SAMMANTFATTNINGAR

1233

Alveolira makrofagers formaga att 16sa upp
metallpartiklar

For innehdllet i sammanfatiningen svarar Per Camner Statens Miljomedicinska labora-
torium, Box 60208, 104 01 Stockholm. tel 08-23 96 00.

Pnr 80-0870 Mentaller och metallféreningar (18)

November 1988

Bakgrund, syfte

Det ir vil kint att ménga féroreningar i
partikelform i arbetsmiljén kan orsaka sjuk-
domar i lungorna. Risken for lungsjukdom
vid exponering for en férorening i partikel-
form okar vanligen med koncentrationen av
partiklarna i lungvivnaden samt tiden par-
tiklarna finns i lungan. Fér att kunna beds-
ma riskerna med en viss typ luftbruna par-
tiklar, dr det dirfor viktigt att kinna till hur
snabbt dessa partiklar transporteras bort
fran lungan.

Experimentella undersdkningar pd min-
niskor har visat att borttransporten frin
lungan av hela partiklar, som hamnat i
lungblasorna, sker mycket langsamt med en
halveringstid av nigot eller méinga 4r. Det
ar ocksa vil kint att partiklar, som hamnat i
lungblasorna, inom nigot dygn fagocyteras
av alveolira makrofager. Det har nyligen
visats att de alveoldara makrofagerna har en
betydande férmiga att l6sa upp flera par-

tiklar av oorganiskt material, som vanligen
betecknas som olosligt, t ex mangandioxid,
blyarsenat och koboltoxid. Mot bakrund av
den mycket lingsamma borttransporten av
hela partiklar ar det rimligt att tro att for-
mégan hos makrofagerna att 16sa upp par-
tiklar ar den viktigaste borttransportmeka-
nismen frdn den alveoliira delen av lungan
fér ménga partiklar.

Ett syfte med det aktuella projektet var
att utveckla en metod fér att bestimma pH
i fagosomer hos alveolira makrofager. Ett
annat syfte var att underséka clearancehas-
tigheten i lungan av radioaktivt mirkt bly-
arsenat som inandats av en grupp kaniner
och studera sambandet mellan denna clea-
rancehastighet och pH i fagosomerna.

Bestamning av pH hos fago-
somer hos makrofager

Partiklar som tas upp av en cell innesluts i
en liten blasa, primir fagosom. Redan efter



nigra minuter bérjar denna att samman-
smalta med lysosomer, som bla avger olika
enzymer till fagosomerna. I detta projekt
handlar det om pH-mitningar i sk sekun-
ddra fagosomer som utgdr en samman-
smaltning av primara fagosomer och lysoso-
mer.

Jdstpartiklar mérkta med fluorescein

En fast mirkning av jastpartiklarna med
fluorescein har erhillits genom att jastceller
som avdédats genom upphettning blandats
med fluoresceinisotiocyanat. pH i fagoso-
mer frin alveolira makrofager bestaimdes
dels i makrofager som fagocyterat partiklar
in vitro efter lungskoljning och dels hos
makrofager som fagocyterar jastpartiklarna
som sprutats in i lungan medan kaninerna
levde (in vivo). Vid in vitro forséken sattes
jastpartiklarna till de utsksljda makrofager-
na dels omedelbart efter utskéljningen ur
lungorna (dag 1), dels nir makrofagerna
odlats i 24 timmar (dag 2). [ bada fallen
bestimdes pH tre timmar efter det att jist-
partiklarna satts till makrofagerna. Tackglas
med adhererade makrofager monterades i
en kuvett med saltlésning, varefter kvoten
av fluorescenceintensiteten bestimdes i en
fluorescencespectrometer nir kuvetten be-
strilades med ljus av vglingderna 450 nm
och 495 nm. Vid in vive proceduren avliva-
des kaninerna 3 eller 24 timmar efter det
att jastpartiklarna instillerats i lungan. pH
bestimdes sedan pd samma satt som vid in
vitro forfarandet, dels nigon timme efter
lungskéljningen och dels 24 timmar senare.

Vid in vitro forfarandet var pH omkring 6
i de mitningar som utférdes dag 1 och om-
kring 5 dag 2. Aven vid in vive forfarandet
foreldg en minskning frin dag 1 till dag 2,
och virdena lag har dag 2 nigra tiondelar

hogre dn vid in vitro férfarandet. Det upp-
maitta pH-virdet var oberoende av antalet
jastpartiklar som tillsattes makrofagerna in
vitro.

Kiselpartiklar mérkta med fluorescein
Partiklar av amorft kisel (kiselgel) mirktes
pa liknande sitt som jastpartiklarna med
fluorescein. Inga patagliga férindringar hos
makrofagerna sdgs ens nir dessa partiklar
tillsattes i koncentrationer 10 ggr hégre in
den som anvindes vid pH-bestimningarna.
pH i fagosomerna hos makrofagerna som
fagocyterat kiselpartiklarna in vitro och in
vivo bestimdes pa likande sdtt som med
jastpartiklarna.

Tabell 1 visar pH i fagosomer hos makro-
fager som in vitro fagocyterat jastpartiklar
eller kiselpartiklar mirkta med fluorescein.
Vid bestimning med jéistpartiklarna forelag
som tidigare ett klart ligre virde dag 2 4n
dag 1, medan det vid bestimning med ki-
selpartiklarna inte férelig nagon siadan skill-
nad. Bestimningarna dag 2 med jastpartik-
larna gav ungefar samma resultat som be-
stimningarna med kiselpartiklarna, d vs pH
3.

Elektronmikroskopiska undersékningar
visade en klar skillnad mellan de makrofa-
ger som fagocyterat kiselpartiklar och de
som fagocyterat jistpartiklar. Antalet lyso-
somer i kontakt med fagosomerna var mar-
kant storre f6r fagosorner med jastpartiklar

- dn med kiselpartiklar. Betriffande jistpar-

tiklarna foreldg ett stdrre antal lysosomer i
kontakt med fagosomer dag 1 in dag 2.
Vidare var den procentuella andelen par-
tiklar i vacualiserade fagosomer (tomrum
mellan partikelyta och fagosornmembran),
stdrre for jastpartiklarna.

Tabell 1. pH i makrofager som in vitro fagocyterat jistpartiklar eller kiselpartiklar miarkta

med fluorescein.

pH-mitning efter 3 timmars inkubation
av partiklar med makrofager omedelbart
efter lungskoljning (dag 1)

pH-mitning efter 3 timmars inkubation
av partiklar med makrofager 24 tim.
efter lungskoljning (dag 2)

Jastpartiklar Kiselpartiklar

Jastpartiklar

Kiselpartiklar

5.8+0.2! 4.940.1

5.0x0.1

4.920.1

! medelvirde + standardavvikelse av makrofager fran sex kaniner



Tabell 2 visar pH i fagosomer hos alve-
olira makrofager som bestimts med hjilp
av fluoresceinmirkta kiselpartiklar som fa-
gocyterats in vitro samt in vive dels dé par-
tiklarna insprutats via luftstrupen 24 tim-
mar fore utskéljning av makrofagerna och
dels en vecka fére utskdljningarna. pH-vir-
det var lagre vid in vivo forfarandet, i syn-
nerhet nir kiselpartiklarna instillerades en
vecka fére lungskéljning och pH-mitning.

Tabell 2. pH i alveolira makrofager be-
stimd med fluoresceinmairkta kiselpartiklar
som fagocyterats in vitro och in vivo.

Antal  pHimakro
kaniner fagerna

In vitro 4 5.1+0.1" -

In vivo

Partiklarna instil-

lerade 24 tim. fére

lungskoljn. 8 4,9+0.1

In vivo

Partiklarna instil-

lerade en vecka

fore lungskélin. 4 45+0.1

I Medelvirde + standardavvikelse

Samband mellan clearance
och pH i makrofager

Mditning av lungclearance

Partiklar av blyarsenat markta med 7#As
med en genomsnittlig diameter av 1—2 um
uppslammades i vatten och sprayades upp i
ett c:a 10 liter stort torn av plexiglas. Kani-
ner, som sovts och intuberats (forsetts med
en plastslang ned till luftstrupen), inanda-
des aerosolen ur exponeringstornet. Konst-
gjord andning &stadkoms genom att ka-
ninen placerades i en box dir trycket vari-
erades. Radioaktiviteten i lungorna mittes
med tvd natriumjodidkristaller forsedda
med kollimatorer som sakta rérde sig Sver
brostkorgen pa kaninerna. Radioaktiviteten
i lungorna féljdes atta dagar efter inandning
av partiklarna.

pH-mdtningar
Atta dagar efter att partiklarna av blyars-

enat inandats insprutades fluoresceinmirk-
ta jastpartiklar via luftstrupen. Ett dygn se-
nare skoéljdes makrofagerna ut frin lungan
och pH bestimdes pi det sitt som beskri-
vits ovan,

Resultat

Tabell 3 visar retentionen i lungan efter atta
dagar i procent av retentionen en dag efter
inandning av blyarsenatpartiklarna. Cle-
arence forsta dygnet har inte medtagits, ef-
tersom denna clearancefas representerar
partiklar som férs bort med slemflimmer-
hirstransporten och diarfér bér vara obero-
ende av pH i fagosomerna. Som framgar av
tabell 3 férelag inget samband mellan pH
och lungretention efter &tta dagar.

Tabell 3. pH-bestimning i alveolidra makro-
fager med fluoresceinmirkta jistpartiklar
som instillerats i kaninerna 24 timmar fére
lungskéljning och pH-maétning samt reten-
tionen i lungan efter tta dygn av inandade
blyarsenatpartiklar mirkta med 7*As i pro-
cent av retentionen efter ett dygn.

Kanin pH i makro- Lungretention
fager efter 8 dygn
% av retentio-
nen efter 1 dygn
1 5.6 53
2 5.6 47
3 5.4 49
4 5.4 60
5 5.7 46
6 5.9 55
7 5.7 52
9 5.9 47
10 5.4 22
Medelvirde 5.6 51
Standard-
avvikelse 0.2 5
Diskussion

pH i fagosomer hos alveolira makrofager
frén kaniner har bestimts med hjilp av jist-
partiklar samt partiklar av amorft kisel.
Jastpartiklarna bestar av organiskt material



som l6ses upp och metaboliseras av makro-
fager. Kiselpartiklarna diremot ldses inte
upp av makrofagerna och ut6var inte heller
ndgon pitaglig toxisk effekt pa dessa celler
ens vid betydligt hogre koncentrationer an
vad som anviants vid pH-méatningarna.
Aven om de pH-virden som erhillits med
de tva partikelslagen ar nagorlunda likarta-
de, foreligger klara skillnader. Med jistpar-
tiklarna erhdlls hégre virden omedelbart
efter utskodljning av. makrofager in efter od-
ling i 24 timmar. Vidare f6reldg en tendens
till hégre viarden nar partiklarna fagocyte-
rats in vivo in-in vitre. Detta skulle kunna
forklaras av att nedbrytningen av jistparti-
keln leder till hégre pH-virden, kanske ge-
nom att nedbrytningsprodukterna har en

neutraliserande inverkan, och att nedbryt-

ningen sker effektivare ju narmare in vivoe
situationen cellen befinner sig, d vs effekti-
vare dag 1 dn dag 2. Med kiselpartilarna
diremot erhélls ingen skillnad di pH stude-
rades omedelbart efter och 24 timmar efter
det att makrofagerna skéljts ut ur lungorna.
Vidare forelig hir nigot ligre virden nir
partiklarna fagocyterats in vivo in in vitro.
Resultaten tyder pa att det pH som erhills
med kiselpartiklarna representerar ett mer
basalt virde dn det virde som erhills med
jastpartiklarna.

Detta st6ds dven av de mer omfattande
elektronmikroskopiska férandringar som
sags efter fagocytos av jistpartiklarna an av
kiselpartiklarna.

I en tidigare undersékning har alveolira
makrofager in vitro under ett dygn 16st upp
6,2 % av blyarsenatpartiklar av samma typ
som anvants i den nuvarande undersok-
ningen. Om samma utlésningshastighet per
dag skulle ske i sju dagar, d vs under sammia
tidsperiod som i nuvarande clearancefor-
sok, skulle detta innebira att 36 % av par-
tiklarna skulle ha losts upp och eliminerats.
Denna siffra kan jimféras med 50% i det
nuvarande férs6ket. Den nigot mindre eli-
mineringen i in vitro exemplet skulle kunna
forklaras av att pH in vivo enligt resultaten
med kiselpartiklarna ar nigot lagre an in
vitro. Clearance av blyarsenatpartiklar mel-
lan ett och atta dygn efter exponeringen
skulle saledes kunna bero pa upplésning av
partiklarna. I den undersckta gruppen av

kaniner foreldg dock inget samband mellan
pH uppmatt med jastpartiklarna och reten-
tionen efter 4tta dygn. Denna brist pi sam-
band. skulle kunna férklaras av tvd saker.
Fér det forsta utférdes clearancestudien in-
nan metoden med kiselpartiklarna utarbe-
tats, d vs med jastpartiklarna. Jimférelsen
av pH-mitningar med kisel- och jastpartik-
larna. visar att jistpartiklarna knappast ger
virden som ir representativa for de basala
forhallanden som kan férvintas vid fago-
cytos av oorganiska partiklar. For det andra
forelig en ovintat liten spridning i reten-
tionsvirdena efter itta dygn.

Sammanfattningsvis tyder den utférda
studien pi att inandade blyarsenatpartiklar
till stor del elimineras frin lungan pga att
de upploses i den sura miljén i makrofager-
nas fagosomer. Hur stor del upplosningen i
makrofagerna utgdr av det totala clearance-
férloppet dr dock forfarande oklart. I och
med att metoden for pH-bestimningar
med fluoresceinmarkta kiselpartiklar ut-
vecklats finns forutsattningar att erhlla
representativa mitningar av pH i den milj
oorganiska partiklar befinner sig sedan de
tagits upp av makrofagerna. En férnyad un-
dersdkning dir kiselpartiklarna anvinds och
dir clearence ocksd studeras i en grupp av
kaniner dar pH i makrofagernas fagosomer
férandrats borde tillsammans med upplds-
ningsférsdk i vatten vid olika pH kunna ge
svar pd denna frigestillning.
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