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VERKLARENDE WOORDENLIJST EN AFKORTINGEN

1 pg =0.000001 g (microgram)

1 pm: 0.000001 m (micrometer)

1 mg = 0.001 g (milligram)

1 ng = 0.000000001 g (hanogram)

16HBE: bronchiale epitheel cellijn

2-AA: 2-amonoanthraceen

a.d.:aerodynamische diameter

AhR: Ah-receptor of Aryl hydrocarbon receptor

Al: aluminium

Ames: Salmonella typhimurium his- reverse mutadit t

ANOVA: analysis of variance

As: arseen

ASE: accelerated solvent extraction

ATCC: American Type Culture Collection

B(a)P: Benzo-a-pyreen

Ba: barium

Be: berillium

BEAS2B: humane bronchiale epitheel cellijn

BeP: benzo-e-pyreen

B-lymfocyten: B-cellen zijn witte bloedcellen dieere belangrijke rol spelen in het
humorale afweersysteem (productie van antistoffen)

Ca: calcium

Cat-tox: reporter test gebaseerd op 13 genetisahod#iceerde humane HepG2
levercellijnen

CB: carbon black

Cd: cadmium

ClI: chloor

CL: confidentie limiet, betrouwbaarheidsinterval

correlatie: Een correlatiecoéfficiént is een maatorv de correlatie tussen twee
stochastische grootheden (of stochastische vagiapelien spreekt van correlatie
als er tussen de beide grootheden een zekereréngminenhang is, in die zin dat
waarden van de beide grootheden dezelfde of eemgegtelde tendens vertonen.
Zo is er sprake van correlatie tussen de groothedegte en gewicht Dbij
(volwassen) mensen. Met toenemende lengte neemiddelch gezien ook het
gewicht toe. Correlatie kan, maar hoeft niet op ersaal verband te duiden.

correlatiecoéfficiént: De correlatiecoéfficiént éen getal dat de mate van correlatie
tussen twee grootheden of variabelen aangeeftg®al wordt aangeduid met de
letter R/r en ligt tussen -1 en +1.

c-PAKs: carcinogene-aromatische koolwaterstoffen

Cr: chroom

Cu: koper

CytoTox-ONE: meetmethode voor cytotoxiciteit viaudtescentiemeting, volgens
principe van lactate dehydrogenase lekkage (LDHkdge). Methode wordt
toegepast in de MELN assay.



CV: variatiecoéfficiént

d.w.z.: dit wil zeggen

Dagequivalent: hoeveelheid ingeademde lucht oveniz4

DDT: dichloor-diphenyl-trichloorethaan, een orgahi€hemisch insecticide

DEP: diesel exhaust particles

DMSO: dimethylsulfoxide

DNA: Deoxyribonucleinezuur, belangrijkste dragen eafelijke informatie

E2: 1 B3-oestradiol

EC: effect concentratie

ELISA: enzyme linked immune sorbant assay

Endotoxine: lipopolysaccharide in de celwand varangregatieve bacterién met
immunomodulerende werking

Eq.: equivalent

ER: oestrogen receptor

EU: Europese Units

Fe:ijzer

FI: fold inductie

GC-MS: gaschromatografie-Massaspectrometrie

H,O: water

HIS: histidine

i.f.v: in functie van

IARC: International Agency for research on Cancer

IgE: immunoglobuline E

II-6: interleukine 6

II-8: interleukine 8

individuele PAK’s ten opzichte van benzo(a)pyre@&an benzo(a)pyreen wordt een
TEF=1 toegekend

INSERM: Frans nationaal instituut voor gezondheidreedisch onderzoek

I/min: liter per minuut

La: Lanthaan

LAL: Limulus Amebocyte Lysate

LDH: Lactaat dehydrogenase

LNE: Departement Leefmilieu, Natuur en Energie darVlaamse Overheid

M&G: milieu en gezondheid

m.b.t.: met betrekking tot

ms3/h: m? per uur

MCF-7: humane borstkanker cellen

MELN: getransformeerde humane borstkankercellijn

Mn: mangaan

Mo: molybdeen

mutatie: veranderingen in het erfelijk materiaaN@®of RNA) van een organisme

n.l.: namelijk
N: stikstof
N2: stikstof

Na’ : natrium ion
nc-PAK: niet-carcinogenen polyaromatische koolwstter
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Nd: Neodymium

NH,": ammoniak ion dat

NHBE: primaire humane bronchiale epitheelcellen

Ni: nikkel

nitro-PAK's: Dit zijn genitreerde varianten van BAK's. Tot op heden de krachtigste
kankerverwekkende stoffen in dierproeven. Ook dezign voornamelijk
bijproducten van verbranding.

NNW: noord-noord-west

NOs: ion van stikstoftrioxide of nitraat

NQO: 4-nitroquinoline-N-oxide

NR: neutraal rood

NW: noord-west

o.a: onderandere

Os: ozon

OC: organische koolstof

P: fosfor

Po: 90™€ percentiel, een getal zodanig dat 90% van de klatmer is of eraan gelijk en
10% groter of eraan gelijk

PAK'’s: Poly-aromatische koolwaterstoffen zijn orgaumme stoffen die verschillende
benzeenringen als basisstructuur  hebben, Polychelis aromatische
koolwaterstoffen zijn een klasse van ongewensterdducten van voornamelijk
verbranding en in grote hoeveelheden in ruwe pairal Vele leden van deze
familie zijn krachtige kankerverwekkers. Zij zijegsistent en stapelen zich op in de
voedselketen.

Pb: lood

PCA: principale component analyse

PCBs: polychloorbiphenylen

Pd: palladium

PDMS: Polydimethylsiloxaan

PM 0.1: ultrafijne deeltjes met ear. kleiner dan 0.1 pm

PM 10: alle deeltjes met eard. kleiner dan 10 pum

PM 10-2.5: grove deeltjes met ed. groter dan 2.5 pm en kleiner dan 10 um

PM 2.5: kleine en ultrakleine deeltjes met aah kleiner dan 2.5 um; (fijn stof)

PM/ml: partikels per ml

PM: particulair materiaal

PMA: phorbol 12-myristate 13-acetate

Pt: platina

PTFE: teflon

PUF: polyurethaan foam

p-waarden:

R: correlatie

RAIAP: Europees project : Respiratory Allergy anmufldmmation Due to Ambient
Particleshttp://www.raiap.org/

ReProTect: acronym van het EU 6 de kaderprogramma@raoeksproject met de titel
‘Development of new in vitro tests to replace arinexperimentation in
reproductive toxicology’'.
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Rev/m3: revertanten per ms3 lucht

Rh: rhodium

RIS: relatieve inductie score in de MELN assay r@fetsignaal na correctie voor filter

blanco)

RLU: relatieve light units (bij luminiscentie megien in de MELN test).

Rpm: rotaties per minuut

R-waarden: correlatiecoéfficiént is een maat vaorcdrrelatie tussen twee stochastische
grootheden

S: zwavel

S9: homogenaat van rattelever dat metaboliser&veednzymen bevat

Sb: Antimoon, ook antimonium of stibium

Sc: scandium

SC: solvent controle

SD: Standaard afwijking

Se: selenium

Sl: stimulatie index

SIM-mode: detectie met selective ion monitoring

Sm: Samarium

SOy sulfaat anion

Sr: strontium

t.0.v: ten opzichte van

TC: totale koolstof

TEF: Toxic Equivalency Factor, Toxische EquivaleRactor of de relatieve carcinogene
potentie van de

THP-1: humane monocyt cellijn

Ti: titanium

T-lymfocyten: T-cell zijn specifieke afweercellem ezormen een onderdeel van de
specifieke cellulaire afweer. Ze zijn specifiek,nva&lke T-cel kan reageren op een
specifiek vreemd oppervlak-herkennisplaatsen

TNF-a: Tumor necrosis factar

TSP: total suspended matter or particles,is eengsatrvan deeltjes van uiteenlopende
samenstelling en afmeting in de lucht.

U/ml: units (eenheden) per ml

U: uranium

UA: Universiteit Antwerpen

v.b.: bijvoorbeeld

V:vanadium

VITO: Vlaamse Instelling voor technologisch Ondesizo

VMM: Vlaamse Milieu Maatschappij

VOS: Vluchtige Organische Stoffen

W: westen

Ws: windstil

WNW: west noord west

WZW: west zuid west

YES: yeast estrogen screen

Zn: zink
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Zware metalen: hieronder worden vaak de volgewctie @lementen verstaan die door de
Derde Noordzeeconferentie als prioritair wordercheswd: As, Cd , Cr, Cu , Hg ,
Pb, Ni en Zn. Als sporenelementen zijn veel vareddementen noodzakelijk voor
het ondersteunen van het biologische leven. Bijeh®gniveaus worden ze
daarentegen toxisch, kunnen ze accumuleren in digadbe systemen en
vertegenwoordigen ze een significant gezondheideris
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WOORD VOORAF

Hoewel het vaststaat dat blootstelling aan luclhapiel een risico kan inhouden voor de
humane gezondheid, blijven onzekerheden en leemt&snnis met betrekking tot de
onderliggende mechanismen en specifieke effectstaéie. Toxicologie draagt ertoe bij
om deze biologische processen en de invioed vdogmién op de humane gezondheid
beter te begrijpen en in te schatten. Dergelijkéorinatie vormt bijgevolg een
onontbeerlijke basis voor de predictie en preverdie milieu- en gezondheidsproblemen.
De toxicologische benadering kan onderverdeeld soréh ‘in-vivo” en “in-vitro”
experimentenln-vivo experimenten bestuderen effecten in levende onyemgmens en
andere organismenip-vitro experimenten worden daarentegen uitgevoerd op engan
weefsel of cellen geisoleerd uit levende organisnggsten, pro- en eukaryotische
cellijnen.

In opdracht van de toenmalige Cel Milieu & Gezoridhguidige dienst Milieu &
Gezondheid van het departement LNE), voerden MitdJaiversiteit Gent recent een
verkennend literatuuronderzoek uit voor de evaduasin de luchtkwaliteit in Vlaanderen
door effectgerichte metingen in de omgevingsluElen volgende logische stap hield het
praktisch uitwerken en implementeren van een plagéct voor effectgerichte metingen
in Vlaanderen in.

Het voorliggend document werd uitgewerkt door Vén Universiteit Antwerpen en
beschrijft het verloop en de resultaten van dibgiproject. Zij werden hierin begeleid
door een zeer actieve stuurgroep, waarin versolddle betrokken overheden
vertegenwoordigd waren. Tijdens verschillende gtogpvergaderingen kwam het tot
een uitermate boeiende uitwisseling van kennisieichten.

Dit rapport moet beschouwd worden als een basisdent dat uitnodigt tot verdere
kritische evaluatie. De resultaten zullen nog verderden verfijind, besproken en
geinterpreteerd in de daartoe bevoegde organen.

ir. Maja Mampaey en dr. ir. Karen Van Campenhout,
Dienst Milieu & Gezondheid,

Departement Leefmilieu, Natuur en Energie

April 2008

Met dank aan de leden van de stuurgroep: J.Vemreau@®MM), M. Desmedt (VMM),
M. Rossier (VMM), E. Roekens (VMM), N. Claeys (VMML. Hoebeke (VMM), M.
Bossuyt (VMM), H. Reynders (LNE), I. Overmeer (LNBY. Van der Elst (LNE), D.
Wildermeersch (Agentschap Zorg en Gezondheid)
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1 Samenvatting

In opdracht van de dienst Milieu & Gezondheid van teepartement LNE hebben Vito
en UA een pilootproject voor effectgerichte metimge omgevingslucht uitgevoerd. Het
doel was de toepasbaarheid van effectgerichte gestinvoor beoordeling van de
luchtkwaliteit in Vlaanderen te evalueren. Een tggreerd biologisch meetnet zou de
verspreiding en Dblootstelling aan schadelijke stoff met risico’s voor de
volksgezondheid in kaart kunnen brengen. Gezondkkidhten of ziektepatronen die in
verband gebracht worden met luchtpollutie zijn anumer kanker, cardiovasculaire
ziekten, astma en allergieén en fertiliteitproblamBit werd uitvoerig beschreven in de
literatuurstudie die aan huidig project voorafgi(\yitters et al., 2005). Er werden
daarom voor het pilootprojeah vitro screening methoden geselecteerd met eindpunten
als mutageniciteit, immunotoxiciteit, endocrienerstering en cytotoxiciteit. Op basis
van verkregen resultaten kan relevante informatet betrekking tot het schadelijke
karakter van omgevingslucht en potentiéle gezomdickade door luchtvervuiling
ingewonnen worden.

In een eerste fase werd de logistieke organisatie monstername afgestemd met het
bestaande PAK-meetnet van de Vlaamse Milieumagipghén een tweede fase werden
methoden voor monsterbehandeling en toepassing bi@ngische testen op hetzij
organische extracten, hetzij partikelfractie varhtnonsters geoptimaliseerd. Een derde
fase betrof de meetcampagne, gespreid over eenjganen over drie meetplaatsen in
Vlaanderen met diverse aard van luchtvervuilingdsj Zelzate, Borgerhout en Aarschot.
In een laatste fase werden de verkregen resulgeémerpreteerd en geévalueerd in
functie van tijd, locatie en variaties van meteogidche omstandigheden enerzijds, en in
relatie tot pollutiegegevens anderzijds.

Er werden in deze studie een industriéle site ge)z een stedelijke site (Borgerhout) en
een landelijke site (Aarschot) bemonsterd. Tijdeles periode september 2006 tot
september 2007 werden per locatie 32 luchtstale®BP£T Total suspended matter)
gecollecteerd op filters gebruikmakend van de healgme bemonsteringsstations van
VMM (Digitel). Van een vierde deel van de filter wen de stofdeeltjes verzameld via
wassen en het overige deel van de filter werd geéeerd om specifiek de organische
componenten te weerhouden. Afhankelijk van hesysgtem en het eindpunt, werden of
de partikels of de organische extracten toegevomgdde toxicologische responsen
gemeten.

De cytotoxische (niet specifieke celschade) en immaxische (inflammatoire) effecten
van de partikelfractie (TSP) van de bemonsterderélwerd gemeten in 3 representatieve
humane cellijnen (de alveolaire A549 cellijn, derwhiale Beas-2B epitheliale cellijn en
de macrofagen THP-1 cellijn). Significante variati® cytotoxiciteit tussen de dagen
werden gemeten in de THP-1 en de Beas-2B celligur\deze laatste werden de hoogste
signalen gemeten in stalen uit Zelzate. In parakeld een inflammatoire respons in de
cellijnen aangetoond via meting van cytokinepromudtiet inflammatoir potentieel van
de partikels uit het stedelijk gebied Borgerhowteltl hoger dan deze van de partikels uit
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de andere locaties. De immunologische responséerbkeerder op te treden in stalen van
het voorjaar, en konden niet volledig toegeschrewenden aan de aanwezigheid van
endotoxines op de partikels. De hoeveelheid zwewtofdbleek verband te houden met
de intensiteit van de cytotoxische en inflammate@spons, terwijl ook de chemische
samenstelling bijdraagt tot het gemeten toxiscleatfiran de TSP. Tot slot werd een
positieve correlatie aangetoond tussen de omgeemgeratuur en het cytotoxisch en
inflammatoir potentieel.

Mutagene effecten werden waargenomen itsaleonella mutageniciteit test (Ames) na
blootstelling aan organische extract&ignificante variaties tussen de staalnamedagen
werden gezien voor de drie locaties. Statistisolsuatie met een combinatie van de
gegevens voor locatie en tijd toonde significamheegde mutagene activiteit in stalen
van de industriéle locatie Zelzate. Zowel de totaleveelheid zwevend stof, als de aard
van de organische belading op de partikels blelegralend te zijn voor de intensiteit van
de mutagene respons.

De significante inducties van verschillende merkeaa de Cat-tox assay toonden een
verhoogde stressrespons na blootstelling aan @ganiextracten van een dagequivalent
lucht. Zowel de merkers voor DNA-schade als dezer wwductie van de receptor die
stoffen met dioxine-achtige werking kan binden kble gecorreleerd met verschillende
chemische parameters zoals totale hoeveelheid PAKmnische koolstof en PM10
gemeten in de luchtstalen. Deze bevindingen dumenpotentieel verhoogde DNA-
schade na blootstelling aan deze luchtstalen.

Met behulp van de MELN assay, een humane repogtiéncdie getransformeerd werd
met de humane oestrogen receptor, werd de aanvegzighn stoffen met oestrogene
activiteit in organische extracten van luchtfiltexangetoond. Globaal werden er geen
verschillen in activiteit gemeten tussen de losatieerwijl voor alle locaties het
winterseizoen de hoogste oestrogene activiteit veptkee. De gemeten oestrogene
activiteit was positief gecorreleerd met de tempena terwijl er een omgekeerde
significante relatie met totale PAKs en carcinog@&#Ks werd gevonden. Gezien het
diverse spectrum aan hormoonverstorende stoffetkewe priori niet in het huidige
meetnet lucht gemeten worden, kan de MELN biotestteegevoegde waarde bieden om
schadelijke extracten op te sporen.

De resultaten toonden aan dat de batterij van nestgerdaad vervuilde luchtstalen
herkent. Het toxicologische profiel met diversedpunten gemeten voor elk van de
stalen per locatie en per tijdstip werd in kaarbrgeht. De herkomst van stalen, de
periode van monstername en de meteorologische tamdieken de toxische respons
van bemonsterde luchtstalen te beinvioeden. Hekldiechts in beperkte mate mogelijk
om de waargenomen toxicologische effecten eenvoumig verklaren door de

aanwezigheid van de componenten die chemisch genwe¢eden. Het is algemeen

aanvaard dat de klassieke chemische analyses bimgiemeetnet lucht de gekende
luchtpolluenten op een gevoelige en accurate wigtecteren. De beperking ligt echter in
het aantal gemeten polluenten en het ontbrekeninfanmatie over de gezamenlijke

toxicologische activiteit (additief, synergistisch), van gekende en niet-geidentificeerde
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stoffen. Een effectgerichte meetstrategie, zoakheven in dit project, komt hieraan
tegemoet door integratie van chemische analyse metvitro toxiciteitstesten
representatief voor specifieke werkingsmechanisvaenstoffen.

De resultaten binnen dit pilootproject lieten t@nlaevelingen te formuleren voor een

effectgericht meetnet in Vlaanderen. Dergelik meet verdient afstemming met
bestaande meetnetten lucht en geplande Vlaamsenleus@monitoringstudies.
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2 Summary

This study was sponsored by the Environmental &ltHedivision of the Environment,
Nature and Energy Department of the Flemish Goventnin this pilot study the use of
bioassays oin vitro (toxicological) effect measurements on ambientsamples was
explored by Vito and UA. The aim of the study wasevaluate the practical use of
bioassays for the assessment of the air qualiflanders. Using integrating biological
systems as a monitoring system for air quality \Wwarable to evaluate the spreading and
exposure of the population to harmful or toxic camgnts in the air and map the results
to health problems or patterns of diseases thatedaged to air pollution. Diseases like
some types of cancer, cardiovascular diseasesnasthdiseases, allergy and fertility
problems are known to be related to air pollutin. inventory and discussion on air
pollution related diseases has been made in atliber study which preceeded this project
(Witters et al., 2005). Therefore in this pilot @t in vitro screening methods were
selected that are indicative for these disordergagenicity, immunotoxicity, endocrine
disruption and cytotoxicity. Based on the resuftthese bioassays, relevant information
on the hazardous characteristics of the ambierguality and the related potential health
effects could be generate.

In the first phase of the project the sampling giesvas organized in coordination with
the PAH monitoring network of the Flemish Envirormted Agency (VMM). During the
second phase the methods for sample treatment mnelsts performance on either
organic extract of the collected air particles amdthe particulate fraction itself were
optimized. In the third phase the environmentakampling campaign was performed in
which 3 locations were selected with differentcaiality parameters: Zelzate, Borgerhout
en Aarschot. The air monitoring was spread overy@a with regular sampling days. In
the final phase the results were interpreted arduated as a function of time, location
and variations in the meteorological conditions the one hand, and variations in
pollution patterns on the other hand.

Environmental air samples were taken at an indissite (Zelzate), an urban site
(Borgerhout) and a rural site (Aarschot) from Septer 2006 till September 2007. At

each location 32 air samples (TSP = Total suspemdier) were collected on filters

using the high volume samplers (Digitel) fromVMMhé& particulate matter form one

fourth of the filter surface was collected and thmainder of the filter was extracted to
collect specifically the organic components presenthe particles. Depending upon the
test system either the particles or the extracte tested in the bioassay.

The particulate fractions TSP were tested in thetoyicity test (indicating non-specific
toxicity) and the immunotoxicity test (inflammatorgsponses) using 3 representative
human cell lines (alveolar epithelial A549 celldirbronchial epithelial Beas-2B cell line
and the macrophage THP-1 cell line). Significantiataons in cytotoxicity were seen
between the sampling days in the THP-1 and Bease?Bines. In the latter the highest
cytotoxic effects were seen in samples from Ze|zatele no location specific effects
were seen in the THP-1 cells. In parallel inflamomatresponses in the 3 cell lines could
be demonstrated by cytokine induction. The inflartana potential (inb THP-1 and
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Beas-2B cells) of the particles collected at théaar site Borgerhout was higher
compared to particles collected at the other sifé® immune responses were mainly
seen in the spring samples, and could not (enlitedy explained by the presence of
endotoxines on the particles. The intensity of btite cytotoxic and immunotoxic

responses were related to TSP mass concentratimcgotration - effect relationship),

but also the chemical composition of the parti@ilatatter contributes to the observed
toxic responses. Finally, a positive correlatioruldobe demonstrated between the
ambient air temperature at time of collection ahe tytotoxic and inflammatory

potential.

Mutagenic effects in th&lmonella mutagenicity test (Ames) were demonstrated after
exposure the organic extracBgnificant temporal variations between the sasplere
seen at all three locations. Statistical analy$imeasurements through combination of
effects for location and time, demonstrated anelased mutagenic potency seen at the
industrial location of Zelzate. Both the amountpafrticulate matter and the type of
organic pollution on the particles were responsiole the intensity of the mutagenic
responses.

Significant inductions of different markers in ti@at-tox assay indicated an elevated
stress response after exposure to organic extiBets.markers for DNA damage and for
the induction of the receptor with affinity for dio-like pollutants, were increased and
correlated to different chemical parameters likalt® AHs, organic carbon and PM10 in
the samples. These findings suggest increased Dhidage after exposure to air
samples.

The MELN assay, a human reporter cell line thatbeen transformed with the human
estrogen receptor, was used to detect the pressnestrogen like compound in the
organic extracts. In global no differences in attiwere seen between the different
locations, but there was a seasonal variationldo@tions with the highest estrogenic
activity measured during winter. The estrogeniavégtwas positively correlated with
ambient air temperature, and significantly inverslated to total PAH and carcinogenic
PAHs. As the spectrum of possible hormonal dishglagents is very large and almost
none of these agents are taken into account isuhrent monitoring networks of VMM,
an integrating biosensor like the MELN biotest colnéive an additive value in evaluating
air samples for their toxicological potential.

In general the results clearly demonstrate that lthdery of biotests enables the
recognition of polluted samples. Toxicological pled were generated as a function of
location and time. The toxicology profile was reltto location, time of collection and
meteorological conditions. The toxicological effecould only partly be explained by the
chemical composition of the samples. It is gengratcepted that the chemical
measurements of known air pollutants within thenaanitoring network are sensitive and
accurate. Chemical analyses however are limitadeamumber of parameters that can be
measured. Also there is a lack of information oa thutual toxicity of mixtures of
compounds (addition, synergy..) that hamper thdiptien of toxicity based on chemical
composition. A network based on effect measuremexdsdescribed in this project,
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provides a valuable instrument to overcome thesetabmings. Combining chemical
analyses andn vitro tests could be of interest as the latter enableméasure the
biological responses of each of the toxic compsuarat their combinations..

The results of this pilot project allowed to malanclusions and recommendations for
the design of a Flemish monitoring network basedmassays. It is recommended to
tune this network with the existing air monitoringtworks and planned Flemish human
biomonitoring studies.
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3 Inleiding

Fijn stof is een verzamelnaam voor zeer kleinetgesetlie zich in de lucht bevinden. Uit
diverse epidemiologischestudies blijkt dat er een duidelijk verband bestassen
concentraties fijn stof in de lucht en gezondhdamtdiken. Het gaat bijvoorbeeld om
aandoeningen aan de luchtwegen, hart- en vaamiekievroegtijdigeoverlijdens en
hospitaalopnames ten gevolge van astma-aanvallezamio-vasculaire aandoeningen,
de stijging van het aantal luchtweginfecties, vaerde longfunctie en levenskwaliteit
(Brunekreef and Holgate, 2002jet blijkt dat er geen concentratie is aan te gevaar
beneden geen negatieve gezondheidseffecten optrédelers gezegd: voor fijn stof
geldt geen drempelwaarde (Air Quality Guidline vdé@ World Health Organisation
(WHO)).

Hoewel het vaststaat dat blootstelling aan luclhapiel een risico kan inhouden voor de
humane gezondheid, blijven onzekerheden en leemt&snnis met betrekking tot de
onderliggende mechanismen en specifieke effectstade. Verscheidene toxicologische
hypotheses en mechanismen zijn waarschijnlijk. Me®mt aan dat de biologische
effecten en gezondheidsschade veroorzaakt wordemr ®erschillende chemische
componenten of fysische eigenschappen van PM10 BR2.5? De chemische
samenstelling is vaak complex en zowel de massa&ledleaid als het aantal deeltjes via
inademing opgenomen wordt zijn bepalend voor deiiex.

Zwevend stof is een mengsel van deeltjes van udpende samenstelling en afmeting in
de lucht. De deeltjes worden ingedeeld in fraatigdasis van hun grootte. PM10, PM2.5
en PMO0.1 zijn de fracties van de deeltjes met ezndynamische diameter kleiner dan
respectievelijk 10, 2.5 en 0.1 pm. (1um = één dcdsee van een mm). Inademing is de
belangrijkste opnameroute voor zwevend stof. Emlaineer zware metalen (zoals lood)
en zeer toxische organische stoffen aanwezig kgn,opname via het maag-darmkanaal
ook belangrijk zijn (via inslikken van opgehoedtgarhen).

De verdeling in de luchtwegen en de hoeveelheid dastofdepositie hangt af van de
grootte van de deeltjes (aérodynamische diameteryam de manier van ademhalen.
Alleen deeltjes kleiner dan 10 pm worden benedérstnettenhoofd afgezet. Het is deze
fractie die dan ook bepalend zal zijn voor de nedpire effecten. De grotere deeltjes
worden voornamelijk afgezet in de trachea en brenclle kleinste (<2.5 um) dringen
door tot in de longblaasjes. Bij mondademhalingalzobij fysieke inspanning en
conversatie) is er meer opname in diepere luchwedgm bij neusademhaling. De
toxische bestanddelen van stof zoals metalen kumimbnna afzetting in de longen nog
verder in het (menselijk) lichaam verspreiden via lmoedbaan of het lymfestelsel.
Ultrafijne deeltjes kunnen gedeeltelijk na inadegnirelatief snel doordringen in de
bloedbaan.

Het is algemeen aanvaard dat de klassieke chemasaigses noodzakelijk zijn voor de
opsporing van polluenten. Deze chemische analy$edes$ zijn zeer gevoelig en
accuraat, maar zijn beperkt in het aantal stoffengganalyseerd kan worden. Fysische
en chemische metingen volstaan niet als basis vder inschatting van
gezondheidseffecten. De relatie tussen blootsteéim effecten van deze stoffen bij lage
concentraties, zoals in de lucht gemeten kan wordenimmers niet of slecht
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gekarakteriseerd. Bovendien is de grote meerdenadgezondheidsschadende stoffen
niet geidentificeerd. Een bijkomend voordeel vant lyebruik van biologische
testsystemen is dat deze rekening houden met nlemgsieit.

Toxicologie draagt ertoe bij om deze biologischecessen en de invloed van polluenten
op de humane gezondheid beter te begrijpen en sBthatten. Toxicologische testen
worden meer en meer gebruikt als aanvulling op ldssieke chemische analyse om de
toxiciteit en het werkingsmechanisme van een stedem mengsel van stoffen beter te
begrijpen. De toxicologische benadering kan ondeleeld worden inih vivo” en “in
vitro” experimentenln vivo experimenten bestuderen effecten in levende ocsgaam
(mens en andere organismelm).vitro experimenten worden daarentegen uitgevoerd op
organen, weefsel of cellen geisoleerd uit levendgmsmen, of op gisten, pro- en
eukaryotische cellijnen.

In vitro testsystemen werden oorspronkelijk ontwikkeld selle en vroege screening
methodes in de toxicologie/farmacologie, waar egpectievelijk gebruikt worden om de
schadelijke eigenschappen en/of werkingsmechanisraennieuwe stoffen te kunnen
opsporen met het oog op het beperken of vervangeproefdiertesten.

De toepassing vam vitro testen in milieuonderzoek is relatief nieuw, ergnaet
algemeen gangbaar (Bakaadal., 2005). Toch tonen diverse internationale studies
publicaties de toepassingsmogelijkheden navitro testen voor de gevaarsidentificatie
van omgevingslucht/ luchtpartikels aan (Osorniogdaret al., 2003; Beckeret al.,
2005a; Sandstromt al., 2005; De Vizcaya-Ruigt al., 2006; Steerenber al., 2006a).
Effectgerichte metingen laten, in vergelijking noket klassieke stofgerichte benadering,
een meer geintegreerde inschatting van de invi@dschadelijke milieufactoren toe.
Additieve en synergistische effecten die kunnememgn bij blootstelling aan complexe
mengsels van agentia die in het leefmilieu voorkomverden hierbij immers in rekening
gebracht. Tevens wordt meer inzicht verworven inndegelijk schadelijke effecten
verbonden aan niet-geidentificeerde of als nieagdik erkende stoffen.

Door een luchtstaal te screenen met een battenjbialogische meetsystemen, die
enerzijds de acute toxiciteit en anderzijds eerishapecifieke biologische effecten van
het mengsel kunnen meten, kan men het eerste dael de risico-evaluatie
(gevaarsidentificatie) voor een aantal belangrigkasche eindpunten invullen. Hierdoor
wordt aangegeven welke gezondheidseffecten mend@vachten bij inademing.
Effectgerichte metingen laten toe om de impact ¢dape stoffen op mens en milieu in
een eerste fase in te schatten zonder dat ze txatdntificeren of te kwantificeren. De
toepassing van effectgerichte testmethodes biédtata voordelen en mogelijkheden
voor een geintegreerde risico-evaluatie. De voerdean effectgericht meten ten opzicht
van de klassieke stofgerichte benadering zijn ander de volgende:

* Klassieke analytische technieken sporen enkeéitdd stoffen op, en schieten soms
tekort qua detectiemogelijkheden en/of —limietedien het complexe milieumatrices
betreft;

» Concentraties van stoffen op zich geven geenrnmdtie betreffende hun al dan niet
schadelijke effecten voor mens en milieu;
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» Het optreden van een schadelijk effect kan zelbsthreven worden als de som van de
concentraties van voorkomende stoffen (synerglstisadditieve,... effecten);

» Effectgerichte tests kunnen als screening gekemht@orden om eventueel verdergaand
onderzoek naar enerzijds gezondheidseffecten eerajus bronnen van vervuiling
vooraf te gaan.

In opdracht van het departement LNE, Dienst Mil&uGezondheid, voerden VITO
(Milieutoxicologie) en Universiteit Gent in 2005re@erkennend onderzoek uit naar de
evaluatie van de luchtkwaliteit in VIaanderen daeffectgerichte metingen in de
omgevingslucht (OL200300060). Effecten van luchtpmiten kunnen bestudeerd
worden in bacterién, gisten, diverse cellijnen wi@ire cellen. Een volgende stap is een
het praktisch uitwerken en implementeren van edoofmroject voor effectgerichte
metingen in Vlaanderen.

De doelstelling van deze studie is het uitwerkemugvoeren van een pilootproject voor
effectgerichte metingen om de luchtkwaliteit in mieze testgebieden in Vlaanderen te
evaluerendoor gebruik te maken van relevante en bruikbanéobische methodes om
extracten van atmosferische pollutie te meten oplobgische activiteit zoals
mutageniciteit, immunotoxiciteit, endocriene verstg en systemische toxiciteit.
Bijkomend zal de bruikbaarheid van dergelijke miatsgie voor de gevaarsidentificatie
van luchtmonsters geévalueerd worden.

Bij de uitwerking van dit pilootproject werd rekegi gehouden met de bevindingen in
het eindrapport van de onderzoeksopdracht “Evauatn de luchtkwaliteit in
Vlaanderen door effectgerichte metingen in de ormggsiucht” (OL200300060). Voor
het uitwerken en uitvoeren van dit pilootprojectrdem enkein vitro testsystemen voor
screeningsdoeleinden beschouwd.

Kort samengevat werden in de loop van deze stugende onderdelen afgewerkt:

Fase | was gericht op de uitwerking van de logistiek vooonstername. Dit diende
georganiseerd te worden in samenspraak met de ¥afilieumaatschappij, die over
de nodige meetinfrastructuur en bemonsteringstibesteeschikt.

Fase Il vormde een voorstudie voor de optimalisatie vam@ghodes en de evaluatie
mbt tot (1) monstername en staalbehandeling (@teridoemonstering, bewaartijd stalen)
en (2) toxiciteitstesten (bepaling concentratieeangpor blootstellingexperimenten,
bepaling positieve en negatieve controles van eatestoffen, reproduceerbaarheid,...),

Fase Il betrof de meetcampagne, gespreid over een gansrjaaver drie meetplaatsen
met diverse aard van luchtvervuiling. Deze uitgelmefase omvatte de verschillende
bemonsteringscampagnes en de uitvoering van det&istesten.

Fase IV omvat een interpretatie van de resultaten. De verkregsultaten werden
enerzijds geévalueerd in functie van tijd-, streek- meteovariaties, en anderzijds in
relatie tot pollutiegegevens. Tenslotte werd deikibaarheid van deze effect-gerichte
meetstrategie besproken.
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4 Fase l

In fase | werd in overleg met VMM, die over de mgali meetinfrastructuur en

bemonsteringstoestellen beschikt, de logistiek (plaatsen en frequentie) voor
monstername afgestemd.

Omdat er voor het uitvoeren van de verschillemmatro testen veel materiaal nodig is,
werd gekozen voor een dynamische hoog-volume beaeamgsmethode met

filtercollectie van het type Digitel. VMM maakt gelk van deze toestellen in het PAK
en nitro-PAK meetnetwerk. De verzameling van stalend ook afgestemd met lopende
of geplande VMM-studies om een maximum aan beselné&meetgegevens te verkrijgen
in belang van een geintegreerde blootstelling-efea@luatie (chemisch, gezondheid,
meteo). Er was enerzijds een studie rond chemiddraekterisatie van fijn stof

(contactpersoon: Jordy Vercauteren, VMM Antwerpen) anderzijds is er het PAKs
meetnet (contactpersoon: Eric Wauters, VMM Gent).

Om een diversiteit aan pollutie te verkrijgen werdenonsternameplaatsen met
verschillende pollutiedruk geselecteerd. In functian beschikbaarheid en vaste
standplaatsen van high volume samplers bij VMM wardle volgende meetplaatsen
weerhouden (Figuur 4.1):

» Zelzate, Burgemeester Chalmetlaan, Lambert codehnaX = 111860 Y =
209690 Hoogte = 6 m , PAK-meetpost van VMM (44R738¢t meetstation
bevindt zich in een woonzone op het kruispunt varBdrgemeester Chalmetlaan
en de Wachtebekestraat. De industriezone langskaehal Gent-Terneuzen
situeert zich hoofdzakelijk in het zuid-zuidwesten.

* Borgerhout, Plantijn en Moretuslei, Lambert codadem: X = 154420 Y =
211090 Hoogte =5 m, PAK-meetpost van VMM (42R8®89t meetstation R801
is gelegen in een stedelijke omgeving met vooralresidentiéle en commerciéle
functie. Op 30 m ten zuiden ervan ligt de Plantin Moretuslei, één van de
belangrijkste verkeersassen van Antwerpen. Op 75h mostelijke richting
bevindt zich de ring rond Antwerpen.

» Aarschot, Tieltse baan, Lambert codrdinaten: X 293 Y = 185400 , Hoogte =
55 m, PAK-meetpost van VMM (42N035), Het meetpunt Aarschot is
representatief voor een regionale landelijke agnterdlocatie en wordt niet door
de industrie en weinig (minder dan het station tegBrhout) door het verkeer
beinvioed. Het station ligt ten noordoosten van wiestelijke ring en ten
zuidwesten van de oostelijke ring rond Aarschotzddeneetplaats bevindt zich
minstens 1,5 km ten N van de E314 en op minstengri¥yan de E40 Brussel-
Luik. Bovendien wordt deze sampler mee ingeslotehdat VMM-meetnetwerk,
wat niet het geval zou zijn voor eventueel altaavatlandelijke meetpunten.

De meetplaatsen Zelzate en Borgerhout zijn punieredeneens deel uitmaken van de
humane biomonitoringstudie, uitgevoerd door hesteegeneratie Steunpunt Milieu en
Gezondheid (2002-2006).
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Figuur 4.1: Geselecteerde meetstations in Vlaandare

Omdat er voor het uitvoeren van de verschillemétro testen veel materiaal nodig is,
werd het zwevend stof bemonsterd met de high volsampler van het type Digitel

(aanzuigdebiet 900 I/min = 54 m3h) en dit in conatie met een filter systeem. Deze
opstelling is technisch gezien de eenvoudigste & abk de goedkoopste methode.
Hierbij worden de partikel- en de semi-vluchtigesdabemonsterd. Om alleen de
inadembare fractie van het zwevend stof te bepalend een voorafscheider, namelijk
een TSP-meetkop (TSP= Total Suspended Pafickys de high volume sampler

gemonteerd, waarin de grotere deeltjes achterhlij¥&P wordt bemonsterd omdat voor
het PAKs project van VMM een groot debiet 1200 m? per filter) vereist is wat niet
mogelijk is wanneer een PM10-kop (debiet 500l/min)dt gebruikt.

1 TSP is een mengsel van deeltjes van uiteenlopeamdersstelling en afmeting in de lucht. De deeltjes
worden ingedeeld in fracties op basis van hun ggo®M10, PM2.5 en PMO0.1 zijn de fracties van de
deeltjes met een aerodynamische diameter kleinerrespectievelijk 10, 2.5 en Ofdm. PM staat voor
‘particulate matter’. De woon- en industriezonefr @amen met de belangrijkste verkeerswegen de
belangrijkste bronnen van TSP. De grovere fraétd10) bestaat vooral uit mechanisch gevormde @seltj
die in de lucht worden gebracht door de wind ofrdamiropogene activiteiten, zoals opwaaiend stpf bi
verkeer en bij opslag en overslag van bulkgoeddbenfijne fractie (PM2.5) bestaat vooral uit desdtj
ontstaan bij verbrandingsprocessen en secundaintige. PM2.5 is de som van de ultrafijne en deefij
deeltjes en bestaat vooral uit deeltjes ontstaan dandensatie van verbrandingsproducten of damtiee
van gasvormige polluenten tot secundair aeros@ngport is de belangrijkste bron van PM2.5. Zwarte
rook bestaat voornamelijk uit roet afkomstig varbvendingsprocessen en vormt een specifieke fraatie
PM10 en PM2.5.
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De Digitel DHA-80 heeft een filterwisselaar met agorraad aan filters voor 14 dagen.

Dagelijks gebeurt er automatisch een filterwis€#h de 14 dagen werden de beladen
filters verzameld en vervangen door nieuwe filt€ysze toestellen hebben het nadeel dat
de filters met de motor in een afgesloten kast apgesteld, zodat de filtertemperatuur

gedurende de bemonstering kan oplopen waardoorads &p chemische reacties of

verdamping van viluchtige componenten op de filtmneemt. Ozon kan eveneens de
chemische samenstelling van de stofdeeltjes beddelo.

Er werden stalen verzameld gespreid over 12 maandesen september 2006 en
september 2007. In totaal werd er op 32 dagerkgglig bemonsterd op de drie locaties
met een tijdsinterval van 12 dagen. Voor dezelfdged werden door VMM ook
chemische meetgegevens verzameld na PM10 bemaogstdde resultaten hiervan
werden ter beschikking gesteld voor de interpretaan de data in deze studie. Het
verwisselen en collecteren van de filters werd avitgerd door VMM. Filters werden
nadien bewaard bij 4°C.

In de Tabel 4.1 wordt een overzicht van de beséeriliilters gegeven met specificaties
van monstername datum, monstername plaatsen eendenbteringstijd (minuten). De
bemonsteringstijd per filter duurt 24 uur. Bij hogencentraties van stofdeeltjes in de
lucht wordt de beladingcapaciteit van de filterri@n de 24h bereikt. Als het drukverschil
te klein wordt stopt de bemonstering. Voor een aadita werd voor sommige locaties
geen filter afgeleverd door VMM. De reden hiervagn divers o.a. verkeerd type filter,
technische fout van Digitel toestel.
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Tabel 4.1: Overzicht van de bemonsteringscampagne.

Bemonsteringstijd (minuten)
Bij debiet van 900 I/min

Datum Aarschot Borgerhout Zelzate
04/09/2006 1438,88 1439,63 1439,88
16/09/2006 944,68 838,2 1272,18
28/09/2006 1439,9 111461 1439,9
10/10/2006 1439,88 956,05 1337,16
22/10/2006 1439,88 1439,63 1439,88
03/11/2006 1439,88 932,38 1439,9
15/11/2006 1439,88 1439,65 1439,9
27/11/2006 1439,88 1439,65 1439,88
09/12/2006 1215,75 1063,21 1230,66
21/12/2006 425,45 549,85 731,51
02/01/2007 1439,88 1439,63 1439,88
14/01/2007 1439,88 1362,93 1439,88
26/01/2007 1117,85 770,91 1212,71
07/02/2007 11284 566,91 501,53
19/02/2007 602 623,58 1211,8
03/03/2007 1439,88 1413,33 1439,9
15/03/2007 728,13 442 58 488,46
27/03/2007 NB NB 1208,95
08/04/2007 NB NB 328,13
20/04/2007 1439,98 1439,73 1439,88
02/05/2007 1439,88 NB 1439,88
14/05/2007 1439,88 1439,63 1439,88
26/05/2007 1439,90 1439,71 1439,90
07/06/2007 1439,88 1439,48 1439,88
19/06/2007 1439,88 1439,65 1439,88
01/07/2007 1439,88 1439,88 1439,88
13/07/2007 1439,88 1439,88 1439,88
25/07/2007 1439,88 1439,88 1439,88
06/08/2007 1439,88 NB 1439,88
18/08/2007 NB 1439,88 1439,88
30/08/2007 NB 1439,88 1439,88
11/09/2007 1439,88 1439,88 1439,88

NB: niet beschikbaar
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5 Fasell

Fase Il omvatte een voorstudie voor optimalisatia de methodes voor bemonstering,
staalbehandeling en toxiciteitstesten.

5.1 Filterkeuze

Een eerste aspect in fase Il was de keuze vantdayfpes. De keuze van de filters is
belangrijk omdat sommige types filter toxiciteitreerzaken in den vitro testsystemen.
In de literatuur werd nagaan welke de voor— en leadeijn van verschillende soorten
filters (Tabel 5.1).

Tabel 5.1: Overzicht van verschillende filtertypes

Filter Voordeel Nadeel Referentie
Quartz (QF20 Geschikt voor organische | toxisch voor Du Four et al.,2004
Schleicher&Shuell) extractie micronucleus test en

Vitotox®
Glasvezelffilter Collectie van

partikel fase -

>effect op

immunotox testen?
Teflon gecoat Geschikt voor organische | Niet geschikt voor | Schoeters et al.,2001
glasvezelfilter extractie en partikel fase gebruik in high- Brits et al., 2004
(Emfab Pallflex Geschikt voor genotoxtesten volume sampler
Gelman) (Vitotox[, Ames, (max[J=90 mm)

micronucleus & komeettest)
en immunotoxiciteitstesten

Teflon (Zefluor Geschikt voor collectie van | Minder geschikt Schoeters et al.,2001
PTFE Gelman; de partikelfase en voor voor organische Don Porto Carero,
Gelman TF1000) | immunotoxiciteitstesten extractie 2002
(temperatuur Dick et al., 2000
gevoelig)
PUF (polyurethang Geschikt voor organische | toxisch voor Du Four et al.,2005
foam) extractie Vitotox

Op basis van de literatuurgegervens is een tefltar fvaarschijnlijk het meest geschikt

voor toepassing in de verschillende biotesten. \dsae studie werd gekozen voor teflon
filters die bestand zijn tegen de hoge temperatude ASE-extractie.

Er werden T38 filters (Schleicher & Schuell, Dwatsdl, ref nr 10411130) aangekocht die
geschikt zijn voor gebruik in de Digitel high-volensamplers van VMM.

Karakteristieken van de T38 membraan filters:

-PTFE met polyester support

-0 =150 mm

-poriegrootte: 0.2 pm-5.0 um
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De teflonfilters werden door VMM Gent (E. Wauters)derworpen aan een aantal
preliminaire testen. Zowel debiet als capaciteirdee getest. Het normale debiet dat
gebruikt wordt in de high-volume samplers (900 ijrkon worden behouden voor de
T38 filters. De bemonsteringstijd is afhankelijkaivéde TSP hoeveelheid in de lucht. In de
meeste gevallen benaderde deze de vooropgesteldea.2d/eersomstandigheden, locatie
en seizoenverschillen spelen hierbij een rol.

5.2 Extractieprocedures

De staalvoorbereiding gebeurde in functie van hekgische testsysteem. Sommige
testsystemenirf vitro testen voor respiratoire en immunotoxiciteit) wendblootgesteld
aan de partikels zelf. Andere testsystemen (vfmorter assay) kunnen door de aard van
de test enkel worden blootgesteld aan extracten dearpartikels die de organische
componenten bevatten. Afhankelijk van het testeyat&an de ene fractie ten opzichte
van de andere (extracten of partikels) een gratespons veroorzaken. Zo induceren
extracten bijvoorbeeld een grotere respons in geimteit testen dan partikels terwijl
partikels een sterkere immuno-inflammatoire respmpwekken dan extracten (Schoeters
et al., 2001; Don Porto Carero, 2002). Om de organi$cwtie uit de milieumatrix af te
scheiden, is organische solvent extractie de aagggEwmethode.

5.2.1 Organische extractie: ASE

De ASE (accelerated solvent extraction) is een tp@aatiseerd systeem voor de extractie
van milieustalen zoals bodems en andere vastexrati beladen filters (Britet al.,
2004). Er wordt gebruik gemaakt van een 11 ml ettreel die van onder naar boven
wordt gevuld met een cellulose glasvezel filter,téeextraheren T38 filter (3/4 van de
totale filter), natriumsulfaat en celite. Natriurifaat wordt gebruikt als droogmiddel en
hierboven brengt men 2 gram zeezand en celite @lsy. De extractie gebeurt met
hexaan/aceton (50/50 v/v) als extractiesolvent enwerdt geéxtraheerd bij een
temperatuur van 100°C en een druk van 140 barvet&tegen extract wordt ingedampt
onder N bij 37°C en uiteindelijk gesubstitueerd in 1 mPAMMSO. Het extract wordt
bewaard bij 4°C in de koelkast.

5.2.2 Verzamelen van partikels

Verschillende methodes werden uitgetest (gebasespd literatuurgegevens o.a.
verschillende wasprocedures (sonicatie, schuddergt merschillende waterige
oplosmiddelen) waaruit de methanolextractie werénveuden voor toepassing in Fase
Il (Steerenberget al., 2004; Steerenberg al., 2006b). Via deze methode worden de
partikels (TSP) met hun chemische belading verzéummel

De filter (1/4 van de totale filter) wordt in eerlemmeyer van 50 ml gebracht samen met
20 ml methanol. Dit mengsel wordt 30 minuten gesesid. De bovenstaande oplossing
wordt gedecanteerd in een rondbodem kolf van 25Mmlvoorgaande stappen worden
nog 2x herhaald. De suspensie wordt ingedamptrigéweer 1 ml met de rotavapor bij
40°C, 337 mbar en 100 rpm. Deze suspensie wordttjegegesoniceerd zodat alle
materiaal van de wand komt en overgebracht naarveeraf gewogen 1.5 ml glazen
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conische tube. Deze tube wordt ingedampt ondenNde rondbodem kolf wordt nog 2x
nagespoeld en gesoniceerd. Uiteindelijk plaatst deetube in de speedvac gedurende 4
uren en nadien plaatst men deze in een oven op @&dG@rende 24 uur. De conische tube
met het partikel materiaal wordt terug gewogen roden het gewicht van de partikels
kan bepalen. De partikels worden bewaard in de agsk(+4°C). Bij de
blootstellingexperimenten wordt een stockoplossiag 200 mg/ml PBS aangemaakt
welke wordt bewaard bij -20°C.

5.3 Testsystemen

5.3.1 Selectie van de biologische testen

In het eindrapport “Evaluatie van de luchtkwaliteit Vlaanderen door effectgerichte
metingen in de omgevingsluchtWtters et al., 2005) werd een overzicht van testen
beschreven met betrekking tot systemische toxicig@notoxiciteit, hematotoxiciteit,
immuno-respiratoire toxiciteit, reproductietoxigitemet inbegrip van endocriene
toxiciteit. Daarnaast werd er een evaluatie gemuaakt de bruikbaarheid en relevantie
van de beschreven toxicologische methodes in danv8a context. Op basis van een
aantal selectiecriteria (kosten en snelheid varnvoaring; responsspectrum en
gevoeligheid; standaardprocedure en ringstudies;hikbaarheid; relevantie; toepassing
voor lucht en internationale erkenning) werden osi@@nde toxiciteitstesten weerhouden
voor de uitwerking van dit pilootproject.

« Ames
* Micronucleus test
e Cat-tox

* Yes —assay/ MELN assay

» Cytotoxiciteit

* Immunotoxiciteit: cytokineproductie
* Endotoxinetest

De beladen filters in de campagne werden zowelugktovoor organische extractie (3/4
van de filter) als voor partikel (TSP) collecti¢4dan de filter).

Tabel 5.2 geeft een overzicht van idevitro testen die op het organische extract en/of
met de partikel fase kunnen uitgevoerd worden.

De blootstelling van den vitro systemen aan de partikels gebeurde aan de hanekwan
verdunningsreeks, waarbij de hoogste blootstelingentratie 200png PM/ml medium
bedroeg. De partikels werden getest voor cytottesicmet THP-1, A549 en Beas-2B
cellen en hun immunotoxiciteit (TNé&-productie in THP-1 cellen, il-8 productie in
A549, il-8 en il-6 productie in Beas-2B cellen) wegeévalueerd. De volgende
concentratiereeks werd getest: 200; 100; 50; 2%5; 1§ PM/ml. Verder werden de stalen
met de hoogste PM concentratie (200pug/ml) ook getesr de aanwezigheid van
endotoxines.
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Er werd overeengekomen om de blootstelling vamd&tro systemen aan de organische
extracten uit te voeren bij concentraties die osekemen met dagequivalenten
(hoeveelheid ingeademde lucht/24 uur). Een vemdatlheid van 14 I/min (hormale
ademhaling) gedurende 24 uur geeft een equivaleht n#/dag. De hoogste
blootstellingconcentratie komt overeen met een dag@lent van 20 m?3 lucht equivalent
per ml (voor Cat-tox en MELN test) of per plaat gvdAmes test). Verder werden nog 2
verdunningen getest die overeenkomen met een dagéent van 10 m3 en 5 nhdcht
equivalent.

Het organische extract van één filter is niet@ltipldoende om alle testen uit te voeren
met een hoogste concentratie van 20m3/ml. Dit el kan zich voordoen wanneer er
veel partikel materiaal in de omgevingslucht voonkoEens de beladingcapaciteit van de
filter bereikt is, wordt het drukverschil te kleien stopt de collectie. Doordat de
collectietijld minder is dan de vooropgestelde 24 isuhet aantal gecollecteerde ms3 lucht
per filter lager. Voor de MELN test was de blooisigconcentratie steeds lager (max.
~10 md/dag ) omdat de extracten die bereid werdehO% DMSO minimaal 1/100
moesten verdund worden bij deze cellen om een te¥fac het solvent DMSO uit te
Sluiten.

Tabel 5.2: Overzicht van de toepassing van partikelen organisch extract in de bioassays

Invitro test Organisch extract Partikels
Cat-tox X
Ames X X
Micronucleus X X
Cytotoxiciteit X X
(A549, THR1, Beas-2Bcellijn)
Immunotoxiciteit door X X
cytokineproductie(TNF-q, il-6, il-8)
Yes-screen/MELN-prescreen X

De voor- en nadelen (relevantie, historische gegeveor testen van luchtstalen, vereiste
hoeveelheid testmateriaal ) van de testen werdémaigeerd en op basis daarvan werd
een prioriteitenlijst voor de in vitro testen opgemaakt. Indien in de
bemonsteringscampagne van Fase Il de collectietijdereikend was om alle testen uit
te voeren, werd de voorgestelde volgorde gerespect@abel 5.3). In praktijk kon
alleen de top drie van testen (Ames test, Cateéskeén MELN test) uitgevoerd worden
met het organische filterextract.

Tabel 5.3: Prioriteitenlijst voor testen met organsche extracten van beladen filters

Ames test

Cat-tox

MELN prescreen (cytotoxiciteit en agonist/antagbadiviteit)

AIWIN|F

Cytotoxiciteit met THP-1 cellen en immunotoxicit€itNF-a in THP-1 cellen) +
endotoxinebepaling

(3]

Micronucleus test (op perifeer bloed)

36



De bruikbaarheid van de geselecteerde staalbehiagsi®lethodes (collectie van
partikels op teflon filters, bereiden van het ongehe extract), de potentiéle
achtergrondtoxiciteit van de filters in de bioass&an de reproduceerbaarheid van de
bioassays werden getest. Hiertoe werden bemonsfi#els samen met blanco filters
geévalueerd in de verschillende biologische tegben de respectievelijke eindpunten.

Belangrijkste resultaten van fase II:

1) Achtergrondtoxiciteit van de T38 filters en deractieprocedures werd nagegaan in de
verschillendan vitro testen.

De extracten van procedure blanco (ASE extractiafwezigheid van een filter)
noch deze van de blanco filters gaven cytotoxicitede verschillende cellijnen.
De Ames test werd uitgevoerd met de bacteriesta®8TiA aan- en afwezigheid
van de metaboliserende S9 fractie. Er kon geewgiteii(sterfte van de bacterién)
noch genotoxiciteit (volgens 2 criteria: geen véitukeling t.o.v. het aantal
spontane revertanten en geen significant versabiv.tDMSO blanco (t-test,
p>0.05) aangetoond worden met de organische eatra@n de blanco filters en
de procedure blanco.

Noch de blanco filterextracten noch de proceduseadd vertoonden cytotoxiciteit
in de Cat-tox test maar zowel de procedure blafecdeblanco filters vertoonden
significante inducties op niveau van genexpressen groot deel van het signaal
dat werd waargenomen op niveau van genexpresszewgl de procedure blanco
als de blanco filters was te wijten aan het gelbeu#eezand. Voor de verdere
interpretatie van de data werd een signaal sigmfibeschouwd indien er twee
opeenvolgende Fls (fold inducties) statistisch ificgmt verschillend zijn van de
controle. Op deze manier kan wel een duidelijk oscleeid gemaakt worden
tussen beladen filters en blanco filters, dit zowebr het aantal geinduceerde
genen als de mate van inductie.

Cytotoxiciteit van het methanol extract werd uitgexd met de A549 cellijn en de
THP-1 cellijn. De procedure blanco noch de blariter§ gaven cytotoxiciteit.
Extracten van blanco filters geven ook een postsiighaal in de MELN-test wat
wijst op de aanwezigheid van contaminerende stafiehoestrogene potentie op
het filter materiaal of in de extractiecel, hetga@orheen bij de YES-test niet
werd opgepikt. Voor elk van de te testen extractam luchtfilters werd
overeenkomstig een extract van een blanco ludhtfiiee ingezet in de MELN
testen. Het gemeten achtergrondeffect van de bléleo werd gebruikt voor
correctie van het gemeten oestrogene signaal vanstdien in datzelfde
experiment door een ratio te berekenen of eenigetainductiescore (RIS) voor
oestrogene activiteit.

2) De beladen filters uit de testcampagne werderesgen de verschillenden vitro
testsystemen. Effecten van de organische extrastewman het particulair materiaal
konden gedetecteerd worden in de verschillendesbays.
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5.3.2 Beschrijving van de biologische testen

5.3.2.1 Salmonella mutageniciteit test

De Ames testSalmonella typhimurium his reverse mutatie test) is wereldwijd de meest
gebruikte en gevalideerde genotoxiciteitstest. Bgt tletecteert terugmutaties in het
histidine-operon (His> His"). NormaleSalmonella typhimurium bacterién zijn in staat
om histidine zelf aan te maken, maar de genetishodificeerde stammen die in de
Ames test gebruikt worden, kunnen dat niet. Zijleeuldus in een histidine-arm
voedingsmedium niet overleven. Wanneer ze bloodggestorden aan mutagenen zullen
sommige bacterién een terugmutatie ondergaan ihistdine-operon zodat zij wél weer
op een histidine-arme voedingsbodem kunnen groditat. volstaat dus het aantal
zichtbare kolonies te tellen en te vergeliken nu frequentie van spontane
terugmutaties. De klassieke testopzet bestaatdatimet staal/toxicant (in oplossing) in
vaste agar wordt uitgeplaat. Na incubatie bij 379&llurende 48u worden het aantal
kolonies uitgegroeid op de plaat gescoord. Resumtatorden uitgedrukt in een aantal
revertanten/plaat of revertanten/hoeveelheid toticof staal) toegevoegd. Een
staal/toxicant wordt als positief beoordeeld aleem logische dosis-respons curve is en
het aantal mutanten minimaal tweemaal het achtedgaantal is (spontane mutanten).
Sommige stoffen krijgen pas mutagene eigenschappemetabolisatie in de lever van
organismen. Om deze metabolisatiestap na te bootsate Amestest wordt “S9”
toegevoegd, een homogenaat van rattelever dat oliseende leverenzymen bevat.

Om de test echt efficiént te maken, bevatten Amsshacterién nog andere bijzondere
kenmerken die door mutatie werden verworven. Zodeatelwand meer permeabel zijn
dan normaal (waardoor grote moleculen in de bactarnnen dringen en daar het DNA
kunnen bereiken) en is het DNA-herstel deficiéringebrachte DNA-schade zal zich
dan ook veel gemakkelijker in mutaties en zichtbkaenies van terugmutanten vertalen.
Sommige Ames teststammen zijn bovendien resisient bepaalde groepen van stoffen
zodat een eventueel genotoxisch effect detecteenvasdt. Zonder deze resistentie
zouden de bacterién sterven en kan men geen tsddlugeven over het mutagene
karakter van die teststof.

5.3.22 Cat-tox

De Cat-tox assay bestaat uit 13 genetisch gemedifite humane HepG2-levercellijnen
met elk een stressgevoelige promotor gebondenaajn hetcat gen dat codeert voor
chloramphenicol acetyl transferase (Tabel 5.4) (Tedal., 1995; Vincentt al., 1997).
Het enzyme Kkatalyseert de (di-)acetylatie van amghenicol, waardoor het
antibioticum geinactiveerd wordt. De niet-gemodicde HepG2-cellijn wordt steeds
samen met de 13 andere cellijnen uitgeplaat zadatltaan een viabiliteitsassay kan
worden uitgevoerd. De 13 verschillende promotojs gevoelig voor een hele waaier
van eindpunten zoals DNA- en proteineschade, agmkastress, blootstelling aan zware
metalen en inductie van biotransformatie-enzymen.

Het feit dat in één assay simultaan 13 verschiesihidpunten kunnen gemeten worden
die behoren tot verschillende toxicologische eimdpn maakt dat er een unieke
“fingerprint” wordt gegenereerd voor elke chemisshaf die wordt getest. Er bestaat een
databank met tientallen genexpressieprofielen wavef zuivere stoffen als mengsels en
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dit voor een brede waaier van stoffen zoals pe&tici metalen, mycotoxinen,
polyaromatische koolwaterstoffen (PAKS), polychlmiéanylen (PCB's),
perfluorverbindingen, ... .

De resultaten van de 13 verschillende cellijnendearrelatief ten opzichte van een
controlestaal (of blanco) weergegeven. Op deze enamordt er voor elke stam een
dosisrespons profiel gegenereerd. De Cat-tox assagt steeds uitgevoerd volgens
eenzelfde protocol met drie herhalingen voor elkdootsteling en 4
blootstellingconcentraties + 1 blanco (de respeetigke cellijn blootgesteld aan het
gebruikte solvent). De duur van blootstellen begirad8 uur waarna de cellen worden
gelyseerd en de hoeveelheid Cat enzyme wordt gdKkiwaard. De resultaten worden
uitgedrukt ten opzichte van de blanco. Voor ellkéjodeschikken we over een gekende
positieve controle die voor kwaliteitscontroleseste wordt meegenomen.
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Tabel 5.4: Overzicht Cat-tox promotors (HepG2, pronotor:cat)

Afkorting  Type fusie Beschrijving Functie Gevoeligheid
construct
CYPIAI Promotor Cytochroom p450 1Al Fase | biotriorsnatie PAKs, dioxinen
enzym
GSTYa Promotor Glutathione S transferase Faseltdrisformatie PAKs, fenolische
enzym antioxidantia
XRE Respons Xenobiotisch respons Bindingssite voor Ah- PAKs
element element receptor
HMTIIA Promotor Metallothioneine IIA Binden van znametalen Zware metalen,
glucocorticoiden
FOS Promotor c-fos proto-oncogen Verhoogd c-AMP
niveau
NFKBRE  Respons Nucleair factok binding site  Bindingssite voor MBRE ~ Oxidatieve stress,
element transcriptiefactor inflammatie
HSP70 Promotor Heat shock protein Proteineverstori
temperatuur
CRE Respons cAMP respons element Bindingssite voor CREB Tumor inductie,
element proteine oxidatieve stress,
DNA schade
P53RE Respons p53 tumor suppressor Bindingssite voor p53 DNA schade
element bindingssite transcriptiefactor
RARE Respons Retinoinezuur responsief Retinoiden
element element
GADD153 Promotor 153-kDa groeistop en DNA Celcyclus regulatie DNA schade,
schade proteine genotoxische agentia
GADD45  Promotor 45-kDa groeistop en DNA Celcyclus regulatie DNA schade en grogi
schade proteine stop
GRP78 Promotor 78-kDa Glucose regulated ER proteine chaperone Protein misvouwing,
protein DNA schade

Bij de interpretatie van genexpressie analyse idbbalngrijk om te weten of de geteste
concentraties cytotoxisch zijn voor de HepG2 awdlij. Als standaard assay om
cytotoxiciteit na te gaan wordt in het laboratorivan de Universiteit Antwerpen de
resazurin assay gebruikt (O'Briegh al., 2000; Hamidet al., 2004). Deze snelle en
betrouwbare methode is gebaseerd op de mitochémdyrazetting van resazurin tot
resorufin, dat fluorescent kan worden gemeten eliwdergave van de resultaten worden
de data van de cytotoxiciteitanalyse steeds simltaehandeld met de genexpressie
analyse.

53.23 MELN test

Deze test met humane getransformeerde cellen d@abin stoffen te detecteren die
interfereren met de receptor gemedieerde normalecties van het natuurlijke
vrouwelijke hormoon, 173-oestradiol (E2). Op die manier kan dergelijke tesnh
aanwijzing geven voor potentiéle schade en repieerelateerde gezondheidseffecten.
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Deze MELN-test die momenteel gevalideerd wordt veoivere stoffen (EU 6th FP
project, ReProTect) is minder robuustan de YES screen die oorspronkelijk was
geselecteerd, maar scoort beter op viak van gefesatl (50x lagere detectielimiet) en is
meer humaan relevant. Immers indien een aantahaetr in de YES-screen negatief
zouden geven (zie resultaten fase Il), dan biedM#&d N-test het voordeel om vals
negatieve resultaten zoveel mogelijk uit te sluiten

De extracten werden getest in de MELN-prescreemepeescreen laat toe verschillende
werkingsmechanismen ter hoogte van de oestrogesptorde karakteriseren, nl. via een
agonistische (oestrogene) of antagonistische ¢estirogene) interactie, en dit in
combinatie met testen van cytotoxiciteit.

Principe van de MELN-prescreereze test maakt gebruik van de MELN-cellijn, dihzij
MCF-7 cellen (humane borstkanker cellen) die statgtransfecteerd werden met het
EREGIlob-Luc-SVNeo gen. Deze lijn werd ontwikkeld ddbdr Balaguer, INSERM
(Montpellier, Frankrijk). De getransfecteerde celleevatten een Estrogen-Responsive-
Element gekoppeld aan een luciferase reportergen.

1) Testen van oestrogene activiteitEen verdunningsreeks van de extracten werd
getest in medium met solvent (DMSO). Wanneer er adasisafhankelijke stijging
van het luminescent signaal is t.0.v. de solventrote zitten er componenten met
een oestrogene potentie in het extract. Immersdifgn van agonisten aan de
oestrogeen receptor leidt tot gentranscriptie wan het luciferase reportergen,
waardoor het luciferase enzym geproduceerd wordiniwer er Luciferase Assay
Reagens toegevoegd wordt zal het geproduceerdenedityomzetten waardoor er
licht vrij komt. Dit licht kan gemeten worden m.been luminometer en is een maat
voor de hoeveelheid stoffen met een oestrogenenp®tdie aanwezig zijn in het
geteste milieumonster. De positieve controle hjeibidan 173-oestradiol. Het
signaal welk gemeten wordt, nl. relatieve lighttsr(RLU) wordt omgerekend ten
opzichte van het signaal bij de solventcontroleathitrair en voor elk experiment
gelijk gesteld wordt aan 100% (DMSO). Dit laatstatlrelatieve vergelijking van de
resultaten toe.

2) Testen van anti-oestrogene activiteit.Een zelfde verdunningsreeks van de
extracten werd ook getest in medium waaraan oestr@d@2) werd toegevoegd
(concentratie = EC50 van E2). Wanneer het lumimgssignaal stijgt of gelijk blijft,
zitten er stoffen met een oestrogene potentie trexieact (zie ook 1). Wanneer het
luminescent signaal echter daalt, dan zitten ermpom@nten met een anti-oestrogene
potentie in het extract. Er treedt immers compettp voor binding aan de
oestrogeenreceptor tussen de antagonisten en E®linBi van E2 leidt tot
gentranscriptie, maar binding van antagonistent le@ blokkering van de
oestrogeen receptor waardoor het resultaat eengdaiin functie van stijgende
hoeveelheid antagonist die mogelijk aanwezig isahextract. De positieve controle
in de test voor antagonisme is 40H-tamoxifen, éieggdmeten inductie van E2 bij
de EC50 concentratie zal onderdrukken. Het sigmdatelatieve light units (RLU)

2 Onder robuustheid van een methode wordt de ontighe& van het analyseresultaat verstaan voor
kleine variaties in uitvoering, omstandigheden eedanigheid van materialen, zoals deze in de frakti
kunnen voorkomen.
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wordt omgerekend ten opzichte van de solventcamtuie in dit geval DMSO met

de EC50 concentratie van E2 is, en die arbitrairs(9o wordt gelijk gesteld.
Bovendien werden de extracten ook steeds getest algemene cytotoxiciteit met
behulp van een LDH (lactaat dehydrogenase) lekkageHiervoor werd er gebruik
gemaakt van de CytoTox-ONE™ kit. Deze kit meet raeh enzymatische reactie
hoeveel LDH er uit de cellen gelekt is. Deze hothaid verhoogt immers wanneer de
celmembranen beschadigd zijn en is dus een maatesibaarheid van de cellen.

5.3.24 Cytotoxiciteit

Cellen worden gekweekt in de aanwezigheid van desttd. De cytotoxiciteit van de
teststof, de potentie om cellen te doden, wordablEpm.b.v. de neutraal rood test. Aan
de basis van deze cytotoxiciteittest ligt het d=it een chemische stof interfereert met de
celgroei op een dosisafhankelijke manier. Neutraad (NR) wordt gebruikt om het
aantal levende cellen te bepalen. NR is een zwébkrksche kleurstof, die in de cel
diffundeert en in intacte lysosomen bindt aan negageladen bindingsplaatsen.
Beschadiging van de lysosomen door de teststofiteestiin een verminderde NR-
opname en -binding.

5.3.25 Immunotoxiciteit

IL-6 en IL-8 zijn pro-inflammatoire cytokines dierijgesteld kunnen worden door
respiratoire cellen (0.a. Beas-2B) na blootstellag partikels. IL-6 speelt een rol bij de
allergische respons omdat het T-lymfocyten activesr B-lymfocyten stimuleert tot
productie van IgE. IL-8 is een typisch inflammataihemokine dat neutrofielen,
eosinofielen en basofielen aantrekt naar de plaatsinflammatie. Beide mediatoren
worden geproduceerd in het celkweekmedium door dasB cellen. A549 cellen
produceren il-8. De cytokines kunnen gemeten wolidehet supernatans via Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA).Tumor necrosistdr-alfa (TNFe) is een pro-
inflammatoir cytokine dat luchtwegepitheelcellemzat tot de productie van cytokines
en dat de expressie van adhesiemoleculen verhbN&ta productie kan na blootstelling
aan particulair materiaal/organisch extract gemetsrden in het supernatans via
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

5.3.2.6 Endotoxinetest

Er werd reeds eerder aangetoond dat endotoxinas lfacteriéle infectieuze agentia)
kunnen voorkomen in stofdeeltjes in de lucht endm manier eveneens een respons
kunnen geven in toxiciteitstesten, hetgeen met nbetengrijk is bij interpreteren van
cytokine-signalen voor immunotoxiciteit. Stalen diesitief scoren in de testen voor
immunotoxiciteit, zullen worden geévalueerd voonwezigheid van endotoxines. We
zullen hiervoor gebruik maken van een kwantitatieagtkit of LAL*-assay (QCL-1000
kit). Deze is gebaseerd op het lysaat van amoebdocyan de degenkrab (LAL).
Endotoxines zorgen voor de omzetting van een pryrae in het LAL (Limulus

% LAL= limulus amoebocyte lysaat
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Amoebocyte Lysate) reagens, waarbij het gevormdeymee de katalyse van het
toegevoegde substraat in gang zet, met aanmaaleaareindproduct p-nitro-aniline
(PNA), welk fotometrisch gemeten kan worden. Deivaeit wordt bepaald door
vergelijking met een endotoxinestandadtdopli endotoxine).

Principe
1.Proenzyme (LAL) endotoxin » Enzyme
2.Substraat + 0 ___ €nzymt » peptide + pNA

43



44



6 Faselll

De beladen filters in de campagne werden zowelugktovoor organische extractie (3/4
van de filter) als voor partikel (TSP) collecti¢4dan de filter).
Hierna zullen per test de belangrijkste bevindingenden besproken.

6.1 Testen op het organische extract

6.1.1 Salmonella mutageniciteitstest (Ames)

De Ames test werd uitgevoerd met de stam TA98 in- &an afwezigheid van de
metaboliserende fractie S9. Elk ASE extract werggfen 3 concentraties (20, 10, 5 m3
lucht equivalent/plaat) met 3 replica platen pemacamtratie. DMSO (dimethyl
sulphoxide) werd als solvent controle gebruikt. pésitieve controle werd enerzijds 4-
nitro-quinoline-N-oxide (NQO, 0.2pg/plaat) gebruikt de afwezigheid van metabole
activiteit (-S9) en anderzijds 2-aminoanthraceerd 42 1ug/plaat) en benzo(a)pyrene
(B(@)P, 5pg/plaat) in de aanwezigheid van de métsyende fractie S9. Bij elk
experiment werd ook het extract van een blancerfédin een procedureblanco (extractie
in afwezigheid van een filter) getest.

Bij het testen van zuivere chemische stoffen westt teststof beschouwd als positief
(mutageen) als het aantal kolonies bij de hoogstsgee concentratie verdubbeld is t.0.v.
wat spontaan wordt aangetroffen (Stimulatie InddxSd > 2), en wanneer de
concentratierespons relatie positief is (Mortelmand Zeiger, 2000). Bij het testen van
luchtstalen op mutagene activiteit worden er valiscide criteria gebruikt. Een aantal
publicaties (Zhao and Li, 2002; Zhabal., 2002; Ducatti and Vargas, 2003; Du Fetir
al., 2004) definiéren een positief staal als er mims&en verdubbeling is van het aantal
revertanten bij de hoogst geteste concentratie het aantal spontane revertanten en als
er een concentratiegerelateerde respons is. De ezgagiveid van een significante
dosisrespons effect als voorwaarde voor mutagetigiteit wordt ook door andere
onderzoekers gerapporteerd ((Buscheiral., 2001) (De Martini®t al., 1999; Claxtoret

al., 2001) (Cernat al., 1999; Cernat al., 2000) (Schoeterst al., 2001); (Britset al.,
2004) bepalen een significant mutageen effect @maverking van de resultaten met one-
way ANOVA gecombineerd met de Tukey post hoc t&gnfficantieniveau p<0.05).

In deze studie werd een extract als positief (megay aanzien als aan het volgende
criterium voldaan werd: het aantal revertanten(robt equivalent moet dosisafhankelijk

zijn. Dit werd bepaald via een regressie analys®.(b) waarbij de concentratie van

Om? lucht equivalent gelijk is aan de DMSO blanco.

De ruwe resultaten van de tellingen (aantal remé&taper 5, 10, 20m? lucht equivalent)
met aanduiding van de positeve filterextractentamg te vinden in Annex I.
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De positieve controles NQO, 2-AA en B(a)P inducear@éen gemiddelde respons (
95%CL) van respectievelijk 205 16, 1444+ 135 en 25Gt 18 revertanten/plaat en een
gemiddelde Sl (t.o.v.solvent blanco) van respeetigv9.7 + 2.5, 47.2+ 10.6 en 8.6
2.2. De ruwe resultaten zijn terug te vinden in éxh

Noch de extracten van de blanco filters (SI(-S2Z* 0.2 en SI(+S9)=0.99 0.1), noch
de procedure blanco stalen (SI(-S9)=088.1 en SI(+S9)=1.0% 0.1) vertoonden
achtergrondtoxiciteit (geen mutagene activitein).tbtaal werden 7 blanco filters en 7
procedure blanco stalen getest. Er was geen signtfiverschil in aantal revertanten
tussen de blanco filters en DMSO contole (t-tes0.p5) met één uitzondering. Bij deze
blanco filter was het aantal kolonies significaathoogd t.0.v. de spontane revertanten in
de afwezigheid van een metabole fractie maar mietubbeld (SI = 1.59).

Zonder metabole activiteit (-S9) varieerde de d@eunutageniciteit (n= 82) tussen 19 en
166 rev/20m?3 lucht eq. met een gemiddeld®%% CL) van 56.4: 6.98 rev/20m3. De
indirecte mutageniciteit (+S9) gemeten na metalaaigvatie (n= 87) was significant
verhoogd t.0.v. de directe en varieerde tusseni2802 rev/20m?3 lucht eq. met een
gemiddelde van 635 9.76 rev/20mfgepaarde t-test, p=0.03). Een gelijkaardig vetschi
tussen directe en indirecte mutageniciteit werd gekien tussen de solvent blancostalen.
Dit verschil in aantal revertanten/plaat voor blaino/an directe en indirecte mutageniteit
verklaart waarschijnlijk dat de gemiddelde verhagwan het aantal kolonies t.0.v de
DMSO blanco (dus de Sl) zonder en met toevoeging de metaboliserende fractie
significant verschillend zijn waarbij SI(-S9)=(2.480.3) groter is dan SI(-S9)=(2.G5
0.3) (gepaarde t-test, p=0.03).

Rekening houdend met de vooropgestelde criteneerntae resultaten aan dat 77 van de
88 geteste filters (voor de drie locaties sameimadelijke stoffen bevatten met een
mutagene werking.

De resultaten van de Ames test kunnen worden uiigedls:

1.- het aantal revertanten/20m3 lucht equivalgrdédhoogst geteste concentratie (20 m3)
2.- het aantal revertanten/m? bemonsterde luchékiead uit de dosisrespons curven na
regressie analyse (Statistica) (Du Fetiral., 2004)) of via regressie analyse over het
lineair deel van de dosis-respons curve volgensBeehstein model (Binkovat al.,
2003); (Cernat al., 1999; Cernaet al., 2000); (Ducatti and Vargas, 2003); (Claxtn
al., 2001). Door de beperkte hoeveelheid van hetexivarden slechts drie concentraties
getest. Hierdoor is de dosisrespons curve mindé&olsbaar alsook het berekende
aantal revertanten/m3.

3.- het aantal revertanten/pg TSP (berekend opsbwan de massa’s TSP na
methanolextractie van ¥4 van de filter).

4.- stimulatie index (Sl) welke de verhoging geed#in het aantal kolonies t.o.v de
spontane revertanten in de solvent controle.

Bij de verdere analyses (Fase IV) wordt de voorkmgeven aan werkwijze 1.
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6.1.2 Cat-tox

De cat-tox assaybestaat uit 13 genetisch gemodificeerde humanéBidgvercellijnen
met elk een stress gevoelige promotor. De 13 vélesotie promotors zijn gevoelig voor
een hele waaier van eindpunten zoals DNA- en presehade, oxidatieve stress,
blootstelling aan zware metalen en inductie vatraimsformatie-enzymen.

Het feit dat in één assay simultaan 13 verschiesithidpunten kunnen gemeten worden
die behoren tot verschillende toxicologische eimdpn maakt dat er een unieke
“fingerprint” wordt gegenereerd voor elk staal dairdt getest.

Zoals reeds vermeld in Fase | en Il wordt er vagaahd aan de Cat-tox assay steeds een
cytotoxiciteitsassay uitgevoerd. Geen enkel vangdanalyseerde stalen tijdens de
meetcampagne vertoont acute cytotoxiciteit. Hierdmm elk staal getest worden met als
hoogste concentratie 20 m? luchtequivalent/ml, waéreenstemt met een humaan
dagequivalent. Voor elke staal werden verschillecdecentraties getest (20, 10, 5, en
2.5 m3 luchtequivalent/ml) zodat er dosis-respanyes konden worden opgesteld. Een
studie uitgevoerd voor gelijkaardige locaties ina&fideren door Brits et al. (2004)
onderzocht de genotoxiciteit van PM10 en extra¢temvan met verschillendim vitro
testen waarbij tegelijkertijd ook de cytotoxicitewerd geévalueerd. Zij vonden
gelijklopende resultaten: de PM10 extracten verieongeen cytotoxiciteit zowel voor de
micronucleus test, d&almonella mutageniciteitstest (Ames) als de komeettest. De
cytotoxiciteit die werd vastgesteld na blootstejlamn de extracten in de Vitotox test was
te wijten aan restanten van extractie solventeitgBtral., 2004).

Op vraag van de dienst Milieu & Gezondheid van Hepartement LNE werden
experimenten uitgevoerd om de herhaalbaarheid modaceerbaarheid van de in vitro
testen aan te tonen voor het testen van filteretaina Dit impliceerde een groot aantal
bijkomende experimenten (gedetailleerde info kamden teruggevonden in het reeds
opgeleverde rapport van fasel en fase Il). Gezetrbbschikbare budget werd getracht de
overige stalen op de meest optimale manier tertestierbij werden stalen over bepaalde
tijdstippen samengevoegd onder de volgende voodeaar

— Cytotoxiciteit wordt voor elk staal individueel gst.

— Indien een staal cytotoxisch is, zal dit telkerdividueel getest worden

— Indien niet cytotoxisch, worden stalen uit dezelfdensterperiode (d.w.z. per

maand en nooit meer dan 3 stalen) samengevoegd.

Vermits geen enkel van de stalen die werden geystoxisch was, werd er overgegaan
tot het samenvoegen van stalen zoals hierbovemism&an. Deze samengevoegde stalen
werden vervolgens getest in de Cat-tox assay. Dmilteten van de humane
genprofileringsassay toonden aan dat er uniekexgeessieprofielen werden gevonden
per extract. In Tabel 6.1 worden de significant gIL) en niet significant (FI = 1)
geinduceerde genen weergegeven.
Het effect van de luchtstalen op de Cat-tox datadwaignificant beschouwd bij
volgende criteria:

0 visuele dosis-respons

o twee opeenvolgende fold inducties zijn statistissignificant

verschillend van de controle (ANOVA, Dunett’s tgst)

47



Xre (xenobiotic response element), de bindingssiw®r het Ah-receptorsubstraat
complex en dus een specifieke merker voor de adghed van PAKs is over de hele
campagnelijn het gen dat zowel een hoge frequarisieeen hoge mate van inductie
vertoont.

Eén van de gepoolde stalen van Zelzate (14-26/0870@6/07) uit de lentecampagne
vertoonde een zeer hoge frequentie en mate vaetiedédls voorbeeld worden in Figuur
6.1 de Cat-tox genexpressieprofielen getoond vdmafe en een blanco filter. In totaal
zijn er 7 profielen voor deze locatie opgesteld. iDéividuele Cat-tox genexpressie
profielen van de gehele campagne zin in Annex d&rug te vinden. De
genexpressieprofielen tonen duidelijk aan dat arasntal opmerkelijke verschillen zijn
tussen de blanco filter en de stalen van Zelzateiji& geen duidelijke dosis responsen
waar te nemen in het blanco staal, terwijl dit tved geval is voor de stalen van Zelzate.
Zowel de mate van inductie als het aantal geinddeegenen is sterk verschillend. Om
dit beter te visualiseren werd de schaal van dkifalucties op 3.5 gezet, enkel voor één
staal van de lentecampagne werd de schaal op & geze

Dit staal van de lente campagne vertoont hoge tekienet een heel duidelijke dosis
respons relatie. De genen CyplAl, GstYa, Xre, HnE2s, Cre, Gadd153, Gadd45 en
Grp78 zijn significant geinduceerd vanaf een cotreéie op de cellen van 5 m3ml of
lager. Dit impliceert dat er reeds bij ¥ van de gmomen dagelijkse hoeveelheid
ingeademde lucht significante effecten kunnen gemetorden die een vroegtijdige
indicatie zijn voor DNA-schade, oxidatieve streasreductie van detoxificatieprocessen.
Verder in dit rapport zal er nog een aantal keeweeen worden naar dit staal.
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Tabel 6.1: Significante (FI > 1) en niet significate (FI = 1) fold inducties per staal en per gen. Desultaten zijn het gemiddelde van drie
experimenten Hoogste (oranje) en tweede hoogste éfjenductie per gen over de hele meetcampagne wand weergegeven in kleur.

Datum monstername Locatie Seizoen CyplAl GstYa Xre Hmt2a Fos Nfkbre Hsp70 Cre P53 Rare Gaddl53 Gadd45 Grp78
FI FI Fl Fl FI FI Fl Fl FI FI FI FI FI
26JM068 Blanco filter  herfst 1 1 1 1 1.44 1 1 1 1 1 144 1.74 1
27JIM005 Blanco filter ~ winter 1 1 1 1 1.37 1 1 1 1 1 1 1.13 1
27JM019 Blanco filter  lente 1.08 1 1 1 1.24 1 1 1 11 1 1 1
27IM031 Blanco filter ~ zomer 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
04-28/09/06 Aarschot herfst 1.29 162 29 1 145 1 1 1 1 145 1 153 1
27/11/06 09/12/06 Aarschot winter 1 1 1.8 1 205 1 1 1 1 1 1 1.28 1
02-14/01/07 Aarschot winter 1.24 1.21 1.68 1 1 1 1.4 1 157 1 1 1.21
20/04/07 02-14/05/07  Aarschot lente 1 1.2 29 1.191.27 1 1 1 1 1 1.19 1.23
26/05/07 07-19/06/07  Aarschot lente 1.13 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1-13-25/07/07 Aarschot zomer 1 1 2.3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1.25
6/08/07 11/09/07 Aarschot zomer 1 1.z 35 1 1 1 1 1 1 122 1 1 1
4/9/06 Borgerhout herfst 1.66 1 2.3 1 1 1 1 1 1 117 1 1.96 1.16
15-27/11/06 Borgerhout winter 1.24 1 1.8 1 152 1 11 1 1 1 1.32 1
02-14/01/07 Borgerhout winter 1.2 1 1 1.22 1 1 1 1.8 1 1.47 1
20/04/07 Borgerhout lente 1.54 1 2.8 1.27 1 1 1 1 1 1 1 1
14-26/05/07 07-19/06/07 Borgerhout lente 1.24 1.12.8 1.05 1.06 1 1 1 1 1 1.08 1.1
1-13-25/07/07 Borgerhout zomer 1 1 2.2 1 1 1 1 1 11 2.43 1 1
18-30/08/07 - 11/09/07  Borgerhout zomer 1 1 2.6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
04-16-28/09/06 Zelzate herfst 1.3 1 2.9 1 1.77 1 11 1 117 1 2.08 1
27/11/06 09/12/06 Zelzate winter 1.81 1 1 1 14 1 1 1 1 1 1 1.9 1
02-14/01/07 Zelzate winter 13 229 1 1 1 1 1 1 174 1 1 1
27/03/07 08-20/04/07  Zelzate lente 131 117 33 1112 1 1 1 1 1 1.19 1.15
14-26/05/07 07/06/07  Zelzate lente 2.54 256 34 246 416 1 1 .6 1 1 3.21 2.85
1-13-25/07/07 Zelzate zomer 1 1 18 137 1 1 1 1 11 1 1 1
06-18-30/08/07 -
11/09/07 Zelzate zomer 1 132 32 158 1.22 1 1 1 11 152 1 1
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Figuur 6.1: Cat-tox genexpressie profielen voor deerschillende seizoenen voor de locatie Zelzate $r83).Looptijd campagne september
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6.1.3 MELN test

Deze in vitro test, gebaseerd op hEr-getransformeerde humarstkaokercellen
(gastheercellin MCF-7), werd toegepast voor depopag van oestrogene en anti-
oestrogene stoffen. Een breed panel van chemisidiferns is gekend voor zijn
potentiéle interactie met de endogene receptor heorvrouwelijke hormoon I3
oestradiol. Het betreft chemicalién met een hee¢rde chemische structuur uit de
groep van pesticiden (o,p, DDT, lindaan, endosulfgn weekmakers voor
kunststoffen (ftalaten, bisphenol A,..), surfacéan{alkylphenolen en ethoxylaten,..).
Screening met diverse cellulaire testen bevestilgenestrogeenverstorende werking
van dergelijke stoffen en geven informatie over melatieve potentie ten opzichte
van de positieve controle fi-bestradiol (Berckmangt al., 2007) voor MELN;
(Sonnevelcet al., 2005) voor Er-Calux,...). Met uitzondering van dsiie gegevens
voor organische polluenten als PAKs, PCBs en d&xinzijn er nauwelijks
meetgegevens beschikbaar over het voorkomen vanerandpotentieel
hormoonverstorende stoffen in het compartimenthtucAnderzijds zijn er enkele
studies ter beschikking waarbij hormoonverstoreradiviteit gemeten werd in
extracten van luchtstalen, die een mengsel zijn daerse polluenten waar de
samenstelling niet van gegeven werd (Wamal., 2004); (Tanedaet al., 2002;
Tanedeet al., 2004).

Bepaling van hormoonverstorende activiteit is in ka&der van gevaarsidentificatie
een belangrijk eindpunt. Het is echter eerder lvagk als screening dan wel voor
risico-evaluatie. Dit alles vanwege het tot hiertoatbreken van oorzakelijke
verbanden voor blootstelling van de mens aan stoffeet hormoonverstorende
eigenschappen en gezondheidsrisico’s, zoals reptiedtoornissen
(fertiliteitsvermindering, vertraagde ontwikkeling) of optreden van kankers van de
geslachtsorganen. Onze resultaten worden dus veesproken en gebruikt in het
perspectief van identificatie van potentieel gevapblootstelling.

Enkel ASE-extracten van de luchtfilters van 3 Ieesiverden gemeten in de MELN-
assay, waarbij indien voldoende extract beschikleaasteeds een verdunningsreeks
werd opgezet met 3 concentraties van het ruwe axiat extract met 972 m3/ml in
10% DMSO werd verder verdund in celcultuur mediimmmers DMSO kan toxisch
zijn voor de cellen en bovendien een lage oest®ganiviteit geven bij bepaalde
concentraties (> 1%). Het geconcentreerde DMSOaeitverd daarom 1/100
verdund in het medium zodat de hoogste blootsggbncentratie voor de MELN
cellen 9.72 m3ml bedroeg of ~10 m3 dagequivaahuit deze hoogste concentratie
werd 2 maal doorverdund in een ¥z verdunning hetgegrestconcentraties van 4.86
en 2.43 m3/ml opleverde. De maximale DMSO concéetdie gebruikt werd is 0.2%
als solvent. Deze testcondities werden steeds prefcreen opstelling gebruikt voor
zowel agonistische als antagonistische activiteigt in parallel meting van de
cytotoxiciteit.

Enkele voorbeelden van agonistische activiteitdinig op de hormoonreceptor, met
een verhoging van luciferase activiteit t.0.v. @éventcontrole) en antagonistische
activiteit (onderdrukking van binding op de hormoereptor, met een vermindering
van luciferase activiteit t.o.v. de solventcontrotke E2 bevat) worden in
respectievelijk deel a en b van Figuur 6.2 en Rigu8 gegeven. Het blijkt uit hef®
gedeelte b van beide figuren waar de antagonigtischiviteit gemeten wordt, dat
deze niet aanwezig is. Immers bij de positieve rmd@t4OH-Tamoxifen ziet men
duidelijk i.f.v. stijgende concentratie van dezefstlat het signaal t.o.v. het SC
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(0.2%DMSO+EC50 E2) veminderd wordt (figuur niet gegn), terwijl voor beide
stalen 79 en 19 de activiteit gelijk of zelfs hogeaan de SC die op 50% gesteld
werd. Het signaal hoger dan 50% wijst op de stedstrogene activiteit van het staal
(zie I° gedeelte a van beide figuren), welk cumuleertibifeeds aanwezige inductie
als gevolg van de EC50 van E2.

In de antagonistische assay werden in geen enkel@le stalen beduidende effecten
boven de achtergrond (solvent controle) gemeteneiddpunt wordt verder in deze
studie niet behandeld.

Voor metingen van de agonistische activiteit peralstverd de inductie t.0.v. de

solventcontrole (SC) bepaald. Voor de meerderhedsh de stalen werd een

concentratierespons signaal gemeten, en was esigeificante verhoging t.o.v. de

solventcontrole. Dit wordt bij de ruwe data in axnkl aangeduid, alsook de

testcondities waarbij er toxiciteit voor de celigemeten werd (meestal enkel bij de
hoogste concentratie).

De achtergrondwaarde gemeten voor filterblancosdivaok gegeven in deze

tabellen, waarbij het filterextract bij de hoogstacentratie (mits verdunnning van
10% DMSO extract tot 1/100 in de well) als 100% atanitgedrukt. Deze hoogste
concentratie komt overeen met de hoeveelheid rfilé¢eriaal die toegepast wordt bij
de stalen van luchtfilters (nl. 972 m3/ml of nadwamning in de well 9.72 m3/ml).

Hoogste inductiewaarden voor de stalen van luthtélwerden gemeten in Zelzate
met tot 658% t.0.v. SC, in Aarschot tot 623% t.(5C en in Borgerhout tot 530%

t.0.v. SC. Voor Zelzate werd er bij 7 stalen o@&bt32 toxiciteit gemeten, terwijl er

zowel voor Borgerhout als voor Aarschot 5 stalereep totaal van 27 per locatie met
cytotoxiciteit gevonden werden. Globale evaluatan \de gegevens toont dat het
voorkomen van toxiciteit niet noodzakelijk samenatganet de hoogst gemeten
signalen voor oestrogene activiteit (zie tabelteannex ).

Behalve de respons van elk van de stalen wordbargaande figuren (en in tabellen
in annex IV) ook het signaal voor de overeenkorestigterblanco van de
extractiereeks gegeven. In tegenstelling tot de -¥&8en blijkt de MELN, die tot
50x gevoeliger is (Van den Badtal., 2004), een achtergrondeffect te detecteren voor
oestrogene activiteit. Verder bleek dat het signaal filterblanco (met inbegrip van
systeemblanco) tussen testen en verschillendecéggan functie van de tijd kon
verschillen. We vonden waarden voor filterblancaderrange van lager dan SC tot
maximum 344 % t.o.v. SC reikte. Dit achtergrondgtffes niet nieuw en werd op
VITO eerder vastgesteld bij keuze van materialeor vstaalbehandeling, zowel
zuiverheid van solventen als kwaliteit van filtens extractiemiddelen (kolommen,
disks). Het zijn vooral bepaalde filtermaterialene dbij hun productie of
nabehandeling in contact komen met niet-geideagfide kunststofmaterialen (bijv
weekmakers, fenolachtige verbindingen,...) die paehhormoonverstorend zijn. In
de mate van het mogelijke worden dergelijke matmiaitgesloten bij het uitvoeren
van testen, maar vermits initi€le testen met dedsrirgevoelige gisttest of YES
werden uitgevoerd, werd een achtergrondeffectde faniet gedetecteerd en werden
op dat moment deze filters aanvaard voor bemonsteRas in fase Ill wanneer er
geopteerd werd om met de MELN assay te werken, emusr de opzet van
bemonstering was vastgelegd, kwam dit achtergrgndsi door keuze van
filtermateriaal aan het licht.
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Figuur 6.2: Voorbeeld van concentratierespons curveoor staal 79 (Zelzate, 13/7/2007)

en overeenkomstige filterblanco in de MELN assay nieneting van oestrogene activiteft

uitgedrukt als luciferase activiteit t.0.v. solventcontrole in agonistische mode (a) of als
luciferase activiteit t.0.v. solvent controle met E in antagonistische mode (b).

* meer toelichting bij principe van de test, zie.3.3.
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Figuur 6.3: Voorbeeld van concentratierespons curveoor staal 19 (Aarschot; 2/1/2007)

en overeenkomstige filterblanco in de MELN assay nteneting van oestrogene activiteft

uitgedrukt als luciferase activiteit t.0.v. solventcontrole in agonistische mode (a) of als
luciferase activiteit t.0.v. solvent controle met B in antagonistische mode (b).

Behalve de respons van elk van de stalen wordbargaande figuren (en in tabellen
in annex IV) ook het signaal voor de overeenkorestigterblanco van de
extractiereeks gegeven. In tegenstelling tot de ¥E®en blijkt de MELN, die tot
50x gevoeliger is (Van den Beadtal., 2004), een achtergrondeffect te detecteren voor
oestrogene activiteit. Verder bleek dat het signaal filterblanco (met inbegrip van
systeemblanco) tussen testen en verschillendecéggan functie van de tijd kon
verschillen. We vonden waarden voor filterblancaderrange van lager dan SC tot
maximum 344 % t.o.v. SC reikte. Dit achtergronelefffis niet nieuw en werd op
VITO eerder vastgesteld bij keuze van materialeor vstaalbehandeling, zowel
zuiverheid van solventen als kwaliteit van filtens extractiemiddelen (kolommen,
disks). Het zijn vooral bepaalde filtermaterialene dbij hun productie of

®> meer toelichting bij principe van de test, zie.3.3.
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nabehandeling in contact komen met niet-geideagfide kunststofmaterialen (bijv
weekmakers, fenolachtige verbindingen,...) die paehhormoonverstorend zijn. In
de mate van het mogelijke worden dergelijke mdtmiaitgesloten bij het uitvoeren
van testen, maar vermits initi€le testen met dedsrirgevoelige gisttest of YES
werden uitgevoerd, werd een achtergrondeffectde faniet gedetecteerd en werden
op dat moment deze filters aanvaard voor bemonsteRas in fase Ill wanneer er
geopteerd werd om met de MELN-assay te werken, esdsr de opzet van
bemonstering was vastgelegd, kwam dit achtergrgndsi door keuze van
filtermateriaal aan het licht.

Dit maakte dat we niet met ruwe data van induaber\oestrogene activiteit per staal
konden verder werken en dat een vorm van norm@isain data vereist was. Dus
voor onderlinge vergelijking van stalen per locaté per seizoen werden de ruwe
data uitgedrukt als relatieve inductie voor oestragactiviteit, hetgeen de ratio was
van inductie staal t.o.v. de filter. Dit wordt verdbok uitgedrukt als RIS of relatieve
inductie score. Dus voor overeenkomstige verdureringerd de ratio berekend van
% inductie t.0.v. SC voor het staal tegenover %uatie t.0.v. SC voor de filterblanco
van dezelfde reeks extracterDeze benadering is geént op de hier beschikbare
dataset, en kan niet vergeleken worden met litargegevens vermits noch de
MELN-test, noch een achtergrondeffect door keuzefiers voor zover ons bekend
niet beschreven werd.

Deze normalisatie van de stalen zal een betererlomgke vergelijking van de stalen
toelaten. Echter bij vergelijking van de concemraeks per staal blijkt ook dat het
concentratierespons effect verloren gaat na bepalian de ratio. Dit wordt
ondermeer geillustreerd in Tabel 6.2 en Figuurdéedal de resultaten van locaties en
tijdstippen bundelen. De lagere spreiding van ngetinbij de hoogste testconcentratie
9.72 m3/ml heeft eerder te maken met het ontbrele@nmetingen in een reeks van
monsternames (10/10/2006-15/11/2006) waarvoor en geateriaal ter beschikking
was.

Details van alle meetresultaten als relatieve iidweorden ook opgelijst in annex Il

Tabel 6.2: Gemiddelde meetwaarden en ranges voorlagieve inductie oestrogene
activiteit voor alle stalen, per test concentratie

n gemiddelde minimum| maximum | standaarddeviatie
2.43 m3/ml 81 1.55 0.85 3.31 0.62
4.68 m3ml 80 1.66 0.85 3.76 0.65
9;72 m3/ml 63 1.47 0.90 2.68 0.40

® In sommige gevallen werden filterblanco enkel in de hoogste concentratie getest, en werd de bijdrage
bij lagere testconcentraties bepaald op basis van extrapolatie uit het gemiddelde van al de geteste
filterblanco stalen in een volledige verdunningsreeks.
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6.2 Testen op de gecollecteerde partikels

6.2.1 Cytotoxiciteit

De eerste verdediging van de luchtwegen tegerpartikels is de mucus slijmlaag en
de werking van cilia in de bovenste luchtwegen alievoor zorgen dat de deeltjes
worden verwijderd. Partikels die niet worden vedeijd komen in contact met de
celpopulaties die de luchtwegen aflijnen: epitheldn en het immunologische
netwerk van antigenpresenterende dendritische nceldn macrofagen. De
epitheelcellen zijn, naast de macrofagen, de etasgetcellen voor partikelinteractie
en depositie, en zijn daarom de cellen die getnoferden door de toxische effecten
van de partikels (Salvet al., 1999). De cellulaire effecten van partikels waorde
onderzocht op geisoleerde celpopulatiesimitro worden blootgesteld. Effecten op
longepitheel cellen worden bestudeerd op cellijnmet karakteristieken van
bronchiale epitheelcellen (humane Beas-2B celliph) met karakteristieken van
alveolaire type Il epitheelcellen (humane A549ip8ll Als model voor de studies op
macrofagen wordt veelal gebruik gemaakt van de menfaiP-1 monocyt cellijn die
in vitro kan differentiéren tot macrofagen na stimulatid PEIA (phorbol myristate
acetate).

De effecten van het particulair materiaal kunnenwiggen zijn aan specifieke
werkingsmechanismen van aanwezige chemische stoffede partikels of van de
partikels zelf ter hoogte van het doelwitorgaanzef kunnen te wijten zijn aan
algemene cytotoxiciteit. Hierbij bedoelen we dabffen interfereren met basale
celprocessen zoals beschadiging van het celmembiraahbitie van eiwitsynthese,
celdeling, werking van celorganellen etc.... Dit #aat wordt geévalueerd via
cytotoxiciteittesten.

De cytotoxiciteit van het partikel extract van eldeer (verkregen via wassing met
methanol) werd bepaald gebruikmakend van drie idlsede humane cellijnen. Drie

cellijnen (monocytaire cellijin THP-1, de long eméicellijin A549 en bronchiale

epitheel cellijin Beas-2B) werden gedurende 24 udootgesteld aan een

concentratiereeks van partikels: 200, 100, 50,2325 ug partikels/ml celcultuur
medium. Na blootstelling werd m.b.v. de Neutraab&dJptake test de leefbaarheid
van de cellen bepaald. De resultaten zijn terangnegen in Annex IV.

Na blootstelling van THP-1 cellen vertoonden 48 d@n86 stalen een significante
dosisrespons (ANOVA, p<0.05). De leefbaarheid varcellen nam af met stijgende
concentratie partikels. Bij de hoogste blootstgtioncentratie (200ug/ml) was de
leefbaarheid van de cellen gedaald met 18%.

De alveolaire longepitheel cellijn A549 bleek mindgvoelig te zijn. Slechts 2 van
de 87 geteste stalen gaven een cytotoxisch eficll2 stalen werd er echter een
significante stijging van de leefbaarheid van dienegenoteerd na blootstelling aan
de partikels.

De cytotoxische effecten van de partikels waren mmeest uitgesproken in de
bronchiale Beas-2B cellijn. Van de 87 geteste kealdtalen gaver er 68 een
significante dosisafhankelijke respons in dezeijoellBij een blootstelling van
200pg/ml bedroeg de leefbaarheid van de cellerv(de controle) 54%.

De dosisrespons curven voor de verschillende cefliworden weergegevenHhiguur
6.5.
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De extracten van de blanco filters gaven geen ayioiteit in geen van de drie
cellijnen. Bij een klein aantal extracten werd egrden stimulatie van de celgroei
gezien, vooral in de A549 cellijn.

Cytotoxiciteit
140

120 ~

100

80 1 —e—A549

THP-1
—e— Beas-2B

60 -

40 +

Leefbaarheid (% tov controle)

20 A

0 50 100 150 200 250
pg TSP partikels/ml

Figuur 6.5: Cytotoxiciteit (gemiddelde + 95% CL) van de partikelfase op de THP-1,
A549 en Beas-2B cellijn.

De nagenoeg afwezigheid van cytotoxiciteit en dewdatie van de celgroei na
blootstelling van A549 cellen aan particulair metak uit de omgevingslucht na
bemonstering op filters werd ook gevonden door emde&derzoekers (Dickt al.,
2000); (Schoeterst al., 2001; Don Porto Carero, 2002); (Stastal., 1998) (Alfaro-
Moreno et al., 2002). Hetlandet al. (2004), daarentegen kon wel cytotoxiciteit
aantonen in A549 vanaf een concentratie van 60@Mgnl. Bij concentraties van
200 en 400 pg PM/ml werd geen cytotoxiciteit waangaen.

Het cytotoxische effect van particulair materiaardv reeds eerder aangetoond na
blootstelling van Beas-2B cellen (Veranth al., 2006). De resultaten van dit
pilootproject bevestigen de grotere gevoeligheich VBeas-B cellen voor het
cytotoxische effect van PM in vergeliking met THP-cellen. Er werden
tegenstrijdige gegevens gevonden i.v.m. de cytettna effecten in THP-1 na
blootstelling aan CB, DEP en UPM gevonden (Don ¢>@areroet al., 2001) (Liet
al., 2002)

6.2.2 Immunotoxiciteit

Zowel macrofagen als alveolaire en bronchiale epitellen wordenn vitro door
partikels gestimuleerd tot de productie van préaminatoire cytokines die de
mogelijke aanzet vormen tot ontstekingsreactiedeinuchtwegen (zie bijlage 2.2 in
(Witters et al., 2005). In THP-1 werd verhoogde productie van TayR-6 en il-13
aangetoond (Imrickt al., 2007), in alveolaire epitheelcellen (A549 cellgodral il-8
(Pozziet al., 2003); (Seagrave and Nikula, 2000), (Nenal., 2004); (Hetlanckt al.,
2004) (Steerenberg al., 2006a) (Don Porto Carero, 2002); (Mazzarellal., 2007)
(Takizawa, 2004) (Huang al., 2003) (Wattersost al., 2007)
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TNF-o is een pro-inflammatoir cytokine en speelt een amhgtijke rol bij

inflammatoire processen. TNFstimuleert de ontstekingsreactie in het lichaaMET

a zet luchtweg epitheelcellen aan tot de productm wytokines. IL-8 is een
chemokine met een chemotactische werking dat imnuelien (0.a. neutrofielen,
eosinofielen en basofielen) aantrekt naar de platsinflammatie. IL-6 activeert T-
lymfocyten en stimuleert B-lymfocyten tot product@n IgE.

Na 24 uur blootstelling aan de partikels werd hedimm van de culturen van de
cytotoxiciteit experimenten (zie 6.4) verzameld leewaard bij -80°C tot verdere
analyse. In het medium werden cytokines gemeterigevidle cytokines werden
bepaald via Elisa (Invitrogen Biosource CytoSet®™human il-6, hu il-8 and hu
TNF):

-TNF-a productie door THP-1 cellen

-il-8 productie door A549 cellen

-il-8 en il-6 productie door Beas-2B cellen

TNF-a productie door THP-1 cellen varieerde tussen 28108 pg/ml. 1I-8 productie
door A549 cellen varieerde tussen 50-293 pg/mlpBeuctie van il-8 en il-6 door
Beas-2B cellen was lager en varieerde respectjkevabsen 2.6-24.7 pg/ml en 0-16
pg/ml.

Voor de verdere analyse werden de meetwaardenelkerblootstellingconcentratie
uitgedrukt relatief t.0.v. de negatieve controlé=(Stimulatie index). Deze werkwijze
is terug te vinden in de literatuur (Huaeigal., 2003); (Hetlandet al., 2004; Veranth
et al.,, 2006). Er bestaat een significante correlatiesensde cytokineproductie
uitgedrukt als pg/ml en Sl (regressie analyse, (K0.De uitschieters (of outliers)
werden niet opgenomen in de verdere analyses. &gt dich voor als de absolute
cytokineproductie (ng/ml) laag is maar de Sl zemyghdoordat de cytokineproductie
bij de negatieve contole zeer laag is. De resultaija terug te vinden in Annex V.
Methanolextracten van blanco filters gaven een ddeide stimulatie van 1.5 voor
TNF-a, een SI=0.8 voor il-8 productie in A549 en eenlS2=voor zowel il-8 en il-6
productie in Beas-2B.

Met behulp van een ANOVA test werd voor elk filtetract nagegaan bij welke
blootstellingconcentratie de cytokineproductie #igant verhoogd was t.o.v. de
negatieve controle.

Voor de volledige campagne was TMFvoor 84/85 filters significant verhoogd
terwijl il-8 productie door A549 cellen in 75/87ag#n significant was toegenomen.
Significante toenames voor il-6 en il-8 in Beas-2Bllen werden gezien voor
respectievelijk 48/82 en 68/88 monsternames.

De gemiddelde Sl waarden voor de verschillende etnaties aan partikels worden
weergegeven in Tabel 6.3 voor de verschillende kivés. Een significante
dosisafhankelijke stijging van de Sl in functie vde partikelconcentratie werd
waargenomen voor TN&-en il-8 (A549) (Factorial ANOVA, p<0.01).
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Tabel 6.3: Gemiddelde Sl per partikel concentratiavaarden voor de verschillende

cytokines.
pg/ml
0 | 125 | 25 | 50 | 100 | 200
TNF-a productie door THP-1 cellen
gemiddelde 1 8,0 15,0 25,3 38,2 47,0
SD 13,4 25,6 37,4 52,1 58,2
min 0,1 0,3 2,0 2,5 3,8
max 83,6 149,3 2319 307,8 341,2
mediaan 3,7 7,9 13,6 21,4 23,4
1I-8 productie door A549 cellen
gemiddelde 1 0,96 1,16 1,10 1,20 1,50
SD 0,42 0,74 0,46 0,44 0,72
min 0,10 0,00 0,08 0,10 0,11
max 3,76 4,15 3,91 2,90 5,43
mediaan 0,96 1,00 1,05 1,18 1,46
II-8 productie door Beas-2B cellen
gemiddelde 1 1,96 2,59 2,91 3,43 3,11
SD 5,23 7,40 7,81 9,10 8,13
min 0,64 0,63 0,19 0,50 0,27
max 48,75 66,39 64,71 64,70 57,15
mediaan 1,04 1,17 1,27 1,37 1,18
II-6 productie door Beas-2B cellen
gemiddelde 1 3,47 4,59 4,92 5,95 6,05
SD 12,26 17,02 16,26 19,49 16,40
min 0,59 0,49 0,66 0,52 0,52
max 107,79 149,62 140,27 165,16 107,08
mediaan 1,22 1,38 1,61 1,67 1,71

Er werden significant positieve correlaties gevantlessen de productie van TNf-
il-6 en il-8 (Beas-2B):

TNF-a en il-6 r=0.609 p<0.001
TNF-a en il-8 (Beas-2B) r=0.449 p=0.003
II-6 en il-8 (Beas-2B) r=0.534 p<0.001
TNF-a en il-8 (A549) r=0.0003 p=0.871
II-6 en il-8 (A549) r=0.334 p=0.915
[I-8 (A549) en il-8 (Beas-2B) r=-0.123 p=0.979

De afwezigheid van correlaties met il-8 in A549eelis waarschijnlijk te wijten aan
de lage inductie van il-8 door A549 cellen na bdvelting aan de partikels.

De productie van TNI&- was het meest uitgesproken. De inducties (Sl)éeatien
tussen 3.8 en 341.

De inductie (SI) van il-8 door A549 was laag eniemrde tussen 0.1 en 5.4. De
gemiddelde inductie komt echter overeen met litenagegevens. (Hetlanet al.,
2004) vermeld een verhoging met ongeveer een fd&toa blootstelling aan een
concentratie van 200 ugPM/ml. Een vergelijkbarauatig (<1.5) werd gezien in een
VMM- meetcampagne (Schoetestal., 2001).

De cytokineproductie in de Beas-2B cellen is o@lgléSI voor il-6 varieert tussen 0.5
en 10;. Sl voor il-8 varieert tussen 0.3 en 57i36n. TNF-a opregulatie maar hoger
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dan il-8 stimulatie in A549. Opmerkelijk bij dezgtokines is dat er enkele extreme
waarden werden gevonden op 2/05/07 (Zelzate), 1@8/0@Borgerhout) en 11/09/07
(Borgerhout). Onderzoek heeft aangetoond dat d& pkoductie door Beas-2B
afhankelijk is van de PM fractie (Huaegal., 2003). Bij een concentratie van 100ug
PM1.0 werd een 2 tot 3-voud inductie waargenomévi2.B stimuleerde de il-8
productie niet terwijl na blootstelling aan PM10idductie kleiner was dan 2.

6.2.3 Endotoxinetest

Er werd reeds eerder aangetoond dat endotoxindsafudbestanddelen afkomstig
van gramnegatieve bacterién) kunnen voorkomenoifldeltjes in de lucht en op die
manier eveneens een respons kunnen geven in imgeretateerde testen, hetgeen
met name belangrijk is bij het interpreteren vatokinesignalen.

Per filter werd de hoogste concentratie van hetikgdextract waaraan de cellen
werden blootgesteld (200 pg/ml) getest voor de aaigheid van endotoxine
(Cambrex, QCL-1000 Chromogenic LAL Test Kit). Pdtef werden twee replica
metingen uitgevoerd. De meetresultaten (gemiddelle de 2 metingen) worden
weergegeven in Tabel 6.4.

Om het effect van endotoxine op de cytokinepro@uct te gaan, werden THP-1 en
A549 cellen blootgesteld aan een concentratieré®k3.1; 0.2; 0.4; 0.8; 1.6; 6.4;12.7
EU/ml) van endotoxine. Vanaf een concentratie v Wml endotoxine werd een

significante toename van de hoeveelheid TdM\Wwaargenomen (t-test, p<0.05). Bij de
hoogste concentratie endotoxine (12.7 U/ml) werd &=1.6 genoteerd. In de

filterextracten werd een endotoxineconcentratie YA U/ml slechts 5x gemeten.

De hoogst gemeten endotoxineconcentratie in dekpkrtbedroeg 2.23 U/ml. De

endotoxineconcentraties die gemeten werden inalensblijken niet potent genoeg te
zijn om de gemeten cytokinerespons te induceren.

In de A549 cellijn kon geen dosiseffect van endote>op de il-8-productie worden

genoteerd. Zelfs bij de hoogst geteste concentvatieendotoxine (12.7 U/ml) was er
geen significante verhoging in il-8-productie t.ade negatieve controle (afwezigheid
van endotoxine).
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Tabel 6.4: Meetwaarde voor endotoxine in de versdiénde filterextracten

Aarschot Borgerhout Zelzate
datum U/ml U/ml U/ml

4/09/2006 0,223 0,199 0,070
16/09/2006 0,366 0,357 1,133
28/09/2006 0,047 0,057 0,202
10/10/2006 0,044 0,016 0,014
22/10/2006 0,029 0,054 0,315
3/11/2006 0,242 0,019 0,128
15/11/2006 0,000 0,024 0,028
27/11/2006 0,000 0,042 0,006
9/12/2006 0,005 0,009 0,000
21/12/2006 0,000 0,019 0,009
2/01/2007 0,028 0,076 0,151
14/01/2007 0,027 0,073 0,019
26/01/2007 0,017 0,040 0,175
7/02/2007 0,176 0,000 0,155
19/02/2007 0,193 0,038 0,092
3/03/2007 0,015 0,171 0,014
15/03/2007 0,240 0,141 0,335
27/03/2007 0,383
8/04/2007 0,006
20/04/2007 1,176 2,230 1,288
2/05/2007 1,764 2,133
14/05/2007 0,273 0,262 0,390
26/05/2007 0,004 0,150 0,019
7/06/2007 0,688 2,028 0,747
19/06/2007 0,629 0,629 0,213
1/07/2007 0,929 0,891 0,054
13/07/2007 0,222 0,569 1,388
25/07/2007 0,533 0,820 0,604
6/08/2007 0,416 1,566
18/08/2007 0,118 0,509
30/08/2007 0,148 1,161
11/09/2007 0,426 0,100 0,244
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7 FaselV

7.1 Evaluatie van de relatie van de gemeten eindpun  ten tot
tijd, plaats en klimatologisch parameters

Zwevend stof is een complex geheel, met versclilemfmetingen en samengesteld
uit verschillende chemische componenten. Bovendareert de samenstelling van
plaats tot plaats (andere typen bodemstof, zeezguin de tijd, en is ze afhankelijk
van de meteorologische omstandigheden.

Uit een vergelijking van stofconcentraties met ragigische informatie kan men
opmaken dat neerslag en windsnelheid een belaagiijkloed hebben op de
dagelijkse variatie in PM2.5- en PM10-stofconcesstri

Perioden met hoge PM10-concentraties gaan gepaardvarwegend droog weer. Ze
worden verder meestal gekenmerkt door lucht afkigmsin boven land en lagere
windsnelheden. Veelal worden tijdens deze pollapesoden temperatuursinversies
genoteerd. Perioden met lage PM10- concentratibsnvarijwel steeds samen met
maritieme lucht. Deze luchtstromingen gaan veekpagrd met neerslag en met
daggemiddelde windsnelheden > 3 m/s. Temperatwensies doen zich dan vrijwel
niet voor. Gemiddeld gezien is de verhouding PM2MBL0 op dagen met verhoogde
PM10-concentraties hoger dan op andere dagen.ddtwp alle stations vastgesteld,
en zowel in 2005 als 2006. Op dagen met verhoogaeentraties bestaat dus een
groter aandeel van het PM10-stof uit PM2.5.

De concentraties PM10 en PM2.5 dalen met toenement¥snelheid op de meeste
stations. De concentratie grof stof varieert vemldar in functie van de windsnelheid
en blijft min of meer constant. Het aandeel groff # de PM10-concentratie neemt
dus toe met toenemende windsnelheid. Blijkbaar Ispeaor grover stof bij
toenemende windsnelheid niet enkel het verdunnffegde Het grover stof zal bij
toenemende windsnelheid terug opwaaien. De zwartkconcentraties nemen
gemiddeld gezien eveneens af met een stijging eawiddsnelheid (Van Griekest
al., 2003); (VMM, 2007).

Tabel 7.1 geeft een overzicht van de meteorologiggdgevens (windrichting en -
sterkte, temperatuur en neerslag) voor de versodid bemonsteringsdagen en
locaties. De gegevens zijn afkomstig van de VMM eauedtations te Antwerpen

Luchtbal (42M802) en te Gent (44M701). De neerglagevens die voor de locatie
Aarschot werden gebruikt zijn afkomstig van de VMMydronet databank

(http://www.hydronet.be/DATA_Vlaanderen.hyymmeetpunt Pk228 te Holsbeek/St-
Pieters-Rode. De data zijn de gemiddelde meetwaavde 24 uur. Bij de verdere

analyses werden voor de ontbrekende windrichtingan Borgerhout deze van
Zelzate genomen.
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Tabel 7.1: Overzicht van de meteorologische gegeven

Borgerhout Zelzate Aarschot
Wind Wind- Wind Wind
richting* | neerslag| temp sterkte | richting | neerslag temp | sterkte| neerslag
° mm °C m/s ° mm °C m/s mm
16/09/2006 5,5 - 21,8 1,49 334,3 0,0 21,4 1,60 0
28/09/2006 197,9 0,0 18,1 3,17 193,9 0,0 18,1 3,20 0
10/10/2006 104,6 1,4 16,6 1,97 118,1 2,0 17,0 2,14 10,9
22/10/2006 186,9 9,0 158 5,21 186,3 3,6 15,6 5,29 6,9
3/11/2006 276,9 2,4 8,( 1,69 266,6 0,4 8,8 ,931 0,4
15/11/2006 185,1 0,2 133 4,14 187,5 0,2 13,8 4,85 0,3
27/11/2006 174,5 0,0 12,2 3,93 176,3 0,0 12,6 4,27 0
9/12/2006 247,4 - 6,9 3,35 2482 0,0 6,8 3/23 0,3
21/12/2006 33,0 - 6,9 1,56 37,4 0,0 6,9 1/59 0,1
2/01/2007 277,5 6,6 7,( 5,79 2738 2,6 6,0 ,245 5,2
14/01/2007 251,9 1,4 8,5 5,03 246,5 0,0 8,2 4,43 0,4
26/01/2007 242,2 1,2 2,1 4,31 2430 0,0 2,0 4,08 1,7
7/02/2007 208,1 0,0 0,3 1,45 - 0,0 -0,8 0,97 3
19/02/2007 150,0 0,0 6,9 2,37 1604 0,0 6,8 2,63 0
3/03/2007 258,4 4.8 8,( 6,77 252,09 1,2 8,83 ,656 10,8
15/03/2007 - 0,0 9,1 - 2547 0,0 9,2 1,61 0
27/03/2007 - 0,0 12,7 - 87,2 0,0 12,3 3,47 0
8/04/2007 - 0,0 10,5 - 269,7 0,0 10,7 1,76 0
20/04/2007 - 0,0 10,% - 48,1 0,0 11,7 3,34 0
2/05/2007 - 0,0 15,6 - 60,4 0,0 16,8 5,21 0
14/05/2007 - 5,8 146 - 218,4 11,0 13,9 5,55 8,5
26/05/2007 - 23,0 16,6 - 32,2 7,4 16,5 2,48 0,5
7/06/2007 - 0,2 22,2 - 5,6 0,4 19,8 4,26 0
19/06/2007 - 0,8 219 - 92,4 9,2 22,1 3,05 0,3
1/07/2007 - 3,8 21,1 - 221.8 0,8 20,0 3,84 2,7
13/07/2007 - 0,0 219 - 200,8 0,8 21,6 3,58
25/07/2007 - 0,0 18,9 - 238,1 0,2 18,7 4,07 0
6/08/2007 - 1,6 21,2 - 2247 5,4 20,1 2,90 2,3
18/08/2007 - 0,0 17,9 - 181,2 0,0 17,4 3,63
30/08/2007 - 0,0 158 - 263,5 0,0 15,7 2,57 0
11/09/2007 - 0,0 156 - 328,4 0,8 14,5 3,04 0,5

- geen waarneming door technische problemen
*. de windrichting wordt uitgedrukt in graden v.Bb™betekent oostenwind, 180°
betekent wind uit het zuiden
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7.1.1 Salmonella mutageniciteit test (Ames)

7.1.11 Trendsin plaatsen tijd

Verwacht wordt dat de extracten van filters bemeamisin industriéle en stedelijke
gebieden (respectievelijk Zelzate en Borgerhout)ermmeutagene componenten
bevatten dan deze van het landelijke gebied (Aat¥cén daardoor ook meer
mutagene activiteit vertonen in &lmonella mutageniciteit test.
Het genotoxisch (mutageen) potentieel van de exnacan de verschillende locaties
werd op verschillende manieren vergeleken.
In eerste instantie werden de criteria (zie 6.1Mopr mutageniciteit van de
filterextracten vergeleken voor de verschillendsattes (Tabel 7.2):

- dosisafhankelijk respons van het aantal revert4piesat

- significante verhoging van het aantal revertanteafpt.o.v. het

extract van de blanco filter bij minstens één dosis

De mutagene evaluatie van de omgevingslucht in ndaeen toonde aan dat er
significante activiteit aanwezig is op de vers@mtle bemonsterde plaatsen. Het
aantal filters met mutagene activiteit was het $aagor de regio Aarschot (78%),
bedroeg 89% voor de locatie Borgerhout en was begst in Zelzate (94%) (Tabel
7.2). Dit betekent ook dat Zelzate het meeste hdatggen per jaar telt waarbij in de
omgevingslucht stoffen met een mutagene potentiwezg zijn.

Tabel 7.2 :Overzicht van de positieve filterextragtn: aantal positieve extracten t.o.v. het
aantal geteste filters.
Positieve filter

Aarschot 22/28 (78%)
Borgerhout 25/28 (89%)
Zelzate 30/32 (94%)

*: filterextract bevat mutagene activiteit als enesignificante dosisafhankelijke respons kan
aangetoond worden.

Er konden geen statistisch significante verschiemden aangetoond tussen de drie
locaties (Factorial ANOVA, p> 0.05) in Figuur 7.1.

Wanneer de mutagene activiteit (revertanten/20nshtleq.) bekeken wordt in
functie van de tijd, waren er significante verdemltussen de monstername dagen
(ANOVA, p<0.01) zowel voor de directe (-S9) alsiddirecte (+S9) mutageniciteit.
Deze verschillen werden gezien in de drie locgtéguur 7.2:).

Het globale beeld van de metigen toonde geen dikid&rschil tussen de locaties.
Maar met behulp van een two-way anova kon er, e®lg van sterke verschillen in
mutageen effect (direct en indirect) voor bepadialgen, toch een signficant verschil
aangetoond worden tussen de locaties (Factorial WNQvoor plaats en tijd,
p<0.001). Een signigicante interactie tussen pkxatsjd werd vastgesteld (p<0.001).
De directe mutageniciteit was significant versemd tussen de drie locaties waarbij
de hoogste mutageniciteit werd gezien in de stalen Zelzate, gevolgd door
Borgerhout en Aarschot dat de laagste muitageneitadtvertoonde. De indirecte
mutageniciteit was significant verhoogd voor delestauit de regio Zelzate in
vergelijking met deze van Borgerhout en Aarschot.
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Figuur 7.1: Directe (A) en indirecte (B) mutagenideit in functie van de
blootstellingconcentratie voor de verschillende Iaaties (gemiddeldet 95%CL).

De dagen met de hoogste totale mutageniciteit in fiderextracten worden
weergegeven imabel 7.3voor de drie locaties.
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Tabel 7.3: Top 10 van de dagen met de hoogste muéang activiteit in de filterextracten.

Aarschot Borgerhout Zelzate
15/03/2007* 10/10/2006* 15/03/2007*
19/02/2007* 7/02/2007* 19/02/2007*

3/11/2006 19/06/2007 27/03/2007*

10/10/2006 15/03/2007* 7/06/2007

3/03/2007 26/05/2007 14/05/2007

19/06/2007 14/05/2007 3/03/2007

26/05/2007 3/03/2007 26/05/2007

7/02/2007* 3/11/2006* 10/10/2006*

15/11/2006 7/06/2007 3/11/2006

20/04/2007 18/08/2007 7/02/2007*

*: dagen waarop de bemonsteringstijd < 24 uur wegkorslag van de filters (zie Tabel 4.1
voor de bemonsteringstijd)

In Vlaanderen werden reeds eerder effectgerichtengen uitgevoerd op luchtstalen
afkomstig van verschillende locaties. Deze stugiasen echter veel beperkter in de
tijd (minder staalname dagen en samenvoegen vaeriaedt per locatie en per
seizoen). Een studie (2000-2001) rapporteerde dajeen verschillen gevonden
werden in gemiddelde mutagene activiteit (reveemamd) tussen de locaties
Borgerhout, Hoboken en Peer (Du Fetal., 2004). In een andere studie daarentegen
(2000) werd een hogere mutageen effect gevondeRMA0 afkomstig van het
stedelijk gebied Borgerhout in vergelijking met 8edrecht en Peer (Britat al.,
2004). Dezelfde bevinding werd waargenomen in eenpagene uitgevoerd in 2000
waar bemonsterd werd in de 2 industriéle sitesdidnecht en Zwijndrecht), twee
landelijke sites (Peer en Essen) en twee steddijks (Borgerhout en Antwerpen)
(Schoetert al., 2001). De mutagene effecten waren het meestspitgken voor de
stalen afkomstig van Borgerhout. In een andere s studie uitgevoerd in 2002
werden PM10-stalen verzameld in 15 verschillendmegnten met verschillende
pollutiedruk (industrieel, stedelijk en landelijdpu Fouret al., 2005). Deze studie
was echter te klein om trends tussen de locatieete
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Figuur 7.2: Variatie in functie van de tijd van dedirecte en indirecte mutageniciteit voor
de verschillende locaties.

7.1.1.2 Invioed van klimatologische omstandigheden

Er werd nagegaan of er een relatie kon aangetoandlen tussen de directe en
indirecte mutageniciteit van de filterextracten eneteogegevens (neerslag,
temperatuur, windrichting). Meteorologische coreditkunnen de samenstelling van
polluenten beinvioeden. Resultaten van vroegemiestugeven aanwijzingen dat de
weersomstandigheden een belangrijke rol spelerdéijnductie van genotoxische
effecten (Schoeterst al., 2001); (Ducatti and Vargas, 2003); (Zhetoal., 2002);
(Binkova et al., 2003); (Cerneet al., 1999). Seizoensvariaties werden meermaals
aangetoond.

In deze studie kon er geen significante correlai@@mgetoond worden tussen de
meteorologische parameters en de mutagene adtivdai de extracten (Spearman
rank correlaties, p<0.05).

Via backward trajectories kan het traject wordepdadd dat de luchtmassa’s hebben
gevolgd gedurende 48 u vooraleer ze ons bereikemor e verschillende
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bemonsteringsdagen werden de backward trajectdoelseken en werd een

windrichting aan de herkomst van de luchtlaag gege®0°= oosten, 180°=zuiden,

270°=westen, 360°=noorden). De interpretatie vahatkomst van de lucht kan sterk
verschillen van de windrichting die door de metéendten wordt gegeven. Als de
mutagene activiteit (directe, indirecte en totalkergeleken werd met de herkomst van
de luchtmassa’s, kon er wel een significante catieelaangetoond worden met de
windrichting (Spearman rank correlatie, p<0.05).

Rev/20 m3 r

-S9 0.304
+S9 0.296
totaal 0.354

Dit betekent dat de luchtmassa’s afkomstig uitheNW en W, stofdeeltjes met de
grootste mutagene potentie met zich meebrengenhtinassa’s uit N en NNW
komen over de Noordzee maar passeren eerst noghdiestiegebieden rond
Amsterdam en Rotterdam. Luchtmassa’s uit W, WNW\&\W zorgen voor aanvoer
van vervuilde lucht vanuit Engeland (Londen of MedeEngeland) of Noord-
Frankrijk.

De totale, directe en indirecte mutageniciteit danfilterextracten werd vergeleken
tussen de 4 seizoenen. In de lente was de mutagémieit van de extracten (directe,
indirecte en totaal) hoger dan in de andere see&uefignificante verschillen werden
aangetoond voor de directe mutageniciteit (lerdaicant verhoogd t.o0.v. de herfst
en winter) en de totale mutageniciteit (lente digant verhoogd t.o.v. de herfst)
(Figuur 7.3) (ANOVA, Tukey, p<0.05).

Totale mutageniciteit
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Figuur 7.3: Mutagene activiteit in functie van de sizoenen.

7.1.2 Cat-tox

7.1.21 Trendsin plaatsen tijd

In eerste instantie werd er nagegaan of er eermalge verschil detecteerbaar is
tussen de verschillende gebieden. Dit werd geégadudoor de gemiddelde fold
inducties per staal te analyseren en via statisisnalyse (one way ANOVA) na te
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gaan of er per locatie significante verschillenregén. Er bleken geen statistisch
significante verschillen te worden waargenomen.
a) b)

Box & Whisker Plot Box & Whisker Plot
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Aarschot Zelzate " +1.96*SD
Borgerhout

Borgerhout

Figuur 7.4 :a) Box-Whisker plot plot gemiddelde fodl inductie per locatie, b) Box-
Whisker plot voor de verschillende locaties zondénet staal lente Zelzate (pool van 14-
26/05/07 en 07/06/07).

De box en whisker plots in Figuur 7.4a tonen dujkledan dat de extracten van
Zelzate de grootste variatie vertonen. Zoals resader vermeld was er een extract
van de lentecampagne in Zelzate dat uitzonderjgehinducties gaf. Dit verklaart
een groot deel van de variatie die we hier zienniéar we dit staal verwijderen uit
de dataset zien we dit duidelijk in Figuur 7.4b.\[@edere analyses en bespreking van
de resultaten zullen gebeuren zonder dit uitzonkieristaal van Zelzate om te
vermijden dat in verder analyses de gevonden eslaé fel bepaald worden door dit
punt.

De bovenstaande voorstelling van de resultaten statistische evaluatie laat ons
enkel toe om op een algemene manier verschillewakieren tussen de drie locaties.
Vermits één van de belangrijke troeven van de @atdssay de verschillende
eindpunten zijn, is het belangrijk om de samenhasgen deze genen te kennen. Via
multivariate statistiek is het mogelijk om het grohantal variabelen (genen) te
reduceren tot een aantal nieuwe onderling ongdeemde variabelen. Een
belangrijke en veelgebruikte techniek is principaemponent analyse waarbij de
nieuwe variabelen worden weergegeven onder de wam factoren (principale
componenten). De visuele voorstelling van de daakinhet mogelijk om verbanden
tussen de verschillende stalen vast te stellen.

De principale component analyse met de dataseftaloel 6.1 toont geen duidelijke
scheiding tussen de verschillende locaties (Figud). De belangrijkste genen die
zorgen voor de spreiding in de dataset zijn Gade®yplAl en de tweede factor
wordt gedomineerd door GstYa, Fos en Rare (Figuar 7
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Figuur 7.5: Score plot (condities) van PCA datasdtoogste fold inductie, Aar =
Aarschot, Bor = Borgerhout, Zel = Zelzate en Blan Blanco.
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Figuur7.6: Loading plot (genen) met verklarende fatoren voor de spreiding van de

Intuitief zou men verwachten dat er lagere indsctiptreden in het landelijke
referentiepunt Aarschot. Bovenstaande figuren tasendat dit voor deze campagne
niet het geval is en dat er ook geen duidelijk oscleeid te maken is tussen de
verschillende staalnameplaatsen. Voorgaande studieglaanderen toonden ook
reeds een meer homogene verspreiding van gendtexisc mutagene effecten in

verschillende locaties.
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Vlaanderen (Du Fouet al., 2004); (Britset al., 2004; Du Fouret al., 2005). Een
belangrijke verklaring voor dit fenomeen is dat dde kleine opperviakte met een
hoge bevolkingsgraad en belangrijke grote indugtliéeden er geen echt
referentiegebied meer te vinden is.

7.1.2.2 Verschillen tussen de seizoenen

Een tweede belangrijke parameter die voor de getatheset wordt geévalueerd, is de
verschillen in genexpressie tussen de stalen getedrd tijdens de verschillende
seizoenen (zie Tabel 6.1). Onderstaande boxplgiu(Fi7.7) toont de gemiddelde
fold inductie per seizoen. Hierop is te zien datgéeniddelde inducties in de herfst
hoger liggen dan in de andere seizoenen. Dit isalde wijten aan een hoger aantal
genen die significant geinduceerd zijn tijdens defdh en niet zo zeer aan hogere
inducties. Het is algemeen bekend dat in de henfstinter de graad van luchtpollutie
stijgt als gevolg van een hoger energieverbruilofabverwarming). Opmerkelijk is
ook dat er een grotere spreiding is van de datkilente en de zomer, dit impliceert
dat er mogelijks meer uitzonderlijke metingen ogésre in deze perioden.

Box & Whisker Plot

1.40

. 7

1.25

1.20

1.15
1.10
1.05

Mean

[ J+sp

1.00 T +1.96*sD
herfst winter lente zomer

Figuur 7.7: Box-Whisker plot seizoenverschillen, gaiddelde fold inductie, (gemiddelde
> FI CyplAl tot Grp78) per staal.

De evaluatie van de dataset via principale compoaralyse toont aan dat we een
onderscheid kunnen maken tussen stalen van det/varfer en stalen van de
lente/zomer (Figuur 7.8). De genen die belangtifk woor deze spreiding zijn vooral
diegene die de eerste factor bepalen CyplAl, Gadabtben Rare (Figuur 7.9).
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Onderzoek naar de seizoensverschillen vergt irdgastampagneperiodes waardoor
het aantal reeds gepubliceerde studies eerderkbepeHet is enkel mogelijk om te
vergelijken met studiegebieden die eveneens irgéetatigd zeeklimaat liggen, deze
data zijn echter in de literatuur niet beschikbaamdere studies die op Vlaams
grondgebied zijn gebeurd waren niet specifiek onpen om seizoensgerelateerde
effecten op te sporen. Hierdoor werden de verscidi locaties in verschillende
seizoenen bemonsterd (Du Fetial., 2004; Britset al., 2004; Du Fouet al., 2005).



7.1.2.3 Invioed van klimatologische omstandigheden

Zoals bekend is er een invloed van de weersomsfiaeden op de hoeveelheden
polluenten in de lucht. Hierbij denken we aan deatmegelen van de overheid
wanneer de drempelwaarden voor fijn stof wordensoheeden, vaak door te weinig
beweging in de onderste luchtlagen. Via correlatissen de individuele genen en de
individuele klimatologische gegevens trachten wetengaan of er een verband is
tussen deze variabelen. Als verwerping van de maltese wordt er niet per se van
uitgegaan dat er een lineaire relatie is tussertedéesten parameters (Pearson’s
correlation), maar gebruiken we de Spearman’s camkelatie die er vanuit gaat dat
er een monotone relatie is tussen beide param@&eass.een toename in X is altijd
verbonden met een toename in Y, of een toename ig altijd verbonden met een
afname in Y. Dit kan een lineair verband zijn mbgvoorbeeld ook een kwadratisch
verband. Spearman’s rank correlatie analyses wosgemngegeven in Tabel 7.4.

Tabel 7.4: Spearman’s rank correlatie analyses vagenen met klimatologische
parameters. De individuele r-waarden worden gegevee vetgedrukte zijn significant

(p < 0.05).
Neerslag Temperatuur Windsnelheid

Cyp1A1 -0.388 -0.441 -0.090
Gstya 0.342 -0.228 -0.040
Xre 0.043 0.053 -0.695

Hmtiia 0.419 -0.057 0.280
Fos -0.271 -0.172 -0.239
Cre 0.265 -0.323 0.403
Rare 0.426 -0.488 0.360
Gadd153 0.186 0.326 -0.248
Gaddds -0.301 -0.189 -0.174
Gp78 0.421 0.003 0.253
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Er is een significante negatieve correlatie (r 8.695) tussen de Xre respons en de
windsnelheid (Figuur 7.10). Dit impliceert dat waen er weinig wind is, meer
inductie van Xre optreedt. Het type polluenten gatsistenter aanwezig is in deze
omstandigheden en zo een invloed heeft op de iieduan de fasell biotransformatie
enzymes kan uit deze studie echter niet afgeleidieo

Correlations (h Fl zonder zelzate 44v*20c)

windsnelheid

Figuur 7.10: Individuele Spearman rank correlatie uissen windsnelheid (x-as) en Xre (y-
as). Histogrammen met de fold inductie categoriénmde x-as en de frequentie in de y-as.

Oorsprong van de luchtmassa bepalen (Backward trajectories)

Backward trajectories geven een visuele indicadie de verplaatsing van luchtlagen
gedurende 48u, terugrekenend van een vaste |otatige et al., 2005). Op deze
manier leveren windpatronen een belangrijke toeggste waarde aan het inschatten
van herkomst van gemeten stofdeposities. In orakande tabel werden de backward
trajectories van de verschillende stalen ingedeeldens windrichting en werden de
verschillende stalen per locatie gerangschikt vodgeplopende fold inductie (FI).
Voor Aarschot en Borgerhout vinden we geen duikkelyaarneembare trends d.w.z.
er is geen enkel verband tussen windrichting ¢girsty in FI. Enkel voor Zelzate lijkt
een stijgende activiteit geassocieerd te zijn meoraelijke herkomst (vanuit
Nederland), terwijl lagere activiteit overwegend radvegemeten bij zuidelijke en
westelijke luchtverplaatsingen (over zee en vahu#nkrijk). De bevindingen zijn
weliswaar enkel gebaseerd op visuele inspectier Debberekenen van gemiddelde
FI per gepoold staal wordt één waarde verkregemdeaa een algemene respons kan
vergeleken worden met de backtrack trajectories.
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Tabel 7.5: Interpretatie van de backward trajectories. Ws: windstil, zee: luchtstromen
van over zee

Locatie Data Seizoen  Gemiddelde FlI Backtrack
26/05/07 07-19/06/07 Aarschot lente 1.10 N-N-Z
1-13-25/07/07 Aarschot zomer 1.12 Z-Z-W(ws)
27/11/06 09/12/06 Aarschot winter 1.17 Z-W
02-14/01/07 Aarschot winter 1.19 W-W
6/08/07 11/09/07 Aarschot zomer 1.23 Z-NW (zee)
20/04/07 02-14/05/07 Aarschot lente 1.25 N-O-Z
04-28/09/06 Aarschot herfst 1.33 /
18-30/08/07 - 11/09/07 Borgerhout zomer 1.12 Z(ws)-Z(ws)-N-NW (zee)
14-26/05/07 07-19/06/07  Borgerhout lente 1.12 Z-N-N-Z
02-14/01/07 Borgerhout winter 1.14 W-W
15-27/11/06 Borgerhout winter 1.14 Z-Z
1-13-25/07/07 Borgerhout zomer 1.20 Z-Z-W(ws)
20/04/07 Borgerhout lente 1.22 N
04/09/06 Borgerhout herfst 1.29 /
1-13-25/07/07 Zelzate zomer 1.09 Z-Z-W(ws)
27/11/06 - 09/12/06 Zelzate winter 1.16 Z-W
02-14/01/07 Zelzate winter 1.19 W-W
27/03/07 08-20/04/07 Zelzate lente 1.27 O-N-N
06-18-30/08/07 - 11/09/07 Zelzate zomer 1.30 Z(ws)-Z(ws)-N-NW (zee)
04-16-28/09/06 Zelzate herfst 1.32 /
14-26/05/07 07/06/07 Zelzate lente 2.48 Z-N-N

7.1.2.4 Uitzonderlijke situatie

Zoals reeds besproken in Fase lll, vertoont éérogdpstaal van de lente-campagne in
Zelzate hogere en meer inducties dan de andeendie werden getest. De scatterplot van
de fold inducties over de gehele campagne toontletiik dat staalnummer 23 een
piekwaarde is Figuur 7.1). Deze data illustreren dat zelfs in een pool daie stalen
uitzonderlijke situaties kunnen gedetecteerd wordende Cat-tox assay.
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Figuur 7.11: Scatterplot FI gehele campagne in Zette
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7.1.3 MELN

7.1.3.1 Trendsin plaatsen tijd

Al de resultaten worden per tijdstip van monster@amor de 3 locaties naast elkaar
voorgesteld. Een eerste visule inspectie van Figuli2 toont geen uitgesproken
tendensen voor plaats noch voor tijdstip. Wat megstalt is de relatieve hoge

signalen (RIS>2) bij de 3 locaties voor de monsigre in de periode 10/10/2006-
15/11/2006 ten opzichte van de andere punten ifjddeDit is enkel zichtbaar bij de

grafieken a en b, voor respectievelijk 2.43 m3ml 486 m3ml vermits voor de

hoogste concentratie 9.72 m3/ml er geen testenemeuitgevoerd door tekort aan
materiaal (overlading van de filters en afspringam sampler). Globaal toont de
Figuur 7.12 dat signalen bij 4.86 en 2.43 m3/ml Hater vergelijkbaar zijn dan bij

9.72 m3/ml, hetgeen dus eerder een technische aloheeeft.
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4.0 4‘ B Zelzate 9.72 m3/ml E Aarschot 9.72 m3/ml & Borgerhout 9.72 m3/ml i
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Figuur 7.12: Relatieve inductie score voor oestroge activiteit als ratio
staal/filterblanco (RIS) voor Zelzate, Aarschot erBorgerhout in functie van
monstername datum met deelfiguren a,b,c voor versdiende testconcentraties van
extracten.

Bij een globale analyse van stalen gegroepeertbpatie toont ANOVA analyse dat
er tussen de 3 plaatsen geen statistisch versgliehalve voor de concentratiegroep
9.72 m3ml met p = 0.027 (ANOVA, Tuckey HSD uneqUNjl. Dit beeld wordt
samengevat in Figuur 7.13 waar duidelijk blijkt dastrogene potentie in stalen voor
Borgerhout gemiddeld lager scoort.

Categ. Box & Whisker Plot: 9.72 m3/ml
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Figuur 7.13: Relatieve oestrogene inductie (RIS) wo de 3 locaties A (Aarschot), B
(Borgerhout) en Z (Zelzate) bij de hoogste testcoratratie van de stalen 9.72 m3/ml.
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Bekijken we de resultaten meer in detail per lecafp basis van relatieve inductie
score (RIS) dan toont dit dat er voor Zelzate ersétaot de grootste aantallen stalen
(dus bemonsteringsdagen) zijn met beduidende irduxt positief voor oestrogene
activiteit (RIS > 1.3). Daartegenover staat datrviocatie Borgerhout het grootste
aandeel stalen (of bemonsteringsdagen) genoteemdt woet geen beduidende
oestrogene activiteit of stalen die als negatigédeeld worden (RIS 1.1). Dit wordt
samengevat in Tabel 7.6.

Tabel 7.6: Verdeling van aandeel stalen, % van to#d positief of negatief voor relatieve
inductie score van oestrogene activiteit per locatien per geteste concentratie

Relatieve Zelzate Aarschot Borgerhout
inductie 2.43 4.86 9.72 2.43 4.86 9.72 2.43 4.86 9.72
score (RIS) | m3/ml | m3/ml | m3/ml | m3/ml | m3/ml | m3/ml | m3/ml | m3/ml | m3/ml
% Positief

(> 1.3) 60 72 70 62 73 70| 30 52 47
% Negatief

(<1.1) 3 7 12 11 8 15 36 20 31

Vergelijking van bemonsteringen in functie van @éeschillende periodes 1, ,2,3 en 4
(sept.- nov.= 1/ dec.- febr. = 2/ ma — mei = 3wen } aug.= 4) toont dat bij 2 van de 3
geteste concentraties van stalen, namelijk 4.86h&# 2.43 m3/ml er voor seizoen 1
een vergelijkbaar en sterk significant verschilasv. de andere periodes (p<0.005, in
ANOVA, Tukey HSD unequal N). Dit effect werd niepgepikt bij de hoogste
testconcentratie, 9.72 m3¥ml, zoals geillustreend Figuur 7.14. Zoals eerder
aangehaald bij de bespreking van Figuur 7.12 zbtednaken kunnen hebben met
het ontbreken van stalen voor analyse bij de heagstcentratie, net voor die periode
(seizoen 1) waar er hoge relatieve oestrogeneitaitiwverd gemeten.

a) b)

Categ. Box & Whisker Plot: 4.86 m3/ml Categ. Box & Whisker Plot: 9.72 m3/ml|
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Figuur 7.14: Spreiding van gemeten relatieve oestgene inductie (RIS) bij 2 hoogste
testconcentraties (a en b) i.f.v. tijdstip van bemustering met indeling volgens seizoenen
met sept.- nov.= 1; dec.- febr. = 2; ma — mei = 3iguni - aug.= 4 .
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7.1.3.2 Invioed van klimatologische omstandigheden

Er werd nagegaan of er een relatie kon aangetoomdlen tussen de gemeten
relatieve oestrogene inductie en parameters medKd@tg tot meteo informatie. Er
werd voor neerslag en windrichting geen verbancdgdegn met hormoonverstorende
activiteit, terwijl er via niet-parametrisch test&@pearman rank) een duidelijk positief
significant verband bleek tussen temperatuur eretigieve oestrogene activiteit bij
de 3 verschillende testconcentraties (p < 0.05Fiduur 7.15 wordt dit geillustreerd
voor 2 testcondities. Het is in deze fase van hejept niet duidelijk of dit verband
met temperatuur eerder toevallig dan wel causaaB@vendien zijn er ons geen
studies bekend die invloed van temperatuur op metnvan oestrogene activiteit
beschrijven. Voor gegevens over de herkomst vanlutbtmassa's werd een
omgekeerd significant verband gevonden bij 2.43.&6 m3/ml. Dit wil zeggen dat
eerder de luchtmassa’s uit het oosten (richtingtdland, Ruhrgebied) een bijdrage
zouden leveren tot de gemeten oestrogene activiteit

De samenvattende tabel voor Spearman rank coeefait de verschillende geteste
parameters, met R en p-waarden wordt hierna ged@adrel 7.7)

Tabel 7.7: Vergelijking van parameters voor meteo et relatieve inductie score voor
oestrogene potentie (RIS). Bij significant verbandverd de p-waarde ingekleurd.

Vergelijking parameters n | SpearmanR T (N-2) p-waarde
2.43 windrichting 53 -0.14 -1.03 0.3074
m3/ml
temperatuur 78 0.24 2.13 0.0361
neerslag 75 0.19 1.67 0.0996
herkomst luchtmassa’s
(backirack) 78 -0.39 -3.79 0.00029
4.86 windrichting 52 -0.17 -1.23 0.2254
m3/ml
temperatuur 77 0.27 2.43 0.0175
neerslag 74 0.18 1.58 0.1185
herkomst luchtmassa’s | 0.26 242 0.01763
(backtrack)
9.72 windrichting 38 -0.18 -1.11 0.2743
m3/ml
temperatuur 60 0.35 2.83 0.0064
neerslag 57 -0.05 -0.38 0.7061
herkomst luchtmassa’s
(backirack) 60 -0.19 -1.54 0.1293
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Figuur 7.15: Relatie tussen relatieve oestrogeneduactie bij 2 testconcentraties van
extracten luchtfilters (a bij 4.86 m3/ml en b bij9.72 m3/ml) i.f.v. de temperatuur in de

7.1.4 Cytotoxiciteit

omgevingslucht.

7.1.41 Trendsin plaatsen tijd

Het gemiddelde (over de volledige campagne) cyistbixeffect van de partikels was
vergelijkbaar voor de drie locaties in zowel de THRIs de A549 cellen (Factorial
ANOVA, p>0.05). In de Beas-2B cellijn daarentegaven de partikels afkomstig
van Zelzate een significant hogere cytotoxiciteit vergelijking met deze van

Borgerhout (Factorial ANOVA, p<0.001) (Figuur 7.16)
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Figuur 7.16: Vergelijking van de cytotoxiciteit vande partikels in (A) THP-1 en in (B)
Beas-2B cellen tussen de verschillende monsternantegtsen (gemiddelde: 95% CL).

Na blootstelling van THP-1 cellen vertoonden 14f#8tikelstalen uit Aarschot en
14/28 uit Borgerhout een significante dosisrespgenwijl er 20/30 stalen uit Zelzate
significant cytotoxisch waren. Slecht één staalBgatgerhout (20/4/07) en één staal
uit Zelzate (27/3/07) vertoonden cytotoxiciteitda A549 cellen. Partikels uit de regio
Aarschot, Borgerhout en Zelzate veroorzaakten oytoteit in Beas-2B cellen in
respectievelijk 19/28, 18/27 en 28/32 van de manatae dagen.

In de THP-1 en de Beas-2B cellijnen zijn er sigmifite verschillen in cytotoxiciteit
tussen de verschillende monstername dagen enalitdeodrie locaties (Figuur 7.17)
(Factorial ANOVA, p<0.05).

In de Beas-2B cellijn is duidelijk te merken dat dgtotoxiciteit in de drie
meetplaatsen lager is in de periode tussen oki®b@6 tem februari 2007 (Figuur
7.17).

Deze resultaten zijn de eerste cytotoxiciteitsgegevvoor de 3 cellijnen voor de
Vlaanderen. In vroegere campagnes (2000 en 200bpdracht van VMM werd
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alleen met A549 en THP-1 cellen gewerkt (Don P&@trero, 2002). In geen van
beide celljnen werd toen cytotoxiciteit vastgedtemaar de hoogst geteste
concentratie bedroeg slechts 28 pg/ml.
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Figuur 7.17: Variatie in de cytotoxiciteit (bij 200ugTSP/ml) voor de verschillende
locaties in functie van de monstername dag.

7.1.4.2 Invioed van klimatologische omstandigheden

Er werd nagegaan of er een relatie kon aangetomrden tussen de cytotoxiciteit
van de partikels en meteo gegevens (neerslag, tatape windrichting,
windsnelheid). Een significante negatieve correl&on aangetoond worden tussen
enerzijds het cytotoxische effect van de partikelde Beas-2B (r=-0.370) en THP-1
cellen (r=-0.224) en de temperatuur. D.w.z. dat lijgere temperaturen het
schadelijke effect van de partikels groter is (patage levende cellen in de test neemt
af) (Spearman rank correlatie, p<0.05). In de AbdBen was dezelfde correlatie (r=-
0.145) te zien, echter niet significant. Voor delere parameters konden er geen
significante correlaties aangetoond worden.

Er konden geen correlaties aangetoond tussen delugpeierde cytotoxiciteit en de
herkomst van de luchtmassa’s (via backward trajestp(Spearman rank correlatie).

83



7.1.5 Cytokineproductie

7.1.51 Trendsin plaatsen tijd

Significante verschillen in cytokineproductie (@tiyukt als SlI, gemiddelde van de
verschillende bemonsteringsdagen) tussen de lsc&beden worden aangetoond
(Figuur 7.17):

* De TNF«a inductie is significant verhoogd in de stalen \Buorgerhout t.o.v.
de stalen van Zelzate. (Factorial ANOVA, p= 0.04).

* De inducties van il-8 in A549 zijn significant vadgd in de stalen van Zelzate
t.0.v. de stalen van Aarschot (Factorial ANOVA ,(@81).

» Zowel il-6 als il-8 opregulaties in Beas-2B zijngsificant hoger na
blootstelling aan de partikels afkomstig van Bongert in vergelijking met de
twee andere locaties (Factorial ANOVA, il-6: p<D.@-8: p=0.02).

TNF-a, il-6 en il-8 (Beas-2B) volgen hetzelfde patroon ®tnen aan dat het
inflammatoir potentieel van de partikels uit heddstlijk gebied Borgerhout hoger is
dan deze van de partikels uit de industriéle eddhjke locatie.

Tabel 7.8 geeft een overzicht van de gemiddeldeimum en maximum S| waarden
per cytokine in functie van de blootstellingconcatie van de partikels. Figuur 7.18
geeft een grafische voorstelling van de cytokindpodie per locatie.

Voor TNFa en il-8 (A549) werd de Sl na blootstelling van c&len aan 200ug
TSP/ml gebruikt in de verdere statistische analy¢gagvariaties, relatie tot
endotoxine en meteorologische parameters). Omdatytetoxische effect van de
partikels in de Beas-2B cellen veel sterker is,dvar de verdere statistische analyses
gewerkt met de Sl van il-6 en il-8 na blootstelliagn 25 pg TSP/ml. Bij deze
concentratie is de gemiddelde leefbaarheid van edernc 84%. Dit percentage is
vergelijkbaar met de leefbaarheid van de celler®q{BBa blootstelling van THP-1
cellen aan 200pug TSP/ml. Op deze manier wordt siigen dat de waargenomen
effecten te wijten zijn aan het cytotoxische kagakian de partikels.

Alhoewel de gemiddelde cytokineproductie (TNFen il-6 en il-8 (Beas-2B))
onderscheid maakt tussen de regio’s is het ooketlikddat de er op bepaalde
monstername dagen grote verschillen zijn tusseloaigies (zie vergelijk maximum
waarden in Tabel 7.8 en Figuur 7.19). Voor de Jaties werden er significante
verschillen in de cytokineproductie (TNF-en il-6 en il-8 (Beas-2B) gevonden in
functie van de bemonsteringsdag (Factorial ANOV#40 05).

Uit Figuur 7.19 is af te leiden dat partikels veredd na 20/4/07 meer aanleiding
geven tot de productie van inflammatoire cytokif@et uitzondering van il-8 door
A549).

De productie van inflammatoire cytokines werd véggen tussen de 4 seizoenen. In
de lente en de zomer was de TNRproductie significant verhoogd t.o.v. de herfst en
de winter (ANOVA, Tukey, p<0.01). Er konden geergnsicante verschillen
aangetoond worden tussen de seizoen voor il-8 pteddoor A549 en Beas-2B
cellen noch voor il-6 inductie (ANOVA, p>0.05).
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Tabel 7.8: Cytokineproductie (SI t.0.v. controle) a blootstelling van partikels uit
verschillende locaties. (gemiddeld# SD, tussen haakjes min. en max. waarden)

pg TSP/ml
N«|] o] 125 | 25 | 50 | 100 | 200
TNF-a productie door THP-1 cellen
19.2+ 29.9+ 40.4+
7.59+5.3 | 10.3£8.7 17.3 29.9 44.3
Aarschot 24 1] (0.1-19) | (1.6-35.6) | (2.2-60.6) | (2.5-103.5)| (4.5-149.9)
11,4+ 21,0+ 31,1+ 42,5+ 50,0+
20.9 39.3 50.9 61.0 60.5
Borgerhout| 28 1| (0.7-83.6) | (1.5-149.3)| (2.0-231.9)| (2.7-260.2)| (4.6-258.0)
11,4+ 20,6+ 33,2+ 40,5+
59+6.2 12.0 22.5 32.6 39.3
Zelzate 31 1| (0.3-25.0) | (0.3-53.8) | (2.3-104.8)| (2.7-137.8)| (3.8-161.7)
II-8 productie door A549 cellen
1,1+06 | 1,3+08 | 1,2+06 | 1,306 | 1,5£0.7
Aarschot 28 1| (0.2-3.8) | (0.4-4.2) | (0.4-3.9) | (0.3-2.9) (0.2-3.6
1,003 | 1,2+0.7 | 1,1+03 | 1,2+03 | 1,6+0.9
Borgerhout| 28 1| (0.2-1.5) | (0.6-3.9) | (0.5-1.8) | (0.5-2.1) | (0.7-5.4)
08+03 | 1,0£06 | 1,003 | 1,1+04 | 1,4+0.6
Zelzate 31 1| (0.1-1.2) (0-3.1) (0.1-1.8) | (0.1-1.9) | (0.1-2.5)
II-8 productie door Beas-2B cellen
1,2+05 | 1508 | 1,712 | 20£19 | 19+19
Aarschot 28 1| (0.6-2.5) | (0.7-3.7) | (0.5-4.9) | (0.5-1.9) | (0.3-7.7)
3,3+9.0 | 4,7+12.8 | 52+13.6 | 6,2+15.7 | 55+14.0
Borgerhout| 28 1| (0.8-48.8) | (0.9-66.4) | (0.2-64.7) | (0.7-64.7) | (0.5-57.2)
1,4+17 | 1,7£19 | 19+17 | 22+20 | 2,1+1.9
Zelzate 32 (0.7-10.5) | (0.6-11.4) | (0.8-9.8) | (0.5-10.2) | (0.4-9.8)
II-8 productie door Beas-2B cellen
1,710 | 2,1+13 | 25+£19 | 29+24 | 3,632
Aarschot 24 1| (0.9-4.0) | (0.9-5.8) | (0.8-7.1) | (0.5-9.9) | (0.9-15.3)
11,2+
6,4+20.5| 8,8+£28.6 | 9,1+27.1 32.5 8,8+22.1
Borgerhout| 27 1| (0.7-107.8)| (0.8-149.6)| (0.7-140.3)| (0.9-165.2)| (0.5-107.0)
22+53 | 28+£6.9 | 3,1+7.1 | 3,8£89 | 56+16.9
Zelzate 32 1| (0.6-31.2) | (0.5-40.1) | (0.8-41.6) | (0.9-51.9) | (0.7-95.6)

*N: aantal geteste filters
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SI=1.6 genoteerd. De endotoxinewaarde werd ecloeit gemeten in de filters. De
hoogst gemeten endotoxineconcentratie in de pétikedroeg 2.23 U/ml. Een
endotoxineconcentratie varil.6 U/ml werd gemeten voor alle locaties op 20/4/07
voor Borgerhout op 7/6/07 en voor Zelzate op 6/8&072/5/07. Op deze dagen was
de TNFa productie sterk verhoogd.

Een significant positieve correlatie kon aangetoovatden tussen de hoeveelheid
endotoxine in de stalen en de gemeten productieTWia door THP-1 (regressie
analyse).

TNF-a r=0.813 p<0.001
IL-8(A549 r=-0.1 p=0.360
II-6 (Beas-2B) r=0.119 P=0.284
II-8 (Beas-2B) r=0.064 P=0.617

De resultaten van il-8 in A549 kunnen vergelekenrdea met een vroegere VMM
meetcampagne in Vlaanderen (Schoeters et al., 200tlpze laatste studie werd in
het voorjaar (mei en juni) een significant verho®gd8 productie waargenomen na
blootstelling aan partikels afkomstig van Essend#dijk), Zwijndrecht (industrieel),
Berendrecht (industrieel) en Deurne(stedelijk). ®eeizoenstendens wordt in de
huidige studie niet bevestigd voor il-8 in A549 maeerd wel waargenomen voor de
andere cytokines. Voor de VMM studie werd gesuggreredat de effecten op il-8
productie te wijten zijn aan partikels afkomstigh\ates met een industriéle invioed.
De resultaten van deze pilootstudie wijzen op emhaogd immunotoxisch effect in
de stalen afkomstig van het stedelijke gebied Bbme.

7.1.5.2 Invioed van klimatologische omstandigheden

Er werd nagegaan of er een relatie kon aangetoormmddem tussen de
cytokineproductie en meteo gegevens (neerslag, eemur, windrichting,
windsnelheid). De resultaten van een vroegere sstgdiven aanwijzingen dat de
weersomstandigheden een belangrijk rol spelenéiinductie van immunologische
effecten door partikels (Schoetees al., 2001). De inflammatoire effecten (il-8
productie) traden vooral op bij droog en warm weer,

Een significant positieve correlatie kon aangetoovatden tussen temperatuur en
TNF-a (r=0.576), il-6 (r=0.402) en il-8 (Beas-2B) (r=83 productie (Spearman
rank correlatie, p<0.05). Voor il-8 productie in #bwerd een significante correlatie
aangetoond met de windsnelheid (r=0.351).

Er konden geen correlaties aangetoond tussen ddugeierde cytokineproductie en
de herkomst van de luchtmassa’'s (via backward di@jes) (Spearman rank
correlatie).
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7.2 Relatie van de gemeten eindpunten tot pollutie

Zwevend stof is een algemene verzamelnaam voar @geltjies met uiteenlopende
samenstelling en afmetingen. De deeltjes zijn znkdat ze ingeademd kunnen
worden. Door de grote verscheidenheid in aard eresatelling wordt zwevend stof
beschouwd als drager of container van een reeksctoxcomponenten (chemisch en
fysisch).

De verschillende fysische (massa, aantal, groetteghemische factoren hebben ieder
hun bijdrage tot de verschillende gezondheidsedfedie worden aangetoond.

Stof bestaat uit een organische en een anorganisabiée. In de koolstoffractie
onderscheidt men elementair koolstof (anorganiseim) organische koolstof.
Elementaire koolstof behoort tot het primaire stefy bestaat uit ultrafijne
grafietdeeltjes. Bij onvolledige verbranding vansd@le brandstoffen geeft dit
elementaire koolstof aanleiding tot grijze of zwearbok. Zwarte rook is fijn stof van
roetdeeltjes en is even ongezond als andere vomaenfijn stof. De organische
koolstoffractie van zwevend stof wordt gevormd dgmimaire emissies van
organische stoffen en door condensatie van viuehirganische stoffen. Roet wordt
gevormd door het samenvoegen van die elementaméstifdeelties en koolstof-
waterstof verbindingen, en bevat onder meer palyRatische koolwaterstoffen
(PAKs). Organische componenten vormen een bel&egmfjactie van de totale
aérosolmassa. Hoofdbronnen van PAKs zijn emissies wnotorvoertuigen,
houtverbranding, cokesovens, aluminiumproductie, niagverwarming,
energieproductie en afvalverbranding.

Daarnaast bevat stof ook anorganisch materiaatirHitten de ionen zoals S©
NOs, NHs", Na', CI en K', de zware metalen met als belangrijkste Pb, CANGr
Zn, Mn, V, en elementen zoals Ca, Si, Fe, Ti, Altdtaal kan men tot meer dan 40
verschillende elementen in roetstof terugvindent dlot bevat stof nog resten van
banden, remmen, opwaaiend stof, zeezouten, psidmmmels en sporen. De zware
metalen in zwevend stof zijn voornamelik van aptrgene oorsprong zoals
verbranding van fossiele brandstoffen (olie, kolkaut enz.), afvalverbranding en
metaalverwerkende industrie. Steenkoolverbrandingrdtv gecorreleerd aan de
aanwezigheid van S en Se, olieverbranding aan devezagheid van Ni en V,
opwaaiend stof aan Al, Ca, Fe, K, Si en Ti en egbrandingsoven aan Pb en Zn.

Tabel 7.9 geeft een overzicht van de verschilleastiemische factoren en de
gezondheidseffecten die ze kunnen veroorzaken. elugende vele jaren wordt

onderzoek verricht naar de factoren van het fipf atengsel die verantwoordelijk

kunnen zijn voor de geobserveerde gezondheidseffeznt via welk mechanisme de
deeltjes in staat zijn om gezondheidseffecten teorgaken. In deze paragraaf wordt
aandacht besteed aan de specifieke bijdragen ‘rep@n tot de gemeten toxiciteit

in de biotesten uitgevoerd in het kader van dezeotsitudie. Daarvoor werden

resultaten van de toxiciteitstesten vergeleken adeethemische meetresultaten van
meetposten die stalen nemen op dezelfde locati¢igletippen. Op deze manier kan

de complementariteit van chemische en toxicologsetbstresultaten beoordeeld
worden en kunnen prioriteiten gelegd worden vooresdere brongerichte aanpak.
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Tabel 7.9: Verschillende chemische aspecten vanfigtof die een rol kunnen spelen in de
toxicologische verklaring van effecten

Chemische groep Belangrijkste component Biologisabifect
Transitiemetalen Fe, V, Cu, Zn, Ni Inflammatie, DNA
breuken
Organische componenten  PAKs, OC Inflammatie, DNA-
breuken, irritatie
Sulfaten en nitraten SONOs, Permeabiliteit van het

luchtwegepitheel,
wijziging longfunctie
(astma)

Biologische componenten  Pollen, bacterién, sporennflarhmatie, irritatie

De resultaten van de chemische metingen wordennmg¢rbesproken daar ze geen
deel uitmaken van deze studie. De gemeten contiestraeerden door VMM ter
beschikking gesteld om een verdere interpretatie d& bioassay resultaten toe te
laten.

Volgende chemische meetresultaten waren beschikbaar

* PM10 (ug/ms3) (daggemiddelde)

* PAKs (ng/m3) fluorantheen, pyreerbenzo(a)anthraceen*, chryseen*,
benzo(b)fluorantheen*, benzo(k)fluorantheen*, benzo(e)pyreen,
benzo(a)pyreen*, dibenzo(a,h)anthraceen*, benzidghjileen*,
indeno(1,2,3-cd)pyreen*) (*: carcinogene PAKs voige IARC
(International Agency for Research on Cancer) diaasie)

 Elementen (Al, Si, P, S, CI, K, Ca, Ti, V, Cr, Mfg, Ni, Cu, Zn, As,
Rh, Pd, Cd, Pt, Pb, Se)(ng/filter)

* Elementair(EC) & organisch koolstof (OC) (ug/m3)tHdementair
koolstof (EC) kan beschouwd worden als black cadidinoet”. OC is
een directe maat voor het organisch materiaal.

De bemonstering- en analysemethode voor PAK-bepatitucht waarvan de data in
deze pilootstudie gebruikt werden is niet dezeHtfedeze die gebruikt wordt in het
VMM-meetnet organische metingen. De gevolgde methsdnonsterneming op een
absorptiebuisje (PDMS/Tenax) bij laag debiet (150mmm) waardoor zowel de

viuchtige fractie als de deeltjesfractie bemonstemirdt. Gezien het zeer laag
aanzuigdebiet (150 ml/min i.p.v. 1000 I/min bij higvolume sampling) mag
aangenomen worden dat de bemonsterde deeltjes dichPM10 liggen. De

bemonsterde componenten worden vrijgesteld doomrmikehe desorptie en
rechtstreeks geinjecteerd op een GC-MS. De GC-M§sa gebeurt in de SIM-mode
(detectie met selective ion monitoring). Gebruildpparatuur: Markes UNITY
thermal desorber met ULTRA autosampler gekoppeld een Agilent 6890/5973
GC-MS. Met de vluchtige PAKs wordt in de verderatistische analyses geen
rekening gehouden.

De PM10 metingen evenals de elementanalyses enledeemtaire en organische
koolstof (EC en OC) metingen werden uitgevoerdaehkader van een VMM project
met als doel de (chemische) karakterisatie vansiigf (PM10). In tegenstelling tot
het huidige project (TSP bemonstering) werd er iipkcvoor PM10 bemonsterd op
kwartsfilters. De chemische analyses (elemente®@@nren EC) zijn dan ook geldig
voor de PM10 fractie. De toxicologische eindpuntgm gemeten op de totale

91



inadembare fractie van het zwevend stof (TSP). &bauding PM10/TSP kan sterk
variéren van dag tot dag en tussen locaties. Inlitgeatuur worden ratio’s
weergegeven die variéren tussen 0.104 en 0.914eemejaargemiddelde van 0.495
(Cicero-Fernandezt al., 1993). Gelijkaardige bevindingen werden gerapgeod
door (Brooket al., 1997) waarbij PM10 verantwoordelijk is voor 44%nvde TSP
fractie. In een studie uitgevoerd door (Mugétaal., 2002) varieerde de gemiddelde
(79 gepaarde metingen) PM10-bijdrage tot de tdtakveelheid zwevend stof (TSP)
tussen 29% en 41% afhankelijk van de meetplaaeseinChinese studie was 60-70%
van TSP toe te schrijven aan PM10 (Zhahgl., 2002). Bericcet al. (1997) stelde
vast dat de gemiddelde TSP concentratie slechtl28§ér is dan de PM10 waarden.
In deze studie werden geen TSP/m3 metingen uitgdvddleen de massa verzamelde
partikels (TSP) na methanolextractie van ¥4 vanetadnsterde filter werd bepaald in
functie van de blootstellingexperimenten.

7.2.1 Salmonella mutageniciteitstest (Ames)

Bij blootstelling aan een dagequivalent van 20nthtuequivalent kan de gemeten
biologische respons afhankelijk zijn van zowel aeVeelheid particulair materiaal
per m3 lucht als van de aard van de chemische ingladn de partikels.

De totale hoeveelheid gecollecteerd zwevend stbélangrijk voor de intensiteit van
de mutagene respons die wordt opgewekt. Een signife positieve correlatie kon
aangetoond worden tussen de directe (r=0.38, px@W©@5ndirecte (r=0.46, p<0.05)
mutageniciteit en de concentratie PM10{regressie analyse) (Figuur 7.20).

Niet enkel de hoeveelheid fijn stof is de bepalefad¢or voor het opwekken van de
mutagene respons, ook de chemische samenstelindevpartikels is belangrijk. In
Figuur 7.21 is duidelijk te zien dat op sommige eladioge mutagene activiteit
(revertanten/20m? lucht eq.) werd waargenomen ateistmet een lage concentratie
van PM10/ms.

Op dagen met een overschrijding van het daggenddddijn stof (PM10)
(concentratie hoger dan %@/m3 ) werden vaak ook een hogere mutagene adtivite
teruggevonden in de extracten. Er zijn echter cadled met een overschrijding van
de grenswaarden waarop de mutagene activiteisteet verhoogd is. Dit wijst erop
dat niet alleen de massa stofdeeltjes belangiijkmbaar ook de belading. Tabel 7.10
geeft een overzicht van de top 20 dagen waaropodgdte mutageniciteit werd
gedetecteerd samen met de gemeten PM10 concentalie dagen.
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Figuur 7.20: Relatie tussen (A) directe en (B) indécte mutageniciteit en concentratie
PM10.
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Tabel 7.10: Overzicht van dagen gerangschikt volgesrgemeten mutagene activiteit en de
PM10 concentratie op die dagen.

Aarschot Borgerhout Zelzate
PM10 rev/ PM10 rev/ PM10in | rev/
Datum pg/msé 20m? Datum | pg/m? 20m? Datum pg/msé 20m?
15/03/2007| 79,811 440,0 10/10/2006 38,814 296,8 15/03/2007 81,286 | 451,3
19/02/2007| 74,088 225,6 7/02/2007 51,560 214,7 19/02/2007 | 71,676 298,3
3/11/2006 29,721 215,0 19/06/200} 29,028 181,3 7007 61,010 240,0
10/10/2006 31,196 162,3 15/03/200f7 85,041 178,7 7/06/2007 52,576 181,7
3/03/2007 17,631 156,0 26/05/2007 36,564 152,6 512007 34,328 179,0
19/06/2007 21,993 138,4 14/05/200y 20,930 152,4  3/2007 26,410 175,0
26/05/2007 39,135 132,0 3/03/2007 25,272 151,0 513007 37,020 1654
7/02/2007 26,546 126,4 3/11/2006 31,451 150,3 1P00® 35,180 160,0
15/11/2006 17,770 115,0 7/06/2007 51,342 124,0 3/11/2006 23,354 153,8
20/04/2007 39,561 114,7 18/08/200} 20,743 122,3  2/2007 54,282 141,3
7/06/2007 43,777 109,6 25/07/2007 26,369 122,0 128007 39,906 139,7
6/08/2007 24,587 98,7 19/02/2007 79,338 114,6 22/10/2006 29,358 1223
25/07/2007 17,803 91,3 22/10/2006 17,226 114,3 113006 36,902 116,5
22/10/2006 14,593 90,7 1/07/2007 16,286 107,7 12007 23,576 116,3
13/07/2007 14,303 80,0 11/09/200¢ 22,515 92(7 2300% 45,411 104,0
2/05/2007 26,011 77,3 21/12/2006 40,388 85|0 22008 37,502 93,0
1/07/2007 13,350 76,7 30/08/2007 36,213 837 22006 20,247 88,7
26/01/2007 42,763 76,0 13/07/200} 18,090 79,0 20y 43,523 83,7
21/12/2006 | 50,335 75,3 14/01/2007 25,675 75,0 9/12/2004 29,463 80,0
14/05/2007 16,026 75,0 2/01/2007 23,826 73\7 200y 40,006 79,0
16/09/2006| 73,499 74,3 15/11/2006 27,148 73,0 14/01/200 23,898 71,0
28/09/2006 30,252 71,0 16/09/2006 86,120 72,0 16/09/2006 92,500 70,3
11/09/2007 17,223 64,7 26/01/2007 44,288 70,6 2007 14,339 70,0

Er werd nagegaan of de gemeten mutagene actikdaitverklaard worden door de
chemische samenstelling van de partikels. De w@#sult worden weergegeven in
Tabel 7.11. De gemeten mutagene activiteit (dieectndirect) van de filterextracten
kon niet gerelateerd worden aan het totale PAK{eltd aan de som carcinogene
PAKs). Een significant positieve correlatie werd|vgevonden tussen de totale
mutageniciteit en fluorantheen (r= 0.277, p<0.0%pgreen (r=0.227, p<0.05). Beide

polluenten zijn niet-carcinogene PAKS.

Een sigalfit positieve correlatie

daarentegen kon ook aangetoond worden tussen dgedibeid organische koolstof in
de PM10 fractie en de directe (r=0.32, p=0.004)irarecte (r=0.89, p=0.008)
mutagene activiteit.
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Figuur 7.21: Mutagene activiteit per filter versusconcentratie PM10 per filter

Als tweede benadering werd er getracht om de esfatipotenties van de
verschillende PAKs ten opzichte van benzo-a-pyré&f@)P) mee in rekening te
brengen. BaP is de meest toxische, mutagene erekemmwekkende PAK. De 16
meest toxische PAKs worden vergeleken tot BaP.viltdt uitgedrukt via een

(A:Aarschot, B:Borgerhout, C:Zelzate).

Toxische Equivalentie Factor (TEF) of de relatiessrcinogene potentie van de
individuele PAKs ten opzichte van BaP. Aan BaP waeh TEF=1 toegekend. De

gemeten hoeveelheden van de verschillende PAKsenordrmenigvuldigd met hun

TEF factoren. De som van deze gegevens geeft elemkivan de totale carcinogene
potentie. Daar verschillende auteurs verschillehBE waarden weergeven werden

de minimale en maximale waarden uit

literatuur geédtr De

individuele

concentraties werden vervolgens vermenigvuldigd afeminimale (min TEF) of
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maximale (max TEF) TEF waarden en als som gecemlmet de direct, indirecte
en totale mutageniciteit van de filterextractenwierden geen significante correlaties
gevonden (Spearman rank correlatie, p<0.05).

Tabel 7.11: Correlatie tussen mutagene respons eplfuenten.(Spearman rank
correlatie, r=correlatiecoéfficiént)

Rev/20m3 -S9 Rev/20m?3 +S9
r p-waarde r p-waarde
Som PAKs 0.057 0.619 0.178 0.108
Som carcinogene PAKs 0.064 0.592 0.167 0.148
Organische koolstof 0.320 0.004 0.287 0.008

Er zijn geen directe parallellen tussen het metameen beperkte set van chemische
parameters (PAKs) en de biologische meting. Bisldgge effectmetingen reageren op
het mengsel van alle aanwezige stoffen samen, ipikubnen interacties tussen
stoffen optreden, er wordt ook rechtstreeks relgnigehouden met
biobeschikbaarheid. Dat er buiten de PAKs nog andeganische stoffen met een
mutagene potentie aanwezig zijn op de filter bewge positieve significante
correlatie van de directe en indirecte mutageniciteet de hoeveelheid organische
koolstof. In de literatuur zijn er meerdere studgepubliceerd waarin de gemeten
mutagene respons in de Ames test niet of sleclusalelijk kon verklaard worden
door PAKs (Du Fouet al., 2004; Britset al., 2004; Claxtoret al., 2004).

7.2.2 Cat-tox

Via het VMM-meetnet werden resultaten verkregenrveerschillende polluenten
zoals polyaromatische koolwaterstoffen (PAKs), deest voorkomende metalen,
PM10, OC, EC en TC. Voor de metalen werden geerelatie analyses uitgevoerd,
vermits de ASE extractieprocedure metalen niet eprie

7221 PAKs

Niet-parametrische Spearman’s rank correlaties evegebruikt om de relaties tussen
genexpressie bij de hoogste blootstellingsconceatem tevens ook de hoogste fold
inductie en de niet-vluchtige PAKs te onderzoekéabél 7.12en Tabel 7.13. Het
piekstaal in Zelzate werd niet meegerekend in detaset. Expressiedata van Hsp70,
NfKbre en p53 vertoonden geen variatie over de galstaset en werden dan ook
uitgesloten uit verdere analyse.
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Tabel 7.12: Individuele Spearman’s rank correlatiegussen genen en de individuele
PAKs data. R-waarden worden weergegeven, vetgedrukizijn significant (p < 0.05).

= p—
o 3 3 o o 2
. 3 S S g g g g ¢
c N (@] o S S N N o
S 5 2 S G = N N 2 2 ™
) = ) 3 = = 2 2 o Q S
=1 ® o ® c c ) 2 = = w
> o = ® o o S S ) S :
o > S g o o < < = ® 8
3 2 = 2 § § 3 3 3
5 ] ® <
CyplAl 0.358 0.442 0.431 0.482 0.311 0.114 0.420 0.136 =0.071 0.416> 0.434
GstYa -0.339 -0.285 0.034 -0.042 -0.070 -0.026 0.108 D.08€.252 0.385 0.004
Xre -0.447 -0.381 -0.141 -0.239 -0.098 -0.141 -0.27113B 0.097 0.222 0.047
Hmtiia -0.332 -0.405 0.021 -0.092 -0.097 -0.057 0.059 4€.0D.425 0.204 0.095
Fos 0.168 0.183 0.464 0.386 0.434 0.354 0.358 0.271 -0.291 0.019 0J022
Cre -0.099 -0.020 0.179 0.219 0.219 0.298 0.298 0.299179D 0.060 0.02(
Rare -0.141 0.083 0.002 0.116 0.083 0.004 0.002 0.06873. 0.211 0.484
Gadd153 0.156 -0.020 -0.205 -0.235 -0.169 0.051 -0.263 4D.1 0.023 -0.205 -0.22p
Gaddd45s 0.312 0.389 0.272 0.359 0.313 0.080 0.166 0.0323970. -0.010 0.144
Grp78 -0.237 -0.238 -0.123 -0.187 -0.235 -0.394 -0.027.188 0.280 0.250 0.129

Om statistische redenen zoals reeds eerder vewmsld het piekstaal van Zelzate
weggelaten. Vermits we deze effecten wel degebjingten hebben werd er gekeken
naar de invioed op de correlaties indien dit ste&l wordt meegenomen in de PAKs
analyses. Indien we het piekstaal van Zelzate wedrakenen voor de correlaties,
zien we voornamelijk bij CYP1Al1 meerdere PAKs pesigecorreleerd (B(a)A,
chryseen, BeP, IcdP). Gezien de p waarden voorodelaties zonder dit piekstaal
reeds rond de 0.05 lagen is het toch een meerwaandde bijkomende correlaties te
vermelden.

Het relatief lage aantal individuele PAKs die geetgerd kunnen worden met de
gemeten genexpressie-activiteit was enigszins \tyagezien de complexe
mengsels die de filterextracten vormen.

In literatuur betreffende de effecten van luchtwémg op de humane gezondheid,
worden 8 PAKs (benzo(a)anthraceen, chryseen, Dble)izm(rantheen,
benzo(k)fluorantheen, benzo(a)pyreen, dibenzo(athdaceen, benzo(ghi)peryleen,
indeno(1,2,3-cd)pyreen) van de gemeten koolwatéestosaak gegroepeerd als de
carcinogene PAKs (c-PAKs) (Taiodt al., 2007); (Sevastyanovat al., 2008). De
gesommeerde concentraties van deze groep PAKSs iwdrdt verleden meermaals
gebruikt voor analyse van PAKs-geinduceerde effiediés bemerking dient hier wel
vermeld te worden dat bij het sommeren van conates geen rekening wordt
gehouden met het feit dat de individuele waarden inidezelfde grootteorde liggen.
Als tweede benadering werd er getracht om de esfatipotenties van de
verschillende PAKs ten opzichte van B(a)p (TEF =niBe in rekening te brengen.
Aangezien er nog geen absolute TEF waaarden begt@arde verschillende PAKs
werden de minimale en maximale waarden uit litenatgebruikt Cornelis et al.,
2006). De individuele concentraties werden vervedggerermenigvuldigd met of
minimale (min TEF) of maximale (max TEF) TEF waarden als som gecorelleerd
met de individuele genen

Tabel7.13.
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Tabel 7.13: Spearman’s Rank correlaties tussen indiduele genen en de gesommeerde
PAKs. R-waarden worden weergegeven, vetgedrukte raarden zijn significant (p <

0.05).
Tot.PAKs c-PAKs nc-PAKs MaxTEF MinTEF
CyplAl 0.455 0.391 0.341 0.259 0.220
GstYa -0.134 0.034 -0.317 0.038 -0.048
Xre -0.424 -0.228 -0.254 -0.145 -0.260
Hmtiia -0.146 0.110 -0.210 0.265 0.234
Fos 0.236 0.325 0.179 -0.031 0.103
Cre 0.219 0.298 -0.219 0.179 0.298
Rare 0.159 0.186 -0.279 0.161 0.083
Gadd153 -0.108 -0.205 0.205 -0.147 -0.175
Gadd4s 0.248 0.190 0.321 -0.131 -0.072
Grp78 -0.169 -0.082 -0.276 0.142 0.025

Tot.PAKs: som van alle gemeten niet-vluchtige PAKE,AKs: som van de gemeten niet-vluchtige
carcinogene PAKs; nc-PAKs: som van de gemeternvhiehitige niet-carcinogene PAKSs.

Er werd enkel een sterke correlatie gevonden tuSgpiAl en totale PAKs. Dit is te
verwachten, aangezien CyplAl de meest beschrevdtems voor PAKs. Voor de
TEF gecorigeerde sommaties werden geen correlgiesnden. De grote variatie in
de minimale en maximale TEF-waarden (tot factodQL®erschil) bemoeilijkt het
vinden van accurate correlaties.

7222 PM10,0C,ECenTC

Naast de PAKs zijn er ook nog een aantal belargrgkdere maatstaven om de
luchtkwaliteit chemisch te evalueren zoals PM (patair materiaal), OC (organische

koolstof) en EC (elementaire koolstof). Volgenderetaties moeten wel met enige
voorzichtigheid bekeken worden, aangezien geent@atretingen werden gedaan
met particulair materiaal. Het kan ons echter weh endicatie opleveren voor

algemene relatie tussen Cat-tox data en luchtvexionging.

De Spearman correlaties tonen duidelijk aan daeer aantal significante positieve
correlaties zijn tussen enerzijds OC en het DNAasehgerelateerde gen Fos en
tussen OC en EC en DNA-schade merker Gadd45 (T7ab4] Figuur 7.22 en Figuur

7.23). Het elementair koolstof (EC) kan beschouvatden als black carbon of dus
“roet”. OC is een directe maat voor het organisetienaal (OM) (Louieet al., 2005).
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Tabel 7.14: Enkelvoudige Spearman rangorde correlas, r-waarden worden
weergegeven. Vetgedrukte r-waarden zijn significantp < 0.05).

oC EC PM10
CyplAl 0.437 0.257 0.525
GstYa -0.236  -0.240 -0.246
Xre -0.068 -0.046 0.060
Hmtiia -0.349 -0.332 -0.170
Fos 0.650 0.450 0.302
Cre -0.387 -0.215 -0.344
Rare -0.338 -0.355 -0.207
Gadd153 -0.056 0.132 0.138
Gadd45 0.693 0.470 0.388
Grp78 -0.154  -0.183 0.041
Correlations (h Fl zonder zelzate 44v*20c)
oc C

Figuur 7.22: Individuele correlaties tussen OC (x-as linkse figur), TC (x-as rechtse
figuur) en Fos (y-as). Histogrammen met de fold indctie categorién op de x-as en de
frequentie in de y-as.
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Correlations (h Fl zonder zelzate 44v*20c)

ocC TC

Figuur 7.23: Individuele correlaties tussen OC (x-a linkse figuur), TC (x-as rechtse
figuur)en Gadd 45 (y-as). Histogrammen met de folthductie categorién op de x-as en
de frequentie in de y-as.

Anderzijds vinden we een positieve correlatie tnsde hoeveelheid PM10 en de
inductie van CyplAl (Figuur 7.24).

Correlations (h Fl zonder zelzate 44v*20c)

PM10

Cyp1AL

Figuur 7.24: Spearman rank correlatie tussen PM10xtas) en CyplA1l (y-as).
Histogrammen met de fold inductie categorién op de-as en de frequentie op de y-as.

In combinatie met de eerdere bevinding dat Xre-otidu stijgt naarmate de
windsnelheid daalt, werd geanalyseerd of PM10 al wiat negatief correleert met
windsnelheid. Hoewel geen significante correlatre.409; p=0.13; n=15) gevonden
werd, geeft de r-waarde wel een trendindicatie d®omverse relatie tussen PM10 en
windsnelheid. Indien we OC, EC en TC correleren wardsnelheid zien we voor
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allen een duidelijke inverse relatie (r=-0.563, |20 r=-0.534, p=0.03 en r=-0.593,
p=0.02, respectievelijk, n=15).

Zowel de gevonden correlaties voor Xre, CyplAl, &osadd45 geven een indicatie
van hetzelfde fenomeen, nl. hoe lager de windsmelh@e hoger de stofconcentratie
in de lucht, en dus ook gecontamineerde stofcoraigt hoe hoger de inductie van
PAKs-specifieke en DNA-schade merkers.

7.2.3 MELN test

Er werd nagegaan of er een verband is tussen detgemestrogene activiteit en
beschikbare polluent gegevens. De statistischauatialbetreft enkel parameters die
betrekking hebben op het organische gedeelte vlagdwellecteerde materiaal op de
filters vermits uitsluitend analyses op ASE exteactverden uitgevoerd in de MELN
test. Om te zien of het gemeten signaal functieais de hoeveelheid gecollecteerd
particulair materiaal werd eveneens vergeleken aeehoeveelheid PM10 (andere
collectiemethode) en de hoeveelheid deeltjes T®Blligeteerd op de filters waarop
ASE extractie werd toegepast.

Tabel7.13geeft een samenvatting van de resultaten van geari@an rank test.

Er werd voor de fractie partikels PM10, of de tethbeveelheid partikels op de filter
(TSP) geen verband gevonden met de gemeten oastr@griviteit. Ook voor het
gehalte aan organisch koolstof (zie Figuur 7.2%d@mentair koolstof of totaal
koolstof werd geen significant verband gevonden deehormonale activiteit in de
stalen.

Uitzondering zijn de metingen voor totale PAKs (Eiguur 7.25b), en carcinogene
PAKs die een significant negatief verband tonen oetoestrogene activiteit bij
blootstelling aan de hoogste testconcentratie (¥ehl). Er is nogal wat tegenspraak
in de literatuur in verband met de oestrogene we@muti-oestrogene potentie van
PAKs in het algemeen, en afhankelik van de gebeuiktest voor
hormoonreceptorbinding en activatie zijn er verdehde resultaten (ICCVAM,
2003). Verder wordt aangenomen datmgivo werking eerder indirect kan gebeuren
langs interferentie met de AhR, de aryl hydrocarkeeptor. Wanneer de oestrogene
activiteit vergeleken wordt met PAK gehaltes, maiggedrukt als TEF waarden (min.
en max.) dan bleek er in geen enkel geval eenfiignt verband (Tabel 7.15).

Bij detailanalyse voor de specifieke PAK verbindingblijkt er voor fluroantheen
(p=0.02), chryseen (p=0.01), benzo(b)fluoranthger0 (0007), benzo(k)fluorantheen
(p=0.003) en benzo(e)pyreen (p=0.009) een sigmifioengekeerd verband te zijn met
de gemeten oestrogene activiteit. Er is geen dijkdelerklaring voor dit beeld tenzij
dat aanwezige oestrogene activiteit atkomstig vadeee stoffen (niet gemeten) voor
een gedeelte onderdrukt wordt door PAKs. Dit fenemeerd ook door (Taneds
al., 2002) beschreven. De MELN test die we opgezebémebnet met het oog op
detectie van hetzij oestrogene, hetzij anti-oestnegactiviteit bleek echter aan te
tonen dat in extracten van in Vlaanderen bemonstduthtstalen geen anti-
oestrogene activiteit aanwezig was. Vanwege de @mpnatrix waarmee we hier
werken kunnen we de aanwezigheid van andere oganipolluenten (bijv.
pesticiden, PCBs,..) die niet gemeten werden nigiuiten, terwijl deze mogelijk ook
kunnen bijdragen tot de gemeten oestrogene adtivite
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Tabel 7.15: Vergelijking van polluent parameters erotaal partikels met relatieve
oestrogene inductie. Bij significant verband werd pivaarde ingekleurd.

Vergelijking parameters n | Spearman R T (N-2) p-waarde
243 TSP filters 81 0.18 1.63 0.108
m3/ml
PM10 78 0.03 0.26 0.799
Totaal PAK 78 0.03 0.27 0.787
Carc. PAK 72 0.07 0.56 0.578

TEF min. PAKtotaal

TEF max. PAKtotaa

ocC 78 0.16 1.44 0.155

EC 78 0.14 1.21 0.229

TC 78 0.16 1.37 0.175
4.86 | TSP filters 80 0.16 1.39 0.168
ms3/ml

PM10 77 -0.04 -0.33 0.739

Totaal PAK 78 -0.03 -0.29 0.773

Carc. PAK 72 -0.02 -0.14 0.888

TEF min. PAKtotaal

TEF max. PAKtotaa

ocC 77 0.11 1.00 0.321

EC 77 0.15 1.33 0.186

TC 77 0.12 1.07 0.286
9.72 | TSP filters 63 0.22 1.77 0.082
ms3/ml

PM10 60 0.00 0.03 0.972

Totaal PAK 61 -0.43 -3.65 0.001

Carc. PAK 58 -0.36 -2.93 0.005

TEF min. PAKtotaal

TEF max. PAKtotaa

oC 60 0.02 0.19 0.853
EC 60 -0.09 -0.68 0.501
TC 60 -0.02 -0.13 0.896




a) b)

Scatterplot: 9.72 m3/ml vs. OC (ug/m3) (Casewise MD deletion) Scatterplot: 9.72 m3/ml vs. tot paks (part)-ng/m3 (Casewise MD deletion)
OC (ug/m3) = 3.1428 + .43843 * 9.72 m3/ml tot paks (part)-ng/m3 = 23.199 - 6.171 * 9.72 m3/m|
Correlation: r = .08036 Correlation: r = -.3610
12 45

10

OC (ug/m3)
tot paks (part)-ng/m3

0.8 1.0 12 14 16 1.8 2.0 2.2 2.4 2.6 2.8 0.8 1.0 12 14 1.6 1.8 2.0 2.2 2.4 2.6 2.8

9.72 m3/ml "o, 95% confidence 9.72 m3/ml “0_95% confidence

Figuur 7.25: Relatie tussen relatieve inductie scervoor oestrogene potentie (RIS) bij
een testconcentratie van 9.72 m3/ml en polluent megen voor totaal organisch koolstof,
die niet significant is (a) en totale PAKs, die sigficant is volgens Spearman rank testing

(b)".

7.2.4 Cytotoxiciteit

Er werd nagegaan of de gemeten cytotoxiciteit kanklaard worden door de
chemische samenstelling van de partikels. De cletriselementmetingen zijn
gedeeld door totaal PM10 op de filter, de resutideewaarden zijn dan (nanogram
element)/(microgram PM10). Dit geeft de relatieamaezigheid weer per element.
Deze normering is uitgevoerd omdat de biologiscluetbtelling steeds gebeurd is
met een vaste hoeveelheid TSP. De detectielimietleas gebruikt voor metingen
met waarden beneden de detectielimiet. Volgendaerieen werden niet opgenomen
in de analyse omdat meer dan de helft van de nestibgneden de detectielimiet ligt:
'P'Ni',)Rh','Pd",'Cd",'Pt','Se'. Een randgevalAs De As metingen werden in de
dataset opgenomen maar bevatten veel metingen dadbatectielimiet.

De abundantie van de elementen en cytotoxischteftecelaties werden bepaald met
een Spearman rank correlation coefficient. Tab&b @eeft een overzicht van de
resultaten. Significante correlaties zijn gemarledGpearman rank correlatie,
p<0.05).

Positieve correlaties werden gevonden tussen deveontdle PAKs, OC en EC. Daar
de cytotoxiciteit uitgedrukt wordt als het perceygaevende cellen t.o.v. van de
solvent controle betekent dit dat deze chemiscimepomenten geen verklaring geven
voor de groeiinhibitie in de culturen. De positieedatie is meest uitgesproken in de
Beas-2B cellijn (p<0.003).

Negatieve correlaties in de drie cellijnen werdewranden met de elementen Al, Si,
Ti en Ca. Deze componenten verklaren een deel gacetbchade in de assay. De
Beas-2B cellijn bleek het meest gevoelig te zijip,deze cellen zijn de correlaties
significant (p<0.05). De aanwezigheid van As draagk bij tot het cytotoxische
effect in de Beas-2B (p<0.05).

" Details in verband met Spearman rank testen efrugdeld inTabel 7.15
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De elementen Zn, Pb en Cu geven een positief effpatle leefbaarheid de A549
cellen (p<0.05) terwijl PAKs, OC en EC een sigraft positief effect hebben op de
Beas-2B cellen.

Tabel 7.16: Correlatie tussen cytotoxische respoms polluenten.(Spearman rank
correlatie, r=correlatiecoéfficiént).

Polluent THP-1 A549 Beas-2B
r p r p r p

Som PAKs| 0,126 0,263 0,230 0,039 0,608 < 0,001
oC 0,011 0,918 0,095 0,389 0,319/ 0,003
EC” 0,153 0,166 0,037 0,737 0,373| <0,001
‘Al -0,160 0,145 -0,127 0,251 -0,325| 0,003
'Si' -0,111 0,314 -0,259 0,018 -0,373 0,000
Ti -0,139 0,206 -0,202 0,065 -0,252| 0,020
‘ca’ -0,037 0,737 -0,191 0,081 -0,153 0,164
'Mn' -0,008 0,943 0,064 0,561 0,004 0,973
'Fe' 0,014 0,899 -0,085 0,442 0,051 0,647
‘Cr' -0,106 0,336 0,195 0,075 0,131 0,236
'zZn' -0,113 0,305 0,308 0,004 0,189 0,085
'Pb’ -0,022 0,843 0,270 0,013 0,222 0,042
'S -0,284 0,009 -0,001 0,993 -0,061 0,582
‘cl 0,088 0,424 0,195 0,075 0,310/ 0,004
K 0,009 0,937 0,118 0,283 0,120 0,277
2 0,187 0,089 -0,169 0,125 0,036 0,744
'Cu’ -0,141 0,201 0,273 0,012 0,196 0,074
‘As' -0,038 0,733 0,076 0,491 -0,291] 0,007

*. OC:organische koolstof
**:EC:elementaire koolstof

In een studie met de muis monocyt cellijn J774Adkdi het cytotoxische effect van
PM10 gelinkt aan de aanwezigheid van de elementé&h Sa, Ti, Mn, Fe, Zn en Pb
(Rosas Pereet al., 2007)

7.2.5 Cytokineproductie

Er werd nagegaan of de gemeten inflammatoire resskan verklaard worden door de
chemische samenstelling van de partikels. Voor DiN# il-8 (A549) werd de Sl na
blootstelling van de cellen aan 200pg TSP/ml gddbrim de statistische analyses.
Omdat het cytotoxisch effect van de partikels inB#as-2B cellen veel sterker is,
wordt in de verdere statistische analyses gewemt de S| van il-6 en il-8 na
blootstelling aan 25 pg TSP/ml. Bij deze concerdrat de gemiddelde leefbaarheid
van de cellen 84%. Dit percentage is vergelijkbaat de leefbaarheid van de cellen
(82%) na blootstelling van THP-1 cellen aan 200 .8P/ml. Alhoewel de trends
tussen chemische samenstelling en cytokineprodutiie de verschillende
blootstellingconcentraties TSP dezelfde zijn, woldérmee uitgesloten dat de
waargenomen effecten te wijten zijn aan het cytstbxkarakter van de partikels.

De chemische elementmetingen zijn gedeeld doomltd®M10 op de filter, de
resulterende waarden zijn dan (nanogram elememtjfgram PM10). Dit geeft de
relatieve aanwezigheid weer per element. Deze naimeés uitgevoerd omdat de
biologische blootstelling steeds gebeurd is met easte hoeveelheid TSP. De
detectielimietwaarde is gebruikt voor metingen mekarden beneden de
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detectielimiet. Volgende elementen werden niet apgeen in de analyse omdat meer
dan de  helt van de metingen beneden de detecalimligt:
'P','Ni',/Rh','Pd','Cd",'Pt','Se". Een randgevalA& De As metingen werden in de
dataset opgenomen maar bevatten veel metingen dadbatectielimiet.

Spearman rank correlation coefficienten werden wkbrom relaties tussen de
abundantie van de elementen en immunologischeteffegeer te geven. Tabel 7.17
geeft een overzicht van de resultaten. Significacterelaties zijn gemarkeerd
(Spearman rank correlatie, p<0.05).

Daar de productie van il-8 in de A549 cellen laa@sven weinig variatie vertoonde
tussen de dagen werd er slechts één significantelatte met het element K
gevonden.

Significant negatieve correlaties werden gevondesédn de productie van TNFen
totale PAKs, OC en EC. Deze twee laatste corredgebk negatief met de il-6
productie (p<0.05).

De elementen Al, Si, Ti en Ca zijn positief gecteeed met de cytokineproductie
(niet il-8 in A549) maar de relatie was alleen #igant voor de TNFa en il-8 (Beas-
2B) productie. De metalen Mn, Fe, Cr, Zn, Cu erblelzen negatief gecorreleerd met
de productie van il-6 (Beas-2B)(p<0.05). Dezelfdameming werd gezien tussen de
metalen Zn, Cu en Pb en TMFproductie (p<0.05). De 1I-8 productie (Beas-2Bswa
ook negatief gecorreleerd met Pb (p<0.05). De azigieid van het element Cl bleek
een negatief effect te hebben op de cytokinepreaglutiT HP-1 en beas-2B (p<0.05).

Tabel 7.17: Correlatie tussen cytokineproductie epolluenten.(Spearman rank
correlatie, r=correlatiecoéfficiént).

Polluent TNF-a 11-8 II-6 11-8
(A549) (Beas-2B) (Beas-2B)
r r R r

Som

PAKs -0,539 0,179 0.251 0.158
oC -0,259 -0,041 -0.341 -0.197
EC -0,262 0,133 -0.331 -0.075
‘Al 0,306 -0,102 0,128 0.274
'Si' 0,408 -0,084 0.143 0.269
Ti' 0,277 0,044 0.008 0.232
'Ca’ 0,247 0,125 0.051 0.295
'Mn' -0,007 -0,025 -0.253 0.080
'Fe' -0,026 0,052 -0.228 0.128
'Cr' -0,176 0,043 -0.286 -0.045
'zZn' -0,357 -0,097 -0.377 -0.145
'Pb' -0,447 -0,002 -0.472 -0.221
'S’ 0,194 -0,201 -0.129 -0.042
'CI -0,401 0,092 -0.262 -0.314
'K' -0,228 0,272 -0.360 -0.107
V' -0,046 0,051 -0.039 -0.002
'Cu’ -0,326 -0,056 -0.383 -0.068
'‘As’ 0,042 -0,192 -0.147 -0.006

*. OC:organische koolstof
**:EC:elementaire koolstof
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Blootstelling van particulair materiaal aan macgafia en bronchiale epitheelcellen
induceert de productie van (pro)-inflammatoire &ytes. Een specifieke rol van
overgangsmetalen aanwezig op PM bij de inductie il/én il-8 en TNFa via de
inductie van oxidatieve stress wordt gesuggerePah#éldson and MacNee, 2001).
De resultaten van deze studie bevestigen deze amaarg niet.

In het Europese project RAIAP werd il-8 productieod A549 meegenomen als
biologische effect parameter ((Steerenberr@l., 2006a)). In deze studie werd een
uitgebreid panel van elementen, organische sto#fen PAKs gemeten op de
gecollecteerde partikels (PM10, PM2.5). Voor il-8erden geen significante
correlaties gevonden met chemische componenterst Negawerd ook il-6, TNFa
en MIP2 gemeten in primaire rat alveolaire macrefagn epitheelcellen. Voor al
deze parameters werden significant positieve ctres vastgesteld met de chemische
elementen Nd, Sm, Be, U, Ba, Fe, Ce, Hf, Al, Mo, Bb Sr, Sc, Cr, Cu, La, Mg, Si,
K, Mn, Co, Ca (crustal material) en Na en CI (se&ay). Negatieve correlaties doch
niet significant werden gezien tussen de verscidiecytokines en As, Cd, Zn, Pb,
Ni, V, Se en tal van organische stoffen.

Gelijkaardige significante trends werden teruggelamin dit pilootproject tussen
cytokine inductie (TNF&, il-6 en il-8 productie door Beas-2B) en enerzdsSi, Ti,
Ca en anderzijds Pb, Zn en OC.

In een Japanse studie werden correlaties gevonsert il-8 productie in Beas-2B
met Cr en Mn (Huanet al., 2003). TNFe productie door muis macrofagen (RAW
264.7 cellijn) correleerde met Fe en Cr. Deze tasent worden niet bevestigd in deze
pilootstudie.

In een studie naar de biologische respons van opgjewstof (PM2.5) werd een
positieve correlatie gevonden tussen il-6 en déAlCa&tio en de som van toxische
metalen As, Se, Hg en Pb (Verastlal., 2006).

In primaire humane bronchiale epitheelcellen (NHB&)s de il-6 en il-8 productie
significant gecorreleerd met de groep elemente®l&i/Ti/Fe/Cu (Beckeret al.,
2005a; Beckeet al., 2005b). Fe en Si vertoonden een positieve cdigetaet il-6 en
Cr was gecorreleerd met il-8 productie.

De speciale rol van de metaalcomponenten op PMl@ebinductie van il-6, il-8 en
TNF-a werd aangetoond in humane bronchiale epitheelcelb®r het toevoegen van
een metaalchelator (Cartetral., 1997).

In een studie met de muis monocyt cellijn J774Anl RM10 blootstelling werd
aangetoond dat de productie van il-6 en TdNFeornamelijk te wijten was aan de
aanwezigheid van de elementen S, K, Ca, Ti, Mn,ZReen Pb (Rosas Peretzal.,
2007)

Tijdens de volledige campagne werd op 7 van 32 mageén of meerdere locaties
een overschrijding van de daggrenswaarden voosftijhvastgesteld (daggemiddelde
PM10 concentratie hoger dan 50 pg/ms3). De cytokmdyctie werd in de vorige

analyses uitgedrukt in functie van de blootstellaayn 200ug TSP/ml. Door rekening
te houden met de hoeveelheid pg PM10/m3 bemonstmgevingslucht, kan de

cytokineproductie ook uitgedrukt worden per m? ludbeze benadering geeft een
beter idee over het mogelijk schadelijk risico ipademing van één m3 lucht. De
omrekening werd uitgevoerd voor alle monsternandes.immunotoxische potentie
per m3 varieerde sterk tussen de monstername da&jsnwe de inflammatoire

potentie van één m3 lucht vergelijken met de gemetd10 (Lg/m3) concentratie dan
stellen we vast dat niet alleen op dagen met okdjdmg van de dagwaarden voor
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fijn stof maar ook op andere dagen met PM10 comages < 50 ug PM10/ m3 er
hoge immunotoxische effecten van de partikels wekda@argenomen.
In Tabel 7.18 worden de bemonsteringsdagen gerhikjswolgens dalende
immunotoxische potentie (fold inductie TNFm?3, fold inductie il-6/m3).

Tabel 7.18: Inflammatoire potentie per mé® bemonstedte lucht (fold inductie TNF-a/mg3,
fold inductie il-6/m?3).

Aarschot Borgerhout Zelzate
Datum PM10 TNF/m3 Datum PM10 TNF/m3 Datum PM10 TNF/m3
pg/me pg/m? pg/md
7/06/2007 43,777 26,30 7/06/20074 51,342 66,23 2/05/2007 39,933 32,29
19/02/2007 | 74,088 12,28 20/04/2007 35,267 31,72 20/04/2007 40,006 1229,
16/09/2006 | 73,499 10,97 11/09/2007 22,514 18,89 27/03/20( 61,010 26,13
1/07/2007 13,350 10,00 25/07/200y 26,369 14,09 ABD6 92,500 22,78
13/07/2007 14,303 9,87 15/03/200| 85,041 14,06 15/03/2007| 81,286 14,38
25/07/2007 17,803 9,37 16/09/200| 86,120 13,42 14/05/2007 34,328 12,57
2/05/2007 26,011 8,53 19/06/200y 29,028 10,85 20057 52,576 12,19
15/03/2007 | 79,811 7,90 26/05/2007 36,564 10,76 28/09/2006 45,411 41,9
6/08/2007 24,587 7,73 30/08/200Y 36,213 9,01 2B00% 37,020 9,73
7/02/2007 26,546 5,74 14/05/2007 20,980 8,41 601572 31,861 8,90
19/06/2007 21,993 3,99 19/02/200| 79,338 4,99 1/07/2007 14,339 7,18
10/10/2006 31,196 3,57 3/03/2007 25,272 4,07 1200v7 71,676 6,59
3/11/2006 29,721 2,79 7/02/2007 51,560 4,01 26/01/2007 39,906 5,37
26/01/2007 42,763 1,92 13/07/200f 18,090 3,89 30008 29,013 4,11
28/09/2006 30,252 1,69 18/08/200) 20,743 3,66 2007 54,282 3,93
22/10/2006 14,593 1,26 10/10/2006 38,814 3,59 19006 35,180 3,29
21/12/2006 | 50,335 1,15 1/07/2007 16,286 3,28 22/10/2006 29,358 3,26
3/03/2007 17,631 0,92 28/09/2006 43,500 2,41 300872 26,410 3,08
14/01/2007 20,628 0,75 26/01/200f 44,288 2,07 1200 23,576 2,96
9/12/2006 25,249 0,69 27/11/2006 19,075 1,85 30062 23,354 2,66
Aarschot Borgerhout Zelzate
PM10 PM10 :
Datum in il-6/m3 Datum in il-6/m3 Datum PMl/%;n il-6/m3
ug/m? ug/m? Mg
20/04/2007 39,561 2,60  12/01/1900 22,515 12,05 /200 39,933 23,89
15/03/2007 | 79,811 2,01 8/01/1900 | 51,342 8,97 | 26/01/2007 39,906 1,85
19/02/2007 | 74,088 1,97 4/01/1900 20,743 4,45 15/03/200 81,286 1,53
2/05/2007 26,011 1,3 1/01/1900 36,564 1,90 27Mmy2| 61,010 1,32
19/06/2007 21,993 1,0P 1/01/1900 85,041 1,43 7/06/2007 52,576 1,08
7/06/2007 43,777 0,95 0/01/1900 79,338 0,97 | 19/02/2007| 71,676 1,01
26/05/2007 39,135 0,883 0/01/190d 36,213 0,72 100772 14,339 0,99
7/02/2007 26,546 0,78 0/01/1900 29,028 0,71 300@2| 29,013 0,73
25/07/2007 17,803 0,7p 0/01/190(¢ 86,120 0,44 | 25/07/2007 23,530 0,65
16/09/2006 | 73,499 0,68 0/01/1900 25,2772 0,37  14/05/20Q7 34,328 0,51
3/03/2007 17,631 0,59 0/01/1900 26,369 0,35 6/@¥20 31,861 0,47
6/08/2007 24,587 0,52 0/01/1900 35,267 0,26 1600B2| 92,500 0,46
11/09/2007 17,223 0,51 0/01/190¢ 51,560 0,25 7/02/2007 54,282 0,36
1/07/2007 13,350 0,48 0/01/1900 43,500 0,25 3/@F20 26,410 0,34
14/05/2007 16,026 0,3[L 0/01/190d 31,315 0,24 12007 18,659 0,28
26/01/2007 42,763 0,2p 0/01/190d 44,288 0,22 23008 45,411 0,23
28/09/2006 30,252 0,2p 0/01/190d 38,814 0,21 200p¥ 40,006 0,22
3/11/2006 29,721 0,21 0/01/1900 31,451 0,20 8/@w2Q 43,523 0,22
10/10/2006 31,196 0,1P 0/01/190d 18,090 0,19 22008 37,502 0,21
14/01/2007 20,628 0,18 0/01/190d 23,826 0,18 13005 22,374 0,2(




7.3 Inschatting van gezondheidsrisico’s

7.3.1 Implementatie van genotox, immunotox en hormo  nale
verstoring resultaten voor inschatting gezondheidsr Isico

Een van de vooropgestelde verwachtingen van dibfpltoject was om een betere
inschatting te kunnen uitvoeren van de gezondhsidsis geassocieerd met lokale
luchtkwaliteit. De toxiciteittesten werden gesedsrtl mede op basis van een gekende
relatie tussen de gemeten eindpuntenitro en de toxische werkingsmechanismen
van polluentenn vivo bij de mens.

De in vitro biologische testen geven een goed beeld over e toxiciteit van
de aanwezige polluenten d.w.z. een gevaarsideattdicmaar vooraleer we het risico
op gezondheidsschade in absolute termen kunnnendeafl moet er eerst een
gegevensbestand worden opgebouwd met achtergrordbmaan moet een relatie
met gezondheidseffecten v.b. gemeten via biomandorook kwantitatief
onderbouwd worden. Op basis van de gekende andleggen de gemeten eindpunten
invitro en de toxische werkingsmechanismen van polluemteivo bij de mens, kan
men stellen dat de toxicologische eindpunten aamgehat er mogelijk een verhoogd
risico bestaat voor bepaalde gezondheidseffectentreichten om te rekenen van b.v.
een verhoogd risico op longkanker, op basis vabialegische effectmetingen is zeer
ambitieus en gaat nog gepaard met tal van onzelenh&Vel kunnen we stellen dat
een hogere mutagene activiteit van de stofdeetiggelijk ook kan betekenen dat het
risico op longkanker verhoogd. Er zijn echter viesslsenliggende factoren, zoals de
biobeschikbaarheid van de chemische stoffen voodakdwitcellen in de longen,
omzettingsreacties (toxificatie en ontgiftiging)hat lichaam,....

Om beter aan deze verwachting tegemoet te koman,ezceen systeem kunnen
uitgewerkt worden waarbij de toxische potentie danpartikels uitgedrukt wordt als
equivalent van de toxische potentie van gekendsdb& stoffen waarvan het risico
voor de mens wel beter gekwantificeerd is.

Deze oefening werd uitgevoerd voor de mutagenevitmsti van de filterextracten.
BaP (5 pg/plaat) werd telkens meegenomen irgaleonella mutageniciteitstest. De
mutagene activiteit (revertanten/20ms3 lucht) varveschillende filterextracten werd
uitgedrukt t.o.v. het aantal revertanten/plaat lo@tstelling aan 5 pg BaP (BaP=1).
De gemiddelde { SD) relatieve mutagene potentie (t.o.v. 5 ug BaB) de
filterextracten bedroeg 0.24 0.17 (n=88) en varieerde tussen 0.09 en 1.09. De
gemiddelde mutagene potentie van de blanco filiedsoeg 0.10. In Tabel 7.19 wordt
een overzicht gegeven van de filters (plaats emndatmet de hoogste relatieve
mutagene potentie. Deze aanpak toont aan dat erdtaken zijn op 15/03/07 (Zelzate
en Aarschot) met een mutagene potentie die vekbahyr is met deze van 5 pg BaP.

8 Het kankerrisico voor Benzo(a)pyreen (B(a)P) isxttaekankergeval per 100 000 personen, bij een
levenslange blootstelling aan een concentratiedyda ng/m3 (WHO, 2000).
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Tabel 7.19: Relatieve mutagene potentie van de @ltextracten (t.0.v. mutagene activiteit
van BaP in de Ames test)

Datum Plaats Relatieve mutagene
potentie
15/03/2007 Zelzate 1,09
15/03/2007 Aarschot 0,99
19/02/2007 Zelzate 0,75
19/02/2007 Aarschot 0,53
10/10/2006 Borgerhout 0,50
27/03/2007 Zelzate 0,49
7/02/2007 Borgerhout 0,47
26/05/2007 Aarschot 0,43
3/11/2006 Aarschot 0,41
3/03/2007 Zelzate 0,38
26/01/2007 Zelzate 0,34
3/03/2007 Aarschot 0,33
3/03/2007 Borgerhout 0,33
26/05/2007 Borgerhout 0,33
19/06/2007 Borgerhout 0,33
14/05/2007 Zelzate 0,32
7/02/2007 Zelzate 0,32
26/05/2007 Zelzate 0,32
14/05/2007 Borgerhout 0,31
7/06/2007 Aarschot 0,30

De beschikbare gegevens van het Vlaams humaan bitomog meetnetwerk werden
vergeleken met dim vitro testresultaten alsook beschikbare lokale epidemisthe
gegevens die in verband kunnen gebracht worderbuiteinluchtkwaliteit.

Het biomonitoring meetnetwerk werd opgezet in aghdachtsgebieden met een
kenmerkende en verschillende milieubelasting: Ampse agglomeratie; Gentse
agglomeratie; fruitstreek rond Sint-Truiden; Lante{(gebieden in Oost- en West-
Vlaanderen en Vlaams-Brabant); Havens: Antwerpserman Gentse kanaalzone;
Olen; zone Albertkanaal (van Geel tot Beringen). eEw(Gentse kanaalzone,
Antwerpen) van de 8 gebieden komen overeen metplkxdstudie.

Volgende resultaten m.b.t. gezondheidseffectpametverden verkregen in het
Steunpunt M&G:

» Astma en allergie
In alle campagnes (pasgeborenen, adolescentenassdwen) werd meer astma in de
stedelijke gebieden (Gent, Antwerpen) vastgesteld oh de landelijke gebieden,
maar de verschillen waren enkel significant bijrdeeders van de pasgeborenen.
Moeders uit de stedelijke agglomeraties rapportzerdeer astma. In Gent meldden
8% van de moeders een ‘astmadiagnose door arts’ 4% als referentiegemiddelde.
In Antwerpen gaven 20 % moeders aan ‘ooit astmbkdac te hebben t.o.v. 16% als
referentiegemiddelde. In landelijk Vlaanderen werithder astma (1% en 10% voor
respectievelijk beide astma definities) en mind&rgie voor dieren (5% t.o.v. 12%
als referentiegemiddelde) gerapporteerd.
Bij deelnemers met hogere loodgehalten kwam astnieeikoorts meer voor.

Als we kijken naar de inflammatoire respons van phetikels in deze
pilootstudie dan was er een tendens tot hogereitadtin de stalen afkomstig
van Borgerhout. Dit stemt overeen met de obsenatte M&G studie waar
astma meer voorkwam in de stedelijke gebieden.dppiologisch onderzoek
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in Vlaanderen toonde ook aan dat er verschillen egjem werden in de
prevalentie van respiratoire symptomen en astma&etusinwoners van
stedelijke en landelijke gebieden (Wieringaal., 1998; Wieringaet al.,
2001).

De resultaten van deze pilootstudie bevestigereectt de associatie tussen
het lood en astma. In deze pilootstudie werden trega correlaties
vastgesteld tussen de aanwezigheid van lood opteles 'en de productie van
TNF-a, iI-6 en il-8 (in beide cellijnen). Wel moet opgerkt worden dat de
loodgehalten in de M&G studie werden gemeten inbhatd van deelnemers
en het hier dus niet gaat om loodconcentratie® iardgevingslucht.

* Endocriene merkers
Pasgeborenenstudi®’oor wat betreft de informatie in deze studienzgnkel de
gegevens voor het gebied Borgerhout te vergelifkehresultaten biomonitoring.: Bij
de moeders die spontaan bevielen (868 van de &) de zwangerschapsduur per
gebied vergeleken met het referentiegemiddelde.wErden geensignificante
verschillen met de Vlaamse referentiewaarde vatglgegoor ‘tijd tot zwangerschap’
(time to pregnancy) bij 437 moeders die van hursteekind bevielen en de vraag
hadden beantwoord. De kortste tijd tot de zwangeqsaverd gerapporteerd door de
moeders in de Albertkanaalzone (7,8 maanden) ee iAntwerpse agglomeratie (8,0
maanden). In de meeste andere gebieden varieertligl det zwangerschap van 9.5
tot 11.5 maanden. Een tijd tot zwangerschap vamaanden, wordt als normaal
beschouwd.
Adolescenten Ook voor deze populatiegroep blijken er enkel rvde Antwerpse
agglomeratie relevante gegevens die in verband mengen zijn met de
meetcampagnes voor lucht in Borgerhout.
Op basis van de gegevens van het CLB kon voor @6@ens en 636 meisjes de
seksuele ontwikkeling worden gemeten. De pubeaefitgikkeling werd door de
schoolarts beoordeeld volgens een internationaalessysteem van Marschall en
Tanner, op een schaal van 1 (start van pubertitpt(volwassen stadium). Bij
jongens werden genitale ontwikkeling (G)(ontwikkeglivan de geslachtsdelen) en
pubisbeharing (P)(beharing van de schaamstreek)etgam bij meisjes werden
borstontwikkeling (B) en pubisbeharing (P)(beharingin de schaamstreek)
beoordeeld. De metingen maken deel uit van de ataddrocedures die worden
uitgevoerd door de schoolarts. Omdat jongens trejeseksuele ontwikkeling komen
dan meisjes en omdat het onderscheid tussen 2aié8 met meer betrouwbaarheid
kan gemaakt worden dan het onderscheid tusserasdaeh 4, werd voor de jongens
het percentage weergegeven waarbij de genitaleikitglng of pubisbeharing reeds
stadium 3, 4 of 5 bereikt had. In de totale groag 82,2% van de jongens stadium 3,
4 of 5 van de genitale ontwikkeling bereikt en 8%,8ad stadium 3, 4 of 5 van de
pubisbeharing bereikt. Een statistisch significaatdterstand werd waargenomen
voor de Antwerpse agglomeratie.
Omdat meisjes vroeger tot seksuele ontwikkeling éordan jongens, werd voor de
meisjes het percentage weergegeven waarbij de obongkkeling en de
pubisbeharing reeds stadium 4 of 5 bereikt hadstede totale groep had 85,9%van
de meisjes stadium 4 of 5 van de borstontwikketiageikt en 87,1% had stadium 4 of
5 van de pubisbeharing bereikt. In vergelijking whete gemiddelde waarden was het
percentage meisjes dat stadium 4 of 5 had bergkifisant lager in de Antwerpse
agglomeratie en in de havengebieden, vooral irAheterpse havengebied. Voor dit
laatste gebied zijn er geen bemonsteringen vart,lechis het niet relevant om deze
gegevens te relateren met de bemonstering in Buwger
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VolwassenenBij vrouwen werd het aantal miskramen bevraagdde totale groep
had 17,7% (95% BI: 14,2-21,9) van de vrouwen éémeérdere miskramen gehad.
Dit percentage miskramen verschilde niet significarssen de regio’s (p=0,24), na
correctie voor de leeftijd van de moeder op het mimvan de miskraam. Deze
gegevens laten niet toe om enig verband te legggmmanitoring van luchtpollutie.

Het is niet evident om hiervoor beschreven aandgem in verband te brengen
met de huidige meetcampagnes van luchtpollutie gmaling van oestrogene
activiteit. Immers de MELN bioassay, waarmee ag@ulke en antagonistische
activiteit voor de oestradiol receptor gemeten woigeschrijft slechts een
gedeelte, hoewel niet onbelangrijk deel van de gseen die met endocriene
verstoring te maken hebben. We hebben met dit fpitofect duidelijk
aangetoond dat chemicalién met oestrogene potaokieverspreiden via de lucht.
Echter het betreft een zeer complex mengsel vamislsbe polluenten die op zeer
diverse target sites in het endocriene systeem |, werschillende
hormoonreceptoren, steroid metabolisme, ... kunneerken. Dit maakt dat het
niet haalbaar is om op basis van de huidige kenm¢$ het ontbreken van
éénduidige causale verbanden tussen blootstelliaig Rormoonverstorende
stoffen en humane gezondheidseffecten, conclusies ntaken omtrent
gezondheidsrisico’s in de context van deze beperkdamse monitoring studie.
Bovendien blijkt dat er in sommige gevallen in detwerpse agglomeratie wel
afwijkingen zijn op vlak van endocriene verstoringaar het is net op de locatie
Borgerhout dat de gemeten oestrogene activiteiidpgatd lager is dan in Zelzate
of Aarschot. Voor deze laatste gebieden werd eg#en bruikbare informatie in
het biomonitoringonderzoek en endocriene merkenzaveeld.

* Merkers voor DNA schade
Adolescenteribe komeettest geeft aan hoeveel procent van heA Déffelijk
materiaal) beschadigd werd en is dus een maat @eodruk op het DNA. Deze
schade kan nog hersteld worden. Er bleken signicatreekverschillen te bestaan.
Hogere waarden werden gevonden in Antwerpen, devépse haven en in de
Albertkanaalzone.
VolwassenenBij de volwassenen was de waarde van de komesiggsficant hoger
in de Gentse agglomeratie.

De mutagene activiteit van de bemonsterde luchekbla deze pilootstudie
sterker aanwezig te zijn in stalen van de industi@catie Zelzate. Het is niet
eenvoudig de resultaten van 8amonella mutageniciteitstest te vergelijken
met de resultaten van de komeettest. De komeatteseén "biomarker of
biological effective dose", d.w.z. een maat voorbdsotstelling aan stoffen
die DNA schade toebrengen. Sommige van die stddtemen ook mutaties
veroorzaken. Er kan een verband zijn tussen bmiekngen, maar het hoeft
niet.

7.3.2 Implementatie van Cat-tox resultaten voor ins  chatting
gezondheidsrisico

Organische extracten van particulair materiaal tiemavoornamelijk verschillende
polycyclische aromatische koolwaterstoffen (PAKS)de relatie tussen deze stoffen
en oxidatieve stress/DNA schade werd reeds meesnaaalgetoond im vivo enin
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vitro studies (Risonet al., 2005); (Vineis and Husgafvel-Pursiainen, 20053K®
kunnen een directe aanleiding geven tot negatiégeten door hun werking als pro-
oxidantia of productie van vrije radicalen. Hierdomordt oxidatieve stress en de
inductie van inflammatoire responsen gepromootdRist al., 2005); (Kampa and
Castanas, 2008). Wanneer de vrije radicalen coratentstijgt, kan een status van
oxidatieve stress ontstaan. Inductie van DNA-schdm® oxidatieve stress kan een
weerspiegeling zijn van een primaire carcinogeneoftstelling afhankelijk van
verschillende parameters als leeftijd, geslacht,|,Biysieke conditie of consumptie
van vers fruit en groenten (Risoeh al., 2005); (Vineis and Husgafvel-Pursiainen,
2005). Een aanhoudende oxidatieve stress toestardimeermaals geassocieerd met
een waaier van degeneratieve ziektebeelden als iovasdulaire ziekten
(atherosclerosis, hartaanval), chronische inflamemekten (rheumatoide arthritis),
aandoeningen van het centraal zenuwstelsel en kéi&mpa and Castanas, 2008).

In de Cat-tox-assay hebben 3 genen een directechiglveid voor PAKsCyplAl,
Xre en GstYa (Vincentet al., 1997). De AhR of dioxine receptor is de primaire
doelreceptor voor PAKs. Xre is het xenobiotic respelement dat een bindingssite
voor de AhR receptor vormt. Een belangrijke biodobe respons volgend op de
activatie van AhR is inductie van drug metabolis€lee mono-oxygenases zoals
cytochrome P450 1A1 (CyplAl), CyplA2 en CyplB1, ebals fase Il enzymes als
glutathione-S-transferase (Gst). In de hier uitgedle studie is de mate van inductie
van deze drie genen in dalende volgorde: Xre > @{p®* GstYa. Dit is in
overeenstemming met de studie van Vincent et &97()L waarbij Cat-tox werd
gebruikt als stress-indicator voor partikels in f.stéloewel Cyp-activatie een
belangrijke rol speelt in detoxicificatie van xeiatita, kunnen ze ook de toxische of
mutagene potentie van een stof verhogen (zoalsedabwmle activatie van PAKS). In
deze studie werd een duidelijke correlatie gevontlessen CyplAl inductie en
verhoogde totale PAKs concentraties in de bemaestirchtstalen. Verschillende
chronische nadelige gezondheidseffecten van xetiodjo zoals veranderde
celproliferatie, neurotoxiciteit, embryotoxiciteit, immunotoxiciteit als
carcinogeniciteit, werden reeds gerelateerd aan-&hBnkelijke events (Janosek
al., 2006). Meer specifiek zou het carcinogene ge@ssame PAKs wordt
veronderstelt in grote mate gecorreleerd te zijh imductie van CyplAl (Vincerdt
al., 1997).

Naast deze specifieke stress-merkers voor PAKSt BezCat-tox test eveneens een
aantal algemene indicatoren voor inductie van digsla stress en DNA-schade.

Het proto-oncogen Eosis een vroege-response gen dat sterk geassouieedtl met
controle van celgroei (vnl. DNA-synthese) en -$¢er¥erhoging van de basale Fos-
expressie kan een signaal geven om de cel inderen apoptosis (dead pathway)
(Afshariet al., 1994). De c-Fos promoter is gevoelig voor stfas®ren zoals zware
metalen en heat shock. c-Fos maakt samen met eem proto-oncogen c-Jun deel
uit van het AP-1 transcriptie factor complex. Mgsatie van deze transcriptiefactor
komt vaak voor bij carcinogenese. Opregulatie vadnlAen het Fos gerelateerd
antigen, Fra-1, wordt dikwijls gevonden procesdsrtiamorpromotie, kankergroei en
metastases (Young and Colburn, 2006). In broncKiEd¢IBE) en alveolaire (C10)
epitheelcellen werd inductie van het proto-oncogdfos gemeten na blootstelling
aan partikels van dieseluitstoot en ultrafijne &M2s-luchtpartikels en werd een
eerste link gelegd naar mogelijke rol in ontstaapegressie van longkanker (Baeza-
Squibaret al., 1999) (Timblinet al., 2002).

Reeds meermaals werd aangetoond dat inducti€&eald45 (growth arrest and DNA
damage protein 45) een gevoelige merker is voomotgersche stress, zoals na
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blootstelling aan carcinogene PAKs. Gadd45 speleltbip een belangrijke rol in

DNA-herstel, celcyclusregulatie en apoptosis enfthéggevolg een belangrijk

aandeel in het behouden van genomische stabiMeimenteel wordt de inductie van
dit gen, gekoppeld aan een reporter, volgens hecipe van de Cat-tox test,
geévalueerd als mogelijk nieuwe gevoelige en sipdefgentoxiciteitstest (Hastwell
et al., 2006).

Zowel Fos als Gadd45 zijn positief gecorreleerd @€t Gadd45 is eveneens positief
gecorreleerd met EC en bovendien is Fos positiefcogeleerd aan

benzo(a)anthraceen.

De laatste groep van merkers konden niet directlgieerd worden aan gemeten
chemische componenten of klimatologische parameteasr kunnen wijzen op een
specifieke activiteit of aanwezigheid van een dpE@ component.

Grp78 (glucose regulated protein 78)een gevoelige merker voor endoplasmatische
reticulum (ER) stress in het algemeen en proteisgauwing in het bijzonder. Het is
een chaperon-eiwit dat proteines door het vouwsrtadt. Grp78 wordt geinduceerd
door ER-stress en zorgt ervoor dat de cel de acatmuvan onvolmaakte,
misvouwde proteines in het ER aanKikftCulloughet al., 2001).

Gadd153 (growth arrest and DNA damage protein 158)een leucine zipper
transcriptie factor die robuust geéxpresseerd WoijdER-stress. In tegenstelling tot
GRP78, dat eveneens geinduceerd wordt door ERsststimuleert Gadd153 het
apoptosis-proces door down-regulatie van Bcl2, eteplan cellulaire glutathione en
inductie van ROS (McCullougkt al., 2001). Hierdoor is de activatie van Gadd153
indicatief voor DNA schade geinduceerd door reacidxygen species (ROS) of
agentia die breuken in DNA-streng veroorzaken (Beinet al., 1999). ER-stress
zou een sleutelrol spelen in verschillende procesaks immuniteit, diabetes,
tumorgroei en verscheidene neurodegeneretieveeziékhao and Ackerman, 2006).

Rare (retinoic acid response element) is een specifiakerker-gen voor

aanwezigheid van retinoiden. Het meest beschreverkimgsmechanisme van
retinoiden is namelijk binding op retinoic acid eptor (RAR) of de retinoid X

receptor (RXR), die vervolgens binden op promotoreet een Rare, waardoor
transcriptie geinduceerd wordt (Janostkal., 2006). Aangezien retinoiden en de
retinoide-pathway belangrijk zijn bij de regulattan morfogenese, ontwikkeling,
reproductie en apoptosis, kunnen stoffen die viaedeathway inwerken een
belangrijke invioed op deze processen hebben. Eegelitke embryotoxische en

teratogene werking van sommige PAKs door interampi€le retinoide-pathway werd
reeds gesuggereerd, hoewel het exacte werkingsmesate en de interferentie met
andere pathways nog ongekend is (Nostzd., 2008).

Hmt2a (humaan metallothioneine 2a, MT-2A) speelt waajsiigk een belangrijke

rol in de intracellulaire opslag en sequestratie ravare metalen zoals cadmium en
zink, maar spelen eveneens een rol in cellulairerstand aan alkyl-agentia en
radiatie. Naast het reeds uitgebreid beschrevemutgelvan metallothioneines als
biomerker voor blootstelling aan zware metalen, deuwerking van MT-2A, het
belangrijkste lid van de humane MT-familie, alsjesrzuurstofradicalen-vanger een
belangrijke bijdrage als blootstellingsbiomerkernv&®s; NO, en PM kunnen
betekenen. Deze polluenten zijn namelijk mogeligkgente oxidantia en induceren
vrije radicalenvorming (Oudinet al., 2006). Verder onderzoek naar deze biomerker
in uitgebreide epidemiologische studies is echéeeist.
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De Cat-tox resultaten tonen op verschillende mer&en duidelijke indicatie voor een

verhoogd stress-niveau als gevolg van blootsteiag de bemonsterde luchtstalen.
Zowel de AhR-merkers (CyplAl, Xre en GstYa) als Ddbhade (c-fos en Gadd45)

merkers zijn gecorreleerd met verschillende chemaisparameters gemeten in de
luchtstalen. Hierdoor is de mogelijkheid op verhd®gDNA-schade reéel na

blootstelling aan de bemonsterde luchtstalen. Odidian niet een indicatie geeft van
een verhoogd risico op carcinogeniciteit kan inedstudie alleen niet geconcludeerd
worden (zie aanbevelingen).
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8 Conclusie en aanbevelingen

Deze studie beoogde het uitwerken en het uitvo@emn een pilootproject waarin
zwevend stof, gecollecteerd op filters, toxicolapiswerd gekarakteriseerd door
gebruik te maken van biologische testen.

De belangrijkste conclusies en aanbevelingen wolniknonder samengevat.
Fase |

. In dit project werd aangetoond dat de logistiek rvataalname voor een
effectgericht meetnetwerk kan afgestemd worden ep bestaande VMM
PAK meetnetwerk dat gebruik maakt van high volume@slers van het type
Digitel.

. Het aansluiten op een bestaand meetnetwerk hee#taadal voordelen:

- Erdienen geen extra meettoestellen te worden &aoge

- Historische gegevens van de chemische metingergekend voor de
meetplaats.

- De Digitel toestellen hebben een automatischenfiisselaar en een
voorraad aan filters voor 14 dagen.

- Het meetnetwerk omvat meetplaatsen in de buurtw@snzones. Dit
is interessant in het kader van onderzoek naarefigtiviteit van de
bioassays voor de volksgezondheid.

- De bemonsteringsdagen kunnen homogeen gesprei@¢mvorer de
vier seizoenen ¢EUdochterrichtlijn lucht).

Anderzijds moet er gewezen worden op een mogediglen|:

- Alleen de partikelfase wordt in routine bemonste@mn de semi-
vluchtige fase te bemonsteren moet een PUF-adsonmaden
aangebracht welke niet automatisch kan gewissetdemo

Aanbeveling:
De Digitel toestellen hebben het nadeel dat tenperayedurende de bemonstering

kan oplopen. Onder invloed van verhoogde temperanuwerhoogde concentraties
ozon en stikstofoxiden kunnen chemische reactastpdrijpen op de filter waardoor

bemonsterd materiaal kan omgezet worden in andeeer(toxische?) stoffen. Voor

monstername i.f.v. de biologische testen kan dadvest gezocht worden naar een
alternatieve bemonsteringslogistiek waarbij deefft de dag na de monstername
opgehaald worden.

Fase Il

Het onderzoek in defase van het pilootproject heeft een aantal mjkieliden

aangetoond:

. De methode (methanolextractie) die gebruikt werd de Europese
effectgerichte studie RAIAP om partikels van deéefi te verwijderen werd
geimplementeerd. Deze methode heeft het voordedledalrooggewicht van
de partikels kan bepaald worden zodat de blootsgetbncentratie in de
bioassays nauwkeurig gekend is.

. De organische extractie (ASE) van de filters wewmtcesvol uitgevoerd.
Achtergrondtoxiciteit van de filters en de extraptocedures werd nagegaan
in de verschillenden vitro testen. Noch in de Ames test noch in de long
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epitheelcellijnen (A549 en Beas-2B) en macrofaalljjcgTHP-1) werden
schadelijke effecten gemeten met deze blancodilter

. Beladen filters werden getest in de verschillendevitro testsystemen.
Effecten van de ASE-extracten of van het particul@iateriaal konden
gedetecteerd worden.

. De biologische testen waren reproduceerbaar.

De keuze van filters bleek voor één van de testmelig te zijn en moet in de

toekomst herzien worden:

. Extracten van blanco filters gaven een positiehaal in de MELN-test en de
Cat-tox test. Hiermee werd rekening gehouden bijirderpretatie van de
resultaten van de beladen filters. Het is essdrdmevoldoende controles in te
bouwen om de resultaten op betrouwbare wijze tgpnéteren.

Aanbeveling

. Extracten van blanco filters gaven een positiehaa in de MELN-test. Een
verdere optimalisatie (filter keuze) van de orgelnds extractie procedure is
aanbevolen voor deze test.

. Het werken met organische extracten heeft de beppdat alleen organische
stoffen die aanwezig zijn op de partikels wordemgadoden aan de biologische
testsystemen. In werkelijkheid wordt op die mamen onderschatting gemaakt
van de potentiéle toxiciteit vb. metalen worden t nieeerhouden in de
organische extractie. Eventueel kunnen organisa@rbindingen van metalen
wel weerhouden worden. Dit zou verder onderzochgtaroworden.

. Een andere optie is om een extractieprocedure @it werken voor
wateroplosbare contaminanten (zoals metalen) waabidlogische testen op
kunnen uitgevoerd worden.

Fase Il

De praktijkervaring metn vitro testen tijdens de“3fase van dit pilootproject heeft

een ganse reeks van belangrijke mogelijkhedenpmidelen aangetoond:

. De campagne werd succesvol uitgevoerd wat er ndgmeg wijst dat
afstemming van effectgerichte studies met het bes& VMM-meetnet
mogelijk is.

. De beladen filters uit de testcampagne werden getele verschillenden vitro
testsystemen. Effecten van de ASE-extracten enhedrparticulair materiaal
konden gedetecteerd worden. De resultaten tonema@ade batterij van testen
inderdaad vervuilde luchtstalen herkent en datdr in de stalen (combinaties
van) potentieel schadelijke stoffen bevinden. Oeatén zijn reeds opspoorbaar
in particulair materiaal dat zich bevindt in eanHt volume van 20 m3, dit is het
volume dat per dag wordt ingeademd door een stathdaédvassen persoon.

. Mutagene activiteit werd in 77 van 88 filterextectaangetoond. Het mutagene
effect is dosis-afhankelijk. Voor de Ames test loedy het verschil tussen het
laagste en het hoogste aantal revertanten/2Qucht eq. dat gemeten werd in
deze campagne een factor 15. In 2 stalen werd eetfsactiviteit teruggevonden
die vergelijkbaar is met die van 5 pg benzo(a)pyre

. Cytotoxische effecten van de partikelfractie vanbéenonsterde filters werden
gemeten in de humane bronchiale Beas-2B epithal&lgn en de macrofagen

% Het kankerrisico voor benzo(a)pyreen (B(a)P) isttaekankergeval per 100 000 personen, bij een
levenslange blootstelling aan een concentraticOyha ng/m3 (WHO, 2000).
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THP-1 cellijn maar niet in de humane alveolaire 8%llijn. Het cytotoxisch

effect was concentratie-afhankelijk. De bronchiakdlen waren het meest
gevoelig voor het cytotoxisch karakter van de gals..

Een inflammatoire respons werd gemeten in de hunmaaerofagen cellijn

(THP-1) en de humane bronchiale epitheel cellijeg®2B). De meerderheid
van de stalen gaven een verhoogde TNfr THP-1 cellen), il-6 en il-8 (in

Beas-2B cellen) productie t.0.v. de blanco filtebe cytokine inductie was
concentratie-afhankelijk. 1I-8 werd niet geinduckera blootstelling van de
alveolaire epitheelcellen (A549).

De gemeten inflammatoire respons kan niet verklaaycen door de gemeten
endotoxine concentraties op de filters.

Voor het eerst werd in Vlaanderen met behulp van MLN-assay de

aanwezigheid van stoffen met oestrogene activitettrganische extracten van
luchtfilters aangetoond. De relatieve inductie vastrogene activiteit varieerde
tussen 0.85 en 3.76 voor alle stalen.

De resultaten van de humane genprofileringsassait(®) toonden aan dat er
unieke genexpressieprofielen werden gevonden p#aatx De significante

inducties van verschillende merkers van de Cat-&®say toonden een
verhoogde stressrespons na blootstelling aan @dami extracten van een
dagequivalent van 20 }ucht.

Aanbevelingen

Inflammatoire parameters zouden regelmatig gemahitmoeten worden,
immers effecten zijn te verwachten na acute blebitst), piekblootstellingen
zijn in dit geval belangrijk. Het lijkt niet nodigm de drie cellijnen hiervoor in
te zetten. De voorkeur gaat uit naar het metennflammatoire merker TNF-
a in de THP-1 cellijn (humane mactofagen) of il-&iin de Beas-2B cellijn
(humane bronchiale epitheelcellen) De cytokine-gtguin deze laatste cellijn
is echter laag (gemiddelde cytokine-inductie vapeetievelijk 4.5 en 2.6) in
vergelijking met TNFa inductie (gemiddelde cytokine-inductie van 47)nEe
verdere optimalisatie van de Beas-2B assay meatoakde cytokineproductie
te verhogen wordt daarom voorgesteld.

Wanneer DNA-schade en biologische stress accumigedit schadelijk voor
de gezondheid. Deze metingen kunnen best uitgewserden op organische
extracten die gepoold worden over een tijdssparineper seizoen.

Het beeld dat we krijgen met MELN-test is hoogdeiliassant, nl de eerste
keer hebben we een aanwijzing voor oestrogeenitadtin luchtstalen. Het
is echter nog te vroeg om de test in te zettereimmeetnet, de logistiek moet
beter worden uitgewerkt (aard van de filters), @g@roduceerbaarheid en de
betekenis van de waarneming moet nog verderemoodderzocht.

In functie van de doestelling kunnen effectgerichitetingen op luchtstalen
uitgevoerd worden op afzonderlijke stalen (24h nemsame) of op gepoolde
stalen;

o0 Om een beter inzicht te krijgen in de determinammor variaties in de
bioassays v.b. effecten van weersomstandighedette ofelatie met
chemische parameters is het aanbevolen om geerstatargte maken
van verschillende dagen.

0 Wanneer de vraagstelling gericht is op een globalentarisatie per
regio v.b. om de luchtkwaliteit in een regio tedéderiseren of om een
link te kunnen leggen met gezondheid zouden staler bepaalde
tijdsspannen kunnen gepoold worden. Simultaan kunv@gende
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aspecten uitgevoerd worden: humane biomonitoriegrdging van de
studiepopulatie, inventarisatie van de dagelijkgerftecijfers en
ziekenhuisopnames.

Fase IV

Fase IV zoemde in op de relatie tussen luchtveangiien de resultaten van de
bioassays. In dit rapport werd het effect van datie onderzocht, werden tijdstrends
geanalyseerd, werd de invioed van klimatologischestandigheden geanalyseerd
voor elk van de bioassays.

. Het mutageen, inflammatoir en hormoonverstorendigiroan de luchtstalen
varieerde in functie van de locatie:

o0 Gemiddeld genomen was er geen verschil in mutagetngteit (direct
en indirect) tussen de locaties, echter op bepadhten werden
significante verschillen tussen de locaties waavgen. De hoogste
mutagene effecten werden gemeten in de stalen atigran Zelzate.

o De filters afkomstig van Borgerhout vertoonden ad®dste inductie
van TNF4q, il-6 en il-8 (Beas-2B cellijn).

o De hoogste oestrogene activitet werd aangetoondeinextracten
afkomtig van Zelzate en Aarschot.

. Het toxicologisch profiel van de beladen filtersrigarde sterk tussen de
monsternamedagen met betrekking tot mutagene,oay$che, inflammatoire
en hormoonverstorende potentie.

. Seizoensverschillen werden waargenomen in allesbayes.

o Een verhoogde mutagene en inflammatoire actiwteitd vastgesteld
in de lente.

0 Genexpressieprofielen en oestrogene potentie weeemoogd in de
herfst.

. Er werden correlaties aangetoond tussen de bialogissindpunten en
meteorologisch parameters:

o De mutagene activiteit correleerde met luchtmassék®mstig uit
N/NW/W.

o Een positieve correlatie  werd vastgesteld tussen de
omgevingstemperatuur en de inflammatoire en oestr®gotentie van
de stalen.

. Sterk verhoogde mutagene en inflammatoire effectemden niet alleen
vastgesteld op dagen met overschrijding van de dagien voor fijn stof
maar ook op andere dagen. Niet enkel de hoeveelfijaidstof is een
bepalende factor voor het opwekken van een biatbgisespons, ook de
chemische samenstelling van de partikels is beffangr

. Het bleek slechts in beperkte mate mogelijk om daargenomen
toxicologische effecten eenvoudig te verklaren dder aanwezigheid van
chemische componenten.

Aanbevelingen

* Fijn stof is gevaarlijk voor onze gezondheid - zbog korte als op lange termijn.
Een simultane studie met toxicologische karaktdesen gezondheidsonderzoek
bij de bevolking zou het verband tussen luchtvesiniging en_korte termijn
gezondheidseffecterverder kunnen bevestigen. Hiervoor komen vooral de
metingen van inflammatoire merkers in aanmerkinglaie naar respiratoire
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effecten zijn relevant om te onderzoeken. Met wvodige eindpunten zouden
verbanden kunnen worden gelegd om beter de relatgsen luchtkwaliteit en
gezondheidschade te evalueren : effect-biomerketingen inclusief niet-
invasieve testen op uitgeademde lucht, bevragimgdeastudiepopulatie v.b. naar
luchtwegklachten of  verergering van astma, medigabruik,
ziekenhuisopnames, inventarisatie van de steffitesjj Een dergelijke studie zou
bijdragen om het voorspellend karakter van de mmiffeatoire testen voor korte
termijn gezondheidseffecten beter in kaart te beanezondheidsstudies uit
Noord-Amerika en Europa leggen een verband tussen korte periodes van
luchtvervuiling (24 uur) en gezondheidseffecten op korte termijn. Het aantal
luchtwegklachten stijgt en leidt tot meer spoedopnamen. Luchtwegeninfecties en
astma worden erger, mensen hoesten meer en het gebruik van geneesmiddelen die
de luchtwegen verwijden neemt toe. Heel wat studies verbinden acute blootstelling
aan fijn stof van PM1y en PM,5 ook met vervroegd overlijden. Dat is vooral het
geval bij ouderen met hart- en longproblemen. Bij kinderen vermindert fijn stof de
longfunctie bij TSP-concentraties boven de 180 ug/m® of wanneer er meer dan
110 ug/m® inadembare deeltjes (PM10) Zjn. Door rechtstreeks inflammatie te
meten i.p.v. hoeveelheid fijn stof, kan verwachtrdem dat de blootstellingeffect
relaties verfijnd worden.

Onderzoek naar de relatie tussen biologische tesgerstofdeelties en lange
termijn  gezondheidseffecten (carcinogenese, veudi®ogincidentie van
luchtwegproblemen (astma, COPD), verminderde Ilomgfa, hart- en
vaatziekten,...) vraagt een andere aanpak. Alhoeaet gbsolute risico’s kunnen
bepaald worden, kunnen er wel relatieve risico’sdea ingeschat. Er zou een
systeem kunnen uitgewerkt worden waarbij men deéstbe potentie van de
zwevende stof partikels uitdrukt als equivalent abn toxische potentie van
gekende longtoxische stoffen waarvan het risicorvde mens wel beter
gekwantificeerd is.

Voor wat betreft de mutagene, inflammatoire en feonverstorende testen is ook
de gedifferenticerde respons per site belangrijk vemder uit te werken: welk
toxicologisch profiel heeft een site v.b. in de bwan industriéle zones.

De rol van weersomstandigheden en seizoensvakiatieen verduidelijkt worden
d.w.z. stalen nemen op eenzelfde plaats in vetsnd# meteorologische
omstandigheden

Om te bepalen welke chemische determinanten veoamtlelijk zijn voor de
waargenomen responsen moeten de toxicologischevgegeergeleken worden
met de chemische karakteristiecken van de stofdéseltpeze studie heeft
aangetoond dat een aantal aspecten nog verbetamkerkuvorden en verder
dienen te worden onderzocht

De rijke dataset kan nog verder met meer complda@sssche technieken
onderzocht worden. Zo zou het nuttig zijn om deatrel tussen chemische
componenten, locatie en bioassays verder uit tkemep.a. met behulp van
Principal Component Analyse en discriminantanalyse.
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9 Aanbevelingen voor de ontwikkeling van een effect -
gericht meetnet voor evaluatie van stofdeeltjes

In de LNE voorstudie (Witters et al., 2005) werd wdaag gesteld of effectgerichte
metingen op luchtstalen inzetbaar zouden zijn veoschillende scenario’s:

e Scenario 1 = voor het inschatten op Kkorte termijan v
gezondheidsrisico’s samenhangend met een (lokaeijlent of met
bijzondere weers- of andere omstandigheden. Dit pader meer in
een rampenplan.

* Scenario 2 = lange termijn scenario of geintegeeendnitoring van
milieukwaliteit als effectgericht bewakingssysteenhy. scenario voor
monitoring of trendanalyse.

* Scenario 3 = voor een diepgaand onderzoek naarlijkegeroblemen
voor humane gezondheid

Het pilootproject met de behaalde resultaten hasfigetoond dat de effectgerichte
metingen op luchtstalen inzetbaar zijn voor scen2riDe opzet en de uitwerking van
deze pilootstudie was niet van die aard om op beaars huidige resultaten de
verwachtingen voor scenario 1 en/of scenario 3eafde in te vullen. Dit sluit echter
niet uit dat effectgerichte metingen voor deze ageis kunnen ingezet worden.

Met betrekking tot inzetbaarheid voor scenario Bbdem we duidelijk aangetoond dat
de biologische testen een toxicologisch beeld vanvelzamelde partikels geven
d.w.z. dein vitro testresultaten duiden op het potentieel gevadfs Zie stalen die
equivalent zijn aan een ademvolume van 1 dag ( RRarnen biologische effecten
worden opgespoord.

De relatie met het absolute gezondheids risico deamens is moeilijker te leggen op
dit moment o.a. omdat we . nog geen dataset helbereffectgerichte metingen
waarmee we gezondheidseffecten kunnen relaterenfelledat er effecten werden
gemeten geeft aan dat de partikels en/of de chbmisesmponenten biobeschikbaar
zijn voor de gebruikte bioassays. Door gebruik takem van o.a. humane
luchtwegcellen kan een betere inschatting gemaakordem van de
luchtweggerelateerde gezondheidseffecten.

Al kunnen dein vitro resultaten niet rechtstreeks gerelateerd wordem alasolute
gezondheidsrisico’s voor de mens, toch geeft egpores in eeimn vitro test aan dat er
zich in het staal (combinaties van) potentieel deligke stoffen bevinden en geeft
aan welk type van effecten we kunnen verwachtenpopulatieniveau.. Deze
signaalfunctie kan dan ook een belangrijk instruty@ym in de monitoring van de
luchtkwaliteit en voor monitoring van gezondheidseten. Bovendien kunnen we de
toxische potentie van stalen onderling vergelijegnop die manier kunnen relatieve
risico’s worden geévalueerd.

In functie van deze doeleinden kunnen effectgegichétingen op luchtstalen ingezet
worden volgens een verschillende opzet van meetegngs.

1. Monitoring van de luchtkwaliteit via bemonstering van stofdeeltjes

De effectgerichte metingen kunnen gebruikt wordemen meetnet met als doel de
gegevens over algemene luchtkwaliteit in Vlaandeaan te vullen met informatie
over het toxicologische profiel van de deeltjeslénlucht. De luchtkwaliteit voor een
gegeven locatie kan toxicologische worden gekareiterd. Men kan een

121



onderscheid maken tussen de luchtverontreinigingverschillende locaties o.a.
landelijke, industriéle en stedelijke regio’s. Daggdurende lange periodes op vaste
plaatsen te meten kunnen historische datareekselogatie vastgelegd worden en
kan de evolutie van de luchtkwaliteit opgevolgd @en. Dit zou moeten toelaten om
onder “normale” omstandigheden referentiewaardennfaalwaarden, piekwaarden
en dagdagelijkse variabiliteit) voor bepaalde l@satbinnen Vlaanderen vast te
leggen. Door een continue controle van de luchtiteialkunnen trends in de tid
opgevolgd worden.

In het kader van een eerstelijnsmonitoring kunnerbidlogische testen beschouwd
worden als ‘bewakingssysteem’ met een Dbelangrijkarmdunctie inzake
luchtkwaliteit. Doordat de biotesten ook mengsettibgit meten bieden ze een
toegevoegde waarde bij de huidige fysisch-chemisghenitoring van de
luchtkwaliteit. Een lange termijn trend monitoringhnet een basisset van
effectmetingen, simultaan en complementair aanig@idneetnetten is vereist om
referentie- en drempelwaarden voor elk van de bisthe testen te definiéren. Het
gelijktijdig inventariseren van gezondheidseffecfe. bevraging van de bevolking,
hospitaalopnames,...) kan de voorspelbaarheid van kietesten voor
gezondheidsschade beter in kaart brengen en helpemibij het vastleggen van
referentie- en drempelwaarden. Op basis hiervanerzutest-specifieke criteria
toelaten een situatie als uitzonderlijk te beosdeDe referentiewaarde kan berekend
worden op basis van het gemiddelde van de meeté=mulvan een lange periode
(minstens één jaar) op meerdere plaatsen binneandléaen. Drempelwaarden
kunnen enerzijds berekend worden via het bepalerdeds, waarde of anderzijds op
basis van de relatie met gezondheidseffecten. Dekbede B drempelwaarde heeft
niet noodzakelijk een gezondheidsgerelateerde beitekBij uitzonderlijke situaties
kunnen ook andere (meer gespecialiseerde) biotéstenmbinatie met chemische
identificatie ingezet worden om oorzaken of bronoprte sporen.

De vereiste samplingmethode voor een effectgeridleetnet is cruciaal opdat
voldoende staalvolume zou kunnen worden afgelexedat de batterij van biotesten
op dezelfde stalen kan gebeuren Een dergelijk tgieicht meetnet kan daarom best
afgestemd worden op het bestaande VMM ‘meetnetnisglae metingen’ dat de
concentraties van vluchtige organische stoffen, P&K nitro-PAK in de lucht
onderzoekt. Dit meetnet maakt gebruik van high m@wsamplers met een debiet van
900 I/min (54mé3/h). Deze grootvolume monsternemgigoodzakelijk om voldoende
lucht (in de vorm van TSP) te bemonsteren om desfjavan in vitro testen uit te
voeren. De effectgerichte testen kunnen uitgevoeaiden op de verzamelde
partikels en/of op organische extracten van de Insteade filters.
Op basis van de resultaten van het uitgevoerdetpiloject worden voor het testen
van de organische extracten van beladen filterse ttesten als basisset voorgesteld:
1) Ames test en 2) Cat-tox test. De MELN test, helerglevant voor het eindpunt
hormoonverstoring, werd voorlopig niet weerhouderdat de resultaten aantoonden
dat er nog enige bijkomende optimalisatie vereaisip vlak van monsternamen (b.v.
positief achtergrondsignaal in de blanco filtersegduceren). De basistesten hebben,
zoals bleek uit het uitgevoerde pilootproject, aantal belangrijke voordelen:
» Beide testen geven een vrij volledig beeld van genoiteit, oxidatieve stress
en DNA-schade.
* De Ames test wordt aanzien als de standaardtestg@muwtoxiciteit. Cat-tox
heeft in deze basisset dan weer een meerwaardwimiganin vitro systeem
voor diverse stressgerelateerde eindpunten.
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* Beide testen kunnen uitgevoerd worden na bemongtep teflon filters die
geschikt zijn voor gebruik in high volume samplers.

* Er kan overwogen worden om voor deze metingen rsteepoolen vb per
seizoen. Immers accumulatie van DNA schade en i@odische stress zijn
belangrijke factoren voor gezondheidseffecten. Blaistellingen zijn
waarschijnlijk minder interessant voor de chronéesefffecten die optreden ten
gevolge van DNA schade of biologische stress.

Als basistest voor het testen van de partikelfeagtordt een immunotoxiciteitstest
voorgesteld. De voorkeur gaat uit naar het metendeainflammatoire merker TNé-

in de THP-1 cellijn (humane mactofagen) of il-@iln de Beas-2B cellijn (humane
bronchiale epitheelcellen) Deze laatste cellijngessoeliger voor het cytotoxische
karakter van de partikels. De cytokine inductie deze cellijn is echter laag
(gemiddelde cytokine-inductie van respectievelijs én 2.6) in vergelijking met de
TNF-a inductie, in THP1 cellen (gemiddelde cytokine-intie van 47). Naam vivo
relevantie zijn deze bronchiale cellen daarentagaressanter. Stofdeeltjes kunnen
ook componenten bevatten van biologische oorsproo@ls bacterién, endotoxines,
sporen en pollen/pollenfragmenten. Vooral de endo&s, afkomstig van gram-
negatieve bacterién, zijn potente inducers vanammfhatoire responsen. Het is
aanbevolen om naast endotoxine metingen eventokglalenmetingen uit te voeren
op de bemonsterde luchtstalen. Op die manier kaeeer onderscheid gemaakt
worden tussen biologische agentia of chemische tagehe een inflammatoire
respons opwekken.

In een routinematige set-up kunnen de biotesteatieélsnel (10-15 werkdagen)
worden uitgevoerd. Vermits gezondheidseffecten gewolge van inflammatoire
stress vooral zullen optreden na acute blootstgllijkt het aangewezen om deze
metingen op frequente basis uit te voeren, piekbtetingen zijn belangrijk.

Het toxicologische profiel van de luchtstalen variesterk in functie van plaats en tijd
(v.b. Voor de Ames test bedroeg het verschil tussdriaagste en het hoogste aantal
revertanten /20mlucht eq. dat gemeten werd in deze campagne egar f85. VVoor
de inductie van de inflammatoire merker TNbedroeg dit verschil zelfs een factor
50.). Bioassays met een steil dosis- antwoord vertb@en beter toe om differentiéle
toxiciteit op te sporen.

Of individuele stalen moeten worden geanalyseerdlaif er mengstalen moeten
worden aangemaakt hangt vooral af van de vraaggte®m een inzicht te krijgen in
determinanten van variatie in de biologische respsret beter om geen mengstalen
te maken. Wanneer de vraagstelling gericht is aopktarisatie van de luchtkwaliteit
in een regio of vb nabij een industriéle instalaiou over bepaalde tijdspannes
kunnen gepoold worden.

In functie van de doelstelling en de beschikbareddelen dient het aantal
staalnameplaatsen en -dagen bepaald worden. Bikeooworden meetplaatsen met
diverse aard van vervuiling opgenomen en wordebedeonsteringsdagen verspreid
over de verschillende seizoenen. Om de relatie gaaondheidsaspecten beter te
kunnen evalueren gaat de voorkeur uit naar med$glaanet een voldoende grootte
gua bevolkingsdichtheid.
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2. Monitoring van de luchtkwaliteit in probleemgebieden of bij acute
situaties

De voornoemde biologische testen kunnen ook toegjeparden voor het inschatten
van de schadelijkheid van de lucht in ‘hotspotsh @en plaatselijk incident of
bijzondere omstandigheden). In dergelijke situdtess het inzetten van effectgerichte
metingen een meerwaarde bieden naast de chemisahses. Het optreden van een
schadelijk effect van een complex mengsel kan relissschreven worden als de som
van de effecten van voorkomende stoffen (synesgiséi, additieve,... effecten). De
klassieke analytische technieken sporen enkel loekstoffen op. De bioassays geven
een globaal toxicologisch profiel van de verzamegddgikels en geven daarom meer
informatie over hun mogelijk schadelijke effect vode mens. Ze zijn eveneens
richtinggevend voor de aard van schadelijke effec® te verwachten zijn (early
warning). De effectgerichte tests kunnen als sangergehanteerd worden om
eventueel verdergaand onderzoek naar enerzijdsngbkeamseffecten en anderzijds
bronnen van vervuiling vooraf te gaan.

Afhankelijk van de beschikbare bemonsteringstolestelkunnen verschillende
biologische testen ingezet worden in dit rampenagen

Als de aard van de vervuiling onbekend is, kan det@x test uitgevoerd worden op
organische extracten van bemonsterde lucht. Depemtdn in de volledige Cat-tox
zijn gekozen om een representatief beeld te krijgan de meest significante
stressgerelateerde effecten (genotoxiciteit, obaslat stress, proteine opvouwing,
DNA-schade, xenobiotische biotransformatie). Deldgsche effecten die op de
partikelfractie kunnen bepaald worden omvatten grr&iteit, immunotoxiciteit
(inflammatie) en. systemische toxiciteit (cytotated).

3. Bepalen van de specifieke bijdrage van fysische othemische
karakteristiecken van zwevend stof of klimatologisck gegevens tot de
gemeten toxiciteit

Het negatieve effect van luchtverontreiniging ddgn stof op de menselijke
gezondheid wordt algemeen erkend. Het mechanisn@daar deze ingeademde
stofdeelties onze gezondheid aantasten is echtgr steeds niet duidelijk.
Verschillende eigenschappen van de stofdeeltjesls zyrootte en de samenstelling,
spelen hierin een rol. TSP, PM10 en PM2.5 versahilh hun toxicologische potentie
waarbij de kleinere deeltjes het meest schadsjijk Hoe kleiner de deeltjes worden,
des te dieper ze in de longen kunnen doordringedesnte groter ook de specifieke
oppervlakte wordt en de mogelijkheid voor allertdiemische agentia om aan de
deeltjes te adsorberen. Ook vanuit de regelgevergchuift de aandacht naar het
reglementeren van de fijne deeltjes (<2.5um)(“SdcBasition Paper on Particulate
Matter” van de CAFE Working Group on Particulate tidg draft versie van 20
augustus 2003).

Toxicologische karakterisatie van stofdeeltjes &dne leiden dat we een onderscheid
zouden kunnen maken tussen erg gevaarlijke en mogwearlijke stofdeeltjes. Nu
concentreren de beleidsmaatregelen zich vooral eipvérminderen van de totale
hoeveelheid gemeten fijn stof, terwijl de beladeig bepalend kan zijn voor het
gezondheidseffect dat zij teweeg kunnen brengernuiige normen voor PM1ben

19 0Op 21 november 1996 werd de Kaderrichtlijn 96/&/epubliceerd, die de basis vormt voor het
luchtkwaliteitsbeleid binnen de Europese Gemeemschéolgend op de kaderrichtlijn werden
specifieke richtlijnen opgesteld voor een aantarfaire luchtvervuilende componenten. In de eerst
Dochterrichtlijn 1999/30/EG zijn grenswaarden vawaraveldioxide, stikstofdioxide en stikstofoxiden,
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PM2.5" zijn gebaseerd op massaconcentraties. Het vepl®muwen van de kennis
omtrent het toxicologisch profiel van partikels zeen efficiénter beleid (0.a. de te
normeren fracties van zwevend stof, vastleggen a&empelwaarden) mogelijk
kunnen maken om de gevolgen van fijn stof voor disgezondheid te reduceren.
Het is belangrijk om alle mogelijke scenario’s vaducties te onderzoeken en na te
gaan welke reducties ook effectief een vermindeviag toxische effecten zal teweeg
brengen. De combinatie van biologische effectmetingn chemische metingen
kunnen ingezet worden om nieuwe beleidsnormen, ctednaatregelen of
interventies te evalueren.

Een van de onderzoeksprioriteiten om beleidsba@siiea met betrekking tot fijn stof
te verbeteren is gericht op het determineren varrigleo’s en de belangrijkste
schadelijke componenten aanwezig op het zwevend. db@ biologische
effectmetingen kunnen een bijdrage leveren om #mntificeren welke fysische
(grootte, aantal) of chemische karakteristieken{®Amnetalen,...) van zwevend stof
verantwoordelijk zijn voor het gevonden biologis@ftect. Het biologisch onderzoek
laat toe het belang van de effecten van de velsob# fracties van zwevend stof te
onderzoeken. Via specifieke bemonstering (high m@lucascade impactor met slit
nozzle impactor) kunnen verschillende fracties (oasis van deeltjesgrootte)
bemonsterd worden (Steerenbetgl., 2006).

In deze pilootstudie werden de resultaten van deiteitstesten vergeleken met de
chemische meetresultaten van meetposten die steleen op dezelfde locaties en
tijdstippen. De gebruikte bemonstering- en extean@thode in deze pilootstudie
waren verschillend in functie van het einddoel \chemische karakterisatie versus
biologische testen. Voor de PAKs analyse gebeumeminsterneming op een
absorptie buisje (PDMS/Tenax) bij laag debiet (lmin) gevolgd door thermische
desorptie en rechtstreekse GC-MS analyse. De etamagses en de elementaire en
organische koolstof metingen werden uitgevoerd MiL(P bemonstering op een
kwartsfilter. Voor de biologische testen werd gébgemaakt van TSP bemonstering
op teflon filters. De organische componenten opaltikels werden geéxtraheerd via
de ASE methode. Om een betere vergelijking mogelgk maken tussen de
toxicologische effecten en de chemische karakiekist van de stofdeeltjes zouden
beiden methoden beter op elkaar afgestemd moetadendBij voorkeur maar indien
mogelijk (cfr. toxiciteit van filtermateriaal in déiologische testen) worden de
chemische metingen en de biologische testen uiggevap dezelfde filters, en alleen

zwevende deeltjes en lood in de lucht opgenomendsSil januari 2005 mag voor PM10 de
daggrenswaarde van 50 pg/m® niet meer dan 35 keer jgar overschreden worden. De
jaargrenswaarde voor PM10 ligt sindsdien op 40 fgim2008 wordt de “Richtlijn van het Europees
parlement en de Raad betreffende de luchtkwagteischonere lucht voor Europa” van kracht, welke
de kaderrichtlijn en de eerste drie dochterriaindhij bundelt en herziet. Hierin blijven voor PM10
bovenstaande grenswaarden van kracht.

1 voor PM2.,5 zijn er momenteel nog geen Vlaamse abpese grenswaarden. In de te publiceren
richtlijn “Richtlijn van het Europees parlement da Raad betreffende de luchtkwaliteit en schonere
lucht voor Europa(CAFE)” wordt een jaargemiddeldé25-concentratie geregeld in 3 fasen: tegen 1
januari 2010 25 pg/m?3 als streefwaarde, tegen dajar2015 25 pg/ms als grenswaarde en tegen 2020
20 pg/md als indicatieve grenswaarde. Daarnaastitwer tegen 2020 een streefwaarde inzake
vermindering van de blootstelling ten opzichte 2010 of 2011 gedefinieerd. Hiertoe wordt een
gemiddelde blootstellingindex (GBI) gedefinieerd, id de gemiddelde PM2,5-concentratie van alle
stedelijke achtergrondstations over de laatstaijmnen een bepaalde lidstaat. Een vermindeiang v
20% wordt vooropgesteld. Daarnaast dient tegen 2028ar gestreefd te worden dat de GBI maximaal
18 pg/m? bedraagt. Voor 2015 wordt een grenswasrdede GBI van 20 pg/ms? vastgelegd.
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dan kan met zekerheid de complementariteit en deeadtelike overlap qua
meetgegevens aangetoond worden.

Voor een toxicologisch meetnet met als doel hetalspvan de specifieke bijdrage
van fysische of chemische karakteristieken van ewé\stof tot de gemeten toxiciteit,
zou afstemming op een meetnet met PM10 of beter Rd8.5 bemonstering de

voorkeur genieten. In Vlaanderen zijn er twee gmoetnetten waarbinnen PM10,
PM2.5 en zwarte rook wordt gemeten. Het telemétriseetnet omvat landelijke,

voorstedelijke, stedelijke en industriéle statioms heeft als doel de algemene
luchtkwaliteit in Vlaanderen te meten. Het meetrigpecifieke studies” meet

voornamelijk dezelfde stoffen als het telemetriseieetnet, maar dan vlakbij

probleemgebieden.

PM10 en PM2.5 bemonstering maakt gebruik van |ladenve bemonstering. Met een
capaciteit van 55m3/dag, is het bemonsterd staatwelechter ontoereikend voor het
uitvoeren van de basisset (Ames-test en Cat-tdx épsorganische extracten zoals
beschreven voor de geintegreerd monitoring van dechtkwaliteit.
Blootstellingconcentraties die overeenkomen met edaiyalenten (geschatte
hoeveelheid ingeademde Ilucht/24uur) worden nameb@nbevolen in een
effectgerichte evaluatie van luchtpollutie. Om éengste blootstellingconcentratie te
bekomen van een dagequivalent van 20m? lucht,as @en volledige Cat-tox test een
volume van 250ul van 2000m3/ml (100% DMSO) nodigo¥ de lage volume
bemonstering komen we echter maar aan een volumé&3@3/ml of 2000m3/40ul.
Er kan eventueel wel afgestapt worden van de dagaqut-concentraties, doch de
bekomen effecten zijn dan niet meer representadef een dagblootstelling en zullen
bovendien gevoelig lager liggen. In de Ames testder er significante mutagene
effecten waargenomen bij concentraties van 5mileghivalent.

De biologische effecten van de partikels die ingdéjke studie kunnen worden
gemeten omvatten cytotoxiciteit, immunotoxicitainflammatie) en mutageniciteit.
Daar de toxiciteit van de fijne partikels hogerkan de blootstelling gebeuren met
minder materiaal.

Ook de invloed van meteorologische omstandighedende luchtkwaliteit kan
bestudeerd worden. In dit kader zou het opvolganteanperatuursveranderingen in
de context van ‘global warming’ aan belang kunnemnen. Immers in dit
pilootproject werd aangetoond dat het toxicologesgirofiel (immunotoxisch en
oestrogeen-actieve potentie) van de bemonstertdesfiwijzigt in functie van de
temperatuur. Temperatuursverhogingen kunnen de ishkenprocessen in de lucht
met de verspreiding van polluenten kunnen beindoedn daardoor het toxische
karakter van het zwevend stof veranderen. Door retatie te leggen tussen de
toxiciteit van de deeltjes en de windsnelheid endnchting, kan nagegaan worden
uit welke richting de meest toxische vervuiling ko@p die manier kunnen bronnen
mee worden opgespoord.

4. Betere inschatting van de gezondheidsrisico’'s geasseerd met lokale
luchtkwaliteit

Effectgerichte metingen op luchtstalen kunnen iegeworden om een betere
inschatting te maken van de gezondheidsrisico’s sgmaeerd met lokale
luchtkwaliteit. Alhoewel we geen absolute gezondhsico’s kunnen inschatten
momenteel ( daarvoor ontbreken oa. achtergrondgegé\kunnen we toch relatieve
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risico’s inschatten door vb stalen van verschileendcaties te vergelijken of door
stalen van verschillende tijdstippen te vergelijkétet verdient aanbeveling de
metingen te standardiseren naar massa. Dit laairtobet toxicologisch profiel van
verschillende stalen beter te vergelijken. Dootweede instantie rekening te houden
met de partikelconcentratie per m3 lucht kan bijkoh het toxisch potentieel per m3
lucht worden aangegeven. Wanneer de resultatenlevdroassay vergeleken worden
met een positieve controle v.b. respons op 5 pgdarpyreen in de Ames test, dan
kan de risico inschatting v.b. van het kankervekeski vermogen beter onderbouwd
worden.

De kwaliteitsbeoordeling van lucht met betrekking humane blootstelling gebeurt
momenteel via een stofgerichte aanpak waarbij d&e man verontreiniging aan de
hand van chemische analyses wordt beoordeeld. Dl ¢bhtroleert voortdurend de
kwaliteit van de lucht door de aanwezigheid vanligweaar een beperkt gamma)
schadelijke stoffen in de omgevingslucht te metettp (/www.vmm.be/lucht Op
basis van blootstellingmodellen heeft de overh&drgpese Unie en het Vlaamse
gewest) grens- en richtwaarden vastgelegd per ilende stof. Deze benadering
houdt geen rekening met mengseltoxiciteit. Effectde metingen zijn een
instrument om aan dergelijke problemen tegemokbteen dankzij de geintegreerde
evaluatie van de potentiéle schade van aanwezafterstin een complexe matrix,
zoals een luchtmengsel. De biologische testen gegerrglobaal toxicologisch profiel
van de omgevingslucht. In deze pilootstudie, madrio andere studies bleek het niet
altijd mogelijk om de waargenomen biologische e#aceenvoudig te verklaren door
de aanwezigheid van de componenten die chemisctiewagemeten. Dit impliceert
mogelijks de effecten van mengseltoxiciteit of \aanwezige stoffen met potentieel
schadelijke werking die geen deel uitmaken vanchatante chemische meetnet. Dit
is ondermeer zeer waarschijnlijk voor een aantatndbhche stoffen met een
hormoonverstorende werking.

Hoewel het vaststaat dat blootstelling aan luchapiel een risico kan inhouden voor
de humane gezondheid, blijven leemtes in de ideati€ van mechanismen die aan
de basis liggen van de epidemiologische waargenoeféacten bestaan. Een
systematische studie waarbij het epidemiologisatearoek wordt gekoppeld aan een
grondige analyse van het type vervuiling is daarbelangrijk. Verschillende
toxicologische studies tonen aan dat het aantdtjeleen de grootte van de deeltjes
belangrijker zijn voor het veroorzaken van biolaps responsen dan de
massaconcentratie. In dit kader zou het interesspnbom de massaconcentratie (die
gemeten wordt in verschillende meetnetten), deseltjecentratie en toxiciteit van de
PM10 fracties te analyseren en deze gegevensdr epteen epidemiologische studie
die in dezelfde, bij voorkeur langere periode egiaevan monsternames wordt
uitgevoerd. Deze opzet is zeker nuttig daar strengenissienormen waarschijnlijk
zullen leiden tot een emissiereductie van “grotestgfdeeltjies met a.d. 10-2.5 um,
doch de fractie ultrafijne partikels (0.1 pum), dierantwoordelijk is voor de meest
uitgesproken biologische effecten en die geen fiigmte fractie van de massa
vertegenwoordigt, zal niet verdwijnen.

Om de toxicologische profielen van de lucht te coraten met gezondheidseffecten
zou er nauw samengewerkt kunnen worden met heh@iet Milieu & Gezondheid.
De keuze van de bemonsteringssites en tijdstippempeoodes in functie van
gezondheidsonderzoek zou het verband tussen luohtveiniging en schadelijke
gezondheidseffecten beter kunnen aantonen. BineérSteunpunt zullen cases of
aandachtgebieden gedefinieerd worden waar humamaohbitoring zal uitgevoerd
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worden. In deze probleemgebieden kan gelijktijdigt het gezondheidsonderzoek
(biomerkermetingen, bevraging van de studiepomilatagelijkse sterftecijfers en
ziekenhuisopnames) PM10 bemonsterd worden. Afhgkkedn de aard van de
vervuiling en in functie van de gezondheidsklachkemnen biotesten geselecteerd
worden om uitgevoerd te worden op de bemonstercigdtalen. De toxiciteitstesten
in de pilootstudie werden geselecteerd mede ofs basi een gekende relatie tussen
de gemeten eindpunten vitro en de toxische werkingsmechanismen van polluenten
in vivo bij de mens. Ook in de stedelijke gebieden, waapmalentie van astma
hoger is dan in de landelijke gebieden , zou hdtiqwzijn om luchtstalen te
onderwerpen aan het meten van v.b. inflammatoirkeng om na te gaan of er een
correlatie is met de gezondheidsklachten.

5. Onderzoek naar toxiciteit van ultrafijne deeltjes PM0.1)

De ultrafijne deelties worden momenteel naar vogeschoven als de meest
waarschijnlijke factor die verantwoordelijk is voorde geobserveerde
gezondheidseffecten bij de huidige omgevingscomages. Deze ultrafijne deeltjes
zijn voornamelijk afkomstig van lokale verbrandipgscessen). Er zijn een aantal
factoren die suggereren dat de ultrafijne deeltjdsrdaad meer toxisch zijn dan de
grotere deeltjes. Immers er zijn de verschillenépaoditiepatronen van ultrafijne
deeltjes in de long en de grotere specifieke opakter van de deeltjes waardoor ze
ook meer toxische stoffen zoals organische stoffegtalen, vrije radicalen en gassen
kunnen adsorberen en meevoeren naar de diepete/dgsn.

Het “expert panel on air quality standards” conelerd in zijn rapport dat PM10 als
standaard voorlopig volstaat, maar dat verder auddr op het meten en evalueren
van ultrafijne deeltjes zeker noodzakelijk is (DEERAQS, 2001).

Effectgerichte metingen kunnen een belangrijk hudig®l zijn om het schadelijke
karakter van deze ultrafijne partikels beter isdbatten.

In het kader van een adequate en betaalbare efiattming van Vlaanderers de
frequentie van de bemonstering voor stofdeeltjedeskeuze van biologische testen
belangrijk. Hierna wordt een overzicht gegeven darverschillende items waarmee
rekening moeten gehouden bij het opmaken van edgebwoor een geintegreerd
biologisch meetnet.

* Biologische testen

Salmonella mutageniciteitstest

€ 145 per staal (indien 10 stalen simultaan womgksest) (3 concentraties en nodige
controles zonder S9)

Voorstel: poolen van de stalen per seizoen

Cat-tox

De kostprijs is relatief hoog, waardoor massaahéensief testen waarschijnlijk niet
te verantwoorden is vanuit financieel perspectief.

De kostprijs voor het uitvoeren van een Cat-tox deefl3 eindpunten, zoals gebruikt
in dit project, is € 500. Dit houdt in het testeamwde verschillende verdunningen, de
blanco’s en de nodige replicaten voor één staadrkii wordt het meest complete
beeld verkregen van de potentiéle stress-geretegtadfecten.
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Omwille van economische overweging kan eventueel ‘egni-Cat-tox’ uitgevoerd
worden. De meest indicatieve eindpunten kunnenlgeserd worden op basis van
resultaten uit deze effectstudie. Volgende genemé&n in deze studie als meest
indicatief worden beschouwd voor luchtpollutie: @¥i, Xre, GstYa, Fos, Gadd45
en Grp78. Dit is duidelijk een tweede optie, omlaeindpunten in de volledige Cat-
tox als dusdanig zijn gekozen om een representagield te krijgen van de meeste
stress-gerelateerde effecten (genotoxiciteit, dida stress, defecte proteine
opvouwing, DNA schade, xenobiotische biotransfor@)atDe kostprijs hiervan
bedraagt 300€.

Door gebruik te maken van een commercieel ELISAfedeisysteem heeft dit een
gevoelige weerslag op de prijs. In de toekomstdmar het gebruik van nieuwe
detectiesystemen, mogelijks deze prijs dalen. Wegewetenschappelijke
confidentialiteit kan hier momenteel echter nietpdir op ingegaan worden.

voorstel: poolen van de stalen per seizoen

Cytotoxiciteit en immunotoxiciteit

Cytotoxiciteitstest op 1 cellijn (5 testconceneatien controles): € 180 per staal
(indien er 10 stalen gelijktijdig worden getest)

Immunotoxiciteitstest (bepaling van 1 cytokine Eiga): € 445(voor 16 stalen)
Voorstel: frequent meten in relatie met analyse \ggzondheidseffecten en
gezondheidsklachten.

Oestrogene potentie op extracten van luchtfiltersMELN test)

» Meting van oestrogene en anti-oestrogene activgaitultaan met cytotoxiciteit bij
3 testconcentraties met positieve controles eerlilanco: 243 €/staal mits 4 stalen
simultaan worden getest.

* Er is ook de optie (gezien huidige resultaten) omkeé oestrogene activiteit
simultaan met cytotoxiciteit bij 3 testconcentratimet positieve controles en
filterblanco te testen: 122 €/staal mits 8 staiemuiaan worden getest.

Voorstel: optimaliseren van testysteem voorale@aome in meetnet

Endotoxine bepaling
€ 120 per staal
€ 600 indien 25 stalen simultaan

» Kaostprijs van de filters
Afhankelijk van de grootte en het materiaal variltiers kan de kostprijs verschillen.
De prijs van de teflon gecoate glasvezelfilters fiNdeaan filters-PTFE, TE 38] 150
mm) die gebruikt werden in dit pilootproject bedyd&701/25filters (prijs 2008)

» Extracties
Extra manuren moeten voorzien worden voor het ai®o van de organische
extracties en het verzamelen van de partikels \eafiltérs. De tijd nodig voor het
uitvoeren van de ASE en de methanol extractie lagtlreespectievelijk € 100 en €
130 per staal.

* Personeel voor logistieke ondersteuning
Extra manuren moeten voorzien worden voor het gésaen het ophalen van de
filters op de meetstations. De personeelskost isarddelik van het aantal
meetplaatsen en de frequentie van de bemonstering.

12¢



* Bemonsteringstoestellen
Afhankelijk van de doelstelling van de studie meetook rekening mee worden
gehouden dat er nieuwe toestellen moeten wordegeéanht b.v. toestellen voor
simultane bemonstering voor chemische en biologisstalyses of een high volume
cascade impactor voor het verzamelen van deelijev&rschillende grootte.
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11 Annex I: Salmonella mutageniciteit test (Ames)

Volgende resultaten worden weergegeven:

1) een overzicht van de individuele Ames resultatear de verschillende locaties
uitgedrukt als revertanten/plaat bij de verschdermlootstellingsconcentraties (0, 5,
10, 20 ni lucht equivalent) met (+S9) en zonder (-S9) medmhotivatie. Opmerking:
het aantal revertanten bij de concentratie vanlaoht equivalent is het getelde aantal
kolonies bij de DMSO blanco.

Extracten met een significante dosisrespons cungrd€ssie analyse, p<0.05) zijn in
vet aangeduid. Voor de extracten waarbij het aaatartanten significante verhoogd
is t.0.v. het extract van de blanco filter zijn pavaarden weergegeven (ANOVA,
gecombineerd met Tukey post hoc test indien demgeesgignificant is (p<0.05)).

De bemonsteringsdagen met een positief filterekt@own.z. aanwezigheid van
mutagene activiteit gedefinieerd volgens de dater6.1.1) zijn aangeduid in grijs.

2) een overzicht van het aantal revertanten nadiglbng aan

- de positieve controle stoffen,

- de extracten van de blanco filters,

- de extracten uitgevoerd in de afwezigheid vanfiten (procedure blanco)



Aarschot TA98-S9 TA98+S9
ANOVA pl ANOVA pl
Datum m3/plaat jgemiddelde SD Induction  waarde [gemiddelde SD Inductie  waarde
4/09/2006 0 20,00 5,29 1,00 31,00 4,00 1,00
5 28,33 2,08 1,42 - 26,67 1,53 0,86 -
10 25,33 5,13 1,27 - 25,00 1,73 0,81 -
20 24,33 6,66 1,22 - 24,33 2,52 0,78 -
16/09/2006 0 20,00 5,29 1,00 31,00 4,00 1,00
5 29,00 2,00 1,45 - 25,67 2,31 0,83 -
10 32,33 4,51 1,62 - 24,00 3,00 0,77 -
20 43,33 4,73 2,17 0,01 31,00 4,00 1,00 -
28/09/2006 0 20,00 5,29 1,00 31,00 4,00 1,00
5 22,33 0,58 1,12 - 30,67 4,73 0,99 -
10 32,00 2,65 1,60 - 26,33 1,15 0,85 -
20 34,00 5,00 1,70 - 37,00 2,00 1,19 0,02
10/10/2006 0 22,33 5,13 1,00 33,00 6,24 1,00
5 57,00 11,27 2,55 0,001 47,67 3,79 1,44 -
10 32,00 3,00 1,43 - 57,00 6,24 1,73 0,04
20 79,33 5,69 3,55 0,0003 83,00 12,77 2,52 0,0010
22/10/2006 0 22,33 5,13 1,00 33,00 6,24 1,00
5 37,00 7,00 1,66 - 46,33 9,02 1,40 0,04
10 51,67 6,11 2,31 0,02 40,67 1,15 1,23 -
20 39,33 14,43 1,76 - 51,33 7,57 1,56 0,0227
3/11/2006 0 22,33 5,13 1,00 33,00 6,24 1,00
5 41,00 4,58 1,84 0,01 55,00 6,56 1,67 -
10 26,67 2,89 1,19 - 65,67 7,23 1,99 0,03
20 92,33 8,02 4,13 0,0002 122,67 17,21 3,72 0,0003
15/11/2006 0 22,33 5,13 1,00 33,00 6,24 1,00
5 49,67 10,07 2,22 0,01 41,33 8,50 1,25 -
10 29,00 8,54 1,30 - 46,00 6,93 1,39 -
20 44,67 4,16 2,00 0,02 70,33 11,93 2,13 0,01
27/11/2006 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 16,00 1,70 1,04 - 28,3 3,8 1,21 -
10 23,70 2,90 1,54 0,05 26,3 2,1 1,13 -
20 20,00 0,00 1,3 - 26,7 75 1,14 -
9/12/2006 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 19,70 3,50 1,25 - 24,7 55 1,06 -
10 25,00 5,30 1,63 - 29,7 3,1 1,27 -
20 27,30 3,50 1,78 - 28,3 4,6 1,21 -
21/12/2006 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 17,70 6,40 1,15 - 27,3 4 1,17 -
10 25,70 3,50 1,67 0,03 35,3 6,4 1,51 -
20 29,30 3,10 1,91 0,003 46 3 1,97 0,001
2/01/2007 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 24,70 4,60 1,61 - 25 2 1,07 -
10 28,70 3,20 1,87 0,01 31 5,6 1,33 -
20 19,30 2,10 1,26 - 31,3 4 1,34 -
14/01/2007 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 18,70 5,40 1,22 - 25,3 3,5 1,09 -
10 23,70 6,40 1,54 - 27,7 1,5 1,19 -
20 21,00 1,70 1,37 - 32 8,7 1,37 -
26/01/2007 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 17,00 2,60 1,11 - 32 6,2 1,37 -
10 26,30 4,50 1,72 0,03 43 9,6 1,84 -
20 32,30 0,60 2,11 0,001 43,7 9,1 1,87 -
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Borgerhout TA98-S9 TA98+S9
ANOVA pl ANOVA pl
Datum m3/plaat jgemiddelde SD Inductie  waarde |gemiddelde SD Inductie  waarde
4/09/2006 0 20,00 5,29 1,00 31,00 4,00 1,00
5 25,67 4,73 1,28 - 25,33 1,53 0,82 -
10 28,67 3,06 1,43 - 27,00 1,00 0,87 -
20 26,33 4,51 1,32 - 31,67 2,52 1,02 0,04
16/09/2006 0 20,00 5,29 1,00 31,00 4,00 1,00
5 26,67 3,21 1,33 - 26,00 1,73 0,84 -
10 32,00 4,36 1,60 - 25,33 2,89 0,82 -
20 40,33 5,03 2,02 0,02 31,67 2,52 1,02 -
28/09/2006 0 20,00 5,29 1,00 31,00 4,00 1,00
5 26,33 3,06 1,32 - 28,33 513 0,91 -
10 26,00 1,00 1,30 - 26,67 4,51 0,86 -
20 24,67 1,53 1,23 - 32,33 8,50 1,04 -
10/10/2006 0 22,33 5,13 1,00 33,00 6,24 1,00
5 33,25 1,53 1,49 - 69,25 8,50 2,10 0,05
10 24,25 3,21 1,09 - 100,25 12,06 3,04 0,0004
20 145,75 9,61 6,53 0,0002 151,00 9,02 4,58 0,0003
22/10/2006 0 22,33 5,13 1,00 33,00 6,24 1,00
5 33,67 3,51 1,51 - 47,33 2,31 1,43 -
10 28,33 1,53 1,27 - 53,67 8,50 1,63 -
20 45,00 8,54 2,01 0,004 69,33 20,40 2,10 0,03
3/11/2006 0 22,33 5,13 1,00 33,00 6,24 1,00
5 43,00 6,08 1,93 - 56,33 10,07 1,71 -
10 53,00 15,39 2,37 0,02 62,00 6,24 1,88 0,003
20 74,67 7,02 3,34 0,0008 75,67 5,51 2,29 0,0004
15/11/2006 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 20,70 2,50 1,35 - 31 2,6 1,33 -
10 26,00 1,00 1,7 - 28,7 1,2 1,23 -
20 30,00 7,00 1,96 0,02 43 6,2 1,84 0,00
27/11/2006 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 15,70 2,10 1,02 - 29,3 2,1 1,26 -
10 19,00 3,50 1,24 - 30 53 1,29 -
20 22,30 0,60 1,46 - 24,7 6,5 1,06 -
9/12/2006 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 16,70 2,30 1,09 - 32,7 2,9 1,4 -
10 24,70 3,80 1,61 - 26 3,5 1,11 -
20 - 36 19,9 1,54 -
21/12/2006 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 27,3 1,5 1,78 0,01 27,7 6,7 1,19 -
10 29,7 2,1 1,93 0,003 29,7 4 1,27 -
20 35 4 2,28 0,0004 50 12,1 2,14 0,01
2/01/2007 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 20,3 0,6 1,33 - 25,3 15 1,09 -
10 26,7 4,7 1,74 0,03 23,3 0,6 1 -
20 29 2 1,89 0,01 4.7 13,7 1,91 0,03
14/01/2007 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 23 52 1,5 - 28,3 6,7 1,21 -
10 24 3,5 1,57 - 28 3,6 1,2 -
20 28,3 3,5 1,85 0,03 46,7 11,2 2 0,01
26/01/2007 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 18,7 2,5 1,22 - 24 3,6 1,03 -
10 25,3 4,9 1,65 - 27,7 4,2 1,19 -
20 30,3 1,5 1,98 0,01 40,3 2,3 1,73 0,003

141




7/02/2007

19/02/2007

3/03/2007

15/03/2007

27/03/2007
8/04/2007
20/04/2007

2/05/2007
14/05/2007

26/05/2007

7/06/2007

19/06/2007

1/07/2007

10
20

10
20

10
20

10
20

o

10
20

o

10
20

10
20

o

10
20

10
20

o

10
20

19,30

44
84

19,30
24
23,7
45,3

19,30

39,3
58,3

19,30
26,3

99,7

17,3
24,7
25,7
36,3

46
46
55,7
91,7

46
47,3
67,7
88,3

46
63
79,7
71,3

46
50,3
69,3
117

27,33
37,33
36,67
54,33

3,10
2,6
4,4
7,9

3,10

4,2

3,10

4.2
11,7

3,10
4,5
5,3
4,9

0,6
9,1
2,3
6,7

2,6
4,6
2,1
55

2,6
2,1
8,6

2,6

9,6
14,5

2,6
2,1
31
18,5

3,79
6,66
3,79
1,15

1,91
2,28
4,34

1,24
1,22
2,34

15
2,03
3,02

1,36
2,17
5,16

1,42
1,48
2,1

1,21
1,99

1,03
1,47
1,92

1,37
1,73
1,55

1,09
151
2,54

1,00
1,37
1,34
1,99

0,01
0,0003

0,002

0,00

0,01
0,0003

0,03
0,0003

0,01
0,001

0,05
0,004
0,01

0,001

30,7
68,7
84
130,7

30,7
41,7

69,3
30,7

54,7
92,7

30,7
49,3
57
79

23,3

27,3

25,7
25

70
50,7
49,7
60,7

70
49,3
52,3
64,3

70
49,7
54
52,7

70
46,7
47,7
64,3

28,0
37,67
26,67
53,33

31
5,8
6,2
31

31
5,8
2,6
4,5

31
3,6

11,8

31
1,2
3,6

1,2
0,6
2,3
4,4

5,03
5,86
18,15

2,24
2,74
4,26

1,36
1,37
2,26

1,57
1,78
3,02

1,61
1,86
2,58

1,17
11
1,07

0,72
0,71
0,87

0,7
0,75
0,92

0,71
0,77
0,75

0,67
0,68
0,92

1,00
1,35
0,95
1,90

0,001
0,0003
0,0003

0,001

0,01
0,0003




13/07/2007

25/07/2007

6/08/2007
18/08/2007

30/08/2007

11/09/2007

10
20

10
20

10
20

10
20

10
20

27,33
28,33
33,00
37,67

27,33
44,67
51,00
65,00

27,33
37,67
54,33
66,67

27,33
29,00
39,33
43,67

27,33
33,00
34,67
44,00

3,79
3,79
9,54
13,80

3,79
6,35
18,00
9,54

3,79
15,04
6,43
11,37

3,79
4,58
4,51
3,51

3,79
6,08
8,02
7,55

1,00
1,04
1,21
1,38

1,00
1,63
1,87
2,38

1,00
1,38
1,99
2,44

1,00
1,06
1,44
1,60

1,00
1,21
1,27
1,61

0,03

0,02

0,03
0,01

28,00
35,00
27,67
41,33

28,00
36,33
45,00
57,00

28,00
40,33
55,33
55,67

28,00
39,67
41,33
40,00

28,00
43,33
34,33
48,67

1,73
2,65
3,06
3,79

1,73
1,15
14,11
4,36

1,73
4,93
7,23
11,55

1,73
3,06
7,51
2,65

1,73
1,53
8,74
7,51

1,25
0,99
1,48

1,30
1,61
2,04

1,44
1,98
1,99

1,42
1,48
1,43

1,55
1,23
1,74

0,03

0,04
0,04

14




Zelzate TA98-S9 TA98+S9
ANOVA pl ANOVA pl
Datum m3/plaat jgemiddelde SD Inductie  waarde |gemiddelde SD Inductie  waarde
4/09/2006 0 20,00 5,29 1,00 31,00 4,00 1,00
5 26,67 1,15 1,33 - 28,00 2,65 0,90 -
10 25,67 5,03 1,28 - 25,67 1,53 0,83 -
20 33,67 6,51 1,68 - 28,00 4,58 0,90 -
16/09/2006 0 20,00 5,29 1,00 31,00 4,00 1,00
5 25,33 5,77 1,27 - 26,33 3,06 0,85 -
10 26,00 1,00 1,30 - 25,33 1,53 0,82 -
20 33,33 2,08 1,67 - 37,00 2,65 1,19 0,01
28/09/2006 0 20,00 5,29 1,00 31,00 4,00 1,00
5 26,33 2,08 1,32 - 26,33 4,04 0,85 -
10 27,00 1,00 1,35 - 29,33 0,58 0,95 -
20 50,67 6,11 2,53 0,001 53,33 2,08 1,72 0,0003
10/10/2006 0 22,33 5,13 1,00 33,00 6,24 1,00
5 32,00 7,55 1,43 - 61,67 6,66 1,87 0,002
10 24,00 6,08 1,07 - 82,67 2,52 2,51 0,0003
20 85,67 10,60 3,84 0,0002 74,33 6,81 2,25 0,0004
22/10/2006 0 22,33 5,13 1,00 33,00 6,24 1,00
5 34,67 5,86 1,55 - 52,33 3,21 1,59 -
10 28,33 9,45 1,27 - 83,00 10,39 2,52 0,0004
20 59,00 3,46 2,64 0,0007 63,33 3,51 1,92 0,0044
3/11/2006 0 22,33 5,13 1,00 33,00 6,24 1,00
5 39,00 10,15 1,75 0,05 65,67 14,01 1,99 -
10 51,00 4,58 2,28 0,002 103,67 13,58 3,14 0,001
20 74,33 2,31 3,33 0,0002 79,00 8,89 2,39 0,01
15/11/2006 0 22,33 5,13 1,00 33,00 6,24 1,00
5 36,25 9,45 1,62 - 58,75 16,07 1,78 0,04
10 34,75 18,18 1,56 - 83,50 4,58 2,53 0,01
20 50,75 4,04 2,27 - 65,75 7,51 1,99 0,02
27/11/2006 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 21,30 1,50 1,39 - 24,30 2,30 1,04 -
10 26,70 2,30 1,74 0,02 25,70 3,50 1,1 -
20 45,00 4,40 2,93 0,0002 43,70 4,20 1,87 0,001
9/12/2006 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 17,00 3,00 1,11 - 25,30 2,80 1,09 -
10 21,00 2,60 1,37 - 33,30 3,50 1,43 -
20 39,70 7,20 2,59 0,001 40,30 6,10 1,73 0,01
21/12/2006 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 21,70 3,50 1,41 - 24,50 2,10 1,05 -
10 20,70 3,10 1,35 - 31,70 6,80 1,36 -
20 50,00 15,40 3,26 0,004 43,00 3,50 1,84 0,004
2/01/2007 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 19,30 1,20 1,26 - 22,50 0,70 0,96 -
10 19,00 2,60 1,24 - 25,00 4,40 1,07 -
20 20,00 3,00 1,3 - 48,00 1,00 2,06 0,0002
14/01/2007 0 15,30 0,60 1 23,3 2,1 1
5 20,30 3,20 1,33 - 27,50 2,10 1,18 -
10 19,00 1,00 1,24 - 29,70 2,10 1,27 -
20 28,00 3,60 1,83 0,003 43,00 8,50 1,84 0,007
26/01/2007 0 19,30 3,10 1 30,7 3,1 1
5 24,30 4,20 1,26 - 55,30 3,10 1,8 -
10 27,30 1,20 1,41 - 70,30 9,60 2,29 0,004
20 45,70 6,70 2,36 0,0026 94,00 7,80 3,07 0,0004
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3/03/2007
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8/04/2007
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14/05/2007
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38,00
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129,00
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37,30
45,00
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33,70
34,70
42,30
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27,00
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80,70
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46,70
71,00
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27,33
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56,33

27,33
30,67
34,67
38,33

3,10
2,50
3,50
5,30

3,10
8,10
7,20
16,50

3,10
7,50
2,30
11,50

3,10
3,50
5,30
7,00

0,6
9,00
11,50
11,30

0,6
1,50
5,00
5,30

0,6
2,50
5,70
4,20

0,6
3,00
7,60
9,20

2,6
1,00
8,70
5,80

2,6
4,20
4,90
2,50

2,6
2,90
2,60
3,20

3,79
2,08
3,79
13,65

3,79
3,51
3,79
2,08

1,71
2,74

1,95
3,84
4,72

1,64
2,34
3,6

1,57
1,97
7,71

3,46
4,92
7,44

1,69
2,15
2,6

1,94

2,44

1,56
14
2,21

1,07
1,75
2,54

1,03
1,2
2,25

1,01
1,54
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1,00
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0,0004

0,005
0,0010
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0,05
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0,03
0,002
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0,02
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30,7
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58,00
88,30
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107,70
207,00
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53,30
69,70

105,30

30,7
102,70
143,70
302,30

23,3
50,70
70,00

111,00

23,3
28,30
31,00
38,70

23,3
25,70
31,00
36,70

70
47,3
52
62,3

70
48,3
52,3
61,7

70
49
52,3
54

28,00
34,67
37,33
60,00

28,00
37,00
38,00
31,67

3,1
1,50
6,00
6,40

3,1
1,20
7,80

15,60

3,1
3,10
9,30
5,00

3,1
6,40
13,90
8,00

1,2
1,50
5,00

104,00

1.2
1,50
1,70

10,80

1,2
0,60
1,70
3,20

6,5
3,5
15

1.2
4,2
15

4,2
14

1,73
2,08
4,16
8,54

1,73
5,57
12,12
4,51

1
1,58
1,89
2,88

2,91
3,51
6,75

1,74
2,27
3,43

3,35
4,68
9,86

2,17

4,76

1,21
1,33
1,66

11
1,33
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20
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27,33
26,67
32,67
31,00

27,33
26,67
29,67

27,33
27,33
31,67

27,33
41,33
51,00

27,33
42,67
61,00

27,33
35,67
29,33

3,79
2,52
7,37
6,24

3,79
4,16
2,08

3,79
4,16
8,96

3,79
577
12,49

3,79
7,51
15,56

3,79
1,15
6,81

1,00
0,98
1,20
1,13

1,00
0,98
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1,00
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151
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1,00
1,56
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1,00
1,30
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0,05
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40,67
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29,67

28,00
34,33
41,33
43,67

28,00
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28,00
34,67
41,67
51,00

28,00
37,67
63,00
37,67

28,00
42,00
36,67
58,33

1,73
8,33
4,04
3,51

1,73
4,04
12,06
4,93

1,73
5,51
5,13
6,11

1,73
4,16
3,51
2,00

1,73
3,21
12,22
4,73

1,73
7,55
3,06
10,79

1,45
1,10
1,06

1,23
1,48
1,56

1,40
1,26
2,12

1,24
1,49
1,82

1,35
2,25
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2,08

0,002

0,02
0,00

0,02

0,02
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Ames resultaten van de positieve controle NQOweaigheid van de

metaboliserende fractie S9:

NQO 0.2ug/plate (TA98-S9)

Extractie

kolonies

gemiddelde

SD

Inductie factor

230

225,0

5,0

11,3

225

220

135

130,0

5,0

5,8

130

125

222

214,3

8,0

14,0

206

215

193

203,7

14,4

10,5

220

198

220

220,0

10,0

12,7

210

230

270

232,7

32,6

51

210

218

222

228,0

10,4

8,3

222

240

gemiddelde

205,21

9,67

SD

36,94

3,39

n

21

95%CL

15,8

2,5




Ames resultaten van de positieve controle 2AA inveezigheid van de
metaboliserende fractie S9:

2AA 1pg/plate (TA98+S9)

Extractie

kolonies

gemiddelde

SD

Inductie factor

1200

1206,7

40,4

38,9

1170

1250

1400

1533,3

115,5

46,5

1600

1600

1200

1283,3

76,4

55,0

1300

1350

2000

2000

65,2

2000

2000

1050

1063,333

32,1455

45,6

1100

1040

1320

1490

149,3318

21,3

1600

1550

1700

1616,667

76,37626

57,7

1600

1550

gemiddelde

1443,68

47,17

SD

315,58

14,37

n

21

95%CL

135,0

10,6
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Ames resultaten van de positieve controle B(a)amwezigheid van de
metaboliserende fractie S9:

B(a)P 5 pg/plaat (TA98+S9)

Extractie

kolonies

gemiddelde

SD

Inductie factor

210

221,7

10,4

7,2

230

225

320

300

290

14,14

8,8

280

280

260,0

20,0

11,1

240

260

280

276,7

3,1

9,0

276

274

225

225,0

5,0

9,6

230

220

200

193,33

5,77

2,8

190

190

320

316,67

5,77

11,3

320

310,00

gemiddelde

250,00

8,55

SD

41,30

2,92

n

21

95%CL

17,7

2,2




Ames resultaten van de blanco filters:

Blanco filters

-S9 +S9
Inductie Inductie
Extractie | kolonies | gemiddelde| SO factor | kolonies | gemiddelde| SO factor
1 20 24,0 5,7 1,2 25 26,0 1/4 0,84
28 27
5 20 19,5 0,7 1,27 24 25,0 14 1,07
19 26
3 16 18,0 2,8 1,17 30 27,0 4]2 1,16
20 24
4 22 22,5 0,7 1,16 36 36,5 0}7 1,19
23 37
5 27 27,5 0,7 1,59 24 22,5 2|1 0,96
28 21
6 40 40,0 0,0 0,87 45 45,0 0j0 0,64
40 45
7 24 26,0 2,8 0,95 31 30,5 0}7 1,09
28 30
gemiddelde| 25,36 1,17 30,36 0,99
SD 7,26 0,23 7,71 0,20
n 14 7 14 7
Ames resultaten van de extractie procedure blanco:
Procedure blanco
-S9 +S9
Inductie Inductie
Extractie | kolonies | gemiddelde| SO factor | kolonies| gemiddelde| SD | factor
1 15 16,5 2,1 0,83 34 315 3b 1,02
18 29
5 15 16,0 1,4 1,04 30 27 4,24 1,16
17 24
3 14 16,0 2,8 1,04 30 27 4,24 1,16
18 24
4 19 17,0 2,8 0,88 34 35,0 14 1,14
15 36
5 22 20,5 2,1 1,18 25 25,0 2,8 1,07
19 21
6 44 46,5 3,5 1,01 45 42,5 3,6 0,61
49 40
7 25 24,0 1,4 0,88 35 30,5 6,4 1,09
23 26
gemiddelde] 22,36 0,98 30,93 1,03
SD 10,77 0,13 6,80 0,20
n 14 7 14 7
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13 Annex Ill: MELN-test

Per locatie wordt een lijst van stalen met coreeetior overeenkomstige blanco van
de extractiereeks weergegeven.
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Zelzate

MELN assay

Agonist mode: % inductie tov solvent control (=100% )

Verdunning: 1/100 in well

Ingekleurd als signif tov SC

Agonist mode: re atieve

oestrogene inductie
correctie met blank filter: ratio (RIS)

Achtergrond Ti Ter: %o mductie tov Solvent

control (=100%),

Test Blank

datum Extract 1.21 2.43 4.86 9.72 herhaling] 1.21 2.43 4.86 9.72 datum filters

staalname | Extracties nr. Exp. Nr MELN m3/ml m3/ml m3/ml m3/ml | TOX|rest staal] m3/ml | m3/ml | m3/ml | m3/ml staalname | (extrapol)|12.50%| 25% 50% | 100%
04/09/2006 | 26JM068 9 07CV-MELN24-REP01-09 151 182 183 / X 1.53 1.54 1.38] 04/09/2006 |26JM068 99 118 133
16/09/2006 | 26IM068 6 07CV-MELN24-REP01-09 152 170 205 / X 1.54 1.44 1.54] 16/09/2006 |26JM068 99 118 133
28/09/2006 | 26JM068 3 07CV-MELN24-REP01-09 145 171 251 / X 1.47 1.45 1.89] 28/09/2006 |26JM068 99 118 133
10/10/2006 | 27IM001 14 07KS-MELN008-REP01-05 416.9 468.9 643.8 / 3.27 3.30 3.76 10/10/2006 J27JMO001 | 127.3 142.0 171.2 229.7
22/10/2006 | 27JM001 13 07KS-MELN008-REP01-05 334.0 387.8 518.8 / 2.62 2.73 3.03 22/10/2006

03/11/2006 | 27IJM001 12 07KS-MELN008-REP01-05 356.3 408.3 520.2 / 2.80 2.88 3.04 03/11/2006

15/11/2006 | 27IM001 11 07KS-MELN008-REP01-05 409.9 456.8 609.1 / 3.22 3.22 3.56 15/11/2006

27/11/2006 | 27IM005 29 07CV-MELN24-REP01-09 150 183 218 / X 1.28 1.33 0.97] 27/11/2006 }27JM005 1175 138.0 2245
09/12/2006 | 27JM005 30 07CV-MELN24-REP01-09 135 152 247 / X 1.15 1.10 1.10] 09/12/2006 ]27JM005 1175 138.0 2245
21/12/2006 | 27IM005 31 07CV-MELNO12-REP05-11($)| 101.3 138.8 292.1 / $]| 21/12/2006 72.7 81.1 97.8 131.2
02/01/2007 | 27IM005 32 07CV-MELN24-REP01-09 150 163 237 + X 1.28 1.18 1.06] 02/01/2007 |27JM005 1175 138 224.5
14/01/2007 | 27JM005 33 07CV-MELN24-REP01-09 156 178 265 / X 1.33 1.29 1.18] 14/01/2007 |27JM005 1175 138 224.5
26/01/2007 | 27IM012 42 07CV-MELNO013-REP05-09 315.3 528.7 658.2 / 1.48 2.06 1.91] 26/01/2007 |27JM012 | 190.7 212.6 256.4 344.0
07/02/2007 | 27IM012 43 07CV-MELNO013-REP05-09 197.3 246.9 296.5 / 1.03 1.16 1.16 07/02/2007

19/02/2007 | 27IM012 44 07CV-MELNO013-REP05-09 242.3 315.0 466.8 / 1.14 1.23 1.36] 19/02/2007

03/03/2007 | 27IM012 45 07CV-MELNO013-REP05-09 210.4 247.0 381.0 / 0.99 0.96 1.11] 03/03/2007

15/03/2007 | 27IM012 46 07CV-MELNO013-REP05-09 266.6 344.2 547.7 / 1.40 1.62 2.14 15/03/2007

27/03/2007 | 27IM019 51 07CV-MELN023-REP01-08 168 205 271.00 / 1.65 1.85 2.24] 27/03/2007 }27JM019 102 111 121.0
08/04/2007 | 27JM019 52 07CV-MELN023-REP01-08 183 / 1.79 08/04/2007

20/04/2007 | 27IM019 53 07CV-MELNO023-REP01-08 145 154 182 + 1.42 1.39 1.50] 20/04/2007

02/05/2007 | 27JM019 54 07CV-MELN023-REP01-08 256 / 2.12] 02/05/2007

14/05/2007 | 27JM024 62 07CV-MELNO023-REP01-08 150 155 197 + 1.25 1.24 1.29] 14/05/2007 |27JM024 120 125 153.0
26/05/2007 | 27IM024 63 07CV-MELNO023-REP01-08 140 167 197 / 1.17 1.34 1.29] 26/05/2007

07/06/2007 | 27IM024 64 07CV-MELN023-REP01-08 164 185 222 +++ 1.37 1.48 1.45] 07/06/2007

19/06/2007 | 27IM031 77 08CV-MELN002-REP01-07 116 148 165 + 1.46 1.98 1.95] 19/06/2007 |27JM031 79 74 85
01/07/2007 | 27JM031 78 08CV-MELN002-REP01-07 118 148 147 / 1.50 1.98 1.74] 01/07/2007

13/07/2007 | 27IM031 79 08CV-MELN002-REP01-07 91 94 173 / 1.15 1.26 2.05| 13/07/2007

25/07/2007 | 27IM031 80 08CV-MELN002-REP01-07 102 120 135 / 1.29 1.61 1.60| 25/07/2007

06/08/2007 | 27IM031 81 08CV-MELN002-REP01-07 102 98 115 / 1.29 1.31 1.35| 06/08/2007

18/08/2007 | 27JM031 82 08CV-MELN002-REP01-07 114 130 157 / 1.45 1.75 1.86] 18/08/2007

30/08/2007 | 27IM031 83 08CV-MELN002-REP01-07 91 118 146 + 1.16 1.58 1.72] 30/08/2007

11/09/2007 | 27IM031 84 08CV-MELN002-REP01-07 139 157 226 + 1.76 2.10 2.68] 11/09/2007

($): SC hoge variabiliteit: test ongeldig, geen reststaal om herhaling op te zetten
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Aarschot

MELN assay

Agonist mode: % inductie tov solvent control (=100%

VVerdunning: 1/100 in well

Ingekleurd als signif tov SC

)

Agonist mode: relatieve oestrogene

inductie

correctie met blank filter: ratio (RIS)

Achtergrond filter: % inductie tov solvent
control (=100%),

Test Blank

datum Extractn 1.21 2.43 4.86 9.72 herhaling| 1.21 2.43 4.86 9.72 datum filters
staalname Extracties r. Exp. Nr MELN m3/ml | m3/ml | m3/ml | m3/ml | TOX rest m3/ml | m3/ml | m3/ml | m3/ml | staalname | (extrapol)|12.50%| 25% 50% | 100%
04/09/2006 | 26IJM068| 17 07CV-MELN024-REP01-09 130 140 160 X 1.32 1.19 1.20 04/09/2006 |26IM068 98.5 118 133
16/09/2006 | 26JM068| 14 07KS-MELNO05-REP01-05 271.6 | 3155 | 375.4 / 1.83 1.76 157 16/09/2006 133.0 148.2 178.8 239.9
28/09/2006 | 26IJM068| 11 07CV-MELN024-REP01-09 189 163 176 X 1.92 1.38 1.32 26JM068 98.5 118 133
10/10/2006 | 27JM001 4 07KS-MELNO08-REP01-05 4135 | 423.7 | 505.8 / 3.25 2.98 2.95 10/10/2006 |27JM001 | 127.3 142.0 171.2 229.7
22/10/2006 | 27JM001 3 07KS-MELNO08-REP01-05 403.1 | 469.5 | 519.0 / 3.17 3.31 3.03 22/10/2006 127.3 1420 1712 229.7
03/11/2006 | 27IM001 2 07KS-MELNO08-REP01-05 387.3 | 443.6 | 623.8 / 3.04 3.13 3.64 03/11/2006 127.3 142.0 171.2 229.7
15/11/2006 | 27JM001 1 07KS-MELNO08-REP01-05 337.1 | 340.4 | 409.9 / 2.65 2.40 2.39 15/11/2006 127.3 1420 1712 229.7
27/11/2006 | 27JM005| 16 07CV-MELN024-REP01-09 146 178 210 X 1.24 1.29 0.94 27/11/2006 |27IM005 1175 138.0 2245
09/12/2006 | 27JM005| 17 07CV-MELN024-REP01-09 137 149 212 X 1.17 1.08 0.94 09/12/2006 |27IM005 1175 138 2245

21/12/2006 | 27JM005| 18 07CV-MELNO12-REP05-11($) | 107.8 | 140.4 | 291.4 / $ 21/12/2006 |27IM005
02/01/2007 | 27JM005| 19 07CV-MELN024-REP01-09 197 239 362 X 1.68 1.73 161 02/01/2007 |27JIM005 1175 138 2245
14/01/2007 | 27JM005| 20 07CV-MELN024-REP01-09 117 153 208 X 1.00 111 0.93 14/01/2007 |27JM005 1175 138 2245
07/02/2007 | 27JM012| 34 07CV-MELN013-REP05-09 234.8 | 306.2 | 434.4 / 1.10 1.19 1.26 07/02/2007 |27JM012 | 190.7 212.6 256.4 344.0
19/02/2007 |27JM012| 35 07CV-MELN013-REP05-09 190.6 | 2415 | 316.2 / 1.00 1.14 1.23 19/02/2007 190.7 212.6 256.4 344.0
03/03/2007 | 27JM012| 36 07CV-MELNO013-REP05-09 202.5 | 2495 | 4121 / 0.95 0.97 1.20 03/03/2007 190.7 212.6 256.4 344.0
15/03/2007 | 27JM012| 37 07CV-MELN013-REP05-09 238.1 | 239.7 | 404.1 / 1.25 1.13 1.58 15/03/2007 190.7 212.6 256.4 344.0
20/04/2007 | 27JM019| 47 07CV-MELN023-REP01-08 168.2 | 188.4 | 315.2 / 1.65 1.70 2.61 20/04/2007 |27IM019 102 111 1210
02/05/2007 | 27JM019| 48 07CV-MELNO023-REP01-08 172 205 249 / 1.69 1.85 2.06 02/05/2007 102 111 121.0
14/05/2007 |27JM019| 49 07CV-MELN023-REP01-08 159 218 226 + 1.56 1.96 1.87 14/05/2007 102 111 1210
26/05/2007 | 27JM024| 55 07CV-MELN023-REP01-08 158 189 237 + 1.32 151 1.55 26/05/2007 |27IM024 120 125  153.0
07/06/2007 | 27JM024| 56 07CV-MELN023-REP01-08 157 181 223 + 1.31 1.45 1.46 07/06/2007 120 125 153.0
19/06/2007 | 27JM024| 57 07CV-MELNO023-REP01-08 153 194 222 / 1.28 1.55 1.45 19/06/2007 120 125 153.0
01/07/2007 | 27JM031| 65 08CV-MELN002-REP01-07 114 122 136 / 1.45 1.64 1.61 01/07/2007 |27IM031 79 74 85
13/07/2007 |27JM031| 66 08CV-MELN002-REP01-07 105 122 125 + 1.33 1.64 1.48 13/07/2007 79 74 85
25/07/2007 | 27JM031| 67 08CV-MELN002-REP01-07 114 144 185 + 1.44 1.94 2.19 25/07/2007 79 74 85
06/08/2007 | 27JM031| 68 08CV-MELN002-REP01-07 101 99 121 / 1.28 1.32 1.43 06/08/2007 79 74 85
18/08/2007 |27JM031| 69 08CV-MELN002-REP01-07 18/08/2007 79 74 85
30/08/2007 30/08/2007 79 74 85
11/09/2007 | 27JM031| 70 08CV-MELN002-REP01-07 89 98 111 / 1.13 1.31 1.32 11/09/2007 79 74 85

($): SC hoge variabiliteit: resultaten niet gebruikt, test niet geldig
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Borgerhout

MELN assay

Agonist mode: % inductie tov solvent control (=100%

Verdunning: 1/100 in well

),

Ingekleurd als signif tov SC

Agonist mode: relatieve
oestrogene inductie

correctie met blank filter:ratio (RIS)

Achtergrond filter: % inductie tov solvent
control (=100%),

Test an

datum Extractn 1.21 2.43 4.86 9.72 herhaling| 1.21 2.43 4.86 9.72 datum filters
staalname Extracties r. Exp. Nr MELN m3/ml | m3/ml | m3/ml | m3/ml | TOX | reststaal | m3/ml [ m3/ml | m3/ml | m3/ml staalname | (extrapol | 12.50% ] 25% | 50% | 100%
04/09/2006 | 26JM068| 23 07CV-MELN024-REP01-09 149 189 205 X 151 1.60 154 04/09/2006 |26JM068 98.5 118.0 133.0
16/09/2006 | 26JM068| 22 07KS-MELNO05-REP01-05 296.3 339.5 326.2 / 2.00 1.90 1.36 16/09/2006 148.2 178.8 239.9
28/09/2006 | 26JM068| 19 07KS-MELNO05-REP01-05 251.1 277.3 273.0 / 1.69 1.55 1.14 28/09/2006 148.2 178.8 239.9
10/10/2006 | 27JM001 9 07KS-MELNO08-REP01-05 371.3 408.2 530.1 / 2.92 2.88 3.10 10/10/2006 |27JM001| 127.3 142.0 171.2 229.7
22/10/2006 | 27JM001 7 07KS-MELNO08-REP01-05 391.7 446.7 468.8 / 3.08 3.15 2.74 22/10/2006 127.3 142.0 171.2 229.7
03/11/2006 | 27JM001 6 07KS-MELNO08-REP01-05 334.7 367.6 412.4 / 2.63 2.59 2.41 03/11/2006 127.3 142.0 171.2 229.7
15/11/2006 | 27JM005] 22 07CV-MELN024-REP01-09 134 165 242 X 1.14 1.20 1.08 27JM005 1175 138.0 2245
27/11/2006 | 27JM005| 23 07CV-MELN024-REP01-09 142 159 204 X 121 1.15 0.91 1175 138 224.5
09/12/2006 | 27JM005| 24 ] 07CV-MELNO012-REP05-11($) 145.1 156.0 241.4 / $ 09/12/2006 |27JM005
21/12/2006 | 27JM005| 25 | O07CV-MELNO012-REP05-11($)] 104.0 138.4 299.0 / $ 21/12/2006
02/01/2007 | 27JM005| 26 07CV-MELN024-REP01-09 126 166 203 X 1.07 1.20 0.90 1175 138 224.5
14/01/2007 | 27JM005] 27 07CV-MELN024-REP01-09 130 146 241 X 111 1.06 1.07 1175 138 224.5
07/02/2007 | 27JM012| 38 07CV-MELN013-REP05-09 146.1 181.6 217.4 / 0.85 0.85 07/02/2007 |27JM012| 190.7 212.6 256.4 344.0
19/02/2007 | 27JM012] 39 07CV-MELN013-REP05-09 144.7 215.1 292.4 / 0.76 1.01 1.14 19/02/2007 190.7 212.6 256.4 344.0
03/03/2007 | 27JM012| 40 07CV-MELNO013-REP05-09 205.5 306.0 455.5 / 0.97 1.19 1.32 03/03/2007 190.7 212.6 256.4 344.0
15/03/2007 | 27JM012] 41 07CV-MELN013-REP05-09 218.7 298.8 501.5 / 1.15 141 1.96 15/03/2007 190.7 212.6 256.4 344.0
20/04/2007 | 27JM019| 50 07CV-MELN023-REP01-08 106 112 136 / 1.04 1.01 1.12 20/04/2007 |27JM019 102 111 121.0
14/05/2007 | 27JM024] 58 07CV-MELN023-REP01-08 163 167 208 + 1.36 1.34 1.36 14/05/2007 |27JM024 120 125 153.0
26/05/2007 | 27JM024| 59 07CV-MELN023-REP01-08 146 153 186 + 1.22 1.22 1.22 26/05/2007 120 125 153.0
07/06/2007 | 27JM024| 60 07CV-MELN023-REP01-08 126 144 185 / 1.05 1.15 121 07/06/2007 120 125 153.0
19/06/2007 | 27JM024] 61 07CV-MELN023-REP01-08 167 198 251 + 1.39 1.58 1.64 19/06/2007 120 125 153.0
01/07/2007 | 27JM031| 71 08CV-MELN002-REP01-07 121 137 151 + 1.53 1.84 1.79 01/07/2007 |27JM031 79 74 85
13/07/2007 | 27JM031] 72 08CV-MELN002-REP01-07 83 82 86 / 1.06 1.10 1.01 13/07/2007 79 74 85
25/07/2007 | 27JM031| 73 08CV-MELN002-REP01-07 72 76 90 / 0.91 1.02 1.07 25/07/2007 79 74 85
06/08/2007 06/08/2007 79 74 85
18/08/2007 | 27JM031]| 74 08CV-MELN002-REP01-07 83 115 141 + 1.05 1.54 1.66 18/08/2007 79 74 85
30/08/2007 | 27JM031| 75 08CV-MELN002-REP01-07 929 104 121 / 1.26 1.40 1.43 30/08/2007 79 74 85
11/09/2007 | 27JM031] 76 08CV-MELN002-REP01-07 95 104 116 / 1.20 1.40 1.37 11/09/2007 79 74 85

($): SC hoge var

abiliteit: test ongeldig, geen reststaal om herhaling op te zetten
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14 Annex IV: Cytotoxiciteit

Voor elke cellijn (THP-1, A549 en Beas-2B) wordesr fpcatie de cytotoxiciteitsdata
weergegeven. Voor elke monstername dag wordt Mkertdootstellingconcentratie de

celviabiliteit weergegeven ten opzichte van de tiega controle.



Resultaten in de THP-1 cellijn.

Aarschot Borgerhout Zelzate
TSP pg/ml TSP pg/ml TSP pg/ml
0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200
4/09/2006 100 85,19 78,86 75,95 63,06 55,89 4/09/2006 100 86,07 82,97 76,74 66,62 46,06 4/09/2006 100 91,95 92,86 84,42 80,32 77,29
16/09/2006 100 83,03 77,86 69,73 60,61 45,11 | 16/09/2006 100 87,35 83,47 75,22 60,66 50,38 |16/09/2006 100 90,29 84,26 78,54 67,51 54,48
28/09/2006 100 98,76 96,59 96,86 94,59 90,97 | 28/09/2006 100 101,02 102,06 99,34 95,00 93,15 |28/09/2006 100 96,48 93,65 92,17 87,38 81,01
10/10/2006 100 81,81 71,64 57,76 56,36 59,17 |10/10/2006 100 70,9 68,1 61,7 61,6 62,4 10/10/2006 100 78,61 70,72 65,33 64,45 66,11
22/10/2006 100 65,18 59,47 58,73 55,11 49,93 | 22/10/2006 100 60,7 60,4 56,9 52,4 60,4 22/10/2006 100 66,16 65,17 58,73 55,33 53,57
3/11/2006 100 96,1 87,8 89,7 79,0 70,8 3/11/2006 100 91,5 87,5 86,8 82,6 72,9 3/11/2006 100 91,4 89,2 83,3 86,2 70,0
15/11/2006 100 104,2 96,5 96,1 97,6 91,6 15/11/2006 100 95,1 94,7 89,5 89,6 82,3 15/11/2006 100 88,6 86,2 86,9 83,4 80,7
27/11/2006 100 97,9 92,1 93,8 91,8 91,6 27/11/2006 100 95,1 92,1 93,4 88,7 84,5 27/11/2006 100 99,1 95,5 97,9 95,9 79,6
9/12/2006 100 97,5 96,2 99,1 98,5 92,3 9/12/2006 100 105,3 104,4 103,5 105,1 103,3 9/12/2006 100 94,6 95,1 92,1 86,9 87,7
21/12/2006 100 94,5 93,1 97,3 99,9 103,4 | 21/12/2006 100 99,3 92,9 96,8 100,9 98,1 21/12/2006 100 98,9 93,5 94,7 94,0 101,3
2/01/2007 100 96,2 94,2 93,6 94,0 89,1 2/01/2007 100 96,0 99,3 97,9 95,6 92,1 2/01/2007 100 102,3 94,6 100,0 88,7 86,0
14/01/2007 100 96,0 90,9 93,9 85,6 90,6 14/01/2007 100 95,7 95,0 96,0 90,9 95,7 14/01/2007 100 95,4 97,5 96,1 95,2 94,9
26/01/2007 100 97,8 95,8 94,9 86,6 97,4 26/01/2007 100 90,5 93,6 89,5 88,6 93,2 26/01/2007 100 91,1 92,9 93,6 79,0 78,8
7/02/2007 100 97,7 94,0 88,5 70,3 61,1 7/02/2007 100 94,3 88,2 84,9 78,3 79,8 7/02/2007 100 95,6 90,3 90,8 85,7 79,0
19/02/2007 100 94,6 87,2 79,6 71,5 62,1 19/02/2007 100 92,7 88,9 92,8 87,1 85,3 19/02/2007 100 89,7 88,4 85,8 79,7 64,2
3/03/2007 100 96,5 90,1 97,4 98,4 93,3 3/03/2007 100 95,3 94,4 95,2 88,3 85,7 3/03/2007 100 100,0 96,3 97,8 95,3 94,3
15/03/2007 100 98,6 94,1 96,8 91,7 90,0 15/03/2007 100 97,9 93,7 95,2 93,6 91,4 15/03/2007 100 100,0 96,3 97,8 95,3 94,3
27/03/2007 27/03/2007 27/03/2007 100 103,7 103,7 99,5 102,8 91,1
8/04/2007 8/04/2007 8/04/2007
20/04/2007 100 96,5 93,0 89,5 81,2 77,1 20/04/2007 100 85,1 75,1 67,4 62,2 64,7 20/04/2007 100 96,5 93,0 89,5 81,2 77,1
2/05/2007 100 99,4 104,9 103,8 99,8 97,9 2/05/2007 2/05/2007 100 94,0 87,7 79,6 74,3 65,3
14/05/2007 100 95,1 102,5 96,7 97,1 93,5 14/05/2007 100 101,4 94,6 90,8 87,9 80,9 14/05/2007 100 86,8 84,1 82,6 75,2 68,5
26/05/2007 100 99,5 98,5 101,8 98,0 99,5 26/05/2007 100 86,3 89,8 87,7 85,5 78,0 26/05/2007 100 103,1 104,1 105,3 109,6 105,1
7/06/2007 100 93,0 91,2 89,7 86,3 80,4 7/06/2007 100 91,0 85,0 80,4 76,4 67,8 7/06/2007 100 102,0 96,9 93,1 90,3 86,4
19/06/2007 100 99,9 101,4 97,9 95,9 95,8 19/06/2007 100 93,7 94,2 95,4 93,6 89,1 19/06/2007 100 100,2 94,7 98,1 97,9 88,9
1/07/2007 100 101,5 95,2 89,1 90,7 81,9 1/07/2007 100 102,1 101,4 105,3 106,1 97,4 1/07/2007 100 94,7 95,5 95,5 91,3 87,1
13/07/2007 100 84,9 79,9 80,9 81,9 73,8 13/07/2007 100 96,0 96,0 94,6 93,3 91,1 13/07/2007 100 96,1 95,8 90,1 84,7 81,5
25/07/2007 100 96,2 96,2 92,9 89,8 81,2 25/07/2007 100 98,0 95,0 96,7 92,7 93,9 25/07/2007 100 95,4 91,9 90,0 94,9 86,1
6/08/2007 6/08/2007 6/08/2007 100 98,6 100,6 97,7 98,9 82,4
18/08/2007 18/08/2007 100 99,8 98,6 100,1 90,7 85,2 18/08/2007 100 95,1 96,2 93,9 93,6 94,0
30/08/2007 100 97,8 97,5 96,8 91,1 83,1 30/08/2007 100 98,2 99,4 95,1 97,5 85,2 30/08/2007 100 107,7 110,0 103,4 92,1 102,7
11/09/2007 100 94,4 96,2 94,6 95,7 92,1 11/09/2007 100 110,8 105,2 95,7 90,0 80,4 11/09/2007 100 92,4 85,8 79,8 82,0 86,2
gemiddelde 94,27 91,18 89,76 85,78 81,81 81,92 93,47 91,28 89,30 85,78 81,80 94,73 92,34 90,14 86,74 82,12
SD 7,84 9,79 11,73 13,75 16,11 9,85 10,24 12,01 13,71 14,47 7,82 8,69 10,23 11,47 12,94
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Resultaten in de A549 cellijn.

Aarschot Borgerhout Zelzate
TSP pg/ml TSP pg/ml TSP pg/ml
0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200

4/09/2006 100 104,1841 112,6378 110,5398 112,758 109,8291| 4/09/2006 100 110,687 113,5719 113,3635 111,6301 101,5326 | 4/09/2006 100 103,2399 109,2611 108,8678 107,8806 107,0611
16/09/2006 100 102,2299 107,0716 110,5312 113,1561 111,978 |16/09/2006 100 105,8331 108,431 111,5106 115,6894 115,477 |16/09/2006 100 95,41576 107,109 106,6631 109,2359 94,58847
28/09/2006 100 103,0721 101,6199 103,7214 102,7188 105,6701 | 28/09/2006 100 101,9448 99,61155 101,6118 100,8439 104,9488 |28/09/2006 100 102,2253 101,9165 103,36 103,5871 106,7041
10/10/2006 100 108,1 109,4 1118 1131 120,8 |10/10/2006 100 108,9 106,1 113,6 110,3 113,9 |10/10/2006 100 107,2 108,3 1143 1179 1257
22/10/2006 100 121,0027 114,8393 121,1072 119,586 130,1482 | 22/10/2006 100 107,4 109,1 107,3 112,6 114,1 | 22/10/2006 100 106,2508 103,275 104,0256 100,3667 105,7788
3/11/2006 100 100,7 100,1 100,8 1011 102,3 3/11/2006 100 100,7 101,3 104,2 103,5 101,2 3/11/2006 100 103,8 101,6 105,3 103,2 103,6
15/11/2006 100 106,6 109,4 117,7 105,6 120,9 |15/11/2006 100 102,9 99,7 101,7 100,3 104,0 |15/11/2006 100 106.,6 109,4 1177 105,6 120,9
27/11/2006 100 99,6 89,6 91,1 95,6 94,1 27/11/2006 100 103,6 102,0 104,6 105,0 107,5 |27/11/2006 100 105,9 104,9 1019 108,1 118,2
9/12/2006 100 100,4 97,8 102,3 99,4 103,8 9/12/2006 100 102,9 99,5 103,8 98,5 104,9 9/12/2006 100 1015 99,7 101,6 96,7 105,3
21/12/2006 100 93,1 88,7 92,1 98,0 97,3 21/12/2006 100 97,1 101,6 104,4 101,8 110,7 |21/12/2006 100 1013 99,9 102,6 94,1 104,3
2/01/2007 100 105,3 105,2 109,7 113,5 117,7 2/01/2007 100 104,2 101,4 105,9 101,9 109,1 2/01/2007 100 97,0 88,1 98,0 89,7 93,3
14/01/2007 100 105,3 101,7 107,9 103,4 113,6 | 14/01/2007 100 104,9 98,2 98,8 100,2 95,4 14/01/2007 100 99,2 98,9 103,3 104,4 107,7
26/01/2007 100 94,9 99,9 105,9 104,8 111,8 | 26/01/2007 100 101,2 99,5 102,8 104,4 102,6 |26/01/2007 100 105,7 110,3 1078 106,4 110,3
7/02/2007 100 98,7 97,1 99,1 99,8 103,9 7/02/2007 100 96,2 97,3 102,1 101,2 94,7 7/02/2007 100 95,0 93,1 103,0 99,5 108,7
19/02/2007 100 98,0 98,0 98,4 98,0 104,6 | 19/02/2007 100 98,5 99,4 102,2 99,8 108,7 |19/02/2007 100 98,7 90,9 1013 103,0 105,1
3/03/2007 100 100,8 99,4 102,8 107,0 117,3 3/03/2007 100 106,5 99,7 102,6 99,3 93,7 3/03/2007 100 104,1 102,3 1078 104,9 108.,6
15/03/2007 100 102,0 97,5 104,7 102,8 114,5 | 15/03/2007 100 99,2 93,1 102,7 101,7 103,3 |15/03/2007 100 106.,6 1123 107,7 106.,6 109,5
27/03/2007 27/03/2007 27/03/2007 100 104,1 100,3 97,9 93,8 88,8
8/04/2007 8/04/2007 8/04/2007
20/04/2007 100 1011 98,2 103,1 99,1 100,6 | 20/04/2007 100 80,3 69,6 55,6 38,4 27,9 20/04/2007 100 104,9 106,5 105,5 104,7 108,0
2/05/2007 100 107,2 106,4 105,5 102,4 99,3 2/05/2007 2/05/2007 100 102,7 93,1 95,0 91,9 84,3
14/05/2007 100 97,4 103,4 99,5 100,9 96,5 14/05/2007 100 102,5 105,2 108,0 102,2 97,8 14/05/2007 100 100,1 93,2 93,5 97,3 91,9
26/05/2007 100 99,6 98,7 93,7 100,9 100,1 | 26/05/2007 100 95,2 96,9 96,8 98,4 96,8 26/05/2007 100 94,7 93,4 94,8 95,7 98,8
7/06/2007 100 103,2 107,3 111,7 112,3 112,3 7/06/2007 100 102,7 100,8 99,7 98,0 91,8 7/06/2007 100 93,6 95,2 101,2 99,2 84,9
19/06/2007 100 96,6 96,2 97,9 97,2 91,2 19/06/2007 100 97,1 99,6 89,5 91,7 83,3 19/06/2007 100 100,8 106,0 103,8 107,0 106,0
1/07/2007 100 94,0 88,3 91,4 91,1 86,8 1/07/2007 100 97,1 100,1 99,4 99,7 97,3 1/07/2007 100 98,5 98,1 97,8 97,2 99,2
13/07/2007 100 91,3 83,9 98,6 102,1 104,7 | 13/07/2007 100 100,0 97,8 101,0 101,5 98,8 13/07/2007 100 98,8 99,4 99,2 100,0 98,4
25/07/2007 100 101,8 103,3 104,9 106,9 97,2 25/07/2007 100 103,1 96,2 106,9 1011 102,1 | 25/07/2007 100 100,2 100,7 100,1 102,1 1018
6/08/2007 100 102,3 100,3 103,2 102,9 100,5 6/08/2007 6/08/2007 100 98,6 97,8 102,5 99,6 97,8
18/08/2007 18/08/2007 100 101,6 101,6 101,5 108,2 98,5 18/08/2007 100 97,6 105,3 99,0 101,8 100,2
30/08/2007 30/08/2007 100 99,2 100,1 99,9 1011 97,2 30/08/2007 100 1018 107,7 98,6 100,1 94,6
11/09/2007 100 98,6 100,3 98,9 102,8 98,1 11/09/2007 100 100,2 98,2 98,4 95,4 96,3 11/09/2007 100 1114 1125 1142 109,0 1117
gemiddelde 101,32 100,58 103,53 103,90 105,98 101,13 99,84 101,42 100,15 99,06 101,54 101,62 103,17 101,96 103,28

SD 571 7,26 7,43 6,45 10,07 5,58 7,27 10,27 13,17 15,76 4,25 6,53 5,67 5,95 9,54
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Resultaten in de Beas-2B cellijn.

Aarschot Borgerhout Zelzate
TSP pg/ml TSP pg/ml TSP pg/ml
0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200

4/09/2006 100 98,21 96,99 85,16 66,99 56,29 4/09/2006 100 88,96 78,44 55,89 38,81 52,99 4/09/2006 100 74,4 52,1 57,8 41,6 0,0
16/09/2006 100 53,82 17,18 0,50 5,73 0,00 16/09/2006 100 56,77 31,25 18,15 12,70 15,65 |16/09/2006 100 80,9 63,8 29,2 28,8 22,8
28/09/2006 100 91,32 79,71 64,20 51,94 44,22 | 28/09/2006 100 70,18 67,25 51,43 50,39 28,68 |28/09/2006 100 59,8 31,7 23,6 18,2 0,0
10/10/2006 100 95,10 89,32 114,10 92,55 93,90 |10/10/2006 100 108,47 106,04 106,11 104,23 100,85 |[10/10/2006 100 109,4 98,7 93,0 109,4 81,4
22/10/2006 100 97,61 107,68 103,50 99,69 86,08 |22/10/2006 100 109,5 114,6 105,6 104,3 90,7 22/10/2006 100 84,4 81,3 59,7 54,8 52,1
3/11/2006 100 80,8 92,5 825 84,1 64,5 3/11/2006 100 102,5 120,9 120,7 126,9 125,1 3/11/2006 100 96,0 94,6 96,5 68,7 69,2
15/11/2006 100 85,3 76,8 79,7 66,3 57,0 15/11/2006 100 97,0 98,7 104,2 100,4 98,9 15/11/2006 100 97,2 100,8 105,3 110,3 99,6
27/11/2006 100 102,3 109,1 105,1 114,5 105,0 |27/11/2006 100 88,2 88,2 84,8 87,0 81,2 27/11/2006 100 69,4 73,4 63,8 68,6 72,5
9/12/2006 100 92,0 104,6 97,8 89,9 86,1 9/12/2006 100 91,4 96,7 99,1 100,6 99,3 9/12/2006 100 74,3 67,5 87,6 75,1 80,4
21/12/2006 100 82,8 87,1 88,7 81,6 68,0 21/12/2006 100 84,8 83,7 75,1 83,0 82,1 21/12/2006 100 93,3 88,8 91,2 87,0 85,0
2/01/2007 100 68,0 75,2 73,7 68,5 69,1 2/01/2007 100 99,3 86,2 92,0 72,2 72,7 2/01/2007 100 79,5 70,3 72,5 62,0 48,1
14/01/2007 100 106,2 102,6 111,6 106,3 95,0 14/01/2007 100 88,8 95,8 99,2 97,1 88,3 14/01/2007 100 116,2 1194 1157 112,2 104,1
26/01/2007 100 99,9 102,7 105,6 103,4 103,3 | 26/01/2007 100 108,0 113,3 118,5 118,2 122,5 |26/01/2007 100 79,2 71,0 48,3 47,0 32,8
7/02/2007 100 99,7 90,9 73,7 58,6 47,1 7/02/2007 100 99,1 103,5 97,5 80,6 49,8 7/02/2007 100 1177 110,2 1143 1119 89,0
19/02/2007 100 100,0 88,5 72,0 58,0 47,8 19/02/2007 100 118,6 114,4 113,0 90,2 69,3 19/02/2007 100 97,0 96,0 76,4 60,8 49,5
3/03/2007 100 86,1 68,3 46,1 27,3 27,5 3/03/2007 100 85,6 69,1 61,9 40,3 28,9 3/03/2007 100 72,6 51,0 33,3 20,8 22,2
15/03/2007 100 84,3 733 60,8 35,8 21,5 15/03/2007 100 81,6 75,4 60,0 39,5 23,8 15/03/2007 100 91,7 77,2 55,4 35,8 21,7
27/03/2007 27/03/2007 27/03/2007 100 75,9 62,3 31,4 17,9 16,5
8/04/2007 8/04/2007 8/04/2007 100 91,5 83,4 75,2 63,1 48,3
20/04/2007 100 87,2 75,1 57,8 31,7 10,8 20/04/2007 100 80,3 69,6 55,6 38,4 27,9 20/04/2007 100 60,5 43,1 34,2 28,0 23,2
2/05/2007 100 67,8 59,6 40,7 26,3 19,9 2/05/2007 2/05/2007 100 77,8 64,7 53,6 40,0 22,4
14/05/2007 14/05/2007 100 89,1 64,1 73,3 51,4 314 14/05/2007 100 96,1 94,3 79,3 63,6 39,5
26/05/2007 100 95,6 85,7 75,7 74,5 61,7 26/05/2007 100 93,9 91,3 80,3 68,1 47,4 26/05/2007 100 89,8 83,9 87,4 74,0 54,1
7/06/2007 100 87,6 76,0 64,6 54,1 33,2 7/06/2007 100 91,3 83,8 73,5 74,7 60,9 7/06/2007 100 90,1 85,2 76,7 65,0 43,2
19/06/2007 100 80,1 68,6 50,7 36,6 22,0 19/06/2007 100 89,5 70,5 57,0 35,8 25,1 19/06/2007 100 88,5 89,0 69,3 49,1 40,9
1/07/2007 100 95,7 85,0 74,9 59,6 37,7 1/07/2007 100 90,9 101,7 95,3 90,5 77,3 1/07/2007 100 80,1 78,8 56,4 36,5 22,9
13/07/2007 100 96,6 99,7 55,1 44,2 35,1 13/07/2007 100 90,6 94,4 94,9 89,2 78,4 13/07/2007 100 88,9 94,0 69,9 56,9 42,0
25/07/2007 100 97,7 100,8 94,8 71,3 49,3 25/07/2007 100 94,7 89,0 62,5 53,6 44,0 25/07/2007 100 94,0 89,6 69,2 52,9 40,1
6/08/2007 100 91,6 87,2 78,4 63,4 47,1 6/08/2007 6/08/2007 100 87,5 65,5 55,0 34,8 32,5
18/08/2007 18/08/2007 100 93,8 102,2 102,4 90,6 46,0 18/08/2007 100 89,2 74,4 66,4 49,4 33,6
30/08/2007 30/08/2007 100 115,7 105,9 98,4 88,5 71,7 30/08/2007 100 82,8 82,2 73,3 55,2 40,2
11/09/2007 100 93,7 87,7 89,9 66,3 51,6 11/09/2007 100 95,1 94,5 85,5 82,2 69,1 11/09/2007 100 96,5 93,9 81,2 59,1 53,3
gemiddelde 89,52 84,74 75,83 64,42 53,35 92,98 89,65 83,64 75,33 64,64 86,94 79,14 68,80 58,08 46,34

SD 11,84 18,75 25,04 27,05 28,42 12,83 19,42 24,20 28,33 30,49 13,47 19,13 23,76 26,45 26,97
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15 Annex V: Cytokine productie

Voor elke cytokine wordt per locatie de cytokineduetie weergegeven. Voor elke
monstername dag wordt voor elke blootstellingcotregie de cytokine inductie

weergegeven ten opzichte van de negatieve controle.
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Resultaten TNFx inductie in de THP-1 cellijn.

Aarschot Borgerhout Zelzate
TSP (ug/ml) TSP (pg/ml) TSP (ug/ml)
0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200
4/09/2006 1 4,2 8,3 14,5 30,6 41,8 4/09/2006 1 7,7 9,8 43,5 29,6 46,7 4/09/2006 1 0,9 2,0 4,8 8,5 16,1
16/09/2006 1 6,9 12,0 189 28,6 29,8 16/09/2006 1 6,4 134 242 26,4 31,2 16/09/2006 1 7,9 15,6 29,5 49,0 49,2
28/09/2006 1 3,2 4,7 6,6 10,6 11,2 28/09/2006 1 1,7 2,7 4,3 76 111 28/09/2006 1 75 13,1 23,0 36.2 52,6
10/10/2006 1 16,9 20,9 39,0 29,7 229 10/10/2006 1 4,3 7,4 14,4 17,8 18,5 10/10/2006 1 57 13,2 14,9 23,8 18,7
22/10/2006 1 3,9 8,3 12,4 12,6 17,3 22/10/2006 1 25 8,3 13,8 17,7 20,1 22/10/2006 1 104 15,6 19,9 22,7 22,2
3/11/2006 1 31 55 10,1 135 18,7 3/11/2006 1 19 4,2 6,1 7,6 11,7 3/11/2006 1 55 12,8 15,4 18,5 22,8
15/11/2006 1 3,7 58 8,7 7.8 6,3 15/11/2006 1 25 4,0 6,0 8,5 10,0 15/11/2006 1 55 8,5 8,8 115 9.3
27/11/2006 1 0,9 2,1 29 31 4,5 27/11/2006 1 3,0 4,3 6,6 9,6 19,4 27/11/2006 1 2,4 3,4 5,6 8,1 13,8
9/12/2006 1 19 2,6 3,0 4,3 5,4 9/12/2006 1 15 2,0 2,7 4,6 9/12/2006 1 19 23 2,6 3,4 4,4
21/12/2006 1 16 19 2,2 25 4,6 21/12/2006 1 2,0 3,0 3,6 50 8,6 21/12/2006 1 14 19 23 2,7 38
2/01/2007 1 15 2,0 28 3,8 6,0 2/01/2007 1 31 3,0 5,6 8,7 14,3 2/01/2007 1 3,5 5,0 72 9,6 19,9
14/01/2007 1 3,8 4,9 49 75 73 14/01/2007 1 3,5 3,0 3,8 54 6,2 14/01/2007 1 3,7 59 7,0 10,3 11,6
26/01/2007 1 3,2 5,4 8.2 59 9,0 26/01/2007 1 3,0 6,0 8,7 8.9 9,4 26/01/2007 1 139 19,8 28,1 37,7 26,9
7/02/2007 1 135 19,4 28,2 353 43,2 7/02/2007 1 104 131 141 18,3 15,6 7/02/2007 1 3,7 6,3 7,1 9,7 14,5
19/02/2007 1 16,5 22,5 34,0 42,9 33,1 19/02/2007 1 3,6 4,5 6,9 10,5 12,6 19/02/2007 1 4,9 8,3 115 155 18,4
3/03/2007 1 2,6 4,0 57 7.8 10,4 3/03/2007 1 7,1 7.9 12,6 22,5 31,8 3/03/2007 1 54 7,2 9,1 14,3 23,4
15/03/2007 1 3,9 6,0 7,7 124 19,8 15/03/2007 1 6,1 9,5 13,6 23,2 33,1 15/03/2007 1 6,4 10,6 15,9 23,4 35,4
27/03/2007 27/03/2007 27/03/2007 1 113 21,0 42,6 70,6 85,7
8/04/2007 8/04/2007 8/04/2007
20/04/2007 1 20/04/2007 1 83,6 142,6 137,4 188,6 1799 20/04/2007 1 25,0 48,6 814 121,1 145,6
2/05/2007 1 3,6 57 13,6 448 65,6 2/05/2007 2/05/2007 1 242 53,8 104,8 137,8 161,7
14/05/2007 1 14/05/2007 1 58 24,0 43,3 81,6 80,3 14/05/2007 1 10,6 13,5 39,6 69,8 73,2
26/05/2007 26/05/2007 1 51 10,9 18,2 42,3 58,9 26/05/2007 1 15 8,5 14,4 313 52,6
7/06/2007 1 59 115 39,3 73,6 120,1 7/06/2007 1 66,4 149,3 2319 260,2 258,0 7/06/2007 1 2,0 6,3 133 30,9 46,4
19/06/2007 1 2,1 3,8 14,6 28,5 36,3 19/06/2007 1 13,0 235 38,3 64,3 74,8 19/06/2007 1 0,7 2,7 78 13,5 25,1
1/07/2007 1 10,1 22,0 37,1 7.7 149,9 1/07/2007 1 1.8 3,8 6,2 13,9 40,3 1/07/2007 1 4,5 11,4 31,1 66,3 100,2
13/07/2007 1 19,0 35,6 60,6 103,5 138,0 [13/07/2007 1 3,0 75 14,6 27,9 43,0 13/07/2007 1 14,2 31,3 53,8
25/07/2007 1 7,1 20,6 58,3 84,9 105,2 | 25/07/2007 1 4,3 157 39,1 73,1 106,9 25/07/2007 1 2,5 75 25,0 514
6/08/2007 1 2,6 10,8 26,3 46,6 62,8 6/08/2007 6/08/2007 1 2,4 9,3 21,7 41,2 55,8
18/08/2007 18/08/2007 1 0,7 2,7 8,5 21,4 353 18/08/2007 1 0,3 1,0 2,7 58 18,3
30/08/2007 30/08/2007 1 29 9,5 243 34,2 49,8 30/08/2007 1 0,5 2,7 6,5 173 28,3
11/09/2007 11/09/2007 1 52,9 94,3 120,2 1515 167,8 11/09/2007 1 0,5 0,3 4,0 12,1 19,5
average 59 10,3 19,2 29,9 40,4 11,4 21,0 31,1 42,5 50,0 59 11,4 20,6 33,2 40,5
SD 53 8,7 17,3 29,1 44,3 20,9 39,3 50,9 61,0 60,5 6,2 12,0 225 32,6 39,3
min 0,9 1,9 2,2 2,5 4,5 0,7 15 2,0 2,7 4,6 0,3 0,3 2,3 2,7 338
max 19,0 35,6 60,6 103,5 149,9 83,6 149,3 231,9 260,2 258,0 25,0 53,8 104,8 137,8 161,7
mediaan 3,7 5,9 13,0 21,0 21,3 3,6 7,7 13,7 19,9 31,5 4,1 8,5 14,4 22,7 23,4
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Resultaten il-8 inductie in de A549 cellijn.

Aarschot Borgerhout Zelzate
TSP (ug/ml) TSP (pg/ml) TSP (ug/ml)

0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200
4/09/2006 1 13 1.2 14 12 19 4/09/2006 1 0,6 0,8 0,9 1,0 11 4/09/2006 1 11 1.3 1.8 1,7 22
16/09/2006 1 1,0 1,0 1,0 12 13 16/09/2006 1 0,9 0,9 0,9 1,0 1.2 16/09/2006 1 1,0 0,9 12 12 11
28/09/2006 1 1.2 11 11 15 28/09/2006 1 0,9 1,0 1,0 11 1.2 28/09/2006 1 1,0 16 1.2 14 1,7
10/10/2006 1 0,6 0,7 11 0,7 0,5 10/10/2006 1 0,9 0,7 12 0,6 0,8 10/10/2006 1 0,4 0,8 0,7 1,0 05
22/10/2006 1 3,8 19 1,7 2,1 2,6 22/10/2006 1 0,8 0,8 1,3 0,7 5,4 22/10/2006 1 0,5 0,4 0,7 0,5 0,7
3/11/2006 1 14 3,2 11 13 1,7 3/11/2006 1 0,7 0,8 0,9 11 15 3/11/2006 1 1.2 0,0 11 12 15
15/11/2006 1 1.2 31 12 13 12 15/11/2006 1 11 3,2 11 11 11 15/11/2006 1 11 3,1 11 1,2 15
27/11/2006 1 14 1.2 1,7 15 2,2 27/11/2006 1 1,0 1,0 1,0 11 1.8 27/11/2006 1 0,9 0,9 0,8 0,9 15
9/12/2006 1 0,9 1.2 14 29 3,6 9/12/2006 1 1,0 11 1,0 11 19 9/12/2006 1 0,9 1,0 1,0 12 12
21/12/2006 1 0,5 0,7 0,8 0,9 11 21/12/2006 1 1.2 11 11 1,2 18 21/12/2006 1 1,0 0,9 0,9 1,2 15
2/01/2007 1 1,0 1.2 11 13 25 2/01/2007 1 15 3,9 13 15 17 2/01/2007 1 0,7 0,8 0,7 1,0 14
14/01/2007 1 0,6 0,6 0,6 0,5 0,7 14/01/2007 1 1.2 1.2 12 13 17 14/01/2007 1 1,2 1,3 1,2 15 1,6
26/01/2007 1 1.2 14 12 13 19 26/01/2007 1 1.2 1,0 11 14 15 26/01/2007 1 11 1.2 12 13 16
7/02/2007 1 0,5 1,7 12 2,2 11 7/02/2007 1 0,2 11 0,5 0.8 1,0 7/02/2007 1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
19/02/2007 1 0,2 0,4 0,9 0,3 0,2 19/02/2007 1 0,6 0,6 0,6 05 0,7 19/02/2007 1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1
3/03/2007 1 1,0 13 13 15 18 3/03/2007 1 0,8 1,0 1,0 13 17 3/03/2007 1 0,6 0,7 0,7 0,6 0.8
15/03/2007 1 0,9 0,9 1,0 13 12 15/03/2007 1 0,8 1,0 18 14 18 15/03/2007 1 0,4 0,4 0,5 0,6 0.8
27/03/2007 27/03/2007 27/03/2007 1 0,8 0,8 0,8 11 1,0

8/04/2007 8/04/2007 8/04/2007
20/04/2007 1 0,8 1,0 0,9 11 15 20/04/2007 1 0,9 11 1,0 11 1.2 20/04/2007 1 0,8 1,0 0,9 0,9 12
2/05/2007 1 1,0 0,8 04 0,8 12 2/05/2007 2/05/2007 1 0,8 0,9 1,0 19 18
14/05/2007 1 11 11 1,0 0,8 12 14/05/2007 1 1,0 1.2 1,3 14 19 14/05/2007 11 1,0 1,0 1,3 2,1
26/05/2007 1 13 13 12 12 15 26/05/2007 1 0,9 1,0 0,9 11 16 26/05/2007 1,0 1,0 1,0 1,0 19
7/06/2007 1 1,0 1,0 1,0 1,0 0,7 7/06/2007 1 0,8 0,8 18 11 0,7 7/06/2007 1 11 1,0 13 16 1,7
19/06/2007 1 1.2 1.2 12 14 1.8 19/06/2007 1 0,9 0,9 1,0 16 1.2 19/06/2007 1 0,8 0,9 0,9 12 14
1/07/2007 1 15 24 16 16 1/07/2007 1 0,9 0,9 1,0 0,9 1.2 1/07/2007 1 12 2,8 15 18 22
13/07/2007 1 11 4,2 39 2,4 2,6 13/07/2007 1 0,9 0,9 1,0 1,0 14 13/07/2007 1 0,9 1,0 1,0 11 15
25/07/2007 1 1,0 1,0 11 13 1,7 25/07/2007 1 13 11 13 2,1 2,6 25/07/2007 1 11 11 13 14 16
6/08/2007 1 1,0 11 11 13 14 6/08/2007 6/08/2007 1 0,9 0,9 1,0 12 13
18/08/2007 18/08/2007 1 13 1.2 1.3 14 1,7 18/08/2007 1 1,0 0,9 12 14 25
30/08/2007 30/08/2007 1 1,0 1.2 12 14 1.2 30/08/2007 1 0,9 0,8 0,9 12 14
11/09/2007 1 0,8 0,8 0,7 0,8 0,8 11/09/2007 1 14 1,7 11 1,0 13 11/09/2007 1 0,6 0,6 0,7 1,2 1,7
gemiddelde 11 1,3 1,2 1,3 15 1,0 1,2 11 1,2 1,6 0,8 1,0 1,0 11 14
SD 0,6 0,8 0,6 0,6 0,7 0,3 0,7 0,3 03 0,9 0,3 0,6 0,3 0,4 0,6
min 0,2 0,4 04 0,3 0,2 0,2 0,6 0,5 0,5 0,7 0,1 0,0 0,1 0,1 01
max 3,8 4,2 39 2,9 3,6 15 3,9 1,8 2,1 54 1,2 3,1 1,8 1,9 25
mediaan 1,0 1,2 11 1,3 15 0,9 1,0 1,1 11 1,4 0,9 0,9 1,0 1,2 15
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Resultaten il-6 inductie in de Beas-2B cellijn.

Aarschot Borgerhout Zelzate
TSP (ug/ml) TSP (pg/ml) TSP (ug/ml)

0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200
4/09/2006 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 4/09/2006 1 1,0 1,0 1,0 1,0 11 4/09/2006 1 1,0 1,0 11 1,4 1,3
16/09/2006 1 1,0 1,0 1,0 11 16 16/09/2006 1 1,0 1,0 1,0 13 1,0 16/09/2006 1 1,0 1,0 1,0 11 11
28/09/2006 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 28/09/2006 1 1,0 11 1,0 11 11 28/09/2006 1 1,0 1,0 1,0 1.2 11
10/10/2006 1 0,9 0,9 13 0,9 1,0 10/10/2006 1 0,9 1,0 1,0 11 11 10/10/2006 1 1,0 11 0,8 1,0 0,9
22/10/2006 1 1.2 15 1,3 1,2 12 22/10/2006 1 3,0 11 1,0 1,0 1.8 22/10/2006 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3/11/2006 1 1,0 11 12 13 13 3/11/2006 1 1,0 11 12 12 13 3/11/2006 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
15/11/2006 1 0,9 13 0.8 16 0,9 15/11/2006 1 11 0,8 0,8 0,9 0,7 15/11/2006 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
27/11/2006 1 27/11/2006 1 27/11/2006 1 0,7 0,5 0,9 1,0 1,0
9/12/2006 1 9/12/2006 1 1.8 1.8 25 1,7 15 9/12/2006 1 0,8 0,9 0,8 0,9 1,0
21/12/2006 1 21/12/2006 1 0,7 0,9 0,7 0,9 0,5 21/12/2006 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
2/01/2007 1 2/01/2007 1 0,8 11 1,0 0,9 16 2/01/2007 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
14/01/2007 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 14/01/2007 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 14/01/2007 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
26/01/2007 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 26/01/2007 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 26/01/2007 1 16 15 23 3,6 75
7/02/2007 1 1.2 1,0 11 13 3,0 7/02/2007 1 0,8 1,0 19 11 1,0 7/02/2007 1 0,9 0,9 1,0 16 14
19/02/2007 1 15 14 23 2,8 5,0 19/02/2007 1 1,0 14 2,0 2,0 2,4 19/02/2007 1 1,0 14 1.3 15 25
3/03/2007 1 0,9 14 13 3,2 4,6 3/03/2007 1 13 1.3 15 2,0 3,0 3/03/2007 1 11 1.4 13 2,4 29
15/03/2007 1 14 15 19 31 4,7 15/03/2007 1 15 2,0 2,1 2,7 3,4 15/03/2007 1 1,7 2,0 2,2 23 3,6
27/03/2007 27/03/2007 27/03/2007 1 0,6 16 23 6,3 4,5
8/04/2007 8/04/2007 8/04/2007 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
20/04/2007 1 3,7 58 71 9,9 15,3 20/04/2007 1 9,6 9,6 9,6 9,3 15 20/04/2007 1 2,2 2,2 2,2 2,2 12
2/05/2007 1 2,1 2,4 22 3,4 55 2/05/2007 2/05/2007 1 31,2 40,1 41,6 51,9 95,6
14/05/2007 0,5 29 14/05/2007 3,5 6,4 4,4 33 12 14/05/2007 1,7 2,0 2,7 3,1 48
26/05/2007 16 2,5 36 3,8 4,5 26/05/2007 2,6 4,2 4,7 6,3 10,4 26/05/2007 1,0 11 13 11 1,0
7/06/2007 1 15 23 34 2,7 3,7 7/06/2007 1 145 21,1 249 319 34,9 7/06/2007 1 2,0 2,7 3,4 3,5 4,2
19/06/2007 1 3,5 3,8 4,7 4,8 75 19/06/2007 1 2,2 2,7 2,6 3,6 4,9 19/06/2007 1 0,8 0,8 0,8 0,9 0,7
1/07/2007 1 4,0 4,0 59 6,1 53 1/07/2007 1 1.2 14 2,7 3,6 2,1 1/07/2007 1 19 2,1 3,5 6,3 12,2

13/07/2007 1 15 2,0 2,1 1,4 11 13/07/2007 1 13 14 1,7 2,0 2,1 13/07/2007 1 2,7 4,4 4,8 5,6
25/07/2007 1 3,4 4,6 6,2 7.8 57 25/07/2007 1 19 2,2 2,2 3,0 2,6 25/07/2007 1 2,5 6,4 4,3 6,3 49
6/08/2007 1 2,4 25 29 3,7 3,5 6/08/2007 6/08/2007 1 19 23 23 2,6 3.2
18/08/2007 18/08/2007 1 6,8 16,7 28,2 47,9 42,9 18/08/2007 1 13 16 1.8 1,7 1,9
30/08/2007 30/08/2007 1 2,7 3,9 4,3 49 4,0 30/08/2007 1 1,7 25 3,0 3,2 4,0
11/09/2007 1,7 3,0 4,1 53 4,5 11/09/2007 1 107,8 149,6 140,3 165,2 107,0 11/09/2007 1 15 1.8 3,6 2,6 2,5
gemiddelde 1,7 2,1 25 2,9 3,6 6,4 8,8 9,1 11,2 8,8 2,2 2,8 31 3,8 5,6
SD 1,0 1,3 19 2,4 3,2 20,5 28,6 27,1 32,5 22,1 53 6,9 7,1 8,9 16,9
min 0,9 0,9 0,38 0,5 0,9 0,7 0,8 0,7 0,9 0,5 0,6 0,5 0,8 0,9 0,7
max 4,0 5.8 71 9,9 15,3 107,8 149,6 140,3 165,2 107,0 31,2 40,1 41,6 51,9 95,6
mediaan 1,4 1,5 1,9 2,2 33 1,3 1,4 1,9 2,0 1,6 1,0 1,2 1,3 1,5 1,3
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Resultaten il-8 inductie in de Beas-2B cellijn.

Aarschot Borgerhout Zelzate

TSP (ug/ml) TSP (pg/ml) TSP (ug/ml)
0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200 0 12,5 25 50 100 200
4/09/2006 1 1.2 13 14 14 15 4/09/2006 1 14 14 16 18 16 4/09/2006 1 14 2,0 2,4 33 1,0
16/09/2006 1 0,9 1,0 0,9 0,9 0,5 16/09/2006 1 11 11 11 0,7 0,5 16/09/2006 1 1,0 1.2 13 14 0.8
28/09/2006 1 11 11 1,0 11 1.2 28/09/2006 1 1.2 1.2 14 14 1,0 28/09/2006 1 1.2 13 14 1.2 05
10/10/2006 1 0,8 0,9 1,0 0,8 0,6 10/10/2006 1 1.3 11 11 11 0,7 10/10/2006 1 0,7 13 0,8 0,8 0,7
22/10/2006 1 1.2 16 1,2 1,2 16 22/10/2006 1 0,9 1.2 1,0 1,0 1.2 22/10/2006 1 1,0 1.2 1,0 15 1,9
3/11/2006 1 0,9 15 19 2,4 2,6 3/11/2006 1 0,9 11 13 1,0 11 3/11/2006 1 0,7 0,6 0,8 0,5 0,9
15/11/2006 1 0,6 0,7 05 0,7 0,5 15/11/2006 1 1,0 0,9 0,9 0.8 0,6 15/11/2006 1 0,9 11 1,0 11 11
27/11/2006 1 1,0 1,0 11 11 11 27/11/2006 1 0,8 1.8 1,0 1,0 0,9 27/11/2006 1 0,8 0,9 0,9 1,0 0,9
9/12/2006 1 1,0 1.2 11 1,0 1,0 9/12/2006 1 11 11 14 14 1,0 9/12/2006 1 0,8 0,8 0,8 0,7 1,0
21/12/2006 1 0,9 1,0 1,0 0,9 0,8 21/12/2006 1 0,9 1,0 1,0 0,9 0,9 21/12/2006 1 0,9 0,9 0,9 0,7 0,7
2/01/2007 1 0,9 0,9 0,9 0,8 1,0 2/01/2007 1 0,9 1,0 13 11 15 2/01/2007 1 0,9 0,9 12 11 12
14/01/2007 1 0,9 0,9 1,0 1,0 11 14/01/2007 1 1,0 11 11 11 1.2 14/01/2007 1 0,9 0,8 0,8 0,9 1,0
26/01/2007 1 0,9 0,9 0,9 0,8 0,8 26/01/2007 1 0,9 1,0 0,9 1,0 11 26/01/2007 1 11 11 1,4 11 04
7/02/2007 1 11 1,0 11 1,0 13 7/02/2007 1 0,9 0,9 11 12 1.2 7/02/2007 1 0,9 0,9 0,8 0,9 1,0
19/02/2007 1 0,9 11 12 14 14 19/02/2007 1 1,0 1,0 1.2 14 1.3 19/02/2007 1 0,8 1,0 11 12 12
3/03/2007 1 1,0 0,9 0.8 0,5 0,3 3/03/2007 1 0,9 1.3 0,2 1,7 1.2 3/03/2007 1 0,7 0,9 0,8 0,6 04
15/03/2007 1 1,0 11 12 15 0,7 15/03/2007 1 1,0 15 15 1,7 1.2 15/03/2007 1 1,2 1,4 15 15 1,3
27/03/2007 27/03/2007 27/03/2007 1 11 1.2 13 1,0 04
8/04/2007 8/04/2007 8/04/2007 1 0,9 1,0 13 13 13
20/04/2007 1 19 2,7 3,6 4,4 4,9 20/04/2007 1 15 2,0 2,2 3,6 2,1 20/04/2007 1 1.8 2,6 3,4 4,1 43
2/05/2007 1 2,0 2,8 3.2 4,2 2,1 2/05/2007 2/05/2007 1 105 11,4 9,8 10,2 9.8
14/05/2007 1 0,9 1,0 1,0 0,9 0,7 14/05/2007 1 11 1,0 1,4 15 0,5 14/05/2007 1 15 19 23 2,9 3,2
26/05/2007 1 1,0 1,0 11 12 13 26/05/2007 1 1,0 1.2 15 16 1.8 26/05/2007 1 0,9 1,0 12 1,0 12
7/06/2007 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 7/06/2007 1 59 75 8,5 9,1 7.8 7/06/2007 1 14 1,7 2,2 2,6 2,7
19/06/2007 1 1.2 13 16 14 1,0 19/06/2007 1 15 2,0 2,1 24 16 19/06/2007 1 0,9 1,0 1.2 14 18
1/07/2007 1 2,5 3,2 49 6,4 6,6 1/07/2007 1 11 14 16 19 2,2 1/07/2007 1 15 1,7 2,6 4,2 4,9
13/07/2007 1 13 1.8 2,3 1,9 1,0 13/07/2007 1 1.2 16 1,8 2,3 25 13/07/2007 1 18 2,7 3,4 4,7 2,8
25/07/2007 1 2,5 3,7 49 7,4 7,7 25/07/2007 1 16 1.8 23 38 33 25/07/2007 1 1.8 29 25 4,4 4,5
6/08/2007 1 23 25 34 4,6 4,8 6/08/2007 6/08/2007 1 2,0 2,4 2,8 3,5 31
18/08/2007 18/08/2007 1 79 235 375 58,2 52,3 18/08/2007 1 13 1,7 2,0 23 2,4
30/08/2007 30/08/2007 1 2,4 3,2 3,9 49 51 30/08/2007 1 16 23 33 4,1 43
11/09/2007 1 16 1.8 31 51 4,7 11/09/2007 1 48,8 66,4 64,7 64,7 57,2 11/09/2007 1 13 16 3,2 2,8 2,9
gemiddelde 1,2 15 1,7 2,0 1,9 3,3 4,7 52 6,2 55 1,4 1,7 1,9 2,2 2,1
SD 0,5 0,8 1,2 1,9 1,9 9,0 12,8 13,6 15,7 14,0 1,7 1,9 1,7 2,0 1,9
min 0,6 0,7 0,5 0,5 0,3 0,8 0,9 0,2 0,7 0,5 0,7 0,6 0,8 0,5 04
max 2,5 3,7 49 7.4 77 48,8 66,4 64,7 64,7 57,2 10,5 11,4 9,8 10,2 9,8
mediaan 1,0 1,1 11 1,1 1,1 1,1 1,2 1,4 14 1,2 1,1 1,2 1,3 1,3 1,2
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