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Bakgrund — syfte

I manga industrier dr anstillda exponerade
via andningsvigarna for kombinationer av

potentiellt toxiska amnen, tex olika metall-

foreningar. Kunskapen om kombinationsef-
fekter ar dock mycket liten och yrkeshygie-
niska pgransvdrden #r som regel oberoende
av om ett dmne forekommer ensamt eller
tillsammans med andra imnen. Kombine-
rad exponering for nickel och krom kan f&-
rekomma i stil- och metallindustri :samt
inom verkstadsindustri. Kobolt kan fore-
komma tillsammans med bade nickel och
krom inom tex koboltindustri och industri
som sysslar med skrotsmaltning. ‘

Vi har undersékt effektménstren i lung-
orna hos kaniner som inandats olika metal-
ler i relativt l3ga koncentrationer, vaaligen
0,1—1 mg/m>. Vi har studerat griinsskiktet
mellan luft och viivnad, dvs den del som
forst kommer i kontakt med partiklar som
deponerats i lungblisorna och dirfér bér
uppvisa de tidigaste forindringarna. Grins-
ytan bestar av alveolidra makrofager, epiteli-

ala alveolira typ I och typ Il celler samt
surfaktant. Makrofagerna fagocyterar (tar
upp) de flesta partiklar, som deponeras i
lungblisorna, inom nigra timmar. Typ I cel-
lerna bestir av tunna och utbredda celler
som beklider lungblasorna. Tillsammans
med blodkapillarernas celler och ett mycket
tunt membran utgdr de barriiren mellan
luft och blod. Typ II cellerna har tvi funk-
tioner. Vid skador pa typ [ cellerna delar sig
typ H cellerna och ombildas till typ I celler.
Typ U cellerna utsondrar ocksd det sk sur-
faktantskiktet, en tunn fettrik film som tic-
ker insidan av lungblisorna och har en yt-
spinningsnedsittande funktion. Detta sta-
biliserar lungblisornas form, vilket dr n&d-
vindigt for normal funktion. Surfaktant-
skiktet bestir huvudsakligen av en typ av
fetter som kallas fosfolipider. Huvuddelen
ir mittade fosfatidylkoliner. Lysozym bil-
das och utséndras av makrofagerna och ver-
kar frimst mot bakterier, men har &ven en
antituméreffekt.

I ett forsta steg dr vir malsittning att



kartligga de effektmdnster som olika metal-
ler ger upphov till i lungblasorna. I ett andra
steg utfor vi pd grundval av resultaten av
exponeringarna for de enskilda metallerna
sddana kombinationsexponeringar, dar for-
stirkning av de enskilda metallernas effek-
ter kan férvintas.

Uppliggning

Kaniner har exponerats i exponeringskam-
mare for de olika metallféreningarna i kon-
centrationer av storleksordningen 1 mg/m?.
Exponeringstiderna var mellan 1 och 4 ma-
nader (6 timmar/dag, 5 dagar/vecka}.

Makrofagerna har uppsamlats genom
skoljning av lungorna och deras utseende
studerats i ljus- och elektronmikroskop. De-
ras formdaga att fagocytera (ta upp) testpar-
tiklar har undersskts. Makrofagernas oxida-
tiva metabolisin har bestimts genom mit-
ning av deras f6rméaga att reducera firglost
nitroblue tetrazolium (artificiell elektron-
acceptor) tilll blatt formazan med och utan
tillsats av E. coli bakterier (NBT-test).
Lungvivnadens struktur har studerats i
ljusmikroskop, sirskilt med avseende pa in-
flammatoriska forindringar, lungblisornas
epitel och anhopning av alveoliara makrofa-
ger. Lungvivnadens och makrofagernas
finstruktur har studerats i elektronmikro-
skop. En kvantitativ bestimning av andelen
typ II celler i lungvavnaden har utférts och i
vissa fall av deras storlek och antal. Makro-
fagernas utseende har kartlagts frimst med
avseende pd cellytan (slit eller rik pd ut-
skott), forekomst av inklusioner innehil-
lande surfaktant och lysosomernas antal
och utseende. Fetterna har extraherats frin
lungviavnad och lungsksljvitska och uppde-
lats i fosfolipider, kolesterol och triglyceri-
der. Fosfolipiderna har sedan uppdelats i
olika undergrupper, tex fosfatidyikoliner,
fosfatidyletanolaminer och fosfatidylinosi-
toler, vars sammansittning av fettsyror be-
stimts. Vidare har lysozymaktiviteten stu-
derats i lungskoljvitska och alveolara mak-
rofager. Fullstindiga beskrivningar av. de
anvanda metoderna presenteras i de veten-
skapliga originalpublikationerna.

Resultat

Resultat av tidigare undersSkningar har
publicerats i arbetsmiljofondens samman-
fattning nr 960, 1986. Nedan redogors kort-
fattat fér dessa tidigare resultat samt resul-
tat av understkningar som utférts efter pu-
bliceringen av rapporten.

Nickel

Nickel, bide i metallisk och léslig form, or-
sakade en Skning av storlek och antal av typ
I cellerna, som producerar surfaktantmate-
rialet, samt av mingden mittade fosfatidyl-
koliner, som ir huvudkomponenten i sur-
faktantmaterialet. Detta tyder pd att pro-
duktionen av surfaktant var férhasjd. Sir-
skilt vid exponering for metalliskt nickel
kunde denna 8kning av mingden surfak-
tant bli mycket kraftig, mer @n fem ggr det
normala virdet. Makrofagerna piverkades
sekundirt av denna lipidokning. Den oxi-
dativa metaboliska aktiviteten &kade lik-
som fagocytosaktiviteten. Makrofagernas
utseende var forindrat, bla var bide ande-
len makrofager med slit, inaktiv yta och
andelen med aktiv "taggig’ yta okad. Vida-
re ségs anhopningar, noduli, av makrofageri
lungvivnaden och ett ckat antal makrofa-
ger i lungsksljvitskan. Tillstindet efter ex-
ponering for nickel har manga likheter med
tillstindet som beskrivits efter exponering
av rittor for kvartsdamm och den patologis-
ka bilden vid sjukdomen pulmoniir alveolir
proteinos.

Nickel gav ocksd en markant sinkning av
lysozymhalten savil i makrofager som i
lungskoljvatska. Detta var dock en direkt
effekt av nickeljoner pd makrofagerna och
inte en indirekt effekt av den &kade surfak-
tantproduktionen.

_ Kadmium

Exponering for lésligt kadmium gav upphov
till flera av de effekter som nickel orsakade,
tex liknande pdverkan pi typ II cellerna,
dkning av mingden maittade fosfatidylko-
liner (surfaktant) och $kning av makrofager
i lungorna. Det foreldg ocksa skillnader i
effekter jamfért med nickel, tex en kraftig
okning av granulocyter och lymfocyter i
lungskoljviitska och forhajd lysozymaktivi-
tet i makrofagerna och lungskaljvatskan.



Kobolt

Exponering for 16sligt kobolt gav framfor
allt en fériandring av typ Il cellerna. De vax-
te i tumérliknande grupper och mellan des-
sa grupper var férekomsten av typ II celler
mindre #n normalt. Tillsammans med an-
hopningarna av typ II celler forekom ocksa
makrofager och andra inflammatoriska cel-
ler. Makrofagerna i lungskéljviitskan uppvi-
sade liknande fériindringar som de som sigs
efter exponering for nickel, men endast en
mindre andel av cellerna hade dessa forand-
ringar. En del av makrofagerna innehall rik-
ligt med surfaktantliknande material. Sa-
dant material forekom dven lokalt rikligt i
luftrummen invid anhopningarna av typ Il
cellerna.

Krom

Bide exponering fér trevirt krom
{(Cr(NO3)3) och sexviirt krom (Na,CrQ,)
gav forandringar pd makrofagerna, tex en
anhopning av makrofager i lungorna. Dir-
emot férekom ingen signifikant effekt pa
typ H cellerna eller mangden fosfolipider i
lungan. Makrofagerna uppvisade de stérsta
forindringarna efter exponering f6r trevirt
krom. Hir forekom en kraftig Skning av
surfaktantliknande material. Lysosomerna
var forstorade och innehsll membranfrag-
ment. Okningen av surfaktant i makrofa-
gerna trots avsaknad av pavisbar fosfolipid-
ckning i lungvivnaden tillsammans med ly-
sosomforéndringarna tyder pd en minskad
nedbrytning av surfaktantmaterialet.

Ovwriga metaller ‘
Effekter av litium (LiCl) koppar (CuCl;)
och mangan (MnCl,} har undersakts. Kop-
par gav en ldtt skning av den relativa voly-
men (volume density) av typ II celler, men
for Svrigt gav ingen av metallerna négra
klara effekter pa lungan.

Kombinationsexponeringar

Nickel — trevirt krom
Bakgrunden till exponering f6r kombina-
tionen av nickel och trevirt krom var att
nickel dkar produktionen av surfaktant och
trevirt krom tycks minska nedbrytningen
av surfaktant i makrofagerna. Atta kaniner

exponerades for 0,6 mg/m? nickel i form av
NiCl,, 8 kaniner fér samma koncentration
av nickel och dessutom 1,2 mg/m? av trevirt
krom i form av Cr (NQOj)3 samt 8 kontroll-
kaniner fér endast filtrerad luft. Expone-
ringstiden var fyra minader.

Den kombinerade exponeringen gav mer
in additativa effekter pad lungvikt. Den
vinstra underlobens vikt var 2,8 (S.D. 0,4) g
{vatvikt) hos kontrollerna, 4,2 (§.D. 0,6) g
hos gruppen som exponerats fér endast nic-
kel och 5,4 (8.D. 0,6) g hos gruppen med
kombinerad exponering. Krom enbart gav
ingen signifikant vikt8kning ens vid kon-
centrationen 2,3 mg/ma.

Den ljusmikroskopiska undersékningen
visade liknande typ av férindringar hos de
djur som exponerats f&r endast nickel som
hos de djur som exponerats for bade nickel
och krom. Férindringarma utgjordes av an-
samlingar (granulom) av makrofager av vil-
ka minga hade férindrat utseende. I an-
slutning till vissa av dessa granulom fére-
kom andra inflammatoriska celler som lym-
focyter och neutrofila och eosinofila granu-
locyter. Aven det alveolira epitelet var for-
indrat, bla férekom en 8kning av férstora-
de alveolira typ @I celler. De ljusmikrosko-
piska forindringarna graderades genom att
en indelning i1 fyra klasser genomférdes.
Klass Q betecknade normala lungor, klass 1
och 2 litt respektive mattlig grad av grano-
lomatés reaktion och klass 3 utbredda for-
dndringar med stora granolomatdsa omra-
den. Alla kontrolldjur tillhdrde klass 0 och
alla djur exponerade for bide nickel och
krom tillhdrde klass 3. Av de nickelexpone-
rade djuren hamnade ett vardera i klasserna
0 och 1, fyra i klass 2 och tvé i klass 3.

Elektronmikroskopisk undersékning av
lungvivnaden visade att de ofta forstorade
makrofagerna efter metallexponeringarna,
sirskilt efter den kombinerade exponering-
en for nickel och krom, innehdll rikligt med
surfaktant material. S&dant material fore-
kom ocksa rikligt utanfér makrofagerna i
lungblasorna. Utseendet av typ I cellerna
var férindrat, sdrskilt efter exponering for
kombinationen nickel och krom. Andelen
typ I celler i lungvavnaden var férdubblad
efter exponering for nickel och fyrdubblad
efter exponering fér bade nickel och krom.



Efter exponeringen fér bade nickel och
krom férekom vidare skador pa typ I celler-
na.

Massan av fosfatidylkaliner i lungan, som
utgér huvuddelen av surfaktantmaterialet,
var i gruppen som exponerats for endast
nickel 6kad med 20% och i gruppen som
exponerats for kombinationen av nickel och
krom &kad med 250%. Detta skall ses mot
bakgrund av att fosfolipiderna inte var sig-
nifikant forhdjda efter fyra manaders expo-
nering for 2,3 mg/m? trevirt krom. Den pro-
centuella férdelningen av olika sorters fos-
fatidylkoliner skilde sig dock endast i liten
grad mellan kontrollerna och de exponera-
de grupperna. Detta tyder pi att det frimst
ir friga om en 6kad produktion av relativt
normal surfaktant. Ocksd andra fosfolipi-
der #n fosfatidylkoliner var forhojda efter
metallexponeringarna och sirskilt efter den
kombinerade exponeringen for nickel och
krom, ndmligen fosfatidyletanolaminer och
fosfatidylinositoler.

Antalet fria celler i lungskéljningsvits-
lkan, av vilka den stora majoriteten var mak-
rofager, var férdubblat i gruppen exponerad
for enbart nickel och mer 4n 7 ggr forhajt i
gruppen exponerad for bide nickel och
krom. Exponering for savil enbart nickel
som nickel och krom gav ocksi en litt 6k-
ning av neutrofila granulocyter. Makrofa-
gernas utseende var forindrat efter me-
tallexponeringarna och sarskilt efter expo-
nering for kombinationen nickel och krom.
Mainga makrofager innehsll stora mangder
surfaktantliknande material. Bide en ok-
ning av andelen celler med jamn, inaktiv
yta och andelen celler med taggig, aktiv yta
forekom. Den oxidativa metaboliska aktivi-
teten och fagocytosaktiviteten hos makro-
fagerna var forhojd i ungefir samma grad i
bida exponerade grupperna. ‘

Nickel — kobolt
Atta kaniner exponerades for c:a 0,5 mg/m?
kobolt i form av CoCl;, 8 kaniner fér sam-
ma koncentration av kobolt och dessutom
0,5 mg/m?® nickel i form av NiCl, samt 8
kontrollkaniner fér endast filtrerad luft. Ex-
poneringstiden var 4 minader. Preliminira
data angiende undersGkningar av de ut-
skoljda makrofagerna visar en kraftig ok-

ning av antalet efter den kombinerade ex-
poneringen samt en mittlig Skning for en-
bart kobolt. Makrofagerna frin de expone-
rade kaninerna, och sirskilt de som expone-
rats for bide kobolt och nickel, uppvisade
klara fériindringar, bla forhojd andel mak-
rofager med rikligt med surfaktantliknande
material samt makrofager med savil slit,
inaktiv yta som taggig, aktiv yta. Utvirde-
ring av materialet pagdr.

Diskussion

Vira undersékningar dar kaniner inandats
enskilda metaller har visat att flera av dessa
kan orsaka [Sriindringar i lungan i kon-
centrationer som inte ligger langt &ver gil-
lande yrkeshygieniska grinsviarden och i
flera fall i koncentrationer som tom under-
skrider giillande grinsvirden. Effekterna av
de olika metallerna var mycket olika. Fér en
mer detaljerad diskussion av effekterna av
de olika metallerna, se arbetsmiljéfondens
sammanfattningar, 960/1986. De effekter
som setts efter 1-manadsexponeringar for
trevirt krom och kobolt i form av koboltklo-
rid har konfirmerats i exponeringar &ver
fyra manader med olika metallkoncentra-
tioner. Betrdffande kobolt tyder den senare
underskningen pi att dven utseendet av
typ I cellerna &r férindrat och att forind-
ringarna av typ I cellerna med anhopning
av dessa celler i vissa omriaden ir den prima-
ra skadan. Exponering fér kobolt skade
#ven signifikant fibronektinhalten i lungor-
na. Detta #r av intresse eftersom kobolt
anses vara orsak till sk hardmetallunga, en
fibrotisk lungsjukdom, och att kraftigt for-
h&jd fibronektinhalt utséndras fran makro-
fager hos patienter med fibrotiska lungfér-
gndringar vid en viss typ av reumatisk sjuk-
dom. Det skulle siledes kunna finnas ett
samband mellan bindvivsomvandling av
lungan och fibronektinhalt. Betrdffande
nickel har de senare undersékningarna visat
att sinkningen av lysozymbhalt i lungsksl;-
vatskan orsakas av en direkt effekt ps mak-
rofagerna och inte formedlas via Gverpro-
duktionen av surfaktant. ,

Efter den kombinerade exponeringen for
nickel och krom férefsll mer #n additativa
forandringar férekomma pa lungvikt, struk-



tur av lungviivnad och utskéljda makrofa-
ger samt koncentrationer av vissa fosfolipi-
der, speciellt fosfatidylkoliner, i lungan.
Okningen av den relativa volymen typ II
celler och av fosfolipiderna bér rimligen hu-
vudsakligen ha initierats av nickel, eftersom
krom ensamt inte ens i dubbelt s3 higa
koncentrationer som i kombinationsunder-
sékningen inte gav siddana forandringar.
Samtidig exponering for krom forefaller att
Ska effekten av nickel pa typ I celler efter-
som den relativa volymen var dubbelt si
hég i den kombinationsexponerade grup-

troligt att den kraftiga effekten vid kombi-
nerad exponering fér nickel och trevirt
krom har tva orsaker. For det forsta tycks
krom forstirka effekten av nickel pa typ I
cellerna och dirigenom ytterligare tka pro-
duktionen av surfaktant i dessa celler. :F(')r
det andra minskar krom troligen nedbryt-
ningen av surfaktant i de alveolira makro-
fagerna.

Redan exponering for nickel, sirskilt me-
talliskt, ger en bild som har minga likheter
med sjukdomen pulmonar alveolir protinos
hos minniska. Denna sjukdom &r allvarlig,
sirskilt darfor att den dr férenad med svar-
artade infektioner i lungan. Eftersom nic-
kelexponering dven orsakar en sinkning av
lysozymaktiviteten i lungskoljvitska och
makrofager bor detta ytterligare &ka risken
for infektioner i lungan. Eftersom krom
mycket kraftigt forstarkte effekten av nic-
kel pd lungan och eftersom halterna av nic-
kel och krom lag relativt nidra de yrkeshy-
gieniska gransvirdena, bor det vara angeli-
get att noggrant understka om personer
som i yrkeslivet dr utsatta {6r en kombina-
tionsexponering av nickel och krom kan ris-
kera allvarliga lungskador.

Sammantattningen utgdr projektets slut-
rapportering.



Arbetsmilisfonden

Box 1122, 111 81 Stockholm
Tel 08-796 47 00 {vx)

SN 0283-8718 Noratedts Tryckerl, Stockholm 1988



