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Stwierdzono aktywność mutagenną zanieczyszczeń organicznych zaadsorbowa- 
nych na pyle zawieszonym w powietrzu atmosferycznym w centrum Wrocławia. 
Badania prowadzono przy użyciu testu Amesa. W  okresie zimowym działanie 
mutagenne wykazywały frakcje węglowodorów aromatycznych oraz związki polar
ne. Frakcja węglowodorów alifatycznych nie wykazywała działania mutagennego. 
Latem działanie mutagenne wykazywała frakcja związków polarnych, działania 
mutagennego nie wykazywały węglowodory alifatyczne i aromatyczne.

WSTĘP

Szereg zanieczyszczeń zaadsorbow anych na pyle zawieszonym  w pow ietrzu  a tm o sfe
rycznym m a właściwości genotoksyczne. N ajpow szechniej znana je s t genotoksyczność 
w ielopierścieniow ych w ęglow odorów  arom atycznych (W W A ) [5, 12]. Szereg z nich jest 
p rom utagenam i w ym agającym i aktywacji m etabolicznej w organizm ie ssaków do  re a k 
tywnych m etabolitów . W  trakcie spalania paliw  o raz w wyniku reakcji zanieczyszczeń 
organicznych zachodzących w atm osferze pow stają też inne związki genotoksyczne: 
p o la rn e  związki arom atyczne, związki heterocykliczne i fenole [10]. Z naczną m u ta g en 
nością odznaczają się nitrow e i am inow e pochodne W W A  [15]. D o genotoksycznych 
zanieczyszczeń pow ietrza oprócz związków organicznych należą m etale  ciężkie [14].

M utagenne  działanie zanieczyszczeń organicznych zaadsorbow anych na pyle zaw ie
szonym w pow ietrzu  we W rocław iu stw ierdzono już wcześniej [1, 2]. W  badan iach  tych 
n ie frakcjonow ano jed n ak  zanieczyszczeń odpow iedzialnych za m utagenność pyłów.

C elem  niniejszej pracy było zbadan ie m utagenności głównych grup  zanieczyszczeń 
organicznych zaadsorbow anych na pyle zawieszonym w cen trum  W rocław ia latem  
i zim ą. W  badan iach  stosow ano test płytkowy A m esa , który m a wysoką zdolność 
prognozow ania czynników rakotw órczych i został uznany jako  pierwszy test k ró tk o o k re 
sowy w zestaw ie m etod  stosow anych w toksykologii genetycznej [6 ]. Je s t on  najpow 
szechniej stosow anym  b io testem  w badaniach  nad m utagennością zanieczyszczeń a t
m osfery [3, 11, 13]. W  dośw iadczeniach uw zględniano aktywację m etabo liczną p rom u-
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tagenów  pod  wpływem enzym ów  m ikrosom alnych, stosow ano frakcję S9 mix o trzym aną 
z w ątroby  szczurów [9]. Z eb ran e  wyniki pozwoliły na analizę porów naw czą m u tag en 
ności związków zaadsorbow anych na pyle zawieszonym  w pow ietrzu  atm osferycznym  
la tem  i zimą.

MATERIAŁ I METODY

O d c z y n n i k i
Lab-Scan: dichlorometan, heksan, toluen. Sigma: kulki szklane o średnicy 107 ц т ,  Aroclor 

1254, histydyna, biotyna, NADP, glukozo-6-fosforan, 2,4,7,-trinitro-9-fluorenon, 2-aminofluoren. 
Fluka: dimetylosulfotlenek. Polskie Odczynniki Chemiczne: KC1, MgCh, fosforan sodu

P o b i e r a n i e  i p r z y g o t o w a n i e  p r ó b e k
Materiał do badań stanowił pył zawieszony w powietrzu atmosferycznym z centrum Wrocła

wia (ul. Wierzbowa). Próbki pyłu pobierano na filtry z włókna szklanego Staplex przy pomocy 
pompy o wydajności 67,8 т З /godz. Filtry zmieniano co 24 godziny. W jedną próbę spulowano 
pył zebrany na 122 filtrach (198518,4 m3 powietrza) w sierpniu i wrześniu 1997 oraz maju, 
czerwcu i lipcu 1998, pył zebrany na 106 filtrach (172483,2 m3 powietrza) w listopadzie i grudniu 
1997 oraz styczniu, lutym i marcu 1998 spulowano w drugą próbę. Filtry z zatrzymanym na nich 
pyłem poddano 8 godzinnej ekstrakcji dichlorometanem w aparatach Soxhleta.

Z 6550,7 mg pyłu zawieszonego zebranego w cieplejszej porze roku uzyskano 696,8 mg 
ekstraktu (10,6%), z 10047,8 mg pyłu zebranego w chłodniejszej części roku uzyskano 2047,2 
mg ekstraktu (20,4%).

1/4 uzyskanych ekstraktów rozdzielono na frakcje metodą chromatografii kolumnowej przy 
zastosowaniu sekwencji rozpuszczalników o wzrastającej stopniowo polarności [4, 7]. Badaną 
próbę osadzano na kulkach szklanych o średnicy 107 ц т  i umieszczano w szklanej prekolumnie
0 średnicy 2 cm i długości 30 cm. Pod nią umieszczano kolumnę szklaną o średnicy 2 cm
1 długości 1 m wypełnioną żelem krzemionkowym (0,075-0,15 mm). Do wymywania frakcji 
węglowodorów alifatycznych stosowano heksan, do wymywania węglowodorów aromatycznych 
15% toluen w heksanie. Pozostałą frakcję zawierającą związki polarne wypłukano dichlorome
tanem.

Badane ekstrakty znacznie różniły się składem. Udział procentowy poszczególnych frakcji był 
w obu próbach podobny, z tym tylko, że w próbie pobranej latem było znacznie mniej węglo
wodorów aromatycznych (tab. I).

T a b e l a  I.  Udział wagowy wydzielonych frakcji [%]
Weight participation of extracted fractions (% w/w)

Ekstrakty odparowywano do sucha i rozpuszczano w DMSO, tak aby 0,1 cm3 zawierało 
ekstrakt 3,2 mg pyłu. Roztwór w DMSO rozcieńczano ponownie i zawartość pyłu w 0,1 cm3 
wynosiła odpowiednio 3,2, 1,6, 0,8, 0,4, 0,2 i 0,1 mg. Najmniejsza zastosowana dawka 0,1 mg 
pyłu pobranego latem odpowiadała 3,0 m powietrza, a zimą 1,7 m3 powietrza.



S z c z e p  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  T A  98
Do badań zastosowano szczep Salmonella typhimurium TA 98 otrzymany od prof. В. Amesa 

(Laboratory Department of Biochemistry University of California). Posiada on następujący 
zestaw markerów genetycznych: his', rfa, AuvrB, +R .

P r z y g o t o w a n i e  f r a k c j i  S9  mi x
1 cm3 frakcji S9 mix przygotowanej zgodnie z procedurą zalecaną przez Maron i Amesa [9] 

zawierał: 8 mM MgCh, 33 mM KC1, 4 mM NADP, 5 mM glukozo-6-fosforanu, 100 mM 
fosforanu sodu i 0,1 cm homogenatu wątroby szczurzej o zawartości białka 40g/cm3 aktywowa
nego Aroclorem 1254.

W y k o n a n i e  t e s t u  A m e s a
Stosowano procedurę opisaną przez Maron i Amesa [9]. Wszystkie próby wykonywano w 4-5 

powtórzeniach. Do sterylnej probówki wlewano 0,5 cm buforu fosforanowego albo taką samą 
ilość frakcji S9 mix. Następnie dodawano: 0,1 cm3 badanej próbki, dodawano 0,1 cm3 całonocnej 
hodowli bulionowej szczepu testowego, a następnie 2 cm3 TOP-agaru o temperaturze 45°C 
zawierającego 0,2 cm3 0,5 mM histydyny i biotyny. Zawartość probówki mieszano i w ciągu 20 
sek. wylewano na płytkę Petriego z podłożem minimalnym Vogel-Bonnera. Wszystkie próby 
wykonywano w 5 powtórzeniach. Płytki inkubowano 48 godzin w temperaturze 37°C. Po tym 
czasie liczono rewertanty rosnące na płytkach. Średnie liczby rewertantów powstałych spontani
cznie były zbliżone do podawanych przez Maron i Amesa [9]. Badano działanie mutagenne prób 
bez i z aktywacją metaboliczną frakcją S9 mix.

W celu sprawdzenia wrażliwości stosowanych szczepów wykonano kontrolę pozytywną pod
dając bakterie działaniu mutagenu kontrolnego (bez aktywacji metabolicznej frakcją S9 0,2 /xg 
2,4,7-trinitro-9-fluorenonu na płytkę -  MR=206,1; z aktywacją metaboliczną frakcją S9: 10 /ug 
2-aminofluorenu na płytkę -  MR = 154,9). Wykonano też kontrolę aktywności mutagennej 
stosowanych rozpuszczalników oraz materiału, z którego wykonane były filtry.

S p o s ó b  p r z e d s t a w i a n i a  w y n i k ó w
Wyniki przedstawiono w postaci współczynnika mutagenności MR, będącego ilorazem śre

dniej liczby rewertantów indukowanych przez badaną próbę na płytce i średniej liczby rewer
tantów powstałych spontanicznie. Zgodnie z procedurą za mutagenne uznawano te próby, dla 
których współczynnik mutagenności MR>2 i które wykazywały liniową zależność dawka -  
odpowiedź [9].

WYNIKI I ICH OMÓW IENIE

A k t y w n o ś ć  m u t a g e n n a  z a n i e c z y s z c z e ń  o r g a n i c z n y c h  w e k s t r a k c i e  
d i c h l o r o m e t a n e m

Związki zaadsorbow ane na obydwu badanych p róbach  pyłu wykazywały działan ie 
m u tag en n e  w obec Salm onella typhim urium  (tab. II). P róba pyłu p o b ranego  zim ą była 
bardziej aktyw na m utagenn ie  od  próby pyłu pobranej latem . W zrost aktywności m u ta 
gennej pyłu zaw ieszonego w atm osferze zim ą stw ierdzono we W rocław iu już w cześniej 
[2]. Z jaw isko tak ie odno tow ano  także m. in. w W arszawie [8 ] i na G órnym  Śląsku [11].

S tw ierdzono w zrost aktywności m utagennej próbki pyłu pob ranego  zim ą pod  wpły
wem  aktywacji m etabolicznej. Świadczy to  o w ystępow aniu w niej związków o c h a rak 
te rze  p rom utagenów . S tw ierdzono  też spadek  aktywności m utagennej próbki pyłu 
pob rane j la tem  w obecności enzym ów  frakcji S9 mix. M oże to  wskazywać na częściową 
detoksykację m utagenów  zaadsorbow anych na pyle pobranym  latem .

W spółczynniki m utagenności (M R ) ekstraktów  całkowitych były niższe od sumy M R  
poszczególnych frakcji. N a pyle zawieszonych zaadsorbow anych je s t w iele różnych
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T a b e l a  I I .  Współczynniki mutagenności MR pyłu zawieszonego w atmosferze 
Mutagenicity ratios MR of airborne particles

zanieczyszczeń aktywnych biologicznie. Ich działanie m oże się naw zajem  w zm agać albo 
osłabiać. O dpow iedź uzyskana w teście je s t w ypadkow ą tych interakcji.

A k t y w n o ś ć  m u t a g e n n a  f r a k c j i  w ę g l o w o d o r ó w  a l i f a t y c z n y c h
F rakcje  w ęglow odorów  alifatycznych (tab . III) obydwu prób  nie wykazywały d zia ła

nia m utagennego  w badanym  zakresie stężeń. Jest to  zgodne z wcześniejszym i w ynika
mi uzyskanym i przy badan iu  m utagenności p rób  pyłu pob ranego  na G órnym  Śląsku 
z zastosow aniem  szczepu T A  100 [10]. W ęglow odory alifatyczne uw ażane są za za n ie 
czyszczenia atm osfery  znacznie m niej aktywne biologicznie od w ęglow odorów  aro m a
tycznych i ich pochodnych [5].

T a b e l a  I I I .  Współczynniki mutagenności MR frakcji węglowodorów alifatycznych 
Mutagenicity ratios MR of fractions of aliphatic hydrocarbons

A k t y w n o ś ć  m u t a g e n n a  f r a k c j i  w ę g l o w o d o r ó w  a r o m a t y c z n y c h

Frakcja w ęglow odorów  arom atycznych pyłu pob ranego  la tem  w badanym  zakresie 
stężeń  nie wykazywała działan ia m utagennego  (tab. IV ). F rakcja ta  stanow iła 13 k ro tn ie  
m niejszą część całej próby la tem  niż zim ą (0,3%  i 3,9% ).

F rakcja w ęglow odorów  arom atycznych pyłu pob ranego  w zim ie wykazywała d zia ła
nie m u tagenne . S tw ierdzono  w zrost aktywności m utagennej tej frakcji pod  wpływem 
aktywacji m etabolicznej. Szereg z nich jest p rom utagenam i w ym agającym i aktywacji 
m etabolicznej. W  trakcie  przem ian  enzym atycznych w organizm ach kręgowców, k a ta 
lizowanych głów nie przez enzymy m ikrosom alne w ątroby pow stają z nich związki
o bezpośredn im  działaniu  genotoksycznym . Klasycznym przykładem  je st ben zo (a )p iren  
ulegający przem ianom  enzym atycznym  do  m utagennego  i kancerogennego  7,8-dihy-
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T a b e l a  I V .  Współczynniki mutagenności MR frakcji węglowodorów aromatycznych 
Mutagenicity ratios MR of fractions of aromatic hydrocarbons

drodiol-9,10-/ran.s-epoksydu. U lega on też u tlen ian iu  do chinonów , z których pow stają 
6-fenoksyrodniki w chodzące w reakcje z D N A  [16].

A ktyw ność m u tagenną  wykazywały też frakcje W W A  w ydzielone z pyłu po b ran eg o  
p rzez innych au to rów  [3, 11]. N a G órnym  Śląsku dotyczyło to  zarów no pyłu po b ran eg o  
w lecie jak  zim ie, z tym że m utagenność W W A  zaadsorbow anych na pyłach pobranych  
zim ą była wyższa. W W A  zaadsorbow ane na pyłach zanieczyszczających a tm osferę  
pow odują m utacje zm iany fazy odczytu, na wykrywanie których pozw ala zastosow any 
tu ta j szczep Salm onella typhim urium  T A  98 o raz m utacje podstaw iania p a r  zasad, na 
wykrywanie których pozw ala szczep T A  100 zastosow any na G órnym  Śląsku. T akże 
tam  stw ierdzono  w zrost aktywności m utagennej frakcji arom atycznych pyłu pod  wpły
w em  aktywacji m etabolicznej [11].

A k t y w n o ś ć  m u t a g e n n a  f r a k c j i  z w i ą z k ó w  p o l a r n y c h
A ktyw ność m u tag en n a  frakcji związków polarnych (tab. V ) była zbliżona do ak ty

w ności m utagennej n ierozfrakcjonow anych ekstrak tów  pyłu zaw ieszonego. W  skład 
tych frakcji oprócz polarnych W W A  w chodziło zapew ne w iele innych związków, k tó re  
m ożna podejrzew ać o aktyw ność genotoksyczną: P odobn ie  jak  w przypadku  próby  
nierozfrakcjonow anej i opisanych wyżej frakcji składających się głów nie z w ęglow o
dorów  arom atycznych frakcja związków polarnych pyłu p o b ranego  zim ą wykazywała 
wyższą aktywność m u tagenną  od  analogicznej frakcji pyłu p ob ranego  latem . U m ia rk o 
wany w zrost aktywności m u tagennej frakcji związków polarnych pyłu p o b ranego  zim ą 
pod  wpływem aktywacji m etabolicznej świadczy o w ystępow aniu w niej niewielkich 
ilości p rom utagenów .

N a znaczną aktywność m u tag en n ą  frakcji związków polarnych, zaw ierających obok  
W W A  także inne m utageny, tak ie  jak  n itroareny , am iny arom atyczne, związki h e te ro 
cykliczne i feno le  w skazują wyniki innych autorów , którzy frakcjonow ali zanieczyszcze
nia o rgan iczne zaadsorbow ane na pyłach pobranych z atm osfery  [3, 11]. A ktyw ność 
m u tag en n a  tych frakcji m oże być naw et wyższa od frakcji zaw ierającej głów nie W W A  
[3, 11]. T akże na G órnym  Śląsku i w D uisburgu (R F N ) stw ierdzono  w zrost m u ta g en 
nego  działan ia tych frakcji pod  wpływem aktywacji m etabolicznej co świadczy o wy
stępow aniu  w nich m utagenów  pośrednich  [3, 11]. T akże na G órnym  Śląsku m u ta g en 
ność frakcji bardziej polarnych od  W W A  rozpuszczalnych w heksanie była wyższa zim ą 
niż la tem  [11].
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T a b e l a  V.  Współczynniki mutagenności MR frakcji związków polarnych 
Mutagenicity ratios MR of fractions of polar compounds

WNIOSKI

1. B ad an e  próby wykazywały aktywność m u tagenną  w obec Salm onella typh im uńum  
T A  98. Pył pobrany  zim ą był bardziej aktywny m utagenn ie  m utagenny  od pyłu p o b ra 
nego  latem . S tw ierdzono w zrost aktywności m utagennej próby pob ranej zim ą i spadek  
aktywności m utagennej próby pobranej la tem  pod wpływem aktywacji m etabolicznej.

2. F rakcje w ęglow odorów  alifatycznych obydwu p rób  nie wykazywały aktywności 
m utagennej w badanym  zakresie  stężeń.

3. F rakcja w ęglow odorów  arom atycznych pyłu pob ranego  la tem  nie wykazywała 
aktywności m utagennej w badanym  zakresie stężeń. F rakcja w ęglow odorów  aro m a ty 
cznych pyłu po b ran eg o  zim ą wykazywała aktywność m utagenną . S tw ierdzono w zrost 
aktywności m utagennej tej frakcji pod  wpływem aktywacji m etabolicznej.

4. F rakcje związków polarnych obydwóch p rób  działały m utagennie. S tw ierdzono  
w zrost aktywności m utagennej związków polarnych zaadsorbow anych na pyle pobranym  
zim ą pod wpływem aktywacji m etabolicznej.

P .  J a d c z y k

THE MUTAGENICITY OF ORGANIC POLLUTANTS ADSORBED ON AIRBORNE 
PARTICLES IN THE CENTER OF WROCŁAW

Summary

With Ames assay there was examined mutagenicity of airborne particles that was sampled in 
summer and winter in centre of Wrocław; there were also examined fractions of aliphatic 
hydrocarbons, aromatic hydrocarbons and polar compounds obtained from suspended matter 
extracts suspended with column chromatography. The strain of Salmonella typhimuńum  ТА 98 
was used with metabolic activation with S9 mix fraction.

The samples collected in winter was more mutagenically active than the one sampled in 
summer. Mutagenicity of suspended matter sampled in summer was determined by compounds 
that were of more polar character than polycyclic aromatic hydrocarbons soluble in hexane. 
There was observed a decrease in mutagenic activity of samples in summer due to metabolic 
activation. There were few polycyclic aromatic hydrocarbons on the dust sampled in summer 
and they did not display mutagenic activity.

Mutagenicity of air particles sampled in winter was determined by polycyclic aromatic 
hydrocarbons soluble in hexane and polar compounds. There was observed an increase in their 
mutagenic activity due to metabolic activation. This demonstrates that among them there are
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present promutagens, which, in mammals, undergo enzymatic transformation to compounds of
direct mutagenic activity.

Fractions of aliphatic hydrocarbons in the examined range of concentrations did not display
mutagenic activity neither in summer nor in winter, both with and without metabolic activity.
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W  kw ietniu 1949 r. w W aszyngtonie został podpisany P ak t P ółnocnoatlantycki. 
W  ciągu 50 la t istnienia, N A T O  odegrał w ażną ro lę w u trzym aniu  bezpieczeństw a 
w re jon ie  E uro-A tlan tyckim . P o  zakończeniu zim nej wojny P ak t P ółnocnoatlan tyck i 
utw orzył now ą E uro-A tlan tycką R adę  W spólnoty (E uro -A tlan tic  P artn e rsh ip  Council
-  E A P C ) jak o  forum  dla konsultacji i współpracy pom iędzy krajam i członkow skim i 
i partnersk im i. O becn ie działalność naukow a w spierana je st w ram ach  P rogram u N a
ukow ego N A T O  utw orzonego w 1958 r. i p row adzona w ram ach  E A PC . K om ite t 
N aukow y N A T O  przyłączył się do  obchodów  50 lecia P ak tu  P ółnocnoatlan tyck iego  
organizu jąc N A T O -A dvanced  S tudy Institu te  nt. „H um an  B iom onitoring  afte r E nv i
ro n m en ta l and  O ccupational E xposure to  Chem ical and Physical A gen ts” , k tóry  odbył 
się w dn. 23.09. -  3.10.1999 r. w m iejscowości T ekirova-A ntalya w Turcji. Jego  dyrek
to rem  była d r  D iana A nderson  z T N O -B IB R A  (W ielka B rytania). W  skład K om ite tu  
O rganizacyjnego w chodzili także d r R adim  Sram  (Czechy), d r A li Karakaya  (T urc ja), 
d r  Patrick O ’N eill (U S A ), D r Robert Bos  (H oland ia), d r Marcello L o tti (W łochy).

D ziesięciodniow y kurs p rzeznaczony był głównie dla naukow ców  ze stopn iem  d o k to 
ra. K om ite t O rganizacyjny na podstaw ie dorobku  naukow ego w ybrał około  70 słuchaczy 
z krajów  członkow skich o raz partnersk ich  N A TO . A u to rk a  spraw ozdania znalazła się 
w ich gronie. O sobom  tym sfinansow ano pobyt ze środków  N A T O  Scientific and 
E nv ironm en tal A ffairs D ivision. W  N A T O -A dvanced  Study Institu te  uczestniczyło 
około  100 osób z około  30 krajów . W ygłoszono 40 wykładów (40-60  m inutow ych), 
słuchacze kursu  przedstaw ili 20 kom unikatów  ustnych (15 m inutow ych) o raz  43 plakaty, 
p o n ad to  19 au to rów  p lakatów  zostało wybranych do dodatkow ej ustnej p rezen tacji 
wyników. N a zakończenie słuchacze otrzym ali św iadectwa uczestnictwa.

T em atyka kursu  dotyczyła narastającego  w osta tn ich  la tach  p rob lem u  zw iązanego 
z n iekorzystnym i efek tam i zdrow otnym i w następstw ie n arażen ia  ludzi na czynniki 
chem iczne i fizyczne. C elem  N A TO -A dvanced Study In stitu te  było spo tkan ie  n a u 
kowców z różnych dziedzin, takich  jak  toksykologia, b iochem ia, bio logia m oleku larna , 
cytogenetyka, m utageneza i nauki biom edyczne o raz p rezen tac ja  i p rzedyskutow anie


