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1 pg = 0.000001 g (microgram)

1 um:0.000001 m (micrometer)

1 mg = 0.001 g (milligram)

1 ng = 0.000000001 g (nhanogram)

2-AA: 2amonoanthraceen
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Al: aluminium

Ames: Salmonella typhimium his reverse mutatie test
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Cr: chroom

Cu: koper

d.w.z.: dit wil zeggen

Dagequivalent: hoeveelheid ingeademde luch¢io24 uur

DDT: dichlocdiphenyttrichloorethaan, een organisch chemisch insecticide

DL: detectielimiet

DMSO: dimethylsulfoxide
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EC: effect concentratie

ELISA: enzyme linked immune sorbant assay

Endotoxine: lipopolysaccharide in de celwWanvan gramnegatieve
immunomodulerende werking

Eq.: equivalent

ER: oestrogen receptor

EU: Europese Units

Fe: ijzer

FI: fold inductie

HBCDHexabroomcyclododecaan

HBM: humane biomonitoring

HCB hexachlorobenzeen

Hg: kwik

HIS: histidine

i.f.v: in functie van

IARC: International Agency for research on Cancer

IF: inductiefactor

bacterién
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II-6: interleukine 6

II-8: interleukine 8

I/min; liter per minuut

LAL: Limulus Amebocyte Lysate
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kankerverwekende stoffen in dierproeven. Ook deze zijn voornamelijk bijproducten van
verbranding.

NO: noordoosten

NO: stikstofoxide

NO,: stikstofdioxide
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NW: noordwest

0.a: onderandere

O;: 0zon
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p,p-DDEdichlorodiphenydichloroethyleen,metaboliet van DDT
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of eraan gelijk

Pss: 75" percentiel, een getal zodanig dat 75% van de data kleiner is of eraan gelijk en 25% groter
of eraan gelijk

PAKsPolyaromatische koolwaterstoffen zijorganische stoffen die verschillende benzeenringen
als basisstructuur hebberPolycyclische aromatische koolwaterstoffen zijn een klasse van
ongewenste bijproducten van voornamelijk verbrandingiergrote hoeveelheden in ruwe
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Pb: lood
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PDMS#Polydimethylgoxaan
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PM 10:alle deeltjes met ee@.d.kleiner dan 10 pum

PM 2.5kleine en ultrakleine deeltjes met eend. kleiner dan 2.5 umfijn stof)

PM/ml: partikels per ml

PM: particulair materiaal

pNA: pnitro-aniline

POPs: persistente organochloor polluenten

PTFE: teflon

Revim?3: revertanten pems? lucht

S9: homogenaat van rattelever dat metaboliserende leverenzymen bevat

Sbh:Antimoon, ookantimoniumof stibium

SC: solvent controle

SD: Standaard afwijking

Se: selenium

Si: silicium

Sl: stimulatie index

SQ: zwaveldioxide

t.0.v: ten opzichte van

TA98: bacteile stam

TBBPA: Tetrabroombisfenol A

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

THR1: humane monocyt cellijn

Ti: titanium

TI: thallium

TNFo: Tumornecrosis factor

TRA: toxisch relevant arseen

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

U/ml: units (eenheden) per ml

UH: UniversiteitHasselt

UV: ultraviolet

v.b.: bijvmrbeeld

v/v: volume/volume
VOSV¥VIluchtige Organische Stoffen
W: westen

Z:zuiden

Zn: zink

ZW:zuidwesten

Xl






HOOFDSTUKIdleiding

HOOFDSTUK INLEIDING

In verschillende beleidsdocumenten wordt het belang van onderzoek naar gezondheidseffecten
van milieufactoren aangegeven. Fysische en chelngéi metingen volstaan niet als basis voor de
inschatting van gezondheidseffectemmdat

- de grote meerderheid van de gezondheidsschadende stadfeiet geidentificeerd,

- er bestaat grote onzekerheid betreffende de gezondheidsschadende potentie van

individuele stoffen, en mengsels daarvan,
- het aantal gemeten polluenteis beperkt,
- complexe mengsels van scheikundige stoffen, zoals die in het leefmilieu voorkomen,
kunnenbelangrijke synergistische effecten vertonen m.b.t. gezondheidsschade.

Het betreffendeadvies van de Vlaamse gezondheidsr@d@R 2005 Advies inzake Biomonitorihg
stelt dan ook dat er nood is aan biomonitoring op de mens en biomonitoring op milieustalen aan
de hand van eenvoudige biologische testsystemen representatief voor specifieke
werkingsmechanismen van stoffen. Het voordeel ervan is dat ook gezondheidsbedreigende
activiteit verbonden aan niegeidentificeerde of nietlsgevaarlijkerkende stoffen kan
opgespoord worden, en dat deze test gezondheidseffecten van milieufactoren op een
geintegreerde wijze kunnen inschatten, met inbegrip van de belangrijke synergistische effecten die
kunnen optreden bij blootstelling aan de complexe mengsels van scheikundige stoffen, zoals die in
het leefmilieukunnenvoorkomen.
Effectgerichte metingenormen de tussenschakel tusséysicochemischenetingen enerzijds en
humane biomonitoringstudies anderzijds en kunnen bijgevolg toegepast worden voor de
monitoring van de luchtkwaliteitOp basis van de gekende analogie tussen de gemeten eindpunten
in vitro en de toxische werkingsmechanismen van pollueriterivobij de mens, kan men stellen
dat de toxicologische eindpunten aangeven dat er mogelijk een verhoogd risico bestaat voor
bepaalde gezondheidseffecteio kunnen effectgerichte biologische testen dipgen tot het
inschatten van het poterdf S 3IS @I NJ Sy 3IST 2yRKSARANRAAO2Qa
probleemgebieden of bij acute situaties. Op deze makigmenze een meerwaarde bieden voor
SSy o0SGSNB AyaoOKl GaAy3 geZdndheidskénibli@ it ptedekeR &akdda A O 2 ¢
resultaten van de effectgerichte metingen is echter nog niet eenduidig vastgelegd.

LY RS &GdzZRAS da} AG8SN)SYy Sy dAadG@2SNBYy Gly SSy
luchtkwaliteit in Vlaanderen te kunnes @+ f dzZSNByYy ¢ oh[wunnpnnnom0 65
meetcampagne gedurende 1 jaar uitgevoerd, waarbij het effect van de locatie, tijdstrends,
chemische samenstelling en klimatologische omstandigheden werd onderzocht op drie
meetplaatsen met verschillende aavén vervuilingVan Den Heuvadt al., 2008) Het onderzoek

toonde aan dat degebruikte biologische testen een toxicologisch beeld van de verzamelde
partikelsen geassocieerde polluenteggaven. Hetnutageen, inflammatoir en hormoonverstorend
karakter vande luchtstalen varieerde in functie van tijd, plaats, seizoen en klimatologische
omstandigheden. De toxicologische effecten konden slechts in beperkte mate verklaard worden
door de aanwezigheid van afzonderlijk gemeten chemische componenten (0.a. PAKgnme

Ook andere studies rapporteren dat de gemetarvitro effecten niet eenduidig kunnen verklaard

worden door de gemeten chemische samenstelling (Btit., 2004; Claxtoet al., 2004).

Een van de initiéleverwachtinggn van het bovenvermeldeproject, namelijk om een betere
AYAOKEGGAYI (8 1dzyySy dAGo28NBYy Oy RS 38T 2yRI
kon niet worden ingevuldDe relatie met het absolute gezondheidsrisico voor de mesmas
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moeilijk te leggeromdat er op datmoment geen datasetvan gezondheidseffectemeschikbaar
wasom met deeffectgerichte metingeite kunnen relateren.

Dein vitro biologische testen geven een goed beeld over de potentiéle toxiciteit van de aanwezige
polluenten d.w.z. een gevaarsidentificatie, anavooraleer we het risico op gezondheidsschade in
absolute termen kunnen afleiden moet er een relatie met gezondheidseffecten v.b. gemeten via
biomonitoring ook kwantitatief onderbouwd worden.

In dit project wordt getracht een aantal van de kennishiatemder in te vullenHet gelijktijdig
uitvoeren van effectgerichte metingen en humane biomonitoring van de plaatselijke bevolking in
de geselecteerde hot spot Gerduid van het tweede generatie Steunpunt Milieu en Gezondheid
en het gelijktijdig gebruik makevan beschikbare fysicochemische metingeaf toe een betere
NEfIGAS GS €S33Sy Sy AyaoKlIdday3a 4GS YISy
luchtkwaliteit.

Huidige studie legt de nadruk op het gezondheidskundig interpreteren van de resultaten va
effectgerichte metingen en het uitvoeren van relevante biologische testen.
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HOOFDSTUK 3RATEGIE VOOR DE HGOBIBENKUID

2.1. STUERING

Het industriegebied GenrKuid, één van de grootste in Limburg, kent een veelheid aan industriéle
activiteiten. Het industrietegin is omgeven door woongebieden. Een recente
gezondheidsenquéte toont aan dat er bij buurtbewoners een verhoogde ongerustheid bestaat over
de gezondheid in relatie tot de industriéle activiteiten. Volgens metingen van de Vlaamse
Milieumaatschappij (VMMhide omgevingslucht (PM10 fractie van zwevend stof) liggen vooral de
waarden van nikkel, chroom en mangaan hier hoger dan in de andere Vlaamse meetpunten.

Het humane biomonitoring (HBM)nderzoek van het Steunpunt Milieu en Gezondheid wil bepalen
wat de gvolgen zijn van deze verhoogde concentraties en andere vormen van milieuvervuiling
voor mensen die wonen nabij deze industriezone.

Het industrieterrein wordt volledig omsloten door bewoning. Vooral in het noordelijk en oostelijk
deel bevindt de bewoningich zeer dicht (enkele honderden metebg)de industrie.

De laatste jaren heeft de gezondheidsimpact door dit industriegebied heel wat maatschappelijke
aandacht gekregen. Een gevolg hiervan was de grootschalige sgéiEundheidsenquéte die in
2007 geverd werd (in totaal 7900 mensen bevraagd, 3600 antwoorddende omgeving van het
industriegebied en in de rest van de omliggende gemeenfdalenet al,, 2007) De bedoeling van

deze enquéte was uiteraard niet oorzakelijke verbanden te vinden tusséaukwaliteit en
gezondheid van de omwonenden, maar wel om de gezondheid, milieuhinder en perceptie van de
mensen in de omgeving van het industriegebied in kaart te brengen, zodat er bij toekomstige
beleidsbeslissingen optimaal rekening kan gehouden wordenbijvoorbeeld gevoelige groepen.

Uit de enquéte zijn een aantal zaken naar voor gekomen die wijzen in de richting van verschillen in
gezondheidsparameters tussen de personen die wonen in de omgeving van het industriegebied en
die wonen in de referentigebieden (o0.a. luchtwegproblemen, gebruik van stasm

1t YSSNXY¥ARRSE Sy X0d +SNRSNJ 6f A2 wonirdghan deReS Sy |j
mensen niet optimaal is (meer schimmel en kakkerlakken). Er zijn duidelijke verschillen vastgesteld
in ervaen milieuhinder. Bovendien zijn er uit de gezondheidsenquéte verschillen in gezondheid
tussen omwonenden van het industriegebied en inwoners van verder gelegen delen van de
gemeenten gebleke(Nelenet al,, 2007)

2.2. KADERING VAN DE EFFEERICHTE MEETCARRE

In een eerste fase werd een concreet en optimaal geintegreerde meetstrategie uitgewerkt op basis
van het in werkpakket 1 opgestelde draaiboek. Bij de selectie van meetplaatsen, de frequentie en
wijze van bemonstering en de keuze van de testen weréniglg gehouden met deastgestelde
milieuvervuiling ende mogelijke gezondheidsimpact daarvan, geaktische en financiéle
haalbaarheid. Hierbij werd optimaal gebruik gemaakt van de kennis die werd opgebouwd in de
da0dzZRAS a! AGBSN] Sy  Saobtprajest (vabe Efddiggrich® lmgtingénSon d&JA
EdZOKG1 61 EAGSAG AY flFyRSNBY (S 1dzyySy SOt dz8N
De meetstrategiewerd eveneensafgestemd met de lopende en/of geplande fysicochemische
metingen (VMM, OVAM) en de humane biomonitoring in de pot$senkZuid (Steunpunt Milieu

en Gezondheid).
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Deze werkwijze laat toe om optimaal gebruik te maken van hschikbare humane
biomerkerresultaten en de fysicochemische data voor de inttgiie van de effectgerichte
metingen.

2.2.1. HUMANE BIOMONITORING

— Afbakening van het onderzoeksgebied

Het doel vande humane biomonitoring (HBM) studie om de interne blootstelling te meten bij
bewoners van het gebie@GenkZuid waarvan men een verhoogde externe blootstelling verwacht
op basis van de milieumetingen.

Voor de afbakening van het gebiewerd er vertrokken vanuit het onderzoeksgebied uit de
gezondheidsenquéte De precieze afbakening gebeurdep basis van de beschikbare
milieumetingen en kennis van verspreiding van polluenten. Het geselecteerde gebied wordt
weergegven inFiguurl .

Verderwerd er een ellipsvormige uitbreiding voorzien in de overheersende windrichting.

1000 2000 m

Figuurl: Afbakening van het onderzoeksgebied in GZoid



HOOFDSTUKStrategie vor de hotspot GenlZuid

— Doelgroep en rekrutering

Als dodgroep werdenadolescentengeseécteerd omdat er voor deze leeftijdsgroep de meeste
Vlaamse referntiewaarden voorbiomerkers beschikbaar zijn. In het geselecteerde
onderzoeksgebied wonen ongeve#d0 jongeren in de leeftijdsklasse-18 jaar

— Keuze van bimerkers

Op basis van de inventarisatie van de industrie en op basis van beschikbare milieumeetgegevens
werd een aantal polluenten geselecteerd.

Dehumanebiomerkersvan blootstellingverden geselecteerd op basis van literatuurstudie en van

de beschikbarenetingen in de referentiepopulatie adolescentean het Steunpunt

De nadrukag op de meting van zware metaleRPCBs, idxines,POPsylamvertragers, benzeen en

PAKs metabolietein de jongerenTabell). Hiervoa werd een panel varbiomerkers voorgesteld

dat zowel recente, middellange als levenslange blootstelling meet.

De voorgestelde polluenten hebben mogelijk carcinogene, immune, endocrimmale en
neurologische effecten. Voor deze gezondheidseffeatemden dezelfde biomerkers van effect
gemeten als in de ferentiepopulatie. Bijkomend ween 2 nierparameters gemeteébell).
Hiervoor kunnen Klinisch referentiewaarden als controlewaarden gebruikt worden.

De resultaten van deze biomerkeranalyses zullen vergeleken worden met de referentiewaitden
de Vlaamse referentiebiomonitoring (20@®09). In deze studiewerden referentiewaarden
bepaald voor biomerkers van blootstelling en biomerkers van effect in de adgenbevolking van
Vlaanderen.

Deze referentiewaarden hebben tot doel om:

e tijdstrends in blootsteling op te volgen binnen Vlaanderen: de huidige
referentiewaarden worden vergeleken met waarden uit vroegere
biomonitoringcampagnes in Vlaanderen, namelijket de biomonitoring in de
pilootstudie Milieu & Gezondheid (1999) en in hétSteunpunt Milieuen Gezondheid
(2001-2006);

¢ blootstelling in Vlaanderen te vergelijken met andere landen

e US RASYSYy Ifta O2yGNRftSél I NRS Dddjeshdiesdield S NJ d:
wordendzA G 3SP2SNR Ay NBIA2Qaa 2F o0S@2f 1 Ay3TaaNR
met milieugerelateerde gezondheidsproblemerDe referentiewaarden kunnen dienen
als controlewaarde voor de case studies.
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Tabell: Overzichthumanebiomerkers

Polluent Biomerker Betekenis Controlegroep
Zware metalen Pb, Cd, Mn in volbloed Middellange termijn blootstelling Vlaamse referentiepopulatie
(maanden)
As, TRA in urine Korte termijn blootstelling Vlaamse r eferentiepopulatie
(dagen)
Hg en MeHg in haar Middellange termijn blootstelling Vlaamse referentiepopulatie
(maanden)
Cr, Ni, Sb, Cu, Tlin urine Korte termijn blootstelling Biobankstalen
(dagen)

Cd in urine

levenslange blootstelling

Biobankstalen

Crinr ode bloedcellen

Middellange termijn blootstelling
(maanden)

enkel vergelijking met literatuur,
mogelijk metingen in toekomst

PCBs merker PCBs in serum (PCB138, | Cumulatieve blootstelling Vlaamse referentiepopul  atie
PCB153, PCB180)
PCB99, PCB118, PCB187 in serum
Dioxines Calux assay Biologische activiteit van dioxine Vlaamse referentiepopulatie
achtige stoffen in serum
POPs p,p -DDE, HCB in serum Cumulatieve blootstelling Vlaamse referentiepopulatie

Vlamvertragers

PBDEs, HBCD, TBBPA in serum

Cumulatieve bl ootstelling

Vlaamse referentiepopulatie

Benzeen t ,-muonzuur in urine Korte termijn blootstelling Vlaamse referentiepopulatie
(dagen)

PAKs 1-hydroxypyreen in urine Korte termijn blootstelling Vlaamse referentiepopulatie
(dagen)

Gezondheidseffect Bio merker Betekenis Controlegroep

Carcinogene effecten Komeettest DNA-schade Vlaamse referentiepopulatie

Immunologische effecten

Vragenlijst astma en allergie

Astma/allergie

Vlaamse referentiepopulatie

Hormoonverstoring

Puberteitsstadia, schildklier
hormon en, sex hormonen

Puberteitsontwikkeling

Vlaamse referentiepopulatie

Neurotoxische effecten NES test, ADHD vragenlijst Neuromotorische en Vlaamse referentiepopulatie
neuropsychische ontwikkeling
Renale effecten Beta2 -microglobuline in urine en Tubulaire en glomerulaire Klinische referentiewaarden
cystatin e-C in serum nierfunctie
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2.2.2. VMM MEETPROGRAMM2010

Via zijn diverse meetnetten voextlaamse Milieumaatschapply MM) voortdurend automatische

en semiautomatische metingen uit in VlaanderenHiervoor wodt gebruik gemaakt van
verschillende meetnetten. EIk meetnet heeft meetstations verspreid over Vlaanderen die zich op
specifieke vervuilers richten: telemetrisch meetnet (fijn stof en luchtgassen), meetnet zware
metalen mSSGy Si R /DadmaagtSzet ¥ &ALISOATAST S YSSGLINRIAN
probleemgebieden. De meetstatiori®evinden zich in gebieden met lokale, potentiéle of acute
luchtverontreinigingGenk behoort tot deze groep van probleemgebieden.

Het VMM meetprogramma voor 2010 in Genk omwagtingen die uitgevoerdwerden in de
verschillendevaste meetnetten (meetnet zware metalen,meetnet dioxines en PCB126In het
kader van het meetnet specifieke studiegrden in Genlextra meetstations opgerich{tVMM,
Jaarversladuchtkwaliteitin het laamsegewest-2009, 2010)

De ligging van de VMM meetposten worden weergegevéralmeld, Figuur2 en Figuur32.

Telemetrisch meetnet

Meetpost 42N045 PM1Q PM2.5

Telemetrisch meetnetpecifieke studies

Meetpost40GK09PM10 (fijn stof), SGzwaveldioxide) NG (stikstofoxide) NO
Meetpost40GK06: PM10 (fijn stof)

Meetpost40GK11istart kwikmetingenl8/08/2009

VOS

In februari 2009 werde metingen vanbenzeen, tolueen, ethylbenzeen, mXyleen, eXyleen
(BTEXppgestart. Een BTEX monitor werd geinstalleerd op het meetstation 40GK09.

Zware metalenn zwevend stof

Zn, Mn, Cr, Pb, NiCd, As Cuin zwevend stof (PM10worden gemeten in hetVMM
YSSGLINRIANI YYI Wi g NEen ovazcht ¥ab ge meafposten, @n/de Baptdian
de metingen worden weergegevenTabel2.

In het voorjaar 200 werd de meetlocatie Oosterring00GKO04)verplaatst naar de locati E
Fabrylaan (O0GK]11

TabellY aS$SiGLRaGSy WislNB YSGItSy Ay TAz2y &aid27Q A

Codelocatie | Sat | Einde
Vast meetprogramma

00GKO04 (Oosterring) 22-03-2006 | 1-06-2010
00GKO02 (Krelstradtd) 29-01-2003 Lopende
00GKO3Henry Forthan) 18-02-2006 Lopende
00GKO5 (De Kaopr 28-03-2006 Lopende
00GK11 (B-abrylaarg, speelplaats 01-09-2009 Lopende
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w5S {tSdziSt Qo \

Meetcampagnes

00GK12 (Koebaan 8) 01-09-2009 | 7-12-2009
17-6-2010 21-9-2010

00GK13Wintergroenstraat) 01-09-2009 7-12-2009
17-6-2010 21-9-2010

Dioxines en PCB12depositie

In 20092010 werden er op 6Glocaties depositiemetingerman dioxines en PCB126 uitgevoerd in de
regio GenKTabel3). In2010warener alleenmetingen oplocatie 75GK1&n 75GKZ. Op 2 locaties
(75GK18 en 75GK2&erd er het volledige jaar 2010 gemetelm totaal gaat het per locatie over 6
meetperiodes van telkens een maand waarbij er afwisselend een maand wel en een maand niet
gemetenwordt.

Tabel3: MeS (i LI2a Sy WRA2EAYySa Sy t/.

MHC RSLRaAaAGASQ AY D

Nieuwe naamgeving | Start Einde
75GK18 05-05-2003 | lopende
75GK26 14-04-2009 | 03-2010
75GK27 14-04-2009 | 03-2010
75GK28 14-04-2009 | 03-2010
75GK29 14-04-2009 | lopende
75GK09 14-04-2009 | 03-2010
PAKkdepositiemetingen

PAKdepositiemetingerworden tweemaal per jaar gedurende een maand uitgevdezdnmaalin
het voorjaar ereenmaalin het najaa). Dit gebeurt op 1 locatiémeetpost voor dioxines Genk2

Tabel4: Ligging van de statioms de regio Genk

Station Gemeente Straat Lambertcodrdinaten
code X Y Z
Telemetrisch meetnet

40GKO06 Diepenbeek Zinnistraat 6 227468 180302 44
40GK09 Genk Sluis Langerlo 229017 181078 61
40GK11 Sledderlo Etienne Fabrylaan 230954 180774 71
42N045 Hasselt Boksbeemdenstraat 220558 181520 41
Zware metalen in PM10

00GK02 Genk Krelstraat 15 230826 181312 83
00GKO03 Genk Henry Fordlaan-&ord Genk 230064 180654 58
00GK04 Genk Oosterring Speelplein 230793 180847 77
00GKO05 Genk De Koor 231393 181768 86
00GK11 Genk Etienne Fabrylaan 6 230954 180774 71
00GK12 Genk Koebaan 8 231143 181253 81
00GK13 Genk Wintergroenstraat 231729 180894 84




HOOFDSTUKStrategie voor de hotspot Gesdid

Dioxines en PCB126

75GK18 Genk Swinnenwijerweg (Aquafarm) 229264 181398
75GK26 Genk Kolenhavenstraat 6 229572 181397
75GK27 Genk Swinnen wijerweg 6 229952 181673
75GK9  Genk Sluis Langerlo 229017 181078
75GK3  Genk Smeilstraat 74 230476 181980
75GR9  Genk Loskaaistraat 9 229256 182209
BTEX

40GK09 Genk Sluis Langerlo 229017 181078 61

Legende
Telemetrisch meetnet

Zware metalenin PM10 £ /

|| Dioxines enPCB126

<7 BTEX
0

500

2.3. BEFFECTGERICHTE MEBASEGIE

Bij de selectie van de meetplaatsen, de frequentie en wijze van bemonstering en de keuze van de
testen werd rekening gehouden met deastgestelde milieuveniing en de mogelijke
gezondheidsimpact daarvan, geaktische en financiéle haalbaarheidn de meetstrategie

2.3.1. SELECTIE MEEBATSEN
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Voor het opstellen van een meetstrategie in de hotspot G2nkl werd geopteerd om dit te doen

naar analogie met de bioomitoringstrategie in de hotspotavaarbij de resultaten van de
biomerkers zullen worden vergeleken met de referentiewaarden uit de Vlaamse
referentiebiomonitoring. De referentiewaarden dienen als controlewaarde voor de case studies
Concreet betekent dit @ we meetresultaten van Gerkuid willen vergelijkemet S Sy W+ f | | Y& S
NE F S NB y (i WebprdbleemRt&lt2idh hier dat we niet over Vlaams referentiewaarden van de
luchtkwaliteit beschikken die bekomen werden via effectgerichte metingfet voorstel $ daarom

om de resultaten van GenrKuid te vergelijiken met de effectgerichte meetresultaten van een
Y+t Ya NBT $HNBogrived s meepRasdin Viaanderegeselecteerddie als
achtergrond locatie of landelijk gebied beschouwd wordt in de ViMéétnetten. Dit betekent dat

er één meetplaats zal voorzien worden in de regio Gémki en één meetplaats in een Vlaams
referentiegebied.

Bij de keuze van de meetplaatsen werd rekening gehouden met beschikbare oppervlakte voor het
plaatsen van bemonsteargstoestellen en de nutsvoorzieningen.

— Genk

In het kader van het HBMInderzoek werd er een onderzoeksgebied afgebakend vertrekkende van
de gezondheidsenquéte, de beschikbare milieumetingen en de kennis van verspreiding van
polluenten. Bij de keuze van dmeetplaats wensen we bij voorkeur rekening te houden met de
plaatselijke VMM meetposten voor.@ zware metalen in zwevend stof (PM10), telemetrisch
meetnet (fijn stof PM10) en dioxines/PCBs depositie. Op deze manier kunnen we optimaal gebruik
maken van dehemische samenstelling van de luchtpartikels.

Het voorstel is om een meettoestel te plaatsen in de buurt van één van de volgende meetposten
uit het zware metalen meetnet (volgorde in dalende prioriteit): 00GKO&GK1100GK02, 00GK03.

De locatie van dezmeetposten wordt gegeven ihabel2 en Figuur2. De volgorde van prioriteit

werd bepaald door de beschikbare meetgegevean deze meetpostenHoe hoger degemeten
metaaktoncentratie (ng/m), hoe hoger de prioriteit. Zowel in 2002008 en 20® waren de
concentraties (jaargemiddelden) van Ni, Cr, Mn, Zn, Cd, Pb, As het hoagstlipost 00GK04.
(VMM, 2008; VMM, 2009; VMM 2010, zie ook VMM presentaties op
http://www.genk.be/upload/15404240/downloads/toelichting vmm.p{iheetresultaten 2008);
http://www.genk.be/upload/15404240/downloads/webversie_vmm_stuurgroep genkzuid 21012
010 zware _metalen_alleelezen.pdf(meetresultaten 2009
http://www.genk.be/upload/15404240/downloads/presentatie zware metalen_genk zuid 2009
2010.pdf(meetresultaten 2002010).

Daarde meetlocatic00&04verplaatstwerd naar de locatie B-abrylaan (OOGKZt-peelplaats van

de gesloterda OK2 2t W5S {f 8dziSt Q0 6SNR RSTS tlFGaidsS 6SSNK
deze studie.

Het beschikbare budgdiinnen dit projectlaat niet toe om op meerdere meetposten de lucht te
bemonsteren in Genk (b.v. in functie van afstand ittdustrieterrein (ten NO (overheersende
windrichting) often Z/ZW van het industrieterrein).

— Referentiegebied

Omdat er geen effectgerichte referentiewaarden beschikbaar zijn in Vlaanderen, werd geopteerd
om een meetplaats in Vlaanderen die als achtergrondlocatimdelijk gebied wordt beschouwd

in één vande VMM meetnetterte selecteren als referentiegebiedabel5 geeft een overzicht van

de achtergrond locaties en landelijke gebieden in de verschillende VMM meetnetten.

10


http://www.genk.be/upload/15404240/downloads/toelichting_vmm.pdf
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http://www.genk.be/upload/15404240/downloads/presentatie_zware_metalen_genk_zuid_2009_2010.pdf
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Tabel5: Achtergrond locaties in VMM meetnetten

Meetnet Achtergrond/landelijk gebied Code
Zware metalen in | Koksijde 00KKO02
fijn stof HechtetEksel (toeind 2007 00EKO03
PAKs Houtem(vanaf 2009) 60N029
Telemetrisch Dessel 42N016
meetnet (fijn stof) | Aarschot 42N035
Moerkerke 44N012
Houtem(Veurne) 44N029
Dioxines en PCB12( Mol 75MO010
VOS Aarschot 50N035
BTEX Houtem 44N029

Bij opmaak van dit projectvoorstel kwamenlgende meetplaatsen in aanmerkiags kandidaat
voor eenreferentie gebied
- Aarschot
0 Behoort tot het telemetrisch meetnelVO%n PAKs meetndtot 2009) van VMM
0 Wordt beschouwd alachtergrondgebied
o Werd meegenomen in het pilootproject effectgericht metg@9062007) en eerste
Chemkar studie (20608007)
0 Gegevens over PM10 coentratiesbeschikbaar
0 Geen gegevens over metalen in PM10
0 PAKs meetnet: TSP bemonstering
- HechtelEksel
0 Behoorde toteind 2007tot het meetnet zware metalen in fijn stof (PM10)
0 Wordt beschouwd als achtergrondgebied
- Koksijde
0 Behoort tot het meetnet zware malen in fijn stof (PM10)
0 Wordt beschouwd als achtergrondgebied

De locatie Aarschot heeft als voordeel dat er een higlume Digitel sampler aanwezig is. Omdat

er niet dagelijks bemonsterd wordt, is er de mogelijkheid om beladen filters te verzamelda op
dagen dat er geen PAKs bemonstering is. Deze methode werd ook toegepast in de pilootstudie
W! AUGBSNLSYy Sy daAld@2SNBYy @ly SSy LAf220LINR2SOI
intf I yYRSNBY (S .|Nded¢lghSah dé&xelbchtidzajnBeyhénstering van TSP.V.

PM10 en het ontbreken van informatie over metaalconcentraties in de lu@ktmetingen op de
meetpost in Aarschot werden in 2009 stopgezet omdat deze residentiéle locatie niet meer als
achtergrond kan beschouwd worden. Heeeatitoestel werd verhuisd naar Houtem (60N029).

Omdat zware metalen een probleempolluent zijn in G&unkd werd de achtergrond locatie
WY2148A2RSQ Gly KSG zaa YSSGySia 1 61 MebhtelrlSEi | £ Sy
behoorde toteind 2007eveneens ot het meetnet zware metalen en werd ook beschouwd als
achtergrondlocatieVanwege een beter ligging (binnenland) had de locatie He&tks¢l een beter

optie geweest in deze studienaar de zware metaalmetingen werden eind 2@8@pgezet

2.3.2. BEMONSTERINGANPM10
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Voor de bemonstering van fijn stof (PM10) wembxeerst nagegaan of er gebruik kon gemaakt
worden vande bemonsteringstostellen voor fijn stofdie aanwezig zijn op de gekozen locaties.

In het telemetrisch meetnet worden automatische metingen uitgend met monitoren Voor de
bemonstering van zware metalen wordt een Leckel SEQ47/50 luchtbemonsteringstoestel gebruikt.
Het zwevend stof wordt met een pomp aangezogen door eenlBMnlaat. He stof wordt
gecollecteerd op kwarfdters met een diameter va 47 mm. Elke filter wordt gedurende 24 uur
bemonsterd. Deze metingen gebeuren dagelijks. Dit betekent dat we voor de studie effectgericht
meten aparte bemonsteringstoestellen moeten voorzien voor de collectie van luchtstalen.

Bij het opmaken van de meetategie haddenVITO en VMM de volgende toestellen ter
beschikking:
- VITO
o Een hgh volume sampler:
Digitel DHABO sampler; aanzuigdebiet 30 m3/h; PM2,5 of PM10 kop; filters 150 mm diameter;
autonomie 14 filters
o Twee bw volume samplex
Partisol Plus type @®5; aanzuigdebiet 1 m3/h; PM2,5 of PMkOp (eventueel ook TSP of PM1);
filters 47 mmdiameter, autonomie 14 filters
- VMM
0 Lowvolume sampler
Pourbaix meetstation, PM16, aanzuigdebiet 0.9 m3/h; filters 47mm
Partisol meetstation, PM10, aanzuigdebiet 1 m%h

Om logistieke redenelfligging van het meetstation, beschikbare plaats en nutsvoorziening voor
het plaatsen van bemonsteringstoestellen en de frequentie van filterwisseliag) gekozen voor
de volgende opstelling:
In Genk werden drie low volume samples Partisol Plus type 202§eplaatst met volgende
kenmerken:

aanzuigdebiet 1 m3/h

PM10 kop

Teflon filter (PTFE, Teflo, PALL Life Sciences,@=47mm)
In Kolsijde werd een ligh volume sampler Digitel DFB® samplergeinstalleerd met volgende
kenmerken:

aanzuigebiet 30 m3/h

PM10 kop

Teflon filter (PTFE, T38, Whatman, @=150mm)

Bij beide toestellen worden de partikedn de semivluchtige fase bemonsterd.

De filtermatrix heeft een groot contactopperviak met de aangezogen luchtstroom waardoor
componenten uit de gsfase gemakkelijk kunnen adsorberep het filteropperviak. Omgekeerd
kunnen de partikelgebonden OC gecollecteerd op de filter verdampen als de concentraties in de
gasfase onder het evenwichtsniveau dalen. Tenslotte kunnen PAKs gecollecteerd op de filter
chemisch transformeren door reactie met componenten uit de gasfagser(®Q); ozon, hydroxyl

en nitraatradicalen zijn zeer reactieve agentia die PAKs kunnen transformeren en/ of degraderen.
Om mogelijke degradatie of transformatie van het gecollecteerderiaal tegen te gaan worden

de bemonsterde filters het best zo snel mogelijk afgeschermd van licht (UV) en lucht (reactieve
gassen, zoals ozon, HOOm vervluchtiging te beperken is het eveneens belangrijk de filters koel te
transporteren en te bewanme En dit zo snel mogelijk nadat de bemonstering is beéindigd.

12
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In deze studie is de kans op staalnaamtefacten het grootst in Koksijde. Enerzijds door het
gebruik van de highrolume samplerDe pomp die met een hoog debiet lucht aanzuigt, geeft
warmte & waardoor chemische reacties of verdamping van viluchtige componenten op de filter
kunnen optredenDaarnaast gebeurdde filterwissel minder frequent in Koksijde vergelijking
met Genk.

De filters die gebruikiverdenin de high en low volume samplersjdens de meetcampagne zijn
beiden geschikt voor het weerhouden van PM10. Beide filtgnsvan hetzelfde materiaal (Teflon)
doch van een andere fabrikanBeide filtertypes werden in het verleden reeds gebruikt voor
bemonstering van fijn stof voor verdertoepassing inn vitro testen. Het beschikbare budget en
tijdsbestek binnen dit project liet geen verder onderzoek toe van de vergelijkbaarheid van de
effectgerichte meetresultaten tussen beide filtertypes en bemonsteringstoestellen.

Om de analyses atataverwerking binnen het geplande tijdsbestek uit te kunnen voenard de
meetcampagneuitgevoerd gedurende 6 maande met start op 31/01/2010 en einde op
31/07/2010.

De HBMstudie loopt over 2 schooljaren. In het schooljaar (260®1.0) werden 147 adolescenten
gezien op de onderzoeksdag@rabel6).

Tabel6:HBM: Overzicht van de onderzoeksdagen en aantal deelnemers.

datum Aantal deelnemers
1 11/01/2010¢ 11
2 16/01/2010* 17
3 18/01/2010¢ 23
4 1/02/2010 17
5 8/02/2010 10
6 11/03/2010 11
7 12/04/2010 7
8 15/04/2010 10
9 26/04/2010 15
10 29/04/2010 18
11 1/07/2010 8
147

*data vallen buiten de meetcampagmweor de bemonstering in functie van maandstalen.

De frequentie van bemonsteringebeude in functie de gezondheidseindpunten die worden
gemeten in de HBMtudie. Hierbij wordt een onderscheid gemaakt tussen enerzijds humane
effectbiomerkers die wijzen op een recente blootstelling en anderzgtfectbiomerkers van
middellange tot lange temijn blootstelling.

o0 Humane biomerkersvan recente blootstellingomvatten de merkers voor DNAchade en
oxidatieve stres merkers (komeettest-@HdG)

Om de luchtkwaliteit van recentblootstellingte kunnen evalueren werdhi GenkZuid de lucht

bemonsted de dag(24u)voor de veldwerldag(8 veldwerkdagen)

0 Gezondheidseindpunten enfiectbiomerkersvan middellange/lange termijn blootstellingijn
astma en allergie; hormoonverstorimgn carcinogene effecten

13
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Bij de anbevelingvan hetPilootproject 20062008 werd gesteld datwanneer de vraagstelling
gericht is op een globale inventarisatie per regio vb om de luchtkwaliteit in een regio te
karakteriseren of om een link te kunnen leggen met gezondheid zouden stalen over bepaalde
tijdsspannen kunnen gepoold waen. In functie van nietecente blootstelling is het aangewezen

om te bemonsteren over een lange periode om de luchtkwaliteit te beoordelen. Daarom werd
geopteerd om op verschillende dagen per maand (10 dagen per maand met spreiding in de tijd)
luchtstakn te verzamelen en dit gedurendemaanden. Nadien worden dechitstalen per maand
gepoold tot één maandstaal.

2.3.3. KEUZE VAN OB VITROESTEN

De keuze van de biotesten die uitgevoerd zullen worden op de luchtstedeth afgestemd op de
biomerkers van effet die worden gemeten in de dainonitoring van de adolescenten en gebeurde

op basis van de resultaten van de pilootstudie.

Om een betere inschatting te kunnen maken van de mogelijke gezondheidseffecten van luchtstalen
op basis van biologische testen zal étk testsysteem een gekende toxische stof worden
meegenomen(referentiestof) De toxische potentie van de partikels zal uitgedrukt worden als
equivalent van de toxische potentie van de gekende toxische stof waarvan het risico voor de mens
beter gekendis.

Tabel7: Overzicht van de testsysteme

Gezondheidseffect In vitro test Betekenis PM10 Referentie Luchtstalen
fractie stof
Carcinogene effecten Ames Maat voor | Extract B(@)P Pool per
aanwezigheid var maand/locatie
genotoxische stoffen
Immunologische Beas2B Inflammatie Partikels LPS Pool per
effecten bronchiale (endotoxine) | maand/locatie
cellijn: ik6/il-8
LAL test Maat voor | Partikels Pool per
aanwezigheid var maand/locatie
endotoxines
Hormoonverstoring MELN test Maat voor | Extract Qestradiol Pool per
aanwezigheid var maand/locatie
hormoonverstorende
stoffen
Oxidatieve stress Radicaalgenerer Vermogen om| Partikels EVA91 (coal| Genk: dgstalen
endvermogen | zuurstofradicalen te fly ash voor
generen veldwerldag
Kokside: alle
dagstalen

14




HOOFDSTUKStategie voor de hotspot Gerkuid

— Genetische toxiciteit

i Ames
De Ames test Jalmonella typhimuriumhis reverse mutatie test) isle meest gevalideerde
genotoxiciteitstest
De Amestest een mutageniciteitstesigebaseerd op het meten van de reversie van histidine
negaief (Hi$) naar histidinepositief (Hig) in genetisch gemodificeerdeHis Salmonella
typhimurium bacterién onder invioed van chemische stoffen. Mutagenen veroorzaken in het
histidinegen van de mutante HiSalmonella typhimuriurbacterie een basepaarsubstitutd een
framediift mutatie. De mutante bacterién kunnen niet overlevenin een histidinearm
voedingsmedium Na terugmutatie kunnen de bacterién groeien ogen histidinearme
voedingsbodemDe mogelijkheid van een chemische stof om te interageren met het\RNAeen
bacterie is een maat voor het potentieel mutageen en/of carcinogeen karakter van deze stof in
zoogdieren.
Wanneer hettestitem mutageen iszullen er significant meer bacterién naar Hisverteren dan
spontaan. Deze gereverteerdeacterién groeia door envormen zichtbare kolonies in het
medium. Deze worden, na 2 dagen incubatie, geteld en vergelekendmefrequentie van
spontane terugmutatiesls het aantal kolonies verdubbeld t.0.v. wat spontaan wordt aangetroffen,
dan spreekt men van een mutagn effect van de teststof
De in deze test gebruikte bacterién hebben geen enzymesystemen die bij dieren wel pro
mutagenen naar mutagene metabolieten kunnen omzetten. Om toch mutagene metabolieten in de
Amestest te kunnen opsporen, wordt een exogeen maitisch activatiesysteem aan de bacterién
toegevoegd. Het betreft hier meestal een rattenlever postochondriéle fractie (S9) van meestal
met Aroclor 1254 behandelde ratterfMaron and Ames, 198359fractie wordt commercieel
aangekochtDe bacteriestamvorden blootgesteld aan de te testen stof in aam afwezigheid van
het exogeen metabool activatiesysteem S9 (metaboliserend rattenleverpreparaat).

— Endocrieneverstoring

U MELN assay
Er werd gebruik gemaakt van de MEtdlijn, dit zijn MCH cellen (humane borstkanker cellen)
die stabiel getransfecteerd werden met het ERP f-l2u&SVNeo gen. Deze lijn werd ontwikkeld
door Dr Balaguer, INSERM (Montpellier, Frankrijk). De getransfecteerde cellen bevatten een
EstrogerResponsivdclement gekoppeld aan educiferase reportergenin het kader van het 6th
FP Etproject Reprotect werd binnen VITO de MELN assay ontwikkeld en geprevalideerd voor
opsporen van stoffen met agonistische of antagonistische werking voor de humane oestrogen
receptor (hER). Bij screegiwvan stoffen of milieustalen met ongekende oestrogene activiteit wordt
een prescreen opgezet (Wittees al,, 2010).
De prescreen werd gebruikt om te bepalen of er stoffen in de extracten zitten die een agonistische
(oestrogene) of antagonistische (ant&ieogene) potentie hebben.

1) Een verdunningsreeks van de extracten werd getest in medium met solvent (DMSO).
Wanneer er een dosisafhankelijke stijging van het luminescent signaalvsde solvent
controle zitten er componenten met een oestrogene poterntiehet extract. Immers, binding
van agonisten aan de oestrogeenreceptor leidt tot gentranscriptie o.a. van het luciferase
reportergen, waardoor het luciferase enzym geproduceerd wordt. Wanneer er Luciferase
Assay Reagens toegevoegd wordt zal het geproshgee enzym dit omzetten waardoor er
licht vrij komt. Dit licht kan gemeten worden m.b.v. een luminometer en is een maat voor de
hoeveelheid stoffen met een oestrogene potentie die aanwezig zijn in het geteste
milieumonster.
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2) Een zelfdererdunningseeks varde extracten werd ook getest in medium waaraan oestradiol
(E2) werd toegevoegd (concentratie = EC50 van E2). Wanneer het luminescent signaal stijgt of
gelijk blijft, zitten er stoffen met een oestrogene potentie in het extract (zie ook 1). Wanneer
het luminescent signhaal echter daalt, dan zitten er componenten met een antioestrogene
potentie in het extract. Er treedt immers competitie op voor binding aan de oestrogeen
receptor tussen de antagonisten en E2. Binding van E2 leidt tot gentranscriptie, maiagbind
van antagonisten leidt tot blokkade van de oestrogeen receptor waardoor het resultaat een
daling is in functie van stijgende hoeveelheid antagonist.

Bovendien werden de extracten ook steeds getest voor algemene cytotoxiciteit met behulp van
een LDH (letaat dehydrogenase) lekkage test. Hiervoor werd er gebruik gemaakt van de GytoTox
hboun (1AdGed 581 S 1AdG YSSG YSi SSy SyileéevlIiaraoks
hoeveelheid verhoogt immers wanneer de celmembranen beschadigd zijn es &ed maat voor
leefbaarheid van de celle(Berckmanset al,2007). In de prescreen wordt eveneens getest voor
aspecifieke toxiciteit, namelijk bij een 1000 E@b@centratie van E2 wordt ook een
verdunningsreeks van het extract getest. Indien het sigmaat luminescentie beduidend daalt is

er mogelijk interferentie met het reportersysteem.

— Immunotoxiciteit

U il-6 en it8 productie door Bea&B cellen
IL-6 en I8 zijn preinflammatoire cytokines die vrijgesteld kunnen worden door respiratoire cellen
(o.a. Beag2B)
IL-6 speelt een rol bij de allergische respaiwordat het T-lymfocyten activeert en #B/mfocyten
stimuleert tot productie van IgE. -B is een typisch inflammatoir chemokine dat neutrofielen,
eosinofielen en basofielen aantrekt naar de péagan inflammatie.
Beide mediatoren worden geproduceerd in het celkweekmedium door de-BRasellen. De
cytokines kunnen gemeten worden in het supernatans via Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISAjinvitrogen hil-6 CytoSet, 5 h LJfWOii8 Elim Se).
De Beas2B cellijn (ATCC: CHI609) is een humane bronchiale epitheliale adherente cellijn,
afkomstig van normaal humaan bronchiaal epitheel, maar geinfecteerd met adenovi&s41P
hybride en gekloneerd.

U Endotoxine test
Er werd reeds eerder agetoond dat endotoxines (a. bacteriéle infectieuze agentia) kunnen
voorkomen in stofdeeltjes in de lucht en op die manier eveneens een respons kunnen geven in
toxiciteitstesten, hetgeen met name belangrijk is gt interpreteren van cytokineignalen wor
immuuntoxiciteit.
Partikel salen zullen worden geévalueerd voor aanwezigheid van endotoxifiesvoor wordt
gebruikgemaaktvan een kwantitatieve Al-testkit (QCLLOOO kit Lonzd. Deze is gebaseerd op het
lysaat van amoebocyten van de degenkrabLfllimulus anoebocyte lysagt Endotoxines zorgen
voor de omzetting van een prenzyme in het LAL reagens, waarbij het gevormde enzyme de
katalyse van het toegevoegde substraat in gang zet, met aanmaak van een eindprautrot p
aniline (pNA), welk fotomtesch gemeten kan worden. De activiteit wordt bepaald door
vergelijking met een endotoxine standaard (E. coli endotoxine).
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— Systemische toxiciteit

0 Cytotoxiciteit Bea2Bcellijn
De cytotoxiciteit van de teststof, de potentie om cellen te beschadigendwmgpaald m.b.v. de
neutraal rood test. De test is gebaseerd op de potentie van een chemische stof om op een
dosisafhankelijke manier te interfereren met de celgroei. Neutraal rood (NR) wordt gebruikt om
het aantal levende cellen te bepalen. NR is eenkzkedionische kleurstof, die in de cel diffundeert
en in intacte lysosomen bindt aan negatief geladen bindingsplaatsen. Beschadiging van de
lysosomen door de teststof resulteert in een verminderdedypiRame en binding.

U Radicaalgenereend vermogen
Om het radicaalgenererend vermogen van partikels te bepalardt een niet-biologische test
meegenomen Het vermogen van fijn stof om zuurstofradicalen te genereren, reflecteert
hoogstwaarschijnlijk de mate waarin het biologische schade kan veroorzaken.
HetradOl I f 3SYSNBNBYR @SNX23Sy ¢ 2éédhantiespScirdrsdopieRen Y S i
uitgedrukt in arbitraire eenheden per m3 bemonsterde lucht en per massdeid fijn stof.
Deeltjes worden van de filter gehaald door middel \samificatiein water. Doortoevoeging van
waterstofperoxide aan de gesuspendeerde partikels kan de mate waarin oxiderende en
reducerende reacties plaatsvinden worden bepaald.
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HOOFDSTUK RIEETCAMPAGNE IN HETd GENKUID

3.1. STAALNAME

Een overicht van de beschikbare filterstaalnamedatan de bemonsteringsvolumgwordt hiema
weergegeven.

Er werd vooropgesteld om op dezelfde dagen te bemonsteren in Koksijde en irZGidmdat

het verloop van de hoeveelheid fijn stof en de samenstelling ervan varieert van dag totrdag. O
praktische en logigtke redenen kon hier niet aan voldaan worden. In Koksijde werd de
automatische filterwissing van het Digitel toesteingesteld op 3 dagen. Door de extra luchtstaal
collectie in GenlZuid in functie varde HBM-onderzoeksdagen kon het tijdschema van Kdksi
niet aangehouden wordeim Genk. Om voldoende luchtstalen te verzamelen voor het gepoolde
staal per maand werih Genkook op ander dagen lucht bemonsterdn de verwerking van de
meetresultaten in relatie tot de fysicachemische karakteristieken enedmeteorologische
gegevens zal verder bekeken worden of de staalnamedagen representatief zijn voor de
luchtkwaliteit van een volledige maandQOFDSTUR.5

3.1.1. KOKSIJDE

In Koksijde werd gedurende de maanderbrigari, maart, april mei en juni 2010 de lucht
bemonsterd.Door een technische fout van het Digitel toestel werden in de tweede helft van mei
en in juli geen filters verzameld. Om de 3 dagen had een automatische filterpiaatd zodat in
optimale omstandigheden er 10 belan filters per maand konden verzameld worden. Voor de
bemonsterde dagen werd steeds een bemonsteringstijd van 24h gehaald.

Tabel8 geeft een overzicht van de staalnamedagen in Koksijde.
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Tabel8: Overzichivan de staalnamedagen in Koksijdés het aantal bemonsterde dagen per maand.

Maand Datum Filtercode m3/24 uur
1/02/2010 K1 720
4/02/2010 K2 720
7/02/2010 K3 720
_ 10/02/2010 K4 720
(Fne:blrg)a” 13/02/2010 K5 720
16/02/2010 K6 720
19/02/2010 K7 720
22/02/2010 K8 720
25/02/2010 K9 720
28/02/2010 K10 720
3/03/2010 K11 720
6/03/2010 K12 720
9/03/2010 K13 720
12/03/2010 K14 720
e10) 16/03/2010 K15 720
19/03/2010 K16 720
22/03/2010 K17 720
25/03/2010 K18 720
28/03/2010 K19 720
31/03/2010 K20 720
3/04/2010 K21 720
6/04/2010 K22 720
9/04/2010 K23 720
April 12/04/2010 K24 720
(n=9) 15/04/2010 K25 720
18/04/2010 K26 720
21/04/2010 K27 720
24/04/2010 K28 720
29/04/2010 K29 720
2/05/2010 K30 720
_ 5/05/2010 K31 720
mi'@ 8/05/2010 K32 720
11/05/2010 K33 720
14/05/2010 K34 720
17/05/2010 K35 720
8/06/2010 K36 720
11/06/2010 K37 720
, 14/06/2010 K38 720
gr‘]’:”é) 17/06/2010 K39 720
20/06/2010 K40 720
23/06/2010 K41 720
26/06/2010 K42 720
29/06/2010 K43 720
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3.1.2. GENKZUID

In GenkZuid werd gedurende de maandenleuari, maart, april, mei, juni en juli 2010 de lucht
bemonsterdmet 3 Partisol samplers.

Er is getracht om minstens 10 dagen per maand de lucht te bemonsteren orart@epoold staal

te kunnen komen. Voor de bemonsterde dagen werd niet steeds een bemonsteringstijd van 24h
gehaaldwegens technische problemen of het bereiken van de beladingscapaciteit van de filter.
Voor het bekomen van de gepoolde stalen werd steeds diesterd op een Teflo filterTabel9

geeft een overzicht van de staalnamedage@enkZuid.

Buiten deze dagen werd er ook een 24h luchtstaal verzameld de dag die vooraf gaat aan een
onderzoeksdag van de HB8tudieom korte termjn blootstelling in te schatterin totaal werdop

10 dagen de lucht bemonsterd in functie van de H&MlwerkdagenTabell0 geeft een overzicht

van de staalnamedagen in functie van de onderzoeksdagen van destdBMd(zie ooKTabel6).

Tabel 9: Overzicht van de staalnamedagen in G£nkd Het bemonsterde volume wordt
weergegeven voor elk van de drie Partisol samplélrsis het aantal bemonsterde dagen per

maand.

Maand Datum Paitisol 69801 Partisol 80806 Partisol VMM
Filtercode| m3/24 uur | Filtercode | m3/24 uur | Filtercode| m3/24 uur

3/02/2010 GZ18 24 GZ33 24 GZ248 24

5/02/2010 GZ249 24

9/02/2010 Gz21 24 GZ36 24 GZ251 24

11/02/2010| GZz22 24 GZ37 24 GZ22 24

13/02/2010f Gz23 24 GZ38 24 GZ253 24

Februari 15/02/2010| GZzZ24 24 GZ39 24 GZ254 24

(n=12) 17/02/2010| GZzZ25 24 GZ40 24 GZ255 24

19/02/2010| GZ26 24 Gz41 24 GZ256 24

21/02/2010| Gz27 24 Gz42 24 GZ257 24

23/02/2010| Gz28 24 GZ43 24 GZ258 24

25/02/2010| GZ29 24 Ga44 24 GZ259 24

27/02/2010| GZ30 24 GZ45 24 GZ260 24

1/03/2010 Gz31 24 GZ46 24 GZ261 24

3/03/2010 GZ32 9 Gz47 9 GZ262 9

4/03/2010| GZ263 24 GZ275 24 GZ288 24

7/03/2010| GZz264 24 GZ276 24 GZ289 24

13/03/2010| GZ266 24 GZ278 24 GZ291 24

Maart 16/03/2010| Gz267 24 GZ279 24 GZ292 24

(n=12) 22/03/2010| GZ269 24 GZz281 24 GZ294 24

23/03/2010| Gz271 24 GZ283 24 GZ296 24

25/03/2010| GZ272 24 GZ284 24 GZ297 24

27/03/2010| Gz273 24 GZ285 24 GZ298 24

29/03/2010| GZz274 24 GZ286 24 GZ299 24

31/03/2010| GZN1 24 GZN5 24 GZN9 24

. 2/04/2010| GZN2 24 GZN6 24 GZN10 24

'(A;]pzrzlll?)) 4/04/2010| GZN3 24 GZN7 24 GZN11 24

6/04/2010| GZN4 24 GZN12 24
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7/04/2010| GZ300 16,6 GZ315 16,6 GZ330 16,6
9/04/2010| GZz301 24 Gz316 24 Gz331 24
12/04/2010| GZ304 16,7 GZ319 16,7 GZ334 16,7
16/04/2010, GZ306 24 Gz321 24 GZ336 24
18/04/2010, GZz307 24 Gz322 24 GZ337 24
20/04/2010| GZ308 24 GZ323 24 GZ338 24
22/04/2010| GZ309 24 Gz324 24 GZ339 24
23/04/2010] GZ303 15,6 GZ318 15,6 GZ333 15,6
26/04/2010| GZz312 16,9 Gz327 16,9 GZ312 16,9
30/04/2010] GZ313 24 GZ328 24 GZ343 24
2/05/2010| Gz314 24 GZ329 24 Gz344 24
3/05/2010| GZ360 12,6 GZ345 12,6 GZ375 12,6
6/05/2010| GZz361 24 GZ346 24 GZ376 24
9/05/2010| GZ362 24 Gz347 24 Gz377 24
. 12/05/2010, GZz363 24 GZ348 24 GZ378 24
'(\:Igl 1 15/05/2010| GZ364 24 GZ349 24 GZ379 24
18/05/2010, GZ365 24 GZ350 24 GZ380 24
21/05/2010] GZ366 24 Gz351 24 Gz381 24
24/05/2010| GZ367 24 GZ352 24 Gz382 24
27/05/2010| GZ368 24 Gz353 24 GZ383 24
30/05/2010| GZ369 24 Gz354 24 Gz384 24
2/06/2010| GZz370 24 GZ355 24 GZ385 24
5/06/2010| Gz371 24 GZ356 24 GZ386 24
8/06/2010| GZz372 24 Gz357 24 Gz387 24
11/06/2010, Gz373 24 GZ358 24 GZ388 24
Juni 14/06/2010| GZz374 24 GZ359 24 GZ389 24
(n=10) 17/06/2010| gz420 24 9z390 24 gz405 24
20/06/2010| gz421 24 gz391 24 gz406 24
23/06/2010| gz422 24 gz392 24 gz407 24
26/06/2010| gz423 24 9z393 24 gz408 24
29/06/2010| gz424 14 gz394 14 gz409 14
3/07/2010 gz426 24 gz396 24 gz411 24
6/07/2010 gz427 24 gz397 24 gz412 24
9/07/2010 gz428 24 gz398 24 gz413 24
12/07/2010 gz429 24 gz399 24 gz414 24
Juli 15/07/2010 gz430 24 gz400 24 gz415 24
(n=10) 18/07/2010 gz431 24 gz401 24 gz416 24
21/07/2010 gz432 24 gz402 24 gz417 24
24/07/2010 gz438 24 gz433 24 gz443 24
27/07/2010 gz439 24 gz434 24 gz444 24
30/07/2010 gz440 24 gz435 24 gz445 24
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Tabel 10: Overzicht van de staalnamedagen in GZnkd in functie van de HBtudie. Het
bemonsterde volume wordt weergegeven voor elk van de drie Partisol samplers.

Datun Partisol 69801 Partisol 80806 Partisol VMM
N m3/24 m3/24 m3/2 | Filter

Filtercode uur | Filtercode| uur | Filtercode| 4 uur
1|15/01/2010 17 GZ1 15 Zefluor
2 117/01/2010 23 GZ3 24 Zefluor
3 |31/01/2010 17 GZ8 24 GZ12 24 GZ16 24 | Zefluor
4| 7/02/2010 10 GZ20 24 GZ35 24 GZ250 24 Teflo
5 110/03/2010 11 GZ265 24 GZ277 24 GZ290 24 Teflo
6 (11/04/2010 7 GZ302 24 GZ317 24 GZ332 24 Teflo
7 |14/04/2010 10 GZ305 16,7 GZ320 16,7 GZ335 16,7 | Teflo
8 | 25/04/2010 15 GZ310 24 GZ325 24 GZ340 24 Teflo
9 | 28/04/2010 18 GZ311 24 GZ326 24 GZ341 24 Teflo
10| 30/06/2010 8 G425 24 G295 24 GZ410 24 Teflo

! dag van de luchtstaalname

% N: In aanmerking genomen deelnemers

® De gebruikte filters zijn teflo@PFTE) filters. Er werd gestart met het type Zefluor maar door een
vertraging in de ppductie van de filters werd overgeschakeld naar het type TB#ade filtertypes
werden in het verleden gebruikt voor de collectie iaW110. Geen van beiden geeft een matrix
effect in de Ames test en de immunotoxiciteitstesten.

3.2. BEHANDELING VAN DETHS

De staalvoorbereidinggebeurdein functie vande biologische testsysteem. Everden enerzijds
partikels verzameld van de beladen filters en anderzij@sd een organische extractie (ASE=
Accelerated Solvent Extraction) uitgevoerd van de beladen filters.

Per locatie werdenaor elke maand filters gepoold zodat er één organisch extract en één partikel
staal werd bekomen per maand en per locatie. Hiervoor werd elke filter verdeeld waarbij een deel
gebruikt werd voor het ASE extract, een deel voor PM cadleador Uhiversiteit Hasselt (UH)
(testen vanradicaalgenererendermogen van PM10) en het overige deel vooivdezamelingzan

de partikels.

U Verdeling van de filters van Koksijde
Elke filter(@=150mmwerd verdeeldzoals weergegeven Figuur3 :
ofilter : ASE extractie

3/8 filter : methanol extractie
1/8 filter: PM extractiglUniversiteit Hasse(UH))

22



HOOFDSTUKMeetcampagne in hotspot Gerikuid

B ASE
B Methanol,
W UH

Figuur3: Verdeling van de filters bemonsterd in Koksijde in functie van de verschillendeteadr
U Verdeling van de filtersan GenkzZuid

Per staalnamedagerd defilter (@=47mmn) vantoestel Partisol 6980Verdeeldzoals weergegeven
in Figuur4 :

¥, filter: ASE extract

1/8 filter: methanol extractie

1/8 filter: PM extractie Universiteit Hasse(UH))
De twee overige filtergan dezelfdedag(Partisol 8080&n Partisol VMM) werden volledggbruikt
voor het ASE extradDe biologische testen die uitgevoerd zullen worden op het&&ct vragen
veel materiaal vandar de ongelijke verdeling van de filters voor de verschillende extracties.

Partisol 69801
uASE
B Methanol,
®UH
Partisol 80806
Partisol VMM
B ASE
B Methanol,
HUH

Figuur4: Verdeling van de filters bemonsterd in Genk in functie van de verschillende extracties.
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De filters van toestel Pastil 69801 van de staadme in functie van de HBstudie in Genk
werden door Uldsseltgebruikt voor collectie van PM16n testen van hetadicaalgenererend
vermogen

3.2.1. ORGANISCHE EXTRACTIE

Bij de ASE (accelerated solvent extraction) methode wordt gebruik gemaakt van een 33 ml
extractiecel (filters van Koksijde) of eehl ml extractiecel (filters varisenk-Zuid) die van onder

naar boven wordt gevuld met een cellulose glasvezel filter, de te extraheren filters, natriumsulfaat
en celite. Celite wordt gebruikt als droogmiddel en hier&o brengt men 2 gram zeezand als
vulling. De extractie gebeurt met hexaan/aceton (50/50 v/v) als extractiesolvent en er wordt
geéxtraheerd bij een temperatuur van 100°C en een druk van 140 bar.

Het extract werd vervolgens over een kolom gebracht. Earegl kolom van Merck LiChrolut werd
gevuld met een laagje glaswol met daarboven3Na (overnacht gedroogd op 225 °@&r werd dan

met 5 ml hexaardceton(50/50 v/v)geprewashed. Het ASE extract werd opgebracht en vervolgens
werd de kolom 3 maal met 2 rhexaanaceton(50/50 v/v)nagespoeld. Het bekomen extract werd
ingedampt tot 1 ml en overgebracht @en conische vial. De tuleerd nog 2 keernagespoeld met
hexaan/aceton (50/50 v/v)

Het bekomen extract wordt ingedampt ondek Nij 37°C en uiteindelijgesubstitueerd in 100%
DMSQtot een concentratie vad200nt/ml. Het extract wordt bewaard bij 4°C

Voor elk type filter (T38 (Digitel) en Teflo (Partisol)) wordt eveneens een extractie uitgevoerd van
blanco filters. De volledige procedure wordt ook dopda zonder filter in de extractiecel
(procedure blanco).

3.2.2. COLLECTIE VAN PARTBUFOOR BOLOGISCHE TESTEN

Voor het verzamelen van de partikelfase van de beladen filters wordt een methanolextractie
gebruikt (Steerenbeyet al,, 2006).

Defilterdelen van GekZuid worden in een erlenmeyer van 50 ml gebracht samen met 20 ml
methanol. In een erlenmeyer van 50 ml worden de fikeafkomstig van Koksijde gebracht samen
met 45 ml methanol. Hetmengsel wordt 30 minuten gesoniceerd. Het supernatans wordt
gedecareerd in een rondbodemkolf van 250 ml. De bovenstaande stappen worden nog 2 x
herhaald (2x20 ml methanol voor filters van Genk en 2x25 ml methanol voor de fafemmstig

van Koksijde)De suspensie wordt ingedampt tot ongeveer 1 ml met de rotavafjotd3iC, 337

mbar en 100 rpm. Deze suspensie wordt eventjes gesoniceerd zodat alle materiaal van de wand
komt en overgebracht naar een vooraf gewogen 1.5 ml glazen conische tube. Deze tube wordt
ingedampt onder Blen de rondbodemkolf wordt nog 2 x nagesid en gesoniceerd. Uiteindelijk
plaatst men de tube in de speedvac gedurendeud en nadien plaatst men deze in een oven op
30°C gedurende 24 uur. De conische tube met het partikel materiaal wordt terug gewogen zodat
het gewicht van de partikels kdorepaald worden

Voor elk type filter (T38 (Digitel) en Tefl@Partisol)) wordt eveneens een extractie uitgevoerd van
blanco filters.

De verzamelde PM10 massa per gepoold staal wordt weergegevd@akial 11. De bekomen

Y I a a MXDaa extractie zijn hoger voor de stalen uit Koksijde doordat er gestart werd met meer
filtermateriaal(inclusief blanco filtergh vergelijking met de stalen uit Genk (2i&).
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Tabelll: PM10massalmg)van de gepoolde stalen per maand.

Staal mg

Koksijdefebruari 2010 38,14
Koksijde maart 2010 35,77
Koksijde april 2010 37,74
Koksijde mei 2010 11,53
Koksijde juni 2010 19,76
Blanco Koksijde 1,12
Genk februari 201C 3.3

Genk maart 2010 2,17
Genk april 2010 3,99
Genk mei 2010 3,79
Genk juni 2010 4,29
Genk juli 2010 4,79
Blanco Genk 0,06

3.2.3. COLLECTIE VAN PARTEKEOORINFBIOLOGISCHE TEST

In falcon buizen werdRNasevrij water toegevoegdaan de filters(5 ml voor filters met een
oppervlakte van 17.43 ¢ Partikels werden geéxtraheerd door de stalen gedureB@eninuten

in een ultrasoon bad te plaatsen. Bij dit sonificatieproces werden er ultrasone trillingen
uitgezonden waardoor de partikels gedispeegd werden in de vloeistof. De vloeistof werd
ingevrorenop -80°C.

3.3. BLOOTSTELLING VANTESTSYSTEMEN

Naar analogie met de pilootstudie wedg blootstelling van dén vitro systemen aan de organische
extracten uigevoerd metconcentraties die overeenkoem met dagequivalenter{hoeveelheid
ingeademde lucht/24 uur). Een ventilatiesnelheid van 14 I/min (normale ademhaling) gedurende
24 uur geeft een equivalent 20°%tucht/dag. De hoogste blootstellingsconcentratie komt overeen
met een dagequivalent van 20nucht. De ASE extracten werden getest voor hun mutageen
karakter en oestrogeeactieve potentie.

De partikels van de filterdie werden verzameld via een methanolextractierden opgelost in PBS
tot een concentratie van 10 mg/ml. De partikels werdenajest voor cytotoxiciteit met Bea2B
cellenenhuninflammatoir karaktelen de aanwezigheid van endotoxingsrden geévalueerd.

Het radicaalgener@nd vermogen van de partikels werd eveneens onderzocht.

De extracten varde blanco filters weren op dezlfde manier verdundals deextracten van de
beladen filteren toegevoegdaan debiologische testsystemen.
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3.3.1. AMES TEST

De Ames test wordt uitgevoerd in petriplaterogelbonnerplaatdie eenMG (minimal glucose)
voedingsbodem bevatten. Op deze bodemlaag dvoeen top agarlaag aangebracht die de
bacteriestam, het test item en de metaboliserende fractie bes. Ames test werd uitgevoerd
met de stam TA98 in aaen afwezigheid van de metaboliserentiactie S9.
Elk ASE extra¢4200nm/ml DMSO)werd verder vedund engetest in 3 concentraties (20, 10, 5 m
luchtequivalenfplaat) met 3 replica platen per concentratie.
Volgende controles werden meegenomen:

e negatieve controletép agar zonder toevoegingdm het aantalspontane revertanterte

bepalen

e solvent contole: DMSQ(dimethyl sulphoxide)

e positieve controle in afwezigheid van g9nitroquinoline Noxide (4NQO)0,2ug/plaat

e positieve controle in aanwezigheid van SSa@inoanthracene (AA) 2,5ug/plaat
De volgendeoncentratiereeks B(a)®erd getest0,0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 ug/plaat
Het extract van een blanco filter en een procedureblanco (extractie in afwezigheid van een filter)
werden eveneens getest.
De platen worden in de incubator geplaatst op8T °C gedurende 484 uren waarna de kolonies
worden geteld.Voor de telling van het aantal spontane revertanten (= negatieve (onbehandelde)
controleculturenzonder S9) voor staMA98worden waarden verwachissen 1 (minimum) en 50
(maximum) revertanten/plaatDe tellingen van het aantal revertante kales geinduceerd door de
solventcontrole moeten waarden opleveren die liggen binnen de zgenvan de historische
gegevens (zonder S93® revertanten/plaat; met S9: 154 revertanten/plaat)De tellingen van het
aantal revertante kolonies geinduceerd dode positieve referentiestof (positieve controle)
moeten waarden opleveren die preferentieel liggen binnen de grenzen van de historische
gegevensenminstens een biologische significantie aangevVemz. de incidentie aan revertanten
bij de stammen TA 98 0et minstens tweemaal hoger zijrotv. de spontane incidentie.

3.3.2. MELNASSAY

Door toxiciteit van het oplosmiddel (100% DMSO) moeten de extracten verdund worden tot
minstens 0.2% DMSO bij toediening aan de MELN cellen. De hoogste concentratie van extract die
bij de MELN cellen kon getest worden was 8%mhof 1.68 ni-equivalent/well. In een eerste test

reeks werden al de extracten opgezet in de prescreen assay (2 experimgrgscreen 1 en
prescreen 2, terwijl er steeds in parallel ook filtermateriaal get werd van de corresponderende
locatie om zanodig een correctie toe te passen. In de prescreen werden 4 verdunningen van het
extract getest voor de agonist vanaf 8.4/ml tot 1.05 m*ml, terwijl in de antagonist assay de
hoogste testconcentratie 4.2 tml was (vanwege 0.1 % DMSO) in een verdunningsreeks tot 0.52
m®ml. In deze condities werd eveneens cytotoxiciteit van de extracten gemeten. Voor agonisme is
de positieve controle 1¥-oestradiol, en voor antagonisme werd 4Qldmoxifen gebruikt.

Nadat bijde prescreen bleek dat er geen cytotoxiciteit aanwezig was in de extracten, en dat er
enkel een respons gedetecteerd werd voor agonisme, werd een herhaling van metingen enkel in de
agonist assay opgezet. Er werden 6 diluties van een 1:2 verdunning vatraigten aan de MELN
cellen blootgesteld, met 8.4 #fml als hoogste testconcentratie.

Voor beide testen werden de gemeten signalen van extracten (% luciferase inductie) vergeleken
met het signaal voor de positieve controle E2 die in eenzelfde experineemtks werd
geévalueerd. Het signaal van de concentratierespons curven van de extracten werd omgezet naar
een kwantitatief signaal voor oestrogene potentie, uitgedrukt als peedi@valenten/ni. In
sommige gevallen werd voor het geteste extract van derfilanco een signaal gemeten. Indien dit
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een kwantificeerbaar signaal was, namelijk hoger dan detectielimiet, dan werd de berekende
waarde voor de overeenkomstige extracten gecorrigeerd.

3.3.3. CYTOTOXICITEITBEASB

De cytotoxiciteit van de partikels welzepaald gebruikmakend van de bronchiale epitheel cellijn
Beas2B.De cellen werden in cultuur gebracht zoals beschreven in Verstraekdi§2009).

Van de PM poolstalewerd een stockoplossing vatDmg PM/ml PBS aangemaaklbeze oplossing
werd overnachtgeschud en dan verder verdund tot 1 mg PM/ml BEGM medNianovernacht
schuddenwerd deze oplossing verder verdund in medium en toegevoegd aan deZBeasllen.
De cellen (20000 cellen/96wnell/200pl) werden gedurende 24 uurblootgesteld aan een
concentratereeks van partikels: 100, 50, ,252.5, Opg PM/mI. Na blootstelling werdmet de
Neutraal Rood Uptake test de leefbaarheid van de cellen bep&dkd concentratie werd in
zesvoud getesDe methanolextracten van de blanco filters werden op dezelfdeiendrehandeld
en getest.

Als positieve controle werd een concentratiereeks van £@0| 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78,
0.39, 0.195, 0 ug/mlgetest.

3.3.4. PRODUCTIE VAN INFLAMWWDIRE CYTOKINES

Na 24 uur blootstelling van Be@8 cellen aan de partikels werdet supernatans van de
cytotoxiciteitsexperimenten verzameld, gepoold per blootstellingconcentratidierin wedenil-6
en it8 bepaaldvia Elisa(Invitrogen hu #6 CytoSet, 5 h LJ(h@ iL8!ElisaSe). Als positieve
controle werd het supernatans geaiikt van Bea®2B cellen na 24 uur blootstelling aan
verschillende concentratieg2.5, 1.25, 0.625, 0.313, 0.156, 0.078, 0.039, 0 ngAml) het
endotoxineLPS (lipopolysacharid Sigmaactiviteit:1U=0.2ng

3.3.5. BNDOTOXINE BEPALING

Perstaalwerd de hoogst concentratie van het partikel extract waaradeBeas2Bcellen werden
blootgesteld (DO pg/ml) getest voor de aanwezigheid van endotoxine (Camb@Xk1000
Chromogenic LAL Tdsit). Per filter werden twee replica metingen uitgevoerd

3.3.6. RADICAALGENERERBNIRMOGEN

1 $G NI RAOKIt 3SYSNBNBYR @8 NY 2 Hésbnamtiespeiroscopid el | R
uitgedrukt in arbitraire eenheden per m3 bemonsterde lucht en per massdeid fijn stof.
Deeltjes worden van de filter gehaald door middel vanfwatie in water. Door toevoeging van
waterstofperoxide aan de gesuspendeerde partikels kan de mate waarin oxiderende en
reducerende reacties plaatsvinden worden bepaald. Deze methode correleert sterk met
biologische methodes in longepitheelcellen waarbijdépletie van antioxidanten zoals ascorbaat

en gereduceerd gluthatione peroxidase werdhggen (Shi Tet al, 2006).Als positieve cotrole

werd EVA91 gebruikt en een negatieve controle bestaat uit water en DMPO.

Kwantificatie gebeurde als de som van déate amplitudes van het DMRQ OH kwartet signaal,

en de uitkomst werd uitgedrukt als de totale amplitude in arbitraire eenheden, gerelateerd aan
dezelfde instrumentale instellingen. De DMPO/peroxide analyse is vooral gevoelig voor transitie
metalen Ghi et al., 2003. Doordat experimenten met nitfl®AKs en pure kinones geen
detecteerbare DMP@H vorming geven, gebruikten we een positieve controle {EMAeen
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vliegas bekomen door verbranding van verpuheskdlen die minder rijk is aan metalen dan ROFAs
(residual oil flyash) en meer gelijkaardig aan PM in het milieu. Deze positieve controle werd
gebruikt in elke set van experimenten om te corrigeren voor een mogelijke afwijking in het signaal.
De variatie tussen experimenten was minder dan 5%. Eerdedgestonderzochten het vermogen

van verschillende metalen en valenties om hydrexglicalen te genereren in de DMPO/peroxide
methode (Shiet al, 2003). De data toonden dat de kinetica van OH vorming verschilde tussen
metalen en dat ook het maxima@lH geererend vermogen verschillend was. De hoogste activiteit
werd waargenomen voor Cu2p, V2p en Fe2p. Bovendien toonde werk met pdrtikdende
metalen ROFAs(die zeer rijk zijn aan transitie metalen) dat sommige partikelgeassocieerde
metalen ook Fentommeadief kunnen zijn. Het uiteindelijke resultaat is daarom een toevoeging van
Fenton biebeschikbare metalen geinduceerde ®@btming, en een dichtere benadering van de
maat voor oxidatieve stress inductie dan een som van metaalcomponenten. De chemische
reproduceerbaarheid van de methode (toegepast op hetzelfde monster) is binnen de 5%. Dit maakt
toepasbaarheid van de methode mogelijk voor het vergeliken van PM monsters tussen
verschillende dagen of tussen plaatsen op dezelfag (Shet al., 2003).

3.4. STATISBCHE VERWERKING

In de verschillende biologische testsystemen werd een concentratiereeks van de ASE extracten of
van de partikel fractie getest. Demcentratieeffect respons werd onderzocht. In de Ames test
werd de concentratieafhankelijkheithepaald viaeen lineaire regressie analyse (h85) Voor de
andere assays werd een Onay ANOVA uitgevoerd.

Om na te gaan of er statistisch significante verschillen in respons voorkomen in functie van de tijd
(tussen de maanden) en tussen de twee locaties (Genloksijde) en of er een interactie bestaat
tussen beiden werd eeRactorial ANOVA design gebruilij een significant hoofdeffect van tijd
werd een Tukey podtoc test uitgevoerd om na te gaan welke maanden van elkaar verschillen.
Significante verschillemide relatieve toxische potentie tussen Genk en Koksijde werden getest via
een gepaarde-test.

Het significantieniveau voor altgatistische testen i6.05.
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HOOFDSTUK B-FECTGERICHTE MEENG

Voor elk testsysteem werd de concentratiesspons en de relatieve toximische potentie
geévalueerd en werd het effect van de locatie en tijdstrends onderzocht.

4.1. AMESTEST

4.1.1. RESULTATEN

De Ames test werd uitgevoerd met de stam TA98 in- @aanafwezigheid van de metaboliserende

fractie S9. Elk ASE extract werd getest in 3 canages (20, 10, 5 m3 lucht equivalent/plaat) met 3

replica platen per concentratie. DMSO (dimethyl sulphoxide) werd als solvent controle gebruikt. Als
positieve controle werd egrzijds 4nitro-quinolineN-2 EA RS o6bvhZ Aa®du>3Ik LI ||
afwezigheid van metabole activiteit39) en anderzijds-@minoanthraceen @ ! = wM> 3k LI | | {
benzo(@pyeSy 6. 6l 0t X p>IkLAFFG0O AY RS IFysgSTIKRIKSAF
experiment werd ook het extract van een blanco filter en een procedureblanco (extractie in
afwezigheid van een filter) getest.

De ruwe resultaten van de tellingen (aantal revertanten per plaat) worden weergegeVatéh

12 voor de gepoolde stalen van Koksijde edabell3voor de gepoolde stalen van Ge#rkid.

In huidige studie werd een extract als positief (mutageen) aanzien als er een significante
concentratierespons is en er een verdubbeling v&n het aantal revertanten bij 20 in
luchtequivalent t.o0.v. de solvent controlénfluctiefactor [P>2). De concentratieafhankelijkheid
werd bepaald via een lineaire regressie analyse (p<0.05) waarbij de concentratie van 0 m3 lucht
equivalent gelijk is aade DMSO controle. Deze criteria werden eerder beschreven in de literatuur
(Zhao and Li, 2002; Zhabal., 2002; Ducatti and Vargas, 2003; Du Fetual., 2004; Buschirgt al,,

2001; De Martiniet al,, 1999; Claxtoet al,, 2001; Cernat al,, 1999; Cmaet al., 2000).

Noch de extracten van de blanco filters, noch de procedure blanco stalen vertoonden mutagene
activiteit (IF<2). Er was geen significant verschil in aantal revertanten tussextrdeten van de
blanco filters erde DMSO controle {test, p>0.05)

Alle extracten vertoonden een significante concentratierespons relatie (p<0.05) met uitzondering
van het extract vale maand mei uit Koksijde (+S9) (p=0.052).

In de afwezigheid van S9 kon voor alle extracten een IF>2 worden aangetoonddsj beteste
concentratie van 20 fuchtequivalent.

In de aanwezigheid van S9 was er geen verdubbeling van het aantal revertanten t.o.v. de solvent
controle voor de extracten van mei en juni uit Koksijde en de extracten van juni en juli uit Genk.
Het aanal revertanten bij 20 rhluchtequivalent was voor deze extracten met IF<2 echter wel
significant verhoogd t.o.v. de solvent controle€st, p< 0.05).

lffS SEGNI OGSy @2tR2Sy Iy RS (6SS @g22NRLIASAl
beschaiwd in de Ames testl@bell3en Error! Reference source not founyd.

De directe mutageniciteit is significant verhoogd t.o.v de indirecte mutageniciteit voor de extracten
van februari en juni uit Genk eroor het extract van februari uit Koksijdetést, p<0.05).
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Rekening houdend met de vooropgestelde criteria, tonen de resultaten aan dat alle gepoolde
stalen van Koksijde en Genk schadelijke stoffen bevatten met een dir&&groutagene werking

en da met uitzondering van de extracten vale maandermei en juni uit Koksijde en juni en juli

uit Genk alle extracten indirect mutageen (+S9) zijn.

Tabel 122 Overzicht van het aantal revertanten (gemiddeif®) voor de maandstalenaw
Koksijde.

e Afwezigheid vars9 Aanwezigheid vag9
o Revertanén Revertanén
Iplaat | Gemiddeldle SD IFF p° | Gemiddelde  SD IF* p°
SR 19 4 -
4-NQO 133,33 1,53 9,09
2-AA 2298,67 113,51 99,94
Blancd 15,67 2,3 1,07 24.67 3,2 1,07
PE 17.3 51 1,06 23.7 4,2 1,03
DMSO 14,67 2,08 1,00 23,00 4,00 1,00
Februari 20 106,00 3,61 7,23 <0.001 80,67 5,13 3,51 <0.001
10 70,33 9,61 4,80 51,67 4,73 2,25
5 50,33 8,96 3,43 42,00 7,94 1,83
Maart 20 62,00 1,73 4,23 <0.001 58,67 1,53 2,55 <0.001
10 51,67 13,05 3,52 44,00 1,73 1,91
5 31,67 7,77 2,16 36,00 8,89 1,57
April 20 52,33 4,04 3,57 <0.001 51,67 4,16 2,25 <0.001
10 42,00 7,00 2,86 37,67 6,11 1,64
5 30,00 557 2,05 28,67 8,14 1,25
Mei 20 36,00 1,00 2,45 <0.001 36,67 6,66 1,59 0.052
10 27,33 0,58 1,86 30,00 9,54 1,30
5 21,00 557 1,43 31,67 7,64 1,38
Juni 20 38,67 6,35 2,64 <0.001 38,33 6,66 1,67 0.013
10 31,67 4,04 2,16 36,00 9,00 1,57
5 19,00 1,00 1,30 30,33 4,73 1,32

!SR=spontane revertanten

% Blanco=ASE extract van blanco filter

% PB=procedure blanco

*inductie factorverhouding van het aantal revertanten t.o.v. de DMSO contitiken IF>2ni bold
weergegeven

®:p-waarde lineaire regressie; indien p<0.05 in bold weergegeven
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Tabell3: Overzicht van het aantal revertanten (gemiddei§®) voor de maandstalen van Genk

Afwezigheid vansS9 Aanwezigheid vag9
Revertanén Revertanén
m3
Iplaat | Gemiddelde SD IF p° | Gemiddelde SD IF p°
SR 19,00 4,00 -
4-NQO 133,33 153 9,09
2-AA 2298,67 113,51 99,94
PE 17.3 51 1,06 23.7 4,2 1,03
Blancd 16,33 0,58 1,11 23,00 2,00 1,00
DMSO 14,67 2,08 1,00 23,00 4,00 1,00
Februarii 20 158,67 7,09 10,82 <0.001| 139,00 6,08 6,04 <0.001
10 93,67 2,08 6,39 66,00 500 2,87
5 66,33 586 4,52 53,00 520 2,30
Maart 20 98,67 551 6,73 <0.001 85,33 22,03 3,71 <0.001
10 53,67 7,37 3,66 58,33 12,70 2,54
5 39,00 11,53 2,66 36,33 2,89 1,58
April 20 105,33 503 7,18 <0.001, 108,00 3,61 4,70 <0.001
10 71,67 7,37 4,89 65,00 7,94 2,83
5 51,00 2,65 3,48 46,67 9,81 2,03
Mei 20 86,67 11,37 591 <0.001 86,33 8,14 3,75 <0.001
10 55,00 1,73 3,75 57,67 4,73 251
5 42,00 1,00 2,86 39,00 361 1,70
Juni 20 61,33 569 4,18 <0.001 43,33 6,66 1,88 <0.001
10 43,33 6,03 2,95 31,33 503 1,36
5 31,00 1,00 211 29,33 4,73 1,28
Juli 20 38,33 4,16 2,61 0.0014 34,00 436 1,48 0.01
10 29,67 7,77 2,02 31,00 500 1,35
5 28,33 751 1,93 28,33 462 1,23

'SR=spontane revertanten

2PB=procedure blanco

% Blanco=ASE extract van blanco filter

*inductie factor inden IF>2 in bold weergegeven

®p-waarde lineaire regressie; indien p<0.05 in bold weergegeven
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Als interne positieve controle en referentiestof werd een concentratiereeks van B(a)P getest. De IF
in functie van de concentratie B(a)P wordt weergegeverFiguur 5. Er is een significante
dosisafhankelijke toename van het aantal revertanten.

Ames B(a)P

30

25 .

20 .
&L 15

10 »

5 o

0 :

0 1 2 3 4 5
ug BaP

Figuur5: Concentrareeks B(a)P in Amésst.

4.1.2. TREND IN FUNCTIE VBE TIJD

Wanneer de mutagene #eiteit van de maandstalebekeken wordt irfunctie van de tijdzijn er
significante verschillen tussen deaandenzowel voor de directe-§9) als de indirecte (+S9)
mutageniciteit(Factorial ANOVA, p<0.0%)eze verschilletussen de maanden wordegezen in
beide locaties. Tabel 14: Verschillen in mutageniciteit tussen de maandstalen, Significante p
waarden (Factdal ANOVATukey posthaczijn inbold weergegeverTabell4 geeft de pwaarden
van de posthoc vergelijking Tukey HSD tg¢svan de maandresultaten (directe en indirecte
mutageniciteit) per locatie.Het aantal revertanten (met en zonder S9) in functie \dm
concentratie per m® luchtequivalent voor de extracten van deerschillende maanden wotd
grafisch weergegeven iriguuré. De mutagene activiteit van de extracten is het hoogst in februari,
maart en april zowel voor Koksijde als voor de locatie Genk.
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Figuur 6: Directe {S9)en ndirecte ¢S9 mutageniciteit van de luchtstalen afkomstig van Koksijde en Genk
(gemiddeldet 95%C).

in functie van de staalnamemaand
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Tabel14: Verschillen in mutageniciteit tussen de maandstalen, Significam@grden (Factoal
ANOVATukey posthaczijn inbold weergegeven

Koksijdec¢S9

Februari Maart April Mei Juni Juli
Februari <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
Maart <0.01 0.026 <0.01 <0.01
April <0.01 0.026 <0.01 <0.01
Mei <0.01 <0.01 <0.01 0.58
Juni <0.01 <0.01 <0.0L 0.58

Koksijde +S9

Februari Maart April Mei Juni Juli
Februari <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
Maart <0.01 0.035 <0.01 <0.01
April <0.01 0.035 0.044 0.17
Mei <0.01 <0.01 0.044 0.50
Juni <0.01 <0.01 0.17 0.50

Genk ¢S9

Februari Maart April Mei Juni Juli
Februari <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
Maart <0.01 <0.01 0.4 <0.01 <0.01
April <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
Mei <0.01 0.4 <0.01 <0.01 <0.01
Juni <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
Juli <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

Genk +S9

Februari Maart April Mei Juni Juli
Februari <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
Maart <0.01 <0.01 0.79 <0.01 <0.01
April <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
Mei <0.01 0.79 <0.01 <0.01 <0.01
Juni <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.36
Juli <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.36

4.1.3. TRENDN FUNCTIE VAN PLSAT

Verwacht wordt dat de extracten van filters bemonsterd da industriéle locatie Genkmeer
mutagene componenteevatten dan deze vade achtergrondlocatie Koksijden daardoor ook

meer mutagene activiteit vertonen in démestest. De statistische vergelijking van de twee
locaties bevestigd dat de directe en de indirecte mutageniciteit verhoogd is in Genk tov Koksijde
(Factorial ANOVA, p<0.05). Er kon ook een significante interactie aangetoond worden tussen de
locatie en de tijd (maaden). Voor alle maandermet uitzondering van juni (+Syerden er
significante verschilleiiTukey post hocp<0.01)in directe (S9) en indirecte mutageniciteit (+S9)
aangetoond tussen de extracterfkomstig van Genk en Koksijde waarbij de extracten \@nk@e
hoogste mutageniciteit vertoondeme resultaten worden grafisch weergegeverkriguur?.
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Figuur7: Vergelijking van de directe (A) en indirecte (B) mutagenicsitgitde luchtialen afkomstig
vanKoksijde en Genk in functie van de maaad staalname(gemiddeldet 95%CL**: p<0.07J).

4.1.4.

RELATIEVE TOXICOL@GIS POTENTIE

De mutagene potentie van de stalefiF bij20 n? luchtequivalen} werd omgerekend naar B(a)P
equivalentenop basis van de standaardreeks B(a)P in de Ames Eéguyr5). De resultaten per
maand worden weergegeven Figuur8.
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Figuur8:Directe en indirecte mutagene potentiean degepoolde stalen uitgedrukt als |gfa)P
equivalenten

In Genk varieert deberekende directe mutagene potentie tussen 0.12 en 0.80 ug B(a)P
equivalenten met een gemiddelde van 0.45 + 0.26 ug B(a)P eq terwhedikendeindirecte
mutageniciteit varieerttussen 0.31 en 1.34ig B(a)P eq met een gemiddelde van 0.8 + 0.35 ug
B(a)P eqVoor Koksijde is zowel de berekende directe als de indirecte moggmeentie lager met
gemiddelde van respectievelijk 0.26 £ 0.13 ug B(a)P eq en 0.51 + 0.26 ug B(a)P eq.

Globaal genomen kan besloten worden dat directe ende indirecte mutagene potentie van de
omgevingslucht gecollecteerd in Genk significant verhdsgdvergelijking met de omgevingslucht
verzamdd in Koksijde (gepaardetést; -SQ p=0.0165 en +S$=0.00%}) Figuur9).
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Figuur9: Berekende mutagene potentie (B(a)P equivalenten) van de gepoolde maandstalen voor
de locatie Koksijde en Ge(®&emiddelde en SD ; **:p<0.01)

4.2. MELNASSAY

4.2.1. RESULTATEN

Al de extraten, en filter blanca® werden een I° keer in de prescreen assay geévalueerd.
Voorbeelden van respons curven voor een extract van respectievelijk Genk, en van Koksijde
worden in Figuur 10 voorgesteld. De prescreen assay bleekergandicatie te geven voor

cytotoxiciteit, noch voor antagonistische activiteit bij geen enkele van de geteste extracten van

f dZOKGFAfGSNE 2F 20SNBSy(12YaidAaasS FAEGSNI oflyO2Qao
De agonistische respons voor elk van de extracten in de prescreen werd pee leocager

experiment samen met de blanco samengevaiTabel15. Het signaal voor de blanco filters in
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Genk blijfftlaag (ANOVA, p>0.05), terwijl het extract van de filter blanco voor Koksijde een tendens
voor licht agonistisch effg tonen (ANOVA, p<0.05). Bij berekening bleek voor de blanco filters van
Genk de activiteit in de prescreen steeds beneden de detectielimiet. De filter blanco van Koksijde in
experiment prescreen 2 gaf een kwantificeerbaar signaal, nl. 1.19 gEn#&g./nT. Dit werd in
rekening gebracht bij de berekening van de oestrogene potentie in extracten van Koksijde die in dit
experiment gemeten werden. Hoewel filters van beide locaties uit teflon (PFTE) werden gemaakt is
het niet uitgesloten dat vanwege een verdidnde producent van de filters de kwaliteit verschilt

en er in het geval van Koksijde oestrogeamtige contaminanten aanwezig zijn. Dit matrixeffect
werd ook vastgesteld in het Pilootproject effectgericht meten (Van Den Hetadl, 2008). Alle
extraden vertonen een significant concentrafiespons effect (ANOVA, p<0.05).

= Koksijde maart = Genk maart
150 + Koksijde maart + EC50 E2 1501 *  Genkmaart + EC50 E2
Koksijde maart + 1000 EC50 E2 Genk maart + 1000 EC50 E2
.2 1004 © 1004 v i .
§ \ g I
i

S r—A\_‘ 3 ' : I x
= £
50+ S 50

0 T T T 1 O T T T 1

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 05 0.0 0.5 1.0

log (CONC) log (CONC)

Figuur10: Voorbeeld van een testresultaat in de prescreen test, voor respectievelijk Koksijde en
Genk, voor het extract van de maand maart. De respons curven zijn gemiddelde waarden + SD
(n=3)

In een herhaalexperiment opgezet als een agonist test met MEELIBh werden alle extracten van
Genk en Koksijde en de overeenkomstige filterblanco opnieuw tgm®&e concentratie respons
data worden weergegeven ihabell6. Voor het extract van Genk, maand juni was er niet meer
voldoende materiaal om de hoogste testconcentratie te evalueren, hoewel de andere
verdunning& van extract wel gemeten werden. In alle stalen kon een statistisch significant
concentratieeffect vastgesteld worden (ANOVA, p<0.05).

Bij de herhaaltest bleek zowel voor Genk als Koksijde de filterblanco een kwantificeerbaar signaal
te geven, respectieslijk 0.11 pg EEquiv./nfen 0.26 pg EEquiv./n?, hetgeen afgetrokken werd

bij berekening voor de potentie in de extracten per locatie. De range van kwantificeerbare
gegevens in een dogespons curve kan lichtjes verschillen tussen experimenten aldgyesn de
gevoeligheid van de cellen die wat kan variéren. Daaveondt er niet met absolute signalen
gerekend maar steeds als maat van E2, nke§Rivalenten, hetgeen met inbegrip van biologische
variatie tussen experimenten, toch een beterergelijkirg tussen experimenten zal toelaten.
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Tabel1l5: Meetresultaten (gemiddelde en standaard deviatie, n= 3) voor alle stalen van Genk en
Koksijde, verdeeld over 2 experimenten, in een opzet met prescreen. Het signaal van de
congentratie responscurve , uitgedrukt als % van de SC (= 100%) wordt gegeven voor elk van de
verdunningen van het PM10 extract.

Luciferase PM10
Maandstaal L .
activiteit m>/ml
(%

inductie) SC 1,05 2,1 4,2 8,40

Experiment prescreen 1
Genk blanco Gem 100,0 89,9 82,6 80,3 94,0
SD 13,4 5,6 8,3 3,9 13,8

Genk februaf Gem 100,0 142,0 197,7 357,7 535,3
SD 12,3 14,4 6,1 315 48,6

Genk maart Gem 100,0 156,3 211,9 3511 622,3
SD 10,5 2,4 5,6 2,9 53,1

Genk mef Gem 100,0 155,2 183,2 273,8 549,9
SD 29,0 10,5 17,8 22,4 110,5

Koksijde

blanco* Gem 100,0 104,0 100,6 116,8 130,5
SD 12,4 7,79 3,08 6,28 4,19

Koksijde Gem 100,0 134,0 159,8 204,0 361,1

februari SD 13,4 7,0 8,2 10,0 31,2

Koksijde maart ~ Gem 100,0 106,7 131,7 136,0 189,5

SD 7,2 9,6 7,5 3,7 6,2
Koksijde méi Gem 100,0 1245 1353 160,1 180,9
SD 4,2 10,6 12,0 2,6 5,7

Experiment prescreen 2

Genk blanco Gem 100,0 100,7 99,7 105,3 110,0
SD 4.4 8,0 11,2 4.4 7.9
Genkaprif Gem 100,0 137,1 1594 1979 304,9

SD 3,8 9,4 6,1 22,0 10,0

Genk jurt Gem 100,0 119,6 146,8 146,1 180,0
SD 4,2 19,5 11,4 8,5 11
Genk julf Gem 100,0 133,5 134,0 158,8 172,3

SD 2,2 13,5 7,9 13,3 3,2
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Koksijde blaoc* Gem 100,0 143,9 167,5 163,1 189,4
SD 6,1 15,75 1454 15,33 16,14

Koksijde aprfl Gem 100,0 169,4 2014 262,3 304,6
SD 13,2 6,55 3,36 2,19 14,51

Koksijde jurfi Gem 100.0 157,3 187,4 198,1 229,9
SD 14.3 16,0 15,4 20,7 4.3

*: Oneway ANOVA, p<0.05

Tabel16: Meetresultaten (gemiddelde en standaard deviatie, n= 3) voor alle stalen van Genk en
Koksijde, in een herhaalexperiment in een opzet als agonist assay. Het signaal van de concentratie
responscuwe , uitgedrukt als % van de SC (= 100%) wordt gegeven voor elk van de verdunningen
van het PM10 extract.

Luciferas
eactivitei PM10
Maandstaal t (% mml
inductie)
SC 0,2625 0,525 1,05 2,10 4,20 8,40
Genk blanct Gem 100,0 99,33 97,60 110,05 114,38 127,00 137,55
SD 6,5 8,20 9,08 5,67 8,31 3,16 9,96
Genk februati Gem 100,0 9423 99,65 97,53 121,61 187,34 248,57
SD 3,0 1,21 3,72 354 1066 2,36 13,78
Genk maart Gem 100,0 111,33 110,36 114,16 124,17 179,40 280,03
SD 55 711 1221 7,14 6,92 8,60 10,76
Genk aprif Gem 100,0 110,06 116,31 138,99 152,60 194,14 258,63
SD 1,6 5,45 3,83 438 10,03 8,02 9,07
Genk mei Gem 100,0 110,01 115,83 121,37 136,98 173,62 272,50
SD 9,0 2,13 7.27 2,21 4,71 2,37 4,94
Genk jurti Gem 100,0 90,31 106,54 114,84 124,85 130,75
SD 55 711 1221 7,14 6,92 8,60
Genk julf Gem 100,0 96,64 104,85 121,97 146,08 158,19 178,42
SD 1,9 8,86 2,63 1,96 2,49 2,38 2,59
Koksijde blanco  Gem  100,0 102,97 107,90 114,08 123,78 144,27 152,10
SD 3,5 2,81 4,23 7,47 7,12 549 18,69
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Koksijde Gem 100,0 135,39 129,48 13500 139,50 153,11 192,39
februarf SD 4,6 2,78 3,20 4,20 5,76 822 17,98
Koksijde maatt ~ Gem  100,0 12222 12853 134,72 140,64 146,37 165,17
SD 11,1 4,13 10,33 3,84 1,80 1,11 6,34
Koksijde apr Gem 100,0 111,94 132,60 144,49 15456 163,68 184,40
SD 73 950 9,34 8,84 1,67 538 4,09
Koksijde mei Gem 100,0 120,10 123,42 13453 147,44 16134 173,81
SD 90 213 7.27 221 471 237 494
Koksijde juni Gem 100,0 113,65 121,09 141,62 150,42 158,84 180,26
SD 23 11,03 4,04 774 6,33 6,92 23,01

*: Oneway ANOVA, p<0.05

Als interne positieve controle en referentiestof WdR  #eastradiol getest. De luciferasaductie
&z @Fy a2t @Syid O2y GNBf S0 xogstraflideyv@rdt véergegeveh inR S
Figuurll. De luciferas¢ OGO A QA GSAG ySSY(G (2S5 YoéstraddiA23ISYyRS

MELN-test

250,0 —o— solventcontrol
—O0—E2

Luciferaseactivity (% of solvent control)

0.2% DMS( 3,33E13 1,00E12 3,33E12 1,00E11 3,33E11

CONCENTRATION (M)

1,00E10 3,33E10 1,00ED9

FiguurllY / 2 y OSy ( NI aedtradiwBrOVIEENSsay (gemiddelde + SD).
4.2.2. TREND IN FUNCTIE VBE TIJD

Figuurl2toont de concentratierespons curven van de twee uitgevoerde experimenten peamda

voor elke locatiena correctie voor de respons van de blanco filler het prescreenexperiment

werd zowel in Koksijde als in Gemlen significanttijdseffect vastgesteld waarbij ererschillen
gevondenwerdenin de oestrogene potentie tussen de maamd(Factorial ANOVAukey posthoc,
p<0.05).

In het herhaalexperimentvaarin alleen de agonistische werking werd getegtrd er eveneens

een significant tijdseffect vastgesteld. Voor de maandstalen afkomstig van Koksijde werd alleen
een significant versgl in oestrogene respons gevonden tusget extract van april en maart/oor
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Genk daarentegen kondemeerdere significante verschillen aangetoond worden tussen de
maanden.Tabel 17 geeft de pwaarden van de statistische vergkiijg van de resultaten per
maand.
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Figuurl2: Concentratierespons in de MELN assay van de lueliést afkomstig van Koksijde erei@X in functie van de staalnamemaafgemiddelde
+ 95%CL)1) prescreen experiment (2gonist experiment
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Tabel 17: Verschillen in oestrogene potentie tussen de maandstalen. Significamteaplen
(Factorial ANOVATukey posthaczijn in bold weergegeven.

Koksijde(1)

Februai Maart April Mei Juni Juli
<0.001Februari <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Maart <0.001 <0.001 0,231 0,999
April <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Mei <0.001 0,2312 <0.001 0,163
Juni <0.001 0,999 <0.001 0,163

Genk (1)

Februari Maart April Mei Juni Juli
Februari 0,999 <0.001 0,010 <0.001 <0.001
Maart 0,999 <0.001 0,002 <0.001 <0.001
April <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Mei 0,010 0,002 <0.001 <0.001 <0.001
Juni <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0,999
Juli <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0,999

Koksijde (2)

Februari Maart April Mei Juni Juli
Februari 0,057 0,995 0,621 0,801
Maart 0,057 0,021 0,666 0,474
April 0,995 0,021 0,377 0,564
Mei 0,621 0,667 0,377 0,998
Juni 0,801 0,474 0,564 0,998
Juli

Genk(2)

Februari Maart April Mei Juni Juli
Februari <0.001 <0.001 0,007 <0.001 0,018
Maart <0.001 0,003 0,538 <0.001 0,296
April <0.001 0,003 <0.001 <0.001 <0.001
Mei 0,007 0,538 <0.001 <0.001 0,999
Juni <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Juli 0,018 0,296 <0.001 0,999 <0.001

(1) prescreen experiment (2gonistherhaalingexperiment

4.2.3. TREND IN FUNCTIE VRNAATS

De respons in de MELN teserd vergeleken tussen de luchtstalen atkomstig @amk en Koksijde
zowel voor het prescreen experiment als het herhaalexperiniee agonist setip. Alleen in het
prescreen experiment kon een significant hoofdeffect van plaats aangetoond worden. In beide
experimenten is er een significante interactie tussen plaats en tijd (Factorial ANOVA, pRér05)
maand konden statistisch sigiaiinte verschillen aangetoond worden tussen Genk en Koksijde in
beide experimenten waarbij de respons hoger was bij blootstelling aan de extracten afkomstig van
luchtstalen uit Genk (Tukey posthoc, p< 0.¢%9yuurl3).
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Figuurl3: Vergelijking van Luciferase activiteit van de luchtstalen afkomstig van Koksijde en Genk
in functie van de maand van staalname. (gemiddelde 95%CL, *:p<0.05, **:p<001) A: prescreen
experiment, B:herhaalexperimeirt agonist seup.

4.2.4. RELATIEVE TOXICOL@GIS POTENTIE

Voor beide testen (prescreen assay en agonist assay) werd voor elk van de extracten het signaal
voor oestrogene potentie gekwantificeedg E2Equiv./n?). In enkele gevallen was het berekende
signaaleen waarde tussen de detectielimiet en kwantificatielimiet, bijv. Koksijde maart en mei in
de prescreen, en Genk juni extract in agonist assay. Weberekening van gemiddelde potentie

per gemeten extract werd in deze laatste stalen het signaal geligdgesan de kwantificatielimiet

van het overeenkomstige experiment.

Bij de herhaaltest bleek zowel voor Genk als Koksijde de filterblanco een kwantificeerbaar signaal
te geven, respectievelijk 0.1dg E2Equiv./n’ en 0.26 pg EEquiv./n?, hetgeen afgetroken werd

bij berekening voor de potentie in de extracten per locatie.
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In Figuurl4 worden de gemiddelde oestrogene potentie en standaarddeviatie (n=2) voor elk van
de maandstalerper locatie en per maand voorgedd. Zowel uit de responscurveifriguurl?), als

bij berekening van de oestrogene potentie blijkt dat het signaal in Genk, voor elk van de maanden
afzonderlijksteeds hoger is dan het gemeten signaal in Koksijgeb&e locaties blijkt april het
hoogste signaal qua oestrogene potentie op te leveren. Voor deze berekende gemiddelde waarden
met in sommige gevallen vrij hoge SD werd geen verdere statistische analyse toegepalset
vergelijken varE2Equiv./n? per maand vanwege enerzijds het beperkt aantal datapunten, en het
semikwantitatieve karakter van de berekende oestrogene potent®ver de volledige
meetcampagne is de gemiddelde berekende oestrogene potentie significant verhoogd in Genk tov
Koksijde Figuurlb) (Gepaarde-test, p<0.05).

In Genk varieerde de gemiddelde oestrogene potentie tussen 0.31 erp§.B2Equiv./nT , terwijl

voor Koksijde dit lag tussen 0.11 en OptRE2Equiv./nT. Deze resultaten zijn vedezelfde grootte

orde als metingen door Wengeet al. (2009) die met de ECalux, een vergelijkbare hER
transactivatie assay, een oestrogene potentie tussen 0.07 en 1.25-BquE2/nT vermelden voor
extracten van luchtstalen, hetgeen overeenkomt mestwegene potentie van 23 ng EZEquiv.

per hoeveelheid van particulair materiaal, namelijk g PNti.de studievan Wenger(2009)werd

de oestrogene potentie toegeschreven aan ondermeer gehydroyleerde polykoolwaterstoffen,
hoewel andere potentieel oestr@ge stoffen in extracten van lucht niet geidentificeerd konden
worden. De Castrat al. (2006) meten met de Bcreen (een cel proliferatietest) dat de hoge
oestrogene potentie in lucht stalen te wijten is aan meerdere-Ba@eneren. Ook kan Bésol A,

een gekende oestrogene stof bijdragen tot de oestrogene potentie na blootstelling via de lucht
(Von Goetzt al., 2010).Dezelfde bevindingen werden eerder ook gevonden door Matsureoto

al. (2005).PM werd verzameld op glasvezelfilters en getest voor ogsime activiteit. Het
organische extract veroorzaakte proliferatie van MCEellen (humane borstkankercellijnpe
aanwezigheid van Bisfenol A (range: 81022 ng/™) werd aangetoond ineen organisch extract

van dede PM fractiedat aanwezigde studievan Kennedt al. (2009) waar zowel binnenhuis als
buitenhuis luchtstalen worden bemonsterd voor metingen van oestrogene en diaximgge
activiteit toont dat de buitenhuis oestrogene activiteit relatief minder belangrijk .dsv.t de
gemeten dioxineadhtige activiteit. Bovendien bleek de oestrogene potentie buitenhuis niet van
betekenis ten opzichte van de gemeten potentie binnenhuis die varieerde tussen < 0.22 tot 185 pg
E2Equiv./nT.

We besluiten dat oestrogene activiteit aanwezig is in het organisateriaal verzameld op de
filters van zowel Genk als Koksijde. Er wordt wel nog een achtergrondsignaal gedetecteerd
vanwege het gebruikte filtermateriaal, steeds Teflon voor Genk en Koksijde, maar filters afkomstig
van een verschillende producent kunneargaak zijn van deze verschillen per locatie. Dit matrix
effect in de MELN test van de PTFE filters (= 150mm) voor high volume samplers werd ook
vastgesteld in de pilootstudie (Van Den Heetedl., 2008).

Ondanks deze filterachtergrond waarvoor gecaregl werd, kon er supplementaire oestrogene
activiteit in extracten van luchtfilters gemeten worden. Er zijn geen uitgesproken
seizoensverschillen opgemerkt, hoewel er #igante verschillen soms tussen verschillende
maanden bleek. Globaal is het sighaa Genk consistent hoger dan in Koksijde. Welke stoffen
bijdragen tot het gemeten oestrogene signaal kan slechts bepaald worden na tosgegtiturde
identificatie van organische stoffen in de extracten.
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Figuur 14: Berekende oestrogene potentie voor agonistische activiteit in de prescreen assay en
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Figuur 15: Geniddelde berekende oestrogene potentie3D) van de lucht stalen uit Genk en
Koksijde(*: Gepaarde ttest, p<0.05)

4.3. CYTOTOXICITEITBEASB

4.3.1. RESULTATEN
Humane bronchiale epitheelcellenevden blootgesteld aan PM afkomstig van de gepoolde filters

per maand. Met behulp van de Neutraal Rood assay wordt bepaald in hoeverre de partikels het
vermogen van de cellen om zich te vermenigvuldigen beschadigen. De leefbaarheid (% van
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negatieve controle) van de BedB cellen in functie van de concentratie partikelreit
weergegeven imabell8.

Noch de methanolextracten van de blanco filters typeflon filter (PTFE, T38,SchleicBehull,
@=150mm)(Koksijde), noch de blanco filters tydesflon filter (PTFE, Teflo, PALL Life Sciences,
@=47mn) (Genk) vertoonden cytotoxiciteiEr werd eerder een lichte toename van de viabiliteit
waargenomen tov de negatieve controlBukey HSD test, p<0.)J05

Significanteveranderingen in de viabiliteit van de celld@neWay ANOVA, p<@5) werden
waargenomernvoor alle stalen met uitzondering van poolstalen van april en junGenk Tabel

18). Bij de hoogst geteste PM4@ncentraties (100 pgPM10/ml) werden significastgotoxische
effecten waargenomen in alle stalenet uitzondering van de poolstalen van april, juni en juli uit
Genk. De gemiddelde vermindering in leefbaarheid bedraagt 24+9 %. Algemeen kan gesteld
worden dat de waargenomen cytotoxiciteit vrij laag is. In de literatuur wordenvitro
blootstellingen an concentraties van chemische stoffen die resulteren in een celviabiliteit van
>70% of > 80% beschreven als een-nigbtoxische concentraties (Badt al, 2011; Aebyet al,

2010; Carfet al., 2007).

Tabell8: Cytotoxiciteitvan PM fractie van beladen filters verzameld in Genk en Koksijde.

Viabiliteit PML10
Maandstaal (%) pg/mi
p_
0 6,25 125 25 50 100 waarde
Genk blanco  Genf 100,00 113,82 106,69 115,19 107,89 121,85
SD 16,13 15,17 7,79 1484 11,34 13,89
Genk februari Gem 100,00 98,20 101,49 94,63 99,45 80,42 <0.001
SD 5,02 7,98 2,80 7,04 11,86 7,89
Genk maart Gem 100,00 79,96+ 88,92 81,19 839F 61,05 <0.001
SD 11,78 5,74 8,90 11,95 5,25 5,00
Genk april Gem 100,00 96,76 97,60 96,53 106,01 101,24 0.887
SD 12,83 24,97 16,12 6,94 11,64 13,23
Genk mei Gem 100,00 102,37 101,30 103,11 98,72 94,53 <0.001
SD 4,12 2,23 2,60 3,26 2,62 2,06
Genk juni Gem 100,00 104,08 105,28 103,14 100,30 99,56 0.123
D 3,45 5,16 3,55 5,99 1,57 4,56
Genk juli Gem 100,00 106,65 114,60 108,22 110,6 105,14 <0.001
SD 6,15 8,84 4,14 3,07 8,19 2,80
Koksijde blancc Gem 100,00 110,56 129,82 119,9% 119,72 1142%
SD 13,06 9,09 11,55 12,02 1,95 4,84
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Koksijde Gem 100,00 108,30 103,10 92,80 98,41 72,85 <0.001

februari SD 9,91 14,04 11,02 7,03 12,14 9,18

Koksijde maart Gem 100,00 98,63 82,24 103,26 89,64 74,28 0.016
SD 19,69 13,68 14,71 14,48 18,14 7,23

Kokgjde april  Gem 100,00 98,95 93,80 86,69 91,23 77,90 0.024
SD 18,88 8,93 11,42 12,13 7,10 6,53

Koksijde mei  Gem 100,00 90,78 86,95 86,69 86,15 71,87 0.01
SD 14,13 12,14 11,64 7,50 11,83 11,06

Koksijde juni  Gem 100,00 103,80 8558« 101,42 8552 73,17 <0.001
SD 8,31 9,85 5,64 8,44 3,20 13,86

*: significant verschillend van negatieve controle (Tukey HSD test, p<0.05)
& gemiddelde
®- OneWay ANOVA

De cytotoxiciteit van CdLChls referentiestof werd getest. De concentragéect curve wordt
weergegeven inFiguur 16. Een concentratieafhankelijke daling van de leefbaarheid van de
bronchiale epitheelcellen kon worden vastgesteld.

Cytotoxiciteit
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80
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40 \

20

0,1 1 10 100
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Figuurl6: Concentratiereeks Cd@h cytotox test (gemiddelde + SD).

Leefbaarheid (% van controle)
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4.3.2. TREND IN FUNCTIE VBHE TIJD

Voor beide locaties kon een significant tijdseffect van logtotoxisch potentieel van PM10
aangetoond worden (Factorial ANOVA, p<0.05)Kdksijde is emlleen een significant verschil
tussenfebruari en meiTukey test p<0.05) Voor de locatie Genk kondenmeerderesignificante
verschillen in cytotoxiciteit aangetoond worden tussen de maanden waarbij 0.a. de cytotoxiciteit
van PM10 gecollecteerd in februari en maart verhoogd was. vergalking van de cytotoxiciteit
tussen de maanden wordt grafisch weergegevefiguurl?. Tabell9 geeft een overzicht van de
statistischverkregenp-waarden wanneer de verschillende maanden met elkaar wworneergeleken
(Factorial ANOVA ukeyposthoc).

Koksijde Genk
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110 110
100 100
90 90
80 80
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concentratie PM10 (pg/ml) concentratie PM10 (pg/ml)

Figuurl?: Gytotoxiciteit van PM10 afkomstig van Koksijde (A) en Genk (B) in functie van de maand
van staalnamegemiddeldet 95%C).

Tabel19: Versaillen in cytotoxiciteit tussen de maandstalen, Significamtegarden (Factorial
ANOVATukey poshoc) zijn inbold weergegeven.

Koksijde
Februari Maart April Mei Juni Juli
Februari 0.10 0.11 0.0012 0.12
Maart 0.10 0.97 0.13 0.93
April 0.10 0.97 0.12 0.95
Mei 0.0012 0.12 0.11 0.10
Juni 0.12 0.93 0.95 0.11
Genk
Februari Maart April Mei Juni Juli
Februari <0.001 0.046 0.032 0.002 <0.001
Maart <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
April 0.046 <0.001 0.87 0.24 <0.001
Mei 0.032 <0.001 0.87 0.30 <0.001
Juni 0.002 <0.001 0.24 0.30 0.006
Juli <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.006

4.3.3. TREND IN FUNCTIE VRNAATS

Er werd nagegaan of er verschill&onden vastgesteld wordemn cytotoxiciteit van PNIO

verzameld irkKoksijde en Genk. De stat&the analystoont een significant verschil tussen Genk en
Koksijde waarbiwerd het schadelijk karakter van de partikels verhoogd was in Koksijde ten
opzichte van Genk (Factorial ANOVA, p<0.05). Er kon eveneens een significante interactie tussen
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plaats entijd vastgesteld wordenVoor de maanden maart, april, mei en juni werden significante
verschillen (p<0.01gevonden tussen Genk en Koksijie resultaten wordemgrafischvoorgesteld
Figuurl8.

Naast een verschil in polluentbelimg van de PM10 fractie zou het licht verhoogde signaal in
Koksijde te wijten kunnen zijn aan een andere ionensamenstelling van de zeelucht in vergelijking
lucht in het binnenlandDe resultaten vamet ChemkaPMy, project (MM, 2009 bevestigen deze
hypothese. Tijdens hetChemkar PM1@roject werd op 6 meetplaatsen van VMM in Vlaanderen
chemische karakterisatie van fijn sté&fN110) uitgevoerdQua geografische ligging kda meetpost
Houtemvergeleken worden met Koksijde in de huidige stutliehet Cherkar projectvertoonde
Houtem voor zeezoufNa+, Glen Mg2+)de hoogste concentratie. Ook de lage concentratie van
bodemstof(Al, Si, Ti, Ca, Fe, Mn enwaps eveneenspmerkelijk.In het pilootproject effectgericht
meten (Van Den Heuvel al, 2008) wed aangetoond dat cytotoxiciteit gecorreleerd was met de
aanwezigheidran bodenelementen in de bemonsterde lucht.
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Figuurl8: Vergelijking van de cytotoxiciteit van PM10 afkomstig van Koksijde en Genk in funatie veand van staalnamégemiddeldet 95%CL

**: p<0.01).
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4.3.4. RELATIEVE TOXICOL@BIS POTENTIE

Het schadelijk karakter van de partikéig blootstelling van Bea2B cellen aan 10AQg PM10werd
berekend algug CdC{ equivalenten(Figuur19). Voor Koksijde was eweinig variatie tussen de
maanden (0.249.30 pg Cdglequivalenten). In Genk daarentegen weatleen inde maanen
februari en maart een hogere cytotoxische potentieeg¢pectievelijk0.13 en0.73 pg Cdel
equivalenten) gemeten.

Globaal genomen kan gestieworden dat de gebruikte concentraties PM10 wgirdlgemene
toxiciteit vertonen en er geen statistisch verschil is tussen Genk en Koksijde (gepdastie t
p=0.39) Figuur20).
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Figuurl9: Berelend cytotoxisch kaakter (ug CdCI2 equivalenten) van PM10 verzameld in Koksijde
en Genk#: <LOD)
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Figuur 20: Gamiddelde cytotoxische potenti€ug CdCI2 equivalenten) van PM10 verzameld in
Koksijde en Genk.
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4.4. PRODUCTIE VAN INFLMMTOIRE CYTOKINES

4.4.1. RESULTATEN

Na 24h blootstelling van de BedB cellen aan een concentratiereeks van PM10 werden in het
supernatans de inflammatoire cytokinesSien it8 gemeten.

Er werd een significant positieve correlatie aangetoond tussen de prieduah #6 en it8 door
Beas2B na blootstelling aan PM10 (Spearman correlatiecoéfficiént r= 0.92, p<0.001, n=11).

— Interleukine-6

Tabel20 geeft voor elk maandstaal uit Genk en Koksijde de productie Mamwder in functie van

de PM10Gblootstellingsconcentratie.

Noch de methaneéxtracten van de blanco filters typdeflon filter @=150mm (PTFE,
T38,SchleicheBchull)(Koksijde), noch de blanco filters typeflon filter @=47mn{PTFEPALL Life
Sciencels(Genk) gavema blootsteling van BeagB celleneen veranderingin il-6 productie to.v.
negatieve controldOneway-ANOVA, p>0.05).

Een significante concentratieffect relatie werd vastgesteld voor de maandstalen van Genk
waarbij de productie van-B toeneemt bij stijgende carentratie PM10 (Onavay ANOVA, p<0.05).
Na blootstelling van Be&B cellen aan PM10 afkomstig van Koksijde kon alleen voor het
maandstaal van juni een significante verhoging van-@einiductie worden aangetoond (Oneay
ANOVA, p=0.025).

Tabel20: Productie van interleukiné in functie van PM10 concentratie.
IL-6 PM pg/ml
pg/ml 0 6,25 12,5 25 50 100

Genk gemiddelde 9,56 8,21 10,75 9,56 9,23 8,21

Blanco SD 0,24 0,24 2,87 1,67 0,24 0,24
Genk gemiddelde 7,88 8,05 9,56 14,48 16,36 18,59
Febuari* SD 0,24 0,48 0,24 1,93 0,73 0,00
Genk gemiddelde 9,39 7,37 8,05 9,56 18,24 21,69
Maart*  SD 0,95 1,43 0,48 0,72 0,49 0,49
Genk gemiddelde 11,42 12,27 15,85 24,98 33,58 49,23
April SD 0,96 0,24 0,48 0,74 1,50 0,26
Genk gemiddelde 11,25 9,39 12,27 17,39 27,95 35,53
Mei* SD 0,24 0,48 1,20 0,73 0,00 1,76
Genk gemiddelde 7,64 9,53 23,91 32,88 74,99 77,92
Jun¥ SD 0,80 0,27 3,29 0,00 2,96 1,19
Genk gemiddelde 6,32 17,74 20,43 33,27 57,66 77,71
Julk SD 0,00 3,80 2,18 1,67 2,88 0,30

Koksijde gemiddelde 8,40 6,13 7,45 5,94 6,32 5,94
Blanco SD 1,34 1,34 1,07 0,53 0,00 0,53
Koksijde gemiddelde 8,40 4,62 4,05 4,05 4,81 5,94
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Febwari SD 1,34 1,87 0,00 0,53 0,53 0,53
Koksijde gemiddelde 12,58 5,75 5,94 3,68 3,68 5,18
Maart SD 0,81 0,80 0,53 0,53 0,53 1,60
Koksijde gemiddelde 9,69 5,88 6,74 6,92 7,44 6,40
April SD 2,21 0,24 0,49 0,24 0,49 0,00
Koksijde gemiddelde 7,78 6,92 4,67 571 571 4,33
Mei SD 0,98 0,73 0,00 0,00 0,98 0,00
Koksijde gemiddelde 8,48 6,05 571 6,05 12,48 13,00
Jun SD 1,96 0,98 0,49 0,00 4,20 0,00

*One-way ANOVA, p<0.05

Het endotoxine LPS werd meegenomen als referentiestof in de inflamitestieDe H6 productie
na blootstelling van Bea2B aan een concentratiereeks LPS wordt weergeg@vFiguur2l. De i
6 productie neemt toe met stijgende concentratie LPS.

Beas2B

600 -
500 =

400
300

il-6 (pg/ml)

200
L 4

100 ~

o . . . . |

0,5 1 15 2 25 3

LPS (ng/ml)

Figuur21: Concentratiereeks LPS e ibroductie door Bea&B cellen. (gemiddelde + SD)

— Interleukine-8

Tabel21 geeft voor elk maandstaal uit Genk en Koksijde de productie ¥amwder in functie van

de PM10 blootstellingsconcentratie.

De methanolextracten van de blanco filters gavera blootstelling van Bed2B cellen gen
veranderingn il-8 productie to.v. negatieve control@Oneway-ANOVA, p>0.05).

Alle maandstalen uit Genk met uitzondering van februari vertonen een signifozangentratie
effect tussen #8 productie en de PM10 blootstellingsconcentratie (@vey ANOVA, p<0.001e

il-8 productie in Bea2B cellen na blootstelling aan PM10 afkomstig van bemonsterde lucht in
Koksijde liggen onder de waarde van de negatieve controle (0 ug PM10).
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Tabel21: Productie van interleukin® in functie van PM concentrati

IL-8 PM pg/ml

pg/mi 0 6,25 12,5 25 50 100
Genk gemiddelde 238,46 206,72 201,00 210,52 213,80 212,58
Blanco SD 6,76 9,59 11,97 8,12 0,93 15,45
Genk gemiddelde 251,64 143,36 156,53 186,50 197,41 218,33
Febuari SD 17,21 1,46 4,07 2,49 7,27 7,75
Genk gemiddelde 223,96 140,38 142,42 163,97 223,45 282,21
Maart* SD 12,65 2,59 0,56 5,35 16,46 0,98
Genk gemiddelde 217,38 155,82 183,12 207,17 302,73 502,06
April SD 11,02 2,63 14,09 6,42 12,35 3,29
Genk gemiddelde 201,65 140,76 143,38 17841 242,27 323,43
Mei* SD 10,80 10,19 0,25 3,58 0,41 10,78
Genk gemiddelde 248,82 207,69 242,85 303,52 515,45 674,22
Junt SD 0,76 7,96 8,56 11,57 6,53 6,26
Genk gemiddelde 204,82 241,96 246,12 325,51 463,79 649,55
Julk SD 3,04 8,22 2,04 2,78 14,41 13,40
Koksijde gemiddelde 203,34 203,64 203,31 229,30 234,80 238,43
Blanco SD 1,44 3,87 5,83 3,14 3,79 31,99
Koksijde gemiddelde 190,33 131,41 122,94 12549 107,63 126,97
Febuari SD 13,85 0,71 5,80 5,55 5,67 7,76
Koksijde gemiddelde 221,08 14475 127,80 129,33 128,15 135,40
Maart  SD 8,45 16,84 0,56 9,30 4,49 2,19
Koksijde gemiddelde 257,13 166,72 161,51 135,69 177,47 214,55
April SD 0,11 8,41 3,10 4,32 2,90 43,38
Koksijde gemiddelde 215,80 162,15 170,88 134,28 177,79 183,06
Mei SD 11,67 12,44 0,06 5,48 10,97 7,09
Koksijde gemiddelde 204,74 156,94 132,03 185,65 216,11 227,47
Juni SD 4,26 2,54 6,30 14,77 2,65 0,66

*One-way ANOVA, p<0.05
De il8 productie na blootstelling van Be@B aan het endotoxine LPS wordt weergegeverigaur

22. LPS induceert de productie varm3ilin Beas2B cellen. Er is een concentratieafhankelijke
toename van iB.
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Figuur22: Concentratiereeks LPS e iproductie door Bea&B cellen. (gemiddelde + SD)

4.4.2. TREND IN FUNCTIE VAE DIJD

— Productie van interleukines

II-6 productie in functie van de PM10 concentratie wordt voor elke maand weergege&guir

23. Voor beide locaties is er significant hoofdeffect van tijd (factorial AN@¥®&05).

In Genkwerden er significante verschillern il-6 productie waargenomen tussen de maanden
waarbij ce hoogste inflammatoire potentigverd gemeten in juni, gevolgd domei, april, maart en
februari(Tukey posthoc)Tiabel22).

II-6 inductie door PM10 afkomstig van bemonsterde lucht in Koksijde is vergelijkbaar voor alle
maanden Tabel 22). Alhoewel PM10 verzameld in de maand juni eesignificant hogere
inflammatoire potentievertoontin vergelijing met de andre maandenTukey posthocp<0.001)

Over de volledige staalnameperiode heen is de inflammatoire potentie het hoogst in de
zomermaanden (juni en juli) en het laagst in de wintermaanden (februari en maart)

Of deze verschillen kunnen verkidavorden door de chemische belading van de partikedsdt
verder bekeken itHOOFDSTUK 5

Een recente studie waarbij geisoleerde macrofagen van ratten in cultuur werden gebracht en

werden blootgesteld aan Plgtalen verzameldn Amsterdam, Lodz, Oslo en Rome toont een

sterkste inflammatoire respons (interleukime Sy (G dzY2NJ ySONR&AA A FIF OG2NJ h o
tijdensde lente ende zomer de seizoenen met de hoogste prevalentie van allergenen (Hedand

al., 2005). Deze logere irflammatoire respons is mogelijks odk verklarendoor chemische

reacties die geinduceerd worden door .UV

Seizoensvariatie inzowel bronchiale hyperresponsiviteit welke een merker is voor
luchtweginflammatie en luchtwegfuncti@ls in NO in ademluat (FENO), een nighvasieve

biomerker die wordt gebruikt als maat voor luchtweginflammatie allergischepatiénten is

gekenden wordt geassocieerd met de aanwezigheid van allergenen in de Wadntij vooral de
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link wordt gelegd met het pollenseizo€haggaret al., 1996; TillesndBardana, 1997Vahlkviset

al., 2009.

Over het effect van luchtvervuiling en de weeromstandigheden (oa temperatuur, vochtigheid) op
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Figuur 23: 116 productie na blootstelling van Bea8 aan PM10 afkomstig van Koksijde (A) en Genk
(B) in functie van de maand van staalnamenjiddelde+ 95%C).
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Tabel 22: Verschillen in 46 inductie tussen de maandstalgfractorial ANOVA;ignificante p
waarden (Factorial ANOVA) zijrbiold weergegeveh

Koksijde
Februari Maart April Mei Juni Juli
Februari 0.066 <0.001 0.253 <0.001
Maart 0.066 0.031 0.548 <0.001
April <0.001 0.031 0.007 0.003
Mei 0.253 0.548 0.007 <0.001
Juni <0.001 <0.001 0.004 <0.001
Genk
Februari Maart April Mei Juni Juli
Februari 0.86 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Maart 0.86 <0.01 <0.001 <0.001 <0.001
April <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Mei <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Juni <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Juli <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

— Productie van interleukine8

II-8 productie in functie van dBM10Gconcentratie wordt voor elke maand weergegeverfiguur

24,

Alle stalen uit Genk vert@m een significantgositieve relatie tussen-8 productie en de PM10
blootstellingsconcentratie (Oneay ANOVA, p<0.00Yoor Genk wrd een significant effect van
tijd vastgesteld (Factorial ANOVA, p<0.@)werden significante verschillen waargenomen tussen
de maanderwaarbij de hoogste inflammatoire potentie werd gemeten in juli, juni en gpukey
posthoc, p<0.0b(Tabel23).

De 1-8 productiein Beas2B cellemna blootstelling aan PM10 afkomstig van bemonsterde lucht in
Koksijddagen onder de waarde van de negatieve contr@@aig PM10)

Over de volledige staalnameperiode heen is de inflammatoioctermiie het hoogst in de
zomermaanden (juni en juli) en het laagst in de wintermaanden (februari en maart)

Of deze verschillen kunnen verklaard worden door de chemische belading van de partikels wordt
verder bekeken itHOOFDSTUK 5
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Figuur24: 1I-8 productie na blootstelling van BeaB aan PM10 afkomstig van Koksijde (A) en Genk
(B) in functie van de maand van staalnamenjiddelde+ 95%C).

Tabel 23: Verschillen in 48 inductie tussen de maandstaleSignificante pvaarden (Factorial
ANOVA) zijn ibold weergegeven

Genk
Februari Maart April Mei Juni Juli

Februari 0.30 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Maart 0.30 <0.001 0.016 <0.001 <0.001
April <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Mei <0.001 0.016 <0.001 <0.001 <0.001
Juni <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Juli <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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4.4.3. TREND IN FUNCTIE VRDAATS

— Productie van interleukineb

De 1-6 inductie door PM10 afkomstig van Genlsignificant verhoogd in vergelijking met Koksijde
(Factorial ANOVA, p<0.0E). kon eveneens een significante interactie tussen plaats en tijd worden
aangetoond. Delocatieverschillen werden waargenomen voor alle maanddiukgy posthoc,
p<0.05) Figuur25).

— Productie van interleukine8

De 1-8 inductie door PM10 afkomstig van Genk is significant verhoogd in vergelijking met Koksijde
(Factorial ANOVA, p<0.0Ex. kon eveneens een significante interactie tussen plaats en tijd worde
aangetoond.Deze verschillen werden waargenomen voor alle maan@derkey posthoc, p<0.05)
(Figuur26).

60



HOOFDSTUKHAfectgerichte metingen

Interleukine-6

90 ——————— = — = — = — T
*% *% *% *%* *%
80 | 1 ¢t 1 ¢t 1 ¢t 1 ¢t 1 ¢t 1 ¢t 7
q],ﬁﬂ =
70 | ' ' ' 1t D
: ;
60 | ! ;
! -
i : !
= 50} ' '
5 i ,- .
o A : II
L 40}t - 3 - ," 3 - .: !
; i : ]
30 | . A . . . ] L ' .
i 1 1 I/ i ;| 1 I’ i II
Hl] ;] I/ I‘;fl HI:I|l
20 | A . y A D ! ! L ,
] q]q]_ o v ] 5 : ] 5
/dj/ ) f E:]’ B 1
10-539%%- R AR 5 NS S I T i W |
=
0 S eaman coNBOD CoNEOD PP pppa SR LIS CLNIDS
—ANLOO —ANLO O —ANLOO —ANLOO —ANLO O —ANLO O —ANLO O
— — — — — — — .
PM10 (ug/ml)  PM10 (ug/ml)  PM10 (ug/ml)  PM10 (ug/ml)  PM10 (ug/ml)  PM10 (ug/ml)  PM10 (ug/ml) —— Koksijde
-+- Genk

Blanco Februari Maart April Mei Juni Juli

Figuur25: Vergelijking van4b productie tussen Koksijde en Genk in functie van de thaan staalnameggemiddeldet 95%C|**: p<0.01).

61



HOOFDSTUKHEAfectgerichte metingen

interleukine-8
800 ———— e ———r [ [ [
] EN
700 t 1 1 t 1 1 1 t .
: :
600 1 - 1 t 1 1 ,
500 t 1 1 =N 1 Eﬁ !
g 1 II 1
8 400 t { 1 | 1 e :
® ' -’ )
300 t 1 1 t 1 t bt /q]- : P4 ,F]
a 7 p / u Ny Jo
200 | ci nas \ LW . L {1 Fo
i N4
0 3
100 | 1
O ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
QOQOANLOHOO OOANLOHOO OONLOHOO OQOANLHOO QOANLOOO OOANLOOO OQOOANLOOO
—ANLOO —ANLOO —ANLOO —ANLOO —ANLOO —ANLOO —ANLOO
— — — — — — — .
PM10 (ug/ml)  PM10 (ug/ml)  PM10 (ug/ml)  PM10 (ug/ml)  PM10 (ug/ml)  PM10 (ug/ml)  PM10 (ug/ml) —— Koksijde
-7- Genk
Blanco Februari Maart April Mei Juni Juli
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4.4.4. RELATIEVE TOXICOL@BIS POTENTIE

Voor elk van de geteststalen werd de gemeten cytokine productie na blootstelling aan 100 ug
PM10 berekend als inflammatoire potentiggedrukt als ng LPS equivaleni@iguur2?).

Voor alle luchtstalen uit Koksijde lag de cytokine inductie te taageen inflammatoire potentie te
berekenen met behulp van de standaardcurve van LPS.

Op basis van de geinduceerd® ien it8 bedroeg de gemiddelde inflammatoire poten{ie SDyan

de PM10 verzameld in Genk respectievelijk 0.065 + 0.05 ng LPS edeaan0.05 + 0.09 ng LPS
equivalenten.Ondanks de grote variatie tussen de maanden was de inflammatoire potentie van de
PM10 uit Genk significant verhoogd tov Koksijde (gepaatésttp=0.03).

il-6 il-8
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0,14
0,12
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0,06 0,08

Koksijde Koksijde
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Februari Maart  April Mei Juni Juli Februari Maart  April Mei Juni Juli
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m Genk m Genk

ng LPS equivalent
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Figuur27: Berekende inflamratoire potentie(ng LPS equivalentemain PM10 verzameld in Koksijde
en Genk.

4.5. BENDOTOXINE BEPALING

De aanwezigheid van endotoxine werd nagegaan hit partikel extract bij de hoogste
blootstellingconcentratie van 100 ug PM10/niindotoxine concentratieboven de detectielimiet

(0.1 EU/mlwerden gemeten in de gepoolde stalen van juni en juli uit Genk (respectievelijk 0.15 en
0.25 EU/mI) en het staal van de maand juni uit Koksijde (0.13 EUDal)esultaten worden
weergegeven imabel24.

Tabel24: Endotoxine in de partikel fractie.
Endotoxine (EU/ml)

gemiddelde SD

Genk Blanco < DL*
Genk Februari <DL
Genk Maart <DL
Genk April <DL
Genk Mei <DL
Genk Juni 0,181 0,009
Genk Juli 0,248 0,024

Koksijde Blanco <DL
Koksijde Februal <DL
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Koksijde Maart <DL

Koksijde April <DL
Koksijde Mei <DL
Koksijde Juni 0,134 0,001

*DL detectielimiet

Er zijn weinig gegevens bekend over de achtergrondwaarden van endotoxines in omgehingsluc
een studie van Madsen (2006) werden in 53 luchtstalen uit verschillende Deense locaties
endotoxines gemeterDe hoogste meetwaarden werden genoteerd in de maanden april enDeei.
mediaan van het endokine niveau bedroeg 0.33 EU'mAIs de resulten van de huidige studie
worden omgerekend bekomen we 0.053 EU/roor Genk en 0.033 EUfhvoor Koksijde. De
bemonstering van de lucht was verschillend voor beide studies maar de analyse methode (LAL test)
was dezelfde.

Om uitsluitsel te kunnen geven okze gemeten endotoxineconcentraties aanleiding kunnen geven
tot de gemeten #6 en it8 inducties van de luchtstalen werden Be&ds cellen blootgesteld aan een
concentratiereeks van endotoxin@®.1; 0.2; 0.4; 0.8; 1.6; 3.2; 6.4 en 12.7 U/igrvolgens wealen

il-6 en it8 gemeten in het supernatans. De resultaten worden weergegevEiginr28.

De gemeten endotoxineconcentraties in de luchtstalen gewéneih it8 inducties die lager liggen

dan de gemetercytokineproductie in denegatieve controleculturen (0 pg PM10) na blootstelling

van Bea2B aanPM10 verzameld inKoksijde enGenk De aanwezigheid van endotoxine in de
bemonsterde luchkan de nflammatoire potentie van d€M10stalen niet verklarenEen verklaring

moet eerdergezocht worden in de chemische samenstelling van de partikelsQ@-DSTURK.5
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Figuur28: 1I-6 en il-8 productiedoor Beas2B cellerin functie vande endotoxine concentratie.

4.6. RADICAALGENERERBMIRMOGEN

4.6.1. RESULTATEN

De metingen van hetadicaalgeererendvermogen van fijn stof, uitgedrukt in arbitraire eenheden
per nT bemonsterde lucht, zijn weergegevenTabel25. De ruwe data werden gecorrigeerd voor de
grootte van de filters om een vergelijking mogelijk te maken.

In Genk varieerde het radicaalgenrerend vermogen van het fijn stof verzameld de dag voor de
onderzoeksdag van de HBR#fudie tussen 644 en 2701 (n=10). IKoksijde werd het
radicaalgenererend vermogen bagld van elke luchtstaal dat werd verzameld in functie van de
gepoolde maandstalen (n=43) en varieerden de waarden tussen 122 en 707.
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Tabel 25: Radicaalgenererendermogen van de fijn stof luchtstalen van Genk en Koksijdé (/m
bemonsterde lucht): ruwe data en na correctie voor filtergrootte.

Genk Koksijde
Gecorrigeerd Gecorrigeerd
Datum Filter RO voor Datum  Filter ROV voor
data . data .
filtergrootte filtergrootte
15/01/2010 G21 40516 2701 1/02/2010 K1 20911 232
17/01/2010 G23 25749 1073 4/02/2010 K2 43982 489
31/01/2010 G28 27445 1144 7/02/2010 K3 40326 448
7/02/2010 G220 45308 1888 10/02/2010 K4 22872 254
10/03/2010 G2265 45885 1912 13/02/2010 K5 45988 511
11/04/2010 G2302 15448 644 16/02/2010 K6 57594 640
14/04/2010 G2305 30113 1803 19/02/2010 K7 34135 379
25/04/2010 G2310 31994 1333 22/02/2010 K8 24999 278
28/04/2010 G2311 29189 1216 25/02/2010 K9 21981 244
30/06/2010 G2425 29856 1244 28/02/2010 K10 15045 167
3/03/2010 K11 38959 433
6/03/2010 K12 16735 186
9/03/2010 K13 31757 353
12/03/2010 K14 51434 571
16/03/2010 K15 30240 336
19/03/2010 K16 38723 430
22/03/2010 K17 26801 298
25/03/2010 K18 41273 459
28/03/2010 K19 20215 225
31/03/2010 K20 18411 205
3/04/2010 K21 11014 122
6/04/2010 K22 14411 160
9/04/2010 K23 41385 460
12/04/2010 K24 29246 325
15/04/2010 K25 41140 457
18/04/2010 K26 52409 582
21/04/2010 K27 15173 169
24/04/2010 K28 36217 402
29/04/2010 K29 53935 599
2/05/2010 K30 15939 177
5/05/2010 K31 25050 278
8/05/2010 K32 18885 210
11/05/2010 K33 17438 194
14/05/2010 K34 24326 270
17/05/2010 K35 27219 302
8/06/2010 K36 44701 497
11/06/2010 K37 27681 308
14/06/2010 K38 37900 421
17/06/2010 K39 28803 320
20/06/2010 K40 14689 163
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23/06/2010 K41 63673
26/06/2010 K42 48688
29/06/2010 K43 32268

707
541
359

Oxidatieve stress werd geschat met behulp van eenbii@bgische test, namelijk het meten van het
radicaalgenererengtermogen van fijn stof in de luchtstalen, uitgedrukt in arbitraire eenheden per m

bemonsterde lucht.

Ondanks het beperkt aantal datapunten kon er een sterk significante positieve associatie aangetoond
worden tussen het radicaajenerand vermogen van PM10 en de inflammatoire potentie van de

partikels Tabel26, Figuur29).

Tabel26: Associatie tusseradicaalgenererendermogen (ESR) van PM10 ef &n it8 inductie in

BeasH . ® 0O{ LISI NXI yQ&a NJI ywvhard®enaaBligégévanS @32 S TFAOAS Y (i X
Immunotoxiciteit
Radicaalgenereren Il-6(Beas2B) II-8(Beas2B)
vermogen (ESR
massa) r p n r p n
0,88 0,002 9 0,80 0,010 9
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Figuur 29: Radicaalgenererendrermogen (ESRin

(Spearman correlatie)

4.6.2. TREND IN FUNCTIE VBE TIJD

Tijdens de studieperiode (januguni) werd er geen associatie gevonden tussen het radicaal

generendvermogen en de kalendertijd zowel voor Genk als Koksijde.

4.6.3. TREND IN FUNCTIE VRNAATS

Een vergelijking van hetdicaalgenererendbermogen van de luchtstalen van Genk (10 dagen) en
Koksijde (43 dagen) is weergegevenFiguur30. Het radicaalgenererend/ermogen is significant
hoger voor Genk (gemiddelde = 1495.7, SD = 584.2) dan voor Koksijde (gemiddelde = 352.6, SD =

149.1) (Rest en MangWhitney U test, p<0.0001).

relatie tot it6 en it8 productie in BeagB
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Figuur30: Boxplot metradicaalgenererensermogen (per mibemonsterde lucht) van de luchtstalen
van Genk en Koksijde (mediaan, minimum en maximiran B* kwartiel)

4.7. TOXICOLOGISCH PRONWKENGENK ENKOKSIJDE

De gevolgde strategie waarbij gelijktijdig opneeeferentielocatie en op eemlootstellinglocatie
gecombineerde stalen werden verzameld, laat toe om op basis vgemeten eindpuntervoor elke

locatie een toxicologisch profielp te stellen Voor de statistische verwerking van de resultaten van
deze neetstrategie waarbij zowel rekening wordt gehouden met de geteste PM10 concenfualie

of m® lucht en de tijdsfactor (gepaarde stalen) werd gebruik gemaakt van een Repeated measures
ANOVA.Deze statistische benadering toont aan dat er een significantdoging is van de
mutagene, inflammatoire en oestrogene potentie van fijn stof afkomstig van Genk in vergelijking met
Koksijde (p<0.05).

Door gebruik te maken van een interne cane (referentiestof)voor elk gemeten eindpunt, kamet
waargenomeneffect van het luchtstaal omgerekend worden naar een relatieve toxische eenheid
(RTEYf relatieve potentie factoVan Kaverenet al, 2006) Het concept waarbij de potentie van
een stof om een bepaald effect te induceren relatief ten opzichte van elkasit uitgedruktwordt
internationaal toegepastoor het bepalen van mengseltoxicit€iEPA, 2001Van den berget al,
2006). De meest toxische verbinding in de groep wordt als relatieve maat genomen (en op 1 gesteld).
De toxiciteit van de andere verbindingearkals fractie van de meest toxische worden uitgedrukt.
Hiervoor worden toxiciteit equivalentie factorddEB) gebruikt. Op dit moment worden TEFs vooral
gebruikt voor de somtoxiciteit van dioxines en PCBs die op dezelfde receptor als dioxine aangrijpen.
Voor elkein vitro test werd voor de interne controlestof een concentratie vastgelegd die dient als
referentie voor de gemeten toxiciteit van de luchtstal®e gemiddeldeberekende toxischeespons

per locatie weergegevenals eaqivalent van de referentigsf (vb pg Ez=quivalenten) werd
uitgedrukt als fractievan de vastgelegde concentratie van mdderentiestof (Tabel27). Met behulp

van deze waarden kan het toxicologisch profiel van de hotspot en het controledgep eenvoudige
manier grafisch worden voorgesteldiguur31).
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Tabel27: Relatieve toxische eenheid (RTE) van de bemonsterd lucht uit Genk en Koksijde.

Referentie concentratie RTE
interne controle Genk  Koksijde
MELN 1pgE2 0,52 0,2
il-6 0,1 ng LPS 0,65 0.04*
il-8 0,1 ng LPS 0,45 0.04*
Ames-S9 1 ug BaP 0,45 0,26
Ames +S9 1 pg BaP 0,80 0,51
Cytotoxiciteit 1 ug Cd CI2 0,22 0,28

*Detectielimiet

O Interne controle
B Genk

Koksijde

Ames-S9*

Figuur31: Grafische voorstelling van het toxicologisch profiel van Genk en KoKsijsignificante
verschillen tussen Genk en Kokssijde

Door in de toekomst dezelfde interne controle stoéete nemen bij effectgerichte metingen, kan de

luchtkwaliteit op verschillende plaatsen beter vergeleken worden en kunnen evoluties in de tijd
opgevolgd worden.
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HOOFDSTUK RELATIE EFFECTGERMETENEN POLLUENTEN BRTEO

5.1. CHEMISCHE KARAKTERIREN VAN FIIN STOF

Gegevens over diysische en chemische samenstelling van orimgsiucht en de meteorologische
condities werden ter beschikking gesteld door VM&h KMI In Tabel 28 wordt een overzicht
gegeven van de beschikbare data enrdeetpostenuit de VMM meetnettenen het KMI meetnet
waar demetingenwerdenuitgevoerd Figuur32toont de ligging van deze meetposten.

Tabel28: Overzicht van dkarakteristiekernvan de omgevingsluclen de Ikale meetposten.

Meetposten Meetposten
Regio Genk Regio Koksijde
Polluenten
Zware metaler{ng/m°) 00GK11 Genk 00KKO02 Koksijde
(Pb, Zn, Cu, Ni, As, Mn, C9g, Cr
PAK<gng/m®) 44N029 Houtem
1.fluorantheen
2.pyreen
3.benzo(a)anthraceen
4.chryseeh
5.benzo(b)fluorantheen
6.benzo(k)fluorantheen
7.benzo(a)pyreen
8.dibenzo(a,h)anthraceén
9.benzo(ghi)peryleen
10.indeno(1,2,&d)pyreeri
PM1Q pg/m°) 40GKO09 Genk 44N029 Houtem
PM2.5(ug/m?) 42N045 Hasselt 44N029 Houtem
Zwarte rook{pg/mq) 42N045 Hasselt 44N029 Houtem
Dioxines en PGB 75GK29 Gdn 75N029 Veurne
75GK18 Genk
Meteo
Temperatuur(°C) KleineBrogel 44N029 Houtem
Neerslagmm) KleineBrogel 44N029 Houtem
Windrichting(°) 42M802 Antwerpen 44N029 Houtem
Windsterkte(m/s) KleineBrogel 44N029 Houtem

*carcinogene PAKs
! Voor een gedailleerde kaart van de ligging van de meetposten in Genk wordt verwezen naar
Figuur2.
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Figuur32: Ligging van de meetposten in Vlaanderen.

Voor de regio Genk zijn een aantal fysit@mische gegeven®M2.5, zwarte rogkafkomstig van
meetposten die geografisch verder verwijderd zijn van de meetpost 00GK1l waar de
luchtbemonstering voor de huidige studie werd uitgevoerd. Mogelijks zijn deze meetwaarden niet
representatiefvoor de meetpost 00GK1Daaom werd nagegaan of er gemodelleerde gegevens
beschikbaarzijn voor deze parametersvoor PM2.5 werdemyeinterpoleerdewaardengebruikt die
representatief zijn voor deyridcel waarin Genk Sledderlméetpost 00GK11 in Genkvalt Voor
PM2.5 wordt gebruilgemaakt van het model RiCorine. Voor zwarte rook is er momenteel nog
geen modebeschikbaar

Voor PAKs zijn er geen meetgegevens beschikbaar voor de regio \@emkPAKs zijn er in het
verledengemodelleerdeberekeningen (VLOPS modeilgevoerd De avijkingen met de metingen
waren echter zo groot dat het niet wordt aangeraden om modelresultaten voor PAKs te gebruiken.
Bovendien ka'YLOPS enkel jaargemiddelden berekenen, geen dagwaarden.

Voor de periode van de huidige meetcampagne igemiddelde conentratie fijn stof (PM10) niet
statistisch verschillend tussen de locatie Genk en Koksijde (gepatede p>0.05) Figuur33). De
gemiddelde concentratie PM2.5 en zwarte rook daarentegen zijn significant \gathimaGenkin
vergelijking met Koksijde (gepaardéest, p<0.05).Het verloop van de PM10, PM2.5 en zwarte rook
concentraties wordt weergegeven kiguur34, Figuur35, Figuur36.

Met uitzondering van Arseen (As) zijn dencentraties van de verschillende metalen in fijn stof
significant hoger ilcenkdan in Koksijde (gepaardedst, p<0.01) Figuur37). Het jaarverloop van de
verschilende metalen wordt grafisch voorgesteld Figuur38 (Pb) Figuur39 (Zn) Figuur40 (Cu),
Figuur41 (Ni), Figuurd2 (As),Figuur43 (Mn), Figuur44 (Cd),Figuur45 (Cr).

Voor de verschillendparameterswerden van elke dag 24Wwaardenaangeleverddoor VMM PAKSs
metingengebeuren minder frequent waardoor het aantal meetdagen per maand lager ligt (februari
n=14; maart n=8; april n=8; mei n=12; juni n#8t jaarverloop van de som van de gemeten PAKs in
de meetpost te Houtem wordt weergegeven kiiguur46. PAKs concentraties in de omgevingslucht
zijn verhoogd tijdens de wintermaanden januari, februari en maart. Deze verhoging wordt in verband
gebracht met de verwarming van huizen en gebouwen.

Van elke variabelgverd een maadgemiddelde berekendDeze werden gebruikt in de statistische
verwerking om verdere interpretatie van de effectgerichte meetresultaten toe te laténor de
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chemische meetwaarden beneden de detectiewaardeerd de detectielimiet in beschouwing
genomen.

Voor dioxing PCBR26 en de som van dioxines en DL(diokke}PCB in depositie zijn er
maandgemiddelden beschikbaaffFiguur 47). Er is slechts één maandwaarde +@8/2010)
beschikbaar voor de meetlocatie Veurne welke lager ligt dan de meetwaarden zalidgeperiode

in Genk. In Genk zijn er twee meetlocaties. De maandwaarden van de meetpost 75GK18 liggen
aanzienlijk hoger dan deze van de meetpost 75GK29.

B Genk/Hasselt Houtem
40
35
30 |
A=
< 20 - T
2
15 A J
10 A | T
5 _ . J-
0 T T T 1
PM10 PM2,5 zwarte rook

Figuur33: Concentratie van PM10, PM2.5 en ztearook tijdens de meetmmpagne geometrisch
gemiddeldet P25/P75.
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Figuur37: Concentratie van metalen RM10tijdens de meetcampagneyéometrisch gemiddelde +
P25/P75.
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Figuur39: Jaarverloop van zink (Z2n)PM10voor Genk en Koksijde.
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Figuur40: Jaarverloop van koper (Gu)PM10voor Genk en Koksijde.

5
100
50

cwi/Bu

o bt

0T0¢/L0/0€E

0T0Z/L0/9T

0T0Z/L0/C

0T0¢/90/8T

0tToZ/90/¥

0T0¢/S0/T¢

0T0¢/S0/L

0T0¢/v0/EC

0T0Z/v0/6

0T0Z/€0/9¢C

0T0¢/E0/CT

0T0¢/c0/9¢

0T0Z/c0/cT

0T0¢/TO0/6C

0TOC/TO/ST

0T0Z/TO/T

75
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Figuur42: Jaarverloop van arseen (AsPM10voor Genk en Koksijde.
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Figuur44: Jaarverloop van cadmium (Gd)PM10voor Genk en Koksijde.
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Figuur 46: Jaarverloop van PAKs (som van alle PAKs, veomnid-carcinogene PAKs, som van
carcinogene PAKS) in TSP voor de meetpost Houtem.
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Figuur47: Maandgemiddelden van de depositieconcentraties van dioxines, PCB126 en de som van
dioxines en DIPCBs tijdens de meetcampagn

5.2. RELATIE VAN EOLOGISCHENDPUNTEN TOT POLIEU

Om te bepalen welke fysische, chemische en meteorologische determinanten een mogelijk verklaring
kunnen zijn voor de waargenomen effectddOFDSTUK) &verden de toxicologche resultaten
vergeleken met enerzijds de chemische karakteristieken van de stofdeeltjes en anderzijds werd de
invioed van de meteorologische condities nagegaan. Hiervoor werden-paiametrische
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(maandgemiddelden) en de biologische eindpunten bij de hoogste blootstellingsconcentratie

berekend (uitzondering: voor oestrogeen activiteit werd de berekegleq/nT gebruikt).

Omuwille van logistieke redenen is de PM10 colleictitunctie van de effectgerichte meetcampagne

in Koksijde en Genk niet volledig simultaan verlopgme Tabel 8 en Tabel 9 voor de
bemonsteringsdagenOm na te gaan of de frequentie van bemonstering per ndagmax B dagen

per maand) representatie§ivoor de volledige maand wewdor de verschillende parameters tevens
een gemiddelde berekend van de meetwaarden op de staalnamedagen van de effectgerichte

meetcampagne.

Figuur48 geefthet verloop van elke componewp basis van eegeometrischmaandgemiddelde en

op basis van hetgeometrisch gemiddelde van de bemonsteringsdageiieruit blijkt dat de
gemiddelde meetwaarden op de beperkte staalnamedagen per maand goed overeenstemmen met
het maandgemiddeldemet uitzondering van de neerslag/oor PAKs werd alleen de totale
hoeveelheid PAKs vergelekgdmdat de PAKmetingen niet dagelijks gebeuren is het aantal dagen
waarop het campagnegemiddelde werd berekend vrij bepéiddbr(ari n=5, mart n=2, april n=2;

mei n=3; juni n=2)
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Figuur48: Maandverloop van de fysisclem chemische metingermoor demeetpostenregio Genk en
Koksijde (geometrische gemitkelde+95%CL)
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Tabel 29 geeft een overzicht van de bereken@pearman ranlcorrelatiecoéfficiénten tussen de
fysische en chemische determinanten en de biologische eindpui8mgmificante correlaties zijn in
vet aangeduid.

Door ket beperkt aantal meetpunten voor dioxines en BQB-4) werden geen correlaties berekend
met de effectgerichte metingen.
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Tabel29: Associatie tussen de biologische effentameter en de fysicohemische karakteristieken van PMEOLIS I NXY' I y & Q NI y

waardenen aantal gegevens(n)

Cytotoxiciteit Immunotoxiciteit Mutageniciteit Endocriene verstoring| Radicaalgenerend vermoge
Fysico-Chemische Beas-2B I1-6(Beas-2B) I-8(Beas-2B) Ames (-S9)/plaat Ames (+S9)/plaat MELN test
componenten
r p n r p n r p n r p n r p n r p n r p n
PM10 0,49 0,125 11| -0,16 0,631 11 -0,07 0,832 11 0,29 0,386 11 0,35 0,285 11 0,11 0,739 11 0,67 <0,0001 49
PM2.5 0,35 0,298 11 0,08 0,811 11 0,01 0,979 11 0,79 0,004 11 0,84 0,0013 11 0,45 0,164 11 0,74 <0,0001 51
Zware metalen
Pb -0,23 0,501 11 0,64 0,035 11 0,45 0,17 11 0,64 0,035 11 0,55 0,077 11 0,75 0,008 11 0,71 <0,0001 52
Zn -0,29 0,385 11 0,71 0,015 11 0,48 0,133 11 0,53 0,006 11 0,45 0,16 11 0,72 0,013 11 0,63 <0,0001 52
Cu -0,33 0,326 11 0,8 0,003 11 0,72 0,013 11 0,4 0,223 11 0,39 0,235 11 0,82 0,002 11 0,73 <0,0001 52
Ni * 11 0,53 0,09 11 0,5 0,117 11 0,06 0,853 11 0,13 0,71 11 0,82 0,002 11 0,47 0,001 52
As -0,5 0,115 11 0,78 0,005 11 0,55 0,08 11 0,47 0,145 11 0,42 0,195 11 0,79 0,004 11 0,59 <0,0001 52
Mn -0,33 0,326 11 0,86 0,0008 11 0,77 0,005 11 0,2 0,555 11 0,22 0,519 11 0,81 0,003 11 0,63 <0,0001 52
Cd -0,24 0,474 11 0,74 0,01 11 0,61 0,05 11 0,62 0,044 11 0,6 0,05 11 0,77 0,006 11 0,66 <0,0001 52
Cr -0,33 0,326 11 0,84 0,0013 11 0,76 0,006 11 0,2 0,555 11 0,21 0,537 11 0,75 0,008 11 0,48 0,0003 52
Zwarte rook -0,22 0,519 11 0,55 0,083 11 0,34 0,312 11 0,65 0,029 11 0,59 0,056 11 0,79 0,004 11 0,83 <0,0001 35
PAKs
1.fluorantheen 0,1 0,879 5 0,2 0,747 5 -0,7 0,188 5 0,9 0,037 5 0,9 0,037 5 -0,41 0,493 5 0,39 0,194 13
2.pyreen 0,1 0,879 5 0,2 0,747 5 -0,7 0,188 5 0,9 0,037 5 0,9 0,037 5 -0,41 0,493 5 0,40 0,180 13
3.benzo(a)anthraceen -0,6 0,285 5 -0,5 0,391 5 -1 <0,0001 5 0,6 0,285 5 0,6 0,285 5 -0,82 0,089 5 0,40 0,176 13
4.chryseen 0,1 0,879 5 0,2 0,747 5 -0,7 0,188 5 0,9 0,037 5 0,9 0,037 5 -0,41 0,493 5 0,35 0,243 13
5.benzo(b)fluorantheen 0,1 0,879 5 0,2 0,747 5 -0,7 0,188 5 0,9 0,037 5 0,9 0,037 5 -041 0493 5 0,32 0,283 13
6.benzo(k)fluorantheen * 5 0,1 0,873 5 -0,6 0,285 5 0,8 0,104 5 0,8 0,104 5 -0,56 0,322 5 0,26 0,398 13
7.benzo(a)pyreen 0,2 0,747 5 0,1 0,873 5 -0,6 0,285 5 1 <0,0001 5 1 <0,0001 5 -0,31 0,614 5 0,25 0,403 13
8.dibenzo(a,h)anthraceer| -0,4 0,505 5 0,2 0,747 5 -0,8 0,104 5 0,6 0,285 5 0,6 0,285 5 -0,82 0,089 5 0,06 0,846 13
9.benzo(ghi)peryleen 0,1 0879 5 * 5 -0,5 0391 5 0,9 0,037 5 0,9 0037 5 | -046 0434 5 0,26 0,385 13
10.indeno(1,2,3-cd)pyreep -0,2 0,747 5 -0,4 0,505 5 -0,6 0,285 5 0,8 0,104 5 0,8 0,104 5 -062 0269 5 0,30 0,324 13
totale PAKS 0,2 0,747 5 0,1 0,873 5 -0,6 0,285 5 1 <0,0001 5 1 <0,0001 5 -0,31 0,614 5 0,32 0,289 13
carcinogene PAKS 0,2 0,747 5 0,1 0,873 5 -0,6 0,285 5 1 <0,0001 5 1 <0,0001 5 -0,31 0,614 5 0,28 0,354 13
niet-carcinogene PAKS 0,1 0,873 5 0,2 0,747 5 -0,7 0,188 5 0,9 0,037 5 0,9 0,037 5 -041 0,493 5 0,37 0,209 13
Endotoxine -0,79 0,006 11 0,65 0,043 11 0,55 0,1 11 -0,3 0,934 11 -0,18 0,627 11 0,43 0,215 11

*geen resultaat
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5.2.1. AMES TES

Bij blootstelling aan een dagequivalent van @0 lucht kan de gemeten biologische respons
afhankelijk zijn van zowel de hoeveelheid particulair marper ni lucht als van de aard van de
chemische belading van de partikels. Een significant positieve correlatie kon aangetoond worden
tussen de concentratie PM2.5 in de omgevingslucht en het difre€t.76, p=0.006¢n indirect
mutageen(r=0.77, p=0.005karakter van de partikeleze resultaten wijzen erop dat niet enkel

de massa PM10 belangrijk is voor het genotoxisch effect maar ook de samenstelling van PM10.

De directe mutagene potentie blegdositief gecorreleerdmet de gemeten Pb concentratie ired
omgevingslucht (r=0.64, p=0.04). Een zwak significant positieve associatie werd ook vastgesteld
tussen de aanwezigheid van Cd in de lucht en de directe (r=0.62, p=0.044) en déndirect
mutagenicitét (r=0.6, p=0.05) van de partikel€d iseen gekendcarchogeen (IARC klasse 1),
terwijl Pb mogelijks kankerverwekkend (Balet al, 2011).Alhoewel er geen aanwezigheid van
metalen verwacht wordt in het organisch extract zou de gevonden correlatie met mutagene
potentie te wijten kunnen zijn aan de aanwezighean organische metaal verbindingen. Om hier
uitsluitsel over te krijgen moet de chemische samenstelling van het extract verder onderzocht
worden.

Er werden significant positieve associaties gevonden tussen het mutageen karakter van PM10 en
de aanwezighid van PAKs in de omgevingsluctimdat er alleen PAKs gegevens zijn van de
meetpost Houtem is de dataset voor de statische verwerking zeer beperkt en minder betrouwbaar.
De gemeten directe en indirecte mutageniciteit van de filterextracten is signifigacrreleerd

met de totale concentratie van PAKs in zwevend ftof, p<0.0001)som carcinogene PAKs (r=1,
p<0.0001)en somniet-carcinogene PAKs (r=0.9, p=0.0F&®n significant positieve correlatie werd
ook aangetoondtussende gemeten muageniciteit (direct en indirectlen afzonderlijke PAKs zoals
fluorantheen (r=0.9, p=0.037), pyreen (r=0.9, p=0.037), chryseen (r=0.9, p=0.037),
benzdb)fluorantheen (r=0.9, p=0.037 ghenzo(a)pyreen (r=1, p<0.0001). de literatuur zijn er
meerdere studies gepublicerd waarin de gemeten mutagene respons in de Ames test niet of
slechtsgedeeltelijk kon verklaard worden doole aanwezigheid vaRAKSDu Fouret al,, 2004;
Britset al., 2004 Claxtonet al., 2004)

Biologische effectmetingen reageren op het mengsel van alle aanwezige stoffen samen, hierbij
kunnen interacties tussen stoffen optreden, er wordt ook rechtstreeks rekening gehouden met
biobeschikbaarheidDat er buiten dePAKsmogelijksnog andere organische stoffen met een
mutagere potentie aanwezigijn op de filter bewijst de positieve significante correlatie van de
directe en indirecte mutageniciteit met de hoeveelhemarte rook.In deze studie is zwarte rook

in de angevingslucht gecorreleerd met het direct mutagesfifect (r=065, 0=0.@®). Zwarte rook
bestaat voornamelijk uit roet afkomstig van verbrandingsprocessen en vormt een specifieke fractie
van PM10. In de jaren '50 werd de algemene luchtkwaliteit vooral Hdpdaor zwaveldioxide

(SQ) en zwarte rook, o.a. door het gebruik van steenkool. Recent is er opnieuw aandacht voor
zwarte rook, deze keer als verkeersgerelateerde indicator.

5.2.2. MELNTEST

Er werd nagegaan of er een verband is tussen de gemeten oestrogéwigedcen beschikbare
polluent gegevens.
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Er werd geen correlatie gevonden tussen de concentratie zwevendRi0 en PM2.5)n de
lucht en de oestrogene activiteit van de gecollecteerde partikels

Er wercen significant positieve associasiegevondentussen de oestrogene activiteit en de
aanwezigheid van zware metalen Pb, Zn, Cu, Ni, As, Mn, Cd en Cr in/AMtEvel er geen
aanwezigheid van metalen verwacht wordt in het organisch extract zou de gevonden correlatie
met oestogene potentie te wijten Unnen zijn aan de aanwezigheid van organische
metaalverbindingen. Om hier uitsluitsel over te krijgen moet de chemische samenstelling van het
extract verder onderzocht worden.

In deze studie is zwarte rook in de omgevingslucht gecorreleerd deebestrogee activiteit
(r=0.M, p=0.014) van de gecollecteerde PMDit wijst er erop dat in de roetfractie van PM10
stoffen aanwezig zijn met een endocrien verstorend karaki€elke chemische stoffen aan de
basis liggen van de oestrogene activiteit is niet geken

Er werd voorPAKsgeen verband gevonden met de gemeten oestrogene activiténwege de
complexe matrix waarmeer hier wordt gewerkt kan de aanwezigheid van andere organische
polluentenin de omgevingsluchbijv. pesticiden, PCBs,..) die niet gearetverden niet uitsluiten,
terwijl deze mogelijk ook kunnen bijdragen tot de gemeten oestrogene activiteit.

5.2.3. CYTOTOXICITEIT

Er werd nagegaan of de gemeten cytotoxiciteit kan verklaard worden door de chemische
samenstelling van de partikelslet eerder zwalcytotoxisch karakter van de partikels kon niet
gecorreleerd worden met de aanwezigheid van zware metalen, zwarte rook of PAKs in de
omgevingslucht.

Endotoxine gehalte en cytotoxisch karakter van de PM10 daarentegen bleken negatief
geassocieerd (F9.79,p=0.006).

5.2.4. PRODUCTIE VAN INFLAMWDIRE CYTOKINES

Er werd nagegaan of de biologiscillammatoire responsen kunnen verklaard worden door de
aanwezigheid van zware metalen in het fijn stof. De gemeten immuun reactie in bronchiale Beas
2B cellen is gecorreded met de concentratievan verschillendezware metalen in de
omgevingslucht. De Spearmgamnk correlaties tonen aan dat er een significant positieve correlatie
is tussen de productie vamet inflammatoire cytokines 46 en de metalen Pl{r=64, p=0.035)2
(r=0.71, p=0.015), Cu (r=0.8, p=0.0083 (r=0.78, p=0.005Mn (r=0.86, p=0.0008)Cd(r=0.74,
r=0.01) en Cr (r=0.84, p=0.001). Ook de productie v#nidl positief gecorreleerd met de
aanwezigheid van de metalég@u(r=0.72, p=0.013)As(r=0.55, p= ®8), Mn (r=0.77, p=0.005)Cd
(r=0.61, p=0.05¢n Cr(r=0.76, p=0.006) de omgewvigslucht.

Blootstelling van bronchiale epitheelcelleran particulair materiaal induceert de productie van
(pro}inflammatoire cytokinesEenspecifieke rol van overgangstaéen aanwezigop PM bij de
inductie van #6, iF8 en TNFe via de inductievan oxidatieve stress wordt gesuggereémbnaldson
and MacNee,2001) In een Japanse studie werden correlaties gevonden tusserpiibductie in
Beas2B met Cr en MrfHuanget al, 2003) In primaire humane bronchiale epitheelcellen (NHBE)
was de H#6 en |-8 productie significant gecorreleerd met de groep elementen Cr/Al/Si/Ti/Fe/Cu
(Beckeret al., 2005a; Beckest al, 2005b) Fe en Si vertoonden egrositieve correlatie met-6 en
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Cr was gecorreleerd met8l productie.De speciale rol van de metaalcomponenten op PM10 bij de
inductie van H6, iF8 en TNFx werd ook aangetoond in humane bronchiale epitheelcellen door het
toevoegen van een metaalclabr (Carteret al,, 1997)

Alhoewel de aanwezigheid van endotoxine op de partikels de cytokine inductie ir2Badst kan
verklaren werd een significant positieve associatie waargenomen tussen de ema@ptoxi
hoeveelheid en i6 inductie (=0.65, p=0.042) in Be&B cellen.

De cytokine inductie door PM10 in Be2B kon niet geassocieerd worden met zwarte rook en
PAKs.

5.2.5. RADICAALGENERERBNIRMOGEN

Het radicaalgenererendrermogen van de dagstalen fijn stisf significant gecorreleerd met alle
beschouwde metalen in de omgevingslucht: lood, r=0.71; zink, r=0.63; koper, r=0.73; nikkel, r=47;
arseen, r=0.59; mangaan, r=0.63; cadmium, r=0.66; chroom, r=0.48 (r=Spearman correlatie Genk
en Koksijde samen, n=53, @81). Figuur 32 toont de associatie voor nikkel en chroom (zowel
radicaalgenererendvermogen als metalen logaritmisch getransformeerd). Ook de correlaties
tussenradicaalgenererenggermogen en PM10 (r=0.67), PM2.5 (r=0.74) en zwarte rook (r=0.83) zijn
significant (p<0.01).
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Figuur49: Radicaalgenererendermogen dagelijkse luchtstalen in relatie tot concentraties nikkel
en chroom in de omgevingslucht (r = Spearman correlatie)

5.3. INVLOED VAN KLIMATGEISCHE OMSTANDIGHEDE

Bij de interpretatie van de resultaten werd gebruik gemaakt van de VMM meteostations in Houtem

en Antwerpen (Luchtbakn het KMI meetstation in Kleidgrogel De windrichtinggegevenyan
Antwerpen (Luchtbal) worden als proxy gebruikt voor de regio Gelek.jaarverloop van de

118



HOOFDSTUKRelatie effectgericht meten en polluenten en meteo

omgevinggemperatuur, de windsterkte en de neerslag wordt weergegeveRiguurs0, Figuurb1

en Figuur52. Tijdens de periode van januari 2010 tem juli @0Alt er in Kleindrogel significant
meer neerslag en is de windsterkte verhoogd in vergeliking met Houtem. De
omgevingstemperatuur is significant verschillend tussen KiBiogel en Houtem waarbij er lagere
temperaturen genoteerd worden in de wintenéhogere temperaturen tijdens de zomerperiode in
KleineBrogel Tabel30).

Tabel30: Meteo gegevensoor Houtem en Kleindgrogel voor de periode 1/7/20181/7/2010.

Houtem Kleine-Brogel t-test
meteo mediaan 95%CL n | mediaan 95%CL n p
windsnelheid m/s 5,19 0,30 193 9,50 0,64 186 | 1,09E54
temperatuur °C 9,56 0,88 193 | 10,70 1,09 193 0,028
neerslag mm 0,00 0,39 193 0,20 0,72 129 0,002

Er werd nagegaan of er een relatie kon aangetoond worden tussenfelgtgdrichte metingen en
de weersomstandighedetemperatuur,neerslagwindrichting, windsnelheid).
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Figuur50: Jaarverloop van de omgevingstemperatuur in Houtem en kiingel.
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Figuur51: Jaarvelbop van de windsterkte in Houtem en KleiBeogel.
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Figuur52: Jaarverloop van de neerslag in Houtem en Ki&ragel.

Analoog als voor de fysiathemische parameters wertiet verloop vande temperatuur, de
neerslag en windsnkeid op basis van een maandgemiddelde en op basishet gemiddelde van
de bemonsteringsdagebekeken Figuur53). Hieruit blijkt dat de gemiddelde meetwaarden op de
beperkte staalnamedagen per maand goed overeenstemmen metniedndgemiddelde met
uitzondering van de neerslag
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Figuur53: Maandverloop van de meteorologische metingam KleineBrogelen Houtem
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Tabel31 geeft een overzicht van de berekende Spean rank correlatiecoéfficiénten tussen de
meteorologische determinanten en de biologische eindpunten. Significante correlaties zijn in bold
aangeduid.

5.3.1. TEMPERATUUR

Een significant positieve associatie werd waargenomen tussen de omgevingstemperatuer en d
capaciteit van PM10 om- te induceren in Bea3B cellen (r= 0.66, p=0.026). De temperatuur was
eveneens positief gecorreleerd met6il inductie maar de relatie was niet significant (r=0.65,
p=0.07).Deze resultaten bevestigen de verhoogde cytokinepatig na blootstelling aan PM10
verzameld in juni en juli (z&4.2).

Zowel de directe (r0.68, p=0.02) als indirecte (362, p=0.04) mutagene capaciteit van de PM10
extracten waren significant negatief gecorreleerd metaingevingstemperatuur.

Deze resultaten bevestigen het verhoogde mutageen karakter tijdens de wintermaanden (zie
4.1.2. De uitstoot bij verwarming van huizen en gebouwen wordt in verband gebracht met de
verhoogde PAKs conceaties in de omgevingslucht tijdens de koudere maanden wat mogelijks
ook een verklaring is voor de waargenomen verhoogde mutageniciteit tijédamsari en maatrt.
Resultaten van vroegere studies geven aanwijzingen dateb¥somstandigheden een belangrijke

rol spelen bij de inductie van genotoxische effeci@thoeterset al, 2001 Ducattiand Vargas,
2003; Zhaoet al., 2002; Binkovaet al, 2003 Cernaet al, 1999) Seizoensvariaties werden
meermaals aangetoond.

Er werdvoor temperatuurgeen verband gevonden met hormoonvenende activiteit

Voor radicaal generend vermogean temperatuur is de lineaire associatie niet significant (r=
0.002, p=0.989), maar er kan wel een kwadratisch verband voor temperatuur waargenomen
worden (Figuur 54). Een regressiemodel met temperatuur en de kwadratische term voor
temperatuur toont een significant nidineair verband en verklaart 28% (& van de variatie in het
radicaalgenereznd vermogen (logaritmisch geansformeerd).

Over de verschillende temperaturen kan de component specifieke toxciteit van PM verschillen. Het
hoger radicaal generend vermogen tijdens de winter of tijdens koude dagen kan worden verklaard
door inversies die gepaard gaan door een stevkehoogde PM concentratie, waarbij ook een
toename van blootstelling aan transitie metalen, verantwoordelijk voor het radicaal generend
vermogen.De verhoogde inflammatoire respons die wordt gezien tijdens de zomer kan in verband
gebracht worden met hetarhoogderadicaalgenererendrermogen van fijn stof bij een hogere
omgevingstemperatuur.
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Figuur54: Radicaalgenererendermogen dagelijkse luchtstalen in relatie tot temperatudr=0.28
Rsquare van regressiemodel met tentpéuur en kwadratische term)

5.3.2. NEERSLAG

Er werd voor neerslag geen significant verband gevonden met het cytotoxisch, inflammatoir,
mutageen en dehormoonverstorende activiteit, terwijl er een duidelijk significamegatieve
associatie isussen hetradicaalgenererendermogen van de partikels en de hoeveelheid neerslag
De Spearman correlatie bedraa@t32 (p=0.02).

5.3.3. WINDSNELHEID

De windsnelheid is positief gecorreleerd met het cytotoxisch effect van de partikel€$qr=0.
p=0.®4) en negatief met het immurtoxisch effect (#6: r=0.95, p<0.0001; B: r=0.93,
p<0.00Q1), de oestroger activiteit(r=0.71, p=0.A5) en het radicaalgenerend vermogém0.58,
p<0.0001).

Eerder werd aangetoond dat het cytotoxisch karakter van fijn stof in verband kan gebratanwy

met de aanwezigheid van bodemstofelementetgerenberget al., 2006; Van Den Heuvet al,

2008). De negatieve associaties van de effectgerichte metingen met windsnelheid zouden verklaard
kunnen worden door een groter aandeel bodemstofelementen viergelijking met andere
potentieel schadelijke stoffen in het zwevend stof bij sterke wind waardoor het cytotoxisch
karakter van de partikels toeneemt. Voor de huidige campagne zijn er geen gegevens over
elementenanalyse in PM10 beschikbaar.

Voor windsterke enradicaalgenererendermogen is de lineaire associatie niet significart0(67,
p=0.638).

5.3.4. WINDRICHTING
De windrichting tijdens de meetcampagne werd in kaart gebracht (windrozen) voor beide locaties
(Figuursb).

Uit de wirdrozen van 2009 voor LuchtbaAntwerpen en Houtem Figuur 56) en de
windrichtingdata van de afgelopen jaren (meteo Luchtbal 2R039) {Tabel 32) blijkt dat de
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overheersende windrichting het zuidwesten lis tegenstelling tot de voorbije jaren is er tijdens de
meetperiode februarduli 2010 zowel in Houtem als in Luchtbal meer wind uit het noordoosten en
minder uit het zuidwesten. Deze trend van de eerste helft van 2010 wordt ook gezien als het
volledigekalenderjaar 2010 in beschouwing wordt genom@&ialfel32). De vermindering van het
aandeel ZW wind tijJdens de meetcampagne betekent dat er in Houtem minder aanvoer is van lucht
afkomstig van de industriezone in Duinkerke en inkGmimder aanvoer van lucht afkomstig van de
industriezone in GenKuid.

Figuur57 toont de windrozen voor de opeenvolgende campagnemaanden. Er werden enerzijds
windrozen opgemaakt voor de volledige maand, rekening houdend rfeetdapen van de maand

en windrozen per maand waarbij er alleen rekening werd gehouden met de dagen van de
staalname. Uit de vergelijking van de windrozen kunnen we besluiten dat de windrozen voor de
meetcampagne representatief zijn voor de hele maand.

Uit de windrozen kunnen we afleiden dat zowel irk&ijle als in Genk er me@wWz-ZOwind is in

de maanden februari en maart terwijl in april, mei en juni der overheersende windricRiikidN-
NOis.In juli is er dan weer meer wind uit ZW richtifp aanwezigeid van PAKs en zwarte rook in

de omgevingslucht is verhoogd in de wintermaanden februari en mBa@kconcentraiesvan het
carcinogeen metaal Cdvorden gemeten in maart. Abdeze chemische componenteaijn
geassocieerd met het mutageen karakter vanughtstalen.
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Tabel31: Associatie tussen de biologische effemtameter en de meteorologische conditigs (JS I NI y & Q  NJ&fficient, pRasNgg dantalA S O 2
gegevens (n)

Cytotoxiciteit Immunotoxiciteit Mutageniciteit Endocriene verstoring| Radicaalgenerend vermoge
- Beas-2B 11-6(Beas-2B) 11-8(Beas-2B) Ames (-S9)/plaat Ames (+S9)/plaat MELN test
eteo
r p n r p n r p n r p n r p n r p n r p n
Temperatuur -0,5 0,142 11| 0,55 0,08 11| 0,66 0,026 11| -0,72 0,013 11| -065 0,029 11| 0,14 0,679 11 0 0,989 53
Neerslag -0,2 0,555 11 0,08 0,811 11 | -0,145 0,67 11 0,17 0,611 11 0,16 0,631 11 0,25 0,457 11 -0,32 0,022 52
Windsterkte 0,67 0,024 11 | -0,95 <0,0001 11 | -0,93 <0,0001 11 -0,1 0,78 11| -0,17 0,611 11| -0,71 0,015 11 -0,07 0,638 52
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Figuur55; Windrozenin meetstations Luchtbal en Houtem tijdens de volledige camppagrnede
februari 2016juli 201Q

meteo Luchtbal meteo Houtem

Figuur56: Windrozen in meetstations Luchtbah Houtem tijdens het kalenderjaar 2009.

Tabel32: Windrichting in Vlaanderen tijdens opeenvolgende kalenderjg28032008)

2003* 2004* 2005* 2006* 2007* 2008* 2009* 2010* Meetcampagne*$

Sector 355-85 NO 25% 18% 20% 20% 23% 21% 22%  28% 35%
Sector 85-175 ZO 22% 17% 17% 18% 7% 14% 16%  16% 13%
Sector 175- 265 ZW 36% 44% 40% 43% 49% 48% 42%  34% 32%
Sector 265-355 NW 18% 21% 23% 18% 21% 16% 20%  22% 20%

* Bron meteogegevens van de VMM
$ Huidige meetcampagn@nuari 2016uli 2010)
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