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UNDERSØKELSE AV IN VITRO OG IN VIVO TOKSISITET AV KALSIUM'"

SILIKATER

1. GENERELL INNLEDNING OG BAKGRUNN

Kalsiumsilikater (CaSi) er en gruppe mineraler som tilfØres

markedet i Økende grad som erstatningsmateriale for asbest. Det

tok lang tid å avdekke/erkjenne sammenhengen mellom asbest

eksposisjon og sykdom. Erfaringen med asbest har fØrt til stor

forskningsaktivitet når det gjelder mulige helseeffekter av

syntetiske mineralfibre. CaSi kan også forekomme som
fiberformet materiale. Andre CaSi-varianter har tidligere ikke

vært studert i særlig grad, bl. a. fordi mistanken om helsefare

har vært li ten, i forhold til andre mineraler som asbest og

kvarts.

Det naturlig forekommende CaSi, wollastonite, brytes i åpne

brudd, fØrst og fremst i USA og Finland. De naturlige reser-

vene er små i forhold til asbest på verdensbasis . Syntetisk

CaSi produseres derfor i Økende grad, bl. a. i Norden.

2 . PROBLEMSTILLING

CaSi er i dag i bruk i mange norske virksomheter, bl. a. som

rØrisolasjon på oljeinnstallasjonene i NordsjØen, som varme-

bestandige isolasjonsplater, fyllmasse, m. m. Det utvikles støv
ved bruk (kapping, riving) og spØrsmål om helsefare på lang

sikt, eller ved langvarig eksponering har vært reist. Oppmerk-

somheten har spesielt vært rettet mot de fiberformige mate-

rialene, på grunn av analog i med asbest.

Prosjektet har derfor som mål å studere biologiske virkninger

av CaSi i laboratorieforsØk på kort og lengre sikt. Informa-

s jon om toksiske effekter og mekanismer samlet på denne må~en

er av betydning for vurdering av helseeffekter ved human eks-

poner ing. Pros jektet ble startet vel vitende om begrensninger

ved ekstrapolering til humane forhold.
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3. FORSØKSOPPLEGG OG SAMMENDRAG AV RESULTATER

3. 1 Opprinnelse oa karak~eriserina av kalsiumsilikater

I eksperimentene ble brukt CaSi av fØlgende opprinnelse:

To naturlig forekommende (wollastonite) fra Finland og USA, to

syntetiske fra svensk produsent og en syntetisk av svensk opp-

rinnelse i bruk på norsk oljeinnstallasjon i NordsjØen.

Det ble brukt respirable partikkelstØrreIser fra alle støv-

prøvene. De ble tillaget ved oppsamling fra stØvskyer laget i

lukket kammer. FØlgende karakterisering ble utfØrt:

1) Partikkelstørrelsesfordeling av CaSi med fiberformige par-

tikler (de to naturlige og en syntetisk), ved hjelp av scanning

elektronmikroskop , 2) Bestemmelse av kvartsinnhold ved røntgen-

diffraks jon og infrarØd spektroskopi, 3) Total overflatebestem-

melse (spesifikk overflate).

3.2 Akutt toksisk effekt av CaSi på røde blodceller

Det er tidligere av flere hevdet at den membranskadelige effek-

ten av mineraler på rØde blodlegemer ireagensrøret , bedØmt ved

frigjØring av hemoglobin (hemolyse-test), er en indikator på

lungefibroseeffekt hos dyr og mennesker ved eksposis jon for det

aktuelle. mineral. Selv om dette ikke er almengyldig for alle

mineraler, er rØde blodceller en lett tilgjengelig modell for

stu- die av interaksjon mellom mineraler og biologiske membra-

ner. Ved vurderingen av akutteffekten er det viktig å være klar

over at disse cellemembranene er forskjellig i oppbygning fra

makrofagmembraner . Mineralpåvirkning av makro fager er som kjent

av betydning for arrvevsdannelse ved stØvlungesykdom .

Interaksjon mellom membranen og stØver også av sentral
betydning for eventuell lunge- og brysthinne-kreftutvikling
p. g. a. mineralstØv .

Vi utviklet et hemolysetestsystem hvor effekten av CaSi ble

sammenlignet med de sterkt hemolytiske støvtypene hvitasbest

(krysotil) og kvarts, samt mineral støvet rutil (TiOz)' som er

uten effekt på biologiske membraner.



3

Hemolysen er hØyere for syntetisk CaSi i forhold til de to wol-

lastoni te-prøvene, Økende med Økende stØvkonsentrasjon . Hemo-

lyse synes relatert til spesifikk overflate og tid i ul tra-
lydbehandling fØr tilsetting til cellene. Fiberformige CaSi

viste ikke spesielle aktiviteter i forhold til de ikke fiber-

formige . CaSi i iØsning opp til 16 dager taper hemolytisk

aktivi tet samtidig som krystallstrukturen brytes ned og kalsium

ble mål t i Økende konsentrasjoner i iØsningsmediet .

3.2.1 Mekanismestudier for CaSi-indusert hemolyse

RØde blodceller (RBC) kan skades ved lipoperoxydering sekundært

til dannelse av frie radikaler selv om RBC normalt er utstyrt

med flere beskyttende enzymsystemer for å forhindre dette.

Et testsystem for studium av innvirkning av frie radikaler på

hemolysen ble satt opp. Hemmere av de beskyttende enzymsys-

temer ble tilsatt RBC i forbindelse med hemolyseundersØkelse av

et utvalgt èaSi. Lipoperoxydering ble bedØmt ved bestemmelse.

av et endeprodukt Cmalondialdehyd) i hemolysevæske. Resul-

tatene tyder på at frie radikaler er involvert siden hemming av

et enzym (Superoxyd disrnutase ) fØrer til Økt hemolyse for både

CaSi og kvarts. Metoden for bestemmelse av lipoperoxydering er

vanskelig gjennomfØrbar og vanskelig å vurdere på grunn av små

utslag. Malondialdehyd ble ikke påvist etter reaks jon mellom

CaSi og RBC. Denne reaksjonen vil bli etterprØvet i samarbeid

med Dr. Sylvia Gabor (Romania), som har arbeidet med lignende

systemer) .

Tilsetting av zink (ZnCiz) i små konsentras joner til systemet

fØrte til hemolysebeskyttelse og krom (CrCi3) reduserte hemo-

lysen betydelig. Disse resultatene er diskutert i forhold til
bl. a. den manglende beskyttelse av det thiol reakti ve stoffet

penicillamin disulfid og sammenlignet med effekt på kvarts og

asbest.

Den samme metoden ble etter dette også benyttet for under-

sØkelse av hemolytisk aktivitet av kobber og vanadium.
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3.3 Effekt av CaSi på makrofaqer i cellekul tur

Effektstudier av mineraler på celler i korttidskul tur (noen

timer - dager) har bidratt med verdifull informasjon for for-

ståelse av mineralstØvsykdommer . Makrofager står sentral t ved

mekanismestudier av mineralstØvinduserte lungesykdommer . Det

er både en styrke og svakhet ved studier av isolerte celler i

kul tur at informasjon om samspillet mellom flere celletyper

ikke oppnås, slik forholdene er in vivo.

Vi Ønsket informasjon om CaSi-indusert membran skade på makro-

fager i kul tur og benyttet av praktiske grunner makrofager fra

bukhule hos mus for disse sammenlignende studiene. Systemet

ble satt opp med nØdvendige kontroller og bestemmelse av fri-

gjorte enzymer fra cellekul turen etter ett dØgns inkubasjon.

CelledØd ble også vurdert. En av silikatene viste tydelig

toksisk effekt på cellene ved Økt frigjØring av cellenes intra-

cellulære enzym laetat dehydrogenase. Denne effekten og den

manglende celletoksiske effekt av de to CaSi med 10% kvarts-

innhold er vurdert i lys av analysemetoder for kvarts og i for-

hold til fiberstruktur (tilstede hos CaSi som var toksisk).

FrigjØring av enzym (ß-glucoronidase) fra cellenes lysosomer

ble funnet forhØyet uten ledsagende celledØd for begge wol-

lastoni te-prØvene. Det kan være et ledsagerfenomen ved stimu-

lering av makrofager som et ledd i betennelsesreaksjonen .

Disse mineralene kan derfor på dette grunnlag ikke frakjennes

biologisk aktivi tet og derved mulig skadeeffekt (lungefibrose)

på lang sikt in vi vo.

En annen metode for vurdering av cytotoksisi tet ble vurdert.

RBC ble inkubert med Cr51 og frigjort cr51 er derved et mål på

celledØd/skade. Et uoverkommelig problem var binding av det

frigjorte cr51 til mineralene og resterende celle delvis uten

at disse kunne adskilles. Metoden ble derfor forlatt.
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3.4 Studier av CaSi-innvirkninq på suspensionskul turer av

levereelIer

Isolerte levereelIer er godt studert og brukt i en rekke toksi-

si tetsstudier . vi Ønsket derfor å undersØke toksisk effekt av
CaSi på levereelIer i en modell svarende til hemolyseunder-

sØkeIsen, med studium av celledØd og frigjØring av LDH (lactat

dehydrogenase) som endepunkt, og deretter utrede mekanismer for

eventuelle effekter. LevereelIene var svært resistente mot

CaSi etter to timer isuspensjonskul tur med stØvkonsentrasjoner

mange ganger hØyere enn i tilsvarende systemer for rØde blod-

legemer og makro fager fra mus. Selv krysotasbest var ikke på-

fallende akutt toksisk i hØye konsentrasjoner, selv om elek-
tronmikroskopisk undersØkelse viste opptak av fibrene.

Modellen var derfor uegnet for videre studier.

3.5 Eksponerina for CaSi i dyreforsøk

DyreforsØk ble utfØrt for å få bedre informasjon om mulige

effekter på lungevev(arrvevsdannelse) og i brysthulen (svulst-
utvikling ) .

3.5.1 Effekter etter 3 og 7 måneders eksponering med spesiell

vekt på histopatologiske lunge forandringer og mineral-

stØvkinetikk

Eksponering av forsØksrotter ved innsprØyting av stØv via

hovedluftrØret ble utfØrt for alle stØvtypene og sammenlignet

med effektene av glimmer, kvarts og asbest. Det ble ufØrt full

obduksjon med spesiell vekt på sammenligning av lungevevsreak-

sjoner i de forskjellige CaSi-grupper ved 3 og 7 mnd. Lungevev

ble videre preparert og oppsluttet for bestemmelse av element

kalsium og element silisium på de to tidspunkter, ved hjelp av

induktiv koplet plasma atomemisjonsspektrofotometri (ICP-AES).
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Et histopatologisk klassifikasjonssystem ble utarbeidet for å

vurdere 1) fordelingen av støvet i lungevevet ved denne
administras jonsmåten , 2) grad Og utbredelse av stØvknuter , 3)

grad og utbredelse av arrvev omkring luftrør og i sel ve
lungevevet og 4) mindre karakteristiske lungevevsreaksjoner som

kunne tenkes å være stØvindusert . Klassifikasjonssystemet ga

maksimal score for kvarts ved henholdsvis 3 og 7 måneder, mens

kontrolldyrene ikke viste tegn på forandringer. Mistanken om

infeksjon tidlig i forsØket kunne derved avkreftes. Vurde-

ringen av lungevevsreaksjon ble utfØrt blindt.

I dette systemet var det minst reaksjon i lungevevet hos grup-

pene som ble tilfØrt de to wollastoni ttprøvene, mens vevsreak-

sjonen var noe større for de syntetiske silikatene. Det var et

hØyere antall hvite blodlegemer i perifert blod i kvartsgruppen

på 7 mnd. enn for de andre støvtypene på samme tidspunkt. For
kvarts var det også lavest gjennomsnittsvekt i gruppen, mens

det ikke var forskjeller for de andre. Kvartsgruppene hadde

videre den største gjennomsnittlige absolutte og relative
lungevekt i forhold til kroppsvekt. Alle CaSi unntatt 1 hadde

hØyere relativ lungevekt i forhold til kontrollen. Rangeringen

av lungevektene var ikke overensstemmende med graden av fibrose

for syntetiske i forhold til naturlige CaSi. Flere tidligere
undersØkelser har vist parallell Økning mellom lungevåtvekt og

lungens innhold av kOllagen bedØmt ved biokjemisk metode (be-
stemmelse av hydroxyprolin). Når så ikke synes å vær~ åpenbart

i den foreliggende undersØkelse, kan det skyldes at andre

lungevevsreaksjoner enn bare kOllagen er Økt (f. eks. mengden av

intrapulmonal t lymfoid vev, al veolar lipoproteinose, intersti _

tiel tI intraalveolart Ødem, varierende blodfYlde osv.). Det er
videre forskjell mellom CaSi med hensyn til vevsreaksjon innen

den enkelte funksjonelle lunaeenhet (acinus) og dens tilfØrende
lUftrørsgren (terminale bronkiol og den korte respiratoriske
bronkiol med overgang til alveoleganger).

Lungevev ble også undersøkt iscanning elektronmikroskop med

mikrorøntgenanalyse og registrering av element silisium. Det

synes åpenbart at CaSi løser seg i lungevevet etter 3 måneder

og mer etter 7 måneder, med overgang til ikke-krystallinsk
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silikaholdig materiale, varierende i grad for de forskjellige

silikatene. Det var ingen påfallende forskjell i orqanvekter

og det er heller ingen påfallende forandringer i andre organer

enn L ungene.

Analyse av elementinnhold i lungevev vil bli gjentatt p. g. a.
mislykket tidligere prøvepreparering . Detaljene i den patolo-

gisk anatomisk bedØmming er under statistisk bearbeidelse.

3.5.2 Studium av svulstdannelse etter innsprøyting av CaSi,

nikkelsal ter og asbest i brysthulen hos rotter

Fiberformige mineraler med spesielle dimens joner fØrer til hØy

lokal svulstdannelse etter innsprøyting i brysthulen (intra-

pleural injeksjon). vi ønsket å vurdere CaSi m.h.p. slik

effekt siden tre at de fem prØvene inneholder fibre. Som posi-

tiv kontroll ble valgt asbest og samtidig ble nikkelsubsulfid

og nikkeloxyd undersØkt til sammenligning, spesielt m. h. t.
latenstid og klassifikasjon av histologisk type ved eventuell

opptreden av svulster lokal t.

Det ble ikke påvist lokale svulster etter injeksjon av CaSi i
motsetning til asbest og nikkel forbindelsene . En foreiØpig
konklusjon er at de aktuelle CaSi ikke har egenskaper som for-

årsaker lokale brysthinnesvulster slik som en rekke andre
fiberformige mineraler. Mange dyr ble avlivet med nyrebeten-

nelse . Svulster i andre organer ble observert spredt i alle

gruppene, uten systematiske funn. Histopa tologisk kontrol1-
undersøkelse av forsØksdyrene vil bli gjort fØr publikasjon.

4 . SAMMENDRAG

Med midler fra NTNF og Yrkeshygienisk institutt er det utfØrt

forsØk med 5 forskjellige kalsiumsilikater for å skaffe infor-

masjon om biologiske effekter. UndersØkelsen er en toksisi-
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tetsutredning hvor in vivo og in vitro undersØkelse vurdert

tilsammen gir grunnlag for fØlgende praktiske vurderinger:

1. Kalsiumsilikater er en gruppe mineraler som omfatter natur-

lige og syntetiske varianter. De varierer noe i sammenset-

ning og partikkelform avhengig av produks jonsmåte , utvin-
ningssted etc.

2. Biologiske effekter varierer for de forskjellige CaSi.

Langtidsvirkningene i dyreforsØk tyder på at enkelte har

fibrosefremkallende effekt i rottelunger . Den er svak

sammenlignet med kvarts, men sterkere enn for det inaktive

støvet TiO .
2

3. CaSi administrert til brysthulen hos rotter har ikke fØrt

til utvikling av lokale svulster, forenlig med at risikoen

for utvikling av den karakteristiske mineralfibersvulst

(malignt mesoteliom) hos mennesker er svært lav eller ikke

til stede.

4. Mineralene iØses i stor grad opp ved lengre tids opphold i

lungene. Amorf silisiumdioksyd kan derved være årsaks-

faktor for den observerte lungefibrose i dyreforsØkene.

5. Det er ingen samlet overensstemmelse mellom resultatene fra

in vi vo og in vi tro undersØkelsene, sel v om enkel tresul-

ta ter av in vi tro studiene passer med resul ta tene fra dyre-

undersØkelsen.

6. Til tross for metodenes begrensninger tyder resultatene på

at gruppen CaSi skal kunne brukes i arbeidslivet uten

spesiell risiko for stØvlungesykdom dersom stØvekspone-

ringen holdes lav. Funn av lett arrvevsreaks jon omkring

perifere luftrØrsgrener hos forsØksdyr i noen av CaSi, er

likevel forenlig med lungeobservasjoner hos finske gruve-

arbeidere (obstruktive lungeforandringer) .
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Den endelige vurdering av in vitro resultatene i forhold til in

vivo resultatene avventer sluttbearbeidelse av resultatene fra

dyreforsØkene og mekanismestudiene for hemolyse.

5. INFORMASJON

Resul tatene vil bli publisert i norske og internasjonale tids-

skrifter. Brukere og regulerende myndigheter vil bli infor-

mert.

6. RESULTATOPPFØLGING OG VIDERE PERSPEKTIVER

Prosjektet har fØrt til samarbeid med professor M. Degre ved

SIFF om betydningen av CaSi for induksjon av interferon i

cellekul turer, på bakgrunn aven observas jon om at Casi skulle

ha en slik effekt. Resultatene i våre forsØk er usikre og vil

foreløpig ikke bli fulgt opp.

En forsØksrekke er videre gjennomfØrt i samarbeide med Dr. Bar-

bara Hemmingsen ved Flymedisinsk institutt, Oslo/Uni versi ty of

San Diego, USA, basert på en fØrste observasjon om at en av

våre CaSi har evne til å forårsake gassdannelse i vann ved rask

dekompresjon i spesielle trykkamre . Tilsvarende undersØkelser

er nå utført med vår makrofagkul turmetode . Samarbeidet fort-

setter p. g. a. mØtende interesser for henholdsvis dekompresjons-

sykdommer og mineralstøv i lungene.

Nyer~ arbeider tyder på at en av CaSi har evne til å forsinke

reparas jon av skade på arvematerialet i levereelIer i kul tur

når disse har vært utsatt for både et genotoksisk stoff og

CaSi. Vi vil ved Yrkeshygienisk institutt fØlge opp dette

arbeidet ved å studere tilsvarende effekter på bronkialepi tel-
celler i kul tur (instituttsamarbeid med dr. philos. Aage

Haugen) .
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