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1. Wstęp
Już z górą 45 lat temu stwierdzono aktywność rakotwórczą benzenowych ekstraktów 

zanieczyszczeń powietrza (1). Aktywność tę przypisywano policyklicznym węglowodorom aro
matycznym (PAH, ang. polycyclic aromatic hydrocarbons), wykrytym w ekstraktach pyłu zawie
szonego (2), Hueper i wsp. (3) wykazali, że obok całkowitych, benzenowo-etanolowych ekstra
któw zanieczyszczeń powietrza silną aktywnością rakotwórczą charakteryzowała się frakcja 
neutralna tych ekstraktów zawierająca węglowodory aromatyczne i alifatyczne.

Aktywność genotoksyczną zanieczyszczeń powietrza ocenia się w dwojaki sposób: 1) 
w oparciu o szereg krótkoterminowych testów na mutagenność, polegających na podawaniu 
ekstraktów zanieczyszczeń powietrza hodowlom bakteryjnym, hodowlom komórek ssaków, lub 
zwierzętom doświadczalnym i badaniu zmian w ich materiale genetycznym; 2) badając zmiany 
zaistniałe w materiale genetycznym organizmów narażonych In vivo na oddziaływanie skażone
go powietrza (4,5). Na wyniki testów wpływa wiele czynników natury technicznej, w tym sposoby 
pobierania i obróbki prób zanieczyszczeń powietrza (aparatura, odczynniki), warunki przeprowa
dzonego eksperymentu, kondycja hodowli komórkowych i zwierząt doświadczalnych itd.

Metodyka zbierania oraz ekstrakcji zanieczyszczeń powietrza, jak dotychczas nie jest ujed
nolicona, a najszersze zastosowanie ma zbieranie pyłów na filtry z włókna szklanego, które za
trzymują cząsteczki o średnicy od 5 do 20 pm (6). Aktywność mutagenna związana jest głównie 
z cząstkami małymi, łatwo przedostającymi się do układu oddechowego (7,8,9).

2. Metody oceny genotoksycznej aktywności 
zanieczyszczeń powietrza

spośród ponad 100 testów krótkoterminowych, prowadzonych in vitro z zastosowaniem róż
nego typu hodowli, od bakterii i drożdży przez komórki gryzoni aż do komórek ludzkich, jak rów
nież testów in vivo (10) tylko część stosowana jest na szeroką skalę. W tabeli 1 przedstawiono 
testy stosowane rutynowo oraz typy indukowanych zmian.

Testowanie różnych klas związków, podejrzanych o właściwości rakotwórcze, wymaga sto
sowania metod o szerokim zakresie indukowanych zmian genetycznych, jak również o dużej 
czułości. Znalezienie uniwersalnego testu, spełniającego te kryteria jest niemożliwe. W tej 
sytuacji postuluje się stosowanie zestawu testów, wykrywających różnego typu zmiany mogące 
prowadzić do procesu nowotworowego. Testy te wykonywane w odpowiedniej kolejności, przy 
stosunkowo niskich kosztach i w krótkim czasie, umożliwiają określenie potencjalnych właści
wości rakotwórczych badanego związku (11,12).

Na podstawie wyników krótkoterminowych testów przesiewowych stwierdzono m.in., że or
ganiczne ekstrakty zanieczyszczeń powietrza indukują wzmożone wymiany siostrzanych chro- 
matyd (13-24), powodują powstawanie aberracji chromosomalnych (15,17,25) oraz dają pozy
tywną odpowiedź w testach na transformację nowotworowa w hodowlach komórek ssaków 
(20,21,26-28).
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T a b e I a 1

Testy krótkoterminowe stosowane rutynowo*
Typy indukowanych zmian

Test In vivo In vitro Mutacje
genowe

Aberracje
chromoso

malne

Inne
uszkodzenia

DNA
Salmonella typhimurium 
test na rewersję mutacji 
(bakterie)
Escherichia coli

it *

test na rewersję mutacji 
(bakterie)

* ★

Echerichia coli
naprawcza synteza DNA 
(bakterie)

* *

Drosophila melanogaster 
mutacje recesywne letalne 
związane z płcią (owady) 
Aberracje chromosomalne 
(komórki ssaków)

*

it *

*

SCE wymiany siostrzanych 
chromatyd (komórki ssaków)

* it

V79 mutacje w genie transferazy
hypoksantynowej
i kinazy tymidynowej (HPRT)

* *

(komórki ssaków)
Test mikrojądrowy (gryzonie) ★ * *

Test na cechę dominującą 
letalną (gryzonie)

★ * it

Cyt. wg Sobels (102), zmodyfikowane.

Przy użyciu testów krótkoterminowych wykazana została wysoka genotoksyczność ekstra
któw zanieczyszczeń powietrza pochodzących z terenów wysoko uprzemysłowionych (1&- 
24,29-34) oraz zurbanizowanych (18,24,34,35). Ujawnione zostały sezonowe różnice 
w aktywności mutagennej prób (22,33), a także różnice dobowe (35).

3. Genotoksyczne składniki zanieczyszczeń powietrza
Badane ekstrakty całkowite są mieszaniną ponad 500 związków chemicznych, które podle

gają rozmaitym interakcjom, co w efekcie może prowadzić do wzrostu lub obniżenia ich 
aktywności mutagennej (18,20,34,36-41). Hermann (36) obserwowała wzajemne oddziaływanie 
benzo[a])pirenu, benzo[e]pirenu i antracenu, występujących w mieszaninie. Zależnie od składu 
mieszaniny dochodziło do pobudzenia lub obniżenia wyjściowej aktywności mutagennej bada
nych związków. W doświadczeniach Haugena i Peaka (38) mieszanina związków aromatycz
nych izolowanych z produktów upłynniania węgla, hamowała aktywność takich promutagenów, 
jak benzo[a]piren, 7,12-dwumetylo-benzo[a]antracen, 2-aminofłuoren i 2-acetylo-aminofłuo- 
ren. Znaczący wpływ na udział poszczególnych związków chemicznych w mieszaninie, a co się 
z tym wiąże, na ich wzajemne oddziaływania mają również warunki meteorologiczne oraz pora 
roku (18,34).
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Zanieczyszczenia powietrza występują w dwu podstawowych fazach; gazowej i cząstkowej 
(42,43). Miarą czystości powietrza, pod względem obecności składników gazowych jest w 
głównej mierze zawartość związków nieorganicznych, takich jak: tlenek węgla, tlenki azotu i siar
ki oraz ozon. Jak dotąd brak dowodów na bezpośrednią aktywność genotoksyczną tych sub
stancji, jakkolwiek w przypadku tlenków azotu, tlenków siarki oraz ozonu, wykazana została 
aktywność komutagenna (44). Wykazano, że w miarę wzrostu zawartości NO2 w powietrzu, 
wzrasta zawartość nitrowych pochodnych PAH, uznawanych za kancerogeny (18). Z kolei 
wzrost aktywności rakotwórczej jednej z pochodnych PAH - benzo[a]pirenu w obecności dwu
tlenku siarki, w stosunku do komórek ludzkich i zwierzęcych opisywali Lave i wsp. (1970), Hig
gins (1971), Laskin (1976), Pauluhn i wsp. (1985) - (45).

Inne, należące do fazy gazowej, genotoksyczne składniki zanieczyszczeń powietrza to alka
ny, alkeny, aldehydy, chlorowcopochodne węglowodorów, alkiloazotyny, nitrozoaminy (42,46).

Faza cząstkowa, jako mieszanina elementarnego węgla oraz nieorganicznych tlenków i soli, 
na powierzchni których mogą się adsorbować związki organiczne, zawiera większość genoto- 
ksycznych zanieczyszczeń powietrza (47). To właśnie z fazą cząstkową związane jest wystę
powanie policyklicznych związków aromatycznych (PAC, ang. polycyclic aromatic compounds). 
PAC tworzą się m.in. w procesach niepełnego spalania paliw, w procesach towarzyszących 
przetwórstwu ropy naftowej, produkcji koksu i aluminium oraz żelaza i stali. Źródłami emisji PAC 
są również silniki benzynowe i wysokoprężne (48,49,41), elektrownie, a zimą - urządzenia 
grzewcze budynków mieszkalnych (18,50-53). Leonard i wsp. (54) podają ocenę potencjału 
mutagenicznego substancji emitowanych do atmosfery w wyniku różnych procesów wytwarza
nia energii. W pracach monograficznych lARC (24,34,53,55-57) zamieszczone są informacje do
tyczące właściwości chemicznych PAC, ich powstawania i występowania w środowisku oraz 
oddziaływania na organizm ludzki.

Pod względem chemicznym PAC obejmują polarne i niepolarne pochodne węglowodorów 
aromatycznych (PAH), w tym związki zawierające tlen, takie jak pochodne aldehydowe podsta
wione kwasem karboksylowym oraz nitroareny. Liczne PAH odznaczają się znaczącą aktyw
nością rakotwórczą (18,19,24,27,32,45,53,58-66). Aktywność ta dotyczy prawdopodobnie prze
de wszystkim PAH zawierających ponad 3 pierścienie (27,67,68). Bos i wsp. (68) badali 
siedemnaście 1-4 pierścieniowych PAH. Najsilniejszymi mutagenami okazały się związki 4- 
pierścieniowe, natomiast pozostałe nie wykazały aktywności mutagennej, z wyjątkiem fenantre- 
nu, który dał jedynie słabą odpowiedź mutagenną.

Z badań prowadzonych przez Dipple (27) wynika, że nie podstawione PAH są znacznie 
słabszymi mutagenami, niż ich pochodne.

W wyniku przemian metabolicznych PAH powstają ich pochodne hydroksylowe, np. fenole, 
dwuhydrodiole, chinony i epoksydy, często sprzężone z kwasem glukuronowym i siarkowym 
(69). Elektrofilowe metabolity pośrednie PAH mogą tworzyć trwałe połączenia z wielkocząste
czkowymi elementami komórki (70,71,72).

Najlepiej poznanym pod względem przemian metabolicznych związkiem należącym do PAH 
jest benzo[a]piren, będący mutagenem i kancerogenem. W komórkach zwierzęcych i ludzkich 
występują aktywne metabolity benzo[a]pirenu, przede wszystkim epoksydy i epoksydiole, wią
żące się łatwo z kwasami nukleinowymi (27,73-80). Rakotwórcze są 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 związki łączą się kowalencyjnie z guaniną, tworząc tzw. addukty. 1- 
nitrozopiren daje tylko jeden typ adduktów, przyłączając się do DNA w pozycji C8 (81).

Aktywnością mutagenną i kancerogenną arenów (węglowodorów aromatycznych) oraz 
źródłami ich emisji zajmowali się 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 
sześć nitroarenów (2-nitrofluoren, 2-nitrofluoranten, 3-nitrofluoranten, S-nitrofluoranten, 1-nitro- 
piren, 2-nitropiren). Wszystkie te związki ujawniły wyraźną aktywność mutagenną.
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Za metaboliczną aktywację PAH odpowiedzialne są głównie monooksygenazy, z cytochro- 
mem P-450 jako enzymem końcowym (71,83,84,85). Enzymy te, zwane także hydroksylazą 
węglowodorów arylowych działają wraz z epoksydową hydratazą i głukuronylową s-transferazą 
jako jeden z enzymów detoksyfikacyjnych (86).

Zależność między aktywnością kancerogenną PAH i ich zdolnością do indukowania P-450 
badał m.in. Ayrton (87). Wyodrębniono dwa izomery: cytochrom P-450 i P-448 (P-450i), indu
kowane kombinacją fenobarbitalu z b-naftoflawonem lub preparatem Aroc/or 1254 (88,89). Aroc- 
lor 1254 stosuje się przy otrzymywaniu frakcji mikrosomalnej S9, używanej do testowania 
większości potencjalnych promutagenów i mutagenów. W ten sposób ujawniona została, np. 
bezpośrednia aktywność mutagenna organicznych ekstraktów pyłu zawieszonego (31,33, 
35,48), a także nitrowych pochodnych monocyklicznych i policyklicznych węglowodorów aro
matycznych (41,90-93).

Tokiwa i wsp. (37) oraz Fukino (48) udowodnili, że pochodne pirenu, fluorantenu, chryzenu 
oraz fluorenu zawierające 1 lub 2 grupy nitrowe dają silniejszą bezpośrednią odpowiedź muta
genną, niż związki wyjściowe. Jedną z dokładniej zbadanych nitrowych pochodnych PAH jest 
1-nitropiren, występujący m.in. w spalinach silników wysokoprężnych. Testy krótkoterminowe 
wskazują, że 1-nitropiren jest słabszym mutagenem, niż jego pochodne, podstawione w pozy
cjach 4,5- i 9,10-. Z kolei nitroredukcja 1-nitropireno-4,5-dioli do odpowiednich hydroksylo- 
amin jest ważnym ogniwem w procesie tworzenia adduktów (94).

Holloway i wsp. (95) stwierdzili, że fotodekompozycja 1-nitropirenu i 1,8-dwunitropirenu po
woduje obniżenie mutagenności produktów rozkładu. Podobne rezultaty otrzymali w 1985 r. 
Stark i wsp. (96) w odniesieniu zarówno do czystego 1-nitropirenu w 2-propanolu, jak i do 
całkowitych organicznych ekstraktów z wyziewów silników wysokoprężnych.

4. Aktywność genotoksyczna zanieczyszczeń powietrza 
na terenie województwa katowickiego

z danych Wojewódzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Katowicach wynika, że w roku 
1989 przekroczone zostało dopuszczalne stężenie w powietrzu pyłu zawieszonego, dwutlenku 
siarki, dwutlenku azotu, tlenków węgla, benzo[a]pirenu, ołowiu, kadmu, fenolu, formaldehydu, 
fluoru, amoniaku, substancji smołowych i węglowodorów alifatycznych. Większość z tych sub
stancji występowała w znacznie wyższych stężeniach zimą (sezon grzewczy), niż latem (97).

Aktywność genotoksyczna zanieczyszczeń powietrza z terenu województwa katowickiego 
badana była w latach 1982-1990 w Instytucie Onkologii im. M. Skłodowskiej-Curie, oddział w 
Gliwicach. Próbki zanieczyszczeń powietrza pobrano z różnych, odmiennych pod względem 
stopnia uprzemysłowienia i zurbanizowania, części województwa. Oddzielna analiza próbek let
nich i zimowych pozwoliła na określenie sezonowych zmian ich aktywności. W badaniach 
genotoksyczności póbek zanieczyszczeń wykorzystano szereg krótkoterminowych testów (tab. 
2). Szczegółową analizę wyników zamieszczono w pracach: Motykiewicz i in. (23,25,33,98-100).

Benzenowe ekstrakty zanieczyszczeń powietrza, zbieranych na terenie województwa kato
wickiego, badane z zastosowaniem testu Amesa na szczepach Salmonella typhimurium TAI 00 
i TA98 wykazywały wysoką aktywność mutagenną. Najwyższą aktywnością mutagenną charak
teryzowały się zanieczyszczenia pochodzące z miejscowości o szczególnie wysokim uprze
mysłowieniu, natomiast próby reprezentujące tereny najmniej zanieczyszczone, wykazywały sto
sunkowo niską, średnią aktywność mutagenną (33).

Stosując aktywację enzymatyczną, wykazano jakościowe różnice w odpowiedzi mutagennej, 
w zależności od pory roku. Próby pochodzące z miesięcy letnich, badane z zastosowaniem 
szczepu TAI00, podlegały około 3-krotnej aktywacji po dodaniu frakcji mikrosomalnej, co wska
zuje na obecność substancji promutagennych. Natomaist, próby zimowe wykazywały wysoką 
aktywność bezpośrednią (33,23).
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T a b e I a 2

Aktywność genotoksyczna zanieczyszczeń powietrza na terenie województwa katowockiego

Test C.E FR1 FR2 FR3 FR4 FR5 FR6 FR7

Salmonella TA100 + + -1- - - 4 4 4 4 4 4 4 4 -

typhimurium TA98 
(-S9)

+ + NT NT NT NT NT NT NT

Salmonella TAI 00 + + - -I- 4- + 4 4 4 4 4 4 4 -

typhimurium TA98 
( + S9)

-t- -1- -1- NT NT NT NT NT NT NT

SCE
(ludzkie limfocyty)

-f- 4- NT 4- 4- 4 4 NT NT NT

Aberracje chromoso- 
malne
(komórki chomicze)

NT NT NT 4 4 4 4 NT NT

Test mikrojądrowy 
(szpik myszy)

+ NT -I- 4 4 4 4 4

Test transformacyjny 
(komórki chomicze)

+ + NT 4-4-4 4 4 4 NT NT NT

Areszt mitotyczny 
(komórki chomicze)

+ + -1- NT 4 - 4 4 NT NT NT

Wydajność klonowania 
(komórki chomicze)

+ + NT 4 4 4 4 NT NT NT

FR1 - numery frakcji; C.E. - całkowity ekstrakt; NT - nie testowany; + + + - silnie genotoksyczny;
+ + - średnio genotoksyczny; + - słabo genotoksyczny; -- brak właściwości genotoksycznych.

Zastosowanie metod chromatograficznych (25,98) w połączeniu z testami biologicznymi 
pozwoliło na wybranie frakcji zanieczyszczeń powietrza, charakteryzujących się najsilniejszymi 
właściwościami genotoksycznymi. Wyniki testu Amesa oraz ocena udziałów wagowych po
szczególnych frakcji wskazują, że głównym składnikiem badanych ekstraktów zanieczyszczeń 
był materiał eluowany we frakcjach 2, 3 i 4, stanowiących średnio 70% masy całkowitego eks
traktu. We frakcjach tych zgodnie z warunkami rozdziału oczekuje się odpowiednio związków 
o charakterze aromatycznym, ich polarnych pochodnych oraz monofenoli (25,98). Frakcje 
3 i 4 mające bezpośrednią aktywność mutagenną w systemie bakteryjnym są również aktywne 
wobec komórek zwierzęcych. Badania z zastosowaniem testu aberracji chromosomalnych na fi- 
broblastach chomika linii V79 wykazują właściwości klastogenne tych frakcji (23), nasilające się 
wraz z wydłużeniem czasu ekspozycji (25). Frakcja 4 i całkowity ekstrakt wywoływały zależny od 
dawki wzrost indeksu mitotycznego, połączony ze spadkiem stosunku AT/M (anafaza, telofa- 
za/metafaza) oraz wzrost odsetka komórek hiper- i poliploidalnych (100). Z kolei w teście trans
formacyjnym in vitro, traktując pierwotną hodowlę komórek nerki chomika chińskiego 
całkowitym ekstraktem benzenowym oraz jego frakcjami, najsilniejszy efekt transformacyjny 
otrzymano dla frakcji 2, zawierającej PAH (100).

Test wymiany siostrzanych chromatyd (SCE, ang. sister chromatid exchange) ujawnił zależ
ny od stężenia całkowitego ekstraktu zanieczyszczeń powietrza wzrost liczby SCE zarówno dla 
komórek chomiczych linii V79, jak i dla ludzkich limfocytów (23). Efekt zależności odpowiedzi 
mutagennej od dawki otrzymano również w teście mikrojądrowym, przeprowadzonym in vivo na 
polichromatycznych erytroblastach myszy BALB/c (23).

Hemminki i wsp. (101) porównywali poziom adduktów DNA w próbkach krwi ludności nie 
narażonej na oddziaływanie skażonego powietrza (grupa kontrolna), ludności z grupy narażenia 
środowiskowego (mieszkańcy Śląska) oraz ludności z grupy narażenia zawodowego (pracowni-
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cy śląskich koksowni). Poziom adduktów w próbkach krwi osób z grup narażenia: zawodowego 
i środowiskowego był podobny i znacznie wyższy niż w próbkach krwi grupy kontrolnej.

Testowane próby zanieczyszczeń powietrza pobrane na terenie województwa katowickiego 
charakteryzują się bardzo wysoką aktywnością genotoksyczną, mutagenną i kancerogenną, sta
nowiąc zagrożenie dla zdrowia miejscowej ludności.
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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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