1254
БИОСОПРОТИВЛЯЕМОСТЬ КАНАДСКОГО ХРИЗОТИЛА


[image: image16.png]& Taylor&Francis
healthsciences



Inhalation Toxicology (Токсикология при вдыхании), 15:1247-1274, 2003 Copyright © Taylor & Francis Inc.

ISSN: 0895-8378 печать/1091-7691 онлайн

DOI: 10.1080/08958370390241713

[image: image17.png]Noof Fibers Couted

] Diameter >= 015 pm|
] Diameter_<0.15pm




БИОСОПРОТИВЛЯЕМОСТЬ КАНАДСКОГО ХРИЗОТИЛ-АСБЕСТА ПОСЛЕ ВДЫХАНИЯ

Давид М. Бернштейн

Консультант по токсикологии, Женева, Швейцария

Рик Роджерс

Роджерс Имаджинг Корпорейшн, Нидхем, Массачусетс, США

Пол Смит
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Хризотил-асбест часто рассматривается с другими асбестовыми материалами при оценке и классификации. Однако хризотил является серпентином с явно отличными физическими и химическими свойствами, по сравнению с амфиболами (например, крокидолитом, амозитом, тремолитом). В противоположность амфиболам, которые представляют собой твердые, столбчатые волокна, хризотил состоит, подобно канату, из многих тонких волоконец, которые имеют тенденцию к раскручиванию. С целью определения динамики и скорости, с которой хризотил удаляется из легких, изучалась биосопротивляемость образца промышленного хризотила из восточных районов провинции Квебек, Канада, марки QS 3-F, который является самым длинным товарным сортом, предназначенным для текстильной промышленности. Поскольку длинные волокна предполагают наибольшую возможность для патогенности, образцы хризотила специально выбирались с содержанием более 200 волокон/см3 длиной более 20 мкм в экспериментальном аэрозоле. В данной работе представлены результаты этого исследования в течение 3 месяцев после воздействия. План исследования включал: (1) Удаление волокон (усвоение легкими): через 1 день, 2 дня, 7 дней, 14 дней, 1 месяц, 3 месяца и 12 месяцев (будет сообщено) после 5-дневного (6 ч/день) вдыхания аэрозоля, легкие групп животных подвергались низкотемпературному плазменному озолению и затем анализировались с помощью трансмиссионной электронной микроскопии на предмет общего количество хризотиловых волокон в легких и распределения размеров этих волокон (длины и диаметра). (2) Распределение волокон (конфокальная микроскопия): данная процедура была включена с целью идентифицировать положение волокон в легких. Через 1 день, 2 дня, 7 дней, 14 дней, 1 месяца и 3 месяцев (будет сообщено) после воздействия легкие групп животных анализировались конфокальной микроскопией с целью определения поведения, ориентации и распределения удерживаемых хризотиловых волоконец, осевших в дыхательных путях и в области паренхимы. Было обнаружено, что хризотил быстро удаляется из легких. Волокна длиной более 20 мкм очищались в легких за T1/2 = 76 дней, наиболее вероятно, путем растворения и разложения на более короткие волокна. Короткие волокна также быстро устранялись легкими, причем волокна длиной 5-20 мкм даже быстрее (T1/2 = 29,4 дня), чем длиной менее 5 мкм. Волокна длиной менее 5 мкм очищались за (T1/2 = 107 дней), что лежит в пределах устранения для нерастворимых вредных частиц). Расщепление более длинных волокон, очевидно, увеличивает количество коротких волокон и, следовательно, может учитываться при анализе такого различия в скорости очистки. Короткие волокна не обнаруживались сцепленными вместе, а располагались как отдельные тонкие волоконца, иногда раскрученные на одном конце. Короткие свободные волокна проявлялись в уголках альвеолярных перегородок, а также волокна или их частички обнаруживались внутри альвеолярных макрофагов. То же самое наблюдалось и для волокон в лимфатических сосудах, то есть они были отдельными или находились внутри фагоцитарных лимфоцитов. Опосредованная нейтрофилами воспалительная реакция не имела места при наличии хризотиловых волокон во время исследования. Рассматриваемый вкупе с научной литературой, имеющейся на сегодняшний день, данный доклад представляет новые основательные данные, которые ясно показывают различие с эпидемиологической точки зрения между хризотил- и амфибол-асбестами.


Влияние асбеста на заболеваемость рассматривалось как путем эпидемиологического, так и токсикологического исследований на животных. Однако серпентиновый асбестовый хризотил значительно отличается по химическому и минералогическому составу от амфибольных асбестов, таких как амозит, крокидолит или тремолит. Это оказало влияние на некоторых исследователей, предположивших, что хризотил может не обладать такой же активностью, как амфиболы и может удаляться из легких быстрее (Говард, 1984; Черг и Де-Паоли, 1988; Моссман и др., 1990; Морган, 1994; Черг, 1994; Макдональд, 1997, 1998; Родельшпергер и др., 1999; Макдональд и др., 1999).

Для изучения динамики и скорости удаления хризотила из легких было начато исследование биосопротивляемости после вдыхания на крысах с использованием образца промышленного хризотила из восточных районов провинции Квебек, Канада. Протокол для этого исследования был подготовлен так, чтобы отвечать конкретным рекомендациям Временного протокола Европейской комиссии (ЕК) по биосопротивляемости после вдыхания синтетических минеральных волокон (Бернштейн и Риего-Синтес, 1999). Для синтетических минеральных волокон в отношении биосопротивляемости волокон длиной более 20 мкм было установлено, что они содержат в себе потенциал заболевания (Бернштейн и др., 2001). Как будет описано ниже, спецификации протокола для подсчета и размеров волокон были изменены, чтобы отвечать более мелким размерам хризотиловых волокон в сравнении с минеральными. Кроме того, расположение хризотиловых волокон внутри легких также определялось с использованием конфокальной микроскопии. В данной статье представлены результаты на протяжении 90 дней после окончания воздействия. В следующей статье будут представлены результаты за период в 1 год после окончания эксперимента. 

Воздействие и фазы, связанные с наблюдениеями над животными выполнялись Ресерч энд Консалтинг Компани, Лтд, Фуллинсдорф, Швейцария. Подсчет и измерение размеров волокон осуществлялось согласно субподряду для РКК компанией Gesellschaft fur Schadstoffmessung und Auftragsanalytik (GSA) (Гезельшафт фюр Шадштоффмессунг унд Ауфтрагзаналитик), Нойс, Германия. Анализ с помощью конфокальной микроскопии был выполнен компанией Роджерс Имаджинг Корпорейшн, Нидхем, Массачусетс.

МЕТОДИКА
Характеристики образца хризотила
Волокна хризотила имеют моноклинную кристаллографическую структуру и обладают уникальным крученым строением, описанным ниже. Хризотил, использованный в данном исследовании был идентифицирован как марка QS 3-F по канадской сортировочной шкале провинции Квебек (QSS) и представляет собой товарный текстильный сорт, который является самым длинным из предназначенных для использования в текстильном производстве (Коссетт и Дельвакс, 1999). 

Химический состав и структура хризотила существенно отличаются от состава и структуры амфиболов, таких как тремолит или амозит (Ходжсон, 1979).

В Таблице 1 подытоживаются химические составы типичного серпентинового и амфиболового асбестов. Химическая формула хризотила содержит в себе силикатный слой состава (Si2O5)n2n-, в котором три атома О в каждом тетраэдре делят связи со смежными тетраэдрами и несиликатным слоем состава [Mg3O2(OH)4]n2n+. В хризотиле расстояния между кислородными вершинами в правильном (идеализированном) силикатном слое короче (0,305 нм), чем расстояния O-O в идеальном магнийсодержащем слое (0,342 нм), что может объяснить скручивание слоев, которое приводит к скатыванию, подобно ковру, с образованием концентрических полых цилиндров (Скиннер и др., 1988). Эта структура проиллюстрирована на Рисунке 1 (взятом из Скиннер и др., 1988), а трансмиссионные электронные микроснимки хризотила показаны на Рисунке 2 (Кийохара, 1991). Молекула магния располагается вне завитков и, таким образом, подвергается воздействию окружающей среды.

В противоположность этому у амфиболов, таких как тремолит, базовая структура имеет Г-образную форму со связанным углом (SiO4)4- тетраэдрами, соединенными двойной тетраэдральной цепочкой, которая заключает в себе слой с Ca2Mg5 подобно бутерброду. В отличие от хризотила в тремолите магний заключен внутри Г-образной структуры. Это показано на Рисунке 3.
Замысел эксперимента

Результаты измерений усвоения легкими в течение 3 месяцев после окончания воздействия и исследования конфокальной микроскопией в течение 1 месяца после воздействия представлены ниже. Поскольку окончание исследований предполагается по истечении 12 месяцев после эксперимента с воздействием, то остальные результаты будут описаны в отдельной работе.
ТАБЛИЦА 1. Типичный химический состав (в процентах)
	Соединение
	Хризотилa
	Тремолитb
	Амозитc

	SiO2 
	40,6 
	55,10 
	49,70 

	AI203 
	0,7 
	1,14 
	0,40 

	Fe203 
	2,3 
	0,32 
	0,03 

	FeO 
	1,3 
	2,00 
	39,70 

	MnO 
	— 
	0,10 
	0,22 

	MgO 
	39,8 
	25,65 
	6,44 

	CaO 
	0,6 
	11,45 
	1,04 

	K2O 
	0,2 
	0,29 
	0,63 

	Na2O 
	— 
	0,14 
	0,09 

	H2O+ 
	— 
	3,52 
	1,83 

	H2 
	— 
	0,16 
	0,09 

	C02 
	0,5 
	0,06 
	0,09 

	Потери при озолении
	14,0 
	— 
	— 

	Всего
	100 
	99,93 
	100,26 


aТипичный химический анализ канадского хризолита из восточных районов провинции Квебек (LAB Chryso​tile, Inc., Квебек, Канада).

Hodgson (Ходжсон) (1979, стр. 80-81).
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РИСУНОК 1. Схематическое представление химической структуры хризотила, демонстрирующее молекулу магния вне завитков. Взято из Скиннер и др. (1988).
Экспериментальный замысел анализа опытов над животными и биосопротивляемости был подробно описан ранее (Бернштейн и др., 1994) и обобщается ниже. В частности, повторяются детали процедур подсчета и измерений, так как они полагаются существенными для правильной интерпретации данных исследований. 

Воздействие на животных. Воздействию подвергалась группа детенышей-самцов (приблизительно 9-недельного возраста) крыс Вистара (не имеющих болезнетворных микроорганизмов) путем вдувания через нос аэрозоля с концентрацией 200 волокон, L > 20 мкм/см3, в течение 6 ч/день на протяжении 5 последовательных дней. Такая концентрация в два раза превосходит требуемую Протоколом по биосопротивляемости ЕК, для того, чтобы убедиться в достаточности воздействия длинных волокон. Кроме того, альтернативная контрольная группа подвергалась подобным образом воздействию профильтрованного воздуха. Эксперимент проводился над крысами Вистара (HanBrhWIST, SPF), полученными из РКК Лтд, отдела биотехнологии и размножения животных, CH-4414 Фуллинсдорф, Швейцария.
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Система воздействия. Волокна подготавливались для воздействия до технических испытаний путем их измельчения на аппарате Cyloctec (Цилоктек) (Текатор, Швеция), который мелет образцы путем высокоскоростной обработки, вращая их по внутренней окружности твердой поверхности, а затем направляет их на мелкое сито. Система генерации аэрозоля из волокон
РИСУНОК 2. Трансмиссионные электронные микроснимки хризотила, демонстрирующие закрученную пластинчатую форму волокон (Кийохара, 1991).
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РИСУНОК 3. Схематическое представление химического строения тремолита, демонстрирующее, что магний находится внутри Г-образной структуры. Приводится с разрешения Департамента геологии и геофизики Висконсинского университета, фильмы о кристаллических структурах (http://www.geology.wisc.edu).
имела своей целью разъединить сложенные вместе волокна, не ломая, не измельчая и не загрязняя их (Бернштейн и др., 1994). Животные подвергались воздействию путем направления системой потока для вдыхания только через нос. Данная система была предложена Кэнноном и др. (1983) и отличается от обычной системы воздействия только через нос тем, что новый волоконный аэрозоль подается каждому животному отдельно, а выдыхаемый воздух немедленно высасывается.
Очистка от волокон. Через 1 день, 2 дня, 7 дней, 2 недели, 1 месяц, 3 месяца и 12 месяцев (будет сообщено) после проведения эксперимента легкие групп животных подвергались воздействию низкотемпературного плазменного озоления, а затем анализировались с помощью трансмиссионной электронной микроскопии (в корпорации GSA) с целью определения общего количества хризотиловых волокон в легких и их распределения по размерам (длине и диаметру). Данная процедура позволяет исследовать легкие в целом без возможности определения в какой области легких находятся волокна.

Распределение волокон. Этот метод был предпринят для определения распределения волокон внутри различных легочных отделов. Через 1 дня, 2 дня, 7 дней, 14 дней, 1 месяц и 3 месяца (будет сообщено) после эксперимента по вдыханию легкие групп животных были препарированы и исследовались конфокальной микроскопией. На предмет наличия и количества волоконец рассматривались такие области как дыхательные пути, дыхательные бронхиолы и альвеолы, а также паренхима.

Подготовка легких для анализа волокон/частиц
Легкие крыс в количестве от пяти до семи размораживались и подготавливались целиком для анализа. Ткань предварительно обезвоживалась путем сублимационной сушки (сублимационная сушилка Edwards EF4 Modulyo (Эдвардс EF4 Модульо)) до момента, когда вес переставал изменяться, чтобы определить сухой вес ткани. Сухая ткань подвергалась плазменному озолению в Plasma Systems 200 (Плазменная система 200 акционерной компании Technics Plasma GmbH (Текникс Плазма)), многокамерной плазменной установке мощностью 300 Вт, приблизительно в течение 16 часов. При удалении из установки озоления зола с каждого легкого взвешивалась и размешивалась в 10 мл метанола с использованием ультразвуковой ванны низкой интенсивности. Суспензия затем переливалась в стеклянную колбу с промыванием корытца для сжигания и объем достигал 20 мл. После этого слой взвеси извлекался и профильтровывался через позолоченный поликарбонатный фильтр (с размером отверстий 0,2 нм).

Порядок подсчета для оценки воздуха и образцов легких трансмиссионной электронной микроскопией. Учитывались все волокна, видимые при 10000-кратном увеличении. Все объекты, различимые при данном разрешении, измерялись независимо от размеров длины или диаметра. Данные о длине и диаметре регистрировались для каждого объекта отдельно. Под волокном понимался любой объект, соотношение размеров которого было не менее, чем 3:1.  Диаметр определялся в точке максимальной толщины объекта. Все остальные объекты полагались неволоконными частицами.

Правило остановки подсчета для каждого образца определялось следующим образом: Для неволоконных частиц регистрация прекращалась после того, как их количество достигало 30. Подсчет волокон заканчивался, когда насчитывалось 500 волокон длиной ≥5 мкм и диаметром ≤3 мкм (часто называемые волокнами ВОЗ; ВОЗ, 1985) или регистрировалось суммарно 1000 волокон и неволоконных частиц. Если количество волокон не достигало такого количества после обследования 0,15 мм2 поверхности фильтра, то подсчет производился на дополнительной поверхности, пока не оказывалось 500 волокон ВОЗ или оцениваемая площадь фильтра не достигала 5 мм2, даже если общее необходимое количество в 500 волокон ВОЗ не насчитывалось. Оценка коротких волокон (длиной <5 мкм) прекращалась по достижении количества 100 коротких волокон.

Проверка достоверности

Аналитические процедуры, использованные для оценки волокон (обработка легких и трансмиссионная электронная микроскопия), подтверждались использованием независимого сравнительного анализа с помощью конфокальной микроскопии, которая не предполагает разрушения (кубик легкого анализировался в трех измерениях). Отклонений в распределении размеров или количестве измеряемых волокон не обнаружилось.

Конфокальное изображение волокон и легочной ткани

Легкие животных, предназначенные для исследования конфокальной микроскопией закреплялись в фиксаже Карновского путем постепенного вкапывания под давлением 30 см H2O с одновременным погружением в фиксаж. Затем трахея перевязывалась и наполненные легкие хранились в том же самом фиксаже. После фиксации верхушечные доли делились на пять частей (10 мм2 x 5 мм толщины) параллельно хилуму, обезвоживались в серии спиртовых фракций до абсолюта, окрашенного 0,005% оттенком желтого и погружалась в пластик Сперра для микроскопического анализа (Роджерс и др., 1999). Ровные поверхности изготавливались из отвердевших пластиковых блоков, содержащих погруженные части легких.

Конфокальный количественный анализ волокон. Конфокальная микроскопия применялась на трех случайно выбранных животных в каждый указанный момент времени с использованием системы Sarastro 2000 (Сарастро 2000 компании Molecular Dynamics, Inc.) лазерных сканирующих микроскопов, оснащенными 25-мВт аргонно-ионными лазерами и вертикальным микроскопом (Optiphot-2 компании Nikon, Inc. (Никон), или Zeiss Axiophot (Цейс)), модифицированный для воспроизведения изображения в отраженном свете. Эти софокусные микроскопы использовались для записи данных изображения в двухканальном отраженном и флуоресцентном режиме воспроизведения. Оптические установки для КЛС микроскопов Сарастро 2000 были следующими: накачка 488 нм (оттенок желтого), эмиссия >510 нм проходимости через фильтр, мощность лазера 12-15 мВт, 30% пропускание, напряжение фотоэлектронного умножителя устанавливалось в диапазоне между 500 и 800 В. Флуоресцентные клеточные составляющие и отражающие/преломляющие волокна (и частицы) отображались одновременно при таком расположении. Каждая "экспозиция" давала два цифровых изображения, четко соответствовавших друг другу.

Изображение, записываемое в каждом режиме было двумерным (x,y), с разрешением 512 x 512 пикселей, каждое по шкале интенсивности от 0 до 254 оттенков серого (величина 255 показывала насыщенность шкалы интенсивности). Оптические сечения (x,y), отдельно и сериями в глубину записывались в различных положениях вдоль оси z путем регулирования высоты предметного столика микроскопа с использованием шаговых двигателей под управлением компьютера. Изображения и серии изображений анализировались и подготавливались для показа с помощью специального программного обеспечения.

Изображения записывались через 40-кратные объективы. Размеры элементов трехмерного изображения в записываемом объеме составляли (x, y, и z координаты, соответственно) 0,13 мкм, 0,13 мкм и 0,3 мкм.
Морфометрическая методика. В случае трехмерных микроскопических методов стратегии для исследования образцов и выбор изображений полностью определялись поставленными задачами. Было достаточно очевидно, что на вопросы, касающиеся распределения размеров волокон, удерживаемых внутри всего легкого, наиболее просто ответы можно было получить с использованием традиционной методики озоления/электронной микроскопии, однако на вопросы, относящиеся к количеству (а не размерам) волокон внутри различных анатомических отделов, можно было ответить более эффективно благодаря конфокальной микроскопии, используя методику последовательных оптических сечений. Во многих случаях истинная длина отдельных волоконец определялась благодаря взятию последовательных сечений внутри регистрируемого объема. Такое происходило, если профиль волоконца был расположен таким образом, что имели место два свободных конца. 

Выборочная стратегия для паренхимы

Поскольку паренхима занимает около 90% всего легочного объема и в малой степени, если таковое вообще имеет место, отличается от одной области легкого до другой, то вполне возможно взять случайные участки наблюдения паренхимы, из которых можно получить количественные данные. Наша методика заключалась в расположении объектива микроскопа случайным образом на различных участках образца легкого, погруженного в эпоксидный слой так, чтобы находиться у поверхности, получении серии изображений в глубину, возвращении на первоначальную глубину, смещении на два размера участка в положительном направлении вдоль оси x и повторении процесса. Таким образом получалась серия в двадцать пять изображений в глубину на отдельный образец легкого (в общей сложности 100 изображений для каждого животного). (Если встречался край образца легкого, то объектив смещался на два размера в положительном у направлении и пошаговая процедура продолжалась в отрицательном x направлении). В каждом месте, если профиль дыхательных путей находился в области, подлежащей записи серий в глубину, то участок изображения пропускался и делался следующий шаг, пока не находился такой участок, в котором не было дыхательных путей. Каждый объем записывался путем получения 25 оптических разрезов, разделенных 0,3 мкм вдоль оси z. Практические размеры объема, следовательно, составляли 61,6 мкм x 61,6 мкм x 7,5 мкм по осям x, y и z, соответственно. Для получения необходимой количественной информации было сделано более 75 000 микроснимков области паренхимы.
Количество волокон в каждом объеме подсчитывалось человеком, который мог перемещаться вверх и вниз по серии изображений в глубину в поисках характерных ярких точек или линий, которые указывали отраженную или преломленную частицу или волокно. Человек, подсчитывающий волокна не знал, к какой экспериментальной группе относятся изображения; таким образом, подсчет осуществлялся методом "вслепую". Эти подсчеты предоставили данные о количестве волокон на объем паренхимы в кубических микрометрах. Зная объем, представленный каждой серией в глубину, и объем паренхимы (включая дыхательные пути) в общем объеме легких животного, являющимся величиной постоянной, можно подсчитать общее количество волокон в легочной паренхиме.

Где бы ни обнаруживалось волокно, анатомический отдел, в котором это произошло, также фиксировался. В случаях, когда наблюдались свободные концы волокна, длина волокна регистрировалась с использованием трехмерной методики измерений. Волокна в паренхиме классифицировались, когда отмечались: в альвеолах, альвеолярных ходах или респираторных бронхиолах, в контакте с поверхностью ткани; в ходах или альвеолах, но без контакта с тканью в регистрируемом объеме; и в целом или частично внутри альвеолярных макрофагов. Волокна, наблюдаемые в других областях паренхимы, таких как интерстиций или бронхоассоциированная лимфоидная ткань (БАЛТ), относились к "другой" категории. Такие подсчеты сделали возможным оценить долю волокон, присутствующих в различных категориях.

Выборочная стратегия для дыхательных путей

Дыхательные пути занимают лишь 10% общего наполненного объема легких и имеют структуру, подобную древовидной, которая относительно груба в сравнении с паренхимальным строением.
ТАБЛИЦА 2. Количество и распределение размеров волокон в хризотиловом аэрозоле
	Группа воздействия
	Весовая концентра-ция
(мг/м3) 
	Кол-во оценивав-шихся волокон
	Общее кол-во волокон 

/см3 
	Волокна 

ВОЗ/см3 
	Процент волокон ВОЗ
	Кол-во волокон 

≥20 мкм/ 

cм3 
	Процент волокон ВОЗ
≥20 мкм/ 

cм3

	Контроль воздухом 
	0 
	2 
	0,3 
	0 
	0 
	0 
	0 

	Канадский хризотил
	4,32 (0,36) 
	2482 
	14,805 
	1849 
	13 
	200 
	1 


Следовательно, зона наблюдения, размещенная случайным образом на образце легкого, имеет довольно низкую вероятность включения какого-нибудь стенного профиля дыхательного пути. Тем самым, было эффективно и оправданно следовать вдоль случайно расположенной линии на поверхности образца легкого и записывать объемы всякий раз, когда линия сталкивалась с дыхательным путем, локальная ось которого была в достаточной степени параллельна нормали поверхности образца, чтобы слои ткани в стенке дыхательного пути были легко различимы. 

Ряд из десяти изображений в глубину (размеры идентичны глубинной серии паренхимы) регистрировался в каждом из 4 образцов на животное и эти "пакеты", в среднем, давали представление о 75 мкм профиля стенки дыхательного пути каждый. Было сделано более 30 000 микроснимков дыхательных путей с определением количества в категории дыхательных путей.

Средний диаметр дыхательных путей в легких оценивается в 300 мкм, а объем дыхательных путей, как было отмечено, составляет 10% от объема легких. Эти цифры позволяют далее подсчитать длину эквивалентного цилиндра и площадь его стенок, являющегося оценкой всей площади стенок дыхательных путей в легких.

Имея данные о количестве волокон на площадь стенок дыхательных путей можно оценить весь объем волокон в отделе дыхательных путей.

Клетки воспаления

Клетки воспаления идентифицировались путем морфологического распознавания в серии данных изображений сечений. Ядерная морфология клеток и окружающей легочной ткани различаются из-за вариаций флуоресцентной окраски. Мононуклеары, такие как альвеолярные макрофаги, легко отличались от нейтрофилов, которые имеют полиморфноядерные профили.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Биосопротивляемость после вдыхания
Протокол ЕК по биосопротивляемости после вдыхания устанавливает, что атмосфера воздействия, влиянию которой подвергаются животные, должна иметь как минимум 100 волокон/см3 длиной более 20 мкм. В данном исследовании количество волокон длиной более 20 мкм в атмосфере воздействия было намеренно увеличено до среднего в 200 волокон/см3 длиной более 20 мкм с целью максимизации любого возможного влияния этих длинных волокон на удаление из легких. Количество, концентрация и распределение по размерам в контрольном воздухе и хризотиловом аэрозоле показаны в Таблице 2.

	Диапазон диаметров(мкм) 
	Диапазон длин (мкм) 
	GMD (мкм) (стандарт.откл-ние) 
	GML (мкм) (стандарт.откл-ние) 
	Средний диаметр (мкм), (стандарт.откл-ние)
	Средняя длина (мкм), (стандарт.откл-ние) 
	Средне-арифм. диаметр, взвеш. на длину (мкм) 
	Средне-геом. диаметр, взвеш. на длину (мкм)
	Отноше-ние размеров

	0,05-0,13 
	1,5-3,5 
	0,08 
	2,29 
	0,09 
	2,5 
	0,07 
	0,07 
	40,8 

	0,02-1 
	0,5-110 
	0,12 
	2,42 
	0,14 
	3,32 
	0,16 
	0,12 
	36,1 


Как показано на Рисунке 4, все длинные волокна (L > 20 мкм) в экспериментальной атмосфере были менее 1 мкм в диаметре (99,6% были менее 0,8 мкм) и, тем самым, их можно было вдохнуть. На Рисунке 5 показано двумерное распределение длин и диаметров волокон, обнаруженных в легких в первый день после прекращения воздействия. Средние концентрации и размеры волокон, зафиксированных в легких в каждое указанное время, представлены в Таблице 3.

Микрофотоснимки первоначального массового образца и аэрозольного образца, полученные с использованием сканирующей электронной микроскопии (СЭМ), показаны на Рисунках 6 и 7. СЭМ была использована для этих микроснимков с целью обеспечить визуальный обзор распределения размеров волокон. Как уже описывалось ранее, для всех количественных оценок размеров волокон использовалась трансмиссионная электронная микроскопия (ТЭМ).

Очистка от волокон

Волокна длиной более 20 мкм, которые попадают в легкие, "исчезают" из легких, как показано на Рисунке 8, с полупериодом очистки от волокон длиной более 20 мкм в 16 дней. Полупериоды (Таблица 4) очистки определялись процедурами, указанными в протоколе ЕК по биосопротивляемости после вдыхания (Бернштейн и Риего-Синтес, 1999). Кривая очистки соответствует данным с использованием нелинейного метода регрессии с двойной показательной функцией (StatSoft, Inc. (компания СтатСофт), 2003).
Волокна хризотила в атмосфере воздействия

Двумерная (длина-диаметр) гистограмма волокон ВОЗ

РИСУНОК 4. Двумерная гистограмма в зависимости от длины и диаметра волокон ВОЗ в атмосфере воздействия.
[image: image5.png]



Волокна хризотила в легких в первый день после окончания воздействия
Двумерная (длина-диаметр) гистограмма волокон ВОЗ
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РИСУНОК 5. Двумерная гистограмма в зависимости от длины и диаметра волокон ВОЗ в атмосфере воздействия, обнаруженных в легких в первый день после окончания воздействия. 
30 дней спустя после окончания воздействия в среднем 1,9 волокон было отмечено микроскопическим обследованием фильтра состава, взятого после обработки целого легкого. Как показано в Таблице 3, это соответствует при экстраполяции к целому легкому 20 000 волокон L > 20 мкм/легкое на 30-й день. После аналогичного воздействия нерастворимым амфиболовым волоконным амозитом насчитывалось примерно 1 000 000 волокон L > 20 мкм/легкое, оставшихся на 30-й день (экстраполировано из Гестерберг и др., 1998).

Как видно из Таблицы 5, волокна длиной от 5 до 20 мкм также быстро удалялись из легких, хотя и более медленным темпом, чем волокна L > 20 мкм. Кривая очистки для 5-20 мкм волокон и объектов размером <5 мкм лучше всего соответствует данным одинарной показательной функции с использованием метода нелинейной регрессии (СтатСофт, 2003). Поскольку частицы длиной <5 мкм имеют самый большой полупериод очистки, это можно объяснить сильной зависимостью от расщепления длинных волокон, которые служат "источником подзарядки" для коротких волокон. Полупериод очистки для волокон <5 мкм лежит, тем не менее, внутри диапазона очистки для нерастворимых вредных частиц (Муле и др., 1987; Штобер и др., 1970).

ТАБЛИЦА 3. Сводные данные результатов средней нагрузки на легкие, определенные трансмиссионной электронной микроскопией (концентрации волокон: средние ± стандартное отклонение)
	Время умерщвления (время после окончания последнего воздействия) 

	Параметр
	1 день
	2 дня
	7 дней
	2 нед.
	1 мес.
	3 мес.
	12 мес.

	Количество оцениваемых волокон
	328,7 ± 
	320,9 ± 
	319,6± 
	314,0 ± 
	308,3 ± 
	226,1 ± 
	

	
	12,1 
	10,8 
	7,8 
	2,8 
	2,6 
	21,3 
	

	Общее количество волокон на легочные доли (миллион)
	95,68± 
	92,72± 
	93,94 ± 
	71,38± 
	56,76± 
	41,20± 
	

	
	13,6 
	21,2 
	19,6 
	3,7 
	5,4 
	2,9 
	

	Количество волокон ВОЗ
на легочные доли (миллион)
	11,0± 
	9,7 ± 
	12,1 ± 
	8,2 ± 
	5,6 ± 
	1,4± 
	

	
	3,3 
	4,2 
	2,5 
	1,1 
	1,3 
	0,2 
	

	Количество волокон ВОЗ от общего числа волокон (%) 
	11,48 
	10,14 
	12,92 
	11,52 
	9,86 
	3,42 
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	Количество волокон L > 20 мкм на легочные доли (миллион)
	0,4 ± 
	0,3 ± 
	0,2 ± 
	0,1 ± 
	0,1 ± 
	0,02 ± 
	

	
	0,2 
	0,1 
	0,09 
	0,03 
	0,03 
	0,01 
	

	Волокна L > 20 мкм от общего числа волокон (%) 
	0,36 
	0,28 
	0,24 
	0,18 
	0,14 
	0,06 
	

	Количество волокон L 5-20 мкм 
на легочные доли (миллион)
	10,7± 
	9,4 ± 
	11,9± 
	8,1 ± 
	5,6 ± 
	1,4± 
	

	
	3,2 
	4,1 
	2,5 
	1,1 
	1,3 
	0,2 
	

	Волокна L 5-20 мкм от общего числа волокон (%) 
	11,12 
	9,88 
	12,68 
	11,32 
	9,76 
	3,36 
	

	Количество волокон L ≤ 5 мкм 
на легочные доли (миллион)
	84,7 ± 
	83 ,0± 
	81 ,8 ± 
	63,1 ± 
	51,1 ± 
	39,8 ± 
	

	
	12 
	17,6 
	17,2 
	2,8 
	4,8 
	2,7 
	

	Fibers L ≤ 5 мкм от общего числа волокон (%) 
	88,52 
	89,86 
	87,08 
	88,48 
	90,14 
	96,58 
	

	Диапазон диаметров (мкм) 
	0,02- 
	0,02- 
	0,03- 
	0,03- 
	0,03- 
	0,02- 
	

	
	1,3 
	1,1 
	1 
	0,09 
	0,09 
	0,8 
	

	Диапазон длин (мкм) 
	0,07- 
	0,9- 
	0,8- 
	0,8- 
	0,8- 
	0,7- 
	

	
	62 
	43 
	46 
	42 
	40 
	41 
	

	Средний диаметр (мкм) 
	0,17 
	0,15 
	0,16 
	0,14 
	0,11 
	0,10 
	

	Стандартное отклонение
	0,17 
	0,17 
	0,12 
	0,11 
	0,12 
	0,20 
	

	Средняя длина (мкм) 
	2,93 
	2,70 
	3,11 
	2,87 
	2,73 
	2,33 
	

	Стандартное отклонение
	8,84 
	7,34 
	7,22 
	6,37 
	5,79 
	10,77 
	

	GMD (мкм) 
	0,14 
	0,12 
	0,13 
	0,11 
	0,09 
	0,07 
	

	Стандартное отклонение
	2,11 
	2,25 
	1,99 
	1,98 
	2,23 
	2,51 
	

	GML (мкм) 
	2,29 
	2,17 
	2,51 
	2,33 
	2,23 
	1,85 
	

	Стандартное отклонение
	3,44 
	3,30 
	2,99 
	2,99 
	2,97 
	3,59 
	

	Среднеарифметический диаметр, взвешенный на длину 

(мкм)
	0,21 
	0,19 
	0,18 
	0,16 
	0,14 
	0,11 
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	Среднегеометрический диаметр, взвешенный на длину 

(мкм)
	0,17 
	0,15 
	0,15 
	0,13 
	0,11 
	0,09 
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	Диаметр метода (мкм) 
	0,16 
	0,10 
	0,12 
	0,11 
	0,06 
	0,05 
	

	Длина метода (мкм) 
	1,62 
	1,46 
	2,44 
	1,90 
	1,86 
	1,84 
	

	Медианный диаметр (мкм) 
	0,16 
	0,14 
	0,15 
	0,11 
	0,09 
	0,07 
	

	Медианная длина (мкм) 
	2,14 
	1,94 
	2,40 
	2,16 
	2,16 
	1,82 
	

	Среднее отношения размеров
	22,15 
	25,06 
	26,88 
	26,86 
	30,65 
	31,84 
	

	Количество оцениваемых частиц
	0,2 
	0 
	0 
	0 
	0 
	0,2 
	

	Среднее количество частиц
на легочные доли (миллион)
	0,002 
	0 
	0 
	0 
	0 
	0,002 
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	Частицы ≤ 1 мкм 

на легочные доли (миллион)
	0 
	0 
	0 
	0 
	0 
	0,002 
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	Частицы >1 мкм-3 мкм 
на легочные доли (миллион)
	0 
	0 
	0 
	0 
	0 
	0 
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	Частицы >3 мкм 

на легочные доли (миллион)
	0,002 
	0 
	0 
	0 
	0 
	0 
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РИСУНОК 6. Микрофотоснимок первоначального массового образца, сделанный с использованием сканирующей электронной микроскопии (СЭМ). СЭМ использовалась для этих микроснимков с целью обеспечить визуальный обзор распределения размеров волокон. Как уже описывалось ранее, для всех количественных оценок размеров волокон использовалась трансмиссионая электронная микроскопия (ТЭМ). 
[image: image8.png]



РИСУНОК 7. Микрофотоснимок хризотиловых волокон из аэрозольного образца, сделанный с использованием сканирующей электронной микроскопии (СЭМ). СЭМ использовалась для этих микроснимков с целью обеспечить визуальный обзор распределения размеров волокон. Как уже описывалось ранее, для всех количественных оценок размеров волокон использовалась трансмиссионая электронная микроскопия (ТЭМ).
Удаление канадского хризотила из легких

 Волокна длиной > 20 мкм
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Время после окончания воздействия (дни)
РИСУНОК 8. На графике показано очищение легких от волокон канадского хризотила длиной более 20 мкм после окончания 5-дневного периода воздействия. Ромбики указывают процент оставшихся волокон в конкретных легких. Сплошная линия является кривой очистки, согласованная с данными в соответствии с методом нелинейной регрессии с двойной показательной функцией (СтатСофт, 2003). Коэффициенты регрессии представлены в Таблице 4. (Обратите внимание, что пять легких анализировались в каждый указанный момент времени; однако на рисунке некоторые моменты накладываются друг на друга).

Конфокальный микроскопический анализ

Классическое исследование биосопротивляемости, определенное протоколами ЕК, включает обработку всего легкого крысы для определения количества волокон и распределения размеров в каждый указанный момент времени. ТЭМ анализ озоленных образцов обеспечивает измерение лишь общего числа и размера волокон. Он не может обнаружить места расположения волокон внутри легкого.
ТАБЛИЦА 4. Двойная показательная функция в соответствии с данными, волокна L > 20 мкм, R = 0,80119, объяснимое отклонение 64,1 90%
	
	a1 
	a2 
	T1 
	T2 
	WT1/2 

	Оценка 
	65,96 
	30,38 
	6,16 
	38,04 
	16,22 

	Стандартная ошибка
	19,78 
	19,04 
	3,21 
	15,56 
	2,67 

	t(26) 
	3,33416 
	1,59552 
	1,918053 
	2,44419 
	6,06857 

	p Level 
	0,00258 
	0,12268 
	0,066150 
	0,02161 
	0,00000 


WT1/2: взвешенный полупериод очистки (Бернштейн и Риего-Синтес, 1999).

ТАБЛИЦА 5. Полупериоды очистки от канадского хризотила в зависимости от длины частиц

	Длина волокон
	Полупериод очистки T1/2

	> 20 мкм
	WT1/2 = 16 дней

	5-20 мкм
	T1/2 = 29,4 дня

	< 5 мкм
	T1/2 = 107 дней


WT1/2: взвешенный полупериод очистки (Бернштейн и Риего-Синтес, 1999).

С целью определения местоположения волокон, оставшихся в легких, был выполнен конфокальный микроскопический анализ на долях легких, внедренных в пластик. Линза, расположенная на микроскопе, который находится ближе к образцу, подлежащему исследованию (линза объектива) дает свет, сфокусированный на определенном, фиксированном расстоянии. Если линза хорошо подогнана и изготовлена, то будет иметься плоскость, на которой объекты будут в фокусе. Для эффективного использования обычного микроскопа необходимо отрезать очень тонкий слой материала,  чтобы избежать влияния ткани выше и ниже плоскости фокуса на снижение качества окончательного изображения. Конфокальный микроскоп в этом отношении намного превосходит обычный микроскоп, потому что он исключает внефокусный свет, благодаря ограничивающим свет отверстиям, что позволяет получать резкое, высококачественное изображение даже в том случае, если имеется материал, находящийся вне плоскости фокуса. Это означает, что образцы не обязательно резать тонкими слоями перед исследованием. Более того, имеется возможность получить изображение материала в плоскости фокуса, даже если эта плоскость находится в десятках микрометров в глубину в образце.

Микроскопический вид волокон хризотила, удерживаемых в легких
Предел определения конфокальным методом, используемым для количественной оценки расположения волокон хризотила в легких, составлял приблизительно 150 нм поточечного разрешения. Так как большинство волокон были расположены под различными углами по отношению к продольной ориентации, то было обнаружено большинство фибрилл диаметром более 150 нм. Это позволило точно подсчитать все волокна длиной более 20 мкм в легких в 1-й день, как показано на Рисунке 9, поскольку все такие волокна, наблюдаемые ТЭМ, были толще 0,15 мкм. Более короткие волокна с диаметрами, большими 0,15 мкм присутствовали в существенно большем количестве, чем тонкие волокна (диаметром < 0,15 мкм), что дало возможность также с высокой достоверностью определить расположение волокон этих длин. Подобные результаты наблюдались на протяжении всего исследования. 3-месячные результаты ТЭМ показаны на Рисунке 10. Интересно отметить, что более короткие волокна (особенно менее 5 мкм длины) диаметром > 0,15 мкм уменьшались в количестве, что предполагает, что оставшийся хризотил продолжает удаляться макрофагами и/или растворяться в легких.

Длина волокон в легких в 1 день после окончания воздействия

Волокна диаметром < 0,15 мкм и ≥ 0,15 мкм*
Длина в мкм

*Определено после обработки легкого с помощью трансмиссионной электронной микроскопии
РИСУНОК 9. Гистограмма длин (ТЭМ) волокон, обнаруженных в легких в первый день после окончания воздействия для волокон, диаметр которых < 0,15 мкм и > 0,15 мкм. Измерения конфокальной микроскопии, граница обнаружения которой составляет 150 нм, таким образом обеспечивают точный подсчет всех волокон длиной более 20 мкм в легком, так как все такие волокна, наблюдаемые ТЭМ, были толще 0,15 мкм. Короткие волокна диаметром более 0,15 нм присутствовали в существенно большем количестве, чем тонкие волокна (диаметр < 0,15 нм), что также обеспечивало достаточную достоверность расположения волокон этих длин.

Содержание волокон в паренхиме. В каждое указанное время паренхима содержала 99% от общего числа волокон.

Шестьдесят восемь процентов волокон и частиц, наблюдаемых в первый день после окончания воздействия, обнаруживалось внутри альвеолярных макрофагов, а остальные отмечались на эпителии альвеол, в альвеолярных ходах и концевых бронхиолах. Это подтверждает факт существенной очистки от фибрилл дыхательной области в этот указанный момент времени. Аналогичные данные наблюдений были получены через 2 дня, 7 дней и 14 дней после воздействия.

Через 1 месяц после окончания воздействия менее половины (42%) волокон было обнаружено внутри альвеолярных макрофагов, что говорит о снижении по отношению к предыдущим указанным моментам времени (68%, 60%, 69%, and 64% через 1, 2, 7 и 14 дней, соответственно). Оставшиеся волокна, наблюдаемые через 1 месяц после окончания эксперимента с воздействием, располагались на поверхности эпителия дыхательных путей. Важно отметить, что по сравнению с группой, исследовавшейся в 1-й день после окончания воздействия, 92% всех волокон были удалены из легких к 1-му месяцу после воздействия.

Содержание волокон в дыхательных путях. Взяв содержание волокон в дыхательных путях в 1-й день после окончания воздействия за 100%, содержание волокон через 2 дня, 7 дней, 14 дней и 1 месяц после воздействия составляло, соответственно, 69%, 45%, 54%, и 29%.
Распределение содержания волокон внутри отдела дыхательных путей. В дыхательных путях животных, исследовавшихся в 1-й день после воздействия, в макрофагах дыхательных путей был обнаружен 31% частиц, в отличие от того, что наблюдалось через 14 дней после воздействия, когда в соответствующих макрофагах было отмечено 58% частиц.  За исключением группы животных, легкие которых исследовались через 14 дней после воздействия, наибольшее количество фибрилл наблюдалось на поверхности эпителия дыхательных путей. Волокна на эпителии дыхательных путей и свободные волокна в просвете воздухоносных путей составляли 62% всех волокон, что примерно в 2 раза больше волокон, переносимых макрофагами дыхательных путей. Это указывает на постоянную продолжительную очистку прохода реснитчатым эпителием внутри ведущих дыхательных путей, сопровождаемую очисткой макрофагами воздухоносных путей.

Длины волокон в паренхиме и дыхательных путях легких
Длина волокон внутри паренхимы в указанное время. Средняя длина волокон была между 5,5 и 7,4 мкм. Количество волокон длиной большей, чем 20 мкм резко снижалось в 5 раз в период с 1-го по 2-й день после окончания воздействия. Через один месяц после воздействия в паренхиме не было отмечено волокон длиннее 20 мкм. Эти данные являются достаточно сильным основанием для предположения, что волокна после контакта с поверхностями и клетками легких быстро разлагаются на более короткие фибриллы.

Длина волокон внутри дыхательных путей в указанное время. Длина волокон в воздухоносных путях была, в среднем, больше длины волокон, наблюдаемых в области паренхимы. В общем, средняя длина волокон лежала в диапазоне от 7 до 9 мкм. Очень малое количество волокон длиной более 20 мкм наблюдалось у каких-либо животных, и к 1-му месяцу после окончания воздействия не было отмечено волокон длиннее 20 мкм в случайно выбранных данных изображений.

Длина волокон в легких через 3 месяца после окончания воздействия

Волокна диаметром < 0,15 мкм и ≥ 0,15 мкм*
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*Определено после обработки легкого с помощью трансмиссионной электронной микроскопии
РИСУНОК 10. Гистограмма длин (ТЭМ) волокон, обнаруженных в легких через 3 месяца после окончания воздействия для волокон, диаметр которых < 0,15 мкм и > 0,15 мкм. Измерения конфокальной микроскопии, граница обнаружения которой составляет 150 нм, таким образом обеспечивают точный подсчет всех волокон длиной более 20 мкм в легком, так как все такие волокна, наблюдаемые ТЭМ, были толще 0,15 мкм. Короткие волокна диаметром более 0,15 нм присутствовали в существенно большем количестве, чем тонкие волокна (диаметр < 0,15 нм), что также обеспечивало достаточную достоверность расположения волокон этих длин.

Клетки воспаления. В альвеолярных пространствах не было отмечено свободных нейтрофилов ни в одном из собранных наборов данных. Опосредованный нейтрофилами воспалительный отклик не имел места в случае хризотиловых волокон в указанные моменты времени, исследованные на сегодняшний день.

Ход времени — конфокальное получение изображений. Расположение волокон хризотила в легких за период от 1 дня до 30 дней после окончания воздействия показано на конфокальных микроснимках, которые делались с целью идентификации, путем кодирования цвета, профилей фибрилл канадского хризотила применительно к легочной ткани.

В 1-й день после окончания воздействия хризотиловые волокна демонстрировали равномерное распределение по всему легкому как в дыхательных путях, так и в паренхиме. Как показано на Рисунке 11, волокна выглядели как отдельные, отчетливые фибриллы, иногда раскрученные на одном конце и не встречались сцепленными. Волокна обнаруживались на поверхности реснитчатых дыхательных путей (Рисунок 11a), в альвеолах (Рисунок 11b), захваченные альвеолярными макрофагами (Рисунок 11c), а короткие волокна были отмечены перенесенными в периферийные легочные лимфатические сосуды (Рисунок 11d).
К первому месяцу после окончания воздействия на Рисунке 12 показаны четыре области, аналогичные областям 1-го дня (Рисунок 11). Это стенки дыхательных путей (Рисунок 12a), альвеолы (Рисунок 12b), волокна в альвеолярных макрофагах (Рисунок 12c), и удаленные легочные лимфатические сосуды (Рисунок 12d). Поскольку некоторые волокна были обнаружены в каждой из этих областей, следует заметить, что количество и длина наблюдаемых волокон были значительно меньше.

Количество волокон, подсчитанных с использованием софокусного исследования показано как функция от времени для отделов легких: паренхимы (Рисунок 13) и дыхательных путей (Рисунок 14). Паренхима и воздухоносные пути были разделены на четыре подотдела каждые, в соответствии с определенным далее. Кроме того, были также идентифицированы имеющиеся клетки воспаления.

Определения:
Паренхима
1. Касающиеся эпителия альвеолярных ходов: Такие волокна, наблюдаемые в сериях сечений, которые имели не менее одного конца или участка в непосредственном контакте с эпителием альвеолярных ходов.
2. В альвеолярном макрофаге: Такие волокна, наблюдаемые в сериях сечений, которые были полностью усвоены фагоцитами или участки вдоль длины в прямом контакте с альвеолярным макрофагом. Сюда также включаются волокна как минимум с одним концом в контакте с альвеолярными макрофагами.
3. Отмеченные в альвеолярном воздушном пространстве ходов: Такие волокна, наблюдаемые в сериях сечений, которые не имели прямого контакта с эпителием альвеолярных ходов.

4. В других местах паренхимы: Такие волокна, наблюдаемые в сериях сечений, которые имели не менее одного конца или участка в непосредственном контакте с другими структурами паренхимы, такими как подэпителиальные клетки, междоузлия, лимфатические ходы или неопределенные структуры в альвеолярной области.
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РИСУНОК 11. Конфокальные микроснимки, сделанные в группе, исследовавшейся в 1-й день после окончания воздействия. Все изображения были преобразованы в цифровой формат из оригинальных оптических сечений толщиной, приблизительно, 0,5 мкм, полученных из ненарушенных областей легких. Легочная ткань представляет собой композицию оттенков серого с профилями тестовых частиц (красный). Волокна были обнаружены на поверхности реснитчатых дыхательных путей. (A) Поперечное сечение большого дыхательного пути с тонким волоконцем, лежащим на клетках реснитчатого эпителия. Линейка шкалы составляет 5 мкм. Волокна наблюдались в альвеолах. (B) Типичная зона обзора в области паренхимы обнаруживает множество фибрилл рядом с альвеолярной стенкой и несколько волоконец располагаются свободно в альвеолярном пространстве. Линейка шкалы – 10 мкм. Волокна часто отмечались поглощенными альвеолярными макрофагами. (C) Удаление волокон альвеолярными макрофагами. Многочисленные альвеолярные макрофаги окружают волоконца в альвеолярном пространстве. Как известно, эти клетки переносят инородные материалы из области газообмена в дыхательные пути, чтобы, в конечном счете, вывести их в трахею и полностью удалить из легочного отдела. Линейка шкалы составляет 10 мкм. Короткие волокна обнаруживались перенесенными в периферийные легочные лимфатические сосуды. (D) Удаленный легочный лимфатический проток, содержащий короткие волоконца хризотила, а также клетка, содержащая множественные хризотиловые профили. Ясно, что легочные лимфатически сосуды являются проходом для удаления материалов, попадающих в легкие в процессе вдыхания. Линейка шкалы – 10 мкм.

Дыхательные пути
1. На поверхности или включанные в реснитчатый эпителий проводящего воздухоносного пути: Такие фибриллы, наблюдаемые в сериях сечений, которые имели не менее одного конца или участка в непосредственном контакте с эпителием проводящих дыхательных путей или наблюдались в контакте с клетками, непосредственно прилежащими к эпителию проводящих воздухоносных путей.
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РИСУНОК 12. Конфокальные микроснимки, сделанные в группе, исследовавшейся в через 1 месяц после окончания воздействия. Все изображения были преобразованы в цифровой формат из оригинальных оптических сечений толщиной, приблизительно, 0,5 мкм, полученных из ненарушенных областей легких. Легочная ткань представляет собой композицию оттенков серого с профилями тестовых частиц (красный). В данный момент времени лишь незначительное количество микроснимков на самом деле содержали профили тестовых частиц. Эти конкретные изображеия были отобраны, чтобы показать проявления хризотила в случае его присутствия. Волокна были обнаружены на поверхности реснитчатых дыхательных путей. (A) Поперечное сечение большого дыхательного пути возле раздвоения с коротким тонким волоконцем внутри клетки, прилежащей к эпителию. Линейка шкалы составляет 10 мкм. Волокна наблюдались в альвеолах. (B) Типичная зона обзора в области паренхимы, демонстрирующая альвеолярную стенку и альвеолярной пространство. Линейка шкалы – 10 мкм. Случайные волокна наблюдались поглощенными альвеолярными макрофагами. (C) Удаление волокна альвеолярным макрофагом. Линейка шкалы составляет 10 мкм. Очень мало фибрилл отмечалось в альвеолярных междоузлиях, включая периферийные легочные лимфатические сосуды. (D) Удаленный легочный лимфатический проток (внизу в центре изображения) без каких-либо волоконец хризотила. Отвердевшие структуры иногда обнаруживались на альвеолярном эпителии, однако не наблюдалось никакой отрицательной реакции ткани в связи с этими структурами Линейка шкалы – 10 мкм.
2. Внутри макрофага дыхательного пути: Волоконца, наблюдаемые в сериях сечений, которые были полностью усвоены фагоцитами или участки вдоль длины в прямом контакте с альвеолярным макрофагом в проводящем воздухоносном пути. Сюда также включаются фибриллы, как минимум с одним концом в контакте с макрофагами дыхательных путей.
3. В просвете дыхательного пути; видимые участки волокон не касаются ткани: Такие фибриллы, наблюдаемые в сериях сечений, которые не имели непосредственного контакта с эпителием проводящего воздухоностного пути.
4. В других местах дыхательных путей: Такие волоконца, наблюдаемые в сериях сечений, у хоторых как минимум один конец или участки находились в прямом контакте с другими структурами проводящих дыхательных путей, таких как междоузлия, бронхоассоциированная лимфоидная ткань, лимфатические протоки или иные неопределенные структуры.
5. Идентификация клеток воспаления: Клетки воспаления определялись путем изучения данных серий изображений сечений, относящихся к ядерной морфологии клеток и окружающей легочной ткани. Одноядерные клетки, такие как альвеолярные макрофаги, легко можно было отличить от нейтрофилов, которые имели полиморфно-ядерные профили.
Как в области паренхимы, так и в области дыхательных путей за период с 1-го по 30-й день после окончания воздействия отмечалось значительное снижение количества волокон во всех отделах. Как уже упоминалось, значительное большинство волокон обнаруживалось в паренхиме, в основном, в альвеолярных макрофагах (Рисунок 11). По прошествии 1 месяца после воздействия в интерстиции волокна больше не наблюдались.

Распределение волокон (все длины) в дыхательных путях
Процент от общего количество волокон в легком
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Время после окончания воздействия (дни)
РИСУНОК 13. Количество волокон, подсчитанное с использованием конфокального исследования показано как функция от времени для области паренхимы легкого. Как было указано в тексте, паренхиму подразделили на следующие четыре части: волокна, касающиеся альвеолярного эпителия протоков; в альвеолярных макрофагах; наблюдаемые в альвеолярном пространстве протоков и в других местах паренхимы.

Распределение волокон (все длины) в дыхательных путях

Процент от общего количество волокон в легком
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Время после окончания воздействия (дни)
РИСУНОК 14. Количество волокон, подсчитанное с использованием конфокального исследования показано как функция от времени для области дыхательных путей легкого. Как было указано в тексте, дыхательные пути подразделили на следующие четыре части: волокна на поверхности или заключенные внутри реснитчатого эпителия проводящего воздухоносного пути; в альвеолярных макрофагах; в просвете дыхательного пути – видимые части волокон не касаются ткани и в других местах воздухоносного пути.
Хотя эти конфокальные изображения позволяют дать количественную оценку мест размещения волокон хризотила в легком, они не показывают окружающее поверхностно-активное вещество легкого, которое играет очень важную роль в качестве связующего звена для разложения волокон в легком. Почти все наблюдаемые волокна находились внутри поверхностно-активного слоя и, следовательно, за счет диффузии были в большей степени подвержены разрушению с биохимическим разложением хризотила (Аткинсон, 1973). Кроме того, Этерингтон и др. (1981) показал, что макрофаги могут производить среду с очень низким водородным показателем pH на поверхности мембраны макрофага и, в частности, внутри фаголизосомы макрофага, которая окружает частицы. Отмечались величины pH на таком низком уровне, как 3,5. При таком кислотном водородном показателе хризотил более всего подвержен разложению. В контакте с менее концентрированными кислотами или даже в водной среде с pH < 10, магний легко отделялся от поверхности волокон (Харгривс и Тэйлор, 1946; Аткинсон, 1973; Нагай и Бэйтс, 1952), приводя к тому, что волокна становились выщелоченными (Аткинсон, 1973). Результаты нашего исследования согласуются с этими предполагаемыми механизмами, следствием которых является разрушение длинных волокон хризотила на короткие части.

ОБСУЖДЕНИЕ

Химическая структура волокон и быстрое разложение

В хризотиле составляющая гидроксида магния в каждом слое находится ближе всего к поверхности волокна, и силикатный тетраэдр располагается внутри структуры (см. Рисунок 1). В воде, как было установлено, разложение хризотила зависит от буферной способности выщелачивающего раствора. При этом количество извлекаемых Mg и SiO2 возрастает с увеличением буферной силы (Смит, 1973). Было определено, что данная реакция управляется диффузией через слой воды у поверхности минерала.

В легком всеохватывающая работа по моделированию разложения синтетических минеральных волокон (СМВ) с использованием в лабораторных условиях методики разложения и биосопротивляемости после вдыхания показала, что легкие обладают очень высокой буферной способностью (Матсон, 1994). В данных исследованиях установлено, что для обеспечения такой же скорости разложения СМВ, которая наблюдается в легких, требуется искусственно создать эквивалент скорости потока до 1 мл/мин. Кроме того, хризотил охотнее растворяется в кислой среде и, таким образом, может подвергаться полному или даже частичному фагоцитозу волокон макрофагами.

В опытах с хризотилом обнаружилось, что после разложения магния волокно расщепляется на мелкие кусочки. Соответственно, поскольку крысы подвергались воздействию очень большого количества длинных вдыхаемых волокон (200 волокон L > 20 мкм/см3, среднегрупповой диаметр GMD = 0,12 мкм), уже к 6-му дню исследования (1-й день после окончания воздействия) большое количество волокон было разрушено/расщеплено.

Получаемая доза и сравнительная очистка

Чтобы оценить, какая часть получаемой дозы очищалась легкими к первому указанному моменту времени анализа (1-й день после окончания воздействия), и каково относительное содержание хризотила в сравнении с амфиболом и быстрорастворимыми волокнами, мы сопоставили данные своего исследования с данными исследования биосопротивляемости после вдыхания амозит-асбеста и волокон растворимой минеральной ваты MMVF 34 (Камштруп и др., 1998). В работе Гестерберга и др. (1998) концентрации воздействующего аэрозоля составляли 150 волокон L > 20 мкм/см3. GMD волокон ВОЗ, как сообщалось, составлял 0,48 мкм и 0,73 мкм для амозита и MMVF 34, соответственно (о GMD длинных волокон не сообщалось). Как уже упоминалось ранее, концентрации воздействия хризотилом составляли 200 волокон L > 20 мкм/см3 с GMD этих волокон 0,12 мкм, что, тем самым, было достаточным для возможности их вдыхания крысами.
Для того чтобы сравнить результаты этих двух исследований мы умножили содержание волокон длиной L > 20 мкм, данное Гестербергом и др. (1998), на два, чтобы обеспечить эквивалентные, с точки зрения расчетов, дозы, поскольку количество длинных волокон хризотила в нашей работе в два раза превосходило их количество в исследовании Гестерберга. Количество волокон в легком, в зависимости от времени после окончания воздействия, показано на Рисунке 13. Если бы хризотил не разрушался, то в 1-й день после окончания воздействия приблизительно 5 x 106 волокон длиной L > 20 мкм должны были быть обнаружены в легком, что наблюдалось для амозита и MMVF 34. Хризотил, однако, настолько подвержен растворению, что лишь около 3 x 105 волокон длиной L > 20 мкм, или 6%, осталось в легком через 1 день после окончания 5-дневного воздействия. Очистка от MMVF 34, полупериод которой составлял 6 дней (Гестерберг и др., 1998), как можно обнаружить, быстро расходится с данными по удалению амозита, большая часть которого остается в крысе в течение ее жизни. К 90-му дню наблюдается более 1 x 106 длинных волокон амозита. Для сравнения, количество длинных волокон MMVF 34 и хризотила снижается приблизительно в 100 раз. Такой результат представляется интересным, поскольку MMVF 34 испытывался в исследовании с хроническим вдыханием при высоких концентрациях и не вызывал ни фиброза, ни новообразований (Камштруп и др., 1998). Как показано на панели, вставленной в Рисунок 15, через 90 дней после окончания воздействия, в соответствии с расширенными процедурами подсчета, уже описанными ранее, лишь 1-2,5 волокон длиннее 20 мкм было обнаружено на фильтре от обработанного легкого каждого животного; таким образом, имеющиеся уровни быстро приближаются к уровню окружающей среды. 

Сравнение с другими исследованиями биосопротивляемости хризотила

Данное исследование обусловливает первое применение протокола ЕК по биосопротивляемости к хризотилу. Илгрен и Чатфилд (1997, 1998a, 1998b) представили обзор ряда работ, в которых даются оценки удаления хризотила на основании содержания кремнезема в легких. В этих исследованиях сообщается о полупериодах очистки существенно более длительных, чем установленные здесь. Этот анализ, однако, не дифференцировал очистку в зависимости от длины волокон или области в легком. Как видно из нашего исследования, длинные волокна хризотила очищаются быстрее всего, в то время как некоторые из коротких волокон аккумулируются в легких и лимфатических сосудах. Почти все эти ранее проведенные исследования включали периоды воздействия от 3 до 12 месяцев и использовали концентрации веществ от 2 до 10 мг/м3. При концентрации в 10 мг/м3 общее содержание волокон составляло более 1 x 106 штук (Маст и др., 1995). О количестве неволокнистых частиц не сообщается, хотя из настоящей работы следует, что оно может равняться количеству волокон. При таких очень высоких концентрациях существует вероятность, что может произойти перегрузка легких крысы, что приведет к серьезным отклонениям всех измерений очистки легких (Обердостер, 1995a, 1995b, 2002). Кроме того, в этих работах не сообщается об исследовании других силикатов в аэрозоли и, в особенности, амфиболовых волокон, таких как тремолит. Вагнер и др. (1980) указывал, что “все материалы содержали примеси” в образцах хризотила, которые он изучал, хотя он и не идентифицировал эти примеси.

Оставшиеся волокна

Как мы видели, полупериод очистки от хризотила составляет 16 дней для волокон длиной L > 20 мкм. Однако, как установлено, некоторые длинные волокна наблюдались через 30 дней. Остается, разумеется, открытым вопрос, могут ли эти несколько оставшихся волокон играть существенную роль в стимуляции возможной патологической реакции. 

Очистка от длинных волокон (L>20 мкм)

канадского хризотила, MMVF 34 и амозита
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Время после окончания воздействия (дни)
РИСУНОК 15. Количество волокон в легких, как функция от времени с момента окончания воздействия, показана для канадского хризотила, MMVF 34 и амозита. Если бы хризотил не разрушался, то в 1-й день после окончания воздействия приблизительно 5 x 106 волокон длиной L > 20 мкм должны были быть обнаружены в легком, что наблюдалось для амозита и MMVF 34. Хризотил, однако, настолько подвержен растворению, что лишь около 3 x 105 волокон длиной L > 20 мкм осталось в легком через 1 день после окончания 5-дневного воздействия. Очистка от MMVF 34, полупериод которой составлял 6 дней, как можно обнаружить, быстро расходится от удаления амозита, большая часть которого остается в крысе в течение ее жизни. К 90-му дню наблюдается более 1 x 106 длинных волокон амозита. Для сравнения, количество длинных волокон MMVF 34 и хризотила снижается приблизительно в 100 раз. Как показано на вставленной панели, через 90 дней после окончания воздействия в соответствии с расширенными процедурами подсчета, описанными в тексте, лишь 1-2,5 волокон длиннее 20 мкм было обнаружено на фильтре от обработанного легкого каждого животного.
Вопрос о возможном эффекте коротких волокон хризотила был рассмотрен исследованиями хронического вдыхания, проведенными Илгреном и Чатфилдом (1997, 1998a, 1998b). В этих работах крысы подвергались воздействию в течение 7 ч/день, 5 дней в неделю на протяжении 12 месяцев коалингового хризотила средней концентрации 7,8 мг/м3. Как сообщалось, волокна коалингового хризотила имели относительно короткую длину, в большинстве случаев не превосходившую 5 мкм. Ни фиброзной, ни канцерогенной реакции не наблюдалось после воздействия этими волокнами. Аналогичные результаты были получены в другом исследовании с коалинговыми волокнами Мюле и др. (1987). Кроме того, коалинговые волокна проверялись в четырех хронических исследованиях с непосредственным введением доз до 3 мг в брюшину и уровнями новообразований в окружении, варьирующимися до 10% (Мюле и др., 1987; Потт и др., 1987; Риттингхаузен и др., 1992). В этих работах поддерживается утверждение, что короткие волокна хризотила не являются канцерогенными как после вдыхания, так и после непосредственного введения в брюшину в относительно высоких концентрациях. Кроме того, в докладе экспертного совета о воздействии асбеста и стекловидных синтетических волокон на здоровье: “Влияние длины волокон”, выпущенном недавно Агентством по токсическим веществам и регистрации заболеваний (ATSDR), было установлено, что “Учитывая данные, полученные из эпидемиологических исследований, лабораторных опытов над животными и лабораторных исследований вредного влияния на ДНК, а также способность легких очищаться от коротких волокон, члены совета согласились, что имеется достаточно оснований полагать, что асбест и ССВ (синтетические стекловидные волокна) длиной менее 5 мкм вряд ли могут служить причиной канцерогенных заболеваний у людей”  (ATSDR, 2003).
ВЫВОД
С учетом научной литературы, имеющейся на сегодняшний день, в данной работе представлены новые основательные данные, которые безусловно подтверждают различие, с точки зрения эпидемиологии, между хризотил- и амфиболасбестами. 
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