réznych zwiazkéw organicznych w

subfrakcjach polarnych pytu pobranego zima niz latem.
4.1.3. Przestrzenne zréznicowanie stezen pylu i zaadsorbowanych na nim zanieczyszczen
4.1.3.1. Zréznicowanie stezen pyhu

Stwierdzone we Wroctawiu stezenia pytu zawieszonego bez separacji frakcji PM 10
wahaly si¢ w zakresie 17-67 pg/m’ latem (ryc. 9) i 32-144 ng/m’® zima (ryc. 10). Byly one
nizsze od dopuszczalnego stezenia dla okresu 24 godzinnego [Dz. U. 55/98, poz. 355].
Zréznicowanie stezenia pylu w atmosferze na terenie miasta latem i zima ksztattowato si¢
podobnie. Najwyzsze wartosci wykazywalo w centrum miasta, w miejscach o znacznym
natezeniu ruchu samochodowego i gestej zabudowie. Stgzenie pyhu byto takze wysokie przy
ul. Chelmonskiego — na willowym osiedlu Biskupin potozonym w odlegtosci kilku
kilometréw na wschod od centrum miasta. Najnizsze stgzenia pylu stwierdzono na
peryferiach Wroctawia, gdzie dominuje zabudowa niska, a ruch samochodowy jest znacznie
mniejszy niz w centrum.

Stezenia pytéw zima byly na ogot wigksze niz latem (ryc. 11). Przy Pl. Grunwaldzkim
w dni robocze stezenia pyhu latem i zima byty jednakowe. Gtéwnym Zrédlem zanieczyszczen
atmosfery przy Pl. Grunwaldzkim w dni powszednie byly wlaczone silniki samochodéw
oczekujacych na wjazd na skrzyzowanie przed sygnalizacja swietlna. Emisja ta wydaje si¢
pozostawaé na zblizonym poziomie przez caty rok. Zapylenie atmosfery na osiedlu willowym

Biskupin oraz przy Pl. Grunwaldzkim w dni wolne od pracy byto nizsze zima niz latem.
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4.1.3.2. Zréznicowanie ilosci i skladu zwigzkow organicznych

zaadsorbowanych na pylach

Ilo$¢ zwigzkdéw organicznych zaadsorbowanych na pytach byla zréznicowana, wigcej
ich byto zaadsorbowanych na pytach pobranych zima niz latem, na prébach pobranych w
centrum bylo ich wigcej niz w probach pobranych na peryferiach miasta (ryc. 12-14).

Na badanych pylach zaadsorbowanych bylo szereg zwiazkéow organicznych
uwazanych za genotoksyczne: wszystkie 16 wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych z listy EPA (tab. 8-11), inne wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
(tab. 12 i 14) oraz szereg innych zwiazkow o budowie pierscieniowej (tab. 13 i 15). Byly
wéréd nich nitrowe i aminowe pochodne WWA, fenole i nitrofenole oraz furany i ich
pochodne nitrowe. Metoda GC-MS zidentyfikowano wigcej zwiazkoéw w probach pobranych
zima niz latem. Takze na pytach pobranych w centrum miasta zaadsorbowanych bylo wigcej
réznych zwiazkow organicznych niz na pytach pobranych na jego peryferiach. W ekstraktach
powszechnie wystgpowaty plastyfikatory (gldwnie ftalan dibutylu i bisfenol a).

Zawarto$¢ 16 WWA z listy EPA w 1 g pylu pobranego latem wahata si¢ w zakresie
356-1797 pg (ryc. 15), zima w zakresie 2627-11383 pg (ryc. 16). Stgzenia WWA z listy EPA
zaadsorbowanych na pylach wahaty si¢ w zakresie 8,3-65,7 ng/m’ latem (ryc. 18) i 75,8-
1211,6 ng/m’ zima (ryc. 19). Na pylach pobranych zima bylo wiec zaadsorbowanych
wielokrotnie wigcej WWA niz na pytach pobranych latem (ryc. 17 i 20). Mogto to by¢
spowodowane przechodzeniem wigkszej ilosci WWA do fazy gazowej przy wyzszych
temperaturach panujacych w lecie oraz zwigkszona emisja zanieczyszczen w sezonie
grzewczym. Sezonowe zrdznicowanie stgzen w atmosferze bylo dodatkowo potggowane
przez wzrost zapylenia atmosfery zima. Sezonowe zr6znicowanie zawartosci WWA w 1 g
pylu i ich stezenie w atmosferze bylo na ogdt wigksze w punktach potozonych w centrum
miasta niz na jego peryferiach (ryc. 17 i 20). Stgzenia WWA w centrum miasta byly z reguty
WyZzsze niz na jego obrzezach.

W kazdej z badanych prob wykryto 9-15 ré6znych WWA z listy EPA. Zar6wno latem
jak zima ponad potowe z nich stanowil benzo(a)piren. Zréznicowanie jego zawartosci w pyle
i stezenia w atmosferze w zaleznosci od pory roku i miejsca poboru proby wykazywato
podobne tendencje jak zawartos¢ w pyle i stgzenie w atmosferze sumy WWA z listy EPA
(ryc. 21-26). W prébach pobranych latem nie wykryto obecnosci dibenzo(a,h)antracenu i

benzo(g,h,i)perylenu. Wystepowanie acenaftalenu i acenaftenu stwierdzono zaledwie w jednej
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probie. Acenaftalenu nie wykryto tez w probach pobranych zima. Benzo(g,h,i)perylen i
dibenzo(a,h)antracen wystgpowaty sporadycznie (tab. 4-7).

4.2. Wyniki testu Amesa
4.2.1. Wrazliwos¢ szczepow testowych Salmonella typhimurium

Wszystkie badane ekstrakty pytu zawieszonego PM 10 zebrane w centrum Wroctawia
w réznych okresach roku (VIII 1997 — VII 1998) oraz pylu zawieszonego pobranego w
réznych punktach Wroctawia (lato 1998 i zima 1998/99) byty mutagenne wobec wszystkich
uzytych szczepow testowych Salmonella typhimurium (tab. 16-27 i 50-69). Mutagenne byty
takze ekstrakty catkowite prob pytu zawieszonego PM 10 pobranych latem i zimg w centrum
Wroctawia (tab. 28-29). Pozwala to wnioskowaé, ze w badanych probach wystepowaly
mutageny powodujace mutacje zmiany fazy odczytu, na wykrywanie ktérych pozwala szczep
TA 98 i jego pochodne: YG 10211 YG 1024.

Zastosowane szczepy testowe znacznie roznity si¢ wrazliwoscia na dziatanie
mutagenéw obecnych w badanych ekstraktach. Szczepy YG 1021 i YG 1024 bedace
pochodnymi TA 98 o podwyzszonej aktywnosci nitroreduktazowej (YG 1021) i O-
acetylotransferazowej (YG 1024) byly zdecydowanie bardziej wrazliwe od szczepu
macierzystego TA 98. Swiadczy to o znaczacym udziale nitrowych pochodnych WWA w
mutagennos$ci pytu zawieszonego i pylu zawieszonego PM 10. Szczep YG 1021 okazal si¢
wrazliwszy od szczepu YG 1024 na dziatanie mutagenéw obecnych w czgsci prob. W innych
przypadkach byto odwrotnie. Swiadczy to o zréznicowanej skutecznosci ich aktywacji przez

dwa rozne enzymy, katalizujace rézne reakcje w zaleznosci od sktadu poszczegdlnych prob.
4.2.2. Wplyw aktywacji metabolicznej na mutagennos¢ pyhu

Aktywacja metaboliczna frakcja S9 zwigkszata mutagennos¢ badanych ekstraktow
pyhu zawieszonego PM 10 pobranego w centrum Wroctawia w r6znych okresach roku wobec
szczepu TA 98. Swiadczy to o obecnosci promutagenéw w pyle zawieszonym PM 10. Moga
to by¢ zwiazki grupy WWA wykryte metoda GC-MS.

Aktywacja metaboliczna prob pylu zawieszonego PM 10 pobranego w centrum
Wroclawia w r6znych okresach roku powodowata zréznicowang reakcje szczepéw YG 1021 i

YG 1024. Cze$é prob wykazywala spadek mutagennosci $wiadczacy o czgsSciowe)
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detoksykacji zawartych w nich mutagenow, czg¢$¢ wzrost mutagennosci $wiadczacy o
aktywacji zawartych w nich promutagenow. Niektdére proby wykazywaly spadek aktywnosci
w nizszych i wzrost w wyzszych st¢zeniach. Przyczyna tak zréznicowanych efektow
aktywacji metabolicznej byty prawdopodobnie jakosciowe i iloSciowe réznice sktadu
chemicznego badanych prob. Frakcja S9 jest mieszaning wielu enzymow. Badane ekstrakty
byly mieszaning wielu zwiazkow chemicznych. W kazdej z prob pod wptywem enzymow
watroby szczurzej zawartych we frakcji S9 nastgpowaly zapewne procesy aktywacji
promutagenow i detoksykacji mutagenow. Odpowiedz uzyskiwana w tescie byla wypadkowa
tych procesow. Szczepy YG 1021 i YG 1024 maja wlasne systemy aktywacji metabolicznej
nitrowych pochodnych WWA w postaci zwigkszonej zdolnosci wytwarzania nitroreduktazy i
O-acetylotransferazy. O-acetylotransferaza w polaczeniu z utleniajacym dzialaniem
cytochromu P-450 obecnego we frakcji S9 aktywuje tez aminowe i hydroksyloaminowe
pochodne WWA do form aktywnych mutagennie. W przypadku proéb pylu pobranego we
Wroclawiu efekt mutagennego dziatania amin aromatycznych moégl by¢ maskowany przez
inne promutageny aktywowane przez frakcj¢ S9. Odrgbnych badan, wykraczajacych poza
zakres i cel tej pracy wymaga stezenie frakcji do testow z zastosowaniem szczepu YG 0124.
Uzyskane wyniki badan biologicznych i fizykochemicznych wskazuja ponadto na wigkszy
udzial nitroarenow niz amin aromatycznych w mutagennosci pyléw pobranych we
Wroctawiu. Dlatego tez w dalszym toku badan (mutagennos$¢ frakcji chromatograficznych
pylu i przestrzenne zréznicowanie jego mutagennosci) zrezygnowano ze stosowania
aktywacji metabolicznej frakcja S9 w testach ze szczepami YG 1021 i1 YG 1024. System
aktywacji tych szczepow jest wystarczajacy do indykacji udziatu nitrowych pochodnych
WWA w mutagennosci pylu zawieszonego.

Wiekszo$¢ prob pylu pobranego w réznych punktach Wroclawia latem i zimg byla
bardziej mutagenna wobec szczepu TA 98 bez aktywacji metabolicznej frakcja S9 niz z
aktywacja. Swiadczy to o dominacji w nich mutagenéw bezposrednich. Metoda GC-MS

wykryto w ekstraktach tych pylow takze szereg mutagendéw posrednich z grupy WWA.
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4.2.3. Sezonowa zmienno$¢ mutagennosci pylu w centrum Wroclawia
4.2.3.1. Zmienno$¢ objetosci zanieczyszczonego powietrza wywolujacej efekt mutagenny

Obliczone na podstawie wynikow testu Amesa objgtosci zanieczyszczonego powietrza
wywolujace efekt mutagenny (MR=2,0) wykazywaty znaczne zréznicowanie w zaleznosci od
wrazliwosci uzytego szczepu i pory roku, kiedy pobrany zostal badany pyt (ryc. 27-29).

W przypadku szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 objetosci te wahaty si¢ od 1,2
m® w grudniu 1997 do 16,6 m’® w lipcu 1998. Objetosci te byly najmniejsze zima, wzrastaly
stopniowo w okresach przejsciowych, a najwigksze wartosci osiagaly w miesigcach letnich.
Przyczyny tego zjawiska byly ztozone. Na pyle pobranym w zimie zaadsorbowanych byto
najwiecej zwiazkéw organicznych (ryc. 5). Iloé¢ tych zwiazkow stopniowo malata w okresach
przejsciowych (wiosna, jesien), najmniej bylo ich latem. Swiadczy o tym iloé¢ ekstraktu
uzyskiwanego z prob pylu pobieranego w réznych miesiacach. Pyl pobierany zima byt
najsilniej mutagenny, latem najmniej. Takze stezenie pylu w atmosferze osiagato najwyzsze
wartoéci zima a najnizsze latem (ryc. 4). Wzrost aktywnosci mutagennej zanieczyszczen
zaadsorbowanych na pyle zawieszonym PM 10 w zimie i jej spadek latem mogt mie¢ trzy
przyczyny. Przy wyzszych temperaturach panujacych latem czg¢s$¢ zanieczyszezen przechodzi
do fazy gazowej, zima sa one zaadsorbowane na pytach. Emisja pytu i zaadsorbowanych na
nich mutagendéw wzrasta w sezonie grzewczym i wiaze si¢ ze zwigkszonym zuzyciem paliw
statych. Zima zwigksza si¢ tez o kilkanascie procent zuzycie paliw ptynnych w pojazdach
samochodowych.

Objetosé zanieczyszczonego powietrza wywolujaca efekt mutagenny wobec szczepu
YG 1021 bez aktywacji frakcja S9 takze byta najmniejsza w zimie (0,2 m® w XI 1997),
stopniowo wzrastata w okresach przejéciowych a najwigksze wartosci osiagata latem (2,9 m’
w VIII 1997).

Mniejsze wahania sezonowe wykazywala objetos¢ zanieczyszczonego powietrza
wywotujaca efekt mutagenny wobec szczepu YG 1024 bez aktywacji frakcja S9 (0.3 m® w
XII 1997 i 1,4 m®> w VII 1997). Szczep ten dzigki podwyzszonej aktywnosci O-
acetylotransferazowej posiada zwigkszong wrazliwo$¢ na mutagenne dziatanie nitrowych, a w
obecnosei frakcji S9 takze aminowych i hydroksyloaminowych pochodnych WWA.
Gléwnym zrédlem emisji tego rodzaju zanieczyszczen do atmosfery sa silniki spalinowe.

Zima spalaja one wprawdzie o kilkanascie procent paliwa wigcej ale nat¢zenie ruchu
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samochodowego w centrum miasta utrzymuje si¢ przez caly rok na zblizonym, wysokim
poziomie.

Wzrost mutagennosci powietrza w zimie i jej spadek w lecie widoczny byt takze w
testach z zastosowaniem aktywacji metabolicznej frakcja S9. Dotyczy to wynikéw
uzyskanych z zastosowaniem wszystkich trzech uzytych tutaj szczepéw Salmonella. Enzymy
frakcji S9 zmienialy wprawdzie aktywnos¢ badanych prob powodujac aktywacje lub
detoksykacje zawartych w nich mutagenéw, ale nie zmienialo to ogdlnego obrazu zmian

sezonowych.

4.2.3.2. Sezonowa zmienno$¢ udzialu nitrowych pochodnych WWA

w mutagennosci pylu

Aby umozliwi¢ porownywanie tego udzialu w réznych miejscach 1 okresach roku
wprowadzono w prezentowanej pracy posredni wskaznik udziatu nitrowych pochodnych
WWA w mutagennosci pylu. Wskaznik ten jest ilorazem objgtosci zanieczyszczonego
powietrza wywotujacych efekt mutagenny wobec szczepu TA 981 YG 1021 oraz TA 981 YG
1024.

Posredni wskaznik udziatu nitrowych pochodnych WWA dla szczepu YG 1021 w
mutagennosci pytéw PM 10 pobranych w centrum miasta w r6znych okresach roku wahat si¢
w zakresie 3,4-20,2 (ryc. 31) i byl w wigkszosci przypadkéw wyzszy od posredniego
wskaznika udziatu nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pyléw dla szczepu YG
1024. Jego warto$¢ wahata si¢ w zakresie 2,4-13,8 (ryc. 30). Udzial nitrowych pochodnych
WWA w mutagennosci pytu byt najwyzszy latem, najnizszy zima. W przypadku szczepu YG
1024 wahania sezonowe tego wskaznika byly mniejsze. Swiadczy to o wigkszej skutecznosci
nitroreduktazy niz O-acetylotransferazy w aktywacji metabolicznej nitroarenéw obecnych w
badanych prébach. Indywidualna odpowiedz poszczegdlnych prob moze by¢ zalezna od ich
sktadu.

Nizsze wartosci wskaznika udziatu nitrowych, aminowych i hydroksyloaminowych
pochodnych WWA w mutagennosci pytéw (iloraz objgtosci zanieczyszczonego powietrza
wywolujacych efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 i YG 1024 z aktywacja metaboliczna)
$wiadcza o mniejszym udziale aminowych i hydroksyloaminowych niz nitrowych
pochodnych WWA w mutagennosci pylow pobranych w centrum Wroctawia (ryc. 32.).
Udziat aminowych i hydroksyloaminowych pochodnych WWA mogt tez by¢ maskowany
prze inne promutageny obecne w badanych probach, np. WWA. Takze one ulegaja aktywacji
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przez enzymy obecne we frakcji S9. Frakcja S9 powodowata zréznicowana odpowiedz
Salmonella na dziatanie badanych prob. Aktywnos¢ tych prob malata w niskich a rosta w
wysokich stgzeniach. Utrudnialo to interpretacje wynikéw. Dobdr odpowiedniego stezenia
frakcji S9 do testow z zastosowaniem szczepu YG 1024 wykraczal poza ramy i cel tej pracy.
Dlatego tez w dalszym toku badan zrezygnowano z analizowania tacznego udziatu nitrowych,
aminowych i hydroksyloaminowych pochodnych WWA w mutagenno$ci pyhu, poprzestajac

na badaniu udzialu samych nitroarenow.

4.2.3.3. Zaleznos$¢ objetosci zanieczyszczonego powietrza wywolujacej efekt mutagenny

od stezenia pylu zwieszonego PM 10 i zaadsorbowanych na nim zwigzkéw organicznych

Objetosci zanieczyszczonego powietrza wywotujace efekt mutagenny wykazywaty
zalezno$¢ od stezenia pytlu zawieszonego PM 10 w atmosferze (ryc. 33). Objgtosci te byly
najwieksze przy najnizszych stgzeniach pylu w miesiacach letnich, malalty w miesigcach
przejsciowych (wiosennych i jesiennych), a najnizsze wartosci osiagaly zima, w szczycie
sezonu grzewczego, kiedy stezenie pylu zawieszonego w atmosferze bylo najwyzsze.
Wyro6zniat si¢ sierpien 1997. Stezenie pylu w atmosferze bylo woéwcezas poréwnywalne z
miesigcami wiosennymi i jesiennymi. Mutagennos$¢ zanieczyszczonego powietrza byta jednak
mimo to niska, podobnie jak w innych miesigcach letnich. Prawidlowosci te dotyczyly
wszystkich zastosowanych tu szczepéw Salmonella zardbwno bez jak 1 z aktywacja
metaboliczna.

Jeszcze wigksza zalezno$¢ stwierdzono migdzy objgtoscia zanieczyszczonego
powietrza wywotujaca efekt mutagenny a st¢zeniem w atmosferze zwiazkéw organicznych
zaadsorbowanych na pyle zawieszonym (ryc. 34). Zima st¢zenie pylu zawieszonego byto
najwyzsze, na pyle tym zaadsorbowana byla tez najwigksza ilo$¢ zwiazkéw organicznych
rozpuszczalnych w dichlorometanie. Dlatego tez st¢zenie zwigzkéw organicznych, a wsrdd
nich zapewne mutagendw i kancerogendéw rosto w sezonie grzewczym w wigkszym stopniu
niz stgzenie pytu zawieszonego.

Stezenie pytu zawieszonego ani zaadsorbowanych na nim zwiazkéw organicznych nie
bylo jednak doktadnym odzwierciedleniem aktywnosci mutagennej powietrza. Wynikato to
zapewne z réznic w sktadzie poszczegélnych prob. Roznice takie zostaly stwierdzone metoda
GC-MS. Nie stwierdzono natomiast korelacji pomigdzy wielkoscia aktywnosci mutagennej
zanieczyszczen atmosfery przypadajacych na jednostkowa objetos¢ powietrza a stezeniami

nieorganicznych zanieczyszczen gazowych.
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4.2.4. Mutagennos¢ frakcji chromatograficznych pylu zawieszonego PM 10

w centrum Wroclawia
4.2.4.1. Mutagennos$¢ ekstraktow calkowitych

Obydwie badane proby pylu byly mutagenne wobec wszystkich zastosowanych
szczepOw Salmonella typhimurium (tab. 28-29). Proéba zimowa byta bardziej mutagenna od
letniej. Objetosé zanieczyszczonego powietrza wywolujaca efekt mutagenny wobec szczepu
TA 98 bez aktywacji metabolicznej wynosita 6,2 m’ zima i 21,2 m’® latem.

Aktywacja metaboliczna proby zimowej powodowala wzrost jej aktywnosci
mutagennej. Objetos¢ zanieczyszczonego powietrza wywotujaca efekt mutagenny wobec
szczepu TA 98 z aktywacja metaboliczna potrzebny byt pyt z 1,7 m’. Swiadczy to o
wystepowaniu w pyle zimowym zwiazkdw o charakterze promutagenéw. Aktywacja
metaboliczna proby letniej powodowata spadek jej aktywnosci mutagennej. Objetosé
zanieczyszczonego powietrza wywotujaca efekt mutagenny w tescie z zastosowaniem
szczepu TA 98 i aktywacji metabolicznej wynosita 30,3 m’. Wskazuje to na czesciowa
detoksykacje mutagenow zaadsorbowanych na pyle pobranym latem.

Szczepy o podwyzszonej aktywnosci nitroreduktazowej i O-acetylotransferazowej
okazaly si¢ bardziej wrazliwe na dzialanie mutagenne badanych préb niz szczep macierzysty
TA 98. Objetos¢ zanieczyszczonego powietrza wywotujaca efekt mutagenny wobec szczepu
YG 1021 wynosita 1,3 m® zima i 3,3 m’ latem. W przypadku szczepu YG 1024 objetosci te
wynosity 0,4 m’ zima, a 2,5 m’ latem. Swiadczy to o znaczacym udziale nitrowych
pochodnych WWA w mutagennosci zanieczyszczen zaadsorbowanych na pyle zawieszonym.

Wspotczynniki mutagennosci (MR) ekstraktow catkowitych byly nizsze od sumy MR
poszczegdlnych frakcji. Na pyle zawieszonych zaadsorbowanych jest wiele réznych
zanieczyszczen aktywnych biologicznie. Ich dziatlanie moze si¢ nawzajem wzmagaé albo

ostabia¢. Odpowiedz uzyskana w tescie jest wypadkowa tych interakcji.
4.2.4.2. Mutagennos$é frakeji alifatycznych
Frakcje weglowodorow alifatycznych (tab. 30-31) obydwu préb okazaly sig

niemutagenne w badanym zakresie st¢zen wobec wszystkich zastosowanych tu szczepow

testowych.
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4.2.4.3. Mutagenno$¢ frakcji aromatycznych

Frakcja wegglowodorow aromatycznych pytu pobranego latem w badanym zakresie
stezen byla niemutagenna wobec wszystkich uzytych szczepow testowych (tab. 32). Proba ta
w poréwnaniu z proba zimowa byla jednak bardzo uboga w zwiazki chemiczne. Metoda GC-
MS wykryto w niej jeden zwiazek z grupy WWA — benzo(e)piren. Stanowila ona 13 krotnie
mniejsza czes$¢ catej proby latem niz zima (0,3% 1 3,9%).

Frakcja weglowodoréw aromatycznych pylu pobranego w zimie byta mutagenna
wobec wszystkich zastosowanych szczepdw Salmonella (tab. 33). Mutagennosé tej frakcji
wzrastala pod wplywem aktywacji metabolicznej. Objetos¢ zanieczyszczonego powietrza
wywolujaca efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 wynosita 31,0 m® bezi 65 m’ z
aktywacja metaboliczna. Liczne wegglowodory aromatyczne sa znanymi mutagenami
posrednimi. W trakcie przemian enzymatycznych w organizmach krggowcow,
katalizowanych gldwnie przez enzymy mikrosomalne watroby powstaja z nich zwiazki o
bezposrednim dziataniu genotoksycznym. Klasycznym przykladem jest benzo(a)piren
ulegajacy przemianom enzymatycznym do mutagennego i kancerogennego 7.8-dihydrodiol-
9,10-trans-epoksydu. Ulega on tez utlenianiu do chinonéw, z ktérych powstaja 6-
fenoksyrodniki wchodzace w reakcje z DNA [174]. Szczepy YG 1021 i YG 1024 byly
bardziej wrazliwe od szczepu macierzystego TA 98 na dzialanie mutagenne weglowodoréw
aromatycznych zaadsorbowanym na pyle pobranym zima. Objgtos¢ zanieczyszczonego
powietrza wywotujaca efekt mutagenny wobec szczepu YG 1021 wynosita 3,3 m’, a wobec
szczepu YG 1024 3.7 m’. Swiadczy to o wystepowaniu w tej frakcji sladowych ilosci
nitrowych pochodnych WWA. Ze wzgledu na wystgpowanie w znikomych ilosciach byly
maskowane przez inne zwiazki i dlatego nie zostalty wykryte metoda GC-MS.

4.2.4.4. Mutagennos¢ frakeji polarnych

Aktywno$¢ mutagenna frakcji polarnych (tab. 34-35) byla zblizona do aktywnosci
mutagennej  nierozfrakcjonowanych  ekstraktow  pylu  zawieszonego.  Objetosc¢
zanieczyszczonego powietrza wywotujaca efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 bez
aktywacji metabolicznej wynosila 5,2 m’ zima i 28,8 m® latem. Przy zastosowaniu aktywacji
metabolicznej objgtos¢ ta wynosita: 3,0 m® zima i 31,8 m’ latem. Umiarkowany wzrost
mutagennosci frakeji polarnej pytu pobranego zima wobec szczepu TA 98 pod wplywem

aktywacji metabolicznej $wiadczy o wystgpowaniu w niej niewielkich ilosci promutagendw.
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Moga to by¢ polarne WWA, ktorych obecnos¢ stwierdzono metoda GC-MS. W skiad tych
frakcji wchodzito ponadto wiele innych zwigzkéw, ktére mozna podejrzewac o aktywnosé
genotoksyczng. Podobnie jak w przypadku proby nierozfrakcjonowanej i opisanych wyzej
frakcji skladajacych si¢ glownie z weglowodoréw aromatycznych frakcja polarna pylu
pobranego zima okazata si¢ bogatsza pod wzgledem chemicznym i bardziej mutagenna.
Wieksza wrazliwo$¢ szczepow YG 1021 i YG 1024 w poréwnaniu ze szczepem
macierzystym TA 98 $wiadczy o znaczacym udziale nitrowych pochodnych WWA w
aktywnosci mutagennej frakcji polarnych zanieczyszczen zaadsorbowanych na pyle
zawieszonym. Objetos¢ zanieczyszczonego powietrza wywolujaca efekt mutagenny wobec
szczepu YG 1021 wynosita zima 0,4 m’, latem 2.4 m’. W przypadku szczepu YG 1024

objetosci te wynosity: 0,5 m® zima i 2,5 m® latem.
4.2.4.5. Mutagennos$¢ subfrakeji polarnych

Subfrakcje polarne pylu zawieszonego w centrum Wroclawia pobranego latem i zima
roznity si¢ aktywnoscig mutagenng (tab. 36-49). Subfrakcje 3, 5 i 6 byly bardziej mutagenne
zima, subfrakcja 4 latem, subfrakcje 7 i 8 wykazywaty aktywnos¢ mutagenna tylko w lecie.
Latem najbardziej mutagenne byly subfrakcje 3 i 4, subfrakcje 5-8 byly mutagenne w
znacznie mniejszym stopniu. Subfrakcje Z3 i Z6 (subfrakcje pytu pobranego zima oznaczono
,Z7, latem , L) wykazywaly znacznie wigksza mutagennos¢ od innych subfrakcji pylu
pobranego w zimie.

Wszystkie subfrakcje polarne pytu pobranego latem byly niemutagenne wobec
szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9. Subfrakcje L3 i L4 wykazywaty aktywnosé
mutagenng po aktywacji metaboliczne;. Swiadczy to o wystepowaniu w tych subfrakcjach
promutagenéw ulegajacych pod wplywem enzymow watroby aktywacji do zwiazkow o
bezposrednim dziataniu mutagennym. Subfrakcje L3-L8 byly mutagenne wobec szczepu YG
1021 o podwyzszonej wrazliwosci na dziatanie nitroarenéw. Subfrakcje L5, L7 i L8 byty
mutagenne tylko wobec szczepu YG 1021. Pozwala to wnioskowa¢, ze za aktywnos¢ tych
subfrakcji odpowiedzialne sa wylacznie nitrowe pochodne WWA. Subfrakcje L3, L4 i L6
byly mutagenne wobec szczepu YG 1024 o podwyzszonej wrazliwosci na dzialanie
nitroarenéw. Pochodne nitrowe odgrywaly obok mutagenow posrednich istotng role w
aktywnosci mutagennej zwiazkéw polarnych zaadsorbowanych na pyle zawieszonym
pobranym w lecie. Subfrakcja L9 byla niemutagenna wobec wszystkich zastosowanych

szczepOw testowych.
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Subfrakcje Z3, Z5 i Z6 byly mutagenne wobec szczepu TA 98 bez i z aktywacja
metaboliczng. W subfrakcjach tych wystgpowaly zwiazki o bezposredniej aktywnosci
mutagennej. Spadek aktywnosci tych subfrakcji pod wplywem aktywacji metabolicznej
Swiadczy o czeSciowej detoksykacji zawartych w nich mutagenéw pod wpltywem enzymow
watroby. Subfrakcje Z3, Z5 1 Z6 byly mutagenne wobec szczepéw YG 1021 1 YG 1024.
Szczepy te byly bardziej wrazliwe na dziatanie mutagendw obecnych we subfrakcji Z3 od
szczepu macierzystego TA 98. Swiadczy to o znaczacym udziale nitrowych pochodnych
aromatycznych w mutagennosci tych subfrakcji. Subfrakcja Z4 byla mutagenna wobec
szczepu YG 1021 i niemutagenna wobec szczepu TA 98. Wskazuje to, ze za jej aktywnos¢
mutagenng odpowiadaja wytacznie pochodne nitrowe zwigzkow aromatycznych, na dzialanie
ktérych szczep ten ma podwyzszona wrazliwos¢. Subfrakcja Z5 wykazywala zblizona
mutagennos¢ wobec szczepdw TA 98 1 YG 1021. Sczep YG 1024 byt wyraznie wrazliwszy
na dzialanie mutagendéw zawartych w tej subfrakcji. Subfrakcje Z7-Z9 byly niemutagenne
wobec wszystkich zastosowanych szczepdw testowych.

Wspodtezynniki mutagennosci (MR) frakcji zawierajacych wszystkie zwiazki polarne
zaadsorbowane na pyle zawieszonym byly nizsze od sumy prezentowanych tutaj MR siedmiu
subfrakcji zwiazkow organicznych rozniacych si¢ polarnoscia. Wyjatek stanowita
mutagennos$¢ pelnej frakcji polarnej pylu pobranego latem wobec szczepu TA 98 bez
aktywacji metabolicznej. Szczep ten byt niewrazliwy na dziatanie zanieczyszczen polarnych
zaadsorbowanych na pyle pobranym latem po ich rozdziale na siedem subfrakcji.
Wyrywkowe badanie kontrolne mutagennosci subfrakcji polaczonych ponownie po rozdziale
chromatograficznym, wskazuje, ze nie byto to spowodowane stratami mutagenéw w trakcie
frakcjonowania i odparowywania rozpuszczalnikow. Na pyle zawieszonym PM 10
zaadsorbowanych jest wiele roznych zanieczyszczen aktywnych biologicznie. Ich dzialanie
moze si¢ nawzajem wzmagac albo ostabia¢. Odpowiedz uzyskana w tescie jest wypadkowa

tych interakcji.
4.2.5. Przestrzenne zréznicowanie mutagennosci pylow

Pyly pobrane w r6znych punktach Wroctawia r6znily si¢ znacznie mutagennoscia (ryc.
35 i 36). Masa pylu wywotujaca efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 bez aktywacji
metabolicznej wahala si¢ w zakresie 0,15-1,7 mg latem i 0,025 — 0,4 mg zima.

Latem brak bylo zaleznosci migdzy masa pylu wywolujaca efekt mutagenny, a

odlegtoscia punktu poboru pytu od centrum miasta. W niektoérych punktach potozonych w
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centrum miasta (np. przy ul. Krowiej) pyt byl silnie mutagenny, w innych (np. przy PL
Grunwaldzkim) stabo mutagenny. Zréznicowana mutagennos¢ wykazywat tez pyl pobrany w
roznych miejscach na peryferiach miasta. Np. przy ul. Zwycigskiej byt on stabo mutagenny a
przy ul. Skarzynskiego (Port Lotniczy) silnie mutagenny. Stabo mutagenny okazal si¢ pyt
pobrany na terenie osiedla willowego Biskupin (ul. Chelmonskiego). Masa pylu wywotujaca
efekt mutagenny byla jego cecha zalezng od uwarunkowan lokalnych.

Zima najbardziej mutagenny byt pyl pobrany w centrum, najmniej na peryferiach
miasta. Pyt pobrany na willowym osiedlu Biskupin (ul. Chelmonskiego) wykazywat srednig
mutagennosc.

Masy pytu wywotujace efekt mutagenny byly na ogét znacznie (3,8-50 razy) mniejsze
zima niz latem (ryc. 37). Swiadczy to o znacznie wigkszej mutagenno$ci pylu w sezonie
zimowym. W pytach pobranych zima stwierdzono tez wystgpowanie wigkszej liczby
zwiazkow pierscieniowych, z ktorych wiele ma dziatanie mutagenne i kancerogenne. Wyzsze
tez byly stezenia w atmosferze WWA z listy EPA. Iloraz masy pylu potrzebnej do uzyskania
efektu mutagennego najwyzszy byl na Biskupinie (ul. Chetmonskiego) i w centrum miasta,
najnizszy na jego peryferiach. Pyt pobrany latem i zima przy ul. Stablowickiej (na peryferiach
miasta) wykazywal podobng aktywno$¢ genotoksyczng latem i zima. Pyl pobrany na
Biskupinie zima byt silnie mutagenny, latem stabo mutagenny. Stad duzy iloraz masy pylu

wywotujacej efekt mutagenny latem i zima.

4.2.5.1. Zréznicowanie objetosci zanieczyszczonego powietrza

wywolujacych efekt mutagenny

Objetos¢ zanieczyszczonego powietrza wywotujaca efekt mutagenny (MR=2,0) wobec
szczepu TA 98 bez aktywacji metabolicznej frakcja S9 (ryc. 38 i 39) wykazywata
zroznicowanie w réznych punktach miasta. Wahala si¢ ona w zakresie 4-42,5 m?® latem i 0,25-
11,4 m® zima. Objetosci te byty 1,8-50,9 razy mniejsze zima niz latem (ryc. 40). Zagrozenie
zdrowotne genotoksyczna aktywnoscia zanieczyszczen zaadsorbowanych na pytach jest tym
wicksze, im mniejsza jest ta objetos¢é. Objetosci te wykazywaly zalezno$¢ z odlegloscia
punktu poboru pylu od centrum miasta. Najmniejsze byly w centrum, najwigksze na
peryferiach. Zima zalezno$¢ ta byla wyrazniejsza. Niewielka byla tez obje¢tos¢ powietrza
zawierajaca zima pyl potrzebny do wywotania efektu mutagennego na potozonym o kilka

kilometréw od centrum osiedlu willowym Biskupin (ul. Chelmonskiego).
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Objetos¢ zanieczyszczonego powietrza wywotujaca efekt mutagenny zalezala od
dwodch czynnikow: stgzenia pylu w atmosferze i mutagennosci jednostkowej jego masy. Ta
za$ zalezata od rodzaju i ilo$ci zaadsorbowanych na nim zanieczyszczen. Np. latem stgzenie
pytu zawieszonego w atmosferze przy Pl. Grunwaldzkim w dni robocze bylo stosunkowo
duze (ryc. 9). Pyt ten jednak charakteryzowat si¢ stosunkowo niewielka mutagennoscia (rye.
35). Dlatego tez objetos$é zanieczyszczonego powietrza wywolujaca efekt mutagenny byta (w
poréwnaniu z innymi punktami) $rednia (ryc. 38). Na osiedlu Biskupin (ul. Chetmonskiego)
stezenie pylu zima bylo umiarkowane, jednak pyt ten byl stosunkowo silnie mutagenny.
Dlatego tez objeto$¢ zanieczyszczonego powietrza wywolujaca efekt mutagenny byla

niewielka, podobnie jak w centrum miasta.

4.2.5.2. Zroznicowanie udzialu nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pylow

Objetos¢ zanieczyszczonego powietrza wywolujaca efekt mutagenny wobec szczepdw
YG 1021 i YG 1024 o podwyzszonej aktywnosci nitroreduktazowej 1 O-
acetylotransferazowej byly wielokrotnie nizsze niz w przypadku szczepu macierzystego TA
98. Szczep YG 1024 okazat si¢ znacznie bardziej wrazliwy na dziatanie mutagenéw obecnych
w badanych pytach od szczepu YG 1021.

Posredni wskaznik udzialu nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pytow dla
szczepu YG 1024 wynosit 3,7-150 latem (ryc. 41) i 3-40 zima (ryc. 42). W przypadku
szczepu YG 1021 wahat si¢ on w zakresie 2,9-17,0 latem (ryc. 43) i 1-20 zima (ryc. 44).

Latem udzial nitroarenow w mutagennosci nie wykazywal zwiazku z odlegloscia
punktu poboru pyhu od centrum miasta. Zima udziat nitrowych pochodnych WWA najwyzszy
byl na obrzezach miasta, gdzie st¢zenie pylu bylo stosunkowo niewielkie, a objetos¢
zanieczyszczonego powietrza wywotujaca efekt mutagenny relatywnie duza. Na osiedlu
willowym Biskupin (ul. Chelmonskiego) udzial nitroarenéw w mutagennosci pylow w
poréwnaniu z innymi punktami wysoki byt latem, niski zima.

W centrum i na willowym osiedlu Biskupin (ul. Chelmonskiego) udziat nitrowych
pochodnych WWA w mutagennosci pytéw dla szczepu YG 1024 byt z reguly wyzszy latem,
na peryferiach miasta zima (ryc. 45 i 46). Wartosci przedstawione na ryc. 45 otrzymano w
wyniku dzielenia posrednich wskaznikow udzialu nitrowych pochodnych WWA latem (ryc.
41) i zimg (ryc. 42). Wartosci przedstawione na ryc. 46 otrzymano w wyniku dzielenia
posrednich wskaznikéw udziatu nitrowych pochodnych WWA w mutagennoscei latem (ryc.

43) i zima (ryc. 44). W przypadku wartosci wigkszych od 1 uznawano, ze udzial nitrowych
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pochodnych WWA w mutagennosci pytow jest wigkszy latem, w przypadku wartosci
mniejszych od 1, ze jest mniejszy. Udzial nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci

pytéw pobranych na peryferiach miasta byt zblizony latem 1 zima.

4.2.5.3. Zaleznos¢ stezenia i mutagennosci pylu od natezenia ruchu samochodowego

Stezenie pylu zawieszonego w poblizu jednego z weztowych skrzyzowan w centrum
Wroctawia (P1. Grunwaldzki byto wyzsze w dni robocze niz w dni wolne od pracy — latem o
40%, zima o 200% (ryc. 9 i 10). Zima w dni wolne od pracy byto ono zblizone do poziomu
odnotowanego na peryferiach. Pyl pobrany w soboty i niedziele byt o 10% latem i o 20%
zima mniej mutagenny od pytu pobranego w dni robocze (ryc. 35 i 36). Wyzsze natomiast
byly w nim zawartosci WWA z listy EPA (ryc. 15 1 16) oraz ich stgzenia w atmosferze (ryc.
18 i 19). Spadek stezenia pylu w atmosferze i jego mutagennosci spowodowaly znaczng
poprawe jakosci zdrowotnej powietrza. Objetos¢ powietrza potrzebna do uzyskania efektu
mutagennego wobec szczepu TA 98 bez aktywacji metabolicznej byta wyzsza (o 90% latem i
0o 70% zima) w dni wolne od pracy niz w dni robocze (ryc. 38 i 39). Narazenie ludzi
przebywajacych w tej okolicy na dziatanie zaadsorbowanych na pyle zwiazkéw
genotoksycznych byto o potowe nizsze w dni wolne od pracy niz w dni robocze. Latem w dni
wolne od pracy spadt tez znacznie udziat nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pytu.
Posredni wskaznik udziatu nitrowych pochodnych WWA dla szczepu YG 1024 o 250%
wyzszy w dni robocze niz w dni wolne od pracy (ryc. 41). Zima roznica ta wynosita zaledwie
20% (ryc. 42). Roznica posrednich wkaznikow udziatu nitrowych pochodnych WWA w
mutagennosci pytow dla szczepu YG 1021 latem wynosita 130% (ryc. 43). Zima udzial ten
wzrost w dni wolne od pracy o 70% (ryc. 44). Przyczyna zaobserwowanych zjawisk moze

by¢ sobotnio-niedzielny spadek intensywnosci ruchu samochodowego w centrum miasta.
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4.2.5.4. Zalezno$¢ objetosci zanieczyszczonego powietrza wywolujacej efekt mutagenny

od fizykochemicznych parametréw zanieczyszczenia atmosfery

Objetos¢ zanieczyszczonego powietrza wywolujaca efekt mutagenny w tescie Amesa
zalezy od dwoch czynnikow: stezenia pylu w atmosferze i jego mutagennosci. Korelacja
pomigdzy stezeniem pylu zawieszonego w atmosferze a objgtoscig zanieczyszczonego
powietrza wywotujaca efekt mutagenny byla jednak umiarkowana, wspoélczynnik korelacji
wynosit -0,3 (ryc. 47). Lepszymi odzwierciedleniami zagrozenia zdrowotnego
powodowanego przez zaadsorbowane na pyle zawieszonym mutageny okazaly si¢ stezenia:
zaadsorbowanych na pyle zwigzkow organicznych rozpuszczalnych w dichlorometanie (ryc.
48), WWA z listy EPA (ryc. 49) i benzo(a)pirenu (ryc. 50). Wspdtczynniki korelacji
wynosity: -0,6 dla zwiazkéw organicznych, -0,5 dla sumy WWA z listy EPA i dla samego
benzo(a)pirenu. St¢zenie wszystkich zwiazkdéw organicznych w atmosferze jest wigc lepszym
odzwierciedleniem aktywno$ci mutagenéw zaadsorbowanych na pyle zawieszonych od

stezenia sumy WWA z listy EPA czy benzo(a)pirenu.

4.3. Wyniki testu drozdzowego

Niemal wszystkie ekstrakty okazaly si¢ niemutagenne wobec drozdzy w badanym
zakresie stezen (tab. 70). Wynik proby pobranej w lipcu 1998 nalezy uzna¢ za watpliwy ze
wzgledu na brak zaleznosci liniowej dawka-odpowiedz. Proby pobrane w okresie wiosenno-
letnim powodowaty nieznaczny wzrost wspolczynnika rewersji. Byl on jednak zbyt niski by
proby te uzna¢ za mutagenne wobec drozdzy. Proby z okresu wiosenno-letniego

charakteryzowaly si¢ stosunkowo najmniejsza aktywnosciag mutagenna wobec Salmonella.
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5. DYSKUSJA
5.1. Mutagenno$¢ pylu zawieszonego

Wszystkie badane proby pytu zawieszonego pobranego w réznych punktach miasta i
réznych okresach roku byty mutagenne. Powodowaly one mutacje typu zmiany fazy odczytu,
na wykrywanie ktérych pozwalaja szczep TA 98 i jego pochodne YG 1021 i YG 1024. We
wezesniejszych badaniach stwierdzono, ze pyly zawieszone pobrane we Wroctawiu powoduja
ponadto mutacje zmiany par zasad [1-3, 73, 116]. Mutagennos¢ pylowych zanieczyszczen
atmosfery w tescie Amesa zostata stwierdzona przez wielu autorow badajacych pyly pobrane
w roznych czesciach $wiata [43, 131, 162]. Wiarygodnos¢ tych wynikéw potwierdzono
wieloma innymi biotestami na organizmach pro- i eukariotycznych, takze na kulturach
komorek ludzkich [10, 76, 83, 86, 131]. Oprocz punktowej mutacji wstecznej typu zmiany
fazy odczytu, co wykazano w prezentowanej pracy mutageny zaadsorbowane na pylach
zawieszonych indukuja takze powstawanie innych typéw mutacji: zmiany par zasad [123],
postepujace [131], chromosomowe [10], zmiany liczby chromosomoéw [102], powstawanie
mikrojader [10]. Zaadsorbowane na pytach zwiazki indukuja takze mutacje prowadzace do
powstawania nowotwordéw, przede wszystkim phuc [47, 107, 136, 140]. Prezentowane tutaj

wyniki sa pod tym wzgledem zbiezne z obserwacjami innych autorow.

5.1.1. Korelacja mig¢dzy objetoscia zanieczyszczonego powietrza wywolujaca efekt

mutagenny a fizykochemicznymi parametrami zanieczyszczenia atmosfery

Zalezno$¢ mutagennosci pylowych zanieczyszczen powietrza od stgzenia w
atmosferze benzo(a)pirenu stwierdzili, podobnie jak we Wroclawiu, inni autorzy badajacy to
zjawisko na GOornym Slasku [103] i w Atenach [161]. Dotyczylo to takze sumy WWA
zaadsorbowanych na pyle zawieszonym w Zurichu w Szwajcarii [163]. Korelacj¢ ze
stezeniem w atmosferze benzo(a)pirenu, a takze innych WWA wykazywala tez
zachorowalno$¢ i $miertelno$é na nowotwory phuc [58, 92].

Mutagenno$é zanieczyszczen powietrza we Wroclawiu nie wykazywata natomiast
wyraznych korelacji ze stezeniami zanieczyszczen gazowych, mimo, ze inni autorzy wykazali
komutagenne dziatanie tych zanieczyszczen [78, 95, 117, 157, 158]. Gléwnym czynnikiem
decydujacym o mutagennosci powietrza jest obecno$¢ w nim zaadsorbowanych na pyle

mutagenéw, nie za$ zanieczyszczen gazowych, ktore wchodza w reakcje ze zwiazkami
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organicznymi w atmosferze dajac produkty bardziej lub mniej mutagenne od substratow

organicznych.
5.1.2. Mutagennosé frakcji chromatograficznych pylow

Weglowodory alifatyczne uwazane sa za zanieczyszczenia atmosfery znacznie mniej
aktywne biologicznie od wegglowodoréw aromatycznych i ich pochodnych [46]. Frakcje
weglowodordw alifatycznych wydzielone z pylu zawieszonego PM 10 pobranego w centrum
Wroclawia byly niemutagenne. Jest to zgodne z wezesniejszymi wynikami uzyskanymi przy
badaniu mutagennosci proéb pylu pobranego na Gérnym Slasku z zastosowaniem szczepu TA
100 [104]. Potwierdza to takze wczesniejsze doniesienia o szczegdlnej wrazliwosci szczepow
YG 1021 1 YG 1024 jedynie na wybrane grupy mutagenow [36, 51].

WWA zaadsorbowane na pytach zanieczyszczajacych atmosfer¢ powoduja mutacje
zmiany fazy odczytu, na wykrywanie ktorych pozwalaja zastosowane we Wroctawiu szczepy
Salmonella typhimurium TA 98, YG 1021 i YG 1024 oraz mutacje podstawiania par zasad, na
wykrywanie ktorych pozwala szczep TA 100 zastosowany na Gornym Slasku. Podobnie jak
w przypadku frakcji aromatycznej pytu pobranego zima we Wroctawiu mutagennos¢ frakcji
aromatycznych pyhu pobranego na Gérnym Slasku wzrastala po aktywacji frakcja S9 [106].
Aktywno$¢ mutagenng wykazywaty tez frakcje WWA wydzielone z pylu pobranego przez
innych badaczy [31, 150]. Na Gérnym Slasku dotyczyto to zardwno pyhu pobranego w lecie
jak w zimie, z tym ze mutagennos¢ WWA zaadsorbowanych na pylach pobranych zimg byta
wyzsza. Frakcja pytu pobranego we Wroctawiu latem byta niemutagenna.

Znaczna mutagenno$¢ wykazuja frakcje polarne pytu zawieszonego, zawierajace obok
WWA inne mutageny, jak nitroareny, aminy aromatyczne, zwiazki heterocykliczne, fenole,
furany i dioksyny [31, 106, 150]. Mutagennos¢ tych frakcji moze by¢ nawet wyzsza od frakcji
zawierajacej glownie WWA [31, 107]. We Wroclawiu frakcja polarna byta odpowiedzialna za
calg aktywnos$¢ mutagenna pylu pobranego w lecie. Zimg wykazywata wigksza aktywnos¢
bezposrednia wobec szczepu TA 98 niz frakcja aromatyczna. Uzyskane we Wroctawiu
wysokie odpowiedzi dodatnie szczepow YG 1021 i YG 1024 $wiadcza, ze w tej wlasnie
grupie zanieczyszczen znajdowalo si¢ najwigcej zwigzkéw podstawionych grupami
nitrowymi. Wzrost mutagennosci tych frakcji pytow pod wplywem aktywacji metaboliczne]
frakcja S9 pobranych zimg we Wroctawiu, na Gérnym Slasku i w Duisburgu (RFN) $wiadczy
o wystepowaniu w nich mutagenéw posrednich [31, 106]. Podobnie jak ekstrakt catkowity
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pylu zawieszonego i jego frakcja aromatyczna mutagennos$¢ frakcji polarnej jest wyzsza zima

niz w lecie. Prawidtowos¢ taka zostata stwierdzona we Wroctawiu i na Gornym Slasku [106].

5.1.3. Sezonowe i przestrzenne zréznicowanie

genotoksycznosci pylow w Srodowisku miejskim

Zroznicowana metodyka badania mutagennosci pyldw i przedstawiania wynikow,
jakie stosuja r6zni autorzy niemal uniemozliwia pordwnanie jakosci zdrowotnej powietrza we
Wroctawiu i w innych miastach. W ogdle nie mozna porownywaé¢ ze soba wynikéw
uzyskanych przy zastosowaniu réznych biotestow, ktore czgsto znacznie rdznia sig
wrazliwoscig. Takze procedura testu Amesa daje badaczom mozliwo$¢ wyboru szczepow
testowych. Charakteryzuje je zréznicowana wrazliwo$¢ na dzialanie poszczegdlnych grup
mutagenow. Brakuje jednolitej metodyki przedstawiania wynikow. Wielu autoréw podaje je
w postaci liczby rewertantéw netto (réznica migdzy liczba rewertantéw indukowanych przez
badana probe i powstatych spontanicznie) w przeliczeniu na mas¢ pylu lub objetos¢
powietrza, w ktorej ten pyl znajdowat si¢ w atmosferze. Zakresy dopuszczalnych rewersji
spontanicznych dla poszczegdélnych szczepdéw maja jednak dos¢ znaczne zakresy, np. 30-50 w
przypadku szczepu TA 98 [89]. Wyniki uzyskiwane przez réznych autorow sa wigc
porownywalne tylko pod wzglgdem tendencji.

Dotychczas jedynie Walker i wsp. [162] badali zréznicowanie mutagennosci
pytowych zanieczyszczen atmosfery w srodowisku miejskim stwierdzajac korelacj¢ pomigdzy
mutagennoscia pylow w tescie Amesa a zachorowalnoscia 1 Smiertelnosciag na nowotwory
ptuc u szczuréw. Brakuje danych literaturowych na temat rozmieszczenia w miastach
obszaréw o najwigkszym narazeniu mieszkancéw na mutagenne i kancerogenne dzialanie
pylowych zanieczyszczen atmosfery. Brak tez danych na temat sezonowego 1 przestrzennego
zroznicowania stopnia zagrozenia zdrowotnego zwiagzanego z poszczegolnymi grupami
zwiazkdéw mutagennych, np. nitrowych pochodnych WWA. Sa to elementy nowosci tej pracy.

Rozpieto$¢ sezonowego 1 przestrzennego zrdznicowania mutagennosci pylow
zanieczyszczajacych atmosfere jest znaczna. Objgtosci zanieczyszczonego powietrza
wywotujace efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 bez aktywacji metabolicznej wahaty sig
we Wroclawiu w zakresie 0,25-42,5 m’. Analogiczne objetosci obliczone na podstawie
wynikéw podawanych przez Alink i wsp. [4] dla nieuprzemyslowionego obszaru Holandii

wahaty si¢ w zakresie 2-40 m’.
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Badacze sa zgodni, ze w strefie klimatow umiarkowanych mutagennos$¢ pytu
zawieszonego Ww atmosferze wzrasta zima, maleje latem. Prawidlowos¢ taka poza
Wroctawiem zaobserwowano na nieuprzemystowionych obszarach Holandii [4]
nieuprzemystowionym i uprzemystowionym obszarze Republiki Czeskiej [12], w Duisburgu
w Niemczech [61, 62] oraz w potnocnych Wioszech [131, 133]. Na Gérnym Slasku oraz w
pétnocnych Wiloszech stwierdzono wystgpowanie korelacji pomiedzy temperaturg a
mutagennoscia pylowych zanieczyszczen powietrza. Mutagennos¢ ta jest odwrotnie
proporcjonalna do temperatury [101, 133]. W sezonie zimowym zauwaza si¢ tez wzrost
stezenia WWA, co stwierdzone zostalo m. in. we Wroclawiu i w poblizu zakladow
petrochemicznych na Tajwanie [154]. Przyczyny tego zjawiska moga by¢ nast¢pujace. Latem,
ze wzgledu na wyzsza temperature powietrza czg$¢ zanieczyszczen przechodzi do fazy
gazowej, zima wigksza ich czg$¢ jest zaadsorbowana na pylach. Zima wzrasta emisja
zanieczyszczen pylowych ze wzgledu na sezon grzewczy w wzrost zuzycia paliw w silnikach
samochodowych.

Wyniki badan nad mutagennoscia pylu zawieszonego prowadzone dotychczas we
Wroctawiu i w innych miastach wskazuja na wzrost narazenia mieszkancéw na
genotoksyczne dzialanie zanieczyszczen zaadsorbowanych na pyle zawieszonym zima.
Mozna je ograniczy¢é poprzez redukcje niskiej emisji zastgpujac paleniska domowe
ogrzewaniem gazowym lub energia cieplna wytwarzana przez duzych producentdéw.
Mieszkancy centrum miasta sa bardziej narazeni na genotoksyczne dzialanie zanieczyszczen
zaadsorbowanych na pyle zwieszonym niz osoby zamieszkate na jego peryferiach. Znajduje
to odzwierciedlenie w wynikach pomiaréw zanieczyszczenia atmosfery pytami i
komutagennymi gazami [71]. Tam tez, ze wzgledu na wigksze narazenie Srodowiskowe
nalezaloby koncentrowaé dziatania z =zakresu profilaktyki i wczesnego wykrywania

nowotworow, szczeg6lnie ptuc.
5.1.4. Skutki aktywacji metabolicznej pylu zawieszonego

Aktywacja metaboliczna frakcja S9 prob pytu pobranych we Wroctawiu powodowata
zréznicowane skutki — wzrost lub spadek ich mutagennosci. Podobne rezultaty uzyskali inni
autorzy stosujacy aktywacje metaboliczng frakcja S9 w badaniu mutagennosci pylowych
zanieczyszczen atmosfery testem Amesa. Frakcja ta w zaleznosci od sktadu badanej proby
podwyzszata lub obnizata jej aktywno$¢ mutagenna wobec bakterii uzytych w tescie Amesa

[91, 131]. Obnizanie aktywnosci mutagennej niewielkich dawek ekstraktow zanieczyszczen
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powietrza i jej wzrost w przypadku duzych dawek stwierdzili takze juz wczesniej Walker i

wsp. [162].

5.1.5. Udzial nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pylow

Na znaczaca role nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pylowych
zanieczyszczen atmosfery wskazuja tez wyniki testow Amesa na pytach pobranych w innych
miastach z zastosowaniem szczepdw Salmonella typhimurium o podwyzszonej aktywnosci
nitroreduktazowej i O-acetylotransferazowej [7, 32, 68, 99, 100, 119]. Do tych samych
wnioskéw w odniesieniu do nitrowych pochodnych WWA prowadza badania z lacznym
zastosowaniem szczepu TA 98 oraz szczepu TA 98 NR pozbawionego genu
odpowiedzialnego za syntez¢ nitroreduktazy [123, 130]. Do tej grupy zwiazkéw chemicznych
naleza najbardziej mutagenne ze zwiazkéw chemicznych wyekstrahowanych z pylow
zanieczyszczajacych atmosfere i spalin samochodowych - 3-nitro-7Hbenzo(d,e)antracen-7-on

i 1,8-dinitropiren [37].

5.2. Przydatnos¢ stosowanych biotestow do oceny wlasciwosci mutagennych pylowych

zanieczyszczen atmosfery

5.2.1. Przydatnosé testu Amesa

Wyniki badan biologicznych wskazuja, ze samo tylko st¢zenie pytu w atmosferze nie
odzwierciedla w pelni zagrozenia zdrowotnego powodowanego przez aktywnosé
genotoksyczng zanieczyszczen zaadsorbowanych na pylach. Takze stgzenia w atmosferze
wybranych mutagendéw jak np. 16 WWA z listy EPA czy benzo(a)pirenu pozwala tylko na
przyblizona ocene. Uproszczenie takie stosuje si¢ ze wzglgdu na wysokie koszty i znaczna
pracochtonno$¢ biotestow pozwalajacych na bezposrednia oceng¢ genotoksycznosci.
Metodami analitycznymi mozna jedynie zmierzy¢ stgzenie wybranych zanieczyszczen. Nie
mozna okresli¢ ich rzeczywistej aktywnosci biologicznej. Zwiazki te ulegaja wzajemnym
interakcjom, przemianom chemicznym w atmosferze i biochemicznym w organizmach. Tylko
biotesty pozwalaja na pelna ocen¢ ich lacznej aktywnosci biologicznej wszystkich

zaadsorbowanych na pyle zanieczyszczen.
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Wyniki badan nad mutagennoscia pytowych zanieczyszczen atmosfery przedstawione
w prezentowanej pracy, jak i prowadzone wczesniej we Wroctawiu [1-3, 73] w konfrontacji z
rezultatami badan wielu cytowanych wyzej autoréw pozwalaja rekomendowac test Amesa do
badania mutagennosci pytowych zanieczyszczen atmosfery jako uzupeinienie powszechnie
stosowanych parametréw zanieczyszczenia atmosfery, takich jak stezenie pytu zawieszonego,
stezenia WWA z listy EPA, benzo(a)pirenu oraz metali cigzkich. Pozwoli to na petniejsza
ocene zagrozen zdrowotnych zwigzanych z obecnoscia w atmosferze zanieczyszczen
genotoksycznych. Zaletami metody sa w tym przypadku: powszechnos¢ jej zastosowania,
wrazliwo$¢ na dziatanie mutagendw obecnych w powietrzu, krotki w pordéwnaniu z innymi
biotestami czas oczekiwania na wynik, stosunkowo niska pracochtonnos¢, a co za tym idzie
stosunkowo niewielki koszt. Pracochtonnos¢ ta jest jednak wyzsza od automatycznie
wykonywanych analiz instrumentalnych. Powszechno$¢ zastosowania testu Amesa moze
znacznie utatwi¢ porownywanie wynikow roéznych badaczy 1 przyjecie standardow
mutagennosci podobnych do najwyzszych dopuszczalnych st¢zen. Aby bylo to mozliwe
konieczne jest jednak ujednolicenie niektorych szczegdtéw techniki wykonania testu, a przede
wszystkim metodyki przedstawiania wynikéw, tak by umozliwi¢ ich obiektywne
poréwnywanie. Wydaje si¢, ze zaproponowana Ww prezentowanej pracy metodyka

przedstawiania wynikow najlepiej odpowiada temu wymogowi.

5.2.1.1. Dobér szczepow testowych

Sposrod wielu szczepow Salmonella typhimurium stosowanych w tescie Amesa do
badania potencjalnych wilasciwosci mutagennych pylowych zanieczyszczen powietrza
najczesciej stosowane sg szczepy TA 98 1 TA 100 [1-4, 11, 21, 22, 43, 67, 90, 96, 97, 101,
103, 104, 116, 118, 123, 131, 150, 155, 162, 171, 172]. Szczep TA 98 pozwala na
wykrywanie mutacji zmiany fazy odczytu ("frame-shift"), natomiast szczep TA 100 na
wykrywanie mutacji polegajacych na zmianie par zasad C-G i A-T. W zaleznosci od tego, czy
w pylach zawieszonych w danej okolicy przewazaja mutageny powodujace mutacje zmiany
fazy odczytu, czy zmiany par zasad wrazliwszy okazuje si¢ szczep TA 98 lub TA 100.
Szczepy YG 1021 i YG 1024 otrzymano na przetomie lat 80/90, stad tez liczba ich
dotychczasowych zastosowan jest stosunkowo niewielka. Znalazly one juz jednak pierwsze
aplikacje w badaniu zanieczyszczef atmosfery [7, 32, 68, 99, 119]. Na znaczaca rolg
nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pylowych zanieczyszczen powietrza wskazuja

tez wyniki testow Amesa z tacznym zastosowaniem szczepu TA 98 oraz szczepéw TA 98NR
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[123, 125] 1 TA 98DNP [123] pozbawionymi wrazliwosci na mutagenne dziatanie nitrowych
pochodnych WWA.

Ze wzgledu na znaczacy udzial nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci
zanieczyszczen atmosfery oraz spalin samochodowych Hughes i wsp. [68] zalecaja
stosowanie szczepow o zmienionej aktywnosci nitroreduktazowej do oceny ich wlasciwosci
mutagennych. Pozwalaja one oceni¢ faczny udzial nitroarenéw w mutagennosci pylow.
Analogiczng ocen¢ w odniesieniu do nitrowych, aminowych i hydroksyloaminowych
pochodnych WWA acznie mozna dokona¢ przy uzyciu szczepodw o zmienionej aktywnosci
O-acetylotransferazowej z zastosowaniem aktywacja frakcja S9. Podobna ocena przy uzyciu
metod instrumentalnych, np. GC-MS bytaby bardzo trudna i kosztowna. W mieszaninie wielu
zwigzkéw chemicznych jaka jest ekstrakt pylu zawieszonego sygnaly pochodzace od
poszczegdlnych zwiazkéw chemicznych maskuja si¢ nawzajem. Mozliwosci roéznego
podstawiania grupami nitrowymi i aminowymi poszczegdlnych WWA jest duzo. Wszysfkie te
zwiazki moga znalez¢ si¢ w atmosferze w wyniku proceséw spalania i reakcji zanieczyszczen
w atmosferze. Do ilosciowego okreslenia zawartosci samych tylko nitrowych i aminowych
pochodnych WWA trzeba by zatem uzy¢ wielu wzorcow. Koszt takiej analizy bylby
ogromny. Jak dotad nie udalo si¢ bowiem wytoni¢ reprezentacji tej grupy zanieczyszczen
podobnej do 16 WWA =z listy EPA, ktore powszechnie uwazane sa za reprezentacj¢
wszystkich WWA.

Wyniki uzyskane w trakcie wykonywania badan pozwalaja rekomendowaé szczepy
Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 oraz ich pochodne o zmienionej aktywnosci
nitroreduktazowej i O-acetylotransferazowej do oceny potencjalnych wiasciwosci
mutagennych zanieczyszczen atmosfery. Pierwszym etapem takich badan powinno by¢
ustalenie, czy w badanej okolicy przewazaja mutageny powodujace mutacje zmiany fazy
odczytu na wykrywanie ktorych pozwala szczep TA 98 i jego pochodne, czy zmiany par
zasad, na wykrywanie ktérych pozwala szczep TA 100 i jego pochodne. Pozwoli to na

wlasciwy dobor szczepow testowych.
5.2.2. Przydatnos$¢ testu drozdzowego

W pracy stwierdzono niewrazliwo$¢ drozdzy na mutagenne dzialanie zanieczyszczen
zaadsorbowanych na pyle zawieszonym PM 10 mimo wysokich odpowiedzi pozytywnych w
te$cie Amesa. Dotychczas tylko Rossi i wsp. [131] probowali zastosowaé test drozdzowy do

oceny mutagennych wlasciwosci pylowych zanieczyszczen powietrza. Uzyskali oni wyniki
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zblizone do prezentowanych tutaj. Wigkszos¢ badanych przez nich prob pytu nie wykazywata
aktywnosci mutagennej wobec drozdzy, wykazujac réwnoczesnie wyrazna aktywnos¢
mutagenng wobec Salmonella typhimurium w tescie Amesa. Aktywnos¢ mutagenna wobec
drozdzy wykazywatly jedynie nieliczne proby nieaktywne wobec Salmonella typhimurium w
tescie Amesa. Uzyskane tutaj wyniki i wyniki Rossiego i wsp. [131] z pdinocnych Wloch
wskazuja, ze test drozdzowy moze by¢ stosowany jako komplementarny do testu Amesa w
celu potwierdzania wynikow ujemnych na Salmonella typhimurium. Do potwierdzania
wynikow dodatnich w tescie Amesa nalezaloby stosowac inne testy.

We wezesniejszych badaniach stwierdzono takze niewrazliwos¢ drozdzy na dziatanie
niektérych zwiazkow uwazanych powszechnie za mutagenne, wystgpujacych w badanych
tutaj ekstraktach organicznych pylu zawieszonego: benzo(a)pirenu, benzo(e)pirenu,
benzo(a)antracenu, chryzenu. Bezposredniej aktywnosci mutagennej wobec drozdzy nie
wykazywal takze dym tytoniowy [176]. Test drozdzowy jest z powodzeniem stosowany w
badaniu mutagenezy srodowiskowej, czgsto jako uzupehienie testu Amesa. Przebadano nim
kilkaset zwiazkéw chemicznych podejrzewanych o mutagennos$¢ i kancerogennosé, w tym
wiele pestycydow i lekow.

Przyczyna mniejszej wrazliwosci Saccharomyces cerevisiae w poréwnaniu z
Salmonella  typhimurium moze by¢é wystgpowanie blony jadrowe] u organizmoéow
eukariotycznych jakimi sa drozdze. Blona ta chroni skuteczniej ich materiat genetyczny przed
mutagennym dziataniem ksenobiotykéw. Inna jest tez struktura Sciany komoérkowej, ktéra u
organizmdw eukariotycznych przepuszcza do wngtrza komorki zwiazki o innej budowie.

Dotychczasowe wyniki badan nad mutagennoscia pytu zawieszonego prowadzone we
Wroclawiu i we Wtoszech [131] oraz wyniki badania zwiazkow modelowych wskazuja, ze
test drozdzowy i test Amesa sa wrazliwe na dzialanie innych typéw mutagenow.
Dotychczasowe wyniki wskazuja, ze w atmosferze przewazaja na ogét mutageny, na ktore
wrazliwy jest test Amesa. Rossi i wsp. [131] stwierdzili jednak, ze test drozdzowy daje
odpowiedzi dodatnie wobec prob, ktore byly niemutagenne w tescie Amesa. Test ten moze
by¢ wigc przydatny w badaniu mutagennosci zanieczyszczen atmosfery do potwierdzania

wynikéw ujemnych w tescie Amesa.
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6. WNIOSKI

. Wszystkie badane proby pytu zawieszonego PM 10 pobranego w centrum Wroctawia w
réznych okresach roku (VIII 1997 — VII 1998) oraz proby pytu zawieszonego pobrane w
réznych punktach Wroctawia latem 1998 1 zima 1998/99 byly mutagenne wobec
wszystkich uzytych szczepdw testowych Salmonella typhimurium.

. Uzyskane wyniki pozwalaja rekomendowac test Amesa do oceny mutagennego dziatania
pylowych zanieczyszczen atmosfery. Pozwoli to na pelniejsza oceng zagrozen
zdrowotnych zwiazanych z wystgpowaniem w niej mutagenow zaadsorbowanych na pyle
zawieszonym. Na szczegdlna rekomendacj¢ zastuguja szczepy Salmonella typhimurium
TA 98 i TA 100 oraz ich pochodne o zwigkszonej aktywnosci nitroreduktazowej i O-
acetylotransferazowej. Aby ulatwi¢ poréwnywanie wynikow otrzymywanych przez
réznych badaczy wskazane jest ujednolicenie metodyki przedstawiania wynikow.

. Test drozdzowy okazat si¢ mato wrazliwy na dzialanie mutagenéw obecnych w badanych
ekstraktach pytu zawieszonego, jedna proba data wynik watpliwy, pozostale proby byty
niemutagenne wobec drozdzy.

. Aby zmniejszy¢ ryzyko zachorowan na nowotwory wsrdd najbardziej narazonych na
genotoksyczne dziatanie pytlowych zanieczyszczen powietrza mieszkancow centrum miast
nalezaloby tam skoncentrowa¢ dziatania z zakresu profilaktyki nowotworow.
Ograniczenie niskiej emisji przyczynitoby si¢ do zmniejszenia aktywnosci mutagennej
pylowych zanieczyszczen powietrza zima.

. Aktywacja metaboliczna frakcja S9 w tescie Amesa powodowata wzrost aktywnosci
mutagennej czgsci prob, co $wiadczy o wystgpowaniu w nich promutagenow. Analiza
GC-MS wykazata obecno$¢ w badanych ekstraktach mutagenow posrednich z grupy
WWA. Wyzsza mutagenno$¢ pozostatych prob bez aktywacji metabolicznej niz z
aktywacja wskazuje na wystgpowanie w nich przede wszystkim mutagenéw
bezposrednich.

Szczepy YG 1021 i YG 1024 o podwyzszonej wrazliwosci na mutagenne dziatanie
nitrowych pochodnych WWA okazaty si¢ bardziej wrazliwe na dziatanie mutagenow
zawartych w badanych pylach od szczepu macierzystego TA 98. Swiadczy to o
znaczacym udziale nitroarenéw w mutagennosci pylow. Byt on wigkszy latem niz zima.
Zima byl wigkszy na peryferiach niz w centrum, latem nie wykazywal zwigzku z

odlegtoscia punktu poboru pytu od centrum.
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10.
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12.

Frakcje weglowodoréw alifatycznych pylu pobranego latem i zima byly niemutagenne w
badanym zakresie stezen.

Frakcja weglowodoréw aromatycznych pylu pobranego latem byla niemutagenna w
badanym zakresie st¢zen. Frakcja aromatyczna pylu pobranego zimg byta mutagenna.
Aktywnos¢ genotoksyczna tej frakcji wobec szczepu TA 98 wzrastata pod wplywem
aktywacji metabolicznej.

Frakcje polarne pytu pobranego zimg i latem byly mutagenne. Aktywacja metaboliczna
powodowata wzrost ich aktywnosci mutagennej wobec szczepu TA 98. Wigksza
wrazliwos$¢ szczepow YG 1021 1 YG 1024 w poréwnaniu ze szczepem TA 98 swiadczy o
znaczacym udziale nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci zwigzkéw polarnych
zaadsorbowanych na pyle zwieszonym.

Objetosci zanieczyszczonego powietrza wywotujace efekt mutagenny w tescie Amesa
zalezaly od stezenia pylu i jego mutagennosci. Byly one nizsze zimg niz latem oraz w
centrum miasta niz na jego peryferiach W przypadku szczepu TA 98 bez aktywacji
metabolicznej obj¢tosci te wahaly si¢ w zakresie 4-42,5 m?® latem i 0,25-11,4 m’ zima.
Masy pylu wywolujace efekt mutagenny byly wigksze latem niz zima. Zima byly one
wyzsze na peryferiach miasta niz w jego centrum. Latem byla to cecha lokalna badanych
pytow nie wykazujaca zwigzku z oddaleniem punktu poboru pytu od centrum miasta. W
przypadku szczepu TA 98 bez aktywacji metabolicznej wahaly si¢ one w zakresie 0,15-
1,7 mg latem i 0,025-0,4 mg zima.

Objetos$¢ zanieczyszczonego powietrza wywotujaca efekt mutagenny w tescie Amesa
wykazywata korelacje ze stezeniem w atmosferze zwigzkow organicznych (wspdtczynnik
korelacji -0,6), WWA =z listy EPA (wspotczynnik korelacji -0,5) 1 benzo(a)pirenu
(wspotezynnik korelacji -0,5). Korelacja ze stgzeniem pytu byla mniejsza (wspoétczynnik
korelacji -0,3). Mutagennos¢ zanieczyszczen atmosfery we Wroclawiu nie wykazywata
natomiast korelacji ze stezeniem komutagennych zanieczyszczen gazowych. Ilosé
mutagenéw zaadsorbowanych na pyle zawieszonym jest gldéwnym czynnikiem
decydujacym o mutagenno$ci zanieczyszczen powietrza. Wyniki biotestow lepiej
odzwierciedlaja zagrozenie zdrowotne powodowane przez zaadsorbowane na pyle

mutageny, ktore ulegaja wzajemnym interakcjom, niz wyniki analiz fizykochemicznych.
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8. ZAL.ACZNIKI

8.1. PODLOZA MIKROBIOLOGICZNE I ROZTWORY

Frakcja mikrosomalna watroby szczurzej S9

homogenat watroby

sole MgCl,-KCl

1 M glukozo-6-fosforan

0,1 M NADP

0,2 M bufor fosforanowy pH 7,4
sterylna woda destylowana

Filtrowano filtrem Seizt'a.

Agar odzywczy
Difco Bacto Nutrient Broth
NaCl
agar
woda destylowana

Autoklawowano 20 minut w temperaturze 121°C.

1 M glukozo-6-fosforan

glukozo-6-fosforan
sterylna woda destylowana

Filtrowano filtrem 0,22 mm.

Roztwor soli do frakcji S9

KCl
MgClz 6 HzO
woda destylowana

Autoklawowano 20 minut w temperaturze 121°C.

81

2 cm?

1 em’
0,25 cm’
2 cm’
25 cm’

19,75 cm’

8g
Sg
15¢g
1000 cm’

232 ¢

10 cm®

61,5¢g
40,7 g
do 500 cm®



0,2 M bufor fosforanowy o pH 7,4
0,2 M NaH2PO4 ® HzO
0,2 M NayHPOq4

Autoklawowano 20 minut w temperaturze 121°C.

TOP-agar
agar
NaCl
woda destylowana

Autoklawowano 20 minut w temperaturze 121°C.

0,5 mM roztwér histydyny i biotyny
D-biotyna (m. m. 247,3 g)
L-histydyna (m. m. 191,7 g)
woda destylowana

Autoklawowano 20 minut w temperaturze 121°C.

Podloze minimalne Vogel i Bonnera
agar
glukoza 40%
zatezony roztwor soli Bonnera
woda destylowana

Autoklawowano 20 minut w temperaturze 121°C.

Zatezony roztwor soli Vogel i Bonnera
MgSO, + 7 H,O
jednowodny kwas cytrynowy
K,HPO,
NaHNH4PO, « 4H,0
woda destylowana

Autoklawowano 20 minut w temperaturze 121°C .
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60 cm’

440 ¢cm’

6g
5¢
100 cm®

30,9 mg
24,0 mg
250 cm’

15g
50 cm’®
20 cm®

930 cm®

10¢g
100 g
500 g
175 ¢
670 cm’



ekstrakt drozdzowy
pepton
glukoza

agar

Podloze YPG
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1%
2%
2%
2%



8.2. TABELE

Tab. 1. Charakterystyka prob pylu zawieszonego PM 10

Miesiac liczba filtrow | objetos¢ Masa proby Masa ekstraktu
powietrza [g] [g]
[m]
Sierpien 27 439344 1,7979 0,1895
Wrzesien 22 357984 1,4614 0,1938
Pazdziernik 18 29289.,6 0,9913 0,1856
Listopad 18 29289.6 2,0426 0,4195
Grudzien 21 34171,2 2,2029 0,5789
Styczen 20 325440 2,0727 0,4235
Luty 22 35798.4 1,8394 0,3054
Marzec 25 40680,0 1,8902 0,3198
Kwiecien 23 37425.,6 1,4666 0,1833
Maj 24 39052.8 1,2686 0,1094
Czerwiec 22 35798.,4 0,9927 0,0769
Lipiec 27 439344 1,0301 0,0671

Tab. 2. Charakterystyka prob pylu zawieszonego pobranego latem

nr | Miejsce poboru proby Objetosc Masa pytu [mg] |Masa ekstraktu
powietrza [m3] [mg]
1 |Pl. Grunwaldzki - dni}6700 447,7 8.6
robocze
2 | Pl. Grunwaldzki — dni wolne | 4750 191.,0 10,5
od pracy
3 | Ul Sienkiewicza 5600 4232 25.4
4 | Ul Krowia 3000 109,6 27.6
5 | Ul Mieszczanska 4050 198.,4 11,0
6 | UL Chelmonskiego 3700 221,5 8,6
7 | UL Zwycigska 4200 129,0 13,2
8 | Ul Stablowicka 5800 96,0 10,8
9 | Mokry Dwor 4500 107,7 11,3
10 | Ul. Skarzynskiego 4700 109,8 13,3
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Tab. 3. Charakterystyka prob pylu zawieszonego pobranego zimg

nr | Miejsce poboru proby Objetosé Masa pytu [mg] |Masa ekstraktu
powietrza [m’] [mg]
1 |Pl. Grunwaldzki — dni|3750 258.1 28.3
robocze
2 | Pl. Grunwaldzki — dni wolne | 3150 101,3 33,1
od pracy .
3 | Ul Sienkiewicza 3750 540,9 107,3
4 | UL Krowia 3200 157,0 23,3
5 | Ul Mieszczanska 3750 339,2 87,8
6 | Ul Chelmonskiego 5250 241,6 31,5
7 | UL Zwycigska 3150 1774 32,0
8 | UL Stablowicka 4400 154,1 36,0
9 | Mokry Dwor 3750 184,7 30,0
10 | Ul. Skarzynskiego 3150 104,5 29,2
Tab. 4. Czasy retencji i jony fragmentacyjne WWA
Nazwa zwigzku chemicznego |Czas retencji (1 s) Wybrane charakterystyczne
jony fragmentacyjne
Naftalen 9,35 128
Acenaftalen 13,05 152
Acenaften 13,49 154
Fluoren 14,70 166
Fenantren 16,95 178
Antracen 17,06 178
Fluoranten 19,80 202
Piren 20,31 202
Benzo(a)antracen 23,22 228
Chryzen 23,32 228
Benzo(b)fluoranten 25,66 282
Benzo(k)fluoranten 25,72 252
Benzo(a)piren 26,32 252
Indeno(1,2,3-c,d)piren 28,66 276
Dibenzo(a,h)antracen 28,72 278
Benzo(g,h,i)perylen 29,26 276
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Tab. 5. Wystepowanie WWA z listy EPA w badanych prébach pylu zawieszonego PM 10

zwiazek chemiczny miesiac

VI | IX | X | XI | XID| I Im | |Iv | Vv | VI | VI
fenantren 4 +
antracen + + + +
fluoranten + |+ |+ [+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]+ ]+ ]+ ]+
piren + + [+ |+ |+ ]+ ]+ ]+ ]+
benzo(a)antracen + + +
chryzen + + I T
benzo(k)fluoranten + + + + +
benzo(a)piren + + + + + + + +
benzo(ghi)perylen + + + 5
indeno(1,2,3-cd)piren + + +

Tab. 6. Wystepowanie innych WWA w badanych prébach pylu zawieszonego PM 10

zwiazek chemiczny miesiac

VI IX | X | XI | XII| I I | ar|1v | v | VI| VI
metylopiren + +
benzo(e)piren + - + + +
cyklopochodne pirenu + |+ |+ [+ |+
metylochryzen + + +
benzochryzen +
dibenzochryzen + + + +
benzofluoren + + + + + + +
metylofluoren +
benzofluoranten + + + + +
metyloantracen + + +
metylobenzoantracen + +
benzofenantren + +
cyklopentafenantren +
perylen + + +-
trifenylen + + + + + + +
metylotrifenylen + +
benzoacefenantrylen +
fenynaftlen +
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Tab. 7. Wystegpowanie innych zwigzkéw o budowie pierscieniowej w badanych préobach
pylu zawieszonego PM 10

zwiazek chemiczny miesiac

VI IX | X | XI [ XIT| I m|uajIvy{ v | VI | VI

pochodne pirydyny + | + + + | + + + + | +

pochodne chinoliny + | + + +

etydibenzotiofen + + +

nitrofenole + +

dimetylofenol +

aminoantracenodion + +

+
+
+
+

benzoantracenon + +

naftydioksynoon +

fluorenon +

fenalenon + +

antracenodion + + +

+|+ |+ +

fenindion

nitroimidazol +

aminometyloantracenodion +

antraceamina +

+

akrydina +

benzokarbazol +

pochodna azepiny +

fenetrol +

kotynina

terfenyl

naftalenoanhydryna

|+ |+

antracenokarbonitryl

benzonaftofuran +
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Tab. 8. Zawarto§¢ WWA z listy EPA w 1 g badanych pyléw pobranych latem [pg]

Zwiazek o o <

< < O < Z < Y o

Z o z % = E § % 2 E S é

E8 |E% |2 g S g |5 3 &

o3 |08 |@ < 8 |35 |N 7 g .5

=% |£%7 |8 |5 |88 |88 |3 |2 |¥ |B@
Naftalen 2 27 12 5 12 17 23 10 15
Acenaftalen 0 0 0 0 0 0 16 0 0
Acenaftlen 0 0 0 0 0 0 15 0 0
Fluoren 4 44 22 11 18 28 41 19 28
Fenantren 15 60 79 22 21 39 58 30 21
Antracen 11 6 11 0 4 17 22 0 0
Fluoranten 38 88 160 30 22 57 56 29 53
Piren 25 58 101 25 16 51 47 47 41
Benzo(a)antracen 10 27 43 13 8 36 31 0 15
Chryzen 31 62 152 38 31 86 67 0 51
Benzo(b)fluoranten 18 35 105 261 16 96 54 19 31
Benzo(k)fluoranten 0 37 101 28 15 85 72 21 33
Benzo(a)piren 208 597 329 983 315 185 1013 961 226 379
Dibenzo(a,h)antracen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Benzo(g,h,i)perylen 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Indeno(1,2,3-cd)piren 5 11 28 12 8 ail 140 11 15
Suma 16 WWA 367 1052 513 1797 760 356 1556 1603 412 682
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Tab. 9. Zawartos¢ WWA z listy EPA w 1 g badanych pyléw pobranych zim3a [pg]

Zwiazek

e = g o )

:"§ % '%) o % éﬁ % —é S %

22 |22 | 5 3 |5 |2 3

55 |88 |& |¥ > | £ |& |& |E g

= .2 " =3 — = — = — . S — &

~ ~ - - D = - 0O - E P - @
Naftalen 12 0 5 22 8 12 0 0 0 21
Acenaftalen 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acenaftlen 17 94 15 22 23 13 0 169 0 54
Fluoren 29 67 19 39 19 25 12 128 63
Fenantren 191 799 303 155 355 139 80 201 107 569
Antracen 25 94 58 31 103 27 18 37 28 116
Fluoranten 363 166 740 312 1080 242 190 270 29 1079
Piren 335 1331 696 303 965 222 166 218 246 827
Benzo(a)antracen 247 584 376 246 561 209 136 121 127 495
Chryzen 298 675 403 317 545 243 165 199 143 591
Benzo(b)fluoranten 205 401 258 219 349 172 114 133 67 336
Benzo(k)fluoranten 240 450 293 265 399 207 127 141 73 379
Benzo(a)piren 3551 6627 4915 3784 6727 3079 1604 1805 1015 5285
Dibenzo(a,h)antracen 16 30 20 0 37 14 0 0 0 27
Benzo(g,h,i)perylen 0 0 11 0 18 0 0 0 0 14
Indeno(1,2,3-cd)piren 36 65 38 44 60 35 15 21 12 112
Suma 16 WWA 5565| 11383 8150 5759 | 11249 4639 2627 3788 1847 9968
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Tab. 10. Stezenie w atmosferze WWA z listy EPA zaadsorbowanych na p

lach pobranych latem [ng/m3]

Zwiazek chemiczny

- - g

é S E RS- S g” 7 % 5 $

s2 |82 |& 8 g = |2 2 2 =

g < g9 = z N S Q 2 A @

i |EE |8 |8 S : |2 |E 2 13

SE |CEZZ . g Y |2 |3 . §

1 |~ 1 &b 5 55 |BU |DB E p= 5%
Naftalen 0.1 1,1 0,4 0,4 0,2 0,7 0,5 0,4 0,2 0,3
Acenaftalen 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0
Acenaften 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0
Fluoren 0,3 1,8 0,3 0,8 0,5 1,1 0,9 0,7 04 0.6
Fenantren 1,0 2.4 1.4 2.9 1,1 1.2 1,2 1,0 0,6 0.4
Antracen 0,7 0,3 0,2 0,4 0,0 0,2 0,5 0,4 0,0 0,0
Fluoranten 2,6 3.5 0,2 5.9 1,5 1,3 1,7 0,9 0,6 1,1
Piren 1,7 2,3 2,0 3,7 1,2 1,0 1,6 0,8 0,9 0,8
Benzo(a)antracen 0,7 1,1 1,1 1,6 0,6 0,5 1,1 0,5 0,0 0,3
Chryzen 2.1 2.5 3,6 5,6 1,9 1,9 2,6 1,1 0,0 1,0
Benzo(b)fluoranten 12 1,4 2,0 3,8 12,8 1,0 3,0 0,9 0,4 0,6
Benzo(k)fluoranten 0,0 1,5 2.2 3.7 1,4 0.9 2,6 1,2 0,4 0,7
Benzo(a)piren 13,9 24,0 24.9 359 15,5 11,1 31,1 15,9 4.5 7,6
Dibenzo(a,h)antracen 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Benzo(g,h,i)perylen 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Indeno(1,2,3-cd)piren 0,4 0,5 0,5 1,0 0,6 0,5 1,0 2,3 0.2 0,3
Suma 16 WWA 24.6 42,3 38.8 65,7 37,2 21,3 47,8 26,5 8,3 13,6
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Tab. 11. Stezenie w atmosferze WWA z listy EPA zaadsorbowanych na p

lach pobranych zimg [ng/m3]

Zwiazek chemiczny

- i g

S |37 |2 b 2 |3 £ 5 S

g 2 =8 |2 8 £ 35 |- z 5 it

o —8 o O 'é -3 N g g = ) N

22 g2 |5 & S| 2| |8 g 5

°F |958|% | |Lf |sE S 17 |2 |al

ol =] alD = 5= 50 = E b= S
Naftalen 0,8 0,0 0,8 1,1 0,7 0,5 0,0 0,0 0,0 0,6
Acenaftalen 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Acenaften 1,2 3,0 2,1 1,1 2,1 0,6 0,0 3,7 0,0 1,6
Fluoren 1,9 2,2 2.7 1,9 1,7 1,2 0,7 2,8 0,0 1,8
Fenantren 13,1 25,7 43,8 7,6 32.1 6.4 4.6 4.4 5,2 16,5
Antracen 1,7 3,0 8,3 1,5 9.3 1,2 1,0 0,8 1.4 34
Fluoranten 25,0 51,6 106,8 15,3 97,7 11,1 10,8 5,9 1,4 31,2
Piren 23,0 42.8 100.,4 14,9 87,3 10,2 9,4 4.8 12,1 25,2
Benzo(a)antracen 17,0 18,8 54,3 12,1 50,7 9,6 7,7 2,7 6,2 14,3
Chryzen 20,5 21,7 58,1 15,5 49,3 11,2 9,4 4.4 7,0 17,1
Benzo(b)fluoranten 14,1 12,9 37,1 10,7 31,6 7.9 6.5 2,9 1,3 9,7
Benzo(k)fluoranten 16,5 14,5 78,2 13,0 36,1 9.5 7,2 3,1 3,6 11,0
Benzo(a)piren 2444 213,1 709,0 185,6| 608.,5 141,7 91,1 39,7 50,0 152,9
Dibenzo(a,h)antracen 1,1 1,0 2,9 0,0 3.3 0,7 0,0 0,0 0,0 0,8
Benzo(g,h,i)perylen 0,0 0,0 1,6 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4
Indeno(1,2,3-cd)piren 2,5 2,1 5,6 2.2 5.4 1,6 0,8 0,5 0,6 3,2
Suma 16 WWA 382.8| 4124 1211,6| 282,5| 1017,3| 213,5 149,1 75,8 88,9 289,6
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Tab. 12. Inne WWA zaadsorbowane na pylach pobranych latem

Zwiazek chemiczny . . g

= = o <
e Q < o
S8 (2° |3 2 g |2 e 5 oy
< O s 2 Q < R 4 v 2z = s,
g 2 z = iy, g < k2 RS} o -
§ O g8 Fqé) S o 2 g = ~ 3
A, o— N < i

. . — — — — = — . —
= SRR RS - D2 |RPD |D = = SR

metylofluoren +

benzofenon + + +

tetrametofenyletylen +

propenyloksybenzen

dimetylsilafluoren

Tab. 13. Inne zwigzki pierScieniowe zaadsorbowane na pylach pobranych latem

Zwiazek chemiczny . - 3
o <
Sg 3% |z £ g |2 3 5 S
g2 g8 |2 8 §2 < | @ z 5 g
g = =) - z N ‘5 4 S ) 2
2 & z 3 S g 9 g g = > >
Sz |Og @ v 2 £ IS % 2 >
g g 3| 5 . .9 9 4 S S

— — — —_— —_— y— — - — ~
=1 A als o P= |[PU | B = = SR

Pochodne benzaldehydu

pochodne fenolu + + + + +

tetrametylobifenyl +

fenoksyetanol

Aminy aromatyczne +

Pochodne furanu +




Tab. 14. Inne WWA zaadsorbowane na pylach pobranych zima

Zwiazek chemiczny o - 3
<

5 3 Sg |8 8 & = |2 2 5 i
g2 ) = 3 3 g 3 2 A 2
E2 |22 |28 g S 2 |5 3 & I3
Sz |Sgzlz |2 |8 |.% |N |& |2 5
=7 |[£7&3 |8 |88 |55 |B |3 = |5%

benzofluoren 4 + + +

metylofluoren

Trifenylen ¥ + + +

metyloantracen i + +

metylobenzo(a)antracen

metylofenantren + +

fenylonaftalen +

fenylonaften +

metylochryzen =+

metylopiren -+ +

benzo(e)piren + g

benzo(g,h,i1) fluoranten +

pochodne fenylu +




Tab. 15. Inne zwigzki pierscieniowe zaadsorbowane na pylach pobranych zimg

Zwiazek chemiczny '_ﬂ ._q 3
=
<SS O D) LY .-
2 8 23 |0 2 g g g S <)
Sz |Szgle ¥ | 3| E |8 |8 |§ L%
=7 |£7&3 |B 55 |55 |5 3 = S @
Pochodne pirydyny + + + +
Pochodne chinoliny + +
Alifatyczne pochodne fenolu + + + + + + +
Nitrofenole & &
fluorenon +
antracenodion + 4
fenalenon +
benzoantracenon +
Nitroareny + + +
Aminoareny + +
Pochodne furanu =+ + T+ +
Dibenzofuramina
Pochodne benzoaldehydu 3 +
Bifenyl-ol +
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Tab. 16. Wspoélczynniki mutagennosci MR pylu pobranego w sierpniu 1997

dawka -S9 +S9

[mg] TA 98 YG 1021 YG 1024 JTA 98 YG 1021 YG 1024
0,1 1,0 3.1 3,6 1,3 23 12

0,2 1,8 5,5 6,5 1,4 3.2 15

0,4 253 10,2 7,6 1,5 5,8 2,5

0,8 3,0 17,7 16,6 2,2 10,0 8,6

1,6 4,6 29,0 23,3 4.4 60,6 51,0

3,2 5,5 15,6 20,4 5,6 40,1 50,5

Tab. 17. Wspélczynniki mutagenno$ci MR pylu pobranego we wrzesniu 1997

dawka -S9 +S9

[mg] TA 98 YG 1021 YG 1024 TA 98 YG 1021 YG 1024
0,1 1,4 6,3 4.6 1,0 3,5 2,2

0,2 2.3 13,7 7.8 2,4 7,7 3,9

0,4 3,0 30,5 15,7 2,8 11,5 8,3

0,8 4,7 40,1 24,7 5,0 44,1 20,1

1,6 6,9 64,6 36,8 10,4 80,9 28.8

3,2 7,5 51,5 37,0 9,6 63,4 26,2

Tab. 18. Wspélezynniki mutagennosci MR pylu pobranego w pazdzierniku 1997

dawka -S9 +S9

[mg] TA 98 YG 1021 YG 1024 TA 98 YG 1021 YG 1024
0,1 1,6 6,4 5,2 1,1 2,7 1,7

0,2 2,1 12,7 6,4 1,4 6,1 52

0,4 2,8 18,6 7,1 2,9 15,4 11,1

0,8 4,4 23,8 16,2 3,7 19.4 18,2

1,6 6,2 55,6 23,2 54 100,6 29,0

3,2 7,0 52,4 22,4 6,5 80,4 24,7

Tab. 19. Wspélezynniki mutagennosci MR pylu pobranego w listopadzie 1997

dawka -S9 +S9

[mg] TA 98 YG 1021 YG 1024 TA 98 YG 1021 YG 1024
0,1 1,9 9,3 3.9 2.8 10,9 7,9

0,2 33 16,2 6,6 4,1 24.9 10,0

0,4 5,1 22,0 9,2 5,5 37,3 12,7

0,8 6,4 37,2 18,5 8,0 92,1 20,3

1,6 6,9 54,0 27,8 14,0 151,5 30,3

3,2 8,2 56,9 26,4 15,7 83,6 26,1
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Tab. 20. Wspolczynniki mutagennosci MR pylu pobranego w grudniu 1997

dawka -S9 +S9

[mg] TA 98 YG 1021 YG 1024 TA 98 YG 1021 YG 1024
0,1 2,2 7,0 7,7 4.8 15,7 7.5

0,2 3,9 12,3 12,4 6,0 41,7 15,8

0,4 7,9 18,3 24,1 9,6 75,3 28,3

0,8 9,5 26,0 42,0 13,7 89,3 50,8

1,6 13.5 33,4 58,1 16,0 89,1 57,3

Tab. 21. Wspélczynniki mutagennosci MR pylu pobranego w styczniu 1998

dawka -S9 +S9

[mg] TA 98 YG 1021 YG 1024 TA 98 YG 1021 YG 1024
0,1 1.9 8.3 3,5 1,8 9,5 4,0

0,2 2.8 8.9 5,0 2,7 11,5 7.3

0,4 4,2 13,8 7.8 5.1 23,6 15,3

0,8 5,1 22,2 15,4 6,0 43,9 20,5

1,6 9,5 38,1 17,1 6,8 55,7 40,8

Tab. 22. Wspolczynniki mutagennosci MR pylu pobranego w lutym 1998

dawka -S9 +S9

[mg] TA 98 YG 1021 YG 1024 | TA 98 YG 1021 YG 1024
0,1 1,9 8.9 3,3 2,1 8,2 3,2

0,2 2,6 10,2 5,6 2,8 15,2 13,3

0,4 3,7 23,5 8.0 4,4 33,3 19,5

0,8 6,0 43,9 15,9 6,7 72,7 32,6

1,6 8.4 51,4 40,9 14,3 115,1 42,7
Tab. 23. Wspélczynniki mutagennosci MR pylu pobranego w marcu 1998

dawka -S9 +S9

[mg] TA 98 YG 1021 YG 1024 |TA 98 YG 1021 YG 1024
0,1 1,3 5,3 3,5 15 1,5 1,1

0.2 1.4 6,5 4,8 1.9 2,3 1,5

0.4 2,6 10,8 8.8 2,1 6,0 2,3

0,8 4,2 21.9 12,8 2,6 10,3 54

1,6 4,6 39,5 18,2 8,5 25,7 16,8

96




Tab. 24. Wspélezynniki mutagennosci MR pylu pobranego we kwietniu 1998

dawka -S9 +S9

[mg] TA 98 YG 1021 YG 1024 TA 98 YG 1021 YG 1024
0,1 1,3 5,3 3,5 1,5 1,5 1,1

0,2 1,4 6,5 4,8 1,9 2,3 1,5

0,4 2,6 10,8 8.8 2,1 6,0 2.3

0,8 4,2 21,9 12,8 2,6 10,3 5,4

1,6 4,6 39,5 18,2 8.5 25,7 16,8

Tab. 25. Wspélczynniki mutagennosci MR pylu pobranego w maju 1998

dawka -S9 +S9

[mg] TA 98 YG 1021 YG 1024 TA 98 YG 1021 YG 1024
0,1 1,3 5,3 3,5 1,5 1,5 1,1

0,2 1,4 6,5 4.8 1,9 2,3 1,5

0,4 2,6 10,8 8,8 2,1 6,0 2,3

0,8 4,2 21,9 12,8 2,6 10,3 5,4

1,6 4.6 39,5 18,2 8.5 25,7 16,8

Tab. 26. Wspoélezynniki mutagennosci MR pylu pobranego w czerwcu 1998

dawka -S9 +59

[mg] TA 98 YG 1021 YG 1024 |TA 98 YG 1021 YG 1024
0,1 1,1 4,6 3,0 1,3 1,0 1,0

0,2 1,8 3,3 8,1 1,4 2,0 1,2

0,4 2,0 15,9 13,5 1,7 3.4 2.0

0,8 2,6 17,9 24,4 24 6,2 4,1

1,6 4,2 28,3 35,4 5,6 19,1 8,2

Tab. 27. Wspélezynniki mutagennosci MR pylu pobranego w lipcu 1998

dawka -S9 +S9

[mg] TA 98 YG 1021 YG 1024 |TA 98 YG 1021 YG 1024
0,1 1,3 3,9 4,8 1,2 1,0 1,0

0,2 1,7 3,3 9,3 1,3 1,5 1,2

0.4 2,0 10,0 12.9 1,7 2.7 1.6

0,8 2.7 16,6 20,2 2,2 5,6 4,4

1,6 3,7 29,2 35.2 5.3 LL7 8.2
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Tab. 28. Wspolczynniki mutagenno$ci MR pylu pobranego latem

dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 —S9
0,1 1.2 0,9 1,7/2,0 2,2

0,2 1,4 0,9 2,4 2,6

0,4 1,7 1,2 2,8 3,2

0,8 2,1 1,9 4,5 3,6

1,6 2,8 2,7 ST 3.9

Tab. 29. Wspélczynniki mutagennosci MR pylu pobranego zimg

dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 —S9 YG 1024 -S9
0,1 1,1 2,1 2,3 5,0

0,2 1,4 2,5 4,0 5,3

0,4 2,5 4,3 4,4 7,5

0,8 3,8 5,1 7,0 e

1,6 4,8 6,3 9,1 10,3

Tab. 30. Wspolc

nniki mutagennosci MR frakcji alifatycznej pylu pobranego latem

dawka pytu [mg] | TA 98 -89 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 | YG 1024 —S9
0,1 0,9 1,0 1,0 1,0
0,2 1,0 0,9 0,9 0.9
0,4 1,1 0,9 1,0 1,0
0.8 1,0 1,0 1,0 0,9
1,6 1.2 1,2 1,0 1,0
32 1,0 1,1 0.8 0.7

Tab. 31. Wspélezynniki mutagennosci MR frakcji alifatycznej pylu pobranego zima

dawka pyhu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +89 YG 1021 -89 | YG 1024 -89
0,1 1,0 1,0 1,0 1,0
0,2 0,9 1,2 1,2 1,1
0,4 1,1 1,3 1,0 1,1
0,8 0,9 1,0 1,0 0,9
1,6 1,0 1,1 1,0 1,0
3.2 13 1,1 0,9 1,0

Tab. 32. Wspélezynniki mutagennosci MR frakcji aromatycznej pylu pobranego latem

dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG1021-89 | YG 1024 —S9
0,1 1,0 0,9 1,0 0,9
0,2 1,0 1,3 1,0 0,9
0,4 1,0 1,5 1,0 13
0,8 1,2 1,5 1,0 1,0
1,6 1,1 1,2 1,0 1,1
3.2 1,1 1,2 0,9 1,0
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Tab. 33. Wspélczynniki mutagennosci MR frakcji aromatycznej pylu pobranego zimg

dawka pyhu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 —-S9 YG 1024 -S9
0,1 1,1 1,1 1,4 1,7

0,2 1,3 1,2 2,6 1,9

0,4 1.3 2,0 3,7 2,5

0,8 1,7 4,1 4,2 4,0

1,6 1,6 7,5 7,2 5,8

3,2 4,1 nie badano nie badano nie badano

Tab. 34. Wspélezynniki mutagennosci MR frakeji polarnej pylu pobranego latem

dawka pylu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 -S9
0,1 1,0 1,0 2,2 2,2
0,2 L2 I3 3.2 3,0
0,4 1,3 1,4 4,1 3.8
0,8 1,7 17 4,9 5,7
1,6 3,5 2,6 5,9 6,6

Tab. 35. Wspolezynniki mutagennosci MR frakeji polarnej pylu pobranego zima

dawka pylu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 -S9
0,1 1,5 1,2 3,7 4.4

0,2 1,7 2,5 4,5 5.8

0,4 1,9 4,2 6,5 8,7

0,8 3,0 9,2 11,5 10,9

1,6 5,7 6,0 12,1 13,5

Tab. 36. Wspélezynniki mutagennosci MR subfrakcji 3 pylu pobranego latem

Dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +59 YG 1021 -S9 YG 1024 -S9
0,1 1,0 1,1 1,8 3,6
0,2 1,0 1,0 8.5 4,1
0,4 1,4 1.2 11,3 357
0,8 1,5 1,6 12,0 6,1
1,6 1,6 2.2 4,6 6.4
3,2 1,7 2,4 2,7 3.8

Tab. 37. Wspolczynniki mutagennosci MR subfrakeji 3 pylu pobranego zima

Dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 —S9
0,1 1,8 1,4 8.4 4,7

0,2 3,1 3,1 11,7 8,5

0,4 4,7 4,7 18,8 10,9

0,8 6,6 7,0 20,3 16,7

1,6 7.4 7,5 14,3 23,9

3,2 5,8 5,6 10,7 7,3
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Tab. 38. Wspole

nniki mutagennosci MR subfrakcji 4 pylu pobranego latem

Dawka pytu [mg] | TA 98 -89 TA 98 +89 YG 1021 -89 | YG 1024 -S89
0,1 1,0 1,2 2.9 1,0
0,2 1,2 1,0 2,3 1,0
04 1,5 1,0 24 1,4
0,8 1.8 1,0 3,2 1,5
1,6 1.6 1,5 6.8 2,0
3.2 1.9 1.8 43 2,6

Tab. 39. Wspélc

nniki mutagenno$ci MR subfrakcji 4 pylu pobranego zima

Dawka pylu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 —S9 YG 1024 —S9
0,1 1,1 1,0 1,0 1,0
0,2 1,0 1,3 1,1 1,0
0,4 1,3 1,0 1,6 1,0
0,8 1,4 1,5 1,7 1,0
1,6 1.4 1.4 2.2 1,1
3.2 1,4 1,3 3,5 1,5

Tab. 40. Wspoélc

nniki mutagennos$ci MR subfrakcji S pylu pobranego latem

Dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 —S9 YG 1024 -S9
0,1 1,0 1,1 1,0 1,3
0,2 [0 1,0 0,9 1,1
0,4 1,1 1.1 1.2 1,1
0,8 1,3 1,0 0,9 1,1
1,6 1,4 1,0 1,7 1,1
3.2 1,7 1,1 2,8 1,8

Tab. 41. Wspole

nniki mutagennos$ci MR subfrakcji 5 pylu pobranego zima

Dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 —S9
0,1 1,1 1,1 Il 1,0
0,2 1,2 1,1 0,9 1,0
0,4 1,3 12 1,1 1,0
0,8 1,5 1,0 1,1 2,0
1,6 1,7 1,2 1.7 2,2
3,2 2,0 1,3 2,0 25

Tab. 42. Wspolc

nniki mutagennosci MR subfrakcji 6 pylu pobranego latem

Dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 -S9
0,1 0,9 1,0 0,9 1,0
0,2 1,1 151 1,0 1,0
0,4 1,0 1,0 1,4 1,0
0,8 14 11 1,3 1,5
1,6 1,5 1,6 I3 2,9
3,2 1,2 1,8/1,2 3,2 1,8
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Tab. 43. Wspoélc

nniki mutagenno$ci MR subfrakcji 6 pylu pobranego zima

Dawka pytu [mg] [ TA 98 -89 TA 98 +S9 YG 1021 -89 | YG 1024 —S9
0,1 1,4 1,1 1,0 1,1
0,2 15 1,0 1,0 1,1
04 1.8 1,2 1,9 1,2
0,8 2,0 1,5 2,5 1,0
1,6 2.7 1.6 3,6 1.6
3,2 2,1 1,5 2,6 3,0

Tab. 44. Wspolc

nniki mutagennos$ci MR subfrakcji 7 pylu pobranego latem

Dawka pytlu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +89 YG 1021 -S9 YG 1024 -S9
0,1 1,0 1,0 1,3 1,0
0.2 1,0 1,0 1,1 1,0
0,4 1,0 1l 1,3 1,1
0,8 1,0 1,0 1,3 1,1
1,6 1,0 1.1 15 1,0
3,2 1,0 1,0 2,5 k2

Tab. 45. Wspole

nniki mutagennos$ci MR subfrakeji 7 pylu pobranego zima

Dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 —S9 YG 1024 -S9
0,1 1,0 1,0 1,0 1,0
0,2 1,3 1.2 1.4 1,0
0,4 1,0 1,1 1,0 L1
0,8 1,0 1,1 1,0 1,1
1,6 1,0 1,0 1,0
3.2 1,0 1,2 1,5 1,2

Tab. 46. Wspoélc

nniki mutagenno$ci MR subfrakeji 8 pylu pobranego latem

Dawka pylu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +89 YG 1021 —S9 YG 1024 -S9
0,1 1,0 1,2 1,0 1,1
0,2 1,3 1,0 1,0 1,0
0,4 1,0 1,0 0,9 0,9
0,8 1,0 1,2 1,1 1,0
1,6 1,0 1,0 1.5 1,0
3,2 1,0 1,3 2.1 1.0

Tab. 47. Wspélcz

nniki mutagennosci MR subfrakeji 8 pylu pobranego zima

Dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -89 | YG 1024 -S9
0,1 1,0 1,1 0,9 1,0
0,2 1,0 1,1 1,0 1,0
0,4 1,1 13 1,1 1,0
0.8 1,0 1,1 1,0 1,0
1,6 1,2 1,1 1,1 1,0
3,2 1,0 1,1 1,0 1,0
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Tab. 48. Wspoélczynniki mutagennosci MR subfrakeji 9 pylu pobranego latem

Dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 —S9
0,1 1,1 1,1 1,4 1,0
0,2 1,1 1,0 0,9 1,0
0,4 1.2 1,1 1,0 0,9
0,8 1,3 1,0 1,1 L.l
1,6 1,0 1,2 1,2 1,1
3,2 1,0 1,2 1,7 0,6

Tab.49. Wspoélczynniki mutagennosci MR subfrakeji 9 pylu pobranego zima

Dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 —S9 YG 1024 -S9
0,1 1,0 1,0 12 1,2
0,2 1,4 1,1 1,2 1,1
0,4 1,0 1,0 1,2 1,2
0,8 1.2 1,1 0,9 1,2
1,6 1,0 1,3 1.1 1.2
3,2 1,3 1,3 1,8 1,2
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Tab. 50. Wspélczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego latem przy PL

Grunwaldzkim w dni robocze

dawka pylu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 -S9
0,1 0,9 1,3 1,8 3,8

0,2 1,3 1,1 2,0 5,4

0,4 1,4 1,1 2,9 9,1

0,8 1,7 1,2 5,9 12,4

1,6 2.2 1,9 9,3 252

32 2.4 3,3 nie badano nie badano

Tab. 51. Wspélczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego latem przy PL
Grunwaldzkim w dni wolne od pracy

dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 -S9
0,1 1,0 1,1 2,6 3,3

0,2 1,0 1,3 2,9 4,1

0,4 1,0 1,4 4.8 10,0

0,8 1,6 2,1 7.4 14,2

1,6 1,9 2,3 14,2 16,6

3,2 2.3 3,9 nie badano nie badano

Tab. 52. Wspélczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego latem przy ul

Sienkiewicza

dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 —-S9
0,1 1,0 1,1 3.3 4,3

0,2 1,3 1,1 4,5 7,6

0,4 1,6 1,1 9,5 14,1

0,8 2,7 1.5 16,1 21,8

1,6 4,6 2,8 30,1 42,9

Tab. 53. Wspolczynniki mutagennosci MR proby pylu pobranego latem przy ul. Krowiej
dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 —S9
0,1 1,3 1.4 7,6 17,0

0,2 2,8 1,9 13,6 22,0

0.4 4,0 2,6 34,5 36,0

0,8 6,7 4,0 62,6 54,8

1,6 9,0 10,0 97,8 1149

Tab. 54. Wspolczynniki mutagennosci MR proby pylu pobranego latem przy ul.

Mieszczanskiej

dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 -S9
0,1 1,1 1,2 2,1 4,2

0,2 1,1 1,1 4,3 8.5

0,4 1,4 1,5 6,4 14,9

0,8 2,3 2,0 13,2 24,1

1,6 %) 2,2 20,4 29,1
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Tab. 55. Wspolczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego latem przy ul.

Chelmonskiego

dawka pytlu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 -S9
0,1 1,0 1,1 2,0 2,8

0,2 1,0 1,0 2,8 3,3

0,4 12 1,1 4.1 12,8

0,8 1.4 1,0 7,7 16,7

1,6 2.3 1,4 11,2 20,9

3,2 2.8 2.3 nie badano nie badano

Tab. 56. Wspolczynniki mutagenno$ci MR préby pylu pobranego latem przy ul.

Zwycieskiej

Dawka pylu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 —S9
0,1 1,3 1,0 1,4 8,7

0,2 1,5 1,1 4,2 18,7

0,4 2,1 1,2 351 29,6

0,8 2,6 1,3 13,2 413

1,6 3,0 2,4 30,8 84,1

Tab. 57. Wspoélczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego latem przy ul

Stablowickiej

Dawka pylu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 —S9
0,1 1,3 1,0 1.4 4,9

0,2 i 1,1 4,2 7,6

0,4 2,1 1.2 Sl 11,7

0,8 2,6 1,3 13,2 21,7

1,6 3,0 2,4 30,8 37,0

Tab. 58. Wspolczynniki mutagennosci MR proby

Zakladu Uzdatniania Wody ,,Mokry Dwor”

pylu pobranego latem na terenie

Dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 —-S9
0,1 1,3 1,2 1,8 2,9

0,2 1,2 1,1 2,4 5,6

0,4 1,3 1,4 5,0 10,6

0,8 2,0 1,7 8,8 15,2

1,6 3,0 1,9 14,9 23,3

3,2 4,8 3,3 nie badano nie badano

Tab. 59. Wspolczynniki mutagennosci MR proby pylu pobranego latem przy ul.

Skarzynskiego

dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 -S9
0,1 0,9 1,2 3,0 3,0

0,2 1,5 1,6 4,3 8.6

0,4 1,8 2,0 8.9 19,3

0,8 2,6 2,4 17,0 22,7

1,6 3,1 2,6 26,9 39,0
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Tab. 60. Wspolczynniki mutagennosci MR proby pylu pobranego zima przy Pl
Grunwaldzkim w dni robocze

dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 —S9
0,1 22 1,4 8.4 16,0

0,2 2,7 1,6 12,1 28,3

0,4 4,0 3,4 14,5 67,4

0,8 5.4 6,7 16,7 94,0

1,6 152 10,8 18,2 127,3

Tab. 61. Wspolczynniki mutagennosci MR proby pylu pobranego zima przy Pl
Grunwaldzkim w dni wolne od pracy

dawka pyhu [mg] [TA 98 -S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 | YG 1024 —S9
0,1 2,4 2,0 16,7 18,3
0,2 3,9 3,9 25,4 44.9
0,4 6,4 42 38,9 58,9
0,8 7.5 9,0 69,3 80,9
1,6 9,0 10,8 79.8 95,5

Tab. 62. Wspolczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego zima przy ul
Sienkiewicza

dawka pytu [mg] J TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 —S9 YG 1024 -S9
0,1 2,7 2,1 17,9 40,8

0,2 4,0 4,6 28,3 52,9

0,4 8,0 5,7 38,2 56,7

0,8 10,1 12,3 89,2 82,2

1,6 13,6 14,1 146,8 92,0

Tab. 63. Wspélczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego zimg przy ul. Krowiej
dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 —S9 YG 1024 -S9
0,1 3,5 2,3 6,4 14,8

0,2 5,8 2,6 7,8 32,6

0,4 8,2 3,6 8.8 43,0

0,8 12,2 6,0 17,2 70,8

1,6 21,1 10,6 22,1 82,2

Tab. 64. Wspolczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego zima przy ul
Mieszczanskiej

dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 —S9 YG 1024 —S9
0,1 4,8 3,1 10,7 14,0
0,2 8,3 4,3 20,4 26,7
0,4 9,9 7.8 39,1 38,0
0,8 14,1 12,5 69,1 64,1
1,6 17,8 13,7 104,5 77,4
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Tab. 65. Wspolczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego zimg przy ul.

Chelmonskiego

dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 -S9
0,1 3,6 1,5 3.8 13,2

0,2 54 1,9 4,8 32,0

0,4 8.8 3.9 9,8 S1,2

0,8 13,4 6,3 14,9 57,0

1,6 17,4 8.3 97,7 64,7

Tab. 66. Wspélczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego zima przy ul.

Zwycieskiej

dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 —S9
0,1 1,6 1,5 6,8 10,8

0,2 1,8 2,1 11,3 25,8

0,4 2.9 3,0 21,2 33,5

0,8 4,4 5,6 27,5 47,1

1,6 6,3 9,3 62,3 82,8

Tab. 67. Wspoélczynniki mutagenno$ci MR préby pylu pobranego zimg przy ul.

Stablowickiej

dawka pytu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 -S9 YG 1024 -S9
0,1 1,1 1.4 6,3 10,9

0,2 1,7 1,8 10,6 18,5

0,4 2,0 3,2 15,6 35,9

0,8 3,1 9.2 28,5 48,2

1,6 5,8 17,6 37,3 64,5

Tab. 68. Wspoélczynniki mutagennosci MR préby

Zakladu Uzdatniania Wody ,,Mokry Dwér”

pylu pobranego

zimg na terenie

dawka pyhu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021-89 | YG 1024 -S9
0,1 2,0 2,4 5,0 22,8

0.2 3,6 4.4 5,6 34,2

0,4 5,1 7.7 9,9 59,6

0,8 8,0 10,6 15,0 86.9

1,6 0.4 17.4 19,0 130,3

Tab. 69. Wspolczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego zimg przy ul.

Skarzynskiego

dawka pylu [mg] | TA 98 —S9 TA 98 +S9 YG 1021 —S9 YG 1024 -S9
0,1 2,5 2,6 11,5 34,9

0,2 347 5,0 24,9 38,7

0,4 5,1 6.4 47,7 61,5

0,8 8,0 7,9 82,8 75,1

1,6 9,8 17,7 116,1 92.9
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Tab. 70. Wspélczynniki mutagennosci MR pylu zawieszonego PM 10 pobranego w
centrum Wroclawia w tescie drozdzowym

miesiac wspolczynniki mutagennosci MR dla réznych dawek pytu [mg]
0,4 0,8 1,6 3,2
wrzesien 1,3 1,0 0,9 1,1
pazdziernik 0,9 1,1 1,2 L7
listopad 1,5 1,9 1,4 1.6
styczen 1,2 1,0 0,8 0,7
luty 0,9 0,9 0,8 0,8
marzec 12 1.2 1,6 1,0
kwiecien 1,9 1,7 1,6 1,6
maj 1,8 1,9 1,8 1.5
czerwiec 1,5 1,4 1,5 1,8
lipiec 2,0 1.5 1,2 2,0
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stezenie pytu zawieszonego PM 10 [ug/m3]

Vil IX X Xl Xi | I ]} v Vv

miesiac

Ryec. 4. Sezonowa zmienno$¢ st¢zenia pytu zawieszonego PM 10 w atmosferze w centrum Wroctawia [ug/m3 ]
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udzial zwigzkéw organicznych w pyle zawieszonym PM 10
[%]

SO N N NN NN N NN
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Ryc. 5. Sezonowa zmienno$¢ udziahu zwiazkéw organicznych w pyle zawieszonym PM 10 w centrum Wroctawia [%]
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stezenie w atmosferze zwiazkéw organicznych [ug/m3]

Vi IX X Xl Xi I ] [} v \" VI Vi
miesiac

Ryc. 6. Sezonowa zmienno$¢ stezenia w atmosferze zwiazkéw organicznych zaadsorbowanych na pyle zawieszonym PM 10 [pg/m’]
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udziat wagowy w ekstrakcie catkowitym [%]

1 2 3 4 5 6 7 8 9
numer frakcji chromatograficznej

Ryc. 7. Udzial wagowy frakcji chromatograficznych w ekstrakcie pylu zawieszonego PM 10 pobranego w centrum Wroclawia latem [%]. 1-
frakcja alifatyczna, 2-frakcja aromatyczna, 3-9 kolejne subfrakcje polarne.
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udziat wagowy w ekstrakcie catkowitym [%)]

1 2 3 4 5 6 7 8 9
numer frakcji chromatograficznej

Ryc. 8. Udzial wagowy frakcji chromatograficznych w ekstrakcie pytu zawieszonego PM 10 pobranego w centrum Wroctawia zima [%]. 1-
frakcja alifatyczna, 2-frakcja aromatyczna, 3-9 kolejne subfrakcje polarne.
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Ryc. 19. Stezenie w atmosferze sumy WWA z listy EPA zaadsorbowanych na pytach pobranych zima [ng/m’]
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Ryc. 22. Zawartos¢ benzo(a)pirenu w 1 g pytow pobranych zimag [pg]
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Ryc. 25. Stezenie w atmosferze benzo(a)pirenu na pytach pobranych zima [ng/m’]
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mutagenny [m3]

objeto$¢ zanieczyszczonego powietrza wywotujaca efekt

Vi IX X XI X | ] ] \% Vv Vi Vil
miesiac

-S9 @ +S9

Ryc. 27. Sezonowa zmiennos$¢ objetosci zanieczyszezonego powietrza wywotujacych efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 [m’]
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mutagenny [m3]

objeto$¢ zanieczyszczonego powietrza wywotujaca efekt
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Ryc. 28. Sezonowa zmienno$¢ objetosci zanieczyszczonego powietrza wywotujacych efekt mutagenny wobec szczepu YG 1021 [m’]
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mutagenny [m3]

objeto$¢ zanieczyszczonego powietrza wywotujaca efekt

VIl IX X Xl Xl | 1l ] v \' Vi VII
miesiac

[1-S9 E+S9

Ryc. 29. Sezonowa zmiennos¢ objetosci zanieczyszczonego powietrza wywotujacych efekt mutagenny wobec szczepu YG 1024 [m’]
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Rye. 35. Masy pylu wywotujace efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 — lato [mg]
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Ryc. 36. Masy pylu wywolujace efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcjg S9 — zima [mg]
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Ryc. 37. lloraz mas pylu wywotujacych efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 latem i zima
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Ryc. 38. Objetosei zanieczyszezonego powietrza wywolujace efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 — lato [m”]
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Ryc. 39. Objetosdci zanieczyszczonego powietrza wywolujace efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 — zima [m?]
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Ryc. 40. Iloraz objgtosci wywotujacych efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 latem i zima
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Ryc. 41. Posredni wskaznik udziatu nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pylow dla szczepu YG 1024
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Ryc. 42. Posredni wskaznik udziatu nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pytéw dla szczepéw YG 1024 - zima
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Ryc. 44. Posredni wskaznik udziatu nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pytéw dla szczepu YG 1021 — zima
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Ryc. 45. lloraz posrednich wskaznikéw udziatu nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pytow dla szczepu YG 1024 latem i zimag
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Ryc. 46. Iloraz posrednich wskaznikow udziahu nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pytéw dla szczepu YG 1021 latem i zima
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Ryc. 47. Zalezno$¢ objgtosci zanieczyszczonego powietrza wywolujacej efekt mutagenny wobec

stezenia w atmosferze pylu zawieszonego [m’]

stezenie pylu w atmosferze [ug/m3]

szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 od
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Ryc. 48. Zaleznos$¢ objetosei zanieczyszczonego
stgzenia w atmosferze zwigzkdw organicznych [m

stezenie zwigzkéw organicznych w atmosferze [ug/m3]
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;Jowietrza wywolujacej efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 od
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Ryc. 49. Zaleznos¢ objetosci zanieczyszczonego powietrza wywotujacej efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 od

stezenie WWA w atmosferze [ng/m3]

stezenia w atmosferze sumy WWA z listy EPA zaadsorbowanych na pyle zawieszonym [m’]
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8.4. SPIS TABEL

Tab. 1. Charakterystyka préb pylu zawieszonego PM 10

Tab. 2. Charakterystyka préb pytu zawieszonego pobranego latem

Tab. 3. Charakterystyka prob pylu zawieszonego pobranego zima

Tab. 4. Czasy retencji i jony fragmentacyjne WWA

Tab. 5. Wystgpowanie WWA z listy EPA w badanych probach pytu zawieszonego PM 10
Tab. 6. Wystepowanie innych WWA w badanych prébach pytu zawieszonego PM 10

Tab. 7. Wystgpowanie innych zwiazkow o budowie pierscieniowej w badanych probach pytu
zawieszonego PM 10

Tab. 8. Zawartos¢ WWA z listy EPA w 1 g badanych pytéw pobranych latem [pg]
Tab. 9. Zawartos¢ WWA z listy EPA w 1 g badanych pytéw pobranych zima [pug]

Tab. 10. St¢zenie w atmosferze WWA z listy EPA zaadsorbowanych na pylach pobranych
latem [ng/m”’]

Tab. 11. Stezenie w atmosferze WWA z listy EPA zaadsorbowanych na pytach pobranych
zima [ng/m’]

Tab. 12. Inne WWA zaadsorbowane na pylach pobranych latem

Tab. 13. Inne zwiazki pierscieniowe zaadsorbowane na pytach pobranych latem
Tab. 14. Inne WWA zaadsorbowane na pylach pobranych zima

Tab. 15. Inne zwiazki pierscieniowe zaadsorbowane na pytach pobranych zima
Tab. 16. Wspoétczynniki mutagennosci MR pytu pobranego w sierpniu 1997
Tab. 17. Wspoétczynniki mutagennosci MR pytu pobranego we wrzesniu 1997
Tab. 18. Wspdtczynniki mutagennosci MR pylu pobranego w pazdzierniku 1997
Tab. 19. Wspdtczynniki mutagennosci MR pylu pobranego w listopadzie 1997
Tab. 20. Wspdtczynniki mutagennosci MR pytu pobranego w grudniu 1997
Tab. 21. Wspdtczynniki mutagennos$ci MR pytu pobranego w styczniu 1998

Tab. 22. Wspdtczynniki mutagennosci MR pytu pobranego w lutym 1998

158



Tab. 23. Wspotczynniki mutagennosci MR pylu pobranego w marcu 1998

Tab. 24. Wspodtczynniki mutagennosci MR pytu pobranego we kwietniu 1998

Tab. 25. Wspdtczynniki mutagennosci MR pytu pobranego w maju 1998

Tab. 26. Wspotczynniki mutagennosci MR pytu pobranego w czerwcu 1998

Tab. 27. Wspodtczynniki mutagennosci MR pytu pobranego w lipcu 1998

Tab. 28. Wspolczynniki mutagennosci MR pytu pobranego latem

Tab. 29. Wspoétczynniki mutagennosci MR pytu pobranego zima

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

30.

3.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

4].

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Wspotczynniki mutagennosci MR frakeji alifatycznej pytu pobranego latem
Wspétczynniki mutagennosci MR frakceji alifatycznej pylu pobranego zima
Wspdtczynniki mutagennosci MR frakceji aromatycznej pytu pobranego latem
Wspdtczynniki mutagennosci MR frakeji aromatycznej pytu pobranego zima
Wspdtczynniki mutagennosci MR frakeji polarnej pytu pobranego latem
Wspotczynniki mutagennosci MR frakeji polarnej pylu pobranego zima
Wspdtczynniki mutagennosci MR subfrakeji 3 pytu pobranego latem
Wspdtczynniki mutagennosci MR subfrakcji 3 pytu pobranego zima
Wspotczynniki mutagennosci MR subfrakcji 4 pylu pobranego latem
Wspotczynniki mutagennosci MR subfrakeji 4 pytu pobranego zima
Wspdtczynniki mutagennosci MR subfrakeji 5 pytu pobranego latem
Wspotezynniki mutagennosci MR subfrakeji Spytu pobranego zima
Wspdtczynniki mutagennosci MR subfrakcji 6 pytu pobranego latem
Wspotczynniki mutagennosci MR subfrakeji 6 pytu pobranego zima
Wspotczynniki mutagennosci MR subfrakeji 7 pytu pobranego latem
Wspdtczynniki mutagennosci MR subfrakcji 7 pytu pobranego zima
Wspotczynniki mutagennosci MR subfrakcji 8 pytu pobranego latem

Wspbtczynniki mutagennosci MR subfrakeji 8 pylu pobranego zima
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Tab. 48. Wspoétczynniki mutagennosci MR subfrakeji 9 pytu pobranego latem
Tab.49. Wspoélczynniki mutagennosci MR subfrakcji 9 pytu pobranego zima

Tab. 50. Wspotczynniki mutagennosci MR proby pylu pobranego latem przy Pl
Grunwaldzkim w dni robocze

Tab. 51. Wspolczynniki mutagennosci MR préoby pylu pobranego latem przy Pl
Grunwaldzkim w dni wolne od pracy

Tab. 52. Wspoétczynniki mutagennosci MR proby pylu pobranego latem przy ul. Sienkiewicza
Tab. 53. Wspdtczynniki mutagennosci MR proby pylu pobranego latem przy ul. Krowiej

Tab. 54. Wspoélczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego latem przy ul
Mieszczanskiej

Tab. 55. Wspoélczynniki mutagennosci MR proby pytu pobranego latem przy ul.
Chetmonskiego

Tab. 56. Wspdtczynniki mutagennosci MR proby pylu pobranego latem przy ul. Zwycigskiej

Tab. 57. Wspoétczynniki mutagennosci MR proby pytu pobranego latem przy ul.
Stablowickiej

Tab. 58. Wspotczynniki mutagennosci MR préby pytu pobranego latem na terenie Zaktadu
Uzdatniania Wody ,,Mokry Dwor”

Tab. 59. Wspoélczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego latem przy ul.
Skarzynskiego

Tab. 60. Wspotczynniki mutagennosci MR préoby pylu pobranego zima przy PIL
Grunwaldzkim w dni robocze

Tab. 61. Wspolczynniki mutagennosci MR préby pylu pobranego zima przy PL
Grunwaldzkim w dni wolne od pracy

Tab. 62. Wspdtczynniki mutagennosci MR préby pytu pobranego zima przy ul. Sienkiewicza
Tab. 63. Wspoétczynniki mutagennosci MR proby pytu pobranego zima przy ul. Krowiej

Tab. 64. Wspolczynniki mutagennosci MR proby pytlu pobranego zima przy ul
Mieszczanskiej

Tab. 65. Wspdlczynniki mutagennosci MR proby pylu pobranego zima przy ul
Chelmonskiego

Tab. 66. Wspoélczynniki mutagennosci MR proby pyltu pobranego zima przy ul. Zwycieskiej

Tab. 67. Wspdlczynniki mutagennosci MR proby pyhu pobranego zima przy ul. Stablowickiej
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Tab. 68. Wspdtczynniki mutagennosci MR proby pytu pobranego zimg na terenie Zakltadu
Uzdatniania Wody ,,Mokry Dwor”

Tab. 69. Wspolczynniki mutagennosci MR proby pylu pobranego zima przy ul
Skarzynskiego

Tab. 70. Wspotczynniki mutagennosci MR pytu zawieszonego PM 10 pobranego w centrum
Wroctawia w tescie drozdzowym
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8.5. SPIS RYCIN
Ryc. 1. Rozmieszczenie punktéw poboru prob
Ryc. 2. Schemat testu Amesa
Ryc. 3. Schemat testu drozdzowego

Ryc. 4. Sezonowa zmienno$¢ stgzenia pylu zawieszonego PM 10 w atmosferze w centrum
Wroclawia [pg/m’]

Ryc. 5. Sezonowa zmiennos¢ udziatu zwiazkow organicznych w pyle zawieszonym PM 10 w
centrum Wroctawia [%]

Ryc. 6. Sezonowa zmienno$¢ stgzenia w atmosferze zwiazkéw organicznych
zaadsorbowanych na pyle zawieszonym PM 10 [pg/m’]

Ryc. 7. Udzial wagowy frakcji chromatograficznych w ekstrakcie pylu zawieszonego PM 10
pobranego w centrum Wroclawia latem [%]. 1-frakcja alifatyczna, 2-frakcja aromatyczna, 3-9
kolejne subfrakcje polarne.

Ryc. 8. Udziat wagowy frakcji chromatograficznych w ekstrakcie pytu zawieszonego PM 10
pobranego w centrum Wroctawia zima [%]. 1-frakcja alifatyczna, 2-frakcja aromatyczna, 3-9
kolejne subfrakcje polarne.

Ryc. 9. Stezenie pytu na stanowiskach badawczych podczas poboru prob latem [ng/m’]

Ryc. 10. Stgzenie pylu na stanowiskach badawczych podczas poboru préb zima [ug/m’]

Ryc. 11. Iloraz stgzenia pytu w atmosferze zima i latem

Ryc. 12. Stezenie zwigzkdéw organicznych w atmosferze latem [ng/m’]

Ryc. 13. Stezenie zwigzkéw organicznych w atmosferze zima [ng/m’]

Ryc. 14. lloraz stgzen w atmosferze zwiazkoéw organicznych zima i latem

Ryc. 15. Zawartos¢ sumy WWA z listy EPA w 1 g pytow pobranych latem [pug]

Ryc. 16. Zawarto$¢ sumy WWA z listy EPA w 1 g pyléw pobranych zima [pg]

Ryec. 17. lloraz zawartosci sumy WWA z listy EPA w 1 g pyléw pobranych zima i latem

Ryc. 18. Stezenie w atmosferze sumy WWA z listy EPA zaadsorbowanych na pytach
pobranych latem [ng/m’]

Ryc. 19. Stezenie w atmosferze sumy WWA z listy EPA zaadsorbowanych na pylach
pobranych zimag [ng/m3 ]
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Ryc. 20. Iloraz stezen w atmosferze sumy WWA z listy EPA zaadsorbowanych na pytach
pobranych zima i latem

Ryc. 21. Zawarto$¢ benzo(a)pirenu w 1 g pytéw pobranych latem [ug]

Ryc. 22. Zawarto$¢ benzo(a)pirenu w 1 g pytéw pobranych zima [pg]

Ryc. 23. Iloraz zawartosci benzo(a)pirenu w 1 g pyléw pobranych zima i latem

Ryc. 24. Stezenie w atmosferze benzo(a)pirenu na pytach pobranych latem [ng/m’]
Ryec. 25. Stezenie w atmosferze benzo(a)pirenu na pytach pobranych zima [ng/m’]
Ryec. 26. Iloraz stgzen w atmosferze benzo(a)pirenu na pytach pobranych zima i latem

Ryc. 27. Sezonowa zmienno$¢ objgtosci zanieczyszczonego powietrza wywotujacych efekt
mutagenny wobec szczepu TA 98 [m?]

Ryc. 28. Sezonowa zmienno$¢ objgtosci zanieczyszczonego powietrza wywolujacych efekt
mutagenny wobec szczepu YG 1021 [m’]

Ryc. 29. Sezonowa zmienno$¢ objgtosci zanieczyszczonego powietrza wywotujacych efekt
mutagenny wobec szczepu YG 1024 [m’]

Ryc. 30. Sezonowa zmienno$¢ posrednich wkaznikéw udzialu nitrowych pochodnych WWA
w mutagennosci pytu dla szczepu YG 1024

Ryc. 31. Sezonowa zmienno$¢ posrednich wkaznikéw udzialu nitrowych pochodnych WWA
w mutagennosci pytu dla szezepu YG 1021

Ryc. 32. Sezonowa zmienno$¢ posrednich wkaznikow udziatu nitrowych, aminowych 1
hydroksyloaminowych pochodnych WWA w mutagennosci pytu zawieszonego

Ryc. 33. Zalezno$¢ objetosci zanieczyszczonego powietrza wywolujacej efekt mutagenny
wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 od stezenia w atmosferze pytu zawieszonego
PM 10

Ryc. 34. Zaleznos¢ objgtosci zanieczyszczonego powietrza wywolujacej efekt mutagenny
wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 od stgzenia w atmosferze zwiazkow

organicznych zaadsorbowanych na pyle zawieszonym PM 10

Ryc. 35. Masy pytu wywotujace efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja
S9 — lato [mg]

Ryc. 36. Masy pylu wywotujace efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakeja
S9 — zima [mg]

Ryc. 37. lloraz mas pylu wywotujacych efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 latem i zimg
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Ryc. 38. Objetosci zanieczyszczonego powietrza wywotujace efekt mutagenny wobec
szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 — lato [m3 ]

Ryc. 39. Objetosci zanieczyszczonego powietrza wywolujace efekt mutagenny wobec
szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 — zima [m’]

Ryec. 40. Iloraz obj¢tosci wywotujacych efekt mutagenny wobec szczepu TA 98 bez aktywacji
frakcja S9 latem 1 zima

Ryc. 41. Posredni wskaznik udzialu nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pyléw dla
szczepu YG 1024 - lato

Ryc. 42. Posredni wskaznik udzialu nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pytow dla
szczepu YG 1024 - zima

Ryc. 43. Posredni wskaznik udzialu nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pytow dla
szczepu YG 1021 — lato

Ryc. 44. Posredni wskaznik udziatu nitrowych pochodnych WWA w mutagennosci pytow dla
szczepu YG 1021 — zima

Ryc. 45. Iloraz posrednich wskaznikow wudzialu nitrowych pochodnych WWA w
mutagennosci pylow dla szczepu YG 1024 latem i zima

Ryc. 46. lloraz posrednich wskaznikow udziatu nitrowych pochodnych WWA w
mutagennosci pytéw dla szczepu YG 1021 latem i zima

Ryc. 47. Zaleznos$¢ objetosci zanieczyszczonego powietrza wywolujacej efekt mutagenny
wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 od stezenia w atmosferze pylu zawieszonego
[m’]

Ryc. 48. Zaleznos$¢ objetosci zanieczyszczonego powietrza wywotujacej efekt mutagenny
wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 od stgzenia w atmosferze zwiazkéw
organicznych [m’]

Ryc. 49. Zaleznos$¢ objetosci zanieczyszczonego powietrza wywotujacej efekt mutagenny
wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 od stezenia w atmosferze sumy WWA z listy

EPA zaadsorbowanych na pyle zawieszonym [m’]

Ryc. 50. Zaleznos¢ objetosci zanieczyszczonego powietrza wywolujacej efekt mutagenny
wobec szczepu TA 98 bez aktywacji frakcja S9 od stezenia w atmosferze benzo(a)pirenu [m’]
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