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Abstrakt

Hlavnim cilem prace bylo hodnoceni genotoxickéhipcialu vzork ovzdusi odebranyofiHMU
v centru Ostravy na ulioCeskobratrska. U jednotlivych vzdrkoyl stanoven obsah vybranych koa
polycyklickych aromatickych uhlovodik (PAU). Hodnoceni mutagenity bylo provedeno pomoci
Amesova testu a SOS Chromotestu. K detekci poSkdx&A byl pouzit mikroforézni test Comet assay.
V Ameso¥ testu byly vyuZity bakterialni kmengalmonella typhimurium HisTA98 a YG1041 a
testovani prokhlo bez metabolické aktivace (-S9) a s metabolidktivaci (+S9). SOS Chromotestem ve
variant si bez metabolické aktivace bylo provedeno imovitestovani pomoci bakteridlniho kmene
Escherichia coliK12 PQ37. U testovanych vzdrkyly detekovany posunové mutace, prokdzan toxicky
efekt i indukce SOS repai@iho systému.

Kli¢ova slovagenotoxicita; ovzdusi; Ames test; SOS Chromoteshdt assay

Uvod

V dnesni dob se chemické latky staly sédsti naSeho kazdodenniho Zivota acmda
ovliviuji Zivotni prostedi. Bylo prokadzano, Zze mnoho latek, které byiivel povazovany za
relativré bezp&né, mohou po delSimapobeni v organismu vyvolat poskozeni [1]. Latk&azen
ve své fivodni nebo pozinéné forne reagovat s DNA a tim poskodit nebo pcnin jeji
genetickou informaci. Bsledkem tohoto {sobeni nize byt napiklad vznik mutaci,
karcinogeneze nebo letalita [2].

Ostravsky region je diky dlouhodobéupryslové vyrok a rostouci automobilové
doprag stale vice znaStovan emisemi[3]. Mezi exhalaty s genotoxickymiinky fadime
predevsim v pyrolytickych procesech vznikajici PAg&Jigh nitro-derivaty a&Zké kovy (Ni, As,
Cr, Pb), které jsou s¢asti emitovaného prachu. Tyto latky se do organislogtavaji inhalaci

[4].

Vhodnou metodou pro detekci muat§enenvironmentélnich vzorcich a pro hodnoceni
jejich inku na organismy jsou bakterialni deteksystémy. Umahji screeningové hodnoceni
genotoxického potenciélu chemickych latek [5].

Material a metody
Testované vzorky
Testované vzorky ovzduSi byly odebrany v letech120013, a to 28.1.2011, 28.1.2012,

8.12.2012, 18.12.2012 a 3.1.2013. Kritériemdrykbyla dosazena hodnota objetfastic PM10
(Lg/m3) vyskytujicich se v ovzduSi v daném dni a dizptylovych podminek w{sluSném
obdobi. Vzorky pochéazely z lokality Ostrataskobratrska (hot spot) z manualnifiti stanice
TOCBM provozovan& eskym hydrometeorologickym Gstavem, peélmu v Ostra¥. Pripravu,
zpracovani a chemické analyzy odebranych weopkovedla zkuSebni labordtooddleni
hydrochemie VUV T.G.Masaryka, v.v.i., OstravaPreremi mnozstvicastic PM10 pitomnych
v ovzduSi byla pouzita gravimetrie. Qubvzorki byl proveden spojitou filtraci ovzduSigs



filtry Millipore (1,2 um, pim&r 47 mm). Piitok odebiraného vzduchuifpm &inil 500 dnt/min
acas odiru 24 hodin.

Priprava vzork

Jednotlivé filtry byly rozgleny a extrahovany dichlormethanem v ultrazvuko&eni.
Extrakt byl filtrovan vakuovyméerpadlem pges membranovy filtr o velikosti pdr0,45um a
zahu&n dusikem v fistroji TurboVap. Dichlormethanovy extrakt z jedpéloviny filtru byl
pouzit pro stanoveni EOM a PAU. Zbytek extraktu bydusikové atmosfé greveden do
stejného  objemu dimethylsulfoxidu pro stanoveni ogexicity. Stanoveni hodnoty
extrahovatelné organické hmoty (EOM) bylo provedeabkovou analyzou. Z rozdilu hmotnosti
vaZzenky s odganym extraktem a prazdné vazenky byla wW@ma pimérna hodnota EOM v
mg/ml extraktu. Extrakt z druhé poloviny filtru bgbuZit pro pipravu mineralizatu ke stanoveni
obsahu vybranych kdv Charakteristika jednotlivych vzoike uvedena v tabulce 1.

Tabulka 1.: Charakteristika vzorkovzdusi vzhledem k hodnotam RVEOM, €Zkych kovwi a PAU

oty ol o Z:S’ah Hkﬁh kovd [‘;gi £ PAUng] X B@P [ng]
28.1.2011 0,33. fo 94 3,75 11,35 3,45 7754,7 6715
28.1.2012 3,46. fo 26 6,4 13,15 7,1 129982 11203
8.12.2012 4,13. fo 101 9,5 14,75 7,55 186348 19246
18.12.2012 0,27. fo 17,5 2,33 5,15 5,65 8779,8 898.,5
3.1.2013 0,27. 0 N/A 2,24 6,25 2,65 28445 129

Metodika

Amediv testje zaloZen na indukci reverznich mutaci u auxafadf indikatorovych kmen
Salmonella typhimuriurilis TA 98 a YG 1041 detekujici posunové mutace [@, B]. Test byl
proveden ve variantach s i bez metabolické aktiiaegtro. Index mutagenity byl stanoven jako
IM = R/Rc vypaitaného z celkového ptu revertant pro danou koncentraci testované @ity
vztazeného ke kontrole (Rc). Jako pozitivni bylydhoceny vysledky, kdy byl get
revertujicich kolonii pirkazre zvySen, tj. minimalé dvakrat oproti kontrole [1]. Stanoveny
mutani potencial MP charakterizuje zvySeni indniho potencialu IM v zavislosti na
koncentraci vzorku. Vysledky byly nasledwyhodnoceny pomaoci statistického softwaru SALM
[7, 10].

SOS Chromotestimoziuje hodnotit mutageny indukujici SOS reparace. [Bglveden v
miniaturizované verzi ve variantach s a bez metek®laktivacen vitro na kmenik .coli K12
PQ37 [11, 12]. Za signifikantni je povazovano zwSmdukiniho faktoru Ic o hodnotu 0,5
oproti kontrole. Hodnota SOS indtrkho potencidlu SOSIP charakterizuje linearni ésts
indukéniho faktoru Ic na mnozstvi testované latky c [1].

Kometovy test (Comet assay - Single cell gel etdotesis, SCGEumo#iuje detekci a
kvantifikaci poSkozeni a/nebo reparaci jaderné Di2Urovni jednotlivych buik. Lze sledovat
piimé i prechodné jednettzcové (SSBs) a dvaéettzcové zlomy (DSBs), ikZové vazby
(crosslinks), alkali- labilni polohy (ALSs), oxitlai a alkyl&ni poSkozeni bazi ifpadré
poSkozeni souvisejici s apoptézou. ZkouSka byldizmena na eukaryotickych bé&tnych




liniich. Jako parametr pro hodnoceni vznikajicicimiet byl vybran Olive tail moment (OTM),
ktery kombinuje d¥ vyznamné charakteristiky korelujici s DNA poSkdrerdélku a procento
DNA v ocasu komety (OTM = délka ocasW& DNA v ocasu/100) [13]. Variabilita odpédi
byla tedy testovana analyzou variance (Kruskal-istalltest).

Vysledky a diskuse

Vysledky Amesova testu a SOS Chromotestu jsou $hrntabulce 4. Z vysledkvyplyva,

Ze v Amesov testu vSechny zkoumané vzorky vykazovaly mutagertixperimenty byly, s
ohledem na vysledky chemické analyzy poukazujiciysmky obsah PAU, provedeny pouze na
kmenech TA98 a YG1041. Tyto kmeny slouZi k detglasunovych mutaci a jsou dopdovany
pro hodnoceni mutagenity PAU a jejich dusikatychivddi. Ziskana data ukazuji, Ze mutagenitu
indukuji nejen PAUradici se k nafjmym mutagefim (varianta testu s metabolickou aktivaci),
ale také derivaty PAU vznikajici fotochemickou dedaci a reakci s NOx (testy na YG1041 bez
metabolické aktivace). Tento z#ivje pi hodnoceni ekologického a zdravotniho rizika
kontaminace ovzduSi vyznamny.

SOS Chromotestu bylo zj&to, ze i vzorky (28. 1. 2011, 28. 1. 2012, 8. 12. 2012)
indukuji poSkozeni vyZzadujici aktivaci reparach SOS funkci. ProtoZe tento efekt byl vyvolan v
testech s i bez metabolické aktivace, nelze jepged&né prisoudit ukité slozce ve sisi
kontaminant.

Data také nazraji, Ze intenzitu a charakter mutagenity nelze ddhat pouze dle
hodnoty EOM nebo dle chemického sloZeni viotkag. zjisSttny mutagenni efekt vzoikz 8.

12. 2012 a 18. 12. 2012 neodpovida skusti, Zze vzorky pochéazeji ze {dnkdy nangrena
hodnota PMp byla nejvySSi a nejnizsi (Tabulka 2). V Amesaogstu byly vysledky vzorkz 8.
12. a 18. 12. 2012 pozitivni ve vSech provedenyahamtach a na kmeni YG 1041 byla
mutagenita u ménzneisteneho vzorku (18. 12. 2012) dokonce vice jak 2,5&8Vynez u vzorku
z 8. 12. 2012, ktery obsahoval relatiwitSi zastoupendastic PM,. Lze tedy konstatovat, Ze
vysledny genotoxicky efekt zavisi praypbdobr na WtSim pdtu faktoti a nejen na obsahu
prachovych¢astic (PMo a PM2,5) a objemu extrahovatelné organické hme@M), ale spise
na @itomnosti konkrétnich kontaminant a celkovém stavadusi a p&asi, na kterych zavisi
intenzita a rychlost degradace kontaminant.

Tabulka 4. Vysledky mutagenity hodnocené Amesovym testem & S@romotestem

Mutaéni Potencial MP SOSIP
5(?;;:} TA98 YG1041 PQ37
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9

28.1.2011 T T T T - T
28.1.2012 T T T + + -
8.12.2012 T T T + + -
18.12.2012 T T T + - -
3.1.2013 T PM n T - -

+ pozitivni v testu mutagenity; - negativni v tesiutagenity; PM potencidrmutagenni

Zavér
Na zaklad nasSich vysledk hodnoceni genotoxicity vybranych vzérlovzdusi pomoci
sreeningovych bakterialnich tésbylo zjiS€no, Ze u vzork miazeme detekovat posunove



mutace, toxicky efekt a indukce SOS regarho systému. Vysledky z Comet assay, které doplini
informace o poSkozeni DNA, jsou v s@asné dob vyhodnocovany.
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Abstract

The aim of this work was to evaluate the genotgatential of air samples collected ByHMU
Institute in Ostrava, on the stre€eskobratrska. For each sample was determined ¢ooteselected
metals and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAMN&)tagenicity was evaluated by Ames test and SOS
Chromotest. For detection of DNA damage was usedtrelphoretic test Comet assay. In the Ames test
were used bacterial strai@almonella typhimurium HisTA98 and YG1041 and testing was carried out
without metabolic activation (-S9) and with metabaictivation (+ S9). With SOS Chromotest, in vatia
with and without metabolic activation, was perfochire vitro testing using a bacterial strdiischerichia
coli K12 PQ37. For the tested samples were detectecdeffaifh mutations, demonstrated toxic effect and
induction of SOS reparations system.



