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1. Wstep

Juz z go6rg 45 lat temu stwierdzono aktywnos$¢ rakotwoércza benzenowych ekstraktow
zanieczyszczen powietrza (1). Aktywnos¢ te przypisywano policyklicznym weglowodorom aro-
matycznym (PAH, ang. polycyclic aromatic hydrocarbons), wykrytym w ekstraktach pytu zawie-
szonego (2), Hueper i wsp. (3) wykazali, ze obok catkowitych, benzenowo-etanolowych ekstra-
ktéw zanieczyszczen powietrza silng aktywnoscig rakotwoércza charakteryzowata sie frakcja
neutralna tych ekstraktéw zawierajgca weglowodory aromatyczne i alifatyczne.

Aktywnos¢ genotoksyczng zanieczyszczen powietrza ocenia sie w dwojaki sposéb: 1)
w oparciu o szereg krétkoterminowych testéw na mutagennosé, polegajacych na podawaniu
ekstraktéw zanieczyszczen powietrza hodowlom bakteryjnym, hodowlom komoérek ssakéw, lub
zwierzetom doswiadczalnym i badaniu zmian w ich materiale genetycznym; 2) badajac zmiany
zaistniate w materiale genetycznym organizméw narazonych In vivo na oddziatywanie skazone-
go powietrza (4,5). Na wyniki testow wptywa wiele czynnikéw natury technicznej, w tym sposoby
pobierania i obrébki préb zanieczyszczen powietrza (aparatura, odczynniki), warunki przeprowa-
dzonego eksperymentu, kondycja hodowli komérkowych i zwierzat doswiadczalnych itd.

Metodyka zbierania oraz ekstrakcji zanieczyszczeh powietrza, jak dotychczas nie jest ujed-
nolicona, a najszersze zastosowanie ma zbieranie pytdéw na filtry z widkna szklanego, ktére za-
trzymuja czasteczki o Srednicy od 5 do 20 pm (6). Aktywnos¢ mutagenna zwigzana jest gidwnie
z czastkami matymi, tatwo przedostajgcymi sie do uktadu oddechowego (7,8,9).

2. Metody oceny genotoksycznej aktywnosci
zanieczyszczen powietrza

sposrod ponad 100 testéw krétkoterminowych, prowadzonych in vitro z zastosowaniem réz-
nego typu hodowli, od bakterii i drozdzy przez komorki gryzoni az do komoérek ludzkich, jak row-
niez testow in vivo (10) tylko czesS¢ stosowana jest na szeroka skale. W tabeli | przedstawiono
testy stosowane rutynowo oraz typy indukowanych zmian.

Testowanie réznych klas zwigzkéw, podejrzanych o wiasciwosci rakotwoércze, wymaga sto-
sowania metod o szerokim zakresie indukowanych zmian genetycznych, jak réwniez o duzej
czutosci. Znalezienie uniwersalnego testu, spetniajagcego te kryteria jest niemozliwe. W tej
sytuacji postuluje sie stosowanie zestawu testéw, wykrywajacych réznego typu zmiany mogace
prowadzi¢ do procesu nowotworowego. Testy te wykonywane w odpowiedniej kolejnosci, przy
stosunkowo niskich kosztach i w krotkim czasie, umozliwiaja okreslenie potencjalnych wiasci-
wosci rakotwdrczych badanego zwigzku (11,12).

Na podstawie wynikéw krétkoterminowych testéw przesiewowych stwierdzono m.in., ze or-
ganiczne ekstrakty zanieczyszczen powietrza indukujg wzmozone wymiany siostrzanych chro-
matyd (13-24), powodujg powstawanie aberracji chromosomalnych (15,17,25) oraz daja pozy-
tywna odpowiedZz w testach na transformacje nowotworowa w hodowlach komoérek ssakow
(20,21,26-28).

BIOTECHNOLOGIA 3-4 (13-14) '91



AKTYWNOSC GENOTOKSYCZNA ZANIECZYSZCZEN POWIETRZA 113

Tabelal
Testy krétkoterminowe stosowane rutynowo*

Typy indukowanych zmian

Aberracje Inne
chromoso- uszkodzenia
malne DNA

Test In vivo In vitro Mutacje

genowe

Salmonella typhimurium
test na rewersje mutacji
(bakterie)

Escherichia coli

test na rewersje mutacji
(bakterie)

Echerichia coli
naprawcza synteza DNA
(bakterie)

Drosophila melanogaster
mutacje recesywne letalne it
zwigzane z picia (owady)

Aberracje chromosomalne «

(komorki ssakow)

SCE wymiany siostrzanych .

chromatyd (komorki ssakéow)

V79 mutacje w genie transferazy

hypoksantynowej . *
i kinazy tymidynowej (HPRT)
(komorki ssakow)

Test mikrojadrowy (gryzonie)
Test na ceche dominujaca
letalng (gryzonie)

Cyt. wg Sobels (102), zmodyfikowane.

Przy uzyciu testéw krétkoterminowych wykazana zostata wysoka genotoksycznosé ekstra-
ktbw zanieczyszczeh powietrza pochodzgcych z terenéw wysoko uprzemystowionych (1&-
24,29-34) oraz zurbanizowanych (18,24,34,35). Ujawnione zostaly sezonowe réznice
w aktywnosci mutagennej prob (22,33), a takze réznice dobowe (35).

3. Genotoksyczne skladniki zanieczyszczen powietrza

Badane ekstrakty catkowite sa mieszaning ponad 500 zwigzkéw chemicznych, ktére podle-
gaja rozmaitym interakcjom, co w efekcie moze prowadzi¢ do wzrostu lub obnizenia ich
aktywnosci mutagennej (18,20,34,36-41). Hermann (36) obserwowata wzajemne oddziatywanie
benzo[a])pirenu, benzo[e]pirenu i antracenu, wystepujacych w mieszaninie. Zaleznie od skiadu
mieszaniny dochodzito do pobudzenia lub obnizenia wyjsciowej aktywnos$ci mutagennej bada-
nych zwigzkéw. W doswiadczeniach Haugena i Peaka (38) mieszanina zwigzkéw aromatycz-
nych izolowanych z produktéw uptynniania wegla, hamowata aktywnos¢ takich promutagenéw,
jak benzol[a]piren, 7,12-dwumetylo-benzo[alantracen, 2-aminoftuoren i 2-acetylo-aminoftuo-
ren. Znaczacy wplyw na udziat poszczegoélnych zwiazkédw chemicznych w mieszaninie, a co sie
z tym wigze, na ich wzajemne oddziatywania maja rowniez warunki meteorologiczne oraz pora
roku (18,34).
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Zanieczyszczenia powietrza wystepuja w dwu podstawowych fazach; gazowej i czastkowej
(42,43). Miara czystosci powietrza, pod wzgledem obecnosci skltadnikéw gazowych jest w
gtébwnej mierze zawartos¢ zwigzkdw nieorganicznych, takich jak: tlenek wegla, tlenki azotu i siar-
ki oraz ozon. Jak dotad brak dowodéw na bezposrednig aktywnos¢ genotoksyczng tych sub-
stancji, jakkolwiek w przypadku tlenkéw azotu, tlenkéw siarki oraz ozonu, wykazana zostata
aktywnos¢ komutagenna (44). Wykazano, ze w miare wzrostu zawartosci NO2 w powietrzu,
wzrasta zawartos¢ nitrowych pochodnych PAH, uznawanych za kancerogeny (18). Z kolei
wzrost aktywnosci rakotwadrczej jednej z pochodnych PAH - benzo[a]pirenu w obecnosci dwu-
tlenku siarki, w stosunku do komoérek ludzkich i zwierzecych opisywali Lave i wsp. (1970), Hig-
gins (1971), Laskin (1976), Pauluhn i wsp. (1985) - (45).

Inne, nalezace do fazy gazowej, genotoksyczne sktadniki zanieczyszczen powietrza to alka-
ny, alkeny, aldehydy, chlorowcopochodne weglowodoréw, alkiloazotyny, nitrozoaminy (42,46).

Faza czastkowa, jako mieszanina elementarnego wegla oraz nieorganicznych tlenkéw i soli,
na powierzchni ktérych moga sie adsorbowa¢ zwigzki organiczne, zawiera wiekszo$s¢ genoto-
ksycznych zanieczyszczenn powietrza (47). To wlasnie z fazg czgstkowag zwigzane jest wyste-
powanie policyklicznych zwigzkéw aromatycznych (PAC, ang. polycyclic aromatic compounds).
PAC tworzg sie m.in. w procesach niepetnego spalania paliw, w procesaph towarzyszacych
przetwdrstwu ropy naftowej, produkcji koksu i aluminium oraz zelaza i stali. Zr6dtami emisji PAC
sg rowniez silniki benzynowe i wysokoprezne (48,49,41), elektrownie, a zimg - urzadzenia
grzewcze budynkéw mieszkalnych (18,50-53). Leonard i wsp. (54) podaja ocene potencjatu
mutagenicznego substancji emitowanych do atmosfery w wyniku réznych proceséw wytwarza-
nia energii. W pracach monograficznych IARC (24,34,53,55-57) zamieszczone sg informacje do-
tyczace wihasciwosci chemicznych PAC, ich powstawania i wystepowania w srodowisku oraz
oddziatywania na organizm ludzki.

Pod wzgledem chemicznym PAC obejmujg polarne i niepolarne pochodne weglowodoréw
aromatycznych (PAH), w tym zwigzki zawierajgce tlen, takie jak pochodne aldehydowe podsta-
wione kwasem karboksylowym oraz nitroareny. Liczne PAH odznaczajg sie znaczacag aktyw-
noscig rakotworczg (18,19,24,27,32,45,53,58-66). Aktywnosc¢ ta dotyczy prawdopodobnie prze-
de wszystkim PAH zawierajacych ponad 3 pierscienie (27,67,68). Bos i wsp. (68) badali
siedemnascie 1-4 pierscieniowych PAH. Najsilniejszymi mutagenami okazaly sie zwigzki 4-
pierscieniowe, natomiast pozostate nie wykazaty aktywnosci mutagennej, z wyjatkiem fenantre-
nu, ktéry dat jedynie stabg odpowiedZz mutagenna.

Z badan prowadzonych przez Dipple (27) wynika, ze nie podstawione PAH sg znacznie
stabszymi mutagenami, niz ich pochodne.

W wyniku przemian metabolicznych PAH powstajg ich pochodne hydroksylowe, np. fenole,
dwuhydrodiole, chinony i epoksydy, czesto sprzezone z kwasem glukuronowym i siarkowym
(69). Elektrofilowe metabolity posrednie PAH moga tworzy¢ trwate potaczenia z wielkoczaste-
czkowymi elementami komorki (70,71,72).

Najlepiej poznanym pod wzgledem przemian metabolicznych zwigzkiem nalezacym do PAH
jest benzo[a]piren, bedacy mutagenem i kancerogenem. W komérkach zwierzecych i ludzkich
wystepuja aktywne metabolity benzo[a]pirenu, przede wszystkim epoksydy i epoksydiole, wia-
zace sie tatwo z kwasami nukleinowymi (27,73-80). Rakotwoércze sg m.in. metabolity ben-
zo[a]pirenu i 1-nitropirenu: 7b,8a-dihydroksy-9a,10a,epoksy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]piren
i 1-nitrozopiren. Obydwa te zwigzki tgczg sie kowalencyjnie z guaning, tworzac tzw. addukty. 1-
nitrozopiren daje tylko jeden typ adduktéw, przytgczajac sie do DNA w pozycji C8 (81).

Aktywnoscia mutagenna i kancerogenng arenéw (weglowodoréw aromatycznych) oraz
zrodtami ich emisji zajmowali sie m.in. Rosenkranz i Mermelstein (1983), Paputa-Peck i wsp.
(1983), Harris i wsp. (1984), Tokiwa i Ohnishi (1986), Arey i wsp. (82). Arey i wsp. (82) testowali
szes¢ nitroarenow (2-nitrofluoren, 2-nitrofluoranten, 3-nitrofluoranten, S-nitrofluoranten, 1-nitro-
piren, 2-nitropiren). Wszystkie te zwigzki ujawnity wyrazng aktywnos$¢ mutagenna.
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Za metaboliczng aktywacje PAH odpowiedzialne sg gtdwnie monooksygenazy, z cytochro-
mem P-450 jako enzymem koncowym (71,83,84,85). Enzymy te, zwane takze hydroksylaza
weglowodoréw arylowych dziatajg wraz z epoksydowa hydrataza i glukuronylowg s-transferazg
jako jeden z enzymow detoksyfikacyjnych (86).

Zalezno$¢ miedzy aktywnoscig kancerogenng PAH i ich zdolnoscig do indukowania P-450
badal m.in. Ayrton (87). Wyodrebniono dwa izomery: cytochrom P-450 i P-448 (P-450i), indu-
kowane kombinacja fenobarbitalu z b-naftoflawonem lub preparatem Aroc/or 1254 (88,89). Aroc-
lor 1254 stosuje sie przy otrzymywaniu frakcji mikrosomalnej S9, uzywanej do testowania
wiekszosci potencjalnych promutagendw i mutagendw. W ten sposob ujawniona zostata, np.
bezposrednia aktywno$¢ mutagenna organicznych ekstraktéw pytu zawieszonego (31,33,
35,48), a takze nitrowych pochodnych monocyklicznych i policyklicznych weglowodoréw aro-
matycznych (41,90-93).

Tokiwa i wsp. (37) oraz Fukino (48) udowodnili, ze pochodne pirenu, fluorantenu, chryzenu
oraz fluorenu zawierajgce 1 lub 2 grupy nitrowe dajg silniejsza bezposrednia odpowiedz muta-
genna, niz zwigzki wyjsciowe. Jedng z dokladniej zbadanych nitrowych pochodnych PAH jest
1-nitropiren, wystepujacy m.in. w spalinach silnikéw wysokopreznych. Testy krétkoterminowe
wskazuja, ze l-nitropiren jest stabszym mutagenem, niz jego pochodne, podstawione w pozy-
cjach 4,5- i 9,10-. Z kolei nitroredukcja 1-nitropireno-4,5-dioli do odpowiednich hydroksylo-
amin jest waznym ogniwem w procesie tworzenia adduktow (94).

Holloway i wsp. (95) stwierdzili, ze fotodekompozycja 1-nitropirenu i 1,8-dwunitropirenu po-
woduje obnizenie mutagennosci produktéw rozktadu. Podobne rezultaty otrzymali w 1985 r.
Stark i wsp. (96) w odniesieniu zarébwno do czystego 1-nitropirenu w 2-propanolu, jak i do
catkowitych organicznych ekstraktéw z wyziewow silnikobw wysokopreznych.

4. Aktywnos¢ genotoksyczna zanieczyszczen powietrza
na terenie wojewodztwa katowickiego

z danych Wojewoédzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Katowicach wynika, ze w roku
1989 przekroczone zostalo dopuszczalne stezenie w powietrzu pytlu zawieszonego, dwutlenku
siarki, dwutlenku azotu, tlenkéw wegla, benzo[a]pirenu, otowiu, kadmu, fenolu, formaldehydu,
fluoru, amoniaku, substancji smotowych i weglowodorow alifatycznych. Wiekszos¢ z tych sub-
stancji wystepowata w znacznie wyzszych stezeniach zima (sezon grzewczy), niz latem (97).

Aktywnos¢ genotoksyczna zanieczyszczen powietrza z terenu wojewddztwa katowickiego
badana byta w latach 1982-1990 w Instytucie Onkologii im. M. Sktodowskiej-Curie, oddziat w
Gliwicach. Prébki zanieczyszczen powietrza pobrano z réznych, odmiennych pod wzgledem
stopnia uprzemystowienia i zurbanizowania, czesci wojewoédztwa. Oddzielna analiza probek let-
nich i zimowych pozwolita na okreslenie sezonowych zmian ich aktywnosci. W badaniach
genotoksycznosci pébek zanieczyszczen wykorzystano szereg krétkoterminowych testéw (tab.
2). Szczego6towg analize wynikéw zamieszczono w pracach: Motykiewicz i in. (23,25,33,98-100).

Benzenowe ekstrakty zanieczyszczeri powietrza, zbieranych na terenie wojewodztwa kato-
wickiego, badane z zastosowaniem testu Amesa na szczepach Salmonella typhimurium TAI 00
i TA98 wykazywatly wysoka aktywnos¢ mutagenna. Najwyzsza aktywnoscig mutagenng charak-
teryzowaly sie zanieczyszczenia pochodzace z miejscowosci o szczeg6lnie wysokim uprze-
mystowieniu, natomiast préby reprezentujgce tereny najmniej zanieczyszczone, wykazywaty sto-
sunkowo niska, srednia aktywnos¢ mutagenna (33).

Stosujac aktywacje enzymatyczng, wykazano jakosciowe roznice w odpowiedzi mutagennej,
w zaleznosci od pory roku. Préby pochodzace z miesiecy letnich, badane z zastosowaniem
szczepu TAIO0O, podlegaty okoto 3-krotnej aktywacji po dodaniu frakcji mikrosomalnej, co wska-
zuje na obecnos¢ substancji promutagennych. Natomaist, proby zimowe wykazywaly wysoka
aktywnos$¢ bezposrednia (33,23).
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Tabela2

Aktywnos$¢ genotoksyczna zanieczyszczen powietrza na terenie wojewoédztwa katowockiego

Test C.E FR1 FR2 FR3 FR4 FR5 FR6 FR7
Salmonella TA100 + + 1 - - 444 444 4 a -
typhimurium TA98 + + NT NT NT NT NT NT NT
(-S9)

Salmonella TAI00 + + - - 4- + 44 4 44 4 4 -
typhimurium TA98 41 NT NT NT NT NT NT NT
(+S9)

SCE + 4- NT 4- 4 4 4 NT NT NT
(ludzkie limfocyty)

Aberracje chromoso- NT NT NT 4 4 4 4 NT NT
malne

(komorki chomicze)

Test mikrojadrowy + NT -I- 4 4 4 a 4
(szpik myszy)

Test transformacyjny + + NT 4-4-4 4 4 4a NT NT NT
(komorki chomicze)

Areszt mitotyczny + + 1 NT 4 - 4 4 NT NT NT
(komérki chomicze)

Wydajnos$¢ klonowania  + + NT 4 444 NT NT NT
(komorki chomicze)

FR1 - numery frakcji; C.E. - catkowity ekstrakt; NT - nie testowany; + + + - silnie genotoksyczny;
+ + - $rednio genotoksyczny; + - stabo genotoksyczny; —— brak wiasciwosci genotoksycznych.

Zastosowanie metod chromatograficznych (25,98) w potaczeniu z testami biologicznymi
pozwolito na wybranie frakcji zanieczyszczen powietrza, charakteryzujacych sie najsilniejszymi
wilasciwosciami genotoksycznymi. Wyniki testu Amesa oraz ocena udziatéw wagowych po-
szczegolnych frakcji wskazuja, ze gtébwnym skiadnikiem badanych ekstraktow zanieczyszczen
byt materiat eluowany we frakcjach 2, 3 i 4, stanowiacych Srednio 70% masy catkowitego eks-
traktu. We frakcjach tych zgodnie z warunkami rozdzialu oczekuje sie odpowiednio zwigzkoéw
o charakterze aromatycznym, ich polarnych pochodnych oraz monofenoli (25,98). Frakcje
3 i 4 majace bezposrednig aktywnos¢ mutagenng w systemie bakteryjnym sa réwniez aktywne
wobec komérek zwierzecych. Badania z zastosowaniem testu aberracji chromosomalnych na fi-
broblastach chomika linii V79 wykazuja wtasciwosci klastogenne tych frakcji (23), nasilajace sie
wraz z wydtuzeniem czasu ekspozycji (25). Frakcja 4 i catkowity ekstrakt wywotywaty zalezny od
dawki wzrost indeksu mitotycznego, potaczony ze spadkiem stosunku AT/M (anafaza, telofa-
za/metafaza) oraz wzrost odsetka komorek hiper- i poliploidalnych (100). Z kolei w tescie trans-
formacyjnym in vitro, traktujac pierwotng hodowle komodrek nerki chomika chinskiego
catkowitym ekstraktem benzenowym oraz jego frakcjami, najsilniejszy efekt transformacyjny
otrzymano dla frakcji 2, zawierajacej PAH (100).

Test wymiany siostrzanych chromatyd (SCE, ang. sister chromatid exchange) ujawnit zalez-
ny od stezenia catkowitego ekstraktu zanieczyszczen powietrza wzrost liczby SCE zaréwno dla
komoérek chomiczych linii V79, jak i dla ludzkich limfocytow (23). Efekt zaleznosci odpowiedzi
mutagennej od dawki otrzymano réwniez w tescie mikrojgdrowym, przeprowadzonym in vivo na
polichromatycznych erytroblastach myszy BALB/c (23).

Hemminki i wsp. (101) poréwnywali poziom adduktéw DNA w prébkach krwi ludnosci nie

narazonej na oddziatywanie skazonego powietrza (grupa kontrolna), ludnosci z grupy narazenia
Srodowiskowego (mieszkancy Slaska) oraz ludnosci z grupy narazenia zawodowego (pracowni-
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cy $laskich koksowni). Poziom adduktéw w prébkach krwi oséb z grup narazenia: zawodowego
i Srodowiskowego byt podobny i znacznie wyzszy niz w prébkach krwi grupy kontrolnej.

Testowane préby zanieczyszczen powietrza pobrane na terenie wojewoédztwa katowickiego

charakteryzuja sie bardzo wysoka aktywnoscig genotoksyczna, mutagenng i kancerogenng, sta-
nowigc zagrozenie dla zdrowia miejscowej ludnosci.
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Genotoxic activity of air pollutants

Summary

Ambient air contains a large number of chemical substances including mutagens and carcinogens
such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), derivatives of PAHs and others. Exposure to airborne par-
ticulate pollutants represents an increased risk to human, so it seemed important to investigate genotoxic
activity of airborne material, especially in heavily industrialized and urban areas. Short-term biological
tests such as the Ames test, sister chromatid exchange assay, micronucleus assay, cell transformation
assay, chromosomal aberratrion test were used for estimating genotoxic, mutagenic and carcinogenic
potential of air pollutants.
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