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h y p e r t e n s i v e  r e g i m e n  a n d  o f  c o n t r o l  r a t s .

B .  H e a r t  w e i g h t s  of  h y p e r t e n s i v e  a n d  c o n t r o l  r a t s .
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m o u s e  l i v e r  a n d  n o r m a l  l i v e r  o n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  

a c t i v i t y  of  L 9 2 9  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .

T h e  e f f e c t  of  v a r i o u s  f i l t r a t e s  o f  3 d a y  C C l ^ - i n j u r e d  

m o u s e  l i v e r  a n d  n o r m a l  l i v e r  o n  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  

i n  L 9 2 9  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .

T h e  e f f e c t  of  c o l u m n  f r a c t i o n s  f r o m  p a r a q u a t  l u n g  on 

p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y ,  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  

a n d  ^ H - p r o l i n e  u p t a k e  in  l i v e r s  of  m i c e  i n j e c t e d  

i n t r a p e r i t o n e a l l y .

R e s u l t s  of  ^ H - p r o l i n e  i n c o r p o r a t i o n  a n d  c o l l a g e n  c h a i n  

s y n t h e s i s  a s s a y s  on  m o u s e  l i v e r  fo l l o w in g  i n t r a p e r i t o n e a l  

i n j e c t i o n  of  a n  e x t r a c t  of 4 d a y  p a r a q u a t  r a t  lu n g .



T a b l e  6 :4

T a b l e  6 :5  

T a b l e  6 : 6

F i g  6:2 

T a b l e  6:7

C h a p t e r  7 :• 

F i g  7:1

F i g  7:2 

F i g  7:3

R e s u l t s  of ^ H - p r o l i n e  i n c o r p o r a t i o n ,  p r o l y l  h y d r o x y l a s e

a c t i v i t y  a n d  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  in  m o u s e  t i s s u e

f o l l o w i n g  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  of  5 d a y  p a r a q u a t  r a t

l u n g  e x t r a c t .
3

R e s u l t s  of  H - i n c o r p o r a t i o n ,  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y ,  

a n d  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  in  m o u s e  t i s s u e  fo l l o w in g  

i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  o f  n o r m a l  r a t  l u n g  e x t r a c t .  

R e s u l t s  of  H - p r o l i n e  i n c o r p o r a t i o n ,  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  

a c t i v i t y  a n d  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  in  the  l i v e r s  of 

m i c e  i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  a n  e x t r a c t  of  5 - d a y  

p a r a q u a t  r a t  l u n g .

T h e  m e a n  v a l u e s  f r o m  th e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t  

d i s p l a y e d  g r a p h i c a l l y .

R e s u l t s  of  50% P r o b a b i l i t y  T e s t  on c o l l a g e n  c h a i n  

s y n t h e s i s  d a t a  c o n v e r t e d  to  b i n o m i a l  f o r m  t o  p e r m i t  

s u m m a t i o n .

T h e  e f f e c t  of  c o l u m n  f r a c t i o n s  f r o m  th e  s u p e r n a t a n t  of 

m a c r o p h a g e s  i n c u b a t e d  w i t h  f i b r i n  on c o l l a g e n  c h a i n  

s y n t h e s i s  in  r e p l i c a t e  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .

T h e  e f f e c t  of  c o l u m n  f r a c t i o n s  f r o m  m e d i u m  a l o n e  on  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i n  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .

T h e  e f f e c t  of  c o l u m n  f r a c t i o n s  f r o m  a  l a r g e r  v o l u m e  of 

s u p e r n a t a n t  o f  m a c r o p h a g e s  i n c u b a t e d  w i th  f i b r i n  on 

c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i n  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .



A p p e n d i c e  s

F i g  A:1 A n  e x a m p l e  of  t h e  t e s t i n g  of  a  n e w  b a t c h  of  s u b s t r a t e

f o r  t h e  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a s s a y .

F i g  A:2  A n  e x a m p l e  o f  t h e  p r e l i m i n a r y  t e s t i n g  of  a  b a t c h  of

t i s s u e  t o  e s t a b l i s h  t h e  o p t i m u m  a l i q u o t  o f  t i s s u e  

h o m o g e n a t e  f o r  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a s s a y .

F i g  A:3  A n  e x a m p l e  o f  th e  t e s t i n g  of a  n e w  b a t c h  of  c o l l a g e n a s e

t o  e s t a b l i s h  a l i n e a r  r a n g e  s u i t a b l e  f o r  t h e  c o l l a g e n  

c h a i n  s y n t h e s i s  a s s a y .

F i g  A :4  P a r t  o f  t h e  p r i n t - o u t  f r o m  t h e  L K B  R a c k - B e t a

a u t o m a t i c  q u e n c h  c u r v e  c a l i b r a t i o n .
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A C K N O W L E D G E M E N T S

I a m  p l e a s e d  to  r e c o r d  m y  s i n c e r e  t h a n k s  to  

P r o f e s s o r  R . S .  P a t r i c k  f o r  h i s  w i l l i n g  g u i d a n c e ,  a n d  c o n s t a n t  

e n c o u r a g e m e n t  a n d  s u p p o r t  t h r o u g h o u t  t h i s  s t u d y .

I a m  g l a d  t o  a c k n o w l e d g e  th e  h e l p  of  P r o f e s s o r  J .  O ’D. M c G e e  

w h o  f i r s t  i n t r o d u c e d  m e  to  t h i s  l i n e  of  r e s e a r c h .  G e n e r a l  h e l p  a n d  

g u i d a n c e  h a s  b e e n  p r o v i d e d  t h r o u g h o u t  b y  P r o f e s s o r  R.  B .  G o u d ie  

i n  w h o s e  d e p a r t m e n t  t h e  w o r k  w a s  p e r f o r m e d .

P a r t i c u l a r  t h a n k s  a r e  due  to  M i s s  J .  R .  M c E w a n  a n d  

M r .  A .  S.  J a c k  f o r  t h e i r  e n t h u s i a s t i c  i n v o l v e m e n t  in  th e  o n e r o u s  w o r k  

o n  e x p e r i m e n t a l  h y p e r t e n s i o n  a n d  e x p e r i m e n t a l  l i v e r  i n j u r y  

r e s p e c t i v e l y ,  a s  p r o j e c t s  f o r  t h e i r  H o n o u r s  B . S c .  in  P a t h o l o g y .

O t h e r  c o l l a b o r a t o r s  w ho  h a v e  c o n t r i b u t e d  to  c e r t a i n  a s p e c t s  

o f  t h i s  s t u d y  a r e  D r .  P . G .  T o n e r  w i th  r e g a r d  to  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  

w i t h  t h e  a s s i s t a n c e  o f  M r .  J .  A n d e r s o n  f o r  s c a n n i n g  e l e c t r o n  

m i c r o s c o p y , a n d  D r .  F .  M u t c h  w i th  r e g a r d  to  r e c e n t  m a c r o p h a g e  

e x p e r i m e n t s .

I a m  g r a t e f u l  f o r  t h e  e x c e l l e n t  t e c h n i c a l  a s s i s t a n c e  o f  

M r s .  L . G .  M c C o l l  a n d  M r .  J .  A.  R i c h m o n d .  I w i s h  to  e x t e n d  m y  

t h a n k s  to  t h e  f o l l o w i n g  f o r  t h e i r  v a l u a b l e  a s s i s t a n c e  ; M r .  B .  G a l l a c h e r  

a n d  t h e  s t a f f  o f  t h e  a n i m a l  u n i t  ; M r .  T .  P a r k e r  f o r  p h o t o g r a p h y  ;

M i s s  C.  C o w a n  f o r  p r e p a r a t i o n  of  f i g u r e s .

M y  t h a n k s  a r e  d u e  t o  M i s s  J .  C a r m i c h a e l ,  a n d  to  m y  wife  

f o r  t y p i n g  t h i s  m a n u s c r i p t  in  a n  e f f i c i e n t  a n d  t o l e r a n t  m a n n e r .

F i n a n c i a l  s u p p o r t  f o r  t h i s  s t u d y  w a s  p r o v i d e d  by  th e  D i s t i l l e r s  

C o m p a n y  L t d .  a n d  t h e  G e n e r a l  F u n d s  o f  the  U n i v e r s i t y  of  G l a s g o w .



D E C L A R A T I O N

T h e  w o r k  p r e s e n t e d  in  t h i s  t h e s i s  c o v e r s  a  w id e  r a n g e  of  

a c t i v i t i e s  a n d  m e t h o d o l o g y  a n d  c o u l d  n o t  h a v e  b e e n  a t t e m p t e d  

w i t h o u t  t h e  a b l e  a s s i s t a n c e  o f  t h o s e  p r e v i o u s l y  a c k n o w l e d g e d .

I w i s h . t o  e m p h a s i s e  t h a t  a l l  t h e  i d e a s  p r e s e n t e d  w e r e  d e v e l o p e d  

b y  m y s e l f .  I i n i t i a t e d  a n d  p l a n n e d  a l l  e x p e r i m e n t a l  w o r k .  W i th  

t h e  n o t a b l e  e x c e p t i o n  o f  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  I i n s t r u c t e d  t e c h n i c  

s t a f f  in  a l l  o t h e r  t e c h n i q u e s .  I p e r s o n a l l y  p e r f o r m e d  p i l o t  

e x p e r i m e n t s  o r  c o n f i r m a t o r y  e x p e r i m e n t s  i n  e a c h  a r e a  of  w o r k .
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P R E S E N T A T I O N S  AND P U B L I C A T I O N S

P r e s e n t a t i o n s  :-

P r e s e n t a t i o n  t o  P a t h o l o g i c a l  S o c i e t y  - S u m m e r  M e e t i n g  1977.
C o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  l e v e l s  in  e x p e r i m e n t a l  p a r a q u a t  p o i s o n i n g .  
W . D .  T h o m p s o n  a n d  R .  S. P a t r i c k .

P r e s e n t a t i o n s  t o  P a t h o l o g i c a l  S o c i e t y  - W i n t e r  M e e t i n g  1979.

D e m o n s t r a t i o n  o f  m a c r o p h a g e s  in  t i s s u e  s e c t i o n s  by  i m m u n o -  
h i s t o c h e m i s t r y  a n d  th e  in  v iv o  f o r m a t i o n  of m a c r o p h a g e  g i a n t  c e l l s  
i n  d a m a g e d  m o u s e  l i v e r .
A .  S.  J a c k ,  W . D .  T h o m p s o n  P . G .  T o n e r  a n d  R .  S. P a t r i c k .

T h e  p o s s i b l e  r o l e  o f  m a c r o p h a g e s  in  h e p a t i c  f i b r o g e n e s i s  i n d u c e d  
b y  a c u t e  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n j u r y .
W . D .  T h o m p s o n ,  A.  S. J a c k  a n d  R .  S. P a t r i c k .

P r e s e n t a t i o n  to  P a t h o l o g i c a l  S o c i e t y  - W i n t e r  M e e t i n g  1980.

I m m u n o h i s t o c h e m i c a l  d e m o n s t r a t i o n  o f  m o u s e  m a c r o p h a g e s  by  
l i g h t  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .
W . D .  T h o m p s o n ,  J ,  R i c h m o n d  a n d  R .  S. P a t r i c k

P u b l i c a t i o n s  :-

C o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  l e v e l s  in  e x p e r i m e n t a l  p a r a q u a t  p o i s o n i n g .  
W . D .  T h o m p s o n  a n d  R .  S. P a t r i c k .
B r i t i s h  J o u r n a l  of  E x p e r i m e n t a l  P a t h o l o g y ,  (1978)  59,  2 8 8 - 2 9 1 .

T h e  p o s s i b l e  r o l e  o f  m a c r o p h a g e s  in  t r a n s i e n t  h e p a t i c  f i b r o g e n e s i s  
i n d u c e d  by  a c u t e  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n j u r y .
W . D .  T h o m p s o n ,  A.  S.  J a c k  a n d  R.  S. P a t r i c k .
J o u r n a l  of  P a t h o l o g y ,  (1980) ,  130 6 5 - 7 3 .

A c c e p t e d  f o r  P u b l i c a t i o n  : -  ( s o m e  o f  t h e  p r e s e n t  w o r k  f o r m s  p a r t  of  the  
f o l l o w i n g  p a p e r )

T h e  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  of  h e p a t o c y t e s  a n d  m e s e n c h y m a l  
c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  n o r m a l  a n d  r e g e n e r a t i n g  r a t  l i v e r .
R .  S. P a t r i c k ,  J .  M a r t i n  a n d  W. D. T h o m p s o n .
I n v e s t i g a t i v e  a n d  C e l l  P a t h o l o g y .



P u b l i c a t i o n s  i n  p r e p a r a t i o n  :-

T h e  m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e  s y s t e m  of t h e  m o u s e  a s  d e m o n s t r a t e d  
b y  th e  i m m u n o p e r o x i d a s e  t e c h n i q u e  u s i n g  a n t i - m o u s e  m a c r o p h a g e  
a n t i s e r u m .
W . D .  T h o m p s o n ,  A.  S. J a c k  J .  R i c h m o n d  a n d  R .  S. P a t r i c k .

T r a n s i e n t  g i a n t  c e l l  f o r m a t i o n  in  e x p e r i m e n t a l  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  
l i v e r  i n j u r y .
A .  S.  J a c k ,  W . D .  T h o m p s o n ,  P . G .  T o n e r  a n d  R .  S. P a t r i c k .

C o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  f r o m  lung  i n  e x p e r i m e n t a l  p a r a q u a t  
p o i s o n i n g  d e m o n s t r a t e d  in  v i t r o  a n d  i n  v iv o .
W .  D. T h o m p s o n  a n d  R .  S. P a t r i c k .



S U M M A R Y

T h i s  t h e s i s  i s  a  s t u d y  of  t h e  c o n t r o l  o f  f i b r o g e n e s i s  fo l l o w in g  

t i s s u e  d a m a g e .  E x i s t i n g  k n o w l e d g e  o f  t h e  r e l e v a n t  c e l l s ,  m a c r o p h a g e  

a n d  f i b r o b l a s t ,  i s  r e v i e w e d .  P r e v i o u s  w o r k  f r o m  t h i s  l a b o r a t o r y  

c o n c e r n i n g  f a c t o r s  e x t r a c t e d  f r o m  d a m a g e d  t i s s u e  w h i c h  s t i m u l a t e  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s  in  v i t r o  i s  d i s c u s s e d  a n d  e x t e n d e d .

T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  m a c r o p h a g e s  h a s  b e e n  s t u d i e d  in  m o u s e  

t i s s u e  s e c t i o n s  b y  i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  u s i n g  a n  a n t i m a c r o p h a g e  

a n t i b o d y .  T h e  n o r m a l  m a c r o p h a g e  p o p u l a t i o n  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  

i n  a  w i d e  v a r i e t y  o f  m o u s e  t i s s u e s ,  t h e  s h a r e d  c o m m o n  a n t i g e n  

c o n f i r m i n g  th e  u n i t y  o f  t h e  m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e  s y s t e m .  T h e  

t e c h n i q u e  w a s  e m p l o y e d  a t  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  l e v e l  s h o w in g  

t h a t  s t a i n i n g  of  K u p f f e r  c e l l s  in  l i v e r  w a s  l o c a t e d  a t  th e  s u r f a c e  m e m b r a n e .  

T h e  t e c h n i q u e  w a s  a p p l i e d  to  a n i m a l  m o d e l s ' o f  l i v e r  a n d  lu n g  i n j u r y  u s e d  

i n  s u b s e q u e n t  w o r k .  T h e  s e q u e n c e  of  e v e n t s  l e a d i n g  to  t r a n s i e n t  g i a n t  

c e l l  f o r m a t i o n  a f t e r  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  l i v e r  i n j u r y  i s  d e f i n e d  u s i n g  

i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  T h e  r e s u l t s  s u p p o r t  

t h e  c o n c e p t  t h a t  s u c h  g i a n t  c e l l s  a r i s e  b y  f u s i o n  o f  m a c r o p h a g e s  a r o u n d  

n e c r o t i c  d e b r i s .

T h e  r o l e  o f  t h e  m a c r o p h a g e  in  r e c o v e r y  f r o m  e x p e r i m e n t a l  l i v e r  

i n j u r y  p r o d u c e d  b y  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  w a s  i n v e s t i g a t e d .  I t  w a s  

f o u n d  t h a t  t h e  h e a l i n g  p r o c e s s  c o u l d  b e  m a n i p u l a t e d  in  v a r i o u s  w a y s  

b y  i m p e d i n g  m a c r o p h a g e  f u n c t i o n  w i t h  c o r t i c o s t e r o i d  o r  c a r r a g e e n i n .  

I n t e r f e r e n c e  w i t h  n o r m a l  m a c r o p h a g e  f u n c t i o n  in  c l e a r i n g  n e c r o t i c  

d e b r i s  in  t u r n  i n t e r f e r e d  w i t h  t h e  n o r m a l  p h a s e  of  i n c r e a s e d  

f i b r o g e n e s i s ,  a s  a s s e s s e d  h i s t o l o g i c a l l y  a n d  b i o c h e m i c a l l y .  T h e  

f i n d i n g s  s u p p o r t  th e  i n i t i a l  h y p o t h e s i s  t h a t  m a c r o p h a g e s  i n f l u e n c e  

f i b r o b l a s t  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a t  s i t e s  of  d a m a g e .

E x p e r i m e n t a l  p a r a q u a t  p o i s o n i n g  p r o v i d e s  a  s t r i k i n g  h i s t o l o g i c a l  

e x a m p l e  of  r a p i d  f i b r o g e n e s i s  f o l l o w i n g  e x t e n s i v e  p u l m o n a r y  a l v e o l a r  

e p i t h e l i a l  d e s t r u c t i o n .  C o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y ,  a n  i n d e x  

o f  c o l l a g e n  s y n t h e s i s ,  w a s  fo u n d  to  i n c r e a s e  f i v e - f o l d  in  r a t  l u n g  w i t h



p a r a l l e l  c h a n g e s  in  s e r u m  b u t  n o t  i n  o t h e r  o r g a n s .  T h e  p a t t e r n  of  

b i o c h e m i c a l  c h a n g e s  h a s  b e e n  r e l a t e d  to  th e  t i m e - c o u r s e  of  t h e  

h i s t o l o g i c a l  c h a n g e s .  C o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s ,  p r e v i o u s l y  

d e s c r i b e d  in  e x p e r i m e n t a l  l i v e r  i n j u r y  a n d  h e a l i n g  s k in  w o u n d s ,  h a v e  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  p a r a q u a t  l u n g  i n j u r y .  T h i s  f in d in g  s u g g e s t s  

t h a t  s u c h  f a c t o r s  m a y  b e  i n v o l v e d  in  th e  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  

p r o c e s s  a t  a n y  s i t e .

A r t e r i a l  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i s  i n c r e a s e d  in  e x p e r i m e n t a l  

h y p e r t e n s i o n  i n  th e  r a t .  T h e  a b s e n c e  of a  m a c r o p h a g e  c o m p o n e n t  a n d  

o f  n e c r o s i s  in  t h i s  m o d e l  w a s  t h e  r e a s o n  f o r  i t s  c h o i c e .  T h e  t i m e -  

c o u r s e  of  i n c r e a s e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i n  t h e  a o r t i c  w a l l  w a s  d e f i n e d  

b y  m e a s u r e m e n t  of  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y .  C o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  

f a c t o r s  w e r e  fo u n d  t o  b e  p r e s e n t  a s  t h e  b l o o d  p r e s s u r e  r o s e  to  i t s  

h i g h e s t  l e v e l  a f t e r  s i x  w e e k s .  T h e  i m p l i c a t i o n s  of  t h i s  f in d in g  a r e  

d i s c u s s e d  w i t h  r e g a r d  t o  th e  p a t h o g e n e s i s  of  h y p e r t e n s i o n  a n d  t h e  

p o s s i b l e  s o u r c e  of  t h e  f a c t o r s .

In  a t t e m p t s  t o  q u a n t i f y  t h e  e f f e c t  of  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s ,  

m o l e c u l a r  f i l t e r s  r a t h e r  t h a n  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  w e r e  t r i e d .

T h e  r e s u l t s  w i t h  c u l t u r e d  f i b r o b l a s t s  a s  th e  t e s t  s y s t e m  f o r  s t i m u l a t i o n  

o f  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  s h o w  t h a t  b o t h  t h e  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  a n d  to x i c  

c o m p o n e n t  a r e  o f  h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  t h a n  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  

b u t  c a n  s t i l l  b e  s e p a r a t e d  b y  th e  m e t h o d .  I n i t i a l  r e s u l t s  f r o m  i n t r a -  

p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  o f  f i l t r a t e s  i n t o  m i c e  s h o w  t h a t  th e  f a c t o r s  s t i m u l a t e  

i n c r e a s e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i n  v i v o , a n d  a r e  n o t  m e r e l y  a n  in  v i t r o  

p h e n o m e n o n .

R e c e n t  w o r k  i s  d e s c r i b e d  c o n c e r n i n g  p r e l i m i n a r y  in  v i t r o  

e x p e r i m e n t s  w i t h  s u p e r n a t a n t  f r o m  c u l t u r e d  m a c r o p h a g e s  a n d  f i b r i n .  

W h e n  a p p l i e d  t o  c h r o m a t o g r a p h y  c o l u m n s ,  t h i s  g i v e s  f r a c t i o n s  w h i c h  

s t i m u l a t e  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  in  c u l t u r e d  f i b r o b l a s t s .  T h e  p a t t e r n  

o b t a i n e d  r e s e m b l e s  t h a t  o f  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  a s  o b t a i n e d  

f r o m  d a m a g e d  t i s s u e .

T h e  m a j o r  h y p o t h e s i s  t h a t  h a s  e m e r g e d  f r o m  th e  p r e s e n t  w o r k  i s  

t h a t  t h e  e n h a n c e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s ,  c h a r a c t e r i s t i c  of  the  c h r o n i c



i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  i s  c o n t r o l l e d  b y  m a c r o p h a g e s ,  a n d  p o s s i b l y  

e n d o t h e l i a l  c e l l s .  T h i s  i s  a c h i e v e d  b y  d e g r a d a t i o n  of n e c r o t i c  t i s s u e  

a n d  f i b r i n  by  e n z y m e s  f r o m  t h e s e  c e l l s  p r o d u c i n g  s m a l l  p e p t i d e s  w i th  

c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  a c t i v i t y .
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T h i s  t h e s i s  i s  c o n c e r n e d  w i t h  v a r i o u s  a s p e c t s  of  t h e  i n t e r a c t i o n  

o f  m a c r o p h a g e  a n d  f i b r o b l a s t  in  t h e  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  

i n d u c e d  by  n e c r o s i s .  In  t h e  i n t r o d u c t o r y  C h a p t e r  c u r r e n t  k n o w le d g e  

o f  e a c h  c e l l  t y p e  i s  b r i e f l y  r e v i e w e d  w i t h  e m p h a s i s  on  c o n t r o l  of  t h e  

c e l l  f u n c t i o n s  d e s c r i b e d .  P r e v i o u s  i n  v i t r o  w o r k  on  f a c t o r s  s t i m u l a t i n g  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i s  s u m m a r i s e d  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  of  t h a t  r e l a t e d  to  

m a c r o p h a g e s  w h i c h  i s  p o s t p o n e d  u n t i l  C h a p t e r  7. In  C h a p t e r  2, a  n e w  

m e t h o d  of  d e m o n s t r a t i n g  m a c r o p h a g e s  i n  t i s s u e  s e c t i o n s  i s  d e s c r i b e d  

a n d  a p p l i e d  t o  tw o  a n i m a l  m o d e l s  u s e d  in  s u b s e q u e n t  c h a p t e r s .  The  

r o l e  o f  t h e  m a c r o p h a g e  in  e x p e r i m e n t a l  l i v e r  i n j u r y  i s  s t u d i e d  in  

C h a p t e r  3 b y  m a n i p u l a t i o n  of  t h e  c o u r s e  of  e v e n t s  in  the  h e a l i n g  

p r o c e s s  in  v iv o  b y  i m p e d i n g  m a c r o p h a g e  f u n c t i o n .  In C h a p t e r  4 

a n o t h e r  e x a m p l e  of  e x p e r i m e n t a l  i n j u r y ,  e x p e r i m e n t a l  p a r a q u a t  l u n g  

d a m a g e ,  i s  s t u d i e d  f o r  i t s  i n t r i n s i c  i n t e r e s t  a s  a  m o d e l  of  r a p i d  

f i b r o g e n e s i s  i n  t h e  f i r s t  p a r t ,  a n d  a s  a  p o s s i b l e  s o u r c e  of  c o l l a g e n  

s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  i n  t h e  s e c o n d  p a r t .  E x p e r i m e n t a l  h y p e r t e n s i o n ,  

w h e r e  a r t e r i a l  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i s  i n c r e a s e d  in  t h e  a b s e n c e  o f  a  

m a c r o p h a g e  c o m p o n e n t ,  i s  c o n s i d e r e d  in  C h a p t e r  5. V a r i o u s  

a t t e m p t s  t o  q u a n t i f y  t h e  e f f e c t  o f  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  a r e  

d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  6 . C h a p t e r  7 i s  c o n c e r n e d  w i t h  th e  

d e v e l o p m e n t  o f  a n  in  v i t r o  m e t h o d  of  p r o d u c i n g  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  

f a c t o r s  f r o m  m a c r o p h a g e s  a n d  f i b r i n .

F i n a l l y ,  t h e  c e n t r a l  t h e m e  o f  t h i s  t h e s i s  -  h o w  m i g h t  

m a c r o p h a g e s  c o n t r o l  f i b r o g e n e s i s  ? -  i s  d i s c u s s e d  in  t h e  l i g h t  of  

t h e  i n s i g h t s  g a i n e d  f r o m  th e  v a r i o u s  e x p e r i m e n t a l  a p p r o a c h e s  a n d  a 

n e w  h y p o t h e s i s  p r o p o s e d .
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T h e  r e a c t i o n  of  l i v i n g  m a m m a l i a n  t i s s u e  to  i n j u r y  s u f f i c i e n t l y  

s e v e r e  to  c a u s e  c e l l  d e a t h  i n v o l v e s  t h e  d y n a m i c  p a t h o l o g i c a l  

p r o c e s s e s  o f  a c u t e  a n d  c h r o n i c  i n f l a m m a t i o n .  T h e s e  p r o c e s s e s  f o r m  

a  r e s p o n s e  w h i c h  p r o c e e d s  to  r e p a i r  t h e  t i s s u e  a n d  i s  a c c o m p a n i e d  

b y  a  v a r i a b l e  d e g r e e  o f  r e g e n e r a t i o n  o f  s p e c i a l i s e d  c o m p o n e n t s .  T h e  

a c u t e  i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n  i s  t h e  i m m e d i a t e  h o s t  r e s p o n s e  to  

i n j u r y .  I n c r e a s e d  b l o o d  f low,  e x u d a t i o n  of  p l a s m a  p r o t e i n s ,  a n d  

e m i g r a t i o n  of  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  c h a r a c t e r i s e  t h i s  

r e s p o n s e .  M i l d  d e g r e e s  of  d a m a g e  i n d u c e  t h i s  t r a n s i e n t  r e a c t i o n  w h i c h  

t h e n  s u b s i d e s  w i t h  n o  d e l e t e r i o u s  e f f e c t  on t i s s u e  a r c h i t e c t u r e .  W i th  

m o r e  s e r i o u s  d a m a g e  t h i s  r e a c t i o n  m e r g e s  a f t e r  a b o u t  1 2  h o u r s  in to  

t h e  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n  w h i c h  p e r s i s t s  u n t i l  t i s s u e  

a r c h i t e c t u r e  i s  s t a b i l i s e d .

T h e  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  m a y  be  r e g a r d e d  a s  a  s y s t e m  

w h i c h  h a s  e v o l v e d  to  r e s t o r e  t i s s u e  i n t e g r i t y  a f t e r  d a m a g e  of  v a r y i n g  

a e t i o l o g y .  I f  one  w e r e  to  d e v i s e  s u c h  a  s y s t e m ,  i m a g i n i n g  i t  a s  a  

d e s i g n  p r o b l e m ,  i t  w o u ld  s u r e l y  n e e d  to  be  c o m p o s e d  of  t h e  fo l l o w i n g  

e l e m e n t s  : r e c o g n i t i o n  of  t i s s u e  d a m a g e  ; r e m o v a l  of  c e l l  d e b r i s  ; 

r e s t o r a t i o n  o f  t h e  p h y s i c a l  d e f e c t  b y  s u b s t a n c e s  o f  s u f f i c i e n t  

s t r u c t u r a l  s t r e n g t h .

T h e s e  d e s i g n  i m p e r a t i v e s  c a n  b e  r e a d i l y  s e e n  to  u n d e r l y  m u c h  

c u r r e n t  k n o w l e d g e  of  i n f l a m m a t i o n  a s  w i l l  s u b s e q u e n t l y  b e  d i s c u s s e d .  

B u t  t h e r e  a r e  f u r t h e r  i m p l i c a t i o n s  o f  s u c h  a n  a p p a r e n t l y  s i m p l e  

d e s i g n .  T h e  b o d y  m u s t  r e c o g n i s e  w h e n  r e m o v a l  o f  c e l l  d e b r i s  i s  

c o m p l e t e  a n d  t h e  m e c h a n i s m  f o r  r e m o v a l  m u s t  c e a s e .  S t r u c t u r a l  

r e p a i r  m u s t  p r o g r e s s  a t  a  r a t e  w h i c h  m a t c h e s  r e m o v a l  of  d e b r i s ,  a n d  

i t s  c e s s a t i o n  m u s t  s h o r t l y  fo l l o w  t h e  c o m p l e t i o n  o f  r e m o v a l .  T h i s  

t h e s i s  i s  c o n c e r n e d  w i t h  th e  c e l l  t y p e s  i n v o l v e d  i n  t h e s e  p r o c e s s e s  

a n d  e s p e c i a l l y  w i t h  t h e i r  i n t e r a c t i o n  i n  t h e  c o n t r o l  o f  t i s s u e  r e p a i r .



T w o  c e l l  t y p e s  p r e d o m i n a t e  i n  c h r o n i c  i n f l a m m a t i o n  - th e  

m a c r o p h a g e  a n d  the  f i b r o b l a s t .  C a p i l l a r y  p r o l i f e r a t i o n  i s  a  l e s s  

c o n s t a n t  f e a t u r e  a n d  s i n c e  i t  i s  n o t  found  in  th e  v a r i o u s  a n i m a l  m o d e l s  

d e s c r i b e d  l a t e r ,  t h i s  a s p e c t  i s  n o t  c o n s i d e r e d  f u r t h e r .  T h e r e  i s  good  

e v i d e n c e  , h o w e v e r ,  f o r  th e  i n v o l v e m e n t  of  m a c r o p h a g e s  i n  t h i s  

p r o c e s s  ( P o l v e r i n i  e t  a l ,  1977) .

C e l l  d e a t h  i s  t h e  e v e n t u a l  p r o d u c t  of  a  w id e  v a r i e t y  of  p a t h o l o g i c a l  

c o n d i t i o n s  a n d  i t s  c o m m o n  s e q u e l ,  f i b r o g e n e s i s ,  m a y  r e s u l t  in  u n t o w a r d  

p a t h o l o g i c a l  c o n s e q u e n c e s  d e s p i t e  i t s  b a s i c a l l y  r e p a r a t i v e  n a t u r e .  T h e s e  

m a y  v a r y  f r o m  th e  s i m p l i c i t y  o f  d i s t o r t i o n  f r o m  a  s k in  w o u n d  

c o n t r a c t u r e ,  t o  th e  c o m p l e x i t y  o f  a c u t e  v i r a l  h e p a t i t i s  c o n t i n u i n g  in t o  a 

c h r o n i c  p h a s e  w i t h  h e p a t o c y t e  n e c r o s i s  a s s o c i a t e d  w i th  a n  i m m u n e  

r e a c t i o n  l e a d in g ,  to  c h r o n i c  a c t i v e  h e p a t i t i s  w i t h  f i b r o s i s  a n d  e v e n t u a l l y  

c i r r h o s i s .

T h e  M a c r o p h a g e

M a c r o p h a g e s  a r e  h i g h l y  m o b i l e  p h a g o c y t i c  c e l l s  w h i c h  e m e r g e  

f r o m  v e n u l e s  i n t o  n e c r o t i c  t i s s u e  a f t e r  a b o u t  12 h o u r s .  A l th o u g h  t h e  

m o r p h o l o g y  o f  t h i s  p r o c e s s  h a s  b e e n  s t u d i e d  f o r  o v e r  a  h u n d r e d  y e a r s  

s i n c e  t h e  d a y s  o f  C o h n h e i m ,  t h e  m e c h a n i s m s  r e s p o n s i b l e  f o r  c e l l  

a d h e s i o n  to  e n d o t h e l i u m  f o r  e x a m p l e  a r e  l a r g e l y  u n k n o w n .  T h e  t o p i c  

h a s  b e e n  r e v i e w e d  b y  W i l k i n s o n  a n d  L a c k i e  (1979)  a n d  i t  i s  o b v io u s  

t h a t  t h e r e  i s  s i m i l a r  i g n o r a n c e  c o n c e r n i n g  e m i g r a t i o n  f r o m  b l o o d  

v e s s e l s .  O n c e  o u t s i d e - t h e  v a s c u l a t u r e ,  t h e  b e t t e r  u n d e r s t o o d  

p h e n o m e n o n  o f  c h e m o t a x i s  o c c u r s ,  a l t h o u g h  m u c h  k n o w le d g e  in  t h i s  

a r e a  c o m e s  f r o m  in  v i t r o  w o r k .  C h e m o t a c t i c  f a c t o r s  f r o m  c o m p l e m e n t  

a c t i v a t i o n ,  b a c t e r i a ,  a n d  l y m p h o c y t e s  a r e  r e c o g n i s e d  a n d  t h e r e  i s  

e v i d e n c e  t h a t  n e c r o t i c  c e l l s  m a y  a l s o  r e l e a s e  s u c h  f a c t o r s  ( B e s s i s ,

1973) ,  t h o u g h  t h e s e  h a v e  n o t  y e t  b e e n  c h a r a c t e r i s e d .  P a r t i a l l y  

d e n a t u r e d  p r o t e i n s  a r e  a l s o  c h e m o t a c t i c  in v i t r o .  M o r e  s i g n i f i c a n t l y  

p e r h a p s ,  t h e r e  i s  n o w  e v i d e n c e  t h a t  f i b r i n o p e p t i d e s  B a n d  Y a r e  

c h e m o t a c t i c  (K ay  e t  a l ,  1974 ; M a c k e n z i e  e t  a l ,  1975).  F i b r i n  

d e p o s i t i o n  i s  a  m a j o r  c o n s e q u e n c e  of  a c u t e  i n f l a m m a t o r y  e x u d a t i o n
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a n d  a c t i v a t i o n  of  f i b r i n - b o u n d  p l a s m i n o g e n  i s  k now n  to  fo l l o w .  

P o l y m o r p h s ,  m a c r o p h a g e s  a n d  e n d o t h e l i a l  c e l l s  s e c r e t e  p l a s m i n o g e n  

a c t i v a t o r .  N a t i v e  c o l l a g e n ,  c o l l a g e n  c h a i n s  a n d  p a r t i c u l a r l y  c o l l a g e n  

p e p t i d e s  a r e  k n o w n  t o  be  c h e m o t a c t i c  f o r  m a c r o p h a g e s  b u t  n o t  

n e u t r o p h i l s  ( P o s t l e t h w a i t e  a n d  K ang ,  1976) .  D e g r a d a t i o n  of  c o l l a g e n  

a t  s i t e s  o f  i n f l a m m a t i o n  b y  p o l y m o r p h  c o l l a g e n a s e  c e r t a i n l y  o c c u r s  

b u t  a l t h o u g h  c o l l a g e n  p e p t i d e s ,  l i k e  t h e  o t h e r  f a c t o r s  m e n t i o n e d ,  a r e  

c h e m o t a c t i c ,  t h e i r  e f f e c t  on t h e  c o n t r o l  of  r e c r u i t m e n t  o f  l e u k o c y t e s  

f r o m  t h e  v a s c u l a t u r e  i s  u n k n o w n .  C h e m o t a x i s  i t s e l f  i s  p r o b a b l y  

e n h a n c e d  b y  p r o s t a g l a n d i n  E 2 .  P r o s t a g l a n d i n s  a r e  k now n  to  d e r i v e  

f r o m  v a r i o u s  s o u r c e s  i n c l u d i n g  b lo o d  v e s s e l s ,  p o l y m o r p h s ,  l y m p h o c y t e s ,  

p l a t e l e t s  a n d  m a c r o p h a g e s  t h e m s e l v e s  ( J o h n s t o n  e t  a l ,  1979),  a n d  

r e s e a r c h  in  t h i s  f i e l d  i s  a c c e l e r a t i n g .

M a c r o p h a g e s  a r i s e  f r o m  e m i g r a t i o n  o f  b l o o d  m o n o c y t e s  d e r i v i n g  

f r o m  m y e l o i d  p r e c u r s o r s  in  b o n e  m a r r o w .  T h e  s t r u c t u r e  of  th e  

m a c r o p h a g e  i s  c o n s i d e r e d  in  C h a p t e r  2.  T h i s  d i s t i n c t i v e  c e l l  l i n e  

f o r m s  t h e  m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e  s y s t e m  f i r s t  p r o p o s e d  b y  v a n  F u r t h  

a n d  C o h n  (1968) .  T h e  m a n y  p r o p e r t i e s  o f  t h i s  c e l l  t y p e  a n d  i t s  

i n t e r r e l a t i o n s h i p s  w i t h  t h e  i m m u n e  s y s t e m  a r e  r e f l e c t e d  i n  t h e  l a r g e  

l i t e r a t u r e  w h i c h  s e e m s  to  h a v e  e n t e r e d  a n  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e  

(2,  000+  e n t r i e s  p e r  y e a r  in  I n d e x  M e d i c u s ) .  M o s t  t o p i c s  o f  i m p o r t a n c e  

a r e  s u c c i n c t l y  r e v i e w e d  b y  A l l i s o n  (1978) .

M a c r o p h a g e s  r e q u i r e  t o  b e . " a c t i v a t e d "  b e f o r e  d e v e l o p i n g  t h e i r  

f u l l  r a n g e  o f  a c t i v i t i e s  a n d  a  w id e  r a n g e  of  in  v i t r o  a g e n t s  h a v e  b e e n  

u s e d  f o r  t h i s  p u r p o s e .  T h r e e  f a c t o r s  a r e  t h o u g h  to  be  th e  m o s t  

r e l e v a n t  i n  v iv o  ; p r o d u c t s  o f  a c t i v a t e d  T l y m p h o c y t e s ,  i m m u n e  

c o m p l e x e s  a n d  t h e  c o m p l e m e n t  c l e a v a g e  p r o d u c t  C3b .  M a c r o p h a g e s  

m a y  p r o d u c e  a  v a r i e t y  of  h y d r o l a s e  e n z y m e s  w h i c h  c a n  be  c l a s s e d  in  

3 g r o u p s  a c c o r d i n g  t o  h o w  p r o d u c t i o n  i s  a f f e c t e d  b y  p h a g o c y t o s i s  o r  

s t i m u l a t i o n  ( G o r d o n  e t  a l ,  1974) .  L y s o z y m e  i s  p r o d u c e d  c o n t i n u o u s l y  

e v e n  b y  n o n - a c t i v a t e d  c e l l s .  P l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r  i s  a n  i n d u c i b l e  

e n z y m e  p r o m o t e d  by  s t i m u l a t i o n  of  p h a g o c y t o s i s .  B o t h  of  t h e s e  a r e



u n a f f e c t e d  b y  c o n d i t i o n s  c a u s i n g  i n c r e a s e s  in  i n t r a c e l l u l a r  a c i d  

h y d r o l a s e s .  P r o s t a g l a n d i n  E 2  i s  c a p a b l e  o f  r e g u l a t i n g  m a c r o p h a g e  

c o l l a g e n a s e  p r o d u c t i o n  i n  v i t r o  (W ahl  e t  a l ,  1977).  T h e s e  c o m p l e x  

c o n t r o l  m e c h a n i s m s  a r e  r e a d i l y  s t u d i e d  in  v i t r o  b u t  t h e i r  in  v iv o  r o l e  

i s  l a r g e l y  a  m a t t e r  of  s p e c u l a t i o n .  I t  i s  a t  l e a s t  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e s e  

e n z y m e s  a r e  p a c k a g e d  b y  th e  G o lg i  a p p a r a t u s  in to  p r i m a r y  l y s o s o m e s  

a n d  s e c r e t o r y  v a c u o l e s .  T h e  p r i m a r y  l y s o s o m e s  f u s e  w i t h  p h a g o c y t i c  

v a c u o l e s  t h u s  d e g r a d i n g  t h e  i n g e s t e d  m a t e r i a l .  T h e  s e c r e t o r y  v a c u o l e s  

a n d  p o s s i b l y  s o m e  p r i m a r y  l y s o s o m e s  f u s e  w i t h  th e  p l a s m a  m e m b r a n e  

r e l e a s i n g  e x t r a c e l l u l a r  e n z y m e s  (C ohn ,  1975 ; D a n n e n b e r  g. 1975) .

A p a r t  f r o m  e n z y m e  p r o d u c t i o n  a n d  s e c r e t i o n ,  a c t i v a t e d  

m a c r o p h a g e s  m a y  r e l e a s e  a c t i v a t e d  c o m p l e m e n t  c o m p o n e n t s ,  i n t e r f e r o n ,  

e n d o g e n o u s  p y r o g e n ,  c o l o n y - s t i m u l a t i n g  f a c t o r ,  t i s s u e  t h r o m b o p l a s t i n  

a n d  p r o s t a g l a n d i n s .  T h e y  m a y  i n g e s t  a n d  k i l l  m i c r o - o r g a n i s m s  a n d  

p r e v e n t  m u l t i p l i c a t i o n  of, o r  k i l l ,  t u m o u r  c e l l s .  S o m e  of  t h e s e  

f u n c t i o n s  a r e  k n o w n  t o  be  a i d e d  by  s u r f a c e  m e m b r a n e  r e c e p t o r s  f o r  

t h e  F c  c o m p o n e n t  o f  IgG,  i m m u n e  c o m p l e x e s ,  C 3  c o m p o n e n t  of  

c o m p l e m e n t ,  a n d  d e n a t u r e d  p r o t e i n .

W h e n  on e  c o n s i d e r s  t h e  i n g e s t i o n  a n d  r e m o v a l  of  n e c r o t i c  c e l l  

m a t e r i a l  b y  m a c r o p h a g e s ,  on e  m i g h t  e x p e c t  m a n y  of  t h e  f u n c t i o n s  

d e s c r i b e d  t o  c o m e  in t o  o p e r a t i o n ,  a n d  f o r  m a c r o p h a g e s  t o  be  

c o n t i n u o u s l y  r e c r u i t e d  in to  t h e  l e s i o n  so  l o n g  a s  d e b r i s  a n d  p h a g o c y t i c  

a c t i v i t y  p e r s i s t ,  a s  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  b y  S p e c t o r  (1969) .  F u r t h e r  

t h a n  t h i s ,  R o s s  (1968)  c o n s i d e r i n g  w o u n d  h e a l i n g  o b s e r v e d  " a n  o p t i m a l  

i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  a p p e a r s  t o  be  a n  i m p o r t a n t  r a p i d  n o n - s p e c i f i c  

s t i m u l u s  f o r  f i b r o p l a s i a 1’.



T h e  R o l e  o f  t h e  F i b r o b l a s t

T h e  f i b r o b l a s t  h a s  l o n g  b e e n  r e g a r d e d  a s  t h e  c e l l  t y p e  in  

m a m m a l s  w h i c h  p r o d u c e s  c o l l a g e n .  T h i s  i s  i n d e e d  the  m a j o r  

s y n t h e t i c  p r o d u c t  a n d  a s  s u c h  i n d i c a t e s  a  d e g r e e  of  s p e c i a l i s a t i o n .  

C o l l a g e n  i s  n o w  a  r e c o g n i s e d  c o n s t i t u e n t  of  a  m u c h  w i d e r  r a n g e  of  

s t r u c t u r e s  t h a n  j u s t  t h e  t h i c k  e o s i n o p h i l i c  f i b r e s  of  c o n n e c t i v e  t i s s u e  

( M i l l e r ,  1976) .  L a n g n e s s  a n d  U d e n f r i e n d  (1974)  f i r s t  s h o w e d  t h a t  a  

v a r i e t y  of  e p i t h e l i a l  a n d  n o n - e p i t h e l i a l  c e l l  l i n e s  w e r e  c a p a b l e  of 

c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a n d  s i n c e  t h e n  p r a c t i c a l l y  e v e r y  c e l l  t y p e  e x a m i n e d  

h a s  b e e n  f o u n d  to  e x h i b i t  a t  l e a s t  m i n i m a l  c o l l a g e n  s y n t h e t i c  a c t i v i t y .  

T h i s  i s  p e r h a p s  u n s u r p r i s i n g  a s  c o l l a g e n  i s  t h e  m o s t  a b u n d a n t  p r o t e i n  

a n d  t h e  m a j o r  s t r u c t u r a l  c o n s t i t u e n t  p r o d u c e d ,  n o t  o n ly  by  m a m m a l s  

b u t  b y  a l l  a n i m a l s ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  of  s i n g l e - c e l l  p r o t o z o a  a n d  th e  

a r t h r o p o d s  w h i c h  d e p e n d  on  c h i t i n .  S h a p e  a n d  m e c h a n i c a l  f u n c t i o n s  

a r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  p a t t e r n  of  c o l l a g e n  d e p o s i t i o n  : p r o p e r t i e s  

d e t e r m i n e d  b y  c e l l u l o s e  i n  t h e  p l a n t  k i n g d o m .

A c c o r d i n g l y ,  th e  f i b r o b l a s t  m a y  be  r e g a r d e d  a s  t h e  c e l l  ty p e  in  

w h i c h  c o l l a g e n  p r o d u c t i o n  i s  l e a s t  r e p r e s s e d .  T h e  f i b r o b l a s t  h a s  b e e n  

m a i n l y  s t u d i e d  in  t i s s u e  c u l t u r e  a n d  s k in  w o u n d s .  B y  l i g h t  m i c r o s c o p y  

i t  i s  t y p i c a l l y  s p i n d l e - s h a p e d ,  t h o u g h  t r i a n g u l a r  a n d  s t e l l a t e  f o r m s  

a r e  s e e n  d u r i n g  a c t i v e  p r o l i f e r a t i o n  i n  v iv o  a n d  i n  v i t r o . E l e c t r o n  

m i c r o s c o p i c  f e a t u r e s  o f  n o t e  a r e  t h e  p r o m i n e n t  r o u g h  e n d o p l a s m i c  

r e t i c u l u m ,  a n d  a n  u n u s u a l  G o lg i  zone  w i t h  s a c c u l e s  a n d  v e s i c l e s  

t h r o u g h o u t  th e  c e l l ,  t h o u g h t  to  p r o v i d e  t h e  a b i l i t y  to  s e c r e t e  m a t e r i a l  

f r o m  a l l  p a r t s  o f  th e  c e l l  s u r f a c e  ( R o s s ,  1968) .  C y t o p l a s m i c  

f i l a m e n t s  a r e  a l s o  p r o m i n e n t  a n d  f i b r o b l a s t s ,  l i k e  m a n y  o t h e r  c e l l  

t y p e s  i n  a d d i t i o n  to  m u s c l e ,  a r e  now  k n o w n  t o  c o n t a i n  a c t i n - m y o s i n  

b u n d l e s .  In  h i s  r e v i e w  of  f i b r o b l a s t  f u n c t i o n s  A b e r c r o m b i e  (1978) 

s t a t e s  t h a t  t h e  c e l l  i s  c a p a b l e  o f  m o v i n g  a t  1 0 0  p m  p e r  h o u r  b u t  t h a t  

t h e  m o v e m e n t  i s  r a n d o m  u n l e s s  a n o t h e r  c e l l  i s  t o u c h e d .  T h e n  t h a t  

c e l l  e x t e n s i o n  f o r m s  a n  a d h e s i o n  a n d  a n o t h e r  p a r t  of  th e  c e l l  p e r i p h e r y  

w i l l  f o r m  t h e  l e a d i n g  e d g e .  T h i s  p r o c e s s  r e s u l t s  in  a  d i r e c t e d  

s t r e a m i n g  of  f i b r o b l a s t s  in t o  u n o c c u p i e d  s p a c e .  T h e r e  i s  good  e v i d e n c e
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t h a t  f i b r o b l a s t s  a r e  c o n t r a c t i l e  c e l l s  a n d  t h a t  w o u n d  s h r i n k a g e  i s  a n  

a c t i v e  p r o c e s s  a t t r i b u t a b l e  t o  t h i s  p h e n o m e n o n  (G a b b ia n i  e t  a l .  1973).

E v i d e n c e  h a s  r e c e n t l y  b e e n  a p p e a r i n g  s u g g e s t i n g  t h a t  f i b r o b l a s t

m o v e m e n t  i n  v ivo  m i g h t  n o t  be  a s  a i m l e s s  a s  i n  c u l t u r e .  P o s t l e t h w a i t e

e t  a l .  (1976)  s h o w e d  a c o n v i n c i n g  q u a n t i t a t i v e  c h e m o t a c t i c  r e s p o n s e  in

B o y d e n  c h a m b e r s  to  a  h e a t - s t a b l e  p r o t e i n  f r o m  l y m p h o c y t e s  e x p o s e d

to  e i t h e r  s p e c i f i c  o r  n o n - s p e c i f i c  m i t o g e n s  in  v i t r o . T h e y  u s e d

F i c o l l - H y p a q u e  s e p a r a t e d  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s  w h i c h

t h e y  fo u n d  w e r e  24% m o n o c y t e s  by  e s t e r a s e  s t a i n i n g .  S e p a r a t i o n  of

t h e s e  c e l l s  f r o m  th e  l y m p h o c y t e s  a b o l i s h e d  th e  e f f e c t  b u t  t h e  a u t h o r s

d i d  n o t  r e p o r t  t e s t i n g  m o n o c y t e s  a l o n e .  P e r h a p s  t h i s  i n t r i g u i n g  e f f e c t

i s  y e t  a n o t h e r  m a c r o p h a g e  f u n c t i o n .  T h e  s a m e  g r o u p  h a v e

d e s c r i b e d  f i b r o b l a s t  c h e m o t a x i s  t o w a r d s  t y p e  I II a n d  III c o l l a g e n s

a n d  c o l l a g e n - d e r i v e d  p e p t i d e s  a n d  e v e n  d i -  a n d  t r i - p e p t i d e s  c o n t a i n i n g
14

h y d r o x y p r o l i n e  ( P o s t l e t h w a i t e  e t  a l .  1978) .  U s i n g  C l a b e l l e d  a ^ ( l )  

c h a i n s ,  r e v e r s i b l e  b in d i n g  t o  t h e  s u r f a c e  of  f i b r o b l a s t s  w a s  d e m o n s t r a t e d ,  

a n d  c o n f i r m e d  u s i n g  a n  a n t i - a j  (I) a n t i b o d y  f o r  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  

( C h i a n g  e t  a l .  1978) .  T h e s e  w o r k e  r s  e v e n  e s t i m a t e d  th e  n u m b e r  of  

b i n d i n g  s i t e s  -  16 x  10^ s i t e s  p e r  f i b r o b l a s t  u s i n g  S c a t c h a r d  p l o t  a n a l y s i s .

A t  t h i s  p o i n t  t h e  p h e n o m e n o n  of c h e m o t a x i s  s e e m s  to  m e r g e  a g a i n  

i n t o  c e l l  a d h e s i o n  a n d  l o c o m o t i o n .  B o r n s t e i n  a n d  A s h  (1978)  d e m o n s t r a t e d  

b o t h  c o l l a g e n  a n d  f i b r o n e c t i n  by  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  f o r m i n g  a r e t i c u l a r  

p a t t e r n  on  t h e  s u r f a c e  o f  f i b r o b l a s t s  a n d  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s .  W h e n  the  

c e l l s  w e r e  a t t a c h e d  t o  a  s u b s t r a t u m ,  t h e y  f o u n d  t h a t  t h e y  d id  n o t  

e x h i b i t  " c a p p i n g 11, t h a t  i s ,  no  a n t i b o d y - i n d u c e d  t r a n s l a t i o n a l  m o v e m e n t  

i n  t h e  m e m b r a n e .  S in c e  c e l l s  i n  m i t o s i s  d id  n o t  s t a i n ,  a n d  s i n c e  c e l l s  

d i s s o c i a t e d  w i t h  t r y p s i n  o n ly  r e g a i n e d  s t a i n i n g  f o r  b o t h  p r o t e i n s  s o m e  

t i m e  a f t e r  r e p l a t i n g ,  t h e y  c o n c l u d e d  t h a t  th e  s u r f a c e  c o l l a g e n  an d  

f i b r o n e c t i n  w e r e  s y n t h e s i s e d  f r o m  w i t h i n  r a t h e r  t h a n  m e r e l y  a d h e r e n t .

A  s e p a r a t e  g r o u p  h a s  c l a i m e d  t h a t  a  s p e c i f i c  s e c t i o n  of  th e  aq (I) c h a i n  

f o r m s  t h e  b i n d i n g  s i t e  f o r  f i b r o b l a s t  a t t a c h m e n t  t o  c o l l a g e n  ( K l e i n m a n  

e t  a l .  1978) .  One m a y  n o w  s p e c u l a t e  w h e t h e r  f i b r o b l a s t s ,  n o r m a l l y  

a d h e r e n t  to  s u r r o u n d i n g  c o l l a g e n ,  b e c o m e  d e t a c h e d  by  p r o t e a s e s
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i n c l u d i n g  c o l l a g e n a s e  w a s h i n g  p a s t  f r o m  a n  i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n  

a n d  a r e  p r o v o k e d  to  m o v e  t o w a r d s  t h e  s i t e  o f  c o l l a g e n  d e g r a d a t i o n ,  

w h e r e  t h e  p r o v i s i o n  o f  n e w  c o l l a g e n  w o u ld  be  a p p r o p r i a t e .

A p a r t  f r o m  c o l l a g e n ,  f i b r o b l a s t s  s y n t h e s i s e  a n d  e x p o r t  th e  

g l y c o s a m i n o g l y e a n s  of  g r o u n d  s u b s t a n c e ,  e l a s t i n  a n d  f i b r o n e c t i n .

T h e  c o m p l e m e n t  c o m p o n e n t  C l q  c o n t a i n s  a c o l l a g e n - l i k e  h y d r o x y p r o l i n e  - 

r i c h  s e q u e n c e  ( C a l c o t t  a n d  M u l l e r - E b e r h a r d  , 1972) a n d  h a s  b e e n  

d e t e c t e d  in  f i b r o b l a s t s  ( A l - A d n a n i  a n d  M c G e e ,  1976).

H u m a n  s k i n  f i b r o b l a s t s  in  c u l t u r e  s y n t h e s i s e  b o th  ty p e  I a n d  ty p e  

II I  c o l l a g e n  (G a y  e t  a l .  1976) .  In t i s s u e  t y p e  I f o r m s  t h i c k  e o s i n o p h i l i c  

f i b r e s  a n d  ty p e  III f o r m s  r e t i c u l i n .  In  c u l t u r e  t h e r e  a p p e a r s  t o  be  

r i g i d  c o n t r o l  o f  t h e  p r o p o r t i o n s  s e c r e t e d  b y  f i b r o b l a s t s ,  the  r e l a t i v e  

p r o p o r t i o n s  r e m a i n i n g  c o n s t a n t  a t  d i f f e r e n t  p h a s e s  o f  g r o w t h  ( H a n c e  

a n d  C r y s t a l ,  1977).  T h i s  m a y  no t  be  so  in  p a t h o l o g i c a l  s t a t e s  a s  

N a r a y a n a n  e t  a l .  (1978)  f o u n d  l a r g e l y  ty p e  I c o l l a g e n  b e i n g  s e c r e t e d  by  

f i b r o b l a s t s  f r o m  c h r o n i c a l l y  i n f l a m e d  g i n g i v a .  In e x p e r i m e n t a l l y  

i n j u r e d  l i v e r  a n d  s k i n  w o u n d s ,  ty p e  III c o l l a g e n  p r e d o m i n a t e s  a t  f i r s t .

(S ee  C h a p t e r  3) . D e s h m u k h  a n d  S a w y e r  (1977) f o u n d  t h a t  t h e  t y p e  of  

c o l l a g e n  m a d e  b y  c h o n d r o c y t e s  in  c u l t u r e  w a s  ty p e  I w h e n  a t t a c h e d  b u t  

t h e  n o r m a l  t y p e  II w h e n  in  s u s p e n s i o n .  A  v a r i e t y  of  o t h e r  a g e n t s  s u c h  

a s  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  c o u l d  a l s o  i n d u c e  g e n e  s w i t c h i n g .

T h e  d e t a i l e d  b i o c h e m i s t r y  of  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a n d  i t s  d i s o r d e r s  

h a v e  b e e n  r e c e n t l y  r e v i e w e d  in  s o m e  d e p t h  ( P r o c k o p  e t  a l .  1979 ;

M i n o r  1980) .  T h e  m a j o r  s t e p s  a r e  s u m m a r i s e d  in  F i g s .  1:1 to  1:3 a n d  

w h i c h  h a v e  b e e n  a d a p t e d  l a r g e l y  f r o m  t h e s e  s o u r c e s .  E a c h  ty p e  of  

c o l l a g e n  i s  c o m p o s e d  o f  a  p a r t i c u l a r  c o m b i n a t i o n  of  a - c h a i n s  f o r m i n g  

a  t r i p l e  h e l i x .  T h e  c h a i n s  a r e  m a d e  o f  r e p e a t i n g  t r i p l e t s  o f  g lyc ine-  

a n d  t w o  o t h e r  a m i n o  a c i d s  w i t h  h y d r o x y p r o l i n e  o f t e n  in  th e  Y p o s i t i o n .

T h e  f o r m a t i o n  a n d  s t a b i l i t y  o f  t h e  t r i p l e  h e l i x  i s  n o w  k n o w n  to  be  

d e p e n d e n t  on  t h e  h y d r o x y l a t i o n  of  p r o l i n e  w h i c h  i s  a  p o s t - t r a n s l a t i o n a l  

m o d i f i c a t i o n .  F a i l u r e  o f  h y d r o x y l a t i o n  due  to  v i t a m i n  C d e f i c i e n c y  

p r o d u c e s  t h e  c l i n i c a l  s y n d r o m e  of  s c u r v y  a s  t h i s  v i t a m i n  i s  a n  e s s e n t i a l  

c o f a c t o r .  H ig h  d o s a g e  c o r t i c o s t e r o i d  t h e r a p y  a l s o  i n t e r f e r e s  w i th  

h y d r o x y l a t i o n .  O t h e r  d e f e c t s  a f f e c t i n g  m a n  a n d  a n i m a l s ,  o f t e n  c o n g e n i t a l ,  

a r e  i n c r e a s i n g l y  b e i n g  r e c o g n i s e d  t h r o u g h o u t  t h e  s y n t h e t i c  p a t h w a y .
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T h e  e n z y m e  r e s p o n s i b l e  f o r  h y d r o x y l a t i o n  i s  c o l l a g e n  p r o l y l  

h y d r o x y l a s e  a n d  i t  i s  l o c a t e d  w i t h i n  th e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  w h e r e  

a - c h a i n s  a r e  h y d r o x y l a t e d  a s  t h e y  a r e  s y n t h e s i s e d .  T h i s  e n z y m e  i s  

o n e  o f  t h e  o x y g e n a s e s ,  a  g r o u p  of  e n z y m e s  w i t h  t h e  u n iq u e  r e q u i r e m e n t s  

o f  a - k e t o g l u t a r a t e , f e r r o u s  ion ,  a n d  m o l e c u l a r  o x y g e n  a s  c o f a c t o r s .  

H y d r o x y p r o l i n e ,  l o n g  t h o u g h  to  be  e x c l u s i v e  t o  c o l l a g e n ,  h a s  now  b e e n  

fo u n d  in  s m a l l  a m o u n t s  in  C l q ,  e l a s t i n  a n d  a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e .  I t  

r e m a i n s  v a l i d ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  a c t i v i t y  of  t h e  e n z y m e  in  a  t i s s u e  

p a r a l l e l s  t h e  r a t e  o f  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i n  a  w id e  v a r i e t y  o f  n o r m a l  

a n d  p a t h o l o g i c a l  t i s s u e s  ( C a r d i n a l e  a n d  U d e n f r i e n d ,  1974) .  T h e  s p e c i a l  

r e q u i r e m e n t s  of  t h i s  e n z y m e  a n d  i t s  k e y  r o l e  i n  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  

c o m b i n e  t o  o f f e r  a  s e n s i t i v e  a n d  m e a n i n g f u l  a s s a y  ( A p p e n d ix  No.  3).

C o l l a g e n  w h i c h  h a s  n o t  b e e n  d e n a t u r e d  i s  r e s i s t a n t  t o  p r o t e o l y t i c  

d i g e s t i o n  a n d  t h i s  p r o c e s s  m u s t  be  i n i t i a t e d  b y  a  c o l l a g e n a s e .  T h i s  

o f f e r s  t h e  o p p o r t u n i t y  f o r  a n  a s s a y  of  p r o d u c t i o n  b a s e d  on  th e  

s p e c i f i c i t y  of  c o l l a g e n a s e  d i g e s t i o n  a n d  r e l e a s e  o f  r a d i o - l a b e l l e d  

p e p t i d e s  ( A p p e n d i x  No.  4) .

T h e  a p p e a r a n c e  of  c o l l a g e n  i n  a  l e s i o n  h a s  l o n g  b e e n  t h o u g h t  t o  be  

a  b a l a n c e  b e t w e e n  s y n t h e s i s  a n d  d e g r a d a t i o n .  H o w e v e r ,  i t  h a s  b e e n  

s h o w n  in  e x p e r i m e n t a l  l i v e r  i n j u r y  t h a t  t h e  d e p o s i t i o n  of  c o l l a g e n  i s  a  

c o n s e q u e n c e  b o t h  of  i n c r e a s e d  p r o d u c t i o n  a n d  r e d u c e d  d e s t r u c t i o n  of  

c o l l a g e n  ( R u i z - T o r r e s  e t  a l .  1976).  C o l l a g e n a s e  i s  p r o d u c e d  n o t  o n ly  

b y  i n f l a m m a t o r y  c e l l s  b u t  by  f i b r o b l a s t s  t h e m s e l v e s  a n d  c o l l a g e n a s e  

i s  n o w  r e c o g n i s e d  to  b e  b o u n d ,  p r o b a b l y  in  i n a c t i v e  f o r m  to  i t s  

s u b s t r a t e  c o l l a g e n  ( M o n t f o r t  a n d  P e r e z - T a m a y o ,  1975) in  a l l  t i s s u e s ,  

r a t h e r  i n  t h e  w a y  t h a t  p l a s m i n o g e n  i s  b o u n d  t o  f i b r i n o g e n .  T h e  e n z y m e  

m a y  be  p r e s e n t  a s  a n  e n z y m e - i n h i b i t o r  c o m p l e x  o r  in  a  " p r o "  f o r m  

a n d  t h e  r e g u l a t i o n  o f  i t s  a c t i v i t y  i s  u n k n o w n  ( P e r e z - T a m a y o ,  1978).  

R e y n o l d s  e t  a l .  (1977)  p o s t u l a t e  t h a t  i t  i s  a c t i v a t e d  b y  p r o t e a s e s  in 

i n f l a m m a t i o n .  T h e r e  i s  s o m e  e v i d e n c e  o f  i t s  i n v o l v e m e n t  in  g r o w t h  

( K l e i n  a n d  C h a n d r a r a j a n  1977) a n d  l e s s  a p p e a r s  b o u n d  to  c o l l a g e n  

o n c e  e x p e r i m e n t a l  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  c i r r h o s i s  b e c o m e s  i r r e v e r s i b l e  

( M o n t f o r t  a n d  P e r e z - T a m a y o ,  1978).
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A p a r t  f r o m  i t s  l i k e l y  r o l e  in  c o n t r o l l i n g  e x t r a c e l l u l a r  c o l l a g e n  

t u r n o v e r ,  c o l l a g e n a s e  o r  o t h e r  p r o t e a s e s  m a y  h a v e  a n  i n t r a c e l l u l a r  

f u n c t i o n  s i n c e  c o l l a g e n  h a s  n o w  b e e n  c o n v i n c i n g l y  s h o w n  to  be  

d e g r a d e d  i n t r a c e l l u l a r l y .  B i e n k o w s k i  e t  a l .  (1978)  found  t h a t  a b o u t  

30% o f  c o l l a g e n  c h a i n s  s y n t h e s i s e d  a r e  r e d u c e d  a g a i n  to  s m a l l  

p e p t i d e s  by  f i b r o b l a s t s  a n d  t h e n  r e l e a s e d  in t o  th e  m e d i u m .  No 

d e g r a d a t i o n  o c c u r r e d  i n  t h e  m e d i u m .  T h e y  p o i n t  ou t  t h a t  a l t h o u g h  i t  

h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  i n t r a c e l l u l a r  d e g r a d a t i v e  p r o c e s s e s  h a v e  a  c o n t r o l  

r o l e  i n  r e g u l a t i n g  t h e  q u a n t i t y  of  p r o t e i n s  t h a t  f u n c t i o n  w i t h i n  c e l l s ,  

s u c h  d e g r a d a t i o n  h a s  n o t  p r e v i o u s l y  b e e n  c o n s i d e r e d  a s  a  g e n e r a l  

m e c h a n i s m  f o r  r e g u l a t i n g  e x p o r t  of  p r o t e i n s .  B y  s u b s t i t u t i n g  a  p r o l i n e  

a n a l o g u e  in  c u l t u r e ,  d e g r a d a t i o n  w a s  d o u b l e d .  T h i s  f in d in g  s u g g e s t s  a  

w a y  i n  w h i c h  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  m i g h t  c o n t r o l  e f f e c t i v e  

c o l l a g e n  s e c r e t i o n  b y  c o n f e r r i n g  s t a b i l i t y  on  t h e  t r i p l e  h e l i x  a n d  

i m m u n i t y  f r o m  i n t r a c e l l u l a r  d e g r a d a t i o n .



S y n t h e s i s  o f  e x t r a c e l l u l a r  p r o t e i n s

F i g .  1:1 C o l l a g e n  i s  a  p r o t e i n  s y n t h e s i s e d  f o r  e x p o r t .  T h e  s i g n a l  

h y p o t h e s i s  s u g g e s t s  t h a t  r i b o s o m a l  a s s e m b l y  of  a m i n o  a c i d s  in  t h e  

c y t o p l a s m  b e g i n s  w i t h  a  " p r e - s e q u e n c e " .  T h i s  a t t a c h e s  the  r i b o s o m e  tp  

t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a s  s h o w n  a n d  i s  s u b s e q u e n t l y  r e m o v e d  e v e n  

b e f o r e  t h e  c h a i n  i s  c o m p l e t e .  T h e r e  i s  r e c e n t  e v i d e n c e  t h a t  t h e r e  m a y  be  

n o  n e e d  t o  p o s t u l a t e  a  p o r e  f o r  t r a n s p o r t  o f  t h e  p r o t e i n  a c r o s s  th e  

m e m b r a n e .  T h e  r i b o s o m e  b e c o m e s  s u f f i c i e n t l y  f i r m l y  a t t a c h e d  t h a t  the  

g r o w i n g  p e p t i d e  c h a i n  i s  p r o p e l l e d  a c r o s s ,  p o s s i b l y  l e a v i n g  th e  p r e ­

s e q u e n c e  e m b e d d e d  i n  t h e  m e m b r a n e  ( r e v i e w e d  b y  F r e e d m a n ,  1980).
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S y n t h e s i s ,  p r o c e s s i n g  a n d  s e c r e t i o n  of  c o l l a g e n

F i g .  1:2 D i f f e r e n t  t y p e s  of  t i s s u e  s t r u c t u r e s  a r e  c o m p o s e d  o f  d i f f e r e n t  

t y p e s  of  c o l l a g e n  of  a t  l e a s t  5 m a j o r  k i n d s  d i f f e r i n g  in  t h e  a  c h a i n  

c o m p o s i t i o n  o f  t h e  t r i p l e  h e l i x .  F o l l o w i n g  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  g e n e s  f o r  

e a c h  d i f f e r e n t  p r o c o l l a g e n  c h a i n ,  t h e  m e s s e n g e r  R N A  i s  t r a n s l a t e d  on  

t h e  r o u g h  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  A s  t h e  c h a i n s  e n t e r  th e  c i s t e r n a e  

v a r i o u s  p o s t - t r a n s l a t i o n a l  m o d i f i c a t i o n s  o c c u r .  H y d r o x y l a t i o n  o f  p r o l i n e  

a n d  l y s i n e  r e s i d u e s  b y  p r o l y l  3 -  o r  4 - h y d r o x y l a s e  a n d  b y  l y s y l  h y d r o x y l a s e  

r e q u i r e s  t h e  p r e s e n c e  o f  f r e e  o x y g e n ,  a - k e t o g l u t a r a t e ,  a s c o r b a t e  a n d  

f e r r o u s  i o n .

H y d r o x y l a t i o n  o f  p r o l i n e  r e s i d u e s  i s  a n  e s s e n t i a l  r e q u i r e m e n t  f o r  

t r i p l e  h e l i x  f o r m a t i o n  w h i c h  m a y  b e g i n  e v e n  b e f o r e  d e t a c h m e n t  o f  

n a s c e n t  p r e p r o - a - c h a i n s  f r o m  r i b o s o m e s .  I n t e r c h a i n  d i s u l p h i d e  b o n d  

f o r m a t i o n  o c c u r s  b e t w e e n  t h e  C - t e r m i n a l  p r o p e p t i d e s .  A s  l y s y l  r e s i d u e s  

a r e  h y d r o x y l a t e d ,  s u g a r  r e s i d u e s  a r e  a d d e d  b y  g a l a c t o s y l  a n d  

g l u c o s y l  t r a n s f e r a s e s .  T h e  p r o p e p t i d e  r e g i o n s  a r e  g l y c o s y l a t e d  b y  

g l u c o s y l  a n d  m a n n o s y l  t r a n s f e r a s e s .

T h e  p r o c o l l a g e n  m o l e c u l e s  a r e  t r a n s p o r t e d  in  v e s i c l e s  f r o m  t h e  

R E R  t o  t h e  G o lg i  c o m p l e x .  T h e  p r o c o l l a g e n  m o l e c u l e s  a r e  a l i g n e d  in  

c o n d e n s e d  s e c r e t i o n  g r a n u l e s  w h i c h  a r e  t r a n s p o r t e d  to  t h e  c e l l  s u r f a c e  

f o r  r e l e a s e  i n t o  t h e  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e .  T h i s  t r a n s p o r t  m e c h a n i s m  i s  

p o o r l y  u n d e r s t o o d  b u t  m a y  b e  d i s r u p t e d  b y  a g e n t s  w h i c h  d i s r u p t  

m i c r o t u b u l e s  o r  m i c r o f i l a m e n t s , o r  w h i c h  i n h i b i t  e n e r g y  p r o d u c t i o n .
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E x t r a c e l l u l a r  P r o c e s s i n g  of  C o l l a g e n

F i g .  1:3 P r o c o l l a g e n  i s  c o n v e r t e d  to  c o l l a g e n  e x t r a c e l l u l a r l y  b y  

r e m o v a l  of  C-  a n d  N - t e r m i n a l  p r o p e p t i d e s  b y  tw o  c o r r e s p o n d i n g  

e n z y m e s .  T h e  r e s u l t a n t  c o l l a g e n  m o l e c u l e s  a g g r e g a t e  s p o n t a n e o u s l y  

in to  f i b r i l s .  A d d i t i o n a l  t e n s i l e  s t r e n g t h  i s  c o n f e r r e d  b y  c r o s s -  

l i n k a g e  of  t h e  f i b r i l s  b y  c o v a l e n t  b o n d s  o f  v a r i o u s  t y p e s  c a t a l y s e d  b y  

l y s y l  o x i d a s e ,  a  c o p p e r - c o n t a i n i n g  e n z y m e .



PR
OC

OL
LA

GE
N 

M
OL

EC
UL

E

• <
Oo

_J UJ
<  o

u

:d
o
UJ

o  • <
5  o o
2  O  
lii fO 
O  w 
<

o
o

-J  UJ
<  o  
S h  
2  0 - 
cc W
UJ 0-h- o  • cr z  a

•<
o»n

M i'::-

o o

c
—  5

o 
£ o

e 9
Q S

a)
I
■
Q>

OU
0)
? f
a> w
a  c 
C o

• <
O
C\J



T h e  c o n t r o l  o f  f i b r o b l a s t  a c t i v i t y  

K n o w l e d g e  f r o m  t i s s u e  c u l t u r e

T h e  i d e a , t h a t  th e  i n f l a m m a t o r y  c e l l s  in  c h r o n i c  i n f l a m m a t i o n  

m i g h t  e l i c i t  t h e  g r o w t h  of  r e p a r a t i v e  t i s s u e , h a s  b e e n  in  e x i s t e n c e  

f o r  s o m e  t i m e .  H o w e v e r  a  f i r m  b a s i s  f o r  th e  i d e a  w a s  n o t  e s t a b l i s h e d  

u n t i l  C a r r e l  (1922)  i n  a  s e r i e s  o f  f a s c i n a t i n g  e x p e r i m e n t s  u t i l i s i n g  

t h e  t h e n  n e w  t i s s u e  c u l t u r e  t e c h n i q u e s ,  fo u n d  t h a t  l e u k o c y t e  

e x t r a c t s  i n c r e a s e d  f i b r o b l a s t  g r o w t h  in  c u l t u r e  a s  d id  e m b r y o n i c  

t i s s u e  j u i c e s .  P e r i t o n e a l  i n f l a m m a t o r y  e x u d a t e s  a n d  e x t r a c t s  of  

h e a l i n g  w o u n d s  h a d  a  s i m i l a r  e f f e c t .  He c o n c l u d e d  t h a t  l e u k o c y t e s  

w e r e  c a p a b l e  of  b r i n g i n g  g r o w t h  a c t i v a t i n g  s u b s t a n c e s  t o  t i s s u e  c e l l s .  

P r a c t i c a l l y  a l l  w o r k  i n  t h i s  a r e a  c o n t i n u e s  t o  b e  c o n c e n t r a t e d  on 

w o u n d  h e a l i n g  a n d  on  t i s s u e  c u l t u r e  o r  o t h e r  in  v i t r o  a p p r o a c h e s .

A s  t h e  p r o l i f e r a t i o n  of  f i b r o b l a s t s  i n  w o u n d s  b e g i n s  t o  d e c l i n e ,  

t h i s  i s  f o l l o w e d  b y  c o l l a g e n  d e p o s i t i o n .  C o l l a g e n  f o r m i n g  f i b r o b l a s t  

c e l l  l i n e s  a l s o  g r o w  t h r o u g h  a  p r o l i f e r a t i v e  p h a s e  in to  s t a t i o n a r y  p h a s e  

w h e n  c o l l a g e n  i s  d e p o s i t e d  e x t r a c e l l u l a r l y .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  h a v e  

l e d  t o  th e  a w a r e n e s s  o f  s e p a r a t e  i n f l u e n c e s  c o n t r o l l i n g  p r o l i f e r a t i o n  

a n d  i n c r e a s e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s .  G r o w t h  i s  t h e  a s p e c t  w h i c h  h a s  

r e c e i v e d  th e  g r e a t e s t  a t t e n t i o n .  T h i s  e f f o r t  h a s  p r o d u c e d  m a n y  f a c t s  

b u t  f e w  e s t a b l i s h e d  c o n c e p t s  a s  y e t .

V i r t u a l l y  a l l  a n i m a l  c e l l s  r e q u i r e  s e r u m  f o r  p r o l i f e r a t i o n  in  

c u l t u r e  in  a d d i t i o n  t o  n u t r i e n t s  a n d  b u f f e r  s a l t s .  S e r u m  c o n t a i n s  h i g h  

m o l e c u l a r  w e i g h t  g r o w t h  f a c t o r s  a n d  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  n u t r i e n t s .  

T h e  d i s t i n c t i o n  b e t w e e n  m i t o g e n s  , n u t r i e n t s , a n d  s u r v i v a l  f a c t o r s  i s  

f r e q u e n t l y  u n c l e a r  b e c a u s e  o f  t h e i r  i n t e r a c t i o n  in  v i t r o . In v iv o  

v a l i d a t i o n  o f  t h e  r o l e  o f  p u t a t i v e  m i t o g e n  i s  i m p r a c t i c a b l e  b e c a u s e  of  

e n d o g e n o u s  f a c t o r s .  T h e  p r e s e n c e  a n d  a c t i v i t y  o f  m a n y  f a c t o r s  a t  

e x t r e m e  d i l u t i o n  h a s  a l s o  h i n d e r e d  r e s e a r c h .  G o s p o d a r o w i c z  a n d  

M o r a n  (1976)  h a v e  e v a l u a t e d  the  m a n y  s u p p o s e d  g r o w t h  f a c t o r s  

e x t r a c t e d  f r o m  b lo o d ,  t i s s u e ,  a n d  t i s s u e  c u l t u r e s .  A f t e r  r e v i e w i n g  

t h e  a p p a l l i n g  c o m p l e x i t y  of  p r o b l e m s  o f  i n t e r p r e t a t i o n  a n d  c i r c u l a r  

a r g u m e n t ,  t h e y  c o n c l u d e  t h a t  i f  s t r i c t  c r i t e r i a  a r e  a d o p t e d ,  m o s t
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f a c t o r s  s u c h  a s  th e  s e r u m  f r a c t i o n s ,  s o m a t o m e d i n s  a n d  i n s u l i n ,  e t c . ,  

a r e  i m p e r f e c t  m i t o g e n s  a l t h o u g h  t h e y  m a y  i n i t i a t e  DNA s y n t h e s i s  in  

c o n c e r t  w i t h  o t h e r  f a c t o r s .  Of a l l  t h e  f a c t o r s  o n ly  F i b r o b l a s t  G r o w t h  

F a c t o r  ( F G F )  a n d  E p i d e r m a l  G r o w t h  F a c t o r  ( E G F )  m e t  a l l  c r i t e r i a .

F G F  i s  a  p o l y p e p t i d e  (13,  400 d a l t o n s )  i s o l a t e d  f r o m  p i t u i t a r y  

a n d  E G F  (6 , 045  d a l t o n s )  h a s  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  s u b m a x i l l a r y  g l a n d  

b u t  d e t e c t e d  a l s o  in  s e r u m  a n d  u r i n e .  I t  i s  f a r  f r o m  c l e a r  w h a t  t h e i r  

p h y s i o l o g i c a l  r o l e  m i g h t  b e  a n d  no  s p e c i f i c  r o l e  i n  i n f l a m m a t i o n  i s  

a p p a r e n t .  P l a t e l e t  f a c t o r  w h i c h  c o n t r i b u t e s  m u c h  to  t h e  s u p e r i o r  

g r o w t h - p r o m o t i n g  p r o p e r t i e s  o f  s e r u m  c o m p a r e d  w i th  p l a s m a  a n d  h a s  

s i m i l a r i t i e s  to  F G F  i s  th e  o n ly  l i k e l y  c a n d i d a t e  s o  f a r  f o r  a  r o l e  in  

w o u n d  h e a l i n g  a n d  r e g e n e r a t i o n  s i n c e  p l a t e l e t s  a n d  s e r u m  m i g h t  g a i n  

u n u s u a l  a c c e s s  in  s u c h  a  s i t u a t i o n .  W ou n d  h e a l i n g  i s  r a t h e r  a  s p e c i a l  

c a s e ,  h o w e v e r ,  a n d  on e  c a n  i m m e d i a t e l y  t h i n k  of  m a n y  p a t h o l o g i c a l  

i n s t a n c e s  o f  c e l l  n e c r o s i s  w i t h  f i b r o g e n e s i s  s u c h  a s  a c u t e  m y o c a r d i a l  

i n f a r c t i o n  w h e r e  p l a t e l e t s  a n d  h a e m o r r h a g e  a r e  n o t  so  p r o m i n e n t .  

P r o t e a s e s  i n c l u d i n g  t h r o m b i n  h a v e  s t i m u l a t o r y  e f f e c t  on  c e l l  d i v i s i o n  

w h i c h  a p p e a r s  t o  be  a  p o t e n t i a t i o n  of  o t h e r  f a c t o r s .  T h i s  c o u l d  be a n  

e f f e c t  on  s u r f a c e  r e c e p t o r s  a n d  i t  i s  p o s s i b l e  t o  i m a g i n e  a  p o s s i b l e  r o l e  

i n  v i v o  in  i n f l a m m a t i o n .  ( C h e n  a n d  B u c h a n a n ,  1975) .  No s in g le  

m e c h a n i s m  f o r  g r o w t h  c o n t r o l  h a s  y e t  a p p e a r e d  b u t  i t  i s  e n t i r e l y  

p o s s i b l e  t h a t  s u c h  a  m e c h a n i s m  e x i s t s  ( G o s p o d a r o w i e z  a n d  M o r a n ,

19 7 6 )  a l t h o u g h  w h e t h e r  t h i s  w o u ld  b e  u t i l i s e d  i n  h e a l i n g  d o e s  no t  

n e c e s s a r i l y  fo l lo w .

T h e  r e l e v a n c e  o f  a l l  t h i s  c o m p l e x i t y  t o  t h e  p r e s e n t  w o r k  i s  t h e  

c o n c l u s i o n  t h a t  t i s s u e  c u l t u r e  a s  a  t e s t  s y s t e m  f o r  p o t e n t i a l  m i t o g e n s  

s p e c i a l  t o  i n f l a m m a t i o n ,  i s  f r a u g h t  w i th  p r o b l e m s  b e c a u s e ,  a l t h o u g h  

i t  i s  e a s y  t o  g r o w  f i b r o b l a s t s  no  one  k n o w s  w h a t  t h e  n o r m a l  m i l i e u  

f o r  " r e s t i n g ” f i b r o b l a s t s  s h o u ld  b e .  C u l t u r e s  w h i c h  r e a c h  s a t u r a t i o n  

d e n s i t y  u s e d  t o  b e  t h o u g h t  to  be  c e l l  c o n t a c t  i n h i b i t e d  b u t  i t  i s  n o w  

r e a l i s e d  t h a t  t h i s  " d e n s i t y  d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n "  i s  a n  a r t e f a c t  ( ? )  

o f  c u l t u r e  d u e  to  l i m i t a t i o n  o f  a c c e s s  t o  s e r u m  in  th e  m e d i u m  ( r e v i e w e d  

b y  H o l l e y ,  1975) .  I n t e n s e  s t i r r i n g  of  t h e  m e d i u m ,  f o r  e x a m p l e ,  c a n
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r e - s t a r t  c e l l  m u l t i p l i c a t i o n .  A n o t h e r  w e l l  k now n  p h e n o m e n o n  of 

t i s s u e  c u l t u r e  h a s  r e c e n t l y  b e e n  c h a l l e n g e d .  T h e  H a y f l i c k  e f f e c t  

w h e r e b y  d i p l o i d  n o n - t r a n s f o r m e d  c e l l s  i n  c u l t u r e  c a n  o n ly  d iv i d e  up  to  

a b o v e  60 t i m e s  i s  n o w  f o u n d  to  be a t t r i b u t a b l e  to  d i l u t i n g  o u t  a  s m a l l  

p r o p o r t i o n  of  s t e m  c e l l s .  It i s  t h o u g h t  t h a t  in  v ivo  t h e s e  s t e m  c e l l s  

c o n t i n u a l l y  g iv e  r i s e  t o  p r o g e n y  w h i c h  e x h i b i t  a  l i m i t e d  r e p l i c a t i v e  

c a p a c i t y  ( H o l l i d a y  e t  a l .  1977) .  T h e  f a c t  t h a t  th e  n u m b e r  of  d i v i s i o n s  

a c h i e v e d  in v i t r o  d i m i n i s h e s  w i t h  th e  a g e  of  t h e  d o n o r  i n d i c a t e s  t h a t  

t h e  H a y f l i c k  e f f e c t  s t i l l  h a s  s o m e  d e e p e r  r e l e v a n c e  to  t h e  p h e n o m e n o n  

o f  a g i n g .

T h e  p r o b l e m s  c o n c e r n i n g  c o n t r o l  o f  c e l l  g r o w t h  a l s o  a p p l y  to  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s .  S h o u ld  one  t e s t  a  s u b s t a n c e  f o r  i t s  a b i l i t y  to  

s t i m u l a t e  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  d u r i n g  e a r l y ,  m i d  o r  l a t e  log  p h a s e  o r  a t  

c o n f l u e n c e  ? W o u ld  t h i s  s u b s t a n c e  n o r m a l l y  be  p r e s e n t  a n y w a y ,  o r  

m i g h t  i t s  p r e s e n c e  i n  i n f l a m m a t i o n  be  r e s t r i c t e d  to  th e  r e l e v a n t  

p h a s e  o f  m a x i m u m  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  ? C o l l a g e n  d e p o s i t i o n  by  d i p l o id  

c e l l s  in  c u l t u r e  o c c u r s  t o w a r d s  c o n f l u e n c e .  T h e  b i o l o g i c a l  a s s a y s  now  

a v a i l a b l e  p e r m i t  m o r e  d e t a i l e d  s t u d y  o f  t h i s  p r o c e s s  g e n e r a l l y  i n  

t r a n s f o r m e d  f i b r o b l a s t s  w h i c h  a r e  t e c h n i c a l l y  e a s i e r  to  c u l t u r e  b e c a u s e  

f o r  o n e  th in g ,  t h e y  do  n o t  d e p o s i t  a n  a d h e r e n t  m a t r i x  of  c o l l a g e n  f i b r e s  

m a k i n g  p a s s a g e  d i f f i c u l t .  L 9 2 9  m o u s e  f i b r o b l a s t s ,  f o r  e x a m p l e ,  a r e  

a  p o p u l a r  c h o i c e  a n d  t h e  f a i l u r e  o f  c o l l a g e n  to  b e  d e p o s i t e d  d e s p i t e  

b e i n g  t h e  m a j o r  p r o t e i n  s y n t h e s i s e d  i s  a t t r i b u t a b l e  t o  t h i s  c e l l  l i n e ' s  

i n a b i l i t y  t o  p r o d u c e  p r o c o l l a g e n  p e p t i d a s e .

F i g . 4:11 i n  C h a p t e r  4 i l l u s t r a t e s  t h a t  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  

i n  L 9 2 9  c e l l s  i s  a c t u a l l y  m a x i m a l  d u r i n g  log  p h a s e .  T h i s  a n t i c i p a t e s  

t h e  l a t e  i n c r e a s e  in  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  w h i c h  i s  due  to  

c o n v e r s i o n  o f  t h e  p r e v i o u s l y  s y n t h e s i s e d  c o m p o n e n t s  t o  a c t i v e  t e t r a m e r  

f o r m a t i o n .  C o m s t o c k  a n d  U d e n f r i e n d  (1970)  s h o w e d  t h a t  t h i s  

a c t i v a t i o n  c o u l d  be  i n d u c e d  a t  a n y  p h a s e  b y  l a c t a t e  in  c o n c e n t r a t i o n s  

k n o w n  to  a p p e a r  a t  l a t e  l o g  p h a s e .  H u n t  e t  a l .  (1978)  s h o w e d  t h a t  

s u c h  h ig h  l a c t a t e  l e v e l s  d id  o c c u r  in  w o u n d s  b y  t h e  u s e  of  i m p l a n t e d  

d i f f u s i o n  c y l i n d e r s .  In t h e s e  c i r c u m s t a n c e s  l a c t a t e  a p p e a r s  to

s u b s t i t u t e  f o r  a s c o r b i c  a c i d  w h i c h  a l s o  a c t i v a t e s  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  •
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A s c o r b i c  a c i d  t e n d s  to  d e t e r i o r a t e  a n d  d i s a p p e a r  r a p i d l y  f r o m  t i s s u e  

c u l t u r e  m e d i u m  a t  3 7 ° C  ( P e t e r k o v s k y ,  1972).  If  a s c o r b i c  a c i d  i s  

c o n s t a n t l y  s u p p l i e d ,  t h e n  p r o l i n e  h y d r o x y l a t i o n  i s  m a x i m a l  a t  a l l  

p h a s e s  of  g r o w t h .  W h i le  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  i s  u n a f f e c t e d ,  th e  

s e c r e t i o n  of  c o l l a g e n ,  p r e s u m a b l y  in  d e g r a d a t i o n - r e s i s t a n t  t r i p l e  

h e l i x  f o r m ,  i s  a l s o  m a x i m a l  a t  a l l  p h a s e s  i f  a s c o r b i c  a c i d  i s  s u p p l i e d  

( C a r d i n a l e  e t  a l .  1975 ; B l a n c k  a n d  P e t e r k o f s k y ,  1975).  In  th e  

a b s e n c e  o f  a s c o r b i c  a c i d ,  c u l t u r e d  f i b r o b l a s t s  s h o w  a c c u m u l a t i o n  of  

c y t o p l a s m i c  p r o c o l l a g e n  d e m o n s t r a b l e  b y  i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  

( G a y  e t  a l .  1976) .  I t  i s  n o w  th o u g h t  t h a t  a s c o r b a t e  i s  a  s p e c i f i c  

r e d u c t a n t  r e q u i r e d  to  r e a c t i v a t e  t h e  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a f t e r  

o x i d a t i o n  o f  e n z y m e - b o u n d  i r o n  ( M y l l y l a  e t  a l .  1978) .  T h e  p r o b l e m  

o f  c o u r s e ,  i s  t o  k n o w  j u s t  w h a t  l i m i t i n g  e f f e c t s  m i g h t  a p p l y  in  v i v o .

I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  M u s s i n i  e t  a l .  (1969) fo u n d  a n  i n c r e a s e  

in  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  m a x i m a l  a t  d a y  5 n o t  j u s t  w i t h i n  r a t  s k in  

w o u n d s  b u t  in  t h e  a d j a c e n t  u n i n j u r e d  s k i n .  T h i s  l a t t e r  e f f e c t  m u s t  be  

e l i c i t e d  f r o m  n o n - p r o l i f e r a t i n g  c e l l s  p r e s u m a b l y  a s  a  r e s u l t  of 

d i f f u s i o n  o f  s o m e  s t i m u l u s .  T h i s  e f f e c t  a l s o  s u g g e s t s  t h a t  t h e  p h a s e  

of c e l l  g r o w t h  i n  v iv o  m a y  n o t  be  c r u c i a l  to  th e  e x p r e s s i o n  of  e n h a n c e d  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s .

C o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s

P r e v i o u s  w o r k  f r o m  t h i s  l a b o r a t o r y  h a s  d e m o n s t r a t e d  in  s i m p l e  

e x t r a c t s  of  e x p e r i m e n t a l l y  i n j u r e d  l i v e r  a n d  s k i n  t h e  p r e s e n c e  of 

f a c t o r s  w h i c h  s t i m u l a t e  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  a n d  c o l l a g e n  

s y n t h e s i s  i n  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s  a n d  l i v e r  s l i c e  o r g a n  c u l t u r e s  (M c G e e  

e t  a l .  1973 ; M c G e e ,  1973 ; O ' H a r e ,  1977 ; F a l l o n ,  1977 ; M c G e e  a n d  

F a l l o n ,  1978) .  T h e  m e t h o d o l o g y  i s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  4 w h e r e  i t  i s  

a p p l i e d  to  p a r a q u a t  l u n g  i n j u r y .  T h e i r  m a j o r  f i n d i n g s  a r e  b r i e f l y  

s u m m a r i s e d  h e r e .

G e l  c h r o m a t o g r a p h y  on  a  c o l u m n  o f  S e p h a d e x  G - 2 5  o f  s u p e r n a t a n t  

f r o m  c r u d e  h o m o g e n a t e  o f  m o u s e  l i v e r  a c u t e l y  d a m a g e d  b y  c a r b o n  

t e t r a c h l o r i d e  s h o w e d  a t  l e a s t  4 z o n e s  o r  p e a k s  o f  s t i m u l a t o r y  a c t i v i t y
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w h e n  f r a c t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  w i th  r e p l i c a t e  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s  a n d  

c o m p a r e d  w i th  c o n t r o l  c u l t u r e s .  W h e n  t h e  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a s s a y  

w a s  u s e d ,  no  s t i m u l a t i o n  w a s  o b s e r v e d  w i t h  c o n t r o l  n o r m a l  l i v e r .

T h e  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a s s a y  t h o u g h  t e c h n i c a l l y  s u p e r i o r  

a n d  m o r e  s e n s i t i v e  s h o w e d  a  s m a l l  p e a k  of  a c t i v i t y  w i t h  n o r m a l  l i v e r  

c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  2nd  p e a k  f r o m  d a m a g e d  l i v e r .  T h i s  w a s  

s u b s e q u e n t l y  s h o w n  to  c o n t a i n  a s c o r b a t e  in  s u f f i c i e n t  c o n c e n t r a t i o n  

t o  a c c o u n t  f o r  t h e  m i n o r  e f f e c t .  T h e  p a t t e r n  o f  p e a k s  f r o m  i n j u r e d  

l i v e r  u s i n g  b o t h  a s s a y s  a p p e a r e d  i d e n t i c a l  a n d  u p  to  4 o r  5 fo ld  

i n c r e a s e s  w e r e  o b s e r v e d .  T h e  p a t t e r n  w a s  c o n s i s t e n t l y  s i m i l a r  a n d  

r e p e a t a b l e  a l l o w i n g  f o r  t h e  v a g a r i e s  o f  t h e  t e s t  s y s t e m .  C e r t a i n l y  no  

s i m i l a r  p a t t e r n  w a s  o b t a i n e d  f r o m  c o n t r o l  m a t e r i a l .

A  s i m i l a r  p a t t e r n  o f  a t  l e a s t  5 z o n e s  o f  a c t i v i t y  w a s  o b t a i n e d  

f r o m  h e a l i n g  m o u s e  s k i n  w o u n d s .  S e l e c t e d  c o l u m n  f r a c t i o n s  f r o m  b o th  

d a m a g e d  l i v e r s  a n d  w o u n d s  a l s o  s t i m u l a t e d  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  in  

m o u s e  l i v e r  s l i c e s  in  o r g a n  c u l t u r e .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  

g u i n e a  p ig  a n d  d o g  l i v e r  s l i c e s .  T h e s e  f i n d i n g s  i n d i c a t e d  t h a t  th e  

f a c t o r s  w e r e  n e i t h e r  o r g a n  o r  s p e c i e s  s p e c i f i c .  I t  w a s  a l s o  fo u n d  t h a t  

a n y  c u l t u r e d  c e l l  l i n e  t h a t  e x p r e s s e d  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  c o u l d  be  

s t i m u l a t e d .

U s i n g  f r a c t i o n s  f r o m  t h e  f i r s t  tw o  p e a k s  f r o m  i n j u r e d  l i v e r  i t  

w a s  s h o w n  t h a t  t h e  e f f e c t s  w e r e  n o t  a d d i t i v e  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e y  a c t e d  

a t  t h e  s a m e  s i t e .  A  r e l a t i v e l y  s m a l l e r  i n c r e a s e  in  g e n e r a l  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  w a s  a l s o  s t i m u l a t e d  b y  t h e s e  f a c t o r s  b u t  t h e  s a m e  i n c r e a s e  

w a s  o b t a i n e d  f r o m  n o r m a l  t i s s u e .  T h i s  s u g g e s t s  a  s p e c i f i c  e f f e c t  on  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s .

T h e  f i r s t  p e a k  o f  a c t i v i t y  i s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  5, 000  d a l t o n s

o r  a b o v e  a n d  t h e  o t h e r  p e a k s  l e s s  t h a n  5, 000  d a l t o n s .  T h e  f a c t o r s

w e r e  s t a b l e  a t  5 6 ° C  f o r  30 m i n u t e s .  A t  l e a s t  t h e  f i r s t  tw o  p e a k s  a r e

t r y p s i n - d e g r a d a b l e  s u g g e s t i n g  a  p e p t i d e  s t r u c t u r e .  T r y p s i n  e x p o s u r e

d i d  n o t  a f f e c t  t h e  m i n o r  a b i l i t y  to  s t i m u l a t e  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  T h e

f a c t o r s  d e t e r i o r a t e d  on s t o r a g e  in  1 o r  2 d a y s  a t  4 ° C  a n d  w e r e  n o t  
o

s t a b l e  a t  - 2 0  C o r  in  l i q u i d  n i t r o g e n .  L a c t a t e ,  a s c o r b a t e ,  a n d



b r a d y k i n i n  w e r e  e x c l u d e d  a s  u n l i k e l y  to  c o n t r i b u t e  to  th e  s t i m u l a t i o n  

o f  c o l l a g e n  s y n t h e s i s .  T h e  p o s s i b i l i t y  o f  p r o t e o l y t i c  p r o d u c t i o n  of  

t h e  f a c t o r s  d u r i n g  h o m o g e n i s a t i o n  w a s  e x c l u d e d  b y  i n c l u s i o n  of  

p r o t e a s e - i n h i b i t o r s . P r o s t a g l a n d i n s  a n d  w e r e  b o t h  d e t e c t e d  

i n  t h e  s e c o n d  p e a k  a n d  a  s i m i l a r  c o n c e n t r a t i o n  of  o n ly  E 2  p r o d u c e d  a 

t w o - f o l d  i n c r e a s e  in  c o l l a g e n  s y n t h e s i s .  A  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  of  F% 

a n d  t h e  s a m e  c o n c e n t r a t i o n  o f  F £ a  w e r e  f o u n d  in  n o r m a l  l i v e r .  S in c e  

p r o s t a g l a n d i n s  a r e  n o t  t r y p s i n  d e g r a d a b l e  b u t  p e a k  2  a c t i v i t y  a p p e a r s  

t o  b e ,  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  m a j o r  e f f e c t  i s  due  t o  one  o r  m o r e  p e p t i d e s .  

N o  e f f e c t  o n  D N A  s y n t h e s i s  o r  c e l l  t u r n o v e r  h a s  b e e n  fo u n d .  In 

c o n c l u s i o n  t h e s e  f a c t o r s  a p p e a r  to  h a v e  a  s e l e c t i v e  s t i m u l a t o r y  a c t i o n  

o n  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i n v o l v i n g  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v a t i o n ,  w h i c h  

i s  ( t h a n k f u l l y )  d i s t i n c t  f r o m  a  g r o w t h  f a c t o r  e f f e c t .

T h e s e  e x p e r i m e n t s  s h o w e d  a  c o n v i n c i n g l y  r e p e a t a b l e  e f f e c t  b u t  by  

t h e i r  d e s i g n  w e r e  n o t  a m e n a b l e  to  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s .  F o r  g ood  

t e c h n i c a l  r e a s o n s  o n ly  a  l i m i t e d  n u m b e r  of  a s s a y s  (up to  2 0 ) c o u l d  be  

p e r f o r m e d  a s  a n y  one  e x p e r i m e n t .  O n ly  1 o r  2  b u f f e r  c o n t r o l s  w e r e  

i n c l u d e d .  M a t e r i a l  f r o m  n o r m a l  t i s s u e  c o u l d  n o t  be  p r o c e s s e d  a n d  

t e s t e d  s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  d a m a g e d  t i s s u e .  T h e s e  p o i n t s  a r e  n o t  so  

m u c h  c r i t i c i s m s  a s  l i m i t a t i o n s  of  t h e  s y s t e m .  F o r  e x a m p l e  th e  m o r e  

c u l t u r e s  u s e d  a s  c o n t r o l s  th e  l e s s  a r e  a v a i l a b l e  t o  show  p e a k s  o f  

a c t i v i t y .  A l s o ,  b y  t h e  v e r y  n a t u r e  o f  the  e f f e c t  o b t a i n e d ,  l e s s  s e n s i t i v e  

n o n - p a r a m e t r i c  s t a t i s t i c s  a r e  r e q u i r e d .  T h e  p a t t e r n  of  p e a k s  o b t a i n e d  

d o e s  n o t  l e n d  i t s e l f  to  q u a n t i t a t i o n  a l l o w i n g  m a p p i n g  of  th e  t i m e - c o u r s e  

o f  e v e n t s .  W h i l e  th e  e f f e c t  w a s  d e m o n s t r a b l e  on  l i v e r  s l i c e s  in  o r g a n  

c u l t u r e ,  t h e  p o s s i b i l i t y  of  a  r e a l l y  c o n v i n c i n g  in  v iv o  e f f e c t  w a s  n o t  

e x p l o r e d  b y  " a d d i n g  b a c k "  t o  t h e  a n i m a l .  Some o f  t h e s e  p r o b l e m s  h a v e  

b e e n  c o n s i d e r e d  in  w o r k  on  p a r a q u a t  l u n g  i n j u r y  i n  C h a p t e r  4.

T h e  p o s s i b i l i t y  o f  m a c r o p h a g e  i n v o l v e m e n t  i n  th e  p r o d u c t i o n  of  

t h e s e  f a c t o r s  w a s  b r i e f l y  c o n s i d e r e d  in  t h e  p r e v i o u s  w o r k  b u t  t h e  c e l l  

s o u r c e ,  i f  a n y ,  o f  t h e s e  f a c t o r s  h a s  n o t  b e e n  d e f i n e d .  T h e  p o s s i b l e  

i n f l u e n c e  o f  m a c r o p h a g e s  on f i b r o g e n e s i s  i s  c o n s i d e r e d  f u r t h e r  in  

C h a p t e r  3 r e g a r d i n g  t h e  r o l e  of  m a c r o p h a g e s  in  l i v e r  i n j u r y .
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R e v i e w  of in  v i t r o  e v i d e n c e  o f  m a c r o p h a g e  f a c t o r s  a f f e c t i n g  c o l l a g e n  

s y n t h e s i s  i s  p o s t p o n e d  u n t i l  C h a p t e r  7.
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C h a p t e r  2

T H E  I D E N T I F I C A T I O N  O F  M A C R O P H A G E S  IN T IS S U E  

BY  I M M U N O H I S T O C H E M I C A L  STAINING

M a c r o p h a g e s  in  t i s s u e  c a n  be  r e c o g n i s e d  by  l i g h t  m i c r o s c o p y  

w i t h  c o n v e n t i o n a l  s t a i n i n g  m e t h o d s .  I n d i v i d u a l  c e l l s  a r e  s e e n  to  be  

l a r g e r  t h a n  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s ,  to  p o s s e s s  l a r g e  i n d e n t e d  

n u c l e i ,  a n d  to  s h o w  P .  A.  S. - p o s i t i v e ,  d i a s t a s e  - r e s i s t a n t ,  c y t o p l a s m i c  

s t a i n i n g .  W h i le  t h e s e  f e a t u r e s  m a y  s u f f i c e  f o r  e v e r y d a y  p u r p o s e s ,  

t h e y  a r e  n o n - s p e c i f i c  a n d  a  s e l e c t i v e  s t a i n i n g  m e t h o d  f o r  l i g h t  m i c r o s c o p y  

w o u l d  b e  a  d e s i r a b l e  t o o l  b u t  a s  y e t  s u c h  a m e t h o d  a p p e a r s  n o t  t o  e x i s t .

M o r e  e x a c t  i d e n t i f i c a t i o n  i s  o b t a i n a b l e  b y  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  

u t i l i s i n g  s u c h  f e a t u r e s  a s  p h a g o c y t i c  v a c u o l e s  a n d  l y s o s o m e s  a n d  t h e  

c h a r a c t e r i s t i c  s u r f a c e  p r o j e c t i o n s  of  th e  a c t i v a t e d  m a c r o p h a g e  ( N o r t h  

a n d  M a c k a n e s s ,  1963) .  E v e n  t h e s e  f e a t u r e s  a r e  n o t  e n t i r e l y  e x c l u s i v e  

( S p e c t o r ,  1969) .

I n g e s t i o n  of  p a r t i c u l a r  m a t e r i a l  s u c h  a s  c a r b o n  c a n  p r o v i d e  good  

i d e n t i f i c a t i o n  b u t  t h i s  r e q u i r e s  p r e v i o u s  i n j e c t i o n ,  a n d  th e  m a t e r i a l  w i l l  

o n l y  g a i n  a c c e s s  to  c e l l s  i n  c o n t a c t  w i t h  th e  c i r c u l a t i o n .  T h e  c e l l s  

a r e  i n  a n y  c a s e  r e n d e r e d  a b n o r m a l  b y  t h e  p r o c e d u r e  i t s e l f .

V a r i o u s  h i s t o c h e m i c a l  m e t h o d s  d e m o n s t r a t i n g  a c i d  p h o s p h a t a s e ,  

e s t e r a s e s ,  l y s o z y m e  a n d  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  a r e  n o n - s p e c i f i c  a n d  m a y  

n e c e s s i t a t e  f r e s h  t i s s u e .  S u r f a c e  r e c e p t o r s  s u c h  a s  th e  F c  r e c e p t o r  

m a y  be  u t i l i s e d  t o  f o r m  r o s e t t e s  w i th  a n t i b o d y - c o a t e d  r e d  c e l l s  ( F i g  2 :1 ) .  

S u c h  m e t h o d s  r e q u i r e  u n f i x e d  c e l l s  o r  t i s s u e  a n d  a r e  a g a i n  n o n - s p e c i f i c .

T h a t  s u c h  d i f f i c u l t i e s  a r e  r e a l  r a t h e r  t h a n  t h e o r e t i c a l  m a y  be  

j u d g e d  f r o m  t h e  r e c e n t  w o r k  of  N a s h  e t  a l  (1980),  w ho  a t t e m p t e d  to  

q u a n t i t a t e  the  m a c r o p h a g e  c o m p o n e n t  i n t e r m i x e d  w i th  m o u s e  m a m m a r y  

t u m o u r .  T h e y  r e p o r t e d  t h a t  no  h i s t o c h e m i c a l  t e c h n i q u e  w a s  s a t i s f a c t o r y ,  

a n d  o b t a i n e d  b e t t e r  r e s u l t s  w i t h  F c  m e d i a t e d  p h a g o c y t o s i s  of  r e d  b lo o d  

c e l l s  by  f r e s h  t u m o u r .  P h a g o c y t o s i s  i s  n o t  e x c l u s i v e  to  t h e  m a c r o p h a g e
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a n d  t h e  m o s t  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  d e f i n i t i o n  o f  th e  m o n o n u c l e a r  

p h a g o c y t e  s y s t e m  i s  b a s e d  on  g l a s s  a d h e r e n c e  (van  F u r t h  a n d  Cohn ,

1 9 6 8 ) - a  f u n c t i o n a l  p r o p e r t y  i r r e l e v a n t  to  h i s t o l o g i c a l  s e c t i o n s .

C o h e n  (1973)  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  of  th e  p l a s m a  p r o t e i n  

d j  - a n t i t r y p s i n  in  p u l m o n a r y  m a c r o p h a g e s  by  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  

u s i n g  a  s p e c i f i c  a n t i b o d y .  M o r e  r e c e n t l y  t h i s  a n t i p r o t e a s e  h a s  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  in  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e s  b y  th e  i m m u n o p e r o x i d a s e  

t e c h n i q u e  a n d  th e  p r e s e n c e  of  t h i s  g r a n u l a r  c y t o p l a s m i c  s t a i n i n g  in  the  

n e o p l a s t i c  c e l l s  of  c e r t a i n  t y p e s  of  s m a l l  i n t e s t i n a l  l y m p h o m a  h a s  b e e n  

h e l d  a s  e v i d e n c e  o f  m a c r o p h a g e  l i n e a g e  ( I s a a c s o n  e t  a l ,  1979) .  S ince  

a l b u m i n  a n d  i m m u n o g l o b u l i n  w e r e  n o t  s t a i n e d ,  i t  i s  s t a t e d  t h a t  th e  

p r e s e n c e  o f  a j - a n t i t r y p s i n  i s  n o t  l i k e l y  t o  be  due  to  u p t a k e  f r o m  the  

p l a s m a  a n d  t h e r e f o r e  m u s t  be  due  t o  s y n t h e s i s .  T h i s  i s  a  t o t a l l y  

p r e m a t u r e  c o n c l u s i o n  in  t h e  a b s e n c e  of  p o s i t i v e  e v i d e n c e  of  s y n t h e s i s  

a s  a g a i n s t  the  m e r e  p r e s e n c e  of  a  p r o t e i n .  A  s p e c i f i c  u p t a k e  of  

a  1 - a n t i t r y p s i n  i s  f e a s i b l e .  T h i s  i s  s u p p o r t e d  by  C o h e n ' s  o b s e r v a t i o n  

(1973)  t h a t  m a c r o p h a g e s  f r o m  a  s u b j e c t  t o t a l l y  d e f i c i e n t  in  a j - a n t i t r y p s i n  

( h o m o z y g o t e  Z Z )  w e r e  i n i t i a l l y  n e g a t i v e  w i th  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  b u t  

b e c a m e  p o s i t i v e  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i th  n o r m a l  s e r u m .  T h i s  m e t h o d  of 

d e m o n s t r a t i n g  m a c r o p h a g e s  i s  o b v i o u s l y  p r o m i s i n g  b u t  i t  i s  n o t  s t a t e d  

w h e t h e r  p o l y m o r p h s  a l s o  s t a i n  a n d  th e  d i s t r i b u t i o n  of  s t a i n i n g  t h r o u g h o u t  

t h e  b o d y  i s  n o t  d e s c r i b e d  a s  y e t .  T h e  u b i q u i t o u s  n a t u r e  of  - a n t i t r y p s i n ,  

a n  a c u t e  p h a s e  r e a c t a n t  p r o t e i n  of  r e l a t i v e l y  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  

(45 ,  000  d a l t o n s )  a n d  i t s  p r e s e n c e  in  h e p a t o c y t e s  ( w h e r e  t h e r e  i s  good  

e v i d e n c e  o f  s y n t h e s i s )  w o u ld  be  e x p e c t e d  to  l i m i t  th e  a p p l i c a t i o n  of  

t h i s  t e c h n i q u e  p a r t i c u l a r l y  a t  i n f l a m m a t o r y  s i t e s  a n d  i n  t h e  l i v e r .

T h e r e  i s  n o t h i n g  n e w  a b o u t  t h e  r a i s i n g  of  a n  a n t i b o d y  t o  a 

p r e p a r a t i o n  of  m a c r o p h a g e s .  T h i s  ty p e  of  a p p r o a c h  u s i n g  a n t i l e u c o c y t e  

a n d  a n t i n e u t r o p h i l  a n t i b o d y  h a s  p r o v i d e d  a  b a s i c  t o o l  f o r  t h e  e x p e r i m e n t a l  

s t u d y  of  a c u t e  i n f l a m m a t i o n  s i n c e  t h e  d a y s  of  M e t c h n i k o f f  ( r e v i e w e d  by  

S i m p s o n  a n d  R o s s ,  1971) .  S i m i l a r l y  a n t i b o d i e s  to  m a c r o p h a g e s  h a v e  

b e e n  u s e d  to. i n a c t i v a t e  m a c r o p h a g e s  in  wounds  ( L e i b o v i c h  a n d  R o s s ,
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1975)  a n d  to  p r o v o k e  g i a n t  c e l l  f o r m a t i o n  by  m a c r o p h a g e  f u s i o n  

( C h a m b e r s ,  1977).

S u c h  a n  a n t i s e r u m  w a s  r a i s e d  t o  m o u s e  p e r i t o n e a l  m a c r o p h a g e s  

w i t h  t h e  o r i g i n a l  i n t e n t i o n  of  m o d i f y i n g  t h e  c o u r s e  of  e v e n t s  in  

e x p e r i m e n t a l  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  l i v e r  i n j u r y .  T h i s  h a s  n o t  y e t  b e e n  

a t t e m p t e d  a s  t h e  a p p l i c a t i o n  to  i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  h a s  p r o v e d  so  

d i s t r a c t i n g l y  s u c c e s s f u l .

T h e  fo l l o w i n g  w o r k  i s  d e s c r i b e d  in  t h r e e  s e c t i o n s .  T h e  f i r s t  

d e s c r i b e s  th e  p r e p a r a t i o n  of th e  a n t i b o d y  a n d  th e  r e s u l t s  w i t h  n o r m a l  

m o u s e  t i s s u e s ,  s o m e  u n e x p e c t e d ,  a r e  d i s p l a y e d .  T h e  s e c o n d  

i l l u s t r a t e s  a n  e x p e r i m e n t a l  a p p l i c a t i o n  t o  g i a n t  c e l l  f o r m a t i o n  in 

c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  l i v e r  i n j u r y .  T h i s  p h e n o m e n o n  i s  a l s o  c o n s i d e r e d  

in  i t s  o w n  r i g h t  w i t h  a d d i t i o n a l  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  f i n d i n g s .  F i n a l l y ,  

t h e  i m p l i c a t i o n s  of  th e  t e c h n i q u e  a n d  c u r r e n t  w o r k  w i th  h u m a n  

m a c r o p h a g e s  a r e  b r i e f l y  d i s c u s s e d  w i th  r e g a r d  t o  p o t e n t i a l  a p p l i c a t i o n s .



1) T H E  P R E P A R A T I O N  O F  A N T IB O D Y  AND R E S U L T S  

W I T H  N O R M A L  M O U S E  T IS S U E S

P r e p a r a t i o n  o f  a n t i b o d y  :

T h e  m e t h o d  o f  L i e b o v i c h  a n d  R o s s  (19*75) w a s  f o l l o w e d .  R a b b i t s  

r e c e i v e d  r e p e a t e d  e a r  v e i n  i n j e c t i o n s  of  m o u s e  m a c r o p h a g e s  o b t a i n e d  

b y  p e r i t o n e a l  l a v a g e .  E a c h  m o u s e  r e c e i v e d  0. 5 m l  of  s t e r i l e  m i n e r a l  

o i l  b y  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  3 d a y s  b e f o r e  t h e  c e l l s  w e r e  r e c o v e r e d .  

E a c h  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  c o n s i s t e d  of  a p p r o x i m a t e l y  50 m i l l i o n  

c e l l s  s u s p e n d e d  in  i s o t o n i c  s a l i n e  w i t h o u t  a d j u v a n t  a n d  f o u r  s u c h  

i n j e c t i o n s  w e r e  g iv e n  o v e r  a  3 m o n t h  p e r i o d .  T h e  r a b b i t s  w e r e  b l e d  

o n e  w e e k  a f t e r  t h e  l a s t  i n j e c t i o n .  T h e  s a m e  p r o c e d u r e  w a s  u s e d  to  

p r o d u c e  a n  a n t i b o d y  to  r a t  p e r i t o n e a l  m a c r o p h a g e s .

T h e  m a c r o p h a g e s  o b t a i n e d  b y  t h i s  m e t h o d  c o n t a i n e d  p r o m i n e n t  

c y t o p l a s m i c  v a c u o l e s  o f  o i l .  T h e  p u r i t y  o f  t h e  m a c r o p h a g e s  in  t h e  

p e r i t o n e a l  w a s h i n g s  w a s  a b o u t  9 0 % a s  a s s e s s e d  b y  l i g h t  m i c r o s c o p y  of  

c y t o s p i n  p r e p a r a t i o n s  s t a i n e d  b y  h a e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n  a n d  b y G i e m s a .  

O b v i o u s l y  b lo o d  s t a i n e d  s a m p l e s  w e r e  r e j e c t e d  b u t  s u b s e q u e n t  c y t o s p i n  

p r e p a r a t i o n s  o f  a c c e p t a b l e  s a m p l e s  s h o w e d  v a r i a b l e  c o n t a m i n a t i o n  w i th  

s m a l l  n u m b e r s  o f  r e d  c e l l s ,  p o l y m o r p h s ,  l y m p h o c y t e s  a n d  m e s o t h e l i a l  

c e l l s .

T h e  a n t i s e r u m  o b t a i n e d  w a s  a b s o r b e d  to  r e m o v e  u n w a n te d  

a n t i - e r y t h r o c y t e  a c t i v i t y ,  f o l l o w i n g  c o m p l e m e n t  i n a c t i v a t i o n  by  h e a t i n g  

t o  5 6 ° C .  H e p a r i n i s e d  w h o le  m o u s e  b l o o d  w a s  w a s h e d  3 t i m e s  in  0.  01 M 

p h o s p h a t e - b u f f e r e d  s a l i n e  pH 7 . 2  ( P . B . S . ) .  T h e  f in a l  c e n t r i f u g e d  

p e l l e t  w a s  m i x e d  w i t h  t w i c e  i t s  v o l u m e  o f  th e  u n d i l u t e d  r a b b i t  a n t i s e r u m  

a n d  i n c u b a t e d  f o r  30 m i n u t e s  a t  3 7 ° C ,  f o l l o w e d  b y  r e m o v a l  of  c e l l s  by  

c e n t r i f u g a t i o n .  T h e  i n t e n s i t y  o f  m a c r o p h a g e  s t a i n i n g  a p p e a r e d  

u n a f f e c t e d  b y  t h i s  p r o c e d u r e .

A  m i n o r  d e g r e e  of  s t a i n i n g  o f  m o u s e  p o l y m o r p h o n u c l e a r  

l e u k o c y t e s  w a s  i n c o n s t a n t l y  o b t a i n e d  in  s u b s e q u e n t  i m m u n o p e r o x i d a s e  

w o r k .  A l th o u g h  n o t  a l w a y s  a  p r o b l e m  t h i s  c o u l d  be  r e m o v e d  by



a b s o r p t i o n .  M o u s e  p o l y m o r p h s  of  r a t h e r  v a r i a b l e  p u r i t y  (60% to  80%)

w e r e  o b t a i n e d  b y  p e r i t o n e a l  l a v a g e  f o l l o w i n g  tw o  i n t r a p e r i t o n e a l

i n j e c t i o n s  o f  s t e r i l e  3% p r o t e o s e  p e p t o n e  in  P .  B . S .  a s  d e s c r i b e d  b y

H u m p h r i e s  (1955) .  H i g h e r  p u r i t y  (80% a p p r o x i m a t e l y )  w a s  o b t a i n e d

b y  l a v a g e  6  h o u r s  f o l l o w i n g  a  s i n g l e  i n j e c t i o n .  A n t i s e r u m  d i l u t e d  40
o

t i m e s  w i t h  P .  B . S .  w a s  i n c u b a t e d  f o r  30 m i n u t e s  a t  37 C w i th  p o l y m o r p h s  

w h i c h  w e r e  s u b s e q u e n t l y  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  C o m p l e t e  r e m o v a l  

o f  p o l y m o r p h  s t a i n i n g  a m o n g s t  t h e  c e l l s  w i t h i n  l a r g e  b l o o d  v e s s e l s  in 

s e c t i o n s  w a s  a c h i e v e d  a t  t h e  p r o p o r t i o n s  of 2  m i l l i o n  c e l l s  p e r  m l  of  

d i l u t e d  a n t i b o d y  w h i l s t  r e t a i n i n g  m a c r o p h a g e  s t a i n i n g .

S t a i n i n g  of  S e c t i o n s  f o r  L i g h t  M i c r o s c o p y

P a r a f f i n  s e c t i o n s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t i s s u e s  f i x e d  f o r  24  h o u r s  

i n  0.  12 M p h o s p h a t e  b u f f e r e d  f o r m a l i n ,  p H  7 . 2 .  E n d o g e n o u s  p e r o x i d a s e  

a c t i v i t y  w a s  s u p p r e s s e d  by  t r e a t m e n t  f o r  30 m i n u t e s  w i th  m e t h a n o l  

c o n t a i n i n g  h y d r o c h l o r i c  a c i d  a n d  h y d r o g e n  p e r o x i d  e .  T h i s  w a s  

f o l l o w e d  b y  a  s t a n d a r d  i m m u n o p e r o x i d a s e  e n z y m e  b r i d g e  m e t h o d  ( s e e  

A p p e n d i x  N o.  1) b a s e d  on M a s o n  e t  a l  (1969)  S e c t i o n s  w e r e  c o u n t e r ­

s t a i n e d  w i t h  h a e m a t o x y l i n  o r  m e t h y l  g r e e n .  A n t i - m a c r o p h a g e  a n t i b o d y  

w a s  g e n e r a l l y  u s e d  a t  a  d i l u t i o n  of  1:40 w i t h  P .  B . S .

C o n t r o l  s e c t i o n s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  n o r m a l  r a b b i t  s e r u m  in  p l a c e  

o f  s p e c i f i c  a n t i s e r u m  a n d  a l s o  w i th  a n t i s e r u m  a b s o r b e d  w i t h  i n t a c t  

m o u s e  p e r i t o n e a l  m a c r o p h a g e s  p r e p a r e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .

0 .  5 m l  o f  a n t i s e r u m  d i l u t e d  1:50 w i t h  P .  B . S .  p r e v i o u s l y  i n c u b a t e d  

f o r  30  m i n u t e s  a t  3 7 ° C  w i t h  10 m i l l i o n  c e l l s  p r o d u c e d  no  s t a i n i n g .  T h e  

c e l l s  u s e d  f o r  a b s o r p t i o n  s t a i n e d  i n t e n s e l y  i f  s u b s e q u e n t l y  s u b j e c t e d  to  

t h e  r e s t  o f  th e  i m m u n o p e r o x i d a s e  p r o c e d u r e .

P r e p a r a t i o n  of  L i v e r  f o r  E l e c t r o n  M i c r o s c o p y

M i c e  w e r e  k i l l e d  b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n  a n d  t h e  a b d o m e n  o p e n e d  

a t  o n c e .  T h e  l i v e r  w a s  i m m e d i a t e l y  i n j e c t e d  w i t h  s e v e r a l  m l  of  0. 12 M 

p h o s p h a t e  b u f f e r e d  f o r m a l i n  a t  4 C w h i c h  c a u s e d  s w e l l i n g  a n d  b l a n c h i n g .
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T i s s u e  w a s  t h e n  t a k e n  f r o m  a d j a c e n t  t o  t h e  n e e d l e  t r a c k  a n d  s m a l l  

b l o c k s  o f  1 c u b i c  m m  s i z e  w e r e  t r i m m e d  a n d  f i x e d  o v e r n i g h t  a t  4°  

i n  t h e  s a m e  f i x a t i v e .

O n  t h e  fo l l o w i n g  d a y  a n  i m m u n o p e r o x i d a s e  p r o c e d u r e  s u i t a b l e  f o r  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  b a s e d  on  a  m e t h o d  by  W i l s o n - K i m b a l l  a n d  N a k a n e  

(1 9 7 8 )  w a s  c o m m e n c e d  (See  A p p e n d ix  No.  2) .  T h e  p r o c e d u r e  w a s  

a d a p t e d  to  m a k e  i t  a s  c o m p a r a b l e  a s  p o s s i b l e  w i t h  t h e  m e t h o d  a t  l i g h t  

l e v e l .  I t  i s  n o t e w o r t h y  t h a t  th e  i m m u n o p e r  o x i d a s e  s t a i n e d  b l o c k s  i f  

e x a m i n e d  b y  l i g h t  m i c r o s c o p y  e i t h e r  b e f o r e  e m b e d d i n g  o r  a f t e r  e m b e d d i n g  

b u t  b e f o r e  c u t t i n g ,  s h o w e d  t h e  s a m e  p a t t e r n  o f  e x c l u s i v e l y  K u p f f e r  c e l l  

s t a i n i n g  a s  w i t h  t h e  c o n v e n t i o n a l  m e t h o d .  G l u t a r a l d e h y d e  w a s  fo u n d  to  

a b o l i s h  a n t i g e n i c i t y  w i t h  t h e  c o n v e n t i o n a l  m e t h o d  a n d  so  w a s  n o t  u s e d  

f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  T h i s  i s  a  r e c o g n i s e d  p r o b l e m  w i th  

g l u t a r a l d e h y d e  a s  i s  t h e  c r e a t i o n  of  d i f f u s i o n  b a r r i e r s  a t  m e m b r a n e s  

( K r a e h e n f u h l  a n d  J a m i e s o n ,  1974).

C o n s i d e r a t i o n  of  the  R e s u l t s  w i th  N o r m a l  M o u s e  T i s s u e s  ( F i g s  2:2 to  2:9)

T h e  c e l l  l i n e  o f  m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e s  i s  s u p p o s e d  to  c o n s i s t  o f  

m o n o b l a s t s ,  p r o m o n o c y t e s ,  m o n o c y t e s  a n d  m a c r o p h a g e s  (v an  F u r t h  a n d  

C o h n ,  1968).  T h e  p r e s e n t  r e s u l t s  f r o m  s t a i n i n g  a l a r g e  v a r i e t y  of  m o u s e  

t i s s u e s  w i t h  a n t i - m a c r o p h a g e  a n t i s e r u m  c o n f i r m  th e  u n i t y  of t h i s  c e l l  

s y s t e m .

C e l l s  of  m o n o c y t e  m o r p h o l o g y  a l o n e  s t a i n e d  a m o n g s t  c e l l s  w i t h i n  

b l o o d  v e s s e l s  u s i n g  th e  f u l l y  a b s o r b e d  a n t i s e r u m .  M o n o c y t o i d  c e l l s  a n d  

m y e l o i d  b u t  n o t  e r y t h r o i d  p r e c u r s o r s  o r  m e g a k a r y o c y t e s  a p p e a r e d  t o  be  

s t a i n e d  in  f e m o r a l  m a r r o w  o b t a i n e d  b y  e x t r u s i o n  u n d e r  p r e s s u r e  of  

i n j e c t e d  f i x a t i v e .  H o w e v e r  t h e  p r e p a r a t i o n s  so  f a r  o b t a i n e d  a r e  o f  p o o r  

q u a l i t y  a n d  a r e  n o t  i l l u s t r a t e d .  D e c a l c i f i c a t i o n  d e s t r o y e d  a n t i g e n i c i t y
I

p r e v e n t i n g  e x a m i n a t i o n  of  o s t e o c l a s t s .

A l t h o u g h  t h e  m o n o c y t i c  o r i g i n  of  m a c r o p h a g e s  e l s e w h e r e  a p p e a r s  

to  b e  r e l a t i v e l y  u n d i s p u t e d ,  the  o r i g i n  o f  t h e  K u p f f e r  c e l l  c o n t i n u e s  to  

e x c i t e  c o n t r o v e r s y  a s  e x t e n s i v e l y  d i s c u s s e d  in  c o n t e n d i n g  a r t i c l e s  a t  a  

r e c e n t  s y m p o s i u m  ( K u p f f e r  C e l l s  a n d  O t h e r  L i v e r  S i n u s o i d a l  C e l l s ,



e d i t e d  b y  W i s s e  a n d  R n o o k ,  1977).  T h e  b e s t - a r g u e d  c a s e  t o  m y  m i n d  

w a s  p r e s e n t e d  b y  v a n  F u r t h  e t  a l .  (1977)  b o t h  f r o m  th e  p o i n t  of  v i e w  of 

r e v i e w i n g  the  e v i d e n c e  a n d  in  th e  p r e s e n t a t i o n  of  n e w  d a t a  r e g a r d i n g  

t h e  k i n e t i c s  o f  K u p f f e r  c e l l s  in  t h e  n o r m a l  a n i m a l  a n d  a f t e r  

a d m i n i s t r a t i o n  of  z y m o s a n .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e i r  c o n c l u s i o n  t h a t  th e  

K u p f f e r  c e l l  i s  o f  m a r r o w  o r i g i n  d e s p i t e  th e  a b i l i t y  to  d i v i d e  l o c a l l y  to  

a  l i m i t e d  e x t e n t ,  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  o u r  r e s u l t s .  As i l l u s t r a t e d  i n  F i g .  2:2 

a n d  F i g .  2 :8  K u p f f e r  c e l l s  s t a i n  p o s i t i v e l y  a t  b o t h  l i g h t  a n d  e l e c t r o n  

m i c r o s c o p i c  l e v e l s .  E n d o t h e l i a l  c e l l s  a n d  p e r i  s i n u s o i d a l  f i b r o b l a s t s  

( I to  c e l l s ,  o r  l i p o c y t e s )  do  n o t  s t a i n .

I m m u n o p e r  o x i d a s e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o f  K u p f f e r  c e l l s  s h o w e d  

d e n s e  s u r f a c e  d e p o s i t i o n  o f  r e a c t i o n  p r o d u c t  c o a t i n g  s u r f a c e  m a c r o -  

v i l l o u s  p r o j e c t i o n s  a n d  th e  s u r f a c e  g e n e r a l l y .  In  a d d i t i o n  m a n y  s m a l l  

o u t e r  c y t o p l a s m i c  v e s i c l e s ,  m o s t  p r o b a b l y  p i n o c y t o t i c  v e s i c l e s ,  s t a i n e d  

p o s i t i v e l y .  T h i s  i s  in  c o n t r a s t  to  e n d o g e n o u s  p e r o x i d a s e  s t a i n i n g  w h ic h  

i s  l o c a l i s e d  to  t h e  n u c l e a r  e n v e l o p e  a n d  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  

( D e i m a n n  a n d  F a h i m i  1977),  a n d  w h i c h  c a n  a l s o  be  found  in  e n d o t h e l i a l  

c e l l s  i n  t h e  s a m e  l o c a t i o n s  (S h o h r  e t  a l .  1978) .  I t  i s  of  i n t e r e s t  to  n o te  

t h a t  K u p f f e r  c e l l s  h a v e  a  c h a r a c t e r i s t i c  f u z z y  o u t e r  c o a t  t h i c k e r  t h a n  

a n y  o t h e r  c e l l  c o a t  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  of  t h a t  on  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i a l  

c e l l s  ( W i s s e ,  1974) .  T h i s  c o a t  i s  a b o u t  700  X  t h i c k  a n d  i s  d e m o n s t r a b l e  

o n l y  b y  s p e c i a l  t e c h n i q u e s .  T h i s  m a t e r i a l  i s  a l s o  p r e s e n t  in  p i n o c y t o t i c  

v e s i c l e s  a n d  m e m b r a n e  i n v a g i n a t i o n s  ( r e v i e w e d  b y  W i s s e ,  1977).  T h e  

n a t u r e  a n d  f u n c t i o n  of  t h i s  m a t e r i a l  i s  u n k n o w n  a n d  i t  i s  t e m p t i n g  t o  

s u p p o s e  t h a t  i t  i s  t h i s  m a t e r i a l  w h i c h  i s  b e i n g  s t a i n e d  a n d  t h a t  t h i s  i s  

r e s p o n s i b l e  f o r  th e  u n i q u e  f a c i l i t y  of  m a c r o p h a g e s  f o r  r a p i d  g l a s s  - 

a d h e r e n c e .

C e l l s  s t a i n i n g  i n  l y m p h  n o d e s  w e r e  d i s t r i b u t e d  in a  p r e d i c t a b l e  

f a s h i o n  o c c u p y i n g  t h e  s u b c a p s u l a r  s i n u s  a n d  t h e  s i n u s e s  o f  t h e  m e d u l l a .  

O c c a s i o n a l  c e l l s  w e r e  s c a t t e r e d  t h r o u g h  th e  c e n t r e s  of  g e r m i n a l  

f o l l i c l e s .  In  t h e  t h y m u s  m o s t  m a c r o p h a g e s  w e r e  o b s e r v e d  in  th e  

c o r t i c a l  r e g i o n  in  f a i r  n u m b e r s  a n d  one  w o n d e r s  w h a t  t h e i r  f u n c t i o n  c a n
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b e  a t  t h i s  s i t e .  In th e  s p l e e n  th e  m a j o r i t y  a r e  in  th e  r e d  p u lp .

T h e r e  h a s  b e e n  s o m e  c o n t r o v e r y  o v e r  th e  n a t u r e  of  e p i d e r m a l  

L a n g e r h a n s  c e l l s  w i t h  s o m e  a u t h o r s  c o n s i d e r i n g  t h e m  to  be  of  

m a c r o p h a g e  ty p e  (S t in g le  e t  a l ,  1977) .  No p o s i t i v e l y  s t a i n i n g  c e l l s  

w e r e  o b s e r v e d  in  e p i d e r m i s  h o w e v e r .  S i m i l a r l y  n e g a t i v e  r e s u l t s  w e r e  

o b t a i n e d  in  th e  r e n a l  g l o m e r u l u s  w h e r e  m e s a n g i a l  c e l l s  a r e  s u p p o s e d  

t o  b e  m a c r o p h a g e s  b y  s o m e  a u t h o r s  ( M a u e r  e t  a l ,  1972).

C e l l s  w h i c h  s t a i n  p o s i t i v e l y  c a n  b e  s e e n  in  t h e  s t r o m a  o f  a l l  

t i s s u e s  e x a m i n e d  c o r r e s p o n d i n g  to  t h e  t r a d i t i o n a l  f ix e d  t i s s u e  h i s t i o c y t e s  

b u t  t h e i r  n u m b e r s  v a r y  g r e a t l y  a c c o r d i n g  to  t h e  s i t e .  In  t h e  b r a i n  t h e y  

a r e  s e e n  in  s m a l l  n u m b e r s  in  t h e  c h o r o i d  p l e x u s  p l u s  o c c a s i o n a l  s i n g l e  

p e r i v a s c u l a r  c e l l s  e l s e w h e r e  b e i n g  p r e s u m a b l y  m i c r o g l i a .  T h e  

p a n c r e a t i c  s t r o m a  a l s o  h a s  a  s c a n t y  p o p u l a t i o n  a n d  in  t h e  k id n e y  t h e y

| a p p e a r  t o  b e  c o n f i n e d  t o  i n t e r s t i t i a l  t i s s u e  a d j a c e n t  t o  b l o o d  v e s s e l s .

| L a r g e r  n u m b e r s  a r e  s e e n  in  r e l a t i o n  to  v a r i o u s  s u r f a c e s  a s  m i g h t  be

! a n t i c i p a t e d  ; t h e y  a r e  p l e n t i f u l  in  d e r m i s ,  in  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  of  the
[

u r e t e r  a n d  b l a d d e r ,  in th e  l a m i n a  p r o p r i a  of  s m a l l  i n t e s t i n a l  v i l l i  a n d

| t o  a  l e s s e r  e x t e n t  in  t h a t  of  c o l o n .  In  lu n g ,  m a c r o p h a g e s  w e r e  p r o m i n e n t

i n  i n t e r s t i t i u m  a n d  in  a l v e o l i .  At t h i s  l a t t e r  s i t e  w h e r e  m a c r o p h a g e s  

l i e  f r e e  o f  s u r r o u n d i n g  t i s s u e  c o n t a c t s  a n d  b e c o m e  r o u n d e d ,  th e  

s t a i n i n g  p a t t e r n  of  t h e  c e l l  i s  m o r e  o b v i o u s l y  r e l a t e d  to  t h e  s u r f a c e .

M o d e r a t e  n u m b e r s  of  m a c r o p h a g e s  a r e  s e e n  in  f a l l o p i a n  t u b e s ,  

p e r i t o n e a l  s u r f a c e s ,  a d i p o s e  t i s s u e ,  c a r d i a c  a n d  s k e l e t a l  m u s c l e  and'  

s a l i v a r y  g l a n d s .  A  c u r i o u s  f in d in g  w a s  t h e  p r e s e n c e  o f  m a c r o p h a g e s  

i n  e n d o c r i n e  a r e a s .  M a c r o p h a g e s  w e r e  s e e n  w i t h i n  p a n c r e a t i c  i s l e t s ,  

p a r a t h y r o i d  a n d  t h y r o i d  g l a n d s  a n d  p a r t i c u l a r l y  a m o n g s t  l e y d i g  c e l l s  

in  t h e  t e s t i s .  Do t h e y  i n g e s t  e n d o c r i n e  s e c r e t o r y  p r o d u c t s  a t  t h e s e  

s i t e s  ? A g a in  m a c r o p h a g e s  w e r e  p r o m i n e n t  in  a n  a b d o m i n a l  

s y m p a t h e t i c  n e r v e  g a n g l i o n  a n d  in  t h e  m e d u l l a  ( th o u g h  n o t  c o r t e x )  of  

t h e  a d r e n a l .  D o e s  t h i s  i n d i c a t e  a  nm o p p i n g - u p M o f  n e u r a l  s e c r e t o r y  

p e p t i d e s  ?

L a t e r  in  t h e  y e a r  a f t e r  t h i s  w o r k  w a s  p r e s e n t e d  to  t h e  P a t h o l o g i c a l

I

i



S o c i e t y ,  a  F r e n c h  g r o u p  r e p o r t e d  s i m i l a r  r e s u l t s  w i th  a n t i - r a t  

p e r i t o n e a l  m a c r o p h a g e  a n t i s e r u m .  T h e i r  a i m  w a s  t o  c o n f i r m  th e  

m o n o c y t i c  o r i g i n  of  b r a i n  m a c r o p h a g e s  a n d  th e  o n ly  o t h e r  t i s s u e s  

e x a m i n e d  w e r e  t h y m u s  a n d  s p l e e n .  T h e y  u s e d  f r o z e n  s e c t i o n s  a n d  

i n d i r e c t  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  a n d  t h e  r e s u l t s  a r e  of  p r e d i c t a b l y  

l i m i t e d  q u a l i t y .  It i s  i n t e r e s t i n g  to  n o t e  t h a t  t h e y  u s e d  t h e i r  a n t i b o d y  

a t  a  s i m i l a r  d i l u t i o n  a n d  f o u n d  n o  c r o s s - r e a c t i o n  w i t h  n e u t r o p h i l s ,  

p l a t e l e t s  o r  l y m p h o c y t e s  ( P e r s s o n  a n d  R o n n b a c k ,  1979).

In  g e n e r a l  the  f i n d i n g s  c o r r e s p o n d  t o  t h e  u s u a l  d e s c r i p t i o n  of 

t h e  m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e  s y s t e m .  T h e  p a r a f f i n  s e c t i o n  o r i e n t a t e d  

m e t h o d o l o g y  a l l o w s  f u r t h e r  a s s e s s m e n t  t h a n  p r e v i o u s l y  p o s s i b l e  of 

c e l l  l i n e a g e  in  d i s p u t e d  a r e a s  a n d  h a s  d i s c l o s e d  s o m e  a d d i t i o n a l  

c u r i o u s  a n a t o m i c a l  f i n d i n g s .  T h e  n a t u r e  of  t h e  m a c r o p h a g e  s u r f a c e  

m a t e r i a l  s t a i n e d  i s  u n c e r t a i n  b u t  t h e  m a c r o p h a g e  " f u z z y  c o a t "  s e e m s  

a  m o r e  l i k e l y  c a n d i d a t e  t h a n  s p e c i f i c  k n o w n  r e c e p t o r s  s u c h  a s  t h e  F c  

r e c e p t o r  w h i c h  c a n  be  fo u n d  on  o t h e r  c e l l  t y p e s .



F i g  Z : 1 M o u s e  p e r i t o n e a l  m a c r o p h a g e s  c o n t a i n i n g  p h a g o c y t o s e d  

c a r b o n  p a r t i c l e s  a n d  r o s e t t e d  w i th  s h e e p  r e d  c e l l s  c o a t e d  w i th  

a n t i - r e d  c e l l  a n t i b o d y .  W e t  p r e p a r a t i o n ,  u n s t a i n e d .  X 1 , 2 6 0
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A) J e j u n u m .  M a c r o p h a g e s  
p r o m i n e n t  in  th e  l a m i n a  p r o p r i a  
X 175

B)  I l e u m .  M a c r o p h a g e s  l e s s  ^  
p r o m i n e n t  in  t h e  l a m i n a  p r o p r ik - .  
M a n y  p r e s e n t  in m e s e n t e r y .  X  ’t
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C) P a n c r e a s .  M a c r o p h a g e s  in  
i n t e r s t i t i u m .  N one  in  i s l e t s .
X 175

' f M
D) T h y r o i d  a n d  P a r a t h y r o i d .  • i 
M a c r o p h a g e s  w i th i n  b o th  g l a n d s .  
X 175
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B) N e r v e  g a n g l i o n  f r o m  
m e s e n t e r y .  M a c r o p h a g e s  a m o n g s t  
g a n g l i o n  c e l l s .  X 280 - ^
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A) N o r m a l  r a t  l u n g .  I n t e r s t i t i a l  
a n d  a l v e o l a r  m a c r o p h a g e s .  X 175
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C) 4 - d a y  p a r a q u a t  l u n g .  M i l d l y  
d a m a g e d  a r e a .  N e g a t i v e  p o l y m o r p h ,  
f i b r o b l a s t s  & r e g e n e r a t i n g  ty p e  II 
c e l l s .  R i m  of  s t a i n i n g  a r o u n d  
m a c r o p h a g e s .  X 700

\M S'*
D) L a r g e  b lo o d  v e s s e l  to  
s h o w  a d v e n t i t i a l  m a c r o p h a g e s . * .  { 
X 70



.big c : o  l m m u n o p e r o x i d a s e  l a b e l i m g  0 1  K u p i t e r  c e i l  a t  

u l t r a m i c r o s c o p i c  l e v e l  w i th  a n t i m a c r o p h a g e  a n t ib o d y .

T h e  K u p f f e r  c e l l  in  a s i n u s o i d  s h o w s  s o m e  c y t o p l a s m i c  

p r o j e c t i o n s  a n d  s h o w s  g r a n u l a r  s u r f a c e  a n d  s o m e  c y t o p l a s m i c  

s t a i n i n g .  An a d j a c e n t  p e r i s i n u s o i d a l  f i b r o b l a s t  (I to c e l l )  

c o n t a i n s  a t y p i c a l  f a t  g lo b u l e  (— >) a n d  i s  u n s t a i n e d ,  a s  a r e  

p o r t i o n s  of  h e p a t o c y t e  c y t o p l a s m .  U n s t a i n e d ,  X 3 1 , 8 5 0

; i ..

m m



F i g  2 :9  I m m u n o p e r o x i d a s e  l a b e l l i n g  of K u p f f e r  c e l l  

m e m b r a n e  a t  u l t r a m i c r o s c o p i c  l e v e l .  T h e  g r a n u l a r  s t a i n i n g  

i s  l a r g e l y  l o c a t e d  on t h e  c e l l  m e m b r a n e  w h ic h  a p p e a r s  to  h a v e  

a  c o n f i g u r a t i o n  m a t c h i n g  the  e n d o t h e l i a l  s u r f a c e  f r o m  w h i c h  i t  

a p p e a r s  to h a v e  b e e n  t o r n .  S o m e  o u t e r  c y t o p l a s m i c  s t a i n i n g  of 

s m a l l  v e s i c l e s ,  p r o b a b l y  p i n o c y t o t i c  v e s i c l e s ,  i s  p r e s e n t .

U n s t a i n e d ,  X 5 1 , 2 5 0
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2) G IA N T  C E L L  F O R M A T I O N  IN C A R B O N  T E T R A C H L O R I D E

L I V E R  IN J U R Y  IN T H E  M O U S E

C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  p o i s o n i n g  p r o d u c e s  c e n t r i l o b u l a r  

h e p a t o c y t e  n e c r o s i s  a n d  i s  th e  m o s t  g e n e r a l l y  u s e d  m o d e l  of a c u t e  

t o x i c  l i v e r  i n j u r y .  R e p e a t e d  d o s a g e  r e s u l t s  in  c i r r h o s i s  (See 

C h a p t e r  3).  B y  3 d a y s  a f t e r  p o i s o n i n g  m o s t  of th e  n e c r o t i c  d e b r i s  h a s  

b e e n  r e m o v e d  a n d  t h e r e  i s  a  c o n s i d e r a b l e  m e s e n c h y m a l  i n f i l t r a t e  

a r o u n d  th e  c e n t r a l  v e i n s .  U s i n g  the  i m m u n o p e r o x i d a s e  t e c h n i q u e  t h i s  

c a n  b e  s e e n  to  b e  c o m p o s e d  l a r g e l y  o f  m a c r o p h a g e s  ( F i g .  2:10A).  A f t e r  

a  w e e k  th e  l i v e r  h a s  u s u a l l y  r e t u r n e d  to  n o r m a l .

C a r e f u l  e x a m i n a t i o n  of  the  i n f i l t r a t e  a f t e r  a b o u t  4 d a y s  s h o w s  th e  

p r e s e n c e  o f  g i a n t  c e l l  f o r m a t i o n .  T h i s  b e c o m e s  a m o r e  p r o m i n e n t  

f e a t u r e  a m o n g s t  th e  s h r i n k i n g  m e s e n c h y m a l  i n f i l t r a t e  a f t e r  5 d a y s  in 

o n ly  a t h i r d  o f  a n i m a l s  ( F i g s .  2 :1 0  C D) a n d  d i s a p p e a r s  by d a y  6 . In 

o c c a s i o n a l  a n i m a l s  t h e r e  i s  p e r s i s t e n c e  a r o u n d  f o c i  of c a l c i f i c a t i o n  f o r  

u p  t o  2 w e e k s .  T h i s , u s u a l l y  v e r y  t r a n s i e n t , p h e n o m e n o n  of g i a n t  c e l l  

f o r m a t i o n  s e e m s  to  h a v e  e s c a p e d  c o m m e n t  by  p r e v i o u s  i n v e s t i g a t o r s  

w h o  h a v e  t e n d e d  to  m e n t i o n  o n ly  m u n t i n u c l e a t e d  r e g e n e r a t i n g  h e p a t o c y t e s  

( a s s u m i n g  th e  tw o  c e l l  t y p e s  n o t  to  h a v e  b e e n  c o n f u s e d ) .  I m m u n o -  

p e r o x i d a s e  s t a i n i n g  c o n f i r m s  t h e  m a c r o p h a g e  n a t u r e  of the  d e b r i s -  

r e l a t e d  g i a n t  c e l l s .

P r e v i o u s  e x p e r i m e n t a l  w o r k  on m a c r o p h a g e  g i a n t  c e l l s  o r  

p o l y k a r y o n s  h a s  b e e n  c a r r i e d  ou t  in v i t r o  o r  h a s  u s e d  i n e r t  m a t e r i a l s  

s u c h  a s  s i l i c a  o r  g l a s s  to  c a u s e  g i a n t  c e l l  f o r m a t i o n .  T h e  p r e s e n t  

m o d e l  o f f e r s  a n  o p p o r t u n i t y  to  s t u d y  g i a n t  c e l l  f o r m a t i o n  in  v iv o  in 

r e s p o n s e  t o  n e c r o t i c  t i s s u e  of  e n d o g e n o u s  o r i g i n .

I t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  g i a n t  c e l l s  m a y  f o r m  w h e n  s e v e r a l  

m a c r o p h a g e s  a t t e m p t  to  i n g e s t  a  s i n g l e  p a r t i c l e  ( r e v i e w e d  by  C h a m b e r s ,

1978) .  In  l i v e r ,  m a c r o p h a g e s  a r e  s e e n  to  a d h e r e  to the  s u r f a c e  of 

n e c r o t i c  h e p a t o c y t e  s a n d  a  s e q u e n c e  of  e v e n t s  c a n  b e  t r a c e d ,  

r e c o g n i s a b l e  a t  l i g h t  l e v e l  b u t  m o r e  c l e a r l y  s e e n  w i th  e l e c t r o n
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m i c r o s c o p y ,  l e a d i n g  to  g i a n t  c e l l  f o r m a t i o n  ( F i g s .  2:11 to  2 :1 5 ) .

A s  a  n e c r o t i c  c e l l  i s  p r o g r e s s i v e l y  e r o d e d  by  p h a g o c y t i c  a c t i v i t y ,  

so  m a c r o p h a g e s  a r e  o b s e r v e d  to  f u s e  w i t h  t h e i r  n e i g h b o u r s  f o r m i n g  

w h a t  a p p e a r s  a s  a  r i n g  in  c r o s s - s e c t i o n  bu t  w h a t  m u s t  be  a s p h e r e  

in  t h r e e  d i m e n s i o n s  a r o u n d  a p r o g r e s s i v e l y  d i m i n i s h i n g  l a c u n a  of 

n e c r o t i c  d e b r i s .  C l o s e  a p p o s i t i o n  of  m e m b r a n e s  of  

i n t e r d i g i t a t i n g  l a m e l l i p o d i a  a p p e a r s  to  p r e c e d e  f u s i o n .  At  l i g h t  

l e v e l  t h i s  d e b r i s ,  i n i t i a l l y  n e g a t i v e  w i t h  th e  i m m u n o p e r o x i d a s e  

t e c h n i q u e ,  b e c o m e s  p o s i t i v e  a s  i t  i s  e n c l o s e d  a n d  t h i s  m a y  i n d i c a t e  

a c c u m u l a t i o n  of  m a c r o p h a g e  d e r i v e d  a n t i g e n s  o r  p e n e t r a t i o n  by  m a n y  

m a c r o p h a g e  f i l i p o d i a .  G i a n t  c e l l s  w i th  m u l t i p l e  p e r i p h e r a l  n u c l e i  

m e a s u r i n g  up  to  50 jjl in  d i a m e t e r  a r e  the  e n d  r e s u l t  of t h i s  r e m a r k a b l e  

p r o c e s s .

L i t t l e  i s  k n o w n  o f  t h e  r e g u l a t i o n  a n d  f a t e  of  m a c r o p h a g e s  ( A d a m s ,  

1976) .  T h e  f u n c t i o n  of  g i a n t  c e l l s  i s  a l s o  u n c e r t a i n  a l t h o u g h  t h e r e  i s  

s o m e  e v i d e n c e  o f  c y t o p l a s m i c  r e o r g a n i s a t i o n  i n  t h e  l o n g e r  l i v e d  

L a n g h a n s  ty p e  s u g g e s t i n g  s o m e  s e c r e t o r y  a c t i v i t y  (C o h n  a n d  K r a u s ,  

1980 ) .  On th e  b a s i s  of  c h r o m o s o m a l  a b n o r m a l i t i e s  i t  h a s  b e e n  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e y  a r e  t h e  t e r m i n a l  s t a g e  in  t h e  e v o l u t i o n  of  the  

m a c r o p h a g e  g r a n u l o m a  ( M a r i a n o  a n d  S p e c t o r ,  1974).  T h i s  i s  

s u p p o r t e d  b y  o u r  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  g i a n t  c e l l s  a r e  a  n o r m a l l y  

t r a n s i e n t  p h e n o m e n o n  a n d  a r e  th e  l a s t  t y p e  of  m a c r o p h a g e  to  d i s a p p e a r  

a s  h e a l i n g  i s  c o m p l e t e d .  It m a y  be  t h a t  m a c r o p h a g e  f u s i o n  a n d  g i a n t  

c e l l  f o r m a t i o n ,  so  p r o m i n e n t  a  f e a t u r e  of  g r a n u l o m a s ,  f o r m  a n  e x t r e m e  

e x a m p l e  of  a  p h e n o m e n o n  a p p l i c a b l e  to  c h r o n i c  i n f l a m m a t i o n  in  

g e n e r a l  a n d  t h a t  m i n o r  t r a n s i e n t  e x a m p l e s  of f u s i o n  h a v e  b e e n  

o v e r l o o k e d .  S o m e  s i g n a l  o r  m e c h a n i s m  f o r  s e l f  d e s t r u c t i o n  m u s t  

o c c u r  w h e n  m a t e r i a l  a v a i l a b l e  f o r  p h a g o c y t o s i s  o r  r e s i s t a n t  to  

d i s s o l u t i o n  a s  a  r e s u l t  of  c a l c i f i c a t i o n  i s  no  l o n g e r  p r e s e n t .  I t i s  

k n o w n  t h a t  s c a t t e r e d  p i g m e n t e d  m a c r o p h a g e s  c a n  p e r s i s t  f o r  m a n y  

y e a r s  a t  t h e  s i t e  o f  a n  i n c i d e n t  of  d a m a g e  o r  i n f a r c t i o n .  Do t h e y  p e r s i s t  

b e c a u s e  t h e y  h a v e  m i s s e d  a p h a s e  of  f u s i o n  w i th  o t h e r  m a c r o p h a g e s  

a n d  h a v e  b e e n  d e n i e d  t h e  o p p o r t u n i t y  to  a c h i e v e  o b l i v i o n  ?
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A) L i v e r  3 d a y s  a f t e r  C C I 4 . 
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a d h e r e n t  to  a  n e c r o t i c  m o u s e  h e p a t o c y t e  (H). T h e  m a c r o p h a g e s  

a r e  i d e n t i f i a b l e  b y  t h e i r  m a n y  c y t o p l a s m i c  p r o j e c t i o n s  a n d  m a n y  

o r g a n e l l e s  i n c l u d i n g  l y s o s o m e s .  T h e  h e p a t o c y t e  s h o w s  

d e g e n e r a t i n g  c y t o p l a s m  w i th  c e n t r a l  c l u m p i n g  of o r g a n e l l e s .

T h e  h e p a t o c y t e  n u c l e u s  i s  n o t  in the  p l a n e  of  s e c t i o n .

X 10, 750
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F i g  2 :12  A. P r o g r e s s i v e  r e m o v a l  of  n e c r o t i c  h e p a t o c y t e s  by  

m a c r o p h a g e s .  F i l i p o d i a  (— >) a r e  p a r t i c u l a r l y  p r o m i n e n t .

X 2, 780

F i g  2 :12  B .  A g g r e g a t i o n  of m a c r o p h a g e s  a r o u n d  r e s i d u a l  

d e b r i s .  T h e  a r e a  i n d i c a t e d  (— >) i s  s e e n  a t  h i g h e r  

m a g n i f i c a t i o n  in  the  n e x t  F i g u r e .

X 3, 360



F i g  2 :13  I n t e r d i g i t a t i n g  l a m e l l i p o d i a  of  f u s in g  

m a c r o p h a g e s .  P h a g o l y s o s o m e s  p e r s i s t  c o n t a i n i n g  d e b r i s .

X 3 2 , 5 0 0



An e x a m p l e  (— >) s h o w s  lo n g  c y t o p l a s m i c  e x t e n s i o n s ,  r o u g h  

e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m ,  a n d  a b s e n c e  of f i l i p o d i a  u n l i k e  

m a c r o p h a g e s .  C o l l a g e n  f i b r e s  a p p e a r  l a t e r  n e x t  to s u c h  c e l l s .

X 6 , 720

F i g  2 : 1 4  B .  C o m p l e t e d  f u s i o n  of  a d j a c e n t  m a c r o p h a g e s .  

T h e  a r e a  i n d i c a t e d  (— >) i s  s h o w n  a t  h i g h e r  m a g n i f i c a t i o n  in  

th e  n e x t  f i g u r e .

X 3, 360



F i g  2 :1 5  H ig h  p o w e r  v ie w  of a r e a  o f  f u s i o n .  A c l o s e  

s e a r c h  of  t h i s  a r e a  i n c l u d i n g  t i l t i n g  t h e  s p e c i m e n  f a i l e d  to 

r e v e a l  a n y  p e r s i s t e n t  c e l l  m e m b r a n e  b e t w e e n  n u c l e i .

X 2 2 , 7 5 0



3) T H E  P O T E N T I A L  O F  AN A N T I - H U M A N  M A C R O P H A G E  

A N T I S E R U M

T h e  a n t i s e r a  to  m o u s e  a n d  r a t  m a c r o p h a g e s  c r o s s - r e a c t  w i th  th e  

o t h e r  a n i m a l ' s  c e l l s  b u t  n e i t h e r  s t a i n s  h u m a n  m a c r o p h a g e s .

A n  a n t i - h u m a n  m a c r o p h a g e  a n t i s e r u m  c o u l d  o b v i o u s l y  be  p u t  to  

s i m i l a r  u s e s  a s  th e  m o u s e  m a c r o p h a g e  a n t i  s e r u m  in  t h e  s t u d y  of 

c h r o n i c  i n f l a m m a t i o n .  A n o t h e r  p o t e n t i a l l y  f r u i t f u l  a r e a  w o u ld  be  in 

i d e n t i f y i n g  c e l l  t y p e s  a n d  c e l l  o r i g i n  in  t h e  s o l i d  t u m o u r s  o f  l y m p h o i d  

o r i g i n ,  n a m e l y  t h e  H o d g k i n ’s a n d  n o n - H o d g k i n ' s  l y m p h o m a s .

T h e  n a t u r e  of  th e  R e e d - S t e r n b e r g  c e l l  a n d  t h e  H o d g k i n ' s  c e l l  

i t s e l f  h a v e  l o n g  b e e n  d i s p u t e d  a n d  a r e  c u r r e n t l y  c o n t r o v e r s i a l .  T h e  

c o n f l i c t i n g  e v i d e n c e  a p p e a r s  e v e n l y  w e i g h t e d  b e t w e e n  a  m o n o c y t e  a n d  

a  B l y m p h o c y t e  o r i g i n  ( r e v i e w e d  b y  S t u a r t ,  1978).  A s p e c i f i c  s t a i n  

f o r  m a c r o p h a g e s  s h o u l d  o f f e r  a d d i t i o n a l  i n f o r m a t i o n  f o r  o r  a g a i n s t  a  

m o n o c y t i c  o r i g i n  a l l o w i n g  s t u d y  of  p a r a f f i n  s e c t i o n  q u a l i t y  s l i d e s  a n d  

r e v i e w  of  p a s t  c a s e s .  T h i s  a s s u m e s  t h a t  n e o p l a s t i c  m a c r o p h a g e s  m i g h t  

r e t a i n  s u r f a c e  a n t i g e n s  to  w h i c h  t h e  a n t i s e r u m  w a s  r a i s e d .

T h e  d e s i g n a t i o n  of  " h i s t i o c y t i c  l y m p h o m a "  h a s  p r o v e d  th e  h a r d e s t  

c a t e g o r y  of  n o n - H o d g k i n ' s  l y m p h o m a  to  d e f in e  by  o t h e r  t h a n  s u b j e c t i v e  

i m p r e s s i o n .  T h e r e  i s  c o n s i d e r a b l e  c u r r e n t  i n t e r e s t  in  t h i s  e n t i t y  a n d  

i t s  s e p a r a t i o n  f r o m  o t h e r  l a r g e  c e l l  l y m p h o m a s  a n d  p l a s m a c y t o i d  

l y m p h o m a s  p a r t i c u l a r l y  a s  i t  a f f e c t s  th e  s m a l l  i n t e s t i n e  ( I s a a c s o n  e t  a l ,

1979) .  A n o t h e r  a r e a  of  i n t e r e s t i n g  a p p l i c a t i o n  of  s u c h  a n  a n t i s e r u m ,  

b e  t h e  r e s u l t s  p o s i t i v e  o r  n e g a t i v e ,  w o u ld  be t h e  " f i b r o u s  h i s t i o c y t o m a s "  

p a r t i c u l a r l y  o f  m a l i g n a n t  t y p e .  E v e n  e x p e r t s  in  t h e  f i e l d  o f  s o f t  t i s s u e  

t u m o u r s  a d m i t  t h e  u n s a t i s f a c t o r y  a m b i g u i t y  of  s u c h  t e r m i n o l o g y  

( M a c k e n z i e ,  1975) .

T h e r e  s e e m  to  b e  tw o  a p p r o a c h e s  to  th e  p r o b l e m  of c y t o c h e m i c a l  i d e n t ­

i f i c a t i o n  of  t u m o u r  c e l l  t y p e .  On t h e  one h a n d ,  a  n e o p l a s m  m a y  e x p r e s s  

e m b r y o n i c  a n t i g e n s  a b s e n t  o r  n e a r l y  a b s e n t  in t h e  a d u l t  s u c h  a s  

c a r c i n o e m b r y o n i c  a n t i g e n  o r  a - f o e t o p r o t e i n .  A l t e r n a t i v e l y ,  a  n e o p l a s m
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m a y  r e t a i n  th e  a b i l i t y  t o  s y n t h e s i s e  p r o t e i n s  c h a r a c t e r i s t i c  of  th e  

o r g a n  o r  t i s s u e  s u c h  a s  t h y r o g l o b u l i n  o r  m u c i n .  T h e  l a t t e r  a p p r o a c h  

i s  th e  one  a d o p t e d  in  t h e  u s e  of  a n  a n t i m a c r o p h a g e  a n t i s e r u m .

A s s u m i n g  t h i s  i s  s u c c e s s f u l  one w o n d e r s  how  m a n y  o t h e r  c e l l  t y p e s  

m i g h t  be  l a b e l l e d  b y  s u r f a c e  a n t i g e n  c h a r a c t e r i s t i c s .

E n t i c e d  by  s u c h  d i v e r s e  p o t e n t i a l  a p p l i c a t i o n s ,  I r e c e n t l y  

d e c i d e d  to  p r e p a r e  s u c h  a n  a n t i s e r u m .  T h i s  h a s  n o t  p r o v e d  s t r a i g h t ­

f o r w a r d  a n d  o n ly  v e r y  w e a k  s t a i n i n g  h a s  so f a r  b e e n  o b t a i n e d  w h ic h  

c a n n o t  be  i l l u s t r a t e d .  T h e  p r e l i m i n a r y  r e s u l t s  a r e  s u f f i c i e n t l y  

p r o m i s i n g  to  j u s t i f y  a b r i e f  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  r a t h e r  d i f f e r e n t  m e t h o d s  

u s e d  f o r  p u r i f i c a t i o n  o f  h u m a n  m a c r o p h a g e s .

M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s

P e r i t o n e a l  d i a l y s i s  f l u i d  f r o m  t h e  G l a s g o w  R o y a l  I n f i r m a r y  

R e n a l  U n i t  w a s  u s e d  a s  t h e  s o u r c e  of  h u m a n  m a c r o p h a g e s .  T h e  i n i t i a l  

p r o b l e m  of  c e n t r i f u g a t i o n  of  l a r g e  v o l u m e s  (1 to  2 l i t r e s )  of  f lu id  to  

o b t a i n  r e l a t i v e l y  few  c e l l s  w a s  s o l v e d  by  b o r r o w i n g  a  l a r g e  c a p a c i t y  

c e n t r i f u g e  h e a d  f r o m  t h e  b l o o d  t r a n s f u s i o n  l a b o r a t o r y .  On ly  40 to  60 

m i l l i o n  c e l l s  a r e  u s u a l l y  o b t a i n e d  a n d  t h e r e  i s  a l w a y s  s o m e  d e g r e e  

o f  b l o o d  c o n t a m i n a t i o n .  A l s o  p a t i e n t s  on c h r o n i c  d i a l y s i s  h a v e  a l o w  

g r a d e  p e r i t o n i t i s  a n d  p o l y m o r p h s  f o r m  a m a j o r  p r o p o r t i o n  of the 

c e l l s .  T h e  b i z a r r e  f i n d i n g  o f  r e d  c e l l  r o s e t t i n g  of  m a c r o p h a g e s  on tw o  

o c c a s i o n s  w a s  a t t r i b u t a b l e  to  th e  p a t i e n t s '  m e t h y l d o p a  m e d i c a t i o n .

F u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  of  m a c r o p h a g e s  w a s  o b v i o u s l y  d e s i r a b l e  

a n d  t h e  m e t h o d  o f  U l m e r  a n d  F l a d  (1979) f o r  s e p a r a t i o n  of  h u m a n  

m o n o c y t e s  f r o m  b l o o d  w a s  a d a p t e d  f o r  p e r i t o n e a l  c e l l s .  A m o r e  

r e c e n t l y  d e s c r i b e d  m e t h o d  i s  a l s o  n o w  a v a i l a b l e  ( P e r t o f t  e t  a l ,  1980).

T h e  d i a l y s a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  70 g f o r  15 m i n u t e s  a n d  th e  c e l l s  

s c r a p e d  off  t h e  b o t t o m  of  t h e  500 m l  b o t t l e s  w i t h  a p l a s t i c  " p o l i c e m a n " .  

T h e  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  in a k n o w n  v o l u m e  o f  P . B . S .  a n d  c o u n t e d .  

T h e  c e l l s  w e r e  p e l l e t e d  a g a i n  a t  70 g f o r  15 m i n u t e s  a n d  th e  s u p e r n a t a n t  

d i s c a r d e d .



A d i s c o n t i n u o u s  ( s t e p )  g r a d i e n t  w a s  s e t  u p  in  50 m l  p l a s t i c  

c e n t r i f u g e  t u b e s  u s i n g  t h e  r e c e n t l y  i n t r o d u c e d  g r a d i e n t  m a t e r i a l  

P e r c o l l  ( P h a r m a c i a )  in  v a r y i n g  d i l u t i o n  w i th  s t e r i l e  i s o t o n i c  s a l i n e .

T h e  g r a d i e n t  w a s  f o r m e d  in  5 m l  l a y e r s  f r o m  t h e  b o t t o m  o f  th e  tu b e  

c o m m e n c i n g  w i t h  th e  l o w e s t  d e n s i t y  of  th e  fo l l o w i n g  : 1. 004 ,  1 . 0 6 2 ,

1 . 0 6 4 ,  1 . 0 6 6 ,  6 8 , 1 . 0 7 0 ,  a n d  1 . 0 8 0 .  T h e  f i n a l  g r a d i e n t  (1.  080)

w a s  a d m i x e d  w i th  th e  c e l l  p e l l e t  b e f o r e  a p p l i c a t i o n  to  th e  b o t t o m  of 

t h e  t u b e .

T h e  g r a d i e n t  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  390 g f o r  30 m i n u t e s  a n d  s t o p p e d  

w i t h o u t  b r a k i n g  t o  a v o i d  v i b r a t i o n .  C e l l s  w e r e  r e c o v e r e d  f r o m  th e  

i n t e r f a c e s  of  l a y e r s  e i t h e r  by  d i r e c t  p i p e t t i n g  w i th  a " h o o v e r i n g "  

a c t i o n ,  o r  b y  d i s p l a c e m e n t  w i t h  60% s u c r o s e  u s i n g  a n  M . S . E .  

d i s p l a c e m e n t  s t a n d  a n d  e x t r a c t i o n  c a p  a s s e m b l y .  T h e  50 m l  c e n t r i f u g e  

t u b e s  w e r e  a d a p t e d  b y  a d d i n g  a  s e c t i o n  o f  p o l y c a r b o n a t e  u l t r a c e n t r i f u g e  

t u b e  w i t h  A r a l d i t e  t o  f i t  t h e  e x t r a c t i o n  c a p .  F r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  

w i t h  a n  L . K . B .  f r a c t i o n  c o l l e c t o r  l o a d e d  w i t h  t u b e s  a l r e a d y  c o n t a i n i n g  

f o r m a l  s a l i n e .  G o o d  q u a l i t y  c y t o c e n t r i f u g e  s l i d e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  

o b t a i n e d  b y  t h i s  i m m e d i a t e  f i x a t i o n .

R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n

F r o m  t h e  40 to  60 m i l l i o n  c e l l s  i n c l u d i n g  c e l l s  f r o m  b lo o d  

c o n t a m i n a t i o n ,  a b o u t  2 to  5 m i l l i o n  c e l l s  w e r e  r e c o v e r e d  f r o m  th e  

s e c o n d  i n t e r f a c e  f r o m  t h e  t o p  o f  t h e  g r a d i e n t  t u b e .  T h e s e  c e l l s  

l a r g e l y  h a d  t h e  m o r p h o l o g y  o f  m a c r o p h a g e s  a s  e x p e c t e d  f r o m  t h e  

m e t h o d  u s e d ,  w i t h  a b o u t  2 % c o n t a m i n a t i o n  b y  m e s o t h e l i a l  c e l l s  

r e a d i l y  i d e n t i f i a b l e  w i t h  a  G i e m s a  s t a i n .  T h e  m a j o r  c o n t a m i n a n t  w a s  

p o l y m o r p h s  v a r y i n g  f r o m  5% to  2 0 %. T h e  c e l l s  p r e s e n t  in  th e  l o w e r  

l a y e r s  w e r e  c o n f i r m e d  to  be  l y m p h o c y t e s  a n d  a t  t h e  b o t t o m  p o l y m o r p h s  

a n d  r e d  c e l l s .  T h e s e  l o w e r  c e l l s  w e r e  i r r e l e v a n t  to  th e  p r o j e c t  

e x c e p t  to  c o n f i r m  t h a t  th e  t e c h n i q u e  w a s  w o r k i n g .  I t  i s  n o t e w o r t h y  

t h a t ,  a l t h o u g h  l a r g e  n u m b e r s  of  p o l y m o r p h s  w e r e  s u c c e s s f u l l y  

s e p a r a t e d  a w a y  f r o m  m a c r o p h a g e s  by  a  d i s t a n c e  of  a b o u t  8  c m ,  t h e r e



w a s  s t i l l  a  p r o b l e m  of p o l y m o r p h  c o n t a m i n a t i o n .  F r o m  t h e  c y t o s p i n  

p r e p a r a t i o n s  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h i s  i s  du e  t o  c l u m p i n g  a n d  a d h e s i o n  

b e t w e e n  t h e s e  tw o  c e l l  t y p e s .  B r i e f  t r e a t m e n t  by  a n  e n z y m e  s u c h  a s  

t r y p s i n  o r  n e u r a m i n i d a s e  w o u ld  p r o b a b l y  r e d u c e  c e l l  s t i c k i n e s s  b u t  

t h e r e  w o u ld  s e e m  to  be  a n  u n a c c e p t a b l e  r i s k  o f  d e s t r o y i n g  c e l l  s u r f a c e  

p r o t e i n s  a n d  r e c e p t o r s  a s  c a n  o c c u r  w i t h  i n s u l i n  r e c e p t o r s  on 

a d i p o c y t e s  ( C u a t r e c a s a s ,  1971 ) .  T h i s  m i g h t  r e m o v e  th e  v e r y  s u r f a c e  

a n t i g e n i c i t y  r e q u i r e d  t o  r a i s e  a  s u i t a b l e  a n t i s e r u m .

P o l y m o r p h  c o n t a m i n a t i o n  h a s  to  be  a c c e p t e d  w i th  a  v i e w  to  

f u t u r e  s e l e c t i v e  r e m o v a l  of  a n t i - p o l y m o r p h  a c t i v i t y  by  a p p r o p r i a t e  

a b s o r p t i o n  of  t h e  a n t i s e r u m .  P r e l i m i n a r y  r e s u l t s  u s i n g  1:10 d i l u t e d  

a n t i s e r u m  s h o w  w e a k  s t a i n i n g  o f  p o l y m o r p h s  a n d  m a c r o p h a g e s  in  

s e c t i o n s  o f  h u m a n  a c u t e  a p p e n d i c i t i s  w i t h  r e a s s u r i n g  f a i n t  s e l e c t i v e  

s t a i n i n g  of  m a c r o p h a g e s  in  t h e  c e n t r e  o f  g e r m i n a l  f o l l i c l e s .  D e l a y s  

h a v e  b e e n  c a u s e d  t h r o u g h  d e a t h  of  r a b b i t s .  T h e  r e l a t i v e l y  l o w  y i e l d  

of  c e l l s  o b t a i n e d  f r o m  d i a l y s a t e  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  f r o m  i n f l a m e d  

m o u s e  p e r i t o n e u m  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  a c c o u n t s  f o r  t h e  s lo w  r i s e  in  

a n t i b o d y  t i t r e .



49.

C h a p t e  r  3

T H E  R O L E  O F  T H E  M A C R O P H A G E  IN  T H E  

F I B R O G E N I C  R E S P O N S E  T O  A C U T E  C A R B O N  

T E T R A C H L O R I D E  L I V E R  I N J U R Y

C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i s  e s p e c i a l l y  t o x i c  to  h e p a t o c y t e s  an d  h a s  

b e e n  in  u s e  f o r  m a n y  y e a r s  a s  t h e  s t a n d a r d  t o x i n  f o r  i n d u c in g  

e x p e r i m e n t a l  c i r r h o s i s .  S u r p r i s i n g l y  t h e  b o d y  of  l i t e r a t u r e  on the  

h i s t o p a t h o l o g y  of  t h e  p r o c e s s  i s  r a t h e r  s m a l l .  T h i s  t o x i n  in  s in g l e  

d o s a g e  h a s  a l s o  p r o v i d e d  a  s t a n d a r d  m o d e l  of  a c u t e  l i v e r  d a m a g e  f o r  

m u c h  b i o c h e m i c a l  i n v e s t i g a t i o n  b u t  th e  s e q u e n c e  of  h i s t o p a t h o l o g i c a l  

e v e n t s  a g a i n  s e e m s  n e g l e c t e d .  W i th  r e g a r d  t o  t h e  r o l e  o f  m a c r o p h a g e s  

i n  d a m a g e d  l i v e r ,  t h e r e  h a s  b e e n  a  c o n c e n t r a t i o n  of  i n t e r e s t  on  th e  

i m m u n o l o g y  of  l i v e r  d i s e a s e  on  t h e  one  h a n d  a n d  th e  o r i g i n  a n d  p h y s i o l o g y  

o f  K u p f f e r  c e l l s  on  t h e  o t h e r .  T h i s  i s  a l l  t h e  m o r e  s u r p r i s i n g  in  v i e w  of 

t h e  g r o w t h  o f  g a s t r o e n t e r o l o g y  in t o  a  b i o p s y - o r i e n t a t e d  c l i n i c a l  s p e c i a l t y .  

T h e  s t u d y  o f  c h r o n i c  i n f l a m m a t i o n  a s  i t  a f f e c t s  th e  l i v e r  a n d  in  

p a r t i c u l a r  t h e  a c t i v i t y  o f  m a c r o p h a g e s  in  d a m a g e d  l i v e r  h a s  h a r d l y  

b e g u n .  A n d  y e t  l a r g e  n u m b e r s  o f  p a t i e n t s  w i t h  c h r o n i c  l i v e r  d i s e a s e  a r e  

t r e a t e d  e m p i r i c a l l y  w i t h  d r u g s  i n t e n d e d  to  s u p p r e s s  t h e  c h r o n i c  

i n f l a m m a t o r y  p r o c e s s .

T h e  m o d e  o f  a c t i o n  of  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  on  th e  h e p a t o c y t e  i s  

b e c o m i n g  c l e a r e r  ( r e v i e w e d  b y  D i a n z a n i ,  1976) .  C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i s  

c o n v e r t e d  t o  th e  f r e e  r a d i c a l s  C C 1 ^T a n d  C l ’ in  t h e  s m o o t h  e n d o p l a s m i c  

r e t i c u l u m  b y  th e  m i c r o s o m a l  d r u g  m e t a b o l i s i n g  s y s t e m .  P e r o x i d a t i o n  

o f  t h e  l i p i d  c o m p o n e n t  o f  c e l l  m e m b r a n e s  i s  t h e  m a j o r  c o n s e q u e n c e  a n d  

t h e  o t h e r  m a j o r  f e a t u r e s  of  p r o t e i n  d e n a t u r a t i o n ,  e n z y m e  i n a c t i v a t i o n ,  

a n d  t r i g l y c e r i d e  a c c u m u l a t i o n  a r e  t h o u g h t  t o  b e  s e c o n d a r y  e f f e c t s .

M u c h  i s  k n o w n  of t h e  i n t r i c a c i e s  of  t h e  b i o c h e m i c a l  d e r a n g e m e n t s  w h i c h  

a f f e c t  t h e  h e p a t o c y t e  b u t  i t  s e e m s  s u f f i c i e n t  t o  s t a t e  t h a t  t h e  r e s u l t  i s  

f a t a l .



S w e l l i n g  o f  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a n d  m i t o c h o n d r i a  a r e  s e e n  by  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  a s  e a r l y  a s  one h o u r  a f t e r  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  

( B a s s i ,  I 9 6 0 )  a n d  w i t h  c o n c o m i t t a n t  l o s s  o f  g l y c o g e n  a n d  R N A  * 

p r o g r e s s i n g  t o  e x t r u s i o n  of  c e l l  c y t o p l a s m  a n d  o r g a n e l l e s  ( A s h w o r t h  

e t  a l ,  1963 ; R e y n o l d s ,  1963) .  A  v a r i e t y  of  a s s o c i a t e d  h i s t o c h e m i c a l  

a l t e r a t i o n s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  ( C o tu t iu  a n d  S t r e j a ,  1966).  S u b s e q u e n t  

h i s t o l o g i c a l  e v e n t s  w e r e  c o m p r e h e n s i v e l y  d e s c r i b e d  by  C a m e r o n  a n d  

K a r u n a r a t n e  (1936) ,  a n d  s i n c e  t h e n  s i g n i f i c a n t l y  a d d e d  to  b y  o n ly  

S t o w e l l  a n d  L e e  (1950)  a n d  L e d u c  a n d  W i l s o n  (1958) .  B r i e f l y ,  c e n t r i -  

l o b u l a r  h e p a t o c y t e s  s h o w  h y d r o p i c  c h a n g e  f r o m  5 h o u r s  o n w a r d s  a n d  

by  t h e  s e c o n d  d a y  a r e  n e c r o t i c  w i t h  d e g e n e r a t i n g ,  p y k n o t i c  n u c l e i .  A 

f e w  p o l y m o r p h s  a r e  p r e s e n t  b u t  a r e  n o t  a  p r o m i n e n t  f e a t u r e .  L i v e r  

s i n u s o i d s  c o n t a i n i n g  e n d o t h e l i a l  a n d  K u p f f e r  c e l l s  r e m a i n  u n d a m a g e d .  

B e t w e e n  t h e  s e c o n d  a n d  t h i r d  d a y  n e c r o t i c  t i s s u e  i s  q u i t e  s u d d e n l y  

i n v a d e d  by  m a c r o p h a g e s  a n d  f i b r o b l a s t s ,  s u r r o u n d e d  b y  a b o r d e r  of  

l a r g e ,  p a l e ,  f o a m y  h e p a t o c y t e  s .  M i t o s e s  a r e  s e e n  in  h e p a t o c y t e  s 

t h r o u g h o u t  t h e  s u r v i v i n g  l i v e r  a n d  n o t  j u s t  a d j a c e n t  t o  t h e  d a m a g e d  a r e a .  

M i t o s e s  a r e  fo u n d  a s  e a r l y  a s  12 h o u r s  a n d  r e a c h  a  m a x i m u m  a f t e r  2 o r

3 d a y s ,  c o n t i n u i n g  u p  t o  5 d a y s .  N e c r o t i c  t i s s u e  l a r g e l y  d i s a p p e a r s  by

4 d a y s  f o l l o w e d  b y  m e s e n c h y m a l  c e l l s  w h i c h  d i s a p p e a r  w i t h  a s  s p e c t a c u l a r  

r a p i d i t y  a s  t h e y  a r r i v e d .  N o r m a l  l i v e r  a r c h i t e c t u r e  i s  r e s t o r e d  

t y p i c a l l y  w i t h i n  one  w e e k .

R e p e a t e d  d o s a g e  w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  p r o d u c e s  h e p a t i c  

c i r r h o s i s  a n d  i t  i s  a c c e p t e d  t h a t  t h i s  i s  du e  to  n e w  s y n t h e s i s  of  c o l l a g e n  

a n d  n o t  c o l l a p s e  o f  r e t i c u l i n  a s  d i s c u s s e d  b y  R u b i n  a n d  P o p p e r  (1967) .

T h e  s e q u e n c e  o f  e v e n t s  a n d  m e c h a n i s m s  i n v o l v e d  a r e  m o r e  r e a d i l y  

s t u d i e d  f o l l o w i n g  a  s i n g l e  d o s e .  T h i s  a c t s  a s  a  s t i m u l u s  t o  i n c r e a s e d  

s y n t h e s i s  o f  h e p a t i c  c o l l a g e n  a n d  g l u c o s a m i n o g l y c a n s  ( P a t r i c k  a n d  

M c G e e ,  1967 ; M c G e e  a n d  P a t r i c k ,  1969) .  T h i s  p h e n o m e n o n  i s  t r a n s i e n t  

a n d  i s  f o l l o w e d  b y  a  p h a s e  o f  i n c r e a s e d  c o l l a g e n o l y t i c  a c t i v i t y  a s  

a r c h i t e c t u r e  b e c o m e s  r e s t o r e d  ( O k a z a k i  a n d  M a r u y a m a ,  1974) .

I n c r e a s e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i s  a c c o m p a n i e d  b y  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  c o l l a g e n



p r o l y l  h y d r o x y l a s e  ( T a k e u c h i  e t  a l ,  1967 ; M c P h i e  a n d  S h o r t ,  1975 ; 

R i s t e l i  e t  a l ,  1978) a n d  h e p a t i c  f i b r o b l a s t  a c t i v i t y .  T h e s e  c e l l s  a r e  

d e r i v e d  f r o m  p e r i s i n u s o i d a l  f a t - s t o r i n g  c e l l s  ( M c G e e  a n d  P a t r i c k ,

1972 ; K e n t  e t  a l ,  1976) .  T h i s  p a r t i c u l a r  c e l l  t y p e ,  a l t h o u g h  

h i s t o l o g i c a l l y  u n o b t r u s i v e ,  i s  p r e s e n t  i n  c o n s i d e r a b l e  n u m b e r s  - 1 f o r  

e v e r y  20  h e p a t o c y t e s  i n  h u m a n  l i v e r  ( B r o n f e n m a j e r  e t  a l ,  1966) a n d  

w a s  f i r s t  d e s c r i b e d  b y  I to  (1952) .  T h e  l i p i d  v a c u o l e s  a r e  V i t a m i n  A 

a n d  t h i s  i s  now  r e c o g n i s e d  a s  a n  ( u n e x p l a i n e d )  f e a t u r e  of  f i b r o b l a s t s  

t h r o u g h o u t  the  b o d y  n o t  j u s t  i n  t h e  l i v e r  ( Y a m a m o t o  e t  a l ,  1978).

T h e  f i b r o g e n i c  r e s p o n s e  b e g i n s  a f t e r  3 d a y s ,  c o n t e m p o r a n e o u s  

w i t h  t h e  r e m o v a l  of n e c r o t i c  d e b r i s  b y  m a c r o p h a g e s  ; a  t e m p o r a l  

r e l a t i o n s h i p  w h i c h  s e e m s  m o r e  t h a n  c o i n c i d e n c e .  T h e  r o l e  o f  a c t i v a t e d  

m a c r o p h a g e s  i n . p r o v i d i n g  a  s t i m u l u s  to  f i b r o b l a s t  a c t i v i t y  w i th  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  n e w  c o n n e c t i v e  t i s s u e  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  f r o m  th e  r e s u l t s  

o f  a  v a r i e t y  o f  i n - v i t r o  e x p e r i m e n t s  w i t h  s i l i c a  ( H e p p l e s t o n  a n d  S t y l e s ,  

1967  ; A a l t o  e t  a l ,  1976) a n d  f r o m  s t u d i e s  of  e x p e r i m e n t a l  c u t a n e o u s  

w o u n d s  ( L e i b o v i c h  a n d  R o s s ,  1976) .  W i th  th e  n o t a b l e  e x c e p t i o n  of  the  

p a p e r  b y  P a u m g a r t n e r  e t  a l  ( 1 9 6 8 ) on  p h a g o c y t i c  a c t i v i t y  i n  e x p e r i m e n t a l  

l i v e r  i n j u r y ,  t h e r e  h a v e  b e e n  no  i n v e s t i g a t i o n s  d i r e c t e d  t o w a r d s  th e  

r e s p o n s e  of  m a c r o p h a g e s  to  h e p a t i c  n e c r o s i s .  K e n t  e t  a l  (1964)  found  

h o w e v e r  t h a t  m a s s i v e  i r o n - l o a d i n g  a c c e l e r a t e d  t h e  i n d u c t i o n  o f  c a r b o n  

t e t r a c h l o r i d e  c i r r h o s i s  a n d  s p e c u l a t e d  t h a t  i r o n - l a d e n  m a c r o p h a g e s  

m a y  h a v e  b e e n  r e s p o n s i b l e .

I t  s e e m e d  l i k e l y  t o  m e  t h a t  m a c r o p h a g e s  w e r e  c o n c e r n e d  i n  th e  

f i b r o g e n i c  r e s p o n s e  to  n e c r o s i s ,  a n d  t h a t  e x p e r i m e n t a l  i n t e r f e r e n c e  

w i t h  m a c r o p h a g e  a c t i v i t y  m i g h t  l e a d  t o  i n t e r f e r e n c e  w i th  f i b r o b l a s t  

a c t i v i t y .  T h e  fo l l o w i n g  w o r k  d e s c r i b e s  th e  e f f e c t s  o f  m a c r o p h a g e  

d e p l e t i o n  o r  a l t e r e d  f u n c t i o n a l  a c t i v i t y  on  t h e  r e s p o n s e s  o f  m o u s e  

l i v e r  t o  a  s i n g l e  e p i s o d e  o f  a c u t e  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n j u r y .
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M A T E R I A L S  AND M E T H O D S

Y o u n g  m a l e  a l b i n o  m i c e  o f  t h e  C F L P  s t r a i n  w e ig h i n g  2 0 - 2 5  g 

w e r e  u s e d  i n  a l l  e x p e r i m e n t s .  C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e ,  f o u r  p a r t s ,  w a s  

m i x e d  w i t h  l i q u i d  p a r a f f i n ,  s i x  p a r t s ,  a n d  a d m i n i s t e r e d  by  o e s o p h a g e a l  

t u b e .  E a c h  a n i m a l  r e c e i v e d  a  s i n g l e  d o s e  (0.  15 m l )  of  t h i s  m i x t u r e .

C o r t i s o n e  a c e t a t e  (S ig m a )  w a s  g i v e n  b y  i n t r a m u s c u l a r  i n j e c t i o n  on 

3 c o n s e c u t i v e  d a y s ,  e a c h  d a i l y  d o s e  b e i n g  2 .  5 m g  s u s p e n d e d  in  0. 1 m l  

i s o t o n i c  s a l i n e .  One g r o u p  o f  m i c e  r e c e i v e d  t h e  f i r s t  o f  t h r e e  d o s e s  on 

t h e  d a y  p r e c e d i n g  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n t o x i c a t i o n  a n d  a  s e c o n d  g r o u p  

r e c e i v e d  t h e  f i r s t  d o s e  on t h e  3 r d  d a y  a f t e r  p o i s o n i n g .  A c o n t r o l  g r o u p  

r e c e i v e d  c o r t i s o n e  a l o n e .

I o t a  c a r r a g e e n a n  ( S i g m a  T y p e  V) 1 g w a s  d i s s o l v e d  in  100 m l  

w a r m e d  i s o t o n i c  s a l i n e  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  u s e .  A s in g l e  d o s e  (2 m l )  

w a s  g i v e n  b y  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  i m m e d i a t e l y  a f t e r  c a r b o n  

t e t r a c h l o r i d e  p o i s o n i n g .  S m a l l  b l o c k s  o f  l i v e r  w e r e  f i x e d  in  10 p e r  c e n t  

f o r m a l i n  a n d  p a r a f f i n  s e c t i o n s  s t a i n e d  b y  h a e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n  a n d  

f o r  r e t i c u l i n  f i b r e s  b y  G o r d o n  a n d  S w e e t ' s  m e t h o d .  M a c r o p h a g e s  w e r e  

d e m o n s t r a t e d  u s i n g  t h e  i m m u n o p e r o x i d a s e  t e c h n i q u e  w i t h  a n  a n t i b o d y  to  

m o u s e  p e r i t o n e a l  m a c r o p h a g e s  p r e p a r e d  in  a  r a b b i t  a s  d e s c r i b e d  in  

t h e  p r e v i o u s  c h a p t e r .  S o m e  s e c t i o n s  f r o m  c a r r a g e e n a n - t r e a t e d  m i c e  

w e r e  a l s o  s t a i n e d  w i t h  A l c i a n  B lu e  a n d  b y  t h e  P A S - d i a s t a s e  t e c h n i q u e .

T h e  r e m a i n d e r  o f  e a c h  l i v e r  w a s  f r o z e n  q u i c k l y  a n d  s t o r e d  a t
o

- 2 0  C p r i o r  t o  e n z y m e  a n a l y s i s .  All  a s s a y s  f r o m  a n y  one  e x p e r i m e n t a l

g r o u p  o f  m i c e  w e r e  p e r f o r m e d  t o g e t h e r  a n d  in  d u p l i c a t e .  F o r  t h i s

p r o c e d u r e  0 . 2  g l i v e r  w a s  g r o u n d  in  a  t i g h t - f i t t i n g  g l a s s  h o m o g e n i s e r

t o g e t h e r  w i t h  2 . 0  m l  0 . 0 5  M - t r i s  b u f f e r  a t  p H  7 . 2  to  w h i c h  w e r e  a d d e d
- 5  -3

0 . 2 5  M - s u c r o s e ,  10 M - E D T A ,  10 M - d i t h i o t h r e i t o l  a n d  0 . 1  p e r  c e n t  

t r i t o n  X - 1 0 0 .  P r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  w a s  a s s a y e d  in  50 (j l I  a l i q u o t s  

o f  t h e s e  h o m o g e n a t e s  ( i . e .  5 m g  l i v e r )  u s i n g  t h e  t r i t i u m  r e l e a s e  m e t h o d  

o f  H u t t o n  e t  a l  (1966) .  (S ee  A p p e n d ix )



In  a d d i t i o n  to  t h e s e  s t u d i e s  on  l i v e r ,  s i m i l a r  e n z y m e  

m e a s u r e m e n t s  w e r e  m a d e  on  m o u s e  p e r i t o n e a l  m a c r o p h a g e s  a n d  on 

m i d - l o g  p h a s e  c u l t u r e s  of  L» 929 m o u s e  f i b r o b l a s t s .  T h e  f o r m e r  w e r e  

o b t a i n e d  f r o m  w a s h i n g s  o f  p e r i t o n e u m  3 d a y s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  of 

m i n e r a l  o i l .  L 9 2 9  f i b r o b l a s t s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  G ib c o  B i o c u l t  

( P a i s l e y ,  S c o t l a n d )  a n d  g r o w n  in  s t a n d a r d  M E M  a n d  g l u t a m i n e  w i t h  th e  

a d d i t i o n  of  10% f o e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  a s c o r b a t e .  E a c h  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  

f o r  e n z y m e  a s s a y  w a s  1 m i l l i o n  p e r  m l .
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R E S U L T S

E x p e r i m e n t s  w i th  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  a l o n e

S u b - l e t h a l  c e n t r i l o b u l a r  z o n a l  n e c r o s i s  of  l i v e r  d e v e l o p s  in  a l l  

a n i m a l s  a n d  t h e r e  i s  h i s t o l o g i c a l  e v i d e n c e  f o r  the  c o m m e n c e m e n t  of  

r e p a i r  w i t h i n  48 h o u r s .  B y  th e  3 r d  d a y  a f t e r  p o i s o n i n g  th e  d a m a g e d  

a r e a s  a r e  h e a v i l y  i n f i l t r a t e d  w i t h  m e s e n c h y m a l  c e l l s  w h i c h  s t a i n  by  

t h e  i m m u n o p e r o x i d a s e  t e c h n i q u e  u s i n g  a n t i m a c r o p h a g e  a n t i b o d y  ( F i g  2 :10) .  

N e c r o t i c  d e b r i s  i s  m o s t l y  r e m o v e d  b y  t h e  4 th  a n d  5 th  d a y s  w h e n  th e  

n u m b e r s  of  m a c r o p h a g e s  d i m i n i s h .  T h i s  p h a g o c y t i c  a c t i v i t y  i s  

a c c o m p a n i e d  b y  r e g e n e r a t i o n  of  s u r v i v i n g  p a r e n c h y m a ,  w h i l e  a  t r a n s i e n t  

i n c r e a s e  in  r e t i c u l i n  f i b r e s  w i t h i n  th e  d a m a g e d  z o n e s  m a y  be o b s e r v e d .

In m a n y  a n i m a l s  r e c o v e r y  of  n o r m a l  l i v e r  s t r u c t u r e  i s  o b t a i n e d  w i t h i n  

a  w e e k ,  b u t ,  i n  a  m i n o r i t y  ( l e s s  t h a n  1 0 %), s m a l l  g r o u p s  o f  c e l l s  

i n c l u d i n g  m u l t i n u c l e a t e d  f o r m s  w h i c h  s t a i n  w i t h  th e  a n t i - m a c r o p h a g e  

a n t i b o d y  m a y  r e m a i n  f o r  a  f ew  d a y s  l o n g e r ,  a n d  p r o m i n e n t  r e t i c u l i n  

f i b r e s  u s u a l l y  p e r s i s t  a r o u n d  t h e s e .  E v e n t u a l l y ,  h o w e v e r ,  t h e r e  i s  

c o m p l e t e  r e s t i t u t i o n  o f  t h e  l i v e r  i n c l u d i n g  a  r e t u r n  t o  a  n o r m a l  r e t i c u l i n  

p a t t e r n .  T h e s e  f e a t u r e s  h a v e  b e e n  s t u d i e d  in  o v e r  a  h u n d r e d  m i c e .

A  d e t e c t a b l e  i n c r e a s e  in  h e p a t i c  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  w a s  

n o t e d  on  t h e  3 r d  d a y  a f t e r  p o i s o n i n g .  B y  t h e  5 th  d a y  t h i s  a c t i v i t y  w a s  

s e v e r a l  t i m e s  t h e  n o r m a l  c o n t r o l  l e v e l ,  t o w a r d s  w h i c h  t h e r e  w a s  a 

g r a d u a l  r e t u r n  t h e r e a f t e r  ( F i g  3 :1 ) .  T h i s  e x p e r i m e n t  a n d  s u b s e q u e n t  

e x p e r i m e n t s  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  a t  l e a s t  t w i c e  w i t h  c o m p a r a b l e  

r e s u l t s .

C o r t i s o n e  e x p e r i m e n t s

M i c e  g i v e n  c o r t i s o n e  a l o n e  f o r  3 d a y s  h a v e  i n c r e a s e d  a m o u n t s  of  

l i v e r  f a t  a n d  g l y c o g e n ,  b u t  t h e r e  i s  no  h e p a t o c y t e  n e c r o s i s  o r  h e p a t i t i s  

a n d  n o  c o r r e s p o n d i n g  i n c r e a s e  i n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  ; i n d e e d  

t h e r e  i s  u s u a l l y  a  t r a n s i e n t  f a l l  o f  u p  to  50 p e r  c e n t  in  t h e  n o r m a l l y  

l o w  l e v e l  o f  t h i s  e n z y m e ,  w i th  r e t u r n  to  n o r m a l  2  d a y s  a f t e r  t h e  l a s t
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d o s e  ( T a b l e  3 :1) .

W h e n  g i v e n  a r o u n d  th e  t i m e  of  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  

a d m i n i s t r a t i o n ,  t h e  h o r m o n e  t e n d s  to  i n t e n s i f y  t h e  n e c r o t i c  i n j u r y  a n d  

t h e r e  i s  a  n o t a b l e  d e l a y  i n  t h e  h e a l i n g  r e s p o n s e .  T h e  l i v e r s  of  t h e s e  

m i c e  3 o r  4 d a y s  a f t e r  p o i s o n i n g  h a v e  h i s t o l o g i c a l  f e a t u r e s  s i m i l a r  to  

t h e  1 - d a y  l e s i o n  in  a n i m a l s  n o t  g i v e n  c o r t i s o n e  ( F ig  3:2 A  &: B) w h i l e  

t h e  m a c r o p h a g e  r e s p o n s e  i s  n o t  w e l l  e s t a b l i s h e d  u n t i l  t h e  6 t h  o r  7 th  

d a y  ( F i g  3:2  C).  T h e  i n c r e a s e  in  h e p a t i c  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  

w a s  l i k e w i s e  d e l a y e d ,  t h e  p e a k  b e i n g  r e a c h e d  a b o u t  th e  8 t h  o r  9 t h  d a y  

a f t e r  p o i s o n i n g  ( F i g  3 :1 ) .  No i n c r e a s e  i n  r e t i c u l i n  a t  t h e  n o r m a l  t i m e  

w a s  f o u n d  ( F i g  3:3 A & B)  a n d  th e  i n c r e a s e  w a s  s i m i l a r l y  d e l a y e d  

( F i g  3 :4  A  Sc B) .  In t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  t h e r e f o r e ,  i t  w o u ld  a p p e a r  

t h a t  t h e  e l e v a t i o n  of  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  w a s  c l o s e l y  p r e c e d e d  a n d  m a y  

h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  b y  m a c r o p h a g e  a c t i v i t y  in  th e  l i v e r .

T h i s  s i m p l e  a s s o c i a t i o n  w a s  n o t  u p h e l d  b y  th e  r e s u l t s  of  t h o s e  

e x p e r i m e n t s  w h e r e  c o r t i s o n e  w a s  g i v e n  on  t h e  3 r d ,  4 th  a n d  5 th  d a y s  

a f t e r  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e ,  w h e n  th e  m e s e n c h y m a l  r e s p o n s e  i s  a l r e a d y  

e s t a b l i s h e d .  T h i s  t r e a t m e n t  f a i l s  to  r e t a r d  t h e  h e a l i n g  p r o c e s s  w h i c h  

p r o c e e d s  in  t h e  n o r m a l  w a y .  I t  w a s  e f f e c t i v e ,  h o w e v e r ,  i n  a b o r t i n g  

t h e  r i s e  i n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  w h i c h  e v e n  f e l l  t e m p o r a r i l y  b e l o w  th e  

s t a r t i n g  l e v e l  ( F i g  3 :1 ) .  R e t i c u l i n  d e p o s i t i o n  w a s  a l s o  m a r k e d l y  r e d u c e d .

C a r r a g e e n i n  e x p e r i m e n t s

K u p f f e r  c e l l s  a r e  p r o m i n e n t  in  th e  l i v e r s  o f  m i c e  w h i c h  r e c e i v e d  

i o t a  c a r r a g e e n i n  a l o n e .  M a n y  c o n t a i n  s m a l l  v a c u o l e s  of  a c i d i c  a n d  

n e u t r a l  m u c o p o l y s a c c h a r i d e  a n d  a l l  s t a i n  w i t h  t h e  a n t i m a c r o p h a g e  

a n t i b o d y .  H e p a t o c y t e  d e g e n e r a t i o n  o r  n e c r o s i s  a r e  n o t  s e e n  b u t  m i n o r  

d a m a g e  m a y  h a v e  o c c u r r e d  a s  m i t o t i c  a c t i v i t y  in  t h e s e  c e l l s  i s  

p r o m i n e n t .  T h e r e  w a s  n e i t h e r  e l e v a t i o n  n o r  d e p r e s s i o n  o f  h e p a t i c  

p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  i n  m i c e  r e c e i v i n g  c a r r a g e e n i n  a l o n e  ( F i g  3 :5 ) .

U n l i k e  c o r t i s o n e ,  c a r r a g e e n i n  d o e s  n o t  a g g r a v a t e  t h e  c a r b o n  

t e t r a c h l o r i d e - i n d u c e d  l e s i o n  n o r  d e l a y  t h e  i n i t i a l  m a c r o p h a g e



i n f i l t r a t i o n  a n d  i n g e s t i o n  of  n e c r o t i c  t i s s u e .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e r e  

a p p e a r s  to  be  s i g n i f i c a n t  f u n c t i o n a l  i n t e r f e r e n c e  w i t h  t h e s e  c e l l s  a s ,  

in  m a n y  m i c e ,  t h e \ j r e m a i n  in  e x a g g e r a t e d  n u m b e r s  f o r  2  w e e k s  o r  

m o r e  a f t e r  t h e  t i m e  o f  i n j u r y .  T h e r e  i s  no  n o t a b l e  i n c r e a s e  in  

r e t i c u l i n  f i b r e s  a r o u n d  p e r s i s t e n t  m a c r o p h a g e s .

In  t h e  a n i m a l s  so  t r e a t e d  t h e r e  w a s  a l m o s t  c o m p l e t e  s u p p r e s s i o n  

o f  t h e  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  r e s p o n s e  in  th e  l i v e r ,  a n d  t h i s  o b s e r v a t i o n  

h a s  b e e n  c o n f i r m e d  in  t h r e e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( F i g  3 :5 ) .  As in  t h e  

d e l a y e d  c o r t i s o n e  e x p e r i m e n t ,  t h e  l e v e l  of  e n z y m e  d o e s  n o t ,  t h e r e f o r e ,  

c o r r e l a t e  s i m p l y  w i t h  t h e  p r e s e n c e  of  m a c r o p h a g e s  in  t h e  l i v e r  ; 

h o w e v e r ,  t h e s e  c e l l s  a p p e a r  to  h a v e  u n d e r g o n e  s o m e  f u n c t i o n a l  

d i s t u r b a n c e  f r o m  c a r r a g e e n i n  i n j e c t i o n .

E x p e r i m e n t s  w i t h  m a c r o p h a g e s  a n d  c u l t u r e d  f i b r o b l a s t s

T h e  m o u s e  f i b r o b l a s t s  h a d  8  t i m e s  m o r e  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  

a c t i v i t y  (1, 722 D P M  p e r  1 0 ^ c e l l s )  t h a n  p e r i t o n e a l  m a c r o p h a g e s  

(205  D P M  p e r  10^ c e l l s ) .  T h e  c o m p l e t e  r e s u l t s  a r e  d i s p l a y e d  in  F i g  3:6 .



D ISCU SSION

M a c r o p h a g e s  a r e  c o n s t a n t l y  p r e s e n t  in  a l l  t y p e s  o f  h u m a n  c h r o n i c  

i n f l a m m a t o r y  l i v e r  d i s e a s e  l e a d i n g  t o  f i b r o s i s  a n d  e v e n t u a l  c i r r h o s i s .  

A c u t e  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  l i v e r  i n j u r y  o f f e r s  a  c o n v e n i e n t  e x p e r i m e n t a l  

m o d e l  t o  s t u d y  t h e  r o l e  of  m a c r o p h a g e s  i n  f i b r o g e n e s i s  in  v i v o . 

M a c r o p h a g e s  f o r m  a  m a j o r  c o m p o n e n t  o f  t h e  m e s e n c h y m a l  r e s p o n s e  

( P a u m g a r t n e r  e t  a l ,  1968)  w h i c h  i s  s u c h  a  p r o m i n e n t  f e a t u r e  b y  th e  3 r d  

d a y  a f t e r  i n j u r y .  T h i s  h a s  b e e n  i l l u s t r a t e d  a n d  c o n f i r m e d  by  o u r  ow n  

i m m u n o h i s t o c h e m i c a l  o b s e r v a t i o n s  ( s e e  a l s o  C h a p t e r  2) .  T h i s  r e a c t i o n  

p r e c e d e s  a n d  t h e r e f o r e  m a y  i n f l u e n c e  t h e  i n c r e a s i n g  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  

a c t i v i t y  w h i c h  i s  i t s e l f  f o l l o w e d  by  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  (M c G e e  

e t  a l ,  1973).

T h e  p e a k  o f  m a x i m u m  e n z y m e  a c t i v i t y  h a s  b e e n  a t t a i n e d  

c o n s i s t e n t l y  o n  th e  5 th  d a y  a f t e r  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  in  t h e  p r e s e n t  w o r k .  

T h e  o r i g i n a l  w o r k  b y  M c G e e  a n d  c o l l e a g u e s  d e m o n s t r a t e d  a  r i s e  a  d a y  

o r  t w o  e a r l i e r  b u t  M c G e e  a t t r i b u t e s  t h i s  to  t h e  u s e  o f  a n o t h e r  s t r a i n  o f  

m o u s e  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  a s  s u b s e q u e n t  w o r k  in  h i s  d e p a r t m e n t  

a t  O x f o r d  s h o w e d  a  l a t e r  p e a k .  T h e  p r e s e n t  t i m e - s c a l e  i s  s u p p o r t e d  

b y  t h e  w o r k  o f  R i s t e l i  e t  a l  (1977)  on r a t  l i v e r .  T h i s  i s  a l s o  found  i n  

t h e  p r e s e n t  w o r k  on r a t  p a r a q u a t  l u n g  i n j u r y  ( c h a p t e r  3), a n d  t h a t  of  

's( P ?H a r e , ^  1978)  w h e r e  t h e  p e a k  of p r o l y l  h y d r o x y l a s e  in  m o u s e  s k in  

w o u n d s  w a s  on  d a y  5. M a x i m u m  a c t i v i t y  a t  d a y  5 h a s  a l s o  b e e n  

r e p o r t e d  f o r  r a t  s k in  w o u n d s  ( M u s s i n i  e t  a l ,  1967) .  In  f a c t  th e  

c o n s i s t e n c y  o f  t h i s  o b s e r v a t i o n  i n  r o d e n t  l i v e r ,  s k i n  a n d  l u n g  i n j u r y  o f  

v a r y i n g  c a u s a t i o n  p o i n t s  to  a  c o m m o n  p a t t e r n  of  b i o l o g i c a l  r e s p o n s e  w h ic h  

o w e s  l i t t l e  t o  t h e  i n i t i a l  m o d e  o f  i n j u r y .

T h e  s o u r c e  of  h e p a t i c  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  i s  c o n t r o v e r s i a l .  

H e p a t o c y t e s  p o s s e s s  s o m e  of t h i s  e n z y m e  a c t i v i t y  ( O h u c h i  a n d  

T s u r u f u j i ,  1972) .  T h i s  f e a t u r e  i s  g r e a t l y  e x a g g e r a t e d  in  h u m a n  

h e p a t o c e l l u l a r  c a r c i n o m a  ( K e i s e r  e t  a l ,  1972) a n d  e x p e r i m e n t a l l y  

i n d u c e d  h e p a t o c e l l u l a r  c a r c i n o m a  i n  r a t s  ( B a i l l i e  e t  a l ,  1975).  An
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i n c r e a s e  h a s  a l s o  b e e n  fo u n d  in  h e p a t o c y t e s  r e g e n e r a t i n g  a f t e r  p a r t i a l  

h e p a t e c t o m y  ( P a t r i c k  e t  a l ,  1980).  H o w e v e r  a  m u c h  g r e a t e r  l e v e l  of  

a c t i v i t y  a n d  o r d e r  of  i n c r e a s e  w a s  o b s e r v e d  in  t h e  m e s e n c h y m a l  

c e l l  f r a c t i o n .

T h e  e n z y m e  e l e v a t i o n  in  l i v e r  i n j u r y  i s  m o r e  r e a d i l y  a t t r i b u t e d  

t o  t h e  s t r i k i n g  i n c r e a s e  in  c e l l s  w i t h  t h e  f e a t u r e s  of  f i b r o b l a s t s  w h i c h  

a p p e a r  r a p i d l y  i n  t h e  d a m a g e d  a r e a s  ( M c G e e  a n d  P a t r i c k ,  1972).  

M e s e n c h y m a l  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  l i v e r  h o m o g e n a t e s  p o s s e s s  p r o l y l  

h y d r o x y l a s e  a n d  the  c a p a c i t y  f o r  c o l l a g e n  s y n t h e s i s .  T h e s e  f u n c t i o n s  

a r e  b o t h  e n h a n c e d  in  c e l l s  f r o m  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  l i v e r .  Such  

m e s e n c h y m a l  c e l l s  o b t a i n e d  b y  th e  m e t h o d  o f  R o s e r  (1968) f o r m  a  

m i x e d  p o p u l a t i o n  w h i c h  i n c l u d e s  m a n y  m a c r o p h a g e s  a s  w e l l  a s  c e l l s  

w i t h  t h e  u l t r a s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  o f  f i b r o b l a s t s  (S haba  e t  a l ,  1973) .  

M a c r o p h a g e s  h a v e  r e c e n t l y  b e e n  r e p o r t e d  t o  p o s s e s s  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  

a c t i v i t y  ( M y l l y l a  an d  S e p p a ,  1979).  T h e  d a t a  s h o w n  in  F i g  3:6  c o m p a r i n g  

c u l t u r e d  m o u s e  f i b r o b l a s t s  a n d  p e r i t o n e a l  m a c r o p h a g e s  s u g g e s t  t h a t  

t h i s  a c t i v i t y  i s  l i k e l y  t o  m a k e  o n ly  a  m i n o r  c o n t r i b u t i o n  c o m p a r e d  to  

t h a t  o f  f i b r o b l a s t s .

I t  i s  k n o w n  t h a t  c o r t i s o n e  d e p r e s s e s  b o t h  m a c r o p h a g e  i n f i l t r a t i o n  

a n d  p a r e n c h y m a l  r e g e n e r a t i o n  o f  l i v e r  f o l l o w i n g  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  

i n j u r y  ( P a t r i c k ,  1955) a n d  i t  i s  e v i d e n t  f r o m  t h e  p r e s e n t  w o r k  t h a t  

h e p a t i c  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  i s  d e p r e s s e d  a l s o  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t a l  

a n i m a l s  (T a b l e  3 : 1 ) . I n h i b i t i o n  of  r e g e n e r a t i o n  i s  p r e s u m a b l y  a n  e f f e c t  

o f  t h e  h o r m o n e  on  D N A  s y n t h e s i s  a s  p r e v i o u s l y  s h o w n  in  m o u s e  l i v e r  

f o l l o w i n g  p a r t i a l  h e p a t e c t o m y  ( L a h t i h a r j u  a n d  T e i r ,  1964).  S u p p r e s s i o n  

o f  h e p a t o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  m a y  c o n t r i b u t e  t o  t h e  f a l l  i n  p r o l y l  

h y d r o x y l a s e  b u t  i s  p r o b a b l y  u n i m p o r t a n t  f o r  t h e  r e a s o n s  a l r e a d y  s t a t e d .

A l t h o u g h  k n o w l e d g e  of  s t e r o i d  h o r m o n e  a c t i o n  a t  t h e  c e l l  

b i o l o g i c a l  l e v e l  i s  n o w  e x t e n s i v e  ( r e v i e w e d  b y  C h a n  e t  a l ,  1978),  m u c h  

o f  t h e  b a s i s  f o r  t h e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  a c t i o n  o f  g l u c o c o r t i c o s t e r o i d s  

i n  t i s s u e  r e m a i n s  u n c e r t a i n  ( S t e v e n s o n ,  1977) .  A p a r t  f r o m  a  p o s s i b l e  

l o c a l  d e p r e s s i n g  e f f e c t  on  K u p f f e r  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  a c t i v a t i o n ,



s t e r o i d s  a r e  l i k e l y  t o  i n h i b i t  t h e  r e c r u i t m e n t  o f  m o n o c y t e s  to  th e  

s i t e s  of  l i v e r  d a m a g e  f r o m  th e  c i r c u l a t i n g  b lo o d ,  a s  in  o t h e r  t y p e s  

o f  e x p e r i m e n t a l  i n j u r y  ( T h o m p s o n  a n d  V a n  F u r t h ,  1970) .  T h e  d e l a y  

b e f o r e  t h e  r i s e  in  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a n d  a p p e a r a n c e  o f  r e t i c u l i n  

c o u l d  be  a  c o n s e q u e n c e  of  th e  d e l a y  i n  a p p e a r a n c e  of  m a c r o p h a g e s  i n  

t h e  n e c r o t i c  t i s s u e  w h e n  c o r t i s o n e  i s  g i v e n  a t  t h e  t i m e  of  p o i s o n i n g .  

B o t h  f e a t u r e s  a r e  s u p p r e s s e d  a n d  s u b s e q u e n t l y  r e c o v e r  in  u n i s o n .  I t  

i s  a l s o  p o s s i b l e ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e s e  a r e  tw o  i n d e p e n d e n t  e f f e c t s  of  

s t e r o i d  a d m i n i s t r a t i o n  w h i c h  h a p p e n  to  b e  m a n i f e s t  c o n c u r r e n t l y .

T h e r e  i s  g o o d  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  t h a t  c o r t i s o n e  c a n  d e p r e s s  

d i r e c t l y  c o l l a g e n  f o r m a t i o n  i n  v i t r o  a n d  in  v iv o  ( K r u s e  e t  a l .  , 1978) ; 

m o r e o v e r ,  t h e r e  i s  a  r e d u c t i o n  of  b o t h  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a n d  s o l u b l e  

c o l l a g e n  in  n o r m a l  l i v e r  f o l l o w i n g  s t e r o i d s  ( C u t r o n e o  e t  a l ,  1971).  

T h i s  i s  c o n f i r m e d  b y  t h e  r e s u l t s  f o r  a n i m a l s  r e c e i v i n g  s t e r o i d s  a l o n e  

( T a b l e  3:1 ). N e v e r t h e l e s s  t h e  p o i n t  o f  t h e ' c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  p l u s  

s t e r o i d  e x p e r i m e n t  i s  t h a t  t h e  s t i m u l u s  f o r  f i b r o g e n e s i s  i s  p o s t p o n e d  

a n d  r e m a i n s  a s s o c i a t e d  w i t h  m a c r o p h a g e  a c t i v i t y .

C o r t i s o n e  g i v e n  a f t e r  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  th e  h e a l i n g  r e s p o n s e  

d i d  n o t  r e d u c e  th e  n u m b e r s  o f  m a c r o p h a g e s  i n  t h e  d a m a g e d  l i v e r  o r  

i m p a i r  t h e i r  p h a g o c y t i c  a c t i v i t y .  T h i s  i s  in  k e e p i n g  w i t h  th e  s t u d i e s  

o n  h e a l i n g  c u t a n e o u s  w o u n d s  by  L e i b o v i c h  a n d  R o s s  (1975) ,  w h i c h  

i n d i c a t e  t h a t  a n t i m a c r o p h a g e  s e r u m  a s  w e l l  a s  s t e r o i d  i s  n e c e s s a r y  

t o  i n h i b i t  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  f ew  m a c r o p h a g e s  a l r e a d y  p r e s e n t  in  t i s s u e  

a n d  a t  t h e  s a m e  t i m e  c o m p l e t e l y  i n h i b i t  f i b r o g e n e s i s .  T h e  p r e s e n t  

e x p e r i m e n t  s h o w s  t h a t  c o r t i s o n e  c u t  s h o r t  t h e  b e g i n n i n g  of  th e  

f i b r o g e n i c  r e s p o n s e  w h i l s t  p e r m i t t i n g  c o n t i n u i n g  m a c r o p h a g e  a c t i v i t y  

p r o c e e d i n g  t o  r e s o l u t i o n  o f  t h e  l e s i o n .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  w i th  

c o r t i s o n e  do  n o t  f i n a l l y  r e s o l v e  t h e  q u e s t i o n  a s  t o  w h e t h e r  i t  a c t e d  

d i r e c t l y  on  c e l l s  w i th  f i b r o b l a s t i c  a c t i v i t y ,  w h e t h e r  i t  a c t e d  d i r e c t l y  by  

a  s e l e c t i v e  e f f e c t  on  m a c r o p h a g e  a c t i v i t y  i n d e p e n d e n t  o f  t h e i r  

p h a g o c y t i c  a c t i v i t y ,  o r  w h e t h e r  i t  r e n d e r e d  f i b r o b l a s t s  r e f r a c t o r y  to  

a  m a c r o p h a g e  s t i m u l u s .  T h e  l a s t  p o s s i b i l i t y  s e e m s  the  m o s t  l i k e l y  

t o  m e  s i n c e  t h e  s t i m u l u s  t o  f i b r o g e n e s i s  d id  n o t  r e a p p e a r  a n d  s i n c e  the



s t e r o i d - a l o n e  e x p e r i m e n t  c o n f i r m s  t e m p o r a r y  s u p p r e s s i o n  of  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s .

T h e  r e s u l t s  of  t h e  e x p e r i m e n t s  u s i n g  d e l a y e d  a d m i n i s t r a t i o n  of  

s t e r o i d s  a r e  a l s o  of  i n t e r e s t  in  s h o w i n g  t h a t  t h e  t e m p o r a r y  f i b r o g e n i c  

r e s p o n s e  w h i c h  f o l l o w s  a c u t e  l i v e r  i n j u r y ,  w h a t e v e r  i t s  c a u s e  a n d  

s i g n i f i c a n c e  m a y  b e ,  i s  u n n e c e s s a r y  f o r  c o m p l e t e  r e c o v e r y  o f  t h e  

d a m a g e d  o r g a n  w i t h i n  a  n o r m a l  t i m e  i n t e r v a l .  A  s o m e w h a t  s i m i l a r  

e x p e r i m e n t  w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  b u t  w i th  c o n t i n u o u s  a d m i n i s t r a t i o n  

o f  s t e r o i d  a n d  r e s o l u t i o n  o f  th e  l e s i o n  o v e r  t h e  n o r m a l  t i m e  s c a l e  i n  

s p i t e  of  a  r e d u c e d  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  s o m e  t i m e  

a g o  ( H o f f m a n  e t  a l ,  1955) .  T h e  r e s u l t s  o b v i o u s l y  b a f f l e d  t h e  a u t h o r s  

a s  n o  e x p l a n a t i o n  o r  s p e c u l a t i o n  i s  o f f e r e d .

A  m o r e  s e l e c t i v e  a g e n t  w a s  s o u g h t  to  i n t e r f e r e  w i th  m a c r o p h a g e  

f u n c t i o n .  U n l ik e  c o r t i s o n e ,  c a r r a g e e n i n  i s  n o t  k n o w n  t o  i n h i b i t  

f i b r o b l a s t i c  a c t i v i t y  a n d  t h e  a b s e n c e  o f  a  d e p r e s s a n t  e f f e c t  on n o r m a l  

l i v e r  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  w o u ld  s u p p o r t  t h i s .  T h e  h o p e  w a s  t h a t  

e x p e r i m e n t s  w i t h  c a r r a g e e n i n  a s  a  m a c r o p h a g e  i n h i b i t o r  w o u ld  p r o v i d e  

l e s s  e n i g m a t i c  r e s u l t s .  I o t a  c a r r a g e e n i n  a p p e a r s  t o  be  t h e  l e a s t  t o x i c  

o f  t h e  a v a i l a b l e  t y p e s  ( T h o m s o n  a n d  H o r n e ,  1976),  a n d  in  th e  c o n d i t i o n s  

o f  o u r  e x p e r i m e n t s  i t  d i d  n o t  c a u s e  l i v e r  c e l l  n e c r o s i s .  C e r t a i n  o t h e r  

t y p e s  of  c a r r a g e e n i n  c a u s e  a  f l o r i d  a c u t e  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  a t  

t h e  i n g e s t i o n  s i t e  l e a d i n g  on  to  a  p e r s i s t e n t  g r a n u l o m a t o u s  r e a c t i o n  

a n d  w o u ld  o b v i o u s l y  h a v e  b e e n  u n s u i t a b l e .  A  t o x i c  e f f e c t  o n  K u p f f e r  

c e l l s  w h i c h  r e a d i l y  i n g e s t  i t  h a s  b e e n  n o t e d  ( F o w l e r  a n d  T h o m s o n ,

197 8 ) ,  a n d  i t  a p p e a r s  f r o m  o u r  r e s u l t s  t h a t  i t  r e t a r d s  c o n s i d e r a b l y  th e  

n o r m a l  f u n c t i o n a l  a c t i v i t y  of  m a c r o p h a g e s  in  t h e  d a m a g e d  l i v e r .  I t  

s e e m s  r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  t h i s  p h e n o m e n o n  m a y  be  i m p l i c a t e d  

i n  t h e  f a i l u r e  o f  th e  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  r e s p o n s e  in  m i c e  g i v e n  

c a r r a g e e n i n .

T h e s e  v a r i o u s  m a n i p u l a t i o n s  of  t h e  b a s i c  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  

l i v e r  i n j u r y  m o d e l  m a y  be  i n d i v i d u a l l y  i n c o n c l u s i v e .  T o g e t h e r  t h e y  

p r o v i d e  a b o d y  of  e v i d e n c e  t h a t  n o r m a l  m a c r o p h a g e  f u n c t i o n  i s  l i n k e d  

t o  f i b r o g e n e s i s ,  a n d  f a i l  t o  d i s p r o v e  th e  h y p o t h e s i s  t h a t  m a c r o p h a g e



61.

a c t i v i t y  i n f l u e n c e s  a n d  p e r h a p s  c o n t r o l s  f i b r o b l a s t  a c t i v i t y  in  

d a m a g e d  t i s s u e .

I

(



F i g  3:1 M e a n  l e v e l s  o f  h e p a t i c  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  

in  m i c e  g i v e n  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  a l o n e  ; c a r b o n  

t e t r a c h l o r i d e  p l u s  e a r l y  c o r t i s o n e  a d m i n i s t r a t i o n  ; 

c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  p l u s  d e l a y e d  c o r t i s o n e  

a d m i n i s t r a t i o n .  E a c h  t i m e  p o i n t  r e p r e s e n t s  the  m e a n  

o f  a t  l e a s t  f o u r  o b s e r v a t i o n s .  T h e  h a t c h e d  f i g u r e s  

r e p r e s e n t  t h e  p e r i o d s  of  c o r t i s o n e  a d m i n i s t r a t i o n .

T h e  r e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  D. P .  M. - S . E . M .  p e r

50  j j l I  l i v e r  h o m o g e n a t e ,  b e i n g  th e  a c t u a l  e x p e r i m e n t a l  d a t a .
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T A B L E  3:1

E f f e c t  of  c o r t i s o n e  on  h e p a t i c  p r o l y l  h y d r o x y l a s e

H e p a t i c  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  v a l u e s  f o r  g r o u p s  o f  5 m a l e  C F L P  

m i c e  ( l i t t e r m a t e s  o f  w e i g h t  25  - 30 g) g i v e n  2. 5 m g  c o r t i s o n e  

a c e t a t e  s u b c u t a n e o u s l y  f o r  3 c o n s e c u t i v e  d a y s .  E a c h  v a l u e  i s  

t h e  m e a n  o f  d u p l i c a t e  e s t i m a t e s  of  50 jjl I  of  l i v e r  h o m o g e n a t e .

A  s i g n i f i c a n t  f a l l  i n  l e v e l  of  a p p r o x i m a t e l y  50% i s  s e e n  on D a y  2 

( S t u d e n t ' s  t  t e s t  : t  = 3.  38 ; 2 P < 0 .  01) r e t u r n i n g  t o  n o r m a l  

v a l u e s  o n  D a y  4 (t n o t  s i g n i f i c a n t )

D a y  D P M / 5 0  jj,1 M e a n  D P M  - S . E . M ,

0 409 463 t  57
317
401
557
630

2 2 3 4  250  t  27
198
278
340
198

4 697 553 t  56
641
574
405
445

6 357  378 - 26
361
317
38 4
47 4

10 ✓ 319 363 - 60
453
178
530
332



F i g  3:2 A. H e p a t i c  
c e n t r i l o b u l a r  z o n a l  n e c r o s i s  
in  a  m o u s e  r e c e i v i n g  
c o r t i s o n e  a n d  3 d a y s  a f t e r  
c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e .  
S u r v i v i n g  h e p a t o c y t e s  a r e  
s w o l l e n  w i t h  l i p i d  a n d  
g l y c o g e n .  H a e m a t o x y l i n  
a n d  e o s i n  (H E ) .  X 96

• f  U* - .^v-vrV < v

F i g  3:2 B .  T h r e e - d a y  
c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  l e s i o n  
in  m o u s e  n o t  g iv e n  
c o r t i s o n e ,  f o r  c o m p a r i s o n  
w i th  F i g  3:2 A. HE X 6 8

F i g  3:2 C.  C e n t r i l o b u l a r  z o n a l  n e c r o s i s  in m o u s e  l i v e r  
1 w e e k  a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  of  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  
a n d  c o r t i s o n e .  H E  X 225



F i g  3 : 3 . A. R e t i c u l i n  p a t t e r n  of m o u s e  l i v e r  5 d a y s  a f t e r  C C I 4 .

X 225

F i g  3:3  B .  R e t i c u l i n  p a t t e r n  s h o w in g  th e  e f f e c t  o f  c o m b i n e d  

e a r l y  c o r t i s o n e  a n d  C C l ^  a f t e r  5 d a y s .  No i n c r e a s e  i s  a p p a r e n t ,

X 225
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F i g  3 :4  A. R e t i c u l i n  p a t t e r n  of  m o u s e  l i v e r  9 d a y s  a f t e r  C C I 4 . 

T h e  i n c r e a s e d  r e t i c u l i n  h a s  d i s a p p e a r e d .  X 225
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F i g  3 :4  B .  R e t i c u l i n  p a t t e r n  s h o w i n g  th e  e f f e c t  of  c o m b i n e d  e a r l y  

c o r t i s o n e  a n d  C C I 4  a f t e r  9 d a y s .  An i n c r e a s e  i s  now  a p p a r e n t .

X 225



ME
AN

 
D.

P.M
.± 

S.
E.

M
.

F i g  3:5 M e a n  l e v e l s  0 1  n e p a t i c  p r o i y i  n y u r u x y i d s e

-- in  m i c e  g iv e n  C C I 4  a l o n e  ; C C I 4  p l u s

c a r r a g e e n i n  ; c a r r a g e e n i n  a l o n e .  E a c h  t i m e  

p o i n t  r e p r e s e n t s  the  m e a n  of  a t  l e a s t  4 
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F i g  3:6  T h e  r e l a t i v e  l e v e l s  of  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  in  

m a c r o p h a g e s  a n d  f i b r o b l a s t s .
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6 2 .

C h a p t e r  4

E X P E R I M E N T A L  P A R A Q U A T  L U N G  IN JU R Y

G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n

T h e  e x p e r i m e n t a l  u s e  of  t o x i c  s u b s t a n c e s  h a s  c o n s t a n t l y  

p r o v i d e d  i n s i g h t s  in to  p a t h o p h y s i o l o g i c a l  e v e n t s  in  a  v a r i e t y  of  o r g a n s .

O ne  r e c a l l s  t h e  u s e  of  a l l o x a n  in  t h e  s t u d y  of  d i a b e t e s ,  c a r b o n  t e t r a ­

c h l o r i d e  in  l i v e r  i n j u r y  a n d  a - b u n g a r o t o x i n  in n e u r o m u s c u l a r  c o n t r o l .  

A g e n t s  c a p a b l e  of  s e l e c t i v e l y  i n j u r i n g  lu n g  h a v e  b e c o m e  i n c r e a s i n g l y  

a v a i l a b l e  i n  r e c e n t  y e a r s .  E x p e r i m e n t a l  w o r k  p a r t i c u l a r l y  w i th  s u l p h u r  

d i o x i d e ,  s i l i c a ,  p a p a i n  a n d  e l a s t a s e  h a s  now c o n t r i b u t e d  to a  c h a n g e  in 

t h e  d i r e c t i o n  of  p u l m o n a r y  r e s e a r c h .  " .  . . . p u l m o n a r y  p h y s i o l o g y  i s  no  

l o n g e r  th e  c u t t i n g  e d g e  of  r e s e a r c h  in t h e  lu n g .  T h e  m a i n  t h r u s t s  t o d a y  

a r e  c e l l u l a r  b i o l o g y  a n d  e x p e r i m e n t a l  p a t h o l o g y  . . . . " ( T h u r l b e c k ,  1978).

P a r a q u a t  i n g e s t i o n  r a p i d l y  p r o d u c e s  s e l e c t i v e  n e c r o s i s  of 

a l v e o l a r  p n e u m o c y t e s  a n d  th e  b i o c h e m i c a l  b a s i s  of  t h i s  d e s t r u c t i v e  

e f f e c t  m a y  w e l l  be  s i m i l a r  to i t s  e f f e c t  on  p l a n t  c e l l s .  P a r a q u a t  w a s  

f i r s t  s y n t h e s i s e d  l a s t  c e n t u r y  a n d  u s e d  s i n c e  t h e n  a s  a  r e d o x  i n d i c a t o r  

d y e  a l s o  c a l l e d  m e t h y l  v i o l o g e n .  I t s  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  i s  d e s c r i b e d  a s  

1, 1' d i m e t h y l -  4 , 4 '  - b i p y r i d y l l i u m  d i c h l o r i d e  (p a r a  s u b s t i t u t e d  q u a t e r n a r y  

d e r i v a t i v e  of  d i p y r i d y l )  a n d  th e  b i p y r i d y l s  w e r e  d i s c o v e r e d  to  h a v e  

h e r b i c i d a l  p r o p e r t i e s  b y  I m p e r i a l  C h e m i c a l  I n d u s t r i e s  in  t h e  1 9 5 0 ’s 

( B r i a n  e t  a l ,  1958) .  P a r a q u a t  h a s  r e m a i n e d  th e  m o s t  s u c c e s s f u l  

" c h e m i c a l  p l o u g h "  f o r  a g r i c u l t u r a l  p u r p o s e s  s i n c e  i t s  c o m m e r c i a l  

i n t r o d u c t i o n  in  1963 a s  t h e  l i q u i d  c o n c e n t r a t e  " G r a m o x o n e " .

O x y g e n  i s  a n  e s s e n t i a l  r e q u i r e m e n t  f o r  th e  h e r b i c i d a l  a c t i v i t y  of 

p a r a q u a t  a n d  r e s u l t s  in  p r o d u c t i o n  of  the  r a d i c a l  f o r m  of p a r a q u a t  by  

p l a n t  c h l o r o p l a s t s  ( L e d w i t h ,  1977).  T h i s  r a d i c a l  i s  th o u g h t  to  t r a n s f e r  

i t s  e x t r a  e l e c t r o n  to  m o l e c u l a r  o x y g e n  c r e a t i n g  the s u p e r o x i d e  r a d i c a l  

r e s u l t i n g  in  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  of  c e l l  m e m b r a n e s  - a p h e n o m e n o n  c a p a b l e  

o f  p r o d u c i n g  c e l l  d e a t h  ( F a r r i n g t o n  e t  a l ,  1973 ; D o r m a n d y ,  1978).  It 

a p p e a r s  t h a t  the  p r o t e c t i v e  e n z y m e  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e ,  p r e s e n t  in
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a l l  c e l l s ,  i s  i n c a p a b l e  of r e v e r s i n g  t h i s  e f f e c t .  I n h i b i t i o n  of t h i s  

e n z y m e  w i t h  d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e  p o t e n t i a t e s  th e  l e t h a l  e f f e c t  of  

p a r a q u a t  in r a t s  ( G o l d s t e i n  e t  a l ,  1979).  A s i m i l a r  m e c h a n i s m  h a s  

b e e n  p r o p o s e d  to  a c c o u n t  f o r  m a m m a l i a n  t o x i c i t y  by  B u s  e t  a l  (1976) .

I t  i s  i n t e r e s t i n g  to  n o t e  t h a t  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  by  f r e e  r a d i c a l s  i s  n e w  

c o n s i d e r e d  to be r e s p o n s i b l e  f o r  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n d u c e d  l i v e r  

i n j u r y  ( r e v i e w e d  by  D i a n z a n i ,  1976).

P a r a q u a t  i s  t a k e n  u p  a n d  r e t a i n e d  s p e c i f i c a l l y  in  lu n g  in  c o n t r a s t  

t o  a  r e l a t e d  c o m p o u n d  d i q u a t  w h i c h  h a s  m o r e  n e p h r o t o x i c  e f f e c t s  

( S h a r p  e t  a l ,  1972).  W i t h i n  h o u r s  c h a n g e s  c a n  be d e t e c t e d  f i r s t  in 

a l v e o l a r  ty p e  I c e l l s  ( m e m b r a n o u s  p n e u m o c y t e s )  an d  s u b s e q u e n t l y  ty p e  

II  c e l l s  ( g r a n u l a r  p n e u m o c y t e s ) .  T h i s  e f f e c t  i s  s i m i l a r  to  o x y g e n  an d  

o z o n e  t o x i c i t y  e x c e p t  t h a t  c a p i l l a r y  e n d o t h e l i u m  i s  u n a f f e c t e d  (S ykes  

e t  a l ,  1977) .  O x y g e n  t e n s i o n  i s  m a x i m a l  in lung  a n d  t h i s  h a s  of  c o u r s e  

b e e n  q u o t e d  to  e x p l a i n  th e  s e l e c t i v e  n a t u r e  of  p a r a q u a t  t o x i c i t y  ( F i s h e r ,  

1977)  b u t  d o e s  n o t  a c c o u n t  f o r  t h e  l o c a l i s a t i o n  of  the  t o x in .

T h e  s e q u e n c e  of  e v e n t s  in  lu n g  h a s  b e e n  s t u d i e d  e x t e n s i v e l y  b o th  

a t  l i g h t  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  l e v e l s  in  a n i m a l  m o d e l s  ( V i j e y a r a t h a m  

a n d  C o r r i n ,  1971 ; S m i t h  e t  a l ,  1974  ; S m i t h  a n d  H e a th ,  1974  a) .  

O b s e r v a t i o n s  i n  h u m a n  p o i s o n i n g  s how  e s s e n t i a l l y  th e  s a m e  p i c t u r e  

( T o n e r  e t  a l ,  1970 ; S m i t h  a n d  H e a t h ,  1974  b) .  In the  r a t  the  a l e v o l a r  

t y p e  I e p i t h e l i a l  c e l l s  s w e l l  w i t h i n  4 h o u r s  a n d  s how  e l e c t r o n  

m i c r o s c o p i c  f e a t u r e s  o f  h y d r o p i c  d e g e n e r a t i o n  by  18 h o u r s .

D e g e n e r a t i v e  c h a n g e s  of  v a c u o l a t i o n  a n d  d i s r u p t i o n  of  o r g a n e l l e s  a l s o  

a f f e c t  ty p e  II c e l l s  b y  t h i s  s t a g e  a n d  a f t e r  tw o  d a y s  b o th  t y p e s  b e g i n  to  

d i s i n t e g r a t e  t h u s  s t r i p p i n g  th e  l i n i n g  of  a l v e o l a r  w a l l s .  C a p i l l a r y  

c o n g e s t i o n  a n d  a few  a c u t e  i n f l a m m a t o r y  c e l l s  a c c o m p a n y  t h i s  e a r l y  

p h a s e .  N e x t  i n t r a - a l v e o l a r  h a e m o r r h a g e  a n d  o e d e m a  o c c u r  p a t c h i l y  

t h r o u g h o u t  t h e  p a r e n c h y m a .  H y a l i n e  m e m b r a n e s  a r e  a n o t a b l e  

f e a t u r e  a n d  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  p h a s e  p r o v i d e s  a m o d e l  

f o r  h u m a n  r e s p i r a t o r y  d i s t r e s s  s y n d r o m e  of th e  n e w b o r n  p a r t i c u l a r l y  

a s  t h e r e  i s  a  d r o p  in  p u l m o n a r y  s u r f a c t a n t  l e v e l s .  T h i s  l a t t e r  

f e a t u r e  i s  r e a d i l y  a t t r i b u t a b l e  to  d e s t r u c t i o n  of  ty p e  II c e l l s  r a t h e r
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t h a n  f a i l u r e  of  s u r f a c t a n t  p r o d u c t i o n .  B r o n c h i o l a r  d a m a g e  m a y  

a l s o  c o n t r i b u t e  to  a  d e f i c i t  in  s u r f a c t a n t  ( E t h e r t o n  a n d  G r e s h a m .  1979) .  

G i v e n  s u f f i c i e n t  p a r a q u a t ,  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  o r  h u m a n s  d ie  d u r i n g  

t h i s  d e s t r u c t i v e  a n d  e x u d a t i v e  p h a s e .  R e n a l  a n d  h e p a t i c  f a i l u r e  m a y  

a l s o  o c c u r  a n d  c o n t r i b u t e  to d e a t h  w h i c h  i s  n e v e r t h e l e s s  p r i m a r i l y  

o f  r e s p i r a t o r y  t y p e .

A f t e r  t h r e e  d a y s  m o n o n u c l e a r  c e l l s  b e c o m e  p r o m i n e n t  in a l v e o l i ,  

T h e s e  a r e  a  m i x t u r e  o f  m a c r o p h a g e s  a n d  s t e l l a t e  c e l l s  d e s c r i b e d  by  

S m i t h  a n d  H e a t h  (1974  a) a s  p r o f i b r o b l a s t s  s i n c e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  

s h o w s  s e q u e n t i a l  c h a n g e s  f r o m  a  r a t h e r  i n d e t e r m i n a t e  f o r m  in to  

r e c o g n i s a b l e  f i b r o b l a s t s .  T h e  s u g g e s t i o n  t h a t  t h e s e  l a t t e r  c e l l s  

" o r i g i n a t e  f r o m  b l o o d  m o n o c y t e s  w h i c h  t r a n s f o r m  in to  p r o f i b r o b l a s t s  

a n d  t h e n  m i g r a t e  t h r o u g h o u t  th e  lu n g  b y  m e a n s  of  t h e i r  lo n g  p s e u d o p o d i a "  

i s  a  r e d u n d a n t  s p e c u l a t i o n  p a r t i c u l a r l y  s i n c e  t h e r e  i s  a m p l e  e v i d e n c e  

t h a t  m o n o c y t e s  d i f f e r e n t i a t e  e x c l u s i v e l y  in to  m a c r o p h a g e s  ( J e n n i n g s  

a n d  F l o r e y ,  1970) .  T h e  f i b r o b l a s t s  e m e r g e  f i r s t  in to  a l v e o l i  a d j a c e n t  

t o  t h e  b r o n c h i a l  t r e e  a n d  c o n n e c t i v e  t i s s u e  s e p t a .  T h e y  h a v e  the 

a p p e a r a n c e  of  f i b r o b l a s t s  in e a r l y  lo g  p h a g e  of  t i s s u e  c u l t u r e  ( F i g s  4:1 

a n d  4 :2 )  w h i c h  i s  p r o b a b l y  a n  a p t  a n a l o g y  f o r  a l v e o l i  f i l l e d  by  i n f l a m m a t o r y  

e x u d a t e .  F i b r o b l a s t s  c o n t i n u e  to  e m e r g e  a n d  p r o l i f e r a t e  a n d  r e t i c u l i n  

f i b r e s  a p p e a r  a s ' i n  o r g a n i s a t i o n  e l s e w h e r e  i n t i l  r e s p i r a t o r y  f a i l u r e  

s u p e r v e n e s .  T h i s  p r o c e s s  i s  p a t c h y  an d  in  s o m e ,  p r e s u m a b l y  l e s s  

e x t e n s i v e l y  d e n u d e d ,  a l v e o l i ,  ty p e  II c e l l s  w h i c h  a r e  t h e  s t e m  c e l l s  

f o r  a l v e o l a r  e p i t h e l i u m  ( A d a m s o n  a n d  B o w d e n ,  1975) p r o l i f e r a t e  to 

f o r m  a  c u b o i d a l  l i n i n g  w h i c h  s e e m s  to  r e s t r i c t  f i b r o b l a s t s  to  t h e i r  

n o r m a l  c o m p a r t m e n t .

I s  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i n c r e a s e d  in  t h i s  e x p e r i m e n t a l  m o d e l  an d  

w h a t  i s  the  s t i m u l u s  f o r  t h i s  a l v e o l a r  f i b r o b l a s t  a c t i v i t y  ? T h e  

f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t a l  w o r k  a t t e m p t s  to  e l u c i d a t e  t h e s e  q u e s t i o n s .



r i g  s c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  v ie w  ox a m o u s e

p u l m o n a r y  a l v e o l u s  in  t h e  e a r l y  i n f l a m m a t o r y  p h a s e  of  p a r a q u a t  

p o i s o n i n g .  A f ine  f i b r i n  m e s h  f i l l s  th e  a l v e o l u s .  A t r a p p e d  

p l a t e l e t  i s  i n d i c a t e d  (— >). X 2 , 4 1 5

F i g  4:1 B .  N o r m a l  m o u s e  a l v e o l u s  f o r  c o m p a r i s o n .  .A lveo la r  

m a c r o p h a g e s  a d h e r e n t  to  T y p e  I c e l l s  a r e  i d e n t i f i a b l e  by  t h e i r  

c y t o p l a s m i c  p r o c e s s e s  (— >).  X 1 , 6 0 5



r i g  ^t'.c l j igm: m i c r o s c o p i c  v ie w  0 1  s t e l l a t e  HDroDiasLs  \— ' )

i n  m o u s e  p u l m o n a r y  a l v e o l i  5 d a y s  a f t e r  p a r a q u a t .  F i n e  

s t r a n d s  of  p r e s u m e d  c o l l a g e n  a r e  s t a i n e d  b l u e .  M . S . B .  X 700

A -

4

t

*

F i g  4:2 B .  C o r r e s p o n d i n g  s c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  

view'  of  s u c h  a n  a l v e o l u s  to  s h o w  t h r e e  e l o n g a t e d  f i b r o b l a s t s .  

T w o  a d j a c e n t  m a c r o p h a g e s  showdng s u r f a c e  r u f f l e s  a r e  p r e s e n t .  

L o n g  s t r a n d s  of  p r e s u m e d  c o l l a g e n  a r e  i n d i c a t e d  ( > )

T h e s e  d i f f e r  in  t h i c k n e s s  a n d  c h a r a c t e r  f r o m  th e  f i b r i n  

p r e v i o u s l y  s e e n .  X 4 , 9 5 0
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P a r t  A

C O L L A G E N  P R O L Y L  H Y D R O X Y L A S E  L E V E L S  IN 

E X P E R I M E N T A L  P A R A Q U A T  P O IS O N IN G

T h i s  s t u d y  r e p r e s e n t s  the  c o n t i n u a t i o n  of  a  t h e m e  f r o m  t h i s  

l a b o r a t o r y  c o n c e r n i n g  the  a p p l i c a t i o n  of t e c h n i q u e s  f o r  m e a s u r i n g  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s  to  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l  m o d e l s  of  f i b r o s i s ,  

e s p e c i a l l y  in  l i v e r  a n d  s k in .  (S h ab a  e t  a l ,  1973 ; M c G e e  e t  a l ,  1973).  

P a r a q u a t  l u n g  i n j u r y  o f f e r s  a  s e q u e n c e  o f  p a t h o l o g i c a l  e v e n t s  w h ic h  

i s  o f  c o n s i d e r a b l e  i n t r i n s i c  i n t e r e s t  a s  w e l l  a s  b e i n g  a m o d e l  of  r a p i d  

f i b r o g e n e  s i s .

T h e  e n z y m e  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  p l a y s  a p i v o t a l  r o l e  in 

c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a n d  a s s a y  of  i t s  a c t i v i t y  in  a  t i s s u e  p r o v i d e s  the  

m o s t  s e n s i t i v e  m e a s u r e  of  l o c a l  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  ( C a r d i n a l e  an d  

U d e n f r i e n d ,  1974) .  T h i s  m e t h o d  h a s  b e e n  u s e d  to  a s s e s s  th e  o n s e t  

a n d  d e v e l o p m e n t  of  f i b r o s i s  in  t h e  l u n g s  of  p a r a q u a t  t r e a t e d  r a t s  o v e r  

a  7 - d a y  p e r i o d .  O t h e r  t i s s u e s  a n d  s e r a  w e r e  a l s o  a s s a y e d  to  o b s e r v e  

w h e t h e r  a n y  r i s e  in  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  p e c u l i a r  to  p u l m o n a r y  t i s s u e .

M A T E R I A L S  AND ME T H O D S

G u i d e d  by  p i l o t  e x p e r i m e n t s ,  t h e  fo l l o w i n g  p r o c e d u r e  w a s  

e m p l o y e d .  M a t u r e  m a l e - S p r a g u e - D a w l e y  r a t s  ( a v e r a g e  w e i g h t  300 g) 

w e r e  g i v e n  a s i n g l e  d o s e  of  p a r a q u a t  d i c h l o r i d e  in i s o t o n i c  s a l i n e ,

20  m g  p e r  kg b o d y  w e i g h t ,  by  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n .  C o n t r o l  

a n i m a l s  r e c e i v e d  a  s i m i l a r  i s o t o n i c  s a l i n e  i n j e c t i o n  w i th o u t  p a r a q u a t .  

A l l  a n i m a l s  w e r e  of  s i m i l a r  w e ig h t ,  u s i n g  l i t t e r  m a t e s  a s  f a r  a s  

p o s s i b l e .  F o u r  t e s t  r a t s  w e r e  k i l l e d  d a i l y  f o r  6  d a y s  a n d  f ive  on the  

7 th  d a y .  T h e s e  w e r e  w e i g h e d  a n d  s a m p l e s  of l i v e r ,  k id n e y ,  s e r u m  

a n d  l u n g  r e t a i n e d  a t  - 2 0 ° C  f o r  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a s s a y .  T h e  r i g h t  

b a s a l  lo b e  of  l u n g  w a s  u s e d  f o r  t h i s  a s s a y  a n d  w a s  r e m o v e d  an d  

w e i g h e d  b e f o r e  f r e e z i n g .  T h e  r e m a i n d e r  of  t h e  l u n g s  w a s  i n f l a t e d  v ia  

t h e  t r a c h e a  w i th  10% f o r m a l  s a l i n e  a t  15 c m  p r e s s u r e  f o r  48 h o u r s .
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T h e  l e f t  l o w e r  lo b e  w a s  t h e n  s a m p l e d  f o r  h i s t o l o g y .  T he  r i g h t  u p p e r  

a n d  m i d d l e  l o b e s  w e r e  d r i e d  to  c o n s t a n t  w e i g h t .

B e c a u s e  of  c o n s i d e r a b l e  v a r i a t i o n  in  t h e  w e i g h t  of  th e  l u n g s  a t  

d i f f e r e n t  t i m e  i n t e r v a l s  a f t e r  p o i s o n i n g ,  the  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  

w a s  q u a n t i t a t e d  in  d u p l i c a t e  in  25 pi a l i q u o t s  of  w ho le  r i g h t  b a s a l  lobe  

w h i c h  h a d  b e e n  m i n c e d ,  s o n i c a t e d ,  c e n t r i f u g e d  a n d  the  1, 500 g 

s u p e r n a t a n t  m a d e  u p  to  a  c o n s t a n t  f in a l  v o l u m e  of 3 m l  in b u f f e r .  T h e  

t r i t i u m  r e l e a s e  m e t h o d  of  H u t to n ,  T a p p e l  a n d  U d e n f r i e n d  (1966)  w a s  

e m p l o y e d  f o l l o w i n g  th e  e s t a b l i s h m e n t  of a  s t a n d a r d  c u r v e  f o r  c o n t r o l  

m a t e r i a l  a c t i v i t y  ( A p p e n d i x  No.  3). S p e c i m e n s  f r o m  a l l  t e s t  a n d  

c o n t r o l  r a t s  w e r e  a s s a y e d  a t  th e  s a m e  t i m e .  T h e  lu n g  s o n i c a t e s  w e r e  

s u b s e q u e n t l y  a s s a y e d  f o r  p r o t e i n  ( L o w r y  e t  a l ,  1951) a n d  DNA c o n t e n t  

( B u r t o n ,  1956) .

T h e  s a m e  m e t h o d  o f  e n z y m e  a s s a y  w a s  a p p l i e d  to  h o m o g e n a t e s  

of  t h e  r i g h t  m a i n  lo b e  o f  t h e  l i v e r  a n d  t h e  w h o le  of  one  k id n e y  f r o m  

w h i c h  t h e  c a p s u l e  w a s  s t r i p p e d .  A c t i v i t y  w a s  r e l a t e d  to  th e  p r o t e i n  

c o n t e n t  of  t h e s e  t i s s u e s .  T h e  e n z y m e  w a s  a l s o  m e a s u r e d  in  d u p l i c a t e  

i n  0. 2 m l  a l i q u o t s  of  s e r u m  f r o m  b l o o d  o b t a i n e d  by  c a r d i a c  p u n c t u r e  

a t  t h e  t i m e  of  s a c r i f i c e .

R E S U L T S

T h e  p e r c e n t a g e  c h a n g e s  in b o d y  w e i g h t  a n d  lung  a r e  sh o w n  in 

F i g u r e  4 : 3 -  T o t a l  b o d y  w e i g h t  d e c l i n e d  s t e a d i l y ,  l o s i n g  a p p r o x i m a t e l y  

20% b y  D ay  5. B y  t h i s  t i m e  the  lu n g  d r y  w e i g h t  h a d  i n c r e a s e d  by  80% 

a n d  th e  w e t  w e i g h t  b y  n e a r l y  400%. D u r i n g  t h i s  t i m e  a l s o  the  p r o t e i n  

c o n t e n t  of l u n g  s u p e r n a t a n t  i n c r e a s e d  by  600% f r o m  a m e a n  of  4. 0 m g / m l  

t o  29 m g / m l .  No  c h a n g e  w a s  fo u n d  in  D N A  c o n t e n t .

T h e  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  l e v e l s  in  lung  a r e  s h o w n  in  

F i g u r e  4 : 4  • F o l l o w i n g  a n  i n i t i a l  s l i g h t  f a l l  on  th e  f i r s t  d a y  t h e r e  i s

a  p r o g r e s s i v e  r i s e  to  a  m a x i m u m  5 - f o l d  i n c r e a s e  a t  D ay  5. T h i s  i s  

a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  c o m p a r e d  w i th  the  l e v e l  a t  the  b e g i n n i n g  of  

t h e  e x p e r i m e n t  ( P < 0 . 0 2 ,  S t u d e n t ’s t  t e s t ) ,  w h i c h  in  th e  c o n t r o l  g r o u p  

r e m a i n e d  u n c h a n g e d  o v e r  the  7 - d a y  p e r i o d .



T h e  s e r u m  l e v e l  of  e n z y m e  u n e x p e c t e d l y  r o s e  in  a s i m i l a r  

m a n n e r  to  l u n g ,  ( F i g .  4 :5  ) w i t h  a 3 ^ - f o l d  i n c r e a s e  by  th e  5 th  d a y  

( P <  0 . 0 2 ). T h e  s e r u m  v a l u e s  w e r e  h i g h l y  c o r r e l a t e d  w i th  lung  v a l u e s  

( r  = 0 . 6 6  ; P <  0. 001).  No i n c r e a s e  w a s  fo u n d  in  l i v e r  o ^ k i d n e y  

e n z y m e  a c t i v i t y .  I n d e e d  a  s i g n i f i c a n t  f a l l  o f  67% w a s  n o t e d  in  l i v e r  

a c t i v i t y  on  t h e  f i r s t  d a y  a f t e r  p a r a q u a t  w i t h  s u b s e q u e n t  r e t u r n  to 

n o r m a l  l e v e l s  ( F i g .  4:6)-

H i s t o l o g y  o f  t h e  l u n g s  s h o w e d  t h e  f e a t u r e s  o f  p a r a q u a t - i n d u c e d  

p u l m o n a r y  f i b r o s i s  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  S t e l l a t e  m e s e n c h y m a l  

c e l l s  r e s e m b l i n g  f i b r o b l a s t s  in  c u l t u r e  a p p e a r e d  w i th i n  a l v e o l i  in  th e  

v i c i n i t y  of  s m a l l  b lo o d  v e s s e l s  a n d  b r o n c h i o l e s  by  th e  3 r d  d ay ,  w h i c h  

c o r r e s p o n d s  in  t i m e  to  t h e  e a r l i e s t  d e t e c t a b l e  r i s e  in  p r o l y l  

h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y .

DISCU SSION

P a r a q u a t  i s  k n o w n  to  p r o d u c e  e x t e n s i v e  n e c r o s i s  of  p u l m o n a r y  

a l v e o l a r  e p i t h e l i u m  w i t h  c o n s e q u e n t  s e v e r e  i n f l a m m a t o r y  c h a n g e s .

F r o m  t h e  p i l o t  e x p e r i m e n t s  i t  w a s  a p p a r e n t  t h a t  c o n s i d e r a b l e  w e i g h t  

c h a n g e s  o c c u r r e d  in  t h e  d a m a g e d  r a t  l u n g .  T h e  i n c r e a s e  in  w e t  lu n g  

w e i g h t  i s  r e a d i l y  a t t r i b u t a b l e  to  th e  s e v e r e  i n f l a m m a t o r y  c h a n g e s .  I t  

w a s  c o n s i d e r e d  d e s i r a b l e  t h a t  th e  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  w a s  e x p r e s s e d  

in  a  m a n n e r  i n d e p e n d e n t  o f  t h e s e  c h a n g e s  in  o r d e r  to  r e f l e c t  t o t a l  l u n g  

e n z y m e  a c t i v i t y .  H e n c e  a l l  a n i m a l s  w e r e  s e l e c t e d  t o  b e  o f  s i m i l a r  s i z e  

a n d  th e  s o n i c a t e d  l u n g  l o b e s  f o r  a s s a y  w e r e  m a d e  up  to  c o n s t a n t  v o l u m e .

T h e  i n i t i a l  f a l l  i n  e n z y m e  a c t i v i t y  on th e  f i r s t  d a y  in  b o t h  lu n g  a n d  

l i v e r  i s  r e m i n i s c e n t  of  t h a t  w h i c h  h a s  b e e n  o b s e r v e d  in  l i v e r  f o l l o w in g  

e x p e r i m e n t a l  a c u t e  a l c o h o l  i n g e s t i o n  ( P a t r i c k ,  u n p u b l i s h e d ) ,  a n d  m a y  be 

a  n o n - s p e c i f i c  a c u t e  t o x i c  e f f e c t .  T h e  a c t i v i t y  b e g a n  to  r i s e  a b o v e  

n o r m a l  on  t h e  3 r d  d a y  w h i c h  c o r r e s p o n d s  to  t h e  a p p e a r a n c e  o f  s t e l l a t e  

m e s e n c h y m a l  c e l l s  a m o n g  m a c r o p h a g e s  in  a l v e o l a r  s p a c e s .  T h i s  l e n d s  

s u p p o r t  to  the  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  e v i d e n c e  t h a t  t h e s e  a r e  ' p r o -  

f i b r o b l a s t s ’ ( S m i t h  a n d  H e a t h ,  1974 a ) .  T h e  h i g h e s t  e n z y m e  l e v e l s  w e r e
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f o u n d  on  t h e  5 th  d a y  a n d  t h e  o r i g i n  of  t h i s  e x t r a  a c t i v i t y  i s  u n c e r t a i n .

I t  m a y  d e r i v e  f r o m  i n c r e a s e d  n u m b e r s  o f  f i b r o b l a s t s  o r  f r o m  

i n c r e a s e d  i n t r a c e l l u l a r  a c t i v i t y ,  o r  m o r e  l i k e l y  f r o m  b o th  s o u r c e s .

T h e  c o n t r i b u t i o n  f r o m  s e r u m  c o n t e n t  i s  m i n o r ,  a s  m a y  be  s e e n  f r o m  

c o m p a r i s o n  o f  a c t i v i t y  p e r  u n i t  v o l u m e  o f  l u n g  w i th  s e r u m ,  a n d  a l s o  

f r o m  t h e  a b s e n c e  o f  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  i n  l i v e r  a n d  k i d n e y .  No i n c r e a s e  

i n  D N A  c o n t e n t  w a s  d e t e c t e d  in  s p i t e  of  a n  o b v i o u s  h i s t o l o g i c a l  i n c r e a s e  

i n  c e l l u l a r i t y  of  a l v e o l i .  T h i s  i s  p r o b a b l y  due  to  th e  d i s p r o p o r t i o n a t e l y  

l a r g e  D N A  c o n t e n t  o f  b r o n c h i a l  e p i t h e l i u m  w h i c h  i s  r e l a t i v e l y  u n a f f e c t e d  

i n  p a r a q u a t  lu n g  i n j u r y .

T h e  a c t i v i t y  b y  t h e  7 th  d a y  i s  o n ly  t w i c e  n o r m a l  d e s p i t e  t h e  

p e r s i s t e n c e  o f  e x t e n s i v e  p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s .  A t w o - f o l d  i n c r e a s e  

a f t e r  s e v e n  d a y s  h a s  a l s o  b e e n  n o t e d  in  a  r e c e n t  p r e l i m i n a r y  

c o m m u n i c a t i o n  on  e x p e r i m e n t a l  p a r a q u a t  i n j u r y  ( C h v a p i l  a n d  H o l l i n g e r ,  

1977) ,  i n  w h i c h  a c o m p a r a b l e  d o s e  w a s  u s e d .  T h e s e  a u t h o r s  d id  n o t  

f o l l o w  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  c h a n g e s  a n d  d id  n o t  e x a m i n e  o t h e r  t i s s u e s  

o r  s e r u m .  A u t o r  a n d  S c h m i t t  (1977)  f a i l e d  to  d e t e c t  a n y  i n c r e a s e  in  

l u n g  b u t  w e r e  s e v e r e l y  a n d  c o r r e c t l y  c r i t i c i s e d  b y  o t h e r s  a t  the  

s y m p o s i u m  f o r  p o o r  m e t h o d o l o g y .  U s i n g  c u l t u r e d  r a t  lu n g  e x p l a n t s  an  

i n c r e a s e d  r a t e  of  c o l l a g e n  in  s y n t h e s i s  p e a k i n g  a f t e r  6  d a y s  h a s  b e e n  

o b s e r v e d  ( G r e e n b e r g  e t  a l ,  1978 a) ,  t h u s  b e i n g  c o m p l e m e n t a r y  to  th e  

p r e s e n t  d a t a .  A  r i s e  in  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  b u t  n o t  i n  c o l l a g e n  

s y n t h e s i s  in  l u n g  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( K u t t a n  e t  a l ,  1979) ; h o w e v e r  t h e s e  

w o r k e r s  o n ly  l o o k e d  a t  one  t i m e  p o in t ,  u n a c c o u n t a b l y  c h o o s i n g  9  d a y s  

a f t e r  p a r a q u a t  b y  w h i c h  t i m e  m o s t  a n i m a l s  a r e  d e a d  a n d  a  few  r e c o v e r e d .  

T h e  m e t h o d o l o g y  i s  a l s o  s u s p e c t  a n d  t h e  d i s c u s s i o n  c o n f u s e d .

W i t h  th e  t r i t i u m  r e l e a s e  m e t h o d  f o r  a s s a y i n g  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  

i n  h u m a n  s e r u m  s u b s t a n t i a l  e l e v a t i o n s  h a v e  b e e n  n o t e d  o n ly  i n  c a s e s  of  

h e p a t o c e l l u l a r  c a r c i n o m a  ( K e i s e r  e t  a l ,  1972).  O u r  r e s u l t s  s u g g e s t  

t h a t  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  s h o u l d  be  s o u g h t  in  s a m p l e s  o f  f r e s h  s e r u m  

f r o m  c a s e s  of h u m a n  p a r a q u a t  p o i s o n i n g  a n d  p u l m o n a r y  o x y g e n  t o x i c i t y .  

T h e  r e c e n t l y  d e v e l o p e d  r a d i o i m m u n o a s s a y  f o r  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  

s h o u l d  p r o v e  s u p e r i o r  f o r  s u c h  e s t i m a t i o n s  ( T u d e r m a n  e t  a l ,  1975).
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T h e r e  i s  no  p r o o f  of  r e c o v e r y  i n  a n y  h u m a n  c a s e  of  p a r a q u a t  

p o i s o n i n g  o n c e  i n t r a - a l v e o l a r  p r o l i f e r a t i o n  h a s  b e g u n  (M a t t h e w ,  1974 ; 

L a n c e t ,  1976) .  P r o g n o s t i c  a s s e s s m e n t  i s  h i n d e r e d  by  i n a b i l i t y  to  

d i s t i n g u i s h  p u l m o n a r y  o e d e m a  f r o m  i n t r a - a l v e o l a r  p r o l i f e r a t i o n  on 

x - r a y  a n d  b y  th e  u n d e s i r a b i l i t y  of  l u n g  b i o p s y  in  a c u t e l y  i l l  p a t i e n t s .  

S e r i a l  s e r u m  a s s a y s  m i g h t  be of  v a l u e  in  s u c h  a s s e s s m e n t .  M o r e o v e r  

t h e  e a r l y  r e v e r s a l  o f  i n c r e a s i n g  s e r u m  a c t i v i t y  w o u ld  c o n s t i t u t e  

o b j e c t i v e  e v i d e n c e  o f  e f f e c t i v e  t h e r a p y .

T h e  o r i g i n  of  t h e  i n c r e a s e d  s e r u m  a c t i v i t y  found  in  t h i s  s t u d y  i s  

p r e s u m a b l y  f r o m  p r o l i f e r a t i n g  i n t r a - a l v e o l a r  f i b r o b l a s t s  s i n c e  t h e r e  i s  

n o  e v i d e n c e  o f  f i b r o s i s  in  o t h e r  o r g a n s .  I t  i s  r e m a r k a b l e  t h a t  t h i s  

r e l a t i v e l y  l a r g e  p r o t e i n  o f  240 ,  000 m o l e c u l a r  w e i g h t  in  a c t i v e  f o r m  

s h o u l d  g a i n  a c c e s s  to  t h e  b lo o d ,  p o s s i b l y  v i a  l y m p h a t i c  d r a i n a g e ,  w h e n  

i t s  s i t e  of  a c t i o n  i s  c o n s i d e r e d  to  b e  w i t h i n  th e  r o u g h  e n d o p l a s m i c  

r e t i c u l u m  of t h e  f i b r o b l a s t  ( A l - A d n a n i  e t  a l , '  1974 ; C u t r o n e o  e t  a l ,  

1974) .



F i g . - 4 : 3 P e r c e n t a g e  c h a n g e s  o v e r  a  7 - d a y  p e r i o d  fo l l o w i n g  a  s i n g l e  d o s e  of  
p a r a q u a t  in  t o t a l  b o d y  w e i g h t  ( ), d r y  w e i g h t  of  r i g h t  u p p e r  a n d  m i d d l e
l o b e s  of  l u n g  ( ) a n d  w e t  w e i g h t  of  r i g h t  l o w e r  lo b e  o f  l u n g  ( ).
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F i g .  4 : 4  S e q u e n t i a l  c h a n g e s  in  l u n g  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y
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F i g .  4:5 S e q u e n t i a l  c h a n g e s  in  s e r u m  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y
o v e r  a  7 - d a y  p e r i o d  fo l l o w i n g  a  s in g l e  d o s e  of p a r a q u a t .
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F i g  4 : 6  S e q u e n t i a l  c h a n g e s  in  h e p a t i c  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e
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P a r t  B

C O L L A G E N  S T I M U L A T I N G  F A C T O R S  IN 

E X P E R I M E N T A L  P A R A Q U A T  P O IS O N IN G

T h e  t i m e - c o u r s e  of  t h e  p h a s e  of  i n c r e a s e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  

i n  e x p e r i m e n t a l  p a r a q u a t  lu n g  i n j u r y  h a s  b e e n  fo u n d  to  be  t h e  s a m e  

a s  t h a t  f o l l o w i n g  l i v e r  a n d  s k in  i n j u r y .  P r e v i o u s  w o r k  f r o m  t h i s  

l a b o r a t o r y  h a s  s h o w n  t h e  p r e s e n c e  of  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  

i n  h e a l i n g  l i v e r  a n d  s k i n  d u r i n g  t h i s  p h a s e .  T h i s  e f f e c t  w a s  s o u g h t  

i n  l u n g  i n j u r y  u s i n g  m e t h o d o l o g y  a s  c l o s e  a s  p o s s i b l e  to  t h a t  u s e d  

p r e v i o u s l y .

M A T E R I A L S  A ND  M E T H O D S

P r e p a r a t i o n  of  lung  m a t e r i a l  : L u n g  t i s s u e  w a s  r e m o v e d  p r o m p t y

a n d  p l a c e d  on  i c e  f r o m  c o n t r o l  S p r a g u e - D a w l e y  r a t s  a n d  f r o m  r a t s

k i l l e d  b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n  4 o r  5 d a y s  a f t e r  i n j e c t i o n  of  p a r a q u a t  a s

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  T h e  t i s s u e  w a s  u s e d  f r e s h  o r  in  s o m e  i n s t a n c e s

a f t e r  s t o r a g e  a t  - 2 0 ° C .  3 g of  l u n g  f r o m  a t  l e a s t  2 r a t s  w a s  h o m o g e n i s e d

a t  h a l f  s p e e d  in  5 v o l u m e s  of  c o l u m n  b u f f e r  (0.  05 M p h o s p h a t e  b u f f e r

p H  7 . 0  a t  4 ° C ) .  T h e  h o m o g e n a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 000  g f o r  20 
o

m i n u t e s  a t  4 C in  a n  M S E  S u p e r  s p e e d  50 u l t r a c e n t r i f u g e .  T h e  

s u p e r n a t a n t  ( e x c e p t  f o r  t h e  s u r f a c e  s c u m  of l i p id )  w a s  a p p l i e d  t o  a  

c o l u m n  of  G 25 F i n e  S e p h a d e x  ( P h a r m a c i a )  w h i c h  h a s  a  m o l e c u l a r  w e ig h t  

e x c l u s i o n  of  5, 0 0 0  d a l t o n s .  T h e  c o l u m n  h e i g h t  w a s  85 c m  u s i n g  a  

P h a r m a c i a  K 1 6 /9 0  c o l u m n  g iv i n g  a  t o t a l  b e d  v o l u m e  of  150 m l .  3 m l  

f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  a  f low  r a t e  o f  30 m l  p e r  h o u r  on  a n  L K B  

f r a c t i o n  c o l l e c t o r  in a  c o l d - r o o m  a t  4 ° C .  P r o t e i n  c o n t e n t  o f  t h e  

e l u a t e  w a s  m o n i t o r e d  on  a n  L K B  U v i c o r d  f l o w - t h r o u g h  s p e c t r o p h o t o m e t e r  

a t  2 8 0  p a n d  c o n t i n u o u s l y  r e c o r d e d  on  a n  L K B  c h a r t - r e c o r d e r .
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D e t e c t i o n  o f  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  a c t i v i t y

1 m l  a l i q u o t s  of  f r a c t i o n s  o r  b u f f e r  w e r e  a d d e d  to  r e p l i c a t e

c u l t u r e s  of  L 9 2 9  m o u s e  f i b r o b l a s t s  ( G i b c o - B i o c u l t ,  P a i s l e y )  s e e d e d
2

2 d a y s  p r e v i o u s l y  a t  a  d e n s i t y  o f  0. 6  t o  0.  8  m i l l i o n  c e l l s  p e r  25 c m  

p l a s t i c  c u l t u r e  f l a s k  (N unc  P r o d u c t s ) .  T h e  c e l l s  w e r e  g r o w n  in  5 m l

of  M i n i m u m  E s s e n t i a l  M e d i u m  w i th  t h e  a d d i t i o n  of  10% f o e t a l  c a l f  s e r u m ,
-3  - 6  -3

2 x  10 M L - g l u t a m i n e ,  0 . 2 5  x  10 M f e r r i c  n i t r a t e ,  0 . 2 5  x  10 M

s o d i u m - L a s c o r b a t e ,  a n d  1 0 0  u n i t s / m l  of  p e n i c i l l i n  p l u s  1 0 0  | j . g /m l of

s t r e p t o m y c i n .  A l l  m e d i a  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  G i b c o - B i o c u l t  an d

c h e m i c a l s  f r o m  S i g m a .

A f t e r  4 h o u r s  i n c u b a t i o n  w i th  c o l u m n  f r a c t i o n s  th e  c e l l s  w e r e

a s s a y e d  f o r  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  o r  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a s

d e t a i l e d  in  A p p e n d i c e s  3 a n d  4. T h e  e f f e c t  of  p l a t i n g  c e l l s  a t  v a r y i n g

c o n c e n t r a t i o n s  on  th e  i n t r i n s i c  l e v e l  o f  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  w a s  a l s o

e x a m i n e d .

R E S U L T S

T h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t s  h a v e  e a c h  b e e n  p e r f o r m e d  a t  l e a s t  tw i c e  

w i t h  s i m i l a r  r e s u l t s .

C o l l a g e n  P r o l y l  H y d r o x y l a s e  T h e  c o n t i n u o u s  p r o f i l e  of  p r o t e i n  p e a k s  

i s  d r a w n  to  t h e  s a m e  s c a l e s  o f  % t r a n s m i s s i o n  a n d  v o l u m e  of  c o l u m n  

e l u a n t  in  a l l  F i g u r e s  o f  t h i s  t y p e  in  t h i s  a n d  s u b s e q u e n t  c h a p t e r s .  The  

p r o t e i n  p r o f i l e  o f  5 m a j o r  p e a k s  i s  s i m i l a r  f o r  b o t h  t e s t  a n d  c o n t r o l  

l u n g  t i s s u e .  A l lo w in g  f o r  s o m e  v a r i a t i o n  in  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  

s e p a r a t i o n ,  t h e r e  i s  u s u a l l y  g r e a t e r  p r o m i n e n c e  o f  p e a k s  3 a n d  5 in  

t e s t  m a t e r i a l .

F i g  4:7 s h o w s  t h e  e f f e c t  of  f r a c t i o n s  f r o m  n o r m a l  lu n g  on 

r e p l i c a t e  f l a s k s  of  f i b r o b l a s t s  w i th  r e g a r d  t o  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y .  

N o  s t i m u l a t i o n  of  a c t i v i t y  i s  fo u n d  c o m p a r e d  t o  b u f f e r  o n ly  c o n t r o l s  

e x c e p t  f o r  a  s m a l l  i n c r e a s e  r o u g h l y  c o r r e s p o n d i n g  to  t h e  s e c o n d  p r o t e i n  

p e a k .
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F i g  4:8  A a n d  F i g  4:8 B s h o w  th e  p a t t e r n  of  a c t i v i t y  o b t a i n e d  

f r o m  d a m a g e d  lu n g .  F i g  4:8  A i s  a n  e a r l i e r  e x p e r i m e n t  w i th  4 m l  

f r a c t i o n s ,  r a t h e r  f ew  c o n t r o l s  t h o u g h  m a n y  t e s t  f l a s k s , r e q u i r i n g  tw o  

s e p a r a t e  a s s a y s .  A n  e l a b o r a t e  p a t t e r n  o f  p e a k s  a b o v e  c o n t r o l  l e v e l s  

o f  a c t i v i t y  i s  o b t a i n e d .  T h e  m a t e r i a l  in  th e  f i r s t  p e a k  of  p r o t e i n  i s  

k n o w n  tp  b e  t o x i c  w h e n  l i v e r  o r  s k i n  w o u n d s  a r e  f r a c t i o n a t e d ,  a n d  t h i s  

e f f e c t  i s  a l s o  p r e s e n t  h e r e .  A l lo w in g  a z o n e  of  a c t i v i t y  c o r r e s p o n d i n g  

t o  t h e  f i r s t  p e a k  of  p r o t e i n  t h o u g h  l a r g e l y  s u p p r e s s e d ,  t h e r e  i s  a n  

o v e r a l l  p a t t e r n  of  5 z o n e s  of  s t i m u l a t i n g  a c t i v i t y  c o r r e s p o n d i n g  

r o u g h l y  to  th e  p r o t e i n  p e a k s .  F i g  4:8  B w i t h  f e w e r  f l a s k s  a v a i l a b l e  

s h o w s  a  l e s s  c o m p l e x  p i c t u r e  w i t h  a  s i m i l a r  p a t t e r n  of p e a k s  w i th o u t  

t h e  s u b - p e a k s .  W h e t h e r  th e  s u b - p e a k s  a r e  r e a l  o r  a s s a y  a r t e f a c t  i s  a  

m a t t e r  f o r  d i s c u s s i o n .

T h e  t e s t  d a t a  b y  th e  n a t u r e  of  th e  e x p e r i m e n t  o b v i o u s l y  d o e s  no t  

f o r m  a  n o r m a l  d i s t r i b u t i o n .  T h e  d a t a  i s  a m e n a b l e  to  s t a t i s t i c a l  

a n a l y s i s  to  c o n f i r m  a  r e a l  i n c r e a s e  in  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  b y  u s i n g  th e  

n o n - p a r a m e t r i c  W i l c o x o n ' s  S u m  of R a n k s  T e s t .  B o t h  e x p e r i m e n t s  

s h o w  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  ( 2 P < 0 .  01) .  S in c e  a n  i n c r e a s e  w a s  

p r e d i c t e d ,  a  o n e - t a i l e d  t e s t  c a n  be  j u s t i f i e d ,  i n  w h i c h  c a s e  the  

s i g n i f i c a n c e  l e v e l  i s  e v e n  g r e a t e r .

C o l l a g e n  S y n t h e s i s  No p a t t e r n  o f  i n c r e a s e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i s  s e e n

w i t h  n o r m a l  t i s s u e  f r a c t i o n s  ( F i g  4 :9 ) .  F i g  4 :10  A s h o w s  i n c r e a s e d

c o l l a g e n  s y n t h e s i s  m o s t  m a r k e d  in t h e  e a r l i e r  f r a c t i o n s  w h e n  d a m a g e d

l u n g  i s  u s e d  a t  o n c e .  W h e n  th e  r e m a i n d e r  o f  t h e  d a m a g e d  lung
o

s t o r e d  f r o z e n  a t  - 2 0  C o v e r n i g h t  i s  u s e d ,  t h i s  e a r l y  a c t i v i t y  i s  l o s t  

b u t  s o m e  l a t e r  a c t i v i t y  a p p e a r s  ( F i g  4 :10  B ) .  C o m p a r i s o n  of  t e s t  

a n d  c o n t r o l  c u l t u r e  d a t a  f r o m  b o t h  e x p e r i m e n t s  w i t h  p a r a q u a t  l u n g  

w i t h  th e  W i l c o x o n  t e s t  s h o w s  no  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s .

T h e  e f f e c t  of  p l a t i n g  c e l l s  a t  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  on  th e  

i n t r i n s i c  l e v e l  o f  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i s  s h o w n  in  T a b l e  4:1 a n d  F i g  4 :11 .  

T h e  c e l l s  w e r e  p l a t e d  by  a n  e x p e r i e n c e d  o p e r a t o r  b u t  t h e  v a r i a t i o n  in  

c e l l  n u m b e r s  o b t a i n e d  f r o m  e a c h  f l a s k  p l a t e d  a t  t h e  s a m e  n o m i n a l



c o n c e n t r a t i o n  i s  a p p a r e n t .  T h e  w id e  s p r e a d  of  v a l u e s  f o r  c o l l a g e n  

s y n t h e s i s  i s  e q u a l l y  a p p a r e n t .  N e v e r t h e l e s s  w h e n  t h e  r e s u l t s  a r e  

a v e r a g e d  a  p a t t e r n  e m e r g e s  of  a  r i s e  in  l e v e l  of  s y n t h e s i s  to  a  

m a x i m u m  a t  0 . 6  m i l l i o n  w i th  s o m e  f a l l i n g  a w a y  a s  c e l l s  e n t e r  l a t e  

l o g  p h a s e .

D ISCU SSION

T h e  p r e s e n c e  o f  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  h a s  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  a t  d a y s  4 a n d  5 c o r r e s p o n d i n g  to  th e  p h a s e  of  i n c r e a s e d  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a f t e r  p a r a q u a t  p o i s o n i n g .  At  l e a s t  5 z o n e s  of  

a c t i v i t y  a r e  a p p a r e n t  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  5, 000 d a l t o n s  a n d  b e l o w .

B o t h  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  a n d  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  a r e  

e n h a n c e d .  T h e s e  f i n d i n g s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h o s e  found  p r e v i o u s l y  

w i t h  h e a l i n g  l i v e r  a n d  s k i n  a n d  f u r t h e r  s u g g e s t  t h a t  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  

f a c t o r s  a r e  a  u n i v e r s a l  p h e n o m e n o n  b a s i c  t o  t h e  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  

p r o c e  s s .

T h e  c o m p l e x  p a t t e r n  o f  p e a k s  fo u n d  w i t h  th e  m o r e  s e n s i t i v e  

p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a s s a y  w h e n  m a n y  c u l t u r e s  a r e  u s e d  ( F i g  4 :8  A) 

m a y  b e  p a r t l y  s p u r i o u s  due  to  t h e  i n t r i n s i c  v a r i a t i o n  of  th e  a s s a y .  I t  

m a y  a l s o  p o i n t  to  p r o g r e s s i v e  d e g r a d a t i o n  o f  a  p r o t e i n  y i e l d i n g  a c t i v e  

m a t e r i a l  o f  a  w id e  r a n g e  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t .  T h e  r e d u c t i o n  of  

a c t i v i t y  a f t e r  f r e e z i n g  o v e r n i g h t  a n d  t h a w i n g  w i t h  th e  p e r s i s t e n c e  o f  

s o m e  l o w e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  a c t i v i t y  ( F i g  4 :1 0  A  a n d  F i g  4 :10  B) a l s o  

s u g g e s t  d e g r a d a t i o n  of  m a t e r i a l  of  h i g h e r  m o l e c u l a r  w e ig h t .

T h e  m e t h o d o l o g y  of  t h i s  ty p e  of  e x p e r i m e n t  i s  p r o l o n g e d ,  t i m e -  

c o n s u m i n g  a n d  v u l n e r a b l e  to  e r r o r  t h r o u g h o u t  i t s  m a n y  s t a g e s .

L a r g e r  n u m b e r s  of  c o n t r o l  c u l t u r e s  w e r e  u s e d  t h a n  in  p r e v i o u s  

e x p e r i m e n t s  i n  o r d e r  t o  p e r m i t  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s .  T h e  v a g a r i e s  

o f  t i s s u e  c u l t u r e  a r e  s u c h  t h a t  t h i s  r e q u i r e m e n t  f u r t h e r  r e d u c e s  the  

c h a n c e s  of  s e t t i n g  u p  e n o u g h  c u l t u r e s  t o  be  r e a d y  f o r  u s e  a t  th e  s a m e  

t i m e  a s  t h e  ( f r e s h )  m a t e r i a l  b e c o m e s  a v a i l a b l e .  M o s t  d i f f i c u l t y  w a s  

e x p e r i e n c e d  in  t h e  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a s s a y .  T h e  v a r i a t i o n  in  p l a t i n g
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c e l l s  a n d  in  th e  a s s a y  r e s u l t s  h a v e  b e e n  s h o w n  in  T a b l e  4:1 .

F i g  4:11 s h o w s  t h a t  i f  e n o u g h  c u l t u r e s  a r e  u s e d  a  m e a n i n g f u l  r e s u l t  

c a n  b e  s t i l l  o b t a i n e d .  T h i s  r e s u l t  i s  c o m p a r a b l e  w i th  t h a t  found  by  

G r i b b l e  e t  a l .  (1969) .

B e c a u s e  of  a c t i v a t i o n  o f  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  in  c u l t u r e  c a n  be 

a c h i e v e d  in  a  v a r i e t y  o f  n o n - s p e c i f i c  w a y s  w i t h o u t  c o r r e s p o n d i n g  

i n c r e a s e  i n  c o l l a g e n  s y n t h e s i s ,  the  l a t t e r  i s  t h e  m o r e  v a l i d  a s s a y  in  

s p i t e  of  t h e  p r o b l e m s  m e n t i o n e d  h e r e  a n d  in  A p p e n d ix  No.  4. F o r  

s t i m u l a t i o n  to  be  o b t a i n e d  w i t h  t h e  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a s s a y  t h e  

f i b r o b l a s t  c u l t u r e s  h a d  to  c o n t a i n  c e l l  d e n s i t i e s  w i t h i n  th e  r a n g e  

0 .  4 t o  1 . 0  m i l l i o n  c e l l s  p e r  f l a s k .  T h e  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  w a s  l e s s  

c r i t i c a l  f o r  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  s t i m u l a t i o n .  A  l o t  of  t i m e  w a s  w a s t e d  

u s i n g  f r o z e n  t i s s u e  to  no  e f f e c t .

T h e  d e m o n s t r a t i o n  of  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  f r o m  c o l u m n  

c h r o m a t o g r a p h y  i s  r e a l l y  th e  d e m o n s t r a t i o n  of  a n  e f f e c t  r a t h e r  t h a n  

i t s  m e a s u r e m e n t .  T h i s  s y s t e m  d o e s  n o t  l e n d  i t s e l f  to  q u a n t i t a t i o n  

w h i c h  w o u l d  p e r m i t  f u r t h e r  v a l i d a t i o n  a n d  v a r i e t y  of  e x p e r i m e n t .

O t h e r  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  t r i e d  w i t h  p a r a q u a t  l u n g  a n d  C C I 4  l i v e r  

a n d  a r e  d e s c r i b e d  in  C h a p t e r  6 .

G E N E R A L  DISCU SSION

S m a l l  a n i m a l s  s u i t a b l e  f o r  e x p e r i m e n t a l  p u r p o s e s  t e n d  t o  d ie  

d u r i n g  t h e  a c u t e  d e s t r u c t i v e  p h a s e  of  p o i s o n i n g  o r ,  w i th  a  l e s s e r  d o s e ,  

t o  s u r v i v e  i n d e f i n i t e l y  w i th  o n ly  m i n o r  l u n g  d a m a g e  - a  p r o b l e m  

e n c o u n t e r e d  by  o t h e r  w o r k e r s  ( G r e e n b e r g  e t  a l . , 1 9 7 8  A).  W i th  

j u d i c i o u s  c h o i c e  o f  d o s a g e  w i t h i n  a  n a r r o w  r a n g e  a n d  w i t h  o l d e r  r a t s ,  

t h e  p r o g r e s s i o n  to  th e  p r o l i f e r a t i v e  p h a s e  c o m p a r a b l e  w i th  h u m a n  

p o i s o n i n g  i s  m o r e  o f t e n  a c h i e v e d .  M a n y  s u c h  a n i m a l s  t e n d  to  d ie  a t  

d a y s  4, 5 a n d  6 . T h e  q u e s t i o n  r e m a i n s ,  t h e r e f o r e ,  a s  to  w hy  i t  i s  

t h a t  w h e n  a l v e o l a r  d e s t r u c t i o n  i s  c o m p l e t e  a f t e r  2 o r  3 d a y s ,  d e a t h  f r o m  

r e s p i r a t o r y  f a i l u r e  i s  d e l a y e d  u n t i l  w e l l  i n t o  t h e  p r o l i f e r a t i v e  p h a s e .
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w e l l  a f t e r  t h e  a c u t e  t o x i c  e f f e c t s  a n d  a f t e r  p a r a q u a t  l e v e l s  d e c l i n e .

T h e  f i n d i n g s  in  c u l t u r e  a r e  n o n e t h e l e s s  i n t e r e s t i n g ,  p a r t i c u l a r l y  w h e n  

o n e  r e c a l l s  t h a t  m a c r o p h a g e s  in  c u l t u r e  a r e  m u c h  m o r e  s u s c e p t i b l e  to  

p a r a q u a t  t o x i c i t y  t h a n  f i b r o b l a s t s  ( S t y l e s ,  1974).  T h e  p r e s e n c e  of  

c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  w h e t h e r  s i m i l a r  o r  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  found  

a t  o t h e r  s i t e s  of  e x p e r i m e n t a l  i n j u r y  s u g g e s t s  t h a t  a  b a s i c  r e p a i r  

m e c h a n i s m  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  c o n t r o l  of  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  r a t h e r  t h a n  

a  d i r e c t  e f f e c t  of  p a r a q u a t  t o x i c i t y .



F i g  4 :7  T h e  e f f e c t  o f  ge l  c h r o m a t o g r a p h y  c o l u m n  f r a c t i o n s  

f r o m  n o r m a l  r a t  l u n g  on  the  l e v e l s  of  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  

o f  r e p l i c a t e  c u l t u r e s  o f  f i b r o b l a s t s .

G e n e r a l  P o i n t s  : -

T h e  c o l u m n  ( P h a r m a c i a  K 1 6 /9 0 ) ,  ty p e  of  S e p h a d e x  

(G 25  F i n e ) ,  a n d  b e d  v o l u m e  (150 m l )  in  t h i s  a n d  a l l  s u b s e q u e n t  

e x p e r i m e n t s  o f  t h i s  t y p e  w e r e  k e p t  c o n s t a n t  t o  a l lo w  

c o m p a r i s o n s  ( e x c e p t  C h a t p e r  5 on  e x p e r i m e n t a l  h y p e r t e n s i o n ) .

T h e  r i g h t - h a n d  s c a l e  of  % T r a n s m i s s i o n  h a s  b e e n  k e p t  

c o n s t a n t  in  a l l  e x p e r i m e n t s  a n d  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  c o n t i n u o u s  

p r o f i l e  of  p r o t e i n  e l u t i o n .

S i m i l a r l y  t h e  b a s e - l i n e  h a s  b e e n  d r a w n  to  th e  s a m e  s c a l e  

i n  e a c h  c a s e  t o  a  c o n s t a n t  300 m l  ( r e g a r d l e s s  of  t h e  v o l u m e  of 

i n d i v i d u a l  f r a c t i o n s ) .

T h e  l e f t  h a n d  s c a l e  d e n o t e s  t h e  a s s a y  v a l u e s  o b t a i n e d  f r o m  

t h e  u s e  o f  c o l u m n  t u b e  f r a c t i o n s  a s  a p p l i e d  in  t h i s  c a s e  to  

r e p l i c a t e  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .  E a c h  p o i n t  (o p en  c i r c l e s )  

i n d i c a t e s  t h e  a s s a y  r e s u l t  f r o m  a  f i b r o b l a s t  c u l t u r e  t o  w h i c h  

t h e  c o r r e s p o n d i n g  c o l u m n  f r a c t i o n  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  a d d e d .  

T h e  v a l u e s  r a n k e d  a d j a c e n t  to  t h e  l e f t  h a n d  s c a l e  ( d a r k  s q u a r e s )  

a r e  t h o s e  o b t a i n e d  f r o m  c u l t u r e s  to  w h i c h  c o l u m n  b u f f e r  a l o n e  

h a s  b e e n  a d d e d .
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C olum n Tube No. (3ml per tu b e )



F i g  4:8  A. T h e  e f f e c t  of  c o l u m n  f r a c t i o n s  f r o m  p a r a q u a t - 

d a m a g e d  r a t  l u n g  on  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  of  c u l t u r e d  

f i b r o b l a s t s .

|  (1,198)

SOO-i

<?->

^.100 
75 (300m l)

C olum n Tube N o .( 4 ml p e r  tu b e )

F i g  4 :8  B .  A  f u r t h e r  e x p e r i m e n t  s i m i l a r  t o  4:8 A.

-50
500-

-4-100
100 ( 3 C 0 m t )

C o l u m n  T ub e  No. ( 3 ml p er  t u be  )
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F i g  4:9  T h e  e f f e c t  of  c o l u m n  f r a c t i o n s  f r o m  n o r m a l  r a t  lung  

o n  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  of  c u l t u r e d  f i b r o b l a s t s .

1,500-1

rO

-50 c

500-

■ ■■

100(300 ml)
Column Tube No. (3ml per tube)



d a m a g e d  r a t  l u n g  on c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  o f  c u l t u r e d  

f i b r o b l a s t s .

1,500-j

rO

o 1000-

£  500-

 1-100
100(300 ml)50

Column Tube No.(3 ml per tube)

F i g  4 :1 0  B .  A  f u r t h e r  e x p e r i m e n t  s i m i l a r  to  A b u t  u s i n g  

. t h e  s a m e  l u n g  s t o r e d  f r o z e n .

1,500-1

-50

500-

-4. 100 
100 (300ml)50

Column Tube No. (3ml per tube)



T A B L E  4 : 1

T h e  E f f e c t  of  C e l l  C o n c e n t r a t i o n  on  C o l l a g e n  S y n t h e s i s

C e l l s  P l a t e d  

0 . 2  m i l l i o n

C e l l s  C o u n te d  M e a n  C e l l  C o u n t  D P M  M e a n  D P M

0. 4 m i l l i o n

0 . 6  m i l l i o n

0 . 8  m i l l i o n

1 . 0  m i l l i o n

0 . 0 9  
0 . 11 
0 . 12 
0.  14

0 . 4 0
0 . 3 2
0 . 4 0
0 . 4 1

0.  71
0 . 59 
0 . 66 
0 . 6 0

1. 17 
0 . 9 4  
0 . 9 8
0 . 9 3

1 . 2 1
1 . 2 3
1. 75 
1 . 3 0

0 . 1

0.  4

0.  64

1 . 0

1 . 4

152
638
775
137

538
1360

756
1053

1319
1467
2071
1336

2105
1404
1062
1433

682
203

1333
616

426

927

1548

1501

709

L e g e n d  T o  s h o w  th e  c e l l  c o u n t s  r e c o v e r e d  f r o m  2 5 c m

a r e a  p l a s t i c  f l a s k s  s e e d e d  2  d a y s  p r e v i o u s l y  a t  v a r i o u s  n o m i n a l

c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  c o r r e s p o n d i n g  v a l u e s  f o r  c o l l a g e n
5

s y n t h e s i s  a r e  e x p r e s s e d  a s  D P M  p e r  2 x  10 c e l l s  b e i n g  the  

a c t u a l  e x p e r i m e n t a l  d a t a .
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F i g  4:11 T h e  m e a n  d a t a  f r o m  T a b l e  4:1 d i s p l a y e d  

g r a p h i c a l l y .

1,600

1,400

1,200

1,000

800

600

400

200

Cell concentration in millions per flask ( 25 cm^ surface )



C h a p t e r  5

T H E  E F F E C T  O F  E X P E R I M E N T A L  H Y P E R T E N S I O N  ON 

A R T E R I A L  C O L L A G E N  S Y N T H E S IS

T h e  c o m p o s i t i o n  of  the  a r t e r i a l  w a l l  c h a n g e s  d u r i n g  th e  

d e v e l o p m e n t  o f  h y p e r t e n s i o n  w i t h  c o r r e s p o n d i n g  c h a n g e s  in  

m e c h a n i c a l  p r o p e r t i e s  r e l a t e d  to  l o s s  of  e l a s t i c i t y  ( F e i g l  e t  a l .  1963).  

I n c r e a s e d  c o l l a g e n  d e p o s i t i o n  h a s  l o n g  b e e n  r e c o g n i s e d  b u t  i n c r e a s e d  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s  w a s  f i r s t  d e m o n s t r a t e d  b y  O o s h i m a  e t  a l .  (1974) 

in  th e  h e a r t  a n d  a r t e r i a l  t r e e  of  h y p e r t e n s i v e  r a t s .  T h e  p r e s e n t  w o r k  

w a s  u n d e r t a k e n  to  c o n f i r m  t h e i r  f i n d i n g s  a n d  t o  s e e  i f  c o l l a g e n  

s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  c o u l d  be  i s o l a t e d  f r o m  th e  a o r t a s  of  h y p e r t e n s i v e  

r a t s .  T h e  a b s e n c e  o f  m a c r o p h a g e s  a n d  n e c r o s i s  f r o m  th e  h y p e r t e n s i v e  

a o r t a  f o r m e d  th e  r e a s o n  f o r  th e  c h o i c e  o f  t h i s  m o d e l  of e n h a n c e d  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s .

T h e  c o n n e c t i v e  t i s s u e  f u n c t i o n s  of  th e  f i b r o b l a s t  a r e  now  

r e c o g n i s e d  to  b e  p e r f o r m e d  b y  t h e  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  in  t h e  a r t e r i a l  

t r e e .  A o r t i c  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  in  c u l t u r e  s y n t h e s i s e  p r e d o m i n a n t l y  

t y p e  I a n d  t o  a  l e s s e r  e x t e n t  t y p e  III c o l l a g e n  ( L a y m a n  e t  a l .  1977 ; 

B u r k e  e t  a l .  1977) .  E l a s t i n  i s  a l s o  a  m a j o r  p r o d u c t  ( B o i s s e l  e t  a l .  

1976 ; R o s s ,  1971) .  T h e  m e c h a n i c a l  p r o p e r t i e s  of  th e  n o r m a l  

a r t e r i a l  w a l l  c a n  be  u n d e r s t o o d  a s  t h o s e  of  a n  e l a s t i c  tu b e  d e s i g n e d  

t o  co p e  w i t h  p u l s a t i l e  f lo w  ( M c D o n a ld ,  1974) .  S m o o t h  m u s c l e  

c o n t r a c t i o n  o f  p e r i p h e r a l  a r t e r i e s  a n d  a r t e r i o l e s  p r o v i d e  t h e  m e a n s  

t o  c o n t r o l  p e r i p h e r a l  r e s i s t a n c e  a n d  d i s t r i b u t i o n  of  b lo o d  f lo w .  In 

th e  l a r g e r  v e s s e l s  t h e  p r e s e n c e  of  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  w o u ld  s e e m  

h a e m o d y n a m i c a l l y  u n n e c e s s a r y  e x c e p t  to  p r o v i d e  c o n n e c t i v e  t i s s u e  

m a i n t e n a n c e  a t  a  l e v e l  m a t c h e d  to  m e c h a n i c a l  s t r e s s e s .

M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s

T h e  s a m e  p r o c e d u r e  a s  a d o p t e d  by  O o s h i m a  e t  a l .  (1974)  w a s  

fo l l o w e d  t o  i n d u c e  h y p e r t e n s i o n  in  m a l e  S p r a g u e - D a w l e y  r a t s .  One
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k i d n e y  w a s  r e m o v e d  a t  a g e  6  t o  8  w e e k s .  A f t e r  one w e e k  of  p o s t ­

o p e r a t i v e  r e c o v e r y  th e  r a t s  b e g a n  a  r e g i m e  of t w i c e - w e e k l y  

s u b c u t a n e o u s  i n j e c t i o n  of  d e o x y c o r t i c o s t e r o n e  a c e t a t e  (DOCA) a n d  1% 

N a C l  d r i n k i n g  w a t e r  a d  l i b i t u m .  T h e  s t e r o i d  w a s  g iv e n  in  d e p o t  f o r m  

a s  a  s u s p e n s i o n  of 1 0  m g  p e r  m l  in  a  s o l u t i o n  of  1 0  m g  of  c a r b o x y -  

m e t h y l c e l l u l o s e  a n d  2  m g  of p o l y s o r b a t e  p e r  m l  i n  i s o t o n i c  s a l i n e .

A l l  m a t e r i a l s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a .  T h i s  m o d e l  i s  c o m m o n l y  

r e f e r r e d  t o  a s  nD O C A - s a l t  h y p e r t e n s i o n ” . N o r m o t e n s i v e  c o n t r o l s  

w e r e  s h a m - o p e r a t e d ,  s h a m - i n j e c t e d ,  a g e - m a t c h e d  m a l e  S p r a g u e - 

D a w l e y  r a t s  d r i n k i n g  o r d i n a r y  t a p - w a t e r .  All  a n i m a l s  r e c e i v e d  the  

u s u a l  p e l l e t  d i e t .

T h e  a n i m a l s  w e r e  w e i g h e d  w e e k l y .  S y s t o l i c  b lo o d  p r e s s u r e  w a s  

m e a s u r e d  b y  t h e  t a i l  c u f f - p e u m a t i c  p r e s s u r e  t r a n s d u c e r  m e t h o d  on a 

P h y s i o g r a p h  S ix  i n s t r u m e n t  m a d e  by  th e  n o w  d e f u n c t  E .  & M. I n s t r u m e n t  

C o .  , T e x a s .  T h e  b l o o d  p r e s s u r e  c o u l d  be  m e a s u r e d  r e a d i l y  t o  the  

n e a r e s t  5 m m  H g .  D i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  c a n n o t  be m e a s u r e d  b y  

t h i s  m e t h o d .

T h e  a o r t a  w a s  d i s s e c t e d  f r o m  c a r d i a c  t o  i l i a c  e n d s  f r o m  e a c h  

a n i m a l  k i l l e d  b y  e t h e r  i n h a l a t i o n .  A d h e r e n t  f a t  w a s  s c r a p e d  off  a n d  

t h e  t i s s u e  p l a c e d  p r o m p t l y  on  i c e .  A  b l o c k  o f  t i s s u e  j u s t  a b o v e  the  

l e v e l  of  t h e  r e n a l  a r t e r i e s  w a s  t a k e n  f o r  h i s t o l o g y .  T h e  a o r t a  w a s  

o p e n e d  a n d  b l o o d  r i n s e d  off  w i t h  c h i l l e d  i s o t o n i c  s a l i n e .  E a c h  a o r t a  

w a s  d a b b e d  d r y  w i th  f i l t e r  p a p e r .  H o m o g e n i s a t i o n  of  a o r t a s  i n  a  

s m a l l  v o l u m e  p r o v e d  u n s a t i s f a c t o r y  w i th  g r o u n d  g l a s s  p e s t l e  

h o m o g e n i s e r s  b e c a u s e  of  t h e  t o u g h ,  r u b b e r y  c o n s i s t e n c y  o f  t h e  t i s s u e .

I n  o r d e r  to  a c h i e v e  t h o r o u g h  d i s p e r s i o n  of  t h e  t i s s u e ,  t h e  fo l l o w i n g  

m e t h o d  w a s  e m p l o y e d .  E a c h  a o r t a  w a s  c o i l e d  a n d  s n a p - f r o z e n  

o n t o  a  c r y o s t a t  c h u c k ,  t h e n  s e c t i o n e d  t h r o u g h  a t  a b o u t  1 2  p a n d  a l l  

m a t e r i a l  c o l l e c t e d .

F o r  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a s s a y  t h e  s h a v i n g s  w e r e  a d d e d  to  0. 7 m l  

o f  a s s a y  b u f f e r  a n d  v o r t e x e d .  T h e  m a t e r i a l  m a d e  a  m i n i m a l  a l t e r a t i o n  

to  t h e  f i n a l  v o l u m e  w h i c h  w a s  r e g a r d e d  a s  c o n s t a n t .  T h e  s u s p e n s i o n  

w a s  b r i e f l y  s o n i c a t e d  ( 5 - 1 0  s e c o n d s )  a n d  th e  1, 000 g s u p e r n a t a n t  u s e d



f o r  a s s a y  ( s e e  A p p e n d i x  No.  3). T h e  p r o t e i n  c o n t e n t  of  t h e  

s u p e r n a t a n t  w a s  s u b s e q u e n t l y  e s t i m a t e d  b y  th e  m e t h o d  of  L o w r y  e t  a l .  

(1951 )  t o  a l l o w  f o r  d i f f e r e n c e s  in  w e i g h t  a n d  a d e q u a c y  of  h o m o g e n i s a t i o n .  

T e s t  a n d  c o n t r o l  a o r t a s  w e r e  a s s a y e d  f r e s h  e a c h  w e e k  t o g e t h e r  w i th  

o n e  o f  i d e n t i c a l  s t o r e d  a l i q u o t s  o f  L 9 2 9  f i b r o b l a s t  s o n i c a t e  a s  a  s t a n d a r d  

e n z y m e  s o u r c e .  M e a n  i n t e r a s s a y  v a r i a t i o n  w a s  13% u s i n g  th e  s o n i c a t e  

a n d  n o  a d j u s t m e n t  w a s  m a d e  to  t h e  r e s u l t s  f r o m  th e  a o r t a s .  T h e  h e a r t  

w e i g h t  w a s  a l s o  r e c o r d e d .

C o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  w e r e  s o u g h t  in  t h e  a o r t a s  a f t e r  6  

w e e k s  u s i n g  t h e  s a m e  m e t h o d o l o g y  a s  d e s c r i b e d  f o r  lu n g  i n  t h e  p r e v i o u s  

C h a p t e r .  A o r t a s  f r o m  6  t e s t  o r  c o n t r o l  r a t s  w e r e  s e c t i o n e d  a n d  th e  

m a t e r i a l  p o o l e d  a n d  v o r t e x e d  in  1 m l  of c h i l l e d  c o l u m n  b u f f e r .  T h e  

15,  000  g s u p e r n a t a n t  w a s  a p p l i e d  to  a  K 9 / 6 0  c o l u m n  c o n t a i n i n g  G25  

F i n e  S e p h a d e x  ( P h a r m a c i a ) .  T h e  b e d  v o l u m e  w a s  38 m l  a n d  th e  v o id  

v o l u m e  o f  t h e  s y s t e m  15 m l .  1 m l  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  a  f low  

r a t e  o f  40 m l  p e r  h o u r  a t  4 ° C  in a  c o l d - r o o m .  A l t e r n a t e  f r a c t i o n s  

w e r e  a p p l i e d  to  r e p l i c a t e  c u l t u r e s  of  L 9 2 9  f i b r o b l a s t s  w h i c h  w e r e  

s u b s e q u e n t l y  a s s a y e d  f o r  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  a s  p r e v i o u s l y  

d e s c r i b e d .  B y  t h i s  p r o c e d u r e ,  f r a c t i o n s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  f r e s h  

a o r t a s  in  a b o u t  4 h o u r s .

R e s u l t s

T h e  n o r m a l  s y s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  o f  t h e  r a t  i s  a b o u t  120 m m  

H g  a s  i s  s e e n  in  t h e  n o r m a l  c o n t r o l  a n i m a l s  a t  t h e  b e g i n n i n g  of th e  

e x p e r i m e n t .  W h e n  a n i m a l s  a r e  l e s s  a c c u s t o m e d  to  h a n d l i n g ,  th e  

p r e s s u r e  m a y  r i s e  s o m e w h a t  a n d  a n i m a l s  w e r e  n o t  c o n s i d e r e d  

h y p e r t e n s i v e  u n t i l  a  p r e s s u r e  o f  150 m m  Hg w a s  a c h i e v e d .  T h e  

p r e s s u r e  r o s e  s t e a d i l y  o v e r  a  t w e l v e  w e e k  p e r i o d  in  o n ly  t h e  t e s t  g r o u p ,  

r e a c h i n g  200  m m  b y  s i x  w e e k s  ( F i g . 5: 1 A). A  r e l a t i v e  i n c r e a s e  in  

h e a r t  w e i g h t  a l s o  ( F i g .  5:1 B ) d e v e l o p e d  in  th e  t e s t  g r o u p  b u t  t h i s  w a s  

o f  l e s s e r  m a g n i t u d e .  T h e  t h i c k n e s s  of  t h e  a o r t a s  o f  t h e  h y p e r t e n s i v e  

g r o u p  w a s  a l m o s t  t w i c e  t h a t  of  the  c o n t r o l  g r o u p  by  s ix  w e e k s .  A o r t i c  

c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  to  f a l l  i n  th e  c o n t r o l



a n d  t e s t  g r o u p s  ( F i g .  5:2 ). A  r e l a t i v e l y  h i g h e r  l e v e l  w a s

c o n s i s t e n t l y  m a i n t a i n e d  in  th e  h y p e r t e n s i v e  g r o u p .

A n  i d e n t i c a l  p a t t e r n  of  p e a k s  of  p r o t e i n  e l u t i o n  f r o m  m o l e c u l a r  

s i e v e  c h r o m a t o g r a p h y  w a s  o b t a i n e d  f r o m  e x t r a c t s  of  b o th  h y p e r t e n s i v e  

a n d  c o n t r o l  r a t  a o r t a s .  A l t e r n a t e  1 m l  f r a c t i o n s  f r o m  th e  t e s t  

m a t e r i a l  w e r e  i m m e d i a t e l y  a p p l i e d  to  r e p l i c a t e  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .  

C o l u m n  b u f f e r  w a s  a d d e d  to  4 c o n t r o l  c u l t u r e s .  A p r o f i l e  of  

s t i m u l a t i n g  a c t i v i t y  w a s  o b t a i n e d  ( F i g .  5:3  A )  c o n s i s t i n g  o f  a n  i n i t i a l  

m a j o r  p e a k  a n d  tw o  m i n o r ,  l e s s  w e l l  d e f i n e d ,  z o n e s .  C o m p a r e d  w i th  

t h e  m e a n  o f  t h e  c o n t r o l  c u l t u r e s ,  t h e  p e a k  v a l u e s  r e p r e s e n t  5, 2 . 5  a n d  

2 - f o l d  s t i m u l a t i o n .  N o  to x i c  e f f e c t  on  c e l l  c u l t u r e  f r o m  th e  f i r s t  

p e a k  w a s  e v i d e n t  e i t h e r  m o r p h o l o g i c a l l y  o r  f r o m  th e  a s s a y  r e s u l t s .  

C o m p a r i n g  c o n t r o l  v a l u e s  w i th  a l l  t e s t  v a l u e s  ( F i g .  5:5 ) u s i n g  th e  

W i l c o x o n  R a n k i n g  T e s t  f o r  n o n - n o r m a l l y  d i s t r i b u t e d  d a t a  c o n f i r m e d  a  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  ( 2 P < 0 .  05).

T h e  r e m a i n i n g  f r a c t i o n s  w e r e - s t o r e d  a t  4 ° C  f o r  36 h o u r s  a n d  

t h e n  a p p l i e d  t o  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .  No p a t t e r n  of  s t i m u l a t i o n  w a s  

o b t a i n e d  f r o m  t h i s  m a t e r i a l  n o r  f r o m  f r a c t i o n a t i o n  o f  c o n t r o l  m a t e r i a l  

( F i g s .  5:3 B &: 5 :4 )*  A s u b s e q u e n t  r e p e a t  e x p e r i m e n t  u s i n g  8  w e e k  

h y p e r t e n s i v e  r a t  a o r t a s  s t o r e d  f o r  12 d a y s  a t  - 7 0 ° C  f a i l e d  to  s how  

c o n v i n c i n g  s t i m u l a t i o n .

D i s c u s s i o n

H y p e r t e n s i o n  c a n  m o s t  r e a d i l y  b e  i n d u c e d  e x p e r i m e n t a l l y  in  

y o u n g  r a t s .  C o l l a g e n  b i o s y n t h e s i s  d e c l i n e s  w i t h  a g e  in  r a t  t i s s u e s  

a n d  t h i s  a p p l i e s  to  th e  c a r d i o v a s c u l a r  s y s t e m  a s  fo u n d  b y  O o s h i m a  e t  a l .  

( 1 9 7 4 ) .  T h e  p r e s e n t  w o r k  a l s o  s h o w s  t h e  d e c l i n e  in  a o r t i c  p r o l y l  

h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  o v e r  s i x  w e e k s  in  c o n t r o l  a n i m a l s .  A r e l a t i v e l y  

h i g h e r  l e v e l  w a s  s u s t a i n e d  in  t h e  t e s t  g r o u p  a s  b l o o d  p r e s s u r e  r o s e .  

D i f f i c u l t y  w a s  e n c o u n t e r e d  in  e f f i c i e n t  h o m o g e n i s a t i o n  o f  t h e  t in y ,  

r u b b e r y  s t r i p s  o f  a o r t a s ,  a n d  n e c e s s i t a t e d  t h e  l a b o r i o u s  p r o c e s s  of  

f r o z e n  s e c t i o n i n g .  T h e  u s e  of  a  h i g h - s p e e d  m i c r o - h o m o g e n i s e r  w o u ld  

p r o b a b l y  r e d u c e  the  v a r i a b i l i t y  of  the  a s s a y .



In  a  s e r i e s  of  p a p e r s  f r o m  t h e  R o c h e  I n s t i t u t e ,  U d e n f r i e n d  

a n d  c o l l a b o r a t o r i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  b o t h  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  

a c t i v i t y  a n d  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  i n c r e a s e  in  a o r t a ,  a n d  a l s o  in 

c e r e b r a l  a n d  o t h e r  a r t e r i e s  b u t  n o t  v e i n s  o f  D O C A - s a l t  h y p e r t e n s i v e  

a n d  s p o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  r a t s  ( O o s h i m a  e t  a l .  1974 ; O o s h i m a  

e t  a l .  1975 ; U d e n f r i e n d  e t  a l .  1976 ; I w a t s u k i  e t  a l .  1977 ; O o s h i m a  

e t  a l .  1977 ; I w a t s u k i  e t  a l .  1977).  A n t i h y p e r t e n s i v e  d r u g s  a r r e s t e d  

t h e  p r o g r e s s  o f  h y p e r t e n s i o n  a n d  r e d u c e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  to  n o r m a l .

B - a m i n o p r o p i o n i t r i l e  w h i c h  i n h i b i t s  l y s y l  o x i d a s e ,  a n d  h e n c e  e x t r a ­

c e l l u l a r  c o l l a g e n  f i b r i l  c r o s s - l i n k a g e ,  r e d u c e d  b l o o d  p r e s s u r e  a n d  

v a s c u l a r  c o l l a g e n  in  h y p e r t e n s i v e  r a t s .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  p a r t i c u l a r l y  

t h e  l a t t e r  o n e ,  a r e  of  m a j o r  s i g n i f i c a n c e  in  s h o w in g  t h a t  i n c r e a s e s  in  

v a s c u l a r  c o n n e c t i v e  t i s s u e  n o t  o n ly  a r e  s e q u e l a e  of  h y p e r t e n s i o n  b u t  

c o n t r i b u t e  to  i t s  m a i n t e n a n c e .  T h i s  w o r k  c o m p l e m e n t s  t h e  p a t h o ­

p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  F o l k o w  e t  a l .  (19 7 3 )  s h o w in g  t h a t  i n c r e a s e d  

v a s c u l a r  r e s i s t a n c e  i s  m e d i a t e d  b y  a n  i n c r e a s e  in  t h e  w a l l  to  l u m e n  

r a t i o ,  i . e .  t h e  t h i c k e r  v e s s e l  w a l l s  e n c r o a c h  on  th e  l u m e n  e v e n  a t  

f u l l  s m o o t h  m u s c l e  r e l a x a t i o n .

T h i s  m o d e l  of  i n c r e a s e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  w a s  d e l i b e r a t e l y  

c h o s e n  f o r  i t s  d i f f e r e n c e s  f r o m  th e  o t h e r  m o d e l s  s t u d i e d .  T h e  

a b s e n c e  of  l a r g e - s c a l e  n e c r o s i s  a n d  p a r t i c u l a r l y  of  m a c r o p h a g e s  

w o u l d  p r o v i d e  i n t e r e s t i n g  i n f o r m a t i o n  on  t h e  n a t u r e  of c o l l a g e n  

s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  w h e t h e r  p r e s e n t  o r  n o t .  In r e t r o s p e c t  t h i s  

t h i n k i n g  w a s  f l a w e d .  F a i l u r e  t o  d e m o n s t r a t e  f a c t o r s  c o u l d  be  

a t t r i b u t a b l e  t o  u n c e r t a i n t i e s  c o n c e r n i n g  th e  r e l a t i v e l y  s m a l l  a m o u n t  

o f  t i s s u e  a v a i l a b l e  c o m p a r e d  w i th  th e  o t h e r  m o d e l s ,  a n d  t h e  m u c h  

s l o w e r  t i m e - c o u r s e ,  j u s t  a s  r e a d i l y  a s  t o  t r u e  a b s e n c e .  C h o o s i n g  

s o m e w h a t  a r b i t r a r i l y  s i x  w e e k s  a s  t h e  t i m e  to  e x a m i n e  a o r t a s  

f o r t u n a t e l y  d i d  g iv e  a  p o s i t i v e  r e s u l t  t h u s  a v o i d i n g  t h e s e  c o n c e p t u a l  

i n a d e q u a c i e s .  C o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  w e r e  d e m o n s t r a t e d  

c o n v i n c i n g l y  b y  b o t h  p a t t e r n  a n d  s t a t i s t i c s .  T h e  m o r e  v a l i d  c o l l a g e n  

c h a i n  s y n t h e s i s  a s s a y  w a s  e m p l o y e d .  T h e  f a i l u r e  to  r e p e a t  t h i s  a f t e r



o v e r n i g h t  s t o r a g e  i s  r e a d i l y  a t t r i b u t a b l e  to  the  k n o w n  l a b i l i t y  of 

t h e  f a c t o r s .  T h e  s u b s e q u e n t  a t t e m p t  w i t h  f r o z e n  m a t e r i a l  w a s  a l s o  

d o o m e d , i n  r e t r o s p e c t , a s  s t i m u l a t i o n  h a s  n o t  b e e n  a c h i e v e d  w i th  o t h e r  

t y p e s  o f  d a m a g e d  t i s s u e  a f t e r  f r e e z i n g  in  s u b s e q u e n t  w o r k .

T h e  a n i m a l  w o r k  a n d  m e t h o d o l o g y  of  t h i s  ty p e  of e x p e r i m e n t  i s  

o n e r o u s  b u t  t h e  s i g n i f i c a n c e  of  t h e s e  i n i t i a l  o b s e r v a t i o n s  in  th e  

u n d e r s t a n d i n g  of  m e c h a n i s m s  in  h y p e r t e n s i o n  m a y  be  c o n s i d e r a b l e .

A  m o r e  r a p i d  m o d e l  of  h y p e r t e n s i o n  w o u l d  be  m o r e  c o n v e n i e n t  to  w o r k  

w i th ,  a n d  w o u ld  p r o b a b l y  p r o v i d e  a  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  of  c o l l a g e n  

s t i m u l a t i n g  a c t i v i t y .  J u s t  a f t e r  m o s t  of t h e  p r e s e n t  w o r k  w a s  

c o m p l e t e d ,  F o i d a r t  e t  a l .  (1978)  d e s c r i b e d  a n  a b r u p t  r i s e  in  c o l l a g e n  

s y n t h e s i s  m a x i m a l  a t  1 w e e k  a f t e r  i n d u c t i o n  of  h y p e r t e n s i o n  b y  

c l i p p i n g  one  r e n a l  a r t e r y  in  r a t s .  U s i n g  t h i s  m o d e l  t h e y  s h o w e d  a  

l i n e a r  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  c o l l a g e n  c o n t e n t  a n d  b l o o d  p r e s s u r e .

T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  s y n t h e s i s  w a s  c o n t r o l l e d  b y  th e  b lo o d  p r e s s u r e  

l e v e l  a n d  n o t  b y  c i r c u l a t i n g  h u m o r a l  f a c t o r s  f r o m  th e  i s c h a e m i c  k id n e y  

s i n c e  r e s e r p i n e  b l o c k e d  t h e  e f f e c t .

W h a t  i s  t h e  n a t u r e  o f  t h e  s t i m u l u s  f o r  e n h a n c e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  

i n  h y p e r t e n s i o n  ? G r e e n b e r g  e t  a l .  (1978)  h a v e  d e m o n s t r a t e d  p r e s s u r e -  

i n d e p e n d e n t  h y p e r t r o p h y  o f  v e i n s  a n d  p u l m o n a r y  a r t e r i e s  o f  

s p o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  r a t s .  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  s u g g e s t e d  

e n h a n c e d  p r o t e i n  s y n t h e s i s  b u t  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  o r  c o n t e n t  w a s  

n o t  e x a m i n e d .  A  h u m o r a l  m e c h a n i s m  w a s  p o s t u l a t e d ,  p e r h a p s  r e l e a s e  

o f  a  s t i m u l a t o r  o f  c e l l  g r o w t h  o r  r e l e a s e  of  a  d e r e p r e s s o r  of  a n  

i n h i b i t o r  o f  c e l l  g r o w t h  f r o m  t h e  k i d n e y  o r  f r o m  t h e  a r t e r i a l  s i d e  o f  

t h e  c i r c u l a t i o n .  A s  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d ,  h o w e v e r ,  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  

s e e m s  t o  b e  d i r e c t l y  c o r r e l a t e d  w i th  t h e  l e v e l  of  p r e s s u r e .  L e u n g  e t  a l .  

(1976)  f o u n d  t h a t  r a t  a o r t i c  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  c u l t u r e d  on  e l a s t i c  

m e m b r a n e s  s h o w e d  a  l a r g e  i n c r e a s e  i n  c o l l a g e n  a n d  g l y c o s a m i n o g l y c a n  

s y n t h e s i s  b u t  n o t  in  D N A  s y n t h e s i s  w h e n  s u b j e c t e d  to  c y c l i c  s t r e t c h i n g .  

T h e r e  i s  no  w a y  a t  p r e s e n t  o f  k n o w in g  h o w  r e l e v a n t  t h i s  o b s e r v a t i o n  i s  

t o  e v e n t s  in v iv o  in  h y p e r t e n s i o n ,  b u t  p e r h a p s  th e  p r e s e n c e  of c o l l a g e n  

s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  i s  a l l  t h e  m o r e  s u r p r i s i n g .



A n o t h e r  f a c t o r  w h i c h  i s  k n o w n  t o  r e f l e c t  th e  l e v e l  of b lo o d  

p r e s s u r e  i s  e n d o t h e l i a l  p e r m e a b i l i t y .  A  d i r e c t  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

p a s s a g e  of  p r o t e i n  t r a c e r s  - f e r r i t i n  a n d  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  - 

a n d  b l o o d  p r e s s u r e  h a s  b e e n  s h o w n  in  r a t s  g i v e n  c a t e c h o l a m i n e s  

a n d  a o r t i c  c o a r c t a t i o n  ( H u t t n e r  e t  a l .  1973) .  I n c r e a s e d  p i n o c y t o t i c  

a c t i v i t y  o f  e n d o t h e l i a l  c e l l s  a n d  f o c a l  e n d o t h e l i a l  c e l l  d a m a g e  o c c u r  in  

h y p e r t e n s i o n  ; t h e  e x t r e m e  e x a m p l e  b e i n g  f i b r i n o i d  n e c r o s i s  in  

m a l i g n a n t  p h a s e  h y p e r t e n s i o n  ( r e v i e w e d  b y  K o l e t s k y ,  1976) .  A  l a r g e  

i n c r e a s e  in  a o r t i c  e n d o t h e l i a l  c e l l  r e p l i c a t i o n  h a s  b e e n  found  in  

h y p e r t e n s i v e  r a t s  ( S c h w a r t z  a n d  B e n d i t t ,  1977) a n d  f o c a l  d e s q u a m a t i o n  

o f  e n d o t h e l i u m  i s  n o w  b e i n g  p r o p o s e d  a s  a  c r u c i a l  f e a t u r e  of  

h y p e r t e n s i o n  a s  m u c h  a s  of  a t h e r o s c l e r o s i s  ( R o s s ,  1976).  S o m e  

f i b r i n o g e n  n o r m a l l y  p e n e t r a t e s  th e  e n d o t h e l i a l  b a r r i e r  (B e l l  e t  a l .  1974) 

b u t  t h i s  m u s t  s u r e l y  d i f f e r  in  c h a r a c t e r  f r o m  t h e  in f l u x  of  p l a s m a  

t h r o u g h  e n d o t h e l i a l  g a p s  a n d  d e f e c t s  i n  h y p e r t e n s i o n .

R o s s  a n d  G l o m s e t  (1973)  h a v e  p r o p o s e d  t h a t  e n d o t h e l i a l  d e f e c t s  

l e a d  t o  e x p o s u r e  o f  s u b e n d o t h e l i a l  c o l l a g e n  w i t h  r e s u l t a n t  p l a t e l e t  

a g g r e g a t i o n  a n d  f o c a l  r e l e a s e  of  m a t e r i a l  f r o m  p l a t e l e t s  s t i m u l a t i n g  

s m o o t h  m u s c l e  c e l l  m i g r a t i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n .  A  p l a t e l e t  f a c t o r  h a s  

b e e n  d e s c r i b e d  c a p a b l e  o f  s t i m u l a t i n g  f i b r o b l a s t s  a n d  s m o o t h  m u s c l e  

c e l l s  q u i e s c e n t  in  p l a t e l e t - p o o r - p l a s m a  t o  p r o l i f e r a t e  ( R u t h e r f o r d  & 

R o s s ,  1976) .  W h i le  t h i s  h y p o t h e s i s  i s  a t t r a c t i v e  w i t h  r e g a r d  to  th e  

l o c a l i s e d  i n t i m a l  l e s i o n s  o f  a t h e r o s c l e r o s i s  in  w h i c h  p l a t e l e t  m a t e r i a l  

d o e s  b e c o m e  i n c o r p o r a t e d ,  i t  s e e m s  l e s s  r e l e v a n t  to  h y p e r t e n s i o n  in  

w h i c h  t h e  g e n e r a l  h y p e r t r o p h y  of  t h e  m e d i a  w o u ld  n e c e s s i t a t e  a  m o r e  

p e r m e a b l e  a g e n t  w i th  a c c e s s  t h r o u g h o u t  t h e  m e d i a .  A n y w a y  M c C u l l a g h  

e t  a l .  (1978)  h a v e  f a i l e d  t o  s h o w  a n y  s p e c i f i c  e f f e c t  o f  p l a t e l e t  f a c t o r  on  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s ,  a n d  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  s u c h  a s  t h o s e  

p r e p a r e d  f r o m  i n j u r e d  l i v e r  do  n o t  s t i m u l a t e  D N A  s y n t h e s i s .

T h e  p r e s e n c e  of  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  in  e x p e r i m e n t a l  

h y p e r t e n s i o n  i n d i c a t e s  t h a t  n e c r o t i c  t i s s u e  i s  n o t  e s s e n t i a l  f o r  t h e i r  

p r o d u c t i o n .  P l a s m a  c o n s t i t u e n t s  a r e  p r e s e n t  h o w e v e r  in  b o t h  n e c r o t i c  

t i s s u e  a n d  h y p e r t e n s i v e  a o r t a s .  A g a in ,  m a c r o p h a g e s  do  n o t  a p p e a r  to
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b e  r e q u i r e d .  E n d o t h e l i a l  c e l l s  h o w e v e r  m a y  p l a y  a n  a n a l o g o u s  r o l e .  

C h id i  e t  a l .  (1979) ,  u s i n g  a  s t a n d a r d  m o d e l  of  e m b o l e c t o m y  b a l l o o n  

a r t e r i a l  i n j u r y  in  r a b b i t s  f o r  30 d a y s ,  s h o w e d  t h a t  c o l l a g e n  c o n t e n t  

a n d  i n t i m a l  t h i c k n e s s  w a s  g r e a t l y  i n c r e a s e d  o n ly  in  p a r t s  of  t h e  w a l l  

c o v e r e d  b y  r e g e n e r a t i n g  e n d o t h e l i u m  w i t h  m i n i m a l  c h a n g e s  in 

d e n u d e d  a r e a s .  T h e y  p o s t u l a t e d  a n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  r e g e n e r a t i n g  

e n d o t h e l i u m  a n d  s m o o t h  m u s c l e .  M a c r o p h a g e s  a n d  e n d o t h e l i a l  c e l l s  

b o t h  p r o d u c e  p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r ,  T h e  i d e a  t h a t  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  

p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  a n d  p l a s m a  c o n s t i t u e n t s  p r o d u c e s  c o l l a g e n  

s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  i s  d e v e l o p e d  f u r t h e r  in  th e  f o l l o w in g  c h a p t e r s .
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tig d :j a . Tne eirect or column rractions rrom
hypertensive rat aortas on collagen chain synthesis 
in replicate fibroblast cultures.
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Fig 5:4. The effect of column fractions from control 
rat aortas on collagen chain synthesis in fibroblast 
cultures.
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C h a p t e r  6

O T H E R  A P P R O A C H E S  T O  T H E  D E M O N S T R A T I O N  

O F  C O L L A G E N  S T I M U L A T I N G  F A C T O R S

C o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  h a v e  b e e n  p r e p a r e d  f o r  p r e v i o u s  

w o r k  b y  th e  r e l a t i v e l y  l e n g t h y  p r o c e s s  o f  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  

o v e r n i g h t  i n  a  c o ld  r o o m ,  y i e l d i n g  m a n y  f r a c t i o n s .  T h e  c o m p l e x  

p a t t e r n  of  s t i m u l a t i o n  s u b s e q u e n t l y  o b t a i n e d  i s  n o t  q u a n t i f i a b l e  a n d  

r e p r o d u c i b i l i t y  i s  s u b j e c t  to  v a r i a t i o n  in  c o l u m n  p e r f o r m a n c e ,  t i s s u e  

c u l t u r e  p l a t i n g  e f f i c i e n c y  a n d  a s s a y  p e r f o r m a n c e .  I n i t i a l l y  s h o r t  

c o l u m n s  (15 c m )  of  G - 2 5  S e p h a d e x  w e r e  t r i e d  to  c i r c u m v e n t  t h e s e  

p r o b l e m s .  M o r e  t h a n  one c o l u m n  c o u l d  be  r u n  s i m u l t a n e o u s l y  a n d  

r a p i d l y ,  a l l o w i n g  t e s t  a n d  c o n t r o l  m a t e r i a l  t o  be  p r o c e s s e d  t o g e t h e r .  

T h e  f i r s t  p e a k  of  t o x i c  m a t e r i a l  c o u l d  be  d i s c a r d e d  a n d  th e  r e m a i n i n g  

a c t i v e  m a t e r i a l  p o o l e d .  T h i s  p r o c e d u r e  f a i l e d  s i m p l y  b e c a u s e  t h e  

l e s s  c o m p l e t e  s e p a r a t i o n  p e r m i t t e d  t r a i l i n g  o f  t o x i c  m a t e r i a l  in to  the  

l a t e r  f r a c t i o n s  i n h i b i t i n g  s t i m u l a t i n g  a c t i v i t y .

I t  w a s  r e a l i s e d  t h a t  w h a t  w a s  r e a l l y  n e e d e d  w a s  a s i m p l e  f i l t r a t e  

w i t h  e x c l u s i o n  o f  t o x i c  h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a t e r i a l  p r e s u m e d  to  

b e  o f  a t  l e a s t  5, 000 d a l t o n s .  A m i c o n  f i l t r a t i o n  m e m b r a n e s  p r o v e d  

s u i t a b l e  f o r  t h i s  p u r p o s e .  T h e  p r o b l e m s  of  u s i n g  c u l t u r e d  

f i b r o b l a s t s  a s  t h e  t e s t  s y s t e m  w e r e  c i r c u m v e n t e d  in  l a t e r  w o r k  b y  

a d o p t i n g  a n  i n  v iv o  a p p r o a c h .

M e t h o d s  : -

T h e  e a r l i e r  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  3 - d a y  c a r b o n  

t e t r a c h l o r i d e  m o u s e  l i v e r  a s  u s e d  in  p r e v i o u s  w o r k  on  c o l l a g e n  

s t i m u l a t i n g  f a c t o r s .  T h e  f i l t r a t e s  w e r e  a p p l i e d  t o  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s .  

T h e  m o r e  r e c e n t  e x p e r i m e n t s  h a v e  u t i l i s e d  4 o r  5 - d a y  p a r a q u a t  r a t  

l u n g  a n d  t h i s  m a t e r i a l  h a s  b e e n  t e s t e d  in  v ivo  b y  i n t r a p e r i t o n e a l  

i n j e c t i o n  in to  m i c e .



E x p e r i m e n t s  w i th  C a r b o n  T e t r a c h l o r i d e  l i v e r

M i c e  p o i s o n e d  w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y

w e r e  k i l l e d  a f t e r  3 d a y s  a n d  t h e s e  l i v e r s  o r  n o r m a l  c o n t r o l  l i v e r s

h o m o g e n i s e d  a t  2 .  5 v o l u m e s  p e r  g in  c h i l l e d  p h o s p h a t e  b u f f e r  a n d  a

1 2 , 0 0 0  g s u p e r n a t a n t  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  f o r  p a r a q u a t  lu n g

f a c t o r s .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  a p p l i e d  to  A m i c o n  f i l t e r s  of  50, 000

d a l t o n s  e x c l u s i o n  l i m i t  in  th e  f o r m  of " C e n t r i f l o "  c o n e  f i l t e r s .  T h e s e
o

c o n e s  w e r e  s e t  in  50 m l  c e n t r i f u g e  t u b e s  a n d  s p u n  a t  750 g a t  4 C f o r  

a b o u t  30 to  45 m i n u t e s  d e p e n d i n g  on  t h e  a m o u n t  of  l i q u i d  a p p l i e d .

T h i s  l i q u i d  w a s  a  d a r k  r e d  c o l o u r  b u t  t h e  f i l t r a t e  o b t a i n e d  w a s  p a l e  

p i n k  due  to  a l m o s t  c o m p l e t e  r e t e n t i o n  of  h a e m o g l o b i n .  T h e  f i l t r a t e  w a s  

s u c c e s s i v e l y  a p p l i e d  t o  A m i c o n  " D i a f l o "  f i l t e r s  of  10, 000 a n d  5, 000 

e x c l u s i o n  l i m i t s .  T h e  f i l t e r  d i s c s  w e r e  u s e d  i n  a n  A m i c o n  U l t r a ­

f i l t r a t i o n  C e l l  M o d e l  1 0 - P A .  In  t h i s  a p p a r a t u s  t h e  l i q u i d  i s  p r o g r e s s i v e l y  

f o r c e d  t h r o u g h  th e  m e m b r a n e  b y  p r e s s u r e  f r o m  a  c a r t r i d g e  of  F r e o n  

p r o p e l l a n t .  A p p l i c a t i o n  of  t h e  c r u d e  s t a r t i n g  s u p e r n a t a n t  r e s u l t e d  in 

r a p i d  c l o g g i n g  of  t h e s e  f i l t e r s  a n d  t h e  c o n e  f i l t e r  s t a g e  w a s  a n e c e s s a r y  

p r e l i m i n a r y  s t e p .  T h e  v a r i o u s  f i l t r a t e s  w e r e  a p p l i e d  t o  L 9 2 9  f i b r o b l a s t  

c u l t u r e s  a n d  a s s a y s  f o r  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  p e r f o r m e d  a s  p r e v i o u s l y  

d e s c r i b e d .

E x p e r i m e n t s  w i th  p a r a q u a t  lu n g

R a t s  w e r e  p o i s o n e d  w i t h  p a r a q u a t  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .  T h e  

a n i m a l s  w e r e  k i l l e d  a f t e r  4 o r  5 d a y s  a n d  th e  l u n g s  o r  n o r m a l  c o n t r o l  

l u n g s  h o m o g e n i s e d  a t  5 v o l u m e s  p e r  g in  c h i l l e d  p h o s p h a t e  b u f f e r  a n d  

a  12, 000  g s u p e r n a t a n t  p r e p a r e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  In t h e s e  

e x p e r i m e n t s  o n ly  t h e  ’’C e n t r i f l o "  c o n e  f i l t e r s  w e r e  u s e d  to  p r e p a r e  a  

f i l t r a t e  o f  p r o t e i n s  l e s s  t h a n  50, 000 d a l t o n s  m o l e c u l a r  w e ig h t .

R a t h e r  t h a n  a p p l y i n g  the  m a t e r i a l  t o  t i s s u e  c u l t u r e  f i b r o b l a s t s ,  

t h e  m a t e r i a l  w a s  i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  in t o  l i t t e r m a t e  m a l e  C F L P  

m i c e  u s i n g  a n i m a l s  of  s i m i l a r  s i z e  ( 2 0 - 2 5  g) a s  f a r  a s  p o s s i b l e .  T h e  

p r o b l e m s  of  t i s s u e  c u l t u r e  w e r e  t h u s  a v o i d e d .  T h i s  w a s  d o n e  u s i n g  i n i t i a l l y  

f r a c t i o n s  f r o m  a  c o n v e n t i o n a l  G25  S e p h a d e x  c o l u m n  on one  o c c a s i o n



a n d  s u b s e q u e n t l y  u s i n g  f i l t r a t e s  of  n o r m a l  a n d  d a m a g e d  l u n g .

F o l l o w i n g  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  of  f i l t r a t e  o r  c o n t r o l  b u f f e r ,  t h e

m i c e  r e c e i v e d  a  f u r t h e r  i n j e c t i o n  a f t e r  2 h o u r s  of  0. 1 p C i  of
3

H - 5 - P r o l i n e  s u b c u t a n e o u s l y  in th e  f l a n k .  A f t e r  a  f u r t h e r  4 h o u r s  the

a n i m a l s  w e r e  k i l l e d  a n d  l i v e r  a n d  s o m e t i m e s  a l s o  lu n g  w e r e  t a k e n  an d  
o

s t o r e d  a t  - 2 0  C f o r  s u b s e q u e n t  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a n d  c o l l a g e n  

s y n t h e s i s  a s s a y s  a s  d e s c r i b e d  in  A p p e n d i c e s  3 a n d  5.

R e s u l t s

E x p e r i m e n t s  w i t h  C a r b o n  T e t r a c h l o r i d e  L i v e r .

A d d in g  c r u d e  s u p e r n a t a n t  of i n j u r e d  o r  n o r m a l  l i v e r  c a u s e s

t i s s u e  c u l t u r e  f i b r o b l a s t s  to  r o u n d  u p  a n d  d e t a c h .  I f  t h e  r e m a i n i n g

c e l l s  a r e  a s s a y e d ,  b o t h  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a n d  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s

a r e  d i m i n i s h e d .  T h e s e  t o x i c  e f f e c t s  w e r e  n o t  e v i d e n t  u s i n g  th e

v a r i o u s  f i l t r a t e s .

T h e  " C e n t r i f l o "  c o n e s  p e r m i t t e d  f a i r l y  r a p i d  f i l t r a t i o n  b u t  th e

u l t r a f i l t r a t i o n  c e l l  w i t h  " D i a f l o "  m e m b r a n e s  f i l t e r e d  r a t h e r  s l o w l y  a t  
o

4 C a p p a r e n t l y  due  to  i n c r e a s e d  f r i c t i o n  a r o u n d  t h e  p i s t o n  e v e n  w h e n  

l u b r i c a t e d .  T h i s  t o o k  m a n y  h o u r s  e v e n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  

i n t r o d u c i n g  a n x i e t i e s  a b o u t  th e  k now n  l a b i l i t y  of  t h e  f a c t o r s .  F i l t r a t i o n  

o v e r n i g h t  in  th e  f r i d g e  o r  c o l d  r o o m  p r o v e d  f e a s i b l e  b u t  s i n c e  o n ly  one 

a p p a r a t u s  w a s  a v a i l a b l e ,  t e s t  a n d  c o n t r o l  m a t e r i a l  w e r e  n o t  a v a i l a b l e  

s i m u l t a n e o u s l y .

T h e  t e s t  m a t e r i a l  w a s  found  t o  s t i m u l a t e  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  

a c t i v i t y  by  n e a r l y  6 - f o l d  c o m p a r e d  w i t h  b u f f e r  u s i n g  th e  f i l t r a t e  l e s s  

t h a n  50,  0 0 0  d a l t o n s .  ( T a b l e  6 : l )  T h e r e  w a s  a  p r o g r e s s i v e  d e c l i n e  in  

t h e  l e v e l  of  s t i m u l a t i o n  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  n e x t  tw o  f i l t r a t e s  do w n  to  

3 - f o l d .  C o n t r o l  l i v e r  f i l t r a t e s  w e r e  a l s o  found  to  s t i m u l a t e  p r o l y l  

h y d r o x y l a s e ,  t h o u g h  t o  a  l e s s e r  d e g r e e .  A g a in  t h e r e  a p p e a r e d  t o  be  

s o m e  d i m i n u t i o n  of  a c t i v i t y  a t  l e a s t  u s i n g  t h e  f i l t r a t e  l e s s  t h a n  

5, 000 d a l t o n s .

S in c e  a r i s e  i n  a c t i v i t y  w a s  p r e d i c t e d ,  a  o n e - t a i l e d  S t u d e n t ’s t 

t e s t  m a y  b e  j u s t i f i e d .  T h e  c h a n g e s  in  m e a n  l e v e l s  in  c o m p a r i s o n
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w i t h  a d d i n g  b u f f e r  a l o n e  a r e  s i g n i f i c a n t  f o r  b o t h  t e s t  a n d  c o n t r o l  

m a t e r i a l .  It s h o u l d  be  n o t e d  t h a t  e v e n  if  a  t w o - t a i l e d  t e s t  i s  a p p l i e d ,  

n e a r l y  a l l  t h e s e  r e s u l t s  r e m a i n  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .

A  r e m a r k a b l y  s i m i l a r  l e v e l  of  s t i m u l a t i o n  ( n e a r l y  6 - fo ld )  w a s  

d e t e c t e d  u s i n g  t h e  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  a s s a y  ( T a b l e  6 : 2  ) w h e n  th e  

50,  0 0 0  d f i l t r a t e  w a s  a p p l i e d .  T h e  o t h e r  f i l t e r s  w e r e  n o t  u s e d  h e r e .  

T h i s  r e s u l t  w a s  a g a i n  s i g n i f i c a n t  w i th  t h e  t  t e s t  w h e t h e r  one  o r  t w o -  

t a i l e d .  N o r m a l  l i v e r  in  a  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t  p r o d u c e d  no  s t i m u l a t i o n  

o f  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  in  c o n t r a s t  to  th e  p r e v i o u s  r e s u l t  u s i n g  

t h e  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a s s a y .

At t h i s  t i m e ,  e x p e r i m e n t s  b e g a n  to  f a i l  t o  s h o w  s t i m u l a t i o n .

T h i s  w a s  a t t r i b u t e d  to  a  p h a s e  of  d i f f i c u l t y  w i t h  t i s s u e  c u l t u r e  a n d  

e n t h u s i a s m  w a n e d .  In r e t r o s p e c t  t h e  f a i l u r e s  w e r e  o b v i o u s l y  due  

m a i n l y  t o  a  s w i t c h  t o  l i v e r  s t o r e d  f r o z e n  f o r  c o n v e n i e n c e .  An e x a m p l e  

o f  t h e  l o s s  of  a c t i v i t y  a n d  p o s s i b l y  e v e n  a  s l i g h t  t o x i c  e f f e c t  i s  s h o w n  

in  t h e  m i d d l e  c o l u m n  o f  T a b l e  6 :2 .

E x p e r i m e n t s  w i t h  p a r a q u a t  l u n g

I n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  of  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  f r o m  a  

c o l u m n  r e s u l t e d  in  i n c r e a s e d  h e p a t i c  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  

a n d  p r o l i n e  u p t a k e  p r o d u c i n g  th e  s a m e  t y p e  of  p a t t e r n  a s  found  

p r e v i o u s l y  w i t h  t i s s u e  c u l t u r e  ( F i g .  6:1 ). T h e  f r a c t i o n s  s a m p l e d

d o  n o t  q u i t e  e x t e n d  a c r o s s  a l l  p r o t e i n  p e a k s ,  b u t  4 p e a k s  of  

s t i m u l a t i o n  a r e  d e t e c t e d .  T h e  p a t t e r n  i s  c l e a r e s t  w i th  p r o l y l  

h y d r o x y l a s e  a n d  p r o l i n e  u p t a k e  w h i c h  s h o w  th e  c l o s e s t  c o r r e s p o n d e n c e .  

T h e  i n d i v i d u a l  v a l u e s  f o r  t h e s e  tw o  a s s a y s  a l o n e  a r e  s i g n i f i c a n t l y  

c o r r e l a t e d  ( r = 3 . 2 ,  2 P < 0 .  005) .  T h e  i n c r e a s e  in  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  

v a l u e s  a l o n e  i s  s i g n i f i c a n t  w i t h  th e  W i l c o x o n  t e s t  (2 P < 0 .  01).  T h e  

p a t t e r n  w a s  m u c h  l e s s  c l e a r  w i t h  th e  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a s s a y  a n d ,  

d u e  to  a  w i d e r  s p r e a d  o f  c o n t r o l s ,  the  W i l c o x o n  t e s t  i s  n o t  s i g n i f i c a n t .

A f t e r  t h i s  c o l u m n  e x p e r i m e n t  t h e  e a r l i e r  r e s u l t s  f r o m  t h e  u s e  

o f  f i l t e r s  w i t h  i n j u r e d  l i v e r  w e r e  r e v i e w e d  an d  i t  s e e m e d  w o r t h w h i l e  

to  t r y  t h i s  t e c h n i q u e  a g a i n  a n d  i n j e c t  t h e  f i l t r a t e s  i n t r a p e r i t o n e a l l y
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in t o  m i c e .  T a b l e s  6:3 to  6 : 6  s h o w  t h e  r e s u l t s  o f  f o u r  s u c c e s s i v e  

e x p e r i m e n t s .  T a b l e  6:3  s h o w s  a n  i n c r e a s e  in  h e p a t i c  p r o l i n e  u p t a k e  

a n d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s .

T a b l e  6 : 4  s h o w s  a n  i n c r e a s e  in  h e p a t i c  p r o l i n e  u p t a k e  a n d  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s ,  b u t  r a t h e r  s u r p r i s i n g l y ,  n o  i n c r e a s e  i n  p r o l y l  

h y d r o x y l a s e .  L u n g  w a s  a l s o  a s s a y e d  in  t h i s  e x p e r i m e n t  a n d  a l l  

t h r e e  a s s a y s  s h o w  a n  i n c r e a s e .  T a b l e  6:5 s h o w s  th e  r e s u l t s  f r o m  

i n j e c t i o n  of  n o r m a l  r a t  l u n g  f i l t r a t e  u s i n g  th e  l a r g e r  2  m l  a l i q u o t  a s  

in  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t .  An i n c r e a s e  in  p r o l i n e  u p t a k e  in  b o th  l i v e r  

a n d  lu n g  of  t h e  m i c e  i s  a p p a r e n t  b u t  no  c o n v i n c i n g  c h a n g e  i s  s e e n  in  

th e  tw o  a s s a y s  o f  c o l l a g e n  m e t a b o l i s m .

T a b l e  6 : 6  s h o w s  a n  a t t e m p t  to  d e m o n s t r a t e  a  l i n e a r  d o s e - r e s p o n s e  

r e l a t i o n s h i p .  An i n c r e a s e  in  a l l  t h r e e  a s s a y s  i s  a p p a r e n t  b u t  t h e  

m a x i m u m  e f f e c t  w a s  o b t a i n e d  w i t h  0. 5 m l  a n d  n o t  2 m l  a s  p r e v i o u s l y .  

N o r m a l  lu n g  w a s  i n c l u d e d  in  th e  e x p e r i m e n t  a n d  no  s i g n i f i c a n t  

c h a n g e s  a r e  s e e n .  T h e  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e  o b t a i n e d  i s  s h o w n  in  

F i g .  6 :2 .  An e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  l e s s  t h a n  p e r f e c t  r e s u l t  i s

a v a i l a b l e .  T h e  f i l t r a t e  on  t h i s  o c c a s i o n  w a s  n o t e d  t o  be  r a t h e r  m o r e  

r e d  in  c o l o u r  t h a n  b e f o r e .  T h e  s a m e  s e t  of  f i l t e r s  w a s  u s e d  a s  

p r e v i o u s l y .  T h e s e  c o n i c a l  f i l t e r s  a r e  s t a t e d  t o  b e  r e - u s a b l e  b u t  i t  

s e e m s  p r o b a b l e  t h a t  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  t o x i c  m a t e r i a l  h a s  

p e n e t r a t e d  s i n c e  th e  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e  d e c l i n e s  r a t h e r  t h a n  

m a i n t a i n i n g  a  p l a t e a u .  T h e  c l o s e  c o r r e s p o n d e n c e  of  t h e  t h r e e  t y p e s  

of m e a s u r e m e n t  i s  s h o w n  in F i g .

T h e  r e s u l t s  o f  t h e  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a s s a y  of  t i s s u e ,  w h i c h  i s  

t h e  a s s a y  of  m o s t  c o n s e q u e n c e ,  i s  s u b j e c t  to  m a n y  p o s s i b l e  v a r i a t i o n s  

s u c h  a s  in  a n i m a l  s i z e ,  i s o t o p e  u p t a k e ,  l e a k a g e  f r o m  i n j e c t i o n  s i t e  

a n d  a s s a y  v a r i a t i o n  i t s e l f .  T h e  t h r e e  e x p e r i m e n t s  a l l  s h o w  a n  a p p a r e n t  

i n c r e a s e  in  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  b u t ,  du e  to  t h e  s p r e a d  of  d a t a ,  l e v e l s  

o f  s i g n i f i c a n c e  w i th  a t  t e s t  a r e  o n ly  a c h i e v e d  i n  t h e  l a s t  e x p e r i m e n t ,  

p o s s i b l y  due  to  i m p r o v i n g  t e c h n i q u e .  N e v e r t h e l e s s  the  t r e n d  of  th e  

r e s u l t s  i s  a s  p r e d i c t e d  a n d  a w a y  of  e x p r e s s i n g  t h i s  s t a t i s t i c a l l y  w a s  

s o u g h t .  T a b l e  6 : 7  s h o w s  the  a p p l i c a t i o n  of  th e  50% P r o b a b i l i t y  t e s t
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w h i c h  i s  a  s p e c i a l  v e r s i o n  of  t h e  B i n o m i a l  t e s t  ( L a n g l e y ,  1970).  If  

t h e  m e a n  of  t h e  b u f f e r  c o n t r o l  c u l t u r e s  f o r  e a c h  e x p e r i m e n t  i s  a s s u m e d  

t o  be  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h a t  p o p u l a t i o n ,  t h e n  t a k i n g  a l l  the  t e s t  v a l u e s  

t o g e t h e r ,  t h e  d a t a  m a y  be  c o n v e r t e d  t o  b i n o m i a l  f o r m  by  t o t a l l i n g  

t h o s e  v a l u e s  a b o v e  a n d  t h o s e  b e l o w  t h e  c o n t r o l  m e a n .  If  no  e f f e c t  on  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s  h a s  b e e n  a c h i e v e d  t h e n  50% of t h e s e  v a l u e s  s h o u l d  

b e  d i s t r i b u t e d  a b o v e  a n d  50% b e l o w  t h e  c o n t r o l  m e a n .  T h e  s i g n i f i c a n c e  

o f  a n y  d e v i a t i o n  c a n  be  o b t a i n e d  f r o m  t a b l e s .  F r o m  T a b l e  6 : 7  i t  c a n  be 

s e e n  t h a t  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  f i r s t  tw o  e x p e r i m e n t s  w i th  d a m a g e d  lu n g  

s t i l l  f a i l  t o  e a c h  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e .  T h e  t h i r d  e x p e r i m e n t  i s  

s i g n i f i c a n t  (2 P < 0 .  05).  T h e  d a t a  in  t h i s  f o r m  c a n  be  c o m b i n e d  a n d  i t  i s  

n o t a b l e  t h a t  t h i s  r e s u l t s  in  i n c r e a s e d  s i g n i f i c a n c e  (2 P < 0 .  02). I d e a l l y  

t h e  s a m e  t e s t  s h o u l d  b e  a p p l i e d  to  a  s i m i l a r  n u m b e r  of  c o n t r o l  r e s u l t s .

D i s c u s s i o n

W i th  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  l i v e r  f i l t r a t e s  t h e  g r e a t e s t  s t i m u l a t i o n  

o f  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  s y n t h e s i s  w a s  o b t a i n e d  w i t h  th e  l a r g e s t  m o l e c u l a r  

w e i g h t  f i l t r a t e  a n d  p r o g r e s s i v e l y  l e s s  s t i m u l a t i o n  w i th  th e  o t h e r s .

T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  t h e  r a n g e  of  m o l e c u l a r  w e i g h t s  of  t h e  f a c t o r s  

e x t e n d s  a b o v e  5, 000 d a l t o n s  a n d  i n d e e d  a b o v e  10, 000  d a l t o n s .  S e p h a d e x  

g e l s  o t h e r  t h a n  G 25 ,  h a v i n g  a n  e x c l u s i o n  l i m i t  a b o v e  5, 000  d a l t o n s ,  do 

n o t  a p p e a r  to  h a v e  b e e n  t r i e d  p r e v i o u s l y  a n d  t h e  p r e s e n c e  of h i g h e r  

m o l e c u l a r  w e i g h t  a c t i v i t y  h a s  e s c a p e d  d e t e c t i o n .  T h e  c o r o l l a r y  of 

t h e s e  o b s e r v a t i o n s  i s  t h a t  t h e  t o x i c  c o m p o n e n t  i s  of  m o l e c u l a r  w e i g h t  

a b o v e  50,  000  d a l t o n s .

A  s i n g l e  m i n o r  p e a k  of  a c t i v i t y  s t i m u l a t i n g  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  

b u t  n o t  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i s  a  r e c o g n i s e d  p h e n o m e n o n  of n o r m a l  

t i s s u e  c o l u m n  s e p a r a t i o n .  I t  i s  t h e r e f o r e  n o t  s u r p r i s i n g  t h a t  th e  

f i l t r a t e s  o f  n o r m a l  l i v e r  d e f i n i t e l y  s t i m u l a t e d  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  

a c t i v i t y ,  t h o u g h  l e s s  t h a n  C C I 4  l i v e r .  C o l l a g e n  s y n t h e s i s  w a s  o n ly  

s t i m u l a t e d  by  C C I 4  l i v e r  a n d  t h e r e f o r e  g i v e s  g r e a t e r  c o n t r a s t  b e t w e e n  

t e s t  an d  c o n t r o l  an d  i n d e e d  a t r u e r  r e f l e c t i o n  o f  in  v ivo  e v e n t s .

T h e  MC en t r i£L oM c o n i c a l  f i l t e r s  s u p p l i e d  t h e  m o s t  a c t i v e  f i l t r a t e



a n d  p e r m i t t e d  r a p i d  s e p a r a t i o n .  C o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  m a y  

b e  c o m p o s e d  o f  m a n y  d i s t i n c t  p r o t e i n s  o r  d e r i v e  f r o m  d i s i n t e g r a t i o n  

o f  a  s i n g l e  p r o t e i n  i n t o  a c t i v e  f r a g m e n t s .  F o r  m a n y  p u r p o s e s  th e  

o v e r a l l  c o m b i n e d  q u a n t i t a t i v e  e f f e c t  on  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i s  w h a t  i s  

s o u g h t .  T h i s  m e t h o d o l o g y  s e e m s  to  f i t  t h e s e  r e q u i r e m e n t s .

T h e  a b i l i t y  of  p a r a q u a t  lu n g  f a c t o r s  in  t h e  f o r m  of c o l u m n  

f r a c t i o n s  o r  f i l t r a t e s  t o  s t i m u l a t e  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  in  l i v e r  a n d  lu n g  

f o l l o w i n g  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  p r o v i d e s  in  v iv o  v a l i d a t i o n  of  the  

f a c t o r s '  s i g n i f i c a n c e .  T h i s  p r e l i m i n a r y  e v i d e n c e  i n d i c a t e s  t h a t  th e  

f a c t o r s  a r e  m o r e  t h a n  j u s t  a  t i s s u e  c u l t u r e  p h e n o m e n o n .  I n d e e d  i t  i s  

t h e  l a c k  of  t h i s  t y p e  of  e v i d e n c e  w h i c h  i s  h i n d e r i n g  r e s e a r c h  on  g r o w t h  

f a c t o r s  ( G o s p o d a r o w i c z  a n d  M o r a n ,  1976) .  C o n v e r s e l y ,  u n d e r s t a n d i n g  

o f  t h e  r o l e  of  c h a l o n e s  in g r o w t h  c o n t r o l  i s  l i m i t e d  b y  c h a l o n e s  

r e m a i n i n g  a  l a r g e l y  in  v iv o  p h e n o m e n o n .  In  t h i s  c o n t e x t  i t  m u s t  be  

e m p h a s i s e d  t h a t  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  a r e  s t i m u l a t o r y  a n d  

t h e r e f o r e  do n o t  r e s e m b l e  c h a l o n e s  w h i c h  a r e  i n h i b i t o r y .

W i t h  lu n g  f a c t o r s ,  p r o l i n e  i n c o r p o r a t i o n  a c t i v i t y  d id  n o t  d i s t i n g u i s h  

t e s t  a n d  c o n t r o l  m a t e r i a l .  T h i s  i s  a s  e x p e c t e d  w h e n  i t  i s  r e c a l l e d  t h a t  

p r e v i o u s  w o r k  f r o m  t h i s  l a b o r a t o r y  s h o w e d  t h a t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  w a s  

s t i m u l a t e d  to  a  s i m i l a r  m i n o r  d e g r e e  b y  c o l u m n  f r a c t i o n s  f r o m  b o t h  

n o r m a l  a n d  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  l i v e r .  P r o l y l  h y d r o x y l a s e  a s s a y  

s i m i l a r l y  f a i l e d  t o  s h o w  c h a n g e s  e x c l u s i v e  to  t h e  t e s t  m a t e r i a l .

I t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  b o t h  l i v e r  a n d  lu n g  a p p e a r  to  h a v e  b e e n  

a f f e c t e d  i n  m i c e  i n j e c t e d  w i t h  r a t  l u n g  m a t e r i a l .  P r e s u m a b l y  t h i s  

m e a n s  f a c t o r s  h a v e  g a i n e d  a c c e s s  t o  t h e  c i r c u l a t i o n .  As  s h o w n  in  the  

c h a p t e r  on  p a r a q u a t  l u n g  i n j u r y ,  t h e  o n ly  o r g a n  i n  t h e  p o i s o n e d  a n i m a l  

i n  w h i c h  t h e r e  i s  i n c r e a s e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i s  t h e  l u n g .  H e r e  t h e  

e f f e c t  of  th e  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  p r e s e n t  a p p e a r s  to  b e  r e s t r i c t e d  t o  th e  

d a m a g e d  t i s s u e .  W h e t h e r  t h i s  i s  due  t o  l o c a l  i n a c t i v a t i o n  o r  to  

d i l u t i o n  of  f a c t o r s  r e a c h i n g  t h e  c i r c u l a t i o n  o r  t o  s o m e  o t h e r  m e c h a n i s m  

i s  u n c l e a r .  C e r t a i n l y  one c a n  i m a g i n e  t h a t  i t  w o u ld  be  i n a p p r o p r i a t e  

a n d  p o s s i b l y  d i s a s t r o u s  f o r  t h e  a n i m a l  i f  a c t i v e  f a c t o r s  n o r m a l l y  g a i n e d  

a c c e s s  to  t h e  c i r c u l a t i o n .  I t  w o u ld  be i n t e r e s t i n g  to  s e e  t h e  e f f e c t  of



92.

r e p e a t e d  i n j e c t i o n  of  f a c t o r s  - w o u ld  t h i s  c a u s e  s y s t e m i c  s c l e r o s i s  

o r  s o m e  n o v e l  s y n d r o m e  ? - w h i c h  c e l l  t y p e s  w o u ld  be  s t i m u l a t e d  

i n  n o r m a l  t i s s u e  ? T h e  c u t a n e o u s  m a n i f e s t a t i o n s  of h u m a n  

s y s t e m i c  s c l e r o s i s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  to  h a v e  r e s o l v e d  w i th  

h a e m o d i a l y s i s  ( B a r k e r  a n d  F a r r ,  1976) .



T a b l e  6:1

E f f e c t  o f  v a r i o u s  f i l t r a t e s  o f  3 d a y  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  

i n j u r e d  m o u s e  l i v e r  a n d  n o r m a l  l i v e r  on p r o l y l  

h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  of  L. 9 2 9  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .

1 m l  a d d e d  to  e a c h  c u l t u r e .

D I A F L O
m e m b r a n e
e x c l u s i o n

l i m i t

T e s t  M a t e r i a l  
P r o l y l  S t im .

H y d r o x y l a s e  
D P M / 5 x 1 0 4  c e l l s

C o n t r o l  M a t e r i a l  
P r o l y l  S t im .

H y d r o x y l a s e  
D P M / 5 x l O ^  c e l l s

( B u f f e r
c o n t r o l s )

166

246

261

172

91

187

x l

407

669

412

760

623

574

x l

< 5 0 ,  000 d 1238 

711

2263  1073

6 6 4

488  ( t= 2 . 7 ; 1 P < 0 .  025)

818

x 5 . 7 602 x2

1764  1119

1377

1034 ( t= 2 . 5 ;1 P < 0 .  025)

< 1 0 , 0 0 0  d 973  

1336 

456  892

8 0 4  ( t=4.  2 ; 1 P < 0 .  0025)

1027

x 4 . 8  1242 x 2 . 1

1328 1216

1268 ( t= 6 . 3; 1 P < 0 . 0005)

< 5 ,  000  d 616

505 x3

298  557

576

791 ( t=4.  4 ; 1 P < 0 .  0025)

707

1191

755

x l . 5

884

( t= 2 . 0 ; 1 P < 0 . 05)



T a b l e  6 : 2

E f f e c t  of  v a r i o u s  f i l t r a t e s  o f  3 d a y  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n j u r e d

m o u s e  l i v e r  a n d  n o r m a l  l i v e r  on  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  in  L 9 2 9

f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .  1 m l  a d d e d  t o  e a c h  c u l t u r e . -

3 s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s .

D I A F L O  T e s t  M a t e r i a l  C o n t r o l  M a t e r i a l
m e m b r a n e  C o l l a g e n  s y n t h e s i s  C o l l a g e n  s y n t h e s i s
e x c l u s i o n  (DPM/2xlO~* c e l l s )  ( D P M / 2 x l O ^  c e l l s )

l i m i t  L i v e r  u s e d  f r e s h  L i v e r  s t o r e d  -2 0  C F r e s h  n o r m a l  l i v e r
x  S t i m X X

( B u f f e r 179 1379 125
c o n t r o l s )

1 9 6 x l 644 137

55 125 2199 1 6 0 6 293 2 35

6 8 2 2 0 0 386

< 5 0 ,  000 756 1046 270

1159 x 5 .  8 2 3 4 715 393

243 720 925 251 323

( t=2 .  6 ; 1P < 0 .  025) 656 ( t= 2 . 1 ; 2 P  NS) 376 II 02

*

< 1 0 , 0 0 0 - 1 0 9 2 447

1 1 2 0 106

1 2 6 0 1 1 0 1 336 351

930- ( t = l .  3;NS) 515 ( t = l .  0;NS)

T w o - t a i l e d  t e s t  u s e d  h e r e  s i n c e  a  f a l l  w a s  n o t  p r e d i c t e d  

( 1 P < 0 .  05).



lung on prolyl hydroxylase activity, collagen chain 
synthesis and 3H-proline uptake in livers of mice 
injected intraperitoneally.

15~!

-50 o

_ |_ 1 0 0  
100 (300ml)50

Column Tube No. (3 ml per tube )

-O* prolyl hydroxylase activity, top line
— collagen synthesis, middle line

proline uptake, bottom line

— ^  ---continuous profile of protein from column.

(buffer control results adjacent to left hand scale)

A rough correspondence is seen between the values for 
the three assays on each liver. The most marked 
increase relative to buffer control values is found 
with the prolyl hydroxylase assay.



T a b l e  6:3

3
R e s u l t s  o f  H - P r o l i n e  i n c o r p o r a t i o n  a n d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  

a s s a y s  on m o u s e  l i v e r  fo l l o w in g  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  of  

a n  e x t r a c t  of  4 - d a y  p a r a q u a t  r a t  l u n g

M o u s e  No, S u b s t a n c e
I n j e c t e d

H - P r o l i n e
I n c o r p o r a t i o n

( D P M /1 0 |x l
h o m o g e n a t e )

C o l l a g e n  
S y n t h e s i s  

( D P M / 0 .  2 m l  
h o m o g e n a t e )

1

2
3

4

0.  5 m l  B u f f e r  3, 136

0 . 5 m l  " 3 , 1 7 6

1 . 0 m l  " 3 , 0 3 2

1 . 0 m l  " 3 , 7 3 6

x

3, 270 225

256

2 6 4

x  - S E M  

248

t 12

0.  5 m l  F i l t r a t e

0 . 5 m l  "

1 . 0 m l  "

1 . 0 m l  "

5, 190 

5, 304  

4, 636

5103

818

569

195

556 

i  i 3 i

5 , 2 8 0  ( t = 8 . 2 ; l P < 0 . 01) 641 ( t = 1 . 9 ; N S )

( T o  o b t a i n  d a t a  f o r  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  a l l  v a l u e s  a r e  g r o u p e d  a n d  

a v e r a g e d  r e g a r d l e s s  of v o l u m e  i n j e c t e d ) .



T a b l e  6 :4

R e s u l t s  o f  H - P r o l i n e  i n c o r p o r a t i o n ,  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  a n d  
c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i n  m o u s e  t i s s u e  f o l l o w i n g  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  

of  5 d a y  p a r a q u a t  r a t  l u n g  e x t r a c t

A) L i v e r  : -

M o u s e
No.

S u b s t a n c e
I n j e c t e d

H - P r o l i n e  
I n c o r p o r a t i o n  

D P M / 1 0  (j l I  
h o m o g e n a t e

P r o l y l  h y d r o x y l a s e  
A c t i v i t y  

D P M / 5 0  jjl I  
h o m o g e n a t e

C o l l a g e n  
S yn the  s i s  

D P M / 0 . 2  m l  
h o m o g e n a t e

1 2 . 0  m l 582 4 X 1836 X 3473
2 B u f f e r 5148 4892 1325 1703 443
3 rt 4581 1742 891
4 It 4052 2077 1 6 6 2

5 If 4853 1533 2536

6 0.  5 m l 4967 956 3556
7 P Q  l u n g 5708 5534 1541 1664 2 9 4 4
8 F i l t r a t e 5970 1279 2 7 4 4
9 it 6599 ( t = l .  3;NS) 2006 2443
1 0 i i 4425 2540 1 1 2 2

1 1 2 . 0  m l 5971 2060 4453
1 2 P Q  l u n g 4226 5510 1938 1702 1975
13 F i l t r a t e 6876 1347 2897
14 ti 5522 ( t = l .  1 ;NS) 1544 5415
15 it 4 9 5 4 1 6 2 0 824

B) L u n g  : -

1 2 . 0  m l 844 3650 235
2 B u f f e r 9 9 4 873 2 9 8 4 3053 35
3 ii 92 4 2998 240
4 it 789 2 4 6 4 57
5 ii 815 3170 164

6 0.  5 m l 722 4547 -

7 P Q  lu n g 897 841 4188 3960 363
8 F i l t r a t e 825 4148 188
9 it 991 (t=0.  5;NS) 3806 ( t= 2 . 9 ; 774
1 0 it 771 3109 l . P < 0 . 0 1 ) 78

1 1 2 . 0  m l 1186 4285 779
1 2 P Q  lu n g 925 1 0 6 6 4021 3963 1024
13 F  i l t r a t e 1124 3380 427
14 ii 1 0 6 2 (t = 3. 3; 4050 (t=3.  8 ; 107
15 it 1031 l . P < 0 . 0 1 ) 4078 1 . P < 0 . 0 1 ) -

x  
1801

+
- S E M

-5 4 9

-403

+
827

146
-4 3

351
-1 5 3

584
-2001

l .P<0.05)



T a b le  6:5
3

R e s u l t s  of  H - P r o l i n e  i n c o r p o r a t i o n ,  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y ,  
a n d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i n  m o u s e  t i s s u e  fo l l o w i n g  i n t r a p e r i t o n e a l  

i n j e c t i o n  of  n o r m a l  r a t  l u n g  e x t r a c t

A) L i v e r  : -

M o u s e  S u b s t a n c e  
No.  I n j e c t e d

H - P r o l i n e  
I n c o r p o r a t i o n  

D P M / 1 0  jj.1 
h o m o g e n a t e

P r o l y l  h y d r o x y l a s e  
A c t i v i t y  

D P M / 5 0  ixl 
h o m o g e n a t e

C o l l a g e n  
Syn the  s i s  

D P M / 0 . 2  m l  
h o m o g e n a t e

1

2
3
4
5

2 . 0  m l  
B u f f e r

5328
5787
6120
4700
5841

x
5555

859
1749

911
730

1586

x
1167

1978
1871
1825

843
115

x -SEM . 
1326 
- 365

6
7
8 
9

10

2 . 0  m l  
F  i l t r a t e

6545
6 8 3 4  7482
9803
6672
7 5 5 4  (t=2. 9;

1P<0.  01)

910
1306

1840
1239
1233 ( t=0.  4;NS)

2705
1460 
± 1245

2 1 4  ( t=0. 1;NS)

B) L u n g

1 2 .  0  m l 1108
2 B u f f e r 1419 1109
3 m 943
4 IT 1106
5 ii 969

6 2 .  0  m l 1607
7 F i l t r a t e 1391 1541
8 ii 1 9 8 0

9 it 1511
1 0 it 1218 (t= 2 . 8

1P<0.  05)

1632 6 8 8

2 2 7 5  2057 51 234
1943 97 - 1 1 6

2 3 1 0 167
2 1 2 5 167

2 3 0 6 343
2021  2572 376 321
369 5 - - 43
2411 371
2 4 2 8  ( t = l . 6 ;NS) 1 9 2 ( t=0.  6 ;NS)



T A B L E  6:6

R e s u l t s  of  H - p r o l i n e  i n c o r p o r a t i o n ,  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  a n d  
c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i n  th e  l i v e r s  of  m i c e  i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  

w i t h  a n  e x t r a c t  of  5 d a y  p a r a q u a t  r a t  l u n g

M o u s e
No.

S u b s t a n c e
I n j e c t e d

H - P r o l i n e  
I n c o r p o r a t i o n  

D P M / 1 0  |jl1 
h o m o g e n a t e

P r o l y l  h y d r o x y l a s e  
A c t i v i t y  

D P M / 5 0  fil 
h o m o g e n a t e

C o l l a g e n  
S yn the  s i s  

D P M / 0 .  2 m l  
h o m o g e n a t e

1

2
3
4

5
6
7
8

9
10
11
12

13
14
15
16

17
18
19
20

21
22
23
2 4

2 m l  B u f f e r
i t

ii

ii

0 . 1 m l  
P Q  lung  
F i l t r a t e

0.  5 m l
it
ir
i t

2021
3299
3203
3481

2227
385 4
1964
2628

6162
355 4
3436
3860

1 . 0  m l

2 . 0  m l

3342 
3918 
3840 
4602

4160 
3485  
3663 
4565

5601
C o n t r o l  l u n g  3547  
F i l t r a t e  3614

" 2571

2 . 0  m l

x
3001

2668
(t=0.  6 ;NS)

4253
( t = l .  7;NS)

728
322
501
366

1421
1206
1200

541

1536
3375
1231
1305

1147
741

x
479

111 x  - S E M
381 
- 269650

3926 
( t= 2 . 2 ;

1P <0 .  05) 1157

1161
3968  1050
( t=2 . 3; 1180

1P < 0 .0 5 )  1561

1343
3833 460
( t = l . 1 ;NS) 653 

960

1 0 9 2  

( t=2 . 9 ; 
1 P < 0 . 05)

1862 
( t= 2 . 7;

1 P < 0 . 05)

1015 
( t=3.  3;

485
352 605
358 -2 0 9
1225 ( t=0.  6 ;NS)

1043
1275

1318 - 1 2 4
1465 ( t=3.  4;

1P<0 .  05)

591
1129
1092

814
- 1 7 4

1 P <0 .  05) 4 4 4  ( t = l . 4;NS)

1238 
( t=5.  3; 

1 P < 0 . 0 1 )

854
(t= 1 . 7;NS)

948
512 814
982 -151

- ( t = l .  5;NS)

587 640
-52

692 ( t=0.  9;NS)



Fig 6:2. The mean values from the previous experiment 
(Table 6:6) displayed graphically.
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T a b le  6:7

R e s u l t s  of  50% P r o b a b i l i t y  T e s t  on  C o l l a g e n  S y n t h e s i s  

D a t a  c o n v e r t e d  t o  b i n o m i a l  f o r m  t o  p e r m i t  s u m m a t i o n

E x p t .  1 E x p t .  2 E x p t .  3

No o f  t e s t  r e s u l t s

a b o v e  t h e  c o n t r o l  m e a n  3 8  12

N o  o f  t e s t  r e s u l t s

b e l o w  t h e  c o n t r o l  m e a n  1 2  2

✓ n rv  4 10 14

50% P r o b a b i l i t y  t e s t  NS NS 2 P < 0 . 05

C o m b i n e d  
E x p t .  Ts

23

5 

28 

2 P < 0 .  0 2
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C h a p t e r  7

T H E  G E N E R A T I O N  O F  C O L L A G E N  S T I M U L A T I N G  

F A C T O R S  IN  V I T R O  F R O M  F I B R I N

T h e  i n f l u e n c e  o f  m a c r o p h a g e s  on  f i b r o g e n e s i s  in  e x p e r i m e n t a l  

l i v e r  i n j u r y  a n d  th e  p r e s e n c e  of  n e c r o t i c  d e b r i s  o r  p l a s m a  p r o t e i n s  

a l o n e  a t  t h e  s i t e  of  e n h a n c e d  f i b r o g e n e s i s  in  a l l  t h e  m o d e l s  s tu d i e d ,  

s u g g e s t e d  c e r t a i n  e l e m e n t s  s u i t a b l e  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  of  c o l l a g e n  

s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  in  v i t r o . T h i s  s e c t i o n  i s  c o n c e r n e d  w i th  v a r i o u s  

a t t e m p t s  to  e l i c i t  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  a c t i v i t y  f r o m  m a c r o p h a g e s  

a n d  f i b r i n .

F i b r i n  d e p o s i t i o n  i n  i n f l a m m a t i o n  h a s  b e e n  r e c o g n i s e d  f o r  s o m e  

t i m e  to  s e r v e  a  g l u e - l i k e  f u n c t i o n  in  p r o v i d i n g  t e m p o r a r y  a d h e s i o n  

a c r o s s  t i s s u e  d e f e c t s  s u c h  a s  b l e e d i n g  v e s s e l s  a n d  u l c e r a t e d  o r  

i n j u r e d  s u r f a c e s .  I t  h a s  b e e n  t h o u g h t  t o  p r o v i d e  a n  i n e r t  s c a f f o l d i n g  

f o r  c a p i l l a r y  a n d  f i b r o b l a s t  i n g r o w t h .  F i b r i n  d e p o s i t i o n  i s  a  c o n s t a n t  

f e a t u r e  of  th e  i n f l a m m a t o r y  e x u d a t e  a t  a n y  s i t e ,  a n d ,  in  c o n t r a s t  to  

o t h e r  c o n s t i t u e n t s  f r o m  p l a s m a ,  i t  f o r m s  a  p e r s i s t e n t  m a t e r i a l .

F i b r o g e n e s i s  i s  a  p h e n o m e n o n  w h i c h  f r e q u e n t l y  f o l l o w s  n e c r o s i s  

b u t  i t  m a y  be  p r o v o k e d  b y  i n j u r y  a n d  i n f l a m m a t i o n  w h e r e  t i s s u e  d a m a g e  

i s  o f  m i n o r  p r o p o r t i o n s .  T h i s  l a t t e r  o c c u r r e n c e  i s  e x e m p l i f i e d  b y  

t h e  o r g a n i s a t i o n  of  s e r o u s  e x u d a t e s ,  o f t e n  r e s u l t i n g  in  a d h e s i o n s .  T h e  

p o i n t  i s  t h a t  n e c r o t i c  t i s s u e  p e r  se  i s  n o t  a  n e c e s s a r y  c o m p o n e n t  of  

t h e  f i b r o g e n i c  r e s p o n s e .  T h a t  p r o p e r l y  f o r m e d  f i b r i n  i s  n e c e s s a r y  i s  

h i n t e d  a t  b y  t h e  p o o r  w o u n d  h e a l i n g  o b s e r v e d  i n  p a t i e n t s  w i t h  h e r e d i t a r y  

d e f i c i e n c y  of  f i b r i n  s t a b i l i s i n g  f a c t o r  ( F a c t o r  XIII)  o r  f i b r i n o g e n  i t s e l f .  

T h i s  i s  n o t  a  f e a t u r e  o f  t h e  o t h e r  c o a g u l a t i o n  d i s o r d e r s .  A l s o ,

B u c k m a n  e t  a l  (1975)  w e r e  a b l e  to  p r e v e n t  e x p e r i m e n t a l  p o s t - o p e r a t i v e  

a d h e s i o n s  in  d o g s  b y  A n c r o d  d e f i b r i n o g e n a t i o n .  S i m i l a r l y ,  U n g a r  a n d  

G i n s b u r g  (1955)  fo u n d  t h a t  t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  of  t r y p s i n  r e d u c e d  

f i b r i n  d e p o s i t i o n  a n d  g r a n u l a t i o n  t i s s u e  a r o u n d  s u r g i c a l  gu t  i m p l a n t e d  

i n  t h e  l i v e r s  o f  r a t s .  T h e  l i n k s  b e t w e e n  f i b r i n  d e p o s i t i o n  an d
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o r g a n i s a t i o n  a n d  c o l l a g e n  d e p o s i t i o n  a r e  o f t e n  r e f e r r e d  to  in  s t a n d a r d  

t e x t s  ( s u c h  a s  M u i r ’s T e x t b o o k  of  P a t h o l o g y )  b u t  th e  n a t u r e  o f  t h e  

l i n k a g e  i s  r a r e l y  d i s c u s s e d .  S h o s h a n  a n d  G r o s s  (1974) r e c o g n i s e  

t h a t  a  r e l a t i o n s h i p  s e e m s  to  e x i s t  b e t w e e n  t h e  f i b r i n  n e t w o r k  of 

w o u n d s ,  t h e  m i g r a t i o n  of  f i b r o b l a s t s  a n d  t h e  d e p o s i t i o n  of  c o l l a g e n .

T h e y  r e v i e w  t h e  e v i d e n c e  t h a t  i n h i b i t i o n  of  f i b r i n o l y s i s  d e l a y s  h e a l i n g  

of  w o u n d s ,  r e s u l t i n g  in  i n c r e a s e d  s c a r r i n g .  T h e y  n e v e r t h e l e s s  f a i l  

to  d r a w  th e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h i s  i m p l i e s  p r o l o n g a t i o n  of  a  s t i m u l u s  t o  

f i b r o g e n e s i s .  I w o u ld  s u g g e s t  t h a t  f i b r i n o l y s i s ,  f a r  f r o m  r e m o v i n g  

t h a t  s i g n a l ,  m a y  a c t u a l l y  g e n e r a t e  a n d  c o n t r o l  i t  b y  p r o g r e s s i v e  

r e m o v a l  of  i t s  s o u r c e .

A c c o r d i n g l y ,  f r o m  s tu d y in g  th e  t i m e  s c a l e  of  e v e n t s  i n  v a r i o u s  

h e a l i n g  p r o c e s s e s ,  i t  s e e m e d  to  m e  t h a t  f i b r i n  w a s  a  l i k e l y  c a n d i d a t e  

t o  p r o v i d e  i n s t r u c t i o n s  to  f i b r o b l a s t s  b y  m e a n s  of  i t s  d e g r a d a t i o n  

p r o d u c t s .  P l a s m i n o g e n  i s  b o u n d  in  i n a c t i v e  f o r m  to  f i b r i n  a n d  c a n  

be  a c t i v a t e d  b y  m a c r o p h a g e  a n d  e n d o t h e l i a l  e n z y m e  s e c r e t i o n .  T h e  

b y - p r o d u c t s  of  f i b r i n  d e g r a d a t i o n  a r e  a l r e a d y  r e c o g n i s e d  t o  be  

u t i l i s e d  in  i n f l a m m a t i o n .  A s  m e n t i o n e d  in  th e  i n t r o d u c t o r y  c h a p t e r  

f i b r i n o p e p t i d e s  B a n d  Y a r e  c h e m o t a c t i c  f o r  l e u k o c y t e s .  S u c h  p r o d u c t s  

w o u l d  p r o v i d e  a  s i m p l e  s e l f - l i m i t i n g  m e c h a n i s m  f o r  p r o d u c i n g  

e n h a n c e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  r e s t r i c t e d  t o  i n f l a m m a t o r y  l e s i o n s .

M e t h o d s

T h e  P r e p a r a t i o n  of  F i b r i n

T h e  p u r e s t  f o r m  of  f i b r i n o g e n  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  w a s  u s e d  

( F i b r i n o g e n  K a b i ,  G r a d e  L,  c o a g u l a b i l i t y  90% of  t o t a l  p r o t e i n  c o n t e n t ) .  

T h e  l y o p h i l i s e d  p o w d e r  w a s  r e c o n s t i t u t e d  a c c o r d i n g  to  th e  m a n u f a c t u r e r ' s  

i n s t r u c t i o n  w i t h  a d d i t i o n a l  s t e p s  to  c o n v e r t  i t  t o  b e  th e  s t a b l e  c r o s s -  

l i n k e d  f o r m  of  f i b r i n  ( D r a y - A t t a l i  a n d  L a r r i e u ,  1977) .  A  b o t t l e  of  1 g 

f i b r i n o g e n  w a s  r e c o n s t i t u t e d  by  a d d i t i o n  o f  100 m l  of  0. 15 M s t e r i l e  N a C l  

c o n t a i n i n g  0 . 0 8  M C a C l 2 . 500 u n i t s  of  t h r o m b i n  (L eo )  a n d  1 m l  f r e s h  

h u m a n  p l a s m a  w e r e  a d d e d  v i a  a  M i l l i p o r e  f i l t e r  t o  p r e s e r v e  s t e r i l i t y .



°  °T h e  b o t t l e  w a s  i n c u b a t e d  a t  37 C f o r  6  h o u r s  b e f o r e  s o t r a g e  a t  4 C.

T h e  r e s u l t a n t  w h i t e  f i b r i n  c l o t  w a s  s h a k e n  ou t  a s  a  j e l l y  o n to  f i l t e r

p a p e r  in  a  s t e r i l e  c a b i n e t  a n d  f i n e l y  c h o p p e d  w i t h  a  s t e r i l e  d e r m a t o m e

r a z o r  b l a d e .  T h e  l u m p s  of  f i b r i n  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a  1 l i t r e  s t e r i l e

b e a k e r  c o v e r e d  b y  s t e r i l e  g a u z e  a n d  r i n s e d  t w i c e  w i th  500 m l  s t e r i l e

s a l i n e .  T h e  f i b r i n  w a s  l e f t  s o a k i n g  in  500  m l  s t e r i l e  i s o t o n i c  s a l i n e

c o n t a i n i n g  50, 000 u n i t s  of  p e n i c i l l i n  a n d  50,  000  jag of  s t r e p t o m y c i n  a s

u s e d  f o r  t i s s u e  c u l t u r e .  A f t e r  48 h o u r s  th e  f i b r i n  w a s  h o m o g e n i s e d  in

100 m l  of  s a l i n e  a n d  a n t i b i o t i c s  u s i n g  a  S i l v e r  s o n  h o m o g e n i s e r  u n t i l

f in e  p a r t i c l e s  w e r e  p r o d u c e d .  T h i s  w a s  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  a s  5 m l

a l i q u o t s  of 50 m g  f i b r i n  in  S t e r i l i n g  20  m l  p l a s t i c  u n i v e r s a l  c o n t a i n e r s .

E x p e r i m e n t s  u s i n g  m a c r o p h a g e s

M a c r o p h a g e s  w e r e  r e c o v e r e d  b y  p e r i t o n e a l  s a l i n e  w a s h o u t  f r o m

C F L P  m i c e  ( 2 0 - 2 5  g) i n j e c t e d  3 d a y s  p r e v i o u s l y  w i th  1 m l  m i n e r a l  o i l .

A b o u t  3 to 4 m i l l i o n  c e l l s  w e r e  o b t a i n e d  p e r  a n i m a l .  T h e  f i b r i n  (50 m g )

i n  e a c h  S t e r i l i n  c o n t a i n e r  w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  th e

s u p e r n a t a n t  d i s c a r d e d .  A p p r o x i m a t e l y  20  m i l l i o n  m a c r o p h a g e s  p l u s

2.  5 m l  of  c u l t u r e  m e d i u m  a s  u s e d  f o r  f i b r o b l a s t s  w e r e  a d d e d  to  e a c h

c o n t a i n e r  a n d  g e n t l y  m i x e d .  A f t e r  24  h o u r s  i n c u b a t i o n  o v e r n i g h t  a t  
o

37 C,  th e  m e d i u m  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  12, 000 g.  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  

a p p l i e d  to  a  G 25  S e p h a d e x  c o l u m n  a n d  t h e  f r a c t i o n s  a p p l i e d  to  f i b r o b l a s t  

c u l t u r e s  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .

R e  s u i t s

F i g .  7:1 s h o w s  a  p r o f i l e  of  p e a k s  o f  a c t i v i t y  d e t e c t e d  w i t h  t h e  

c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a s s a y .  5 m l  of  s u p e r n a t a n t  w a s  a p p l i e d  to  th e  

c o l u m n .  T h i s  w a s  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t  of  t h i s  ty p e  p e r f o r m e d .

( A d d i t i o n  of  w h o le  s u p e r n a t a n t  to  c u l t u r e d  f i b r o b l a s t s  p r o d u c e d  a 

t o x i c  e f f e c t  a n d  no  s t im u la t io n ) .  W i th  t h e  W i l c o x o n  t e s t  t h e r e  i s  a  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  th e  t e s t  a n d  c o n t r o l  c u l t u r e  v a l u e s  

( 1 P < 0 . 0 5 )  i f  a  o n e - t a i l e d  t e s t  i s  a l l o w a b l e .  S in c e  a n  i n c r e a s e  w a s  

p r e d i c t e d  t h i s  s e e m s  j u s t i f i e d .
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F i g .  7:2 s h o w s  th e  n e x t  e x p e r i m e n t  p e r f o r m e d ,  a p p l y i n g  

f r e s h  f i b r o b l a s t  m e d i u m  (no m a c r o p h a g e s  o r  f i b r i n  u s e d )  to  a  c o l u m n  

w i t h  s u b s e q u e n t  t e s t i n g  o f  th e  f r a c t i o n s  o n  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .  T h e  

p r o t e i n  p r o f i l e  i s  s o m e w h a t  d i f f e r e n t .  T h e r e  i s  a  s u s p i c i o n  of  a  

m i n o r  d e g r e e  of  s t i m u l a t i n g  a c t i v i t y  p r e s e n t  b u t  t h e  r e s u l t s  do n o t  

a c h i e v e  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e .

A  f u r t h e r  e x p e r i m e n t  w i th  m a c r o p h a g e s  a n d  f i b r i n  w a s  d o g g e d  

b y  v a r i o u s  m i s h a p s  r e s u l t i n g  in  o n ly  a  q u a r t e r  of  the  p r e v i o u s  n u m b e r  

of  m a c r o p h a g e s  b e i n g  i n c u b a t e d  w i t h  h a l f  of  t h e  p r e v i o u s  a m o u n t  of  

f i b r i n .  A  p a t t e r n  (not  s how n)  s u g g e s t i n g  s t i m u l a t i o n  of  c o l l a g e n  

s y n t h e s i s  w a s  p r o d u c e d  b u t  t h e s e  v a l u e s  w e r e  b r a c k e t e d  b y  a  w id e  

s p r e a d  of  c o n t r o l  c u l t u r e  r e s u l t s .

F i g .  7:3 s h o w s  t h e  r e s u l t s  f r o m  a p p l i c a t i o n  of 15 m l  of  

s u p e r n a t a n t  f r o m  m a c r o p h a g e s  a n d  f i b r i n ,  b e i n g  3 t i m e s  t h e  a m o u n t  

u s e d  in  th e  f i r s t  e x p e r i m e n t .  F r a c t i o n s  w e r e  t a k e n  f r o m  a c r o s s  th e  

f u l l  e x t e n t  of  t h e  p r o t e i n  p r o f i l e  in  t h i s  e x p e r i m e n t .  A  c l e a r e r  p a t t e r n  

e m e r g e s  o f  f o u r  p e a k s  of  s t i m u l a t i o n  of  c o l l a g e n  s y n t h e s i s .  T h e s e  

v a l u e s  a r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  b u f f e r - o n l y  c o n t r o l  v a l u e s  ( 2 P < 0 .  05) 

w h e t h e r  a  one  o r  t w d - t a i l e d  W i l c o x o n  t e s t  i s  a p p l i e d .  T h e  p e a k  v a l u e s  

a t t a i n e d  a r e  o v e r  t h r e e  t i m e s  g r e a t e r  t h a n  th e  h i g h e s t  c o n t r o l  v a l u e .  

O n ly  on e  f u r t h e r  r e p e a t  e x p e r i m e n t  h a s  b e e n  c a r r i e d  ou t  so  f a r  a n d  

t h i s  w a s  v i t i a t e d  b y  t e c h n i c a l  e r r o r  a t  t h e  a s s a y  s t a g e .

D i s c u s s i o n

S i l i c a  w a s  th e  f i r s t  m a t e r i a l  to  b e  s u c c e s s f u l l y  u s e d  in  v i t r o  

t o  i n d u c e  m a c r o p h a g e s  to  p r o d u c e  f a c t o r s  s t i m u l a t i n g  c o l l a g e n  

s y n t h e s i s  ( H e p p l e s t o n  a n d  S t y l e s ,  1967 ; H e p p l e s t o n ,  1969) .  T h i s  

i n  v i t r o  m o d e l  p r o d u c e d  r e s u l t s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f i b r o g e n i c  r e a c t i o n  

a r o u n d  s i l i c a  in  p n e u m o c o n i o s i s  a n d  in  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  a r o u n d  

i n j e c t e d  s i l i c a  a n d  a r o u n d  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  c o n t a i n i n g  m a c r o p h a g e s  

a n d  s i l i c a  ( A l l i s o n ,  1978) .  T h e  m o d e l  o f f e r s  a  ’’c l e a n "  s o u r c e  of  

s t i m u l a t i n g  m a t e r i a l  s i n c e  no  o t h e r  b i o l o g i c a l  o r i g i n  t h a n  m a c r o p h a g e s  

i s  p r e s e n t .
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H o w e v e r ,  t h e  s i l i c a  m o d e l  i s  n o t  w i t h o u t  p r o b l e m s  a n d  s u b s e q u e n t  

r e p o r t s ,  e v e n  w h e n  s u c c e s s f u l ,  t e n d  n o t  to  be  f o l l o w e d  by  o t h e r s  f r o m  

t h e  s a m e  l a b o r a t o r y  w i t h  the  e x c e p t i o n  o f  m o r e  r e c e n t  w o r k  f r o m  

F i n l a n d .  H a r i n g t o n  e t  a l .  (1973)  f a i l e d  t o  c o n f i r m  H e p p l e s t o n ' s  

f i n d i n g s  a n d  i n s t e a d  fo u n d  i n h i b i t i o n  o f  c o l l a g e n  s y n t h e s i s .  K i l r o e -  

S m i t h  e t  a l .  (1973)  p r o d u c e d  g r a n u l o m a s  s u r r o u n d e d  by  c o l l a g e n  in 

g u i n e a  p i g s  b y  i n j e c t i o n  o f  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  e x t r a c t e d  f r o m  

m a c r o p h a g e s  e x p o s e d  to  s i l i c a  - a  c o m p l e t e l y  d i f f e r e n t  a p p r o a c h  f r o m  

H e p p l e s t o n ' s .  W h e t h e r  s i l i c a  i t s e l f  w a s  p r e s e n t  in  t h i s  m a t e r i a l  i s  

u n c l e a r ,  a n d  i t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  t h e  e f f e c t  w a s  p r i m a r i l y  on 

m a c r o p h a g e s  a t  th e  i n j e c t i o n  s i t e  r a t h e r  t h a n  f i b r o b l a s t s .  A  m o r e  

c o m p a r a b l e  m o d e l  u s i n g  s u p e r n a t a n t s  f r o m  c u l t u r e s  of  m a c r o p h a g e s  

w i t h  s i l i c a  w a s  u s e d  by  a  d i f f e r e n t  g r o u p  to  c o n f i r m  H e p p l e s t o n  an d  

S t y l e s '  r e s u l t s  ( B u r r e l l  a n d  A n d e r s o n ,  1973) .  R i c h a r d s  a n d  W u s t e m a n  

(1974)  c l a i m e d  t h a t  f i b r o b l a s t  c o l l a g e n  p r o d u c t i o n  w a s  s t i m u l a t e d  to  

t h e  s a m e  e x t e n t  b y  a d d i t i o n  of  i n t a c t  m a c r o p h a g e s  w h e t h e r  t h e y  

c o n t a i n e d  s i l i c a  o r  n o t .  T h e  a s s a y s  w e r e  d o n e  a f t e r  24  d a y s  c u l t u r e  

a n d  c h a n g e s  f o u n d  a r e  m i n o r  c o m p a r e d  w i th  c o n t r o l s  ; no  s t a t i s t i c a l  

a n a l y s i s  i s  o f f e r e d .  N o u r s e  e t  a l .  (1975) ,  u s i n g  th e  s u p e r n a t a n t  

f r o m  s i l i c a  t r e a t e d  d i s r u p t e d  m a c r o p h a g e s ,  o b t a i n e d  s t i m u l a t i o n  of 

c o l l a g e n  s y n t h e s i s  o n ly  if  i t  w a s  a p p l i e d  to  f r e s h l y  p l a t e d  o r  n o n ­

c o n f l u e n t  f i b r o b l a s t .

T h e  v a r i e t y  of  d i f f e r e n t  m e t h o d s  u s e d  a n d  t h e  c o n f l i c t i n g  r e s u l t s  

o b t a i n e d  m a k e  i n t e r p r e t a t i o n  of  t h e s e  r e p o r t s  d i f f i c u l t  a n d  i n d e e d  t h e y  

do  n o t  s e e m  to  a d d  m u c h  to  th e  o r i g i n a l  o b s e r v a t i o n .  T h e  r e p o r t s  

d e s c r i b i n g  s t i m u l a t i o n  of  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  h a v e  one  f e a t u r e  in  

c o m m o n .  T h e  m a c r o p h a g e s  o r  t h e  f a c t o r ( s )  f r o m  m a c r o p h a g e s  w e r e  

i n c u b a t e d  w i t h  m e d i u m  c o n t a i n i n g  s e r u m  e i t h e r  w h e n  a d d e d  to  t h e  

f i b r o b l a s t  c u l t u r e s  o r  a t  a n  e a r l i e r  s t a g e .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  the  

m a c r o p h a g e  f a c t o r s  i n t e r a c t e d  w i th  s e r u m  c o n s t i t u e n t s  w h i c h  in c l u d e  

r e s i d u a l  f i b r i n o g e n .

A s e r i e s  o f  p a p e r s  o f  h i g h e r  q u a l i t y  h a s  c o m e  f r o m  K u l o n e n ' s  

g r o u p  in  T u r k u ,  F i n l a n d .  T h e  s u p e r n a t a n t  f r o m  h o m o g e n i s e d  u n t r e a t e d
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m a c r o p h a g e s  i n h i b i t e d  c o l l a g e n , D N A  a n d  R N A  s y n t h e s i s .  T h e  

s u p e r n a t a n t  f r o m  p e r i t o n e a l  m a c r o p h a g e s  t r e a t e d  w i th  s i l i c a  

s t i m u l a t e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  in  g r a n u l a t i o n  t i s s u e  s l i c e s .  T h i s  

a c t i v i t y  w a s  a l s o  o b t a i n e d  f r o m  e x p o s u r e  of  m a c r o p h a g e  l y s o s o m e s  

to  s i l i c a  ( A a l to  e t  a l .  1976).  T h e  s t i m u l a t i n g  a c t i v i t y  w a s  fo u n d  to  

r e s i d e  i.n 2 of  30 f r a c t i o n s  o b t a i n e d  b y  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  

o f  m a c r o p h a g e  c u l t u r e  m e d i u m  ( J a l k a n e n  e t  a l .  1979) b u t  t h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t s  w e r e  n o t  d e f i n e d  a n d  s m a l l  m o l e c u l e s  l e s s  t h a n  1 , 800 d a l t o n s  

h a d  b e e n  r e m o v e d  p r e v i o u s l y  by  ge l  f i l t r a t i o n .  V a r i o u s  o t h e r  

r e p o r t s  s e e m  to  ad d  l i t t l e  of c o n s e q u e n c e .  A  r e c e n t  p a p e r  (K u lo n e n  

a n d  P o t i l a ,  1980) r e p o r t s  t h a t  i n c u b a t i o n  of  m a c r o p h a g e s  w i th  

r h e u m a t o i d  s y n o v i a l  f lu id ,  c o n n e c t i v e  t i s s u e  a c t i v a t i n g  p e p t i d e  f r o m  

b l o o d  l e u k o c y t e s  ( C a s t o r )  a n d  a n  e x t r a c t  f r o m  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  

d a m a g e d  l i v e r  s t i m u l a t e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  t o  a  m i n o r  e x t e n t  a f t e r  

p r i o r  i n c u b a t i o n  w i th  m a c r o p h a g e s .  T h e s e  r e p o r t s  h a v e  b e c o m e  

i n c r e a s i n g l y  c o m p l e x  a n d  h a r d  to  e v a l u a t e ,  a n d  t h e  r a t i o n a l e  of th e  

m a n y  e x p e r i m e n t a l  v a r i a t i o n s  i s  l a r g e l y  u n e x p l a i n e d .  T h e  m o d e  of  

a c t i o n  of  s i l i c a  i s  u n k n o w n  b u t  th e  e f f e c t  s e e m s  r e a l  e n o u g h .  T h e  

m a c r o p h a g e  p r o d u c t ( s )  a r e  u n d e f i n e d .  T h e i r  r e s u l t s  c o u l d  be  

e x p l a i n e d  e i t h e r  b y  t h e  d i r e c t  a c t i o n  o f  a  m a c r o p h a g e  c o n s t i t u e n t  o r  

p r o d u c t ,  o r  b y  t h e  a c t i o n  of  a  m a c r o p h a g e  e n z y m e  on  a  c o n s t i t u e n t  

p r e s e n t  in  t h e i r  t e s t  s y s t e m s  of  g r a n u l a t i o n  t i s s u e  o r  f i b r o b l a s t s .

T h e  p r o b l e m  w i t h  s i l i c a  i s  t h a t  i t  i s  a  r a t h e r  s p e c i a l  c a s e  in v o l v in g  

n o n - b i o l o g i c a l  m a t e r i a l  a n d  one c a n  o n ly  g u e s s  h o w  r e l e v a n t  t h i s  m o d e l  

m a y  b e  t o  t h e  w i d e r  c o n t e x t  of c o n t r o l  of  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  i n  o t h e r  

p a t h o l o g i c a l  s i t u a t i o n s .

R e s e a r c h e r s  w i th  i m m u n o l o g i c a l  i n t e r e s t s  h a v e  i n v e s t i g a t e d  

p u t a t i v e  l y m p h o c y t e  f a c t o r s  w h ic h  c o n t r o l  f i b r o b l a s t  c o l l a g e n  s y n t h e s i s .  

N e a r l y  a l l  t h e s e  g r o u p s  h a v e  in  f a c t  u s e d  F i c o l l  m o n o n u c l e a r  c e l l  

p r e p a r a t i o n s  f r o m  b lo o d  a n d ,  a s  s o m e  b u t  n o t  a l l  h a v e  r e a l i s e d ,  t h i s  

t y p e  o f  p r e p a r a t i o n  c o n t a i n s  a b o u t  20% m o n o c y t e s .  J o h n s o n  a n d  Z i f f  

( 1976)  f o u n d  t h a t  the  s u p e r n a t a n t  f r o m  p h y t o h a e m a g g l u t i n i n - s t i m u l a t e d  

b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s  p r o d u c e d  a  h i g h e r  l e v e l  of  c o l l a g e n  s y n t h e s i s
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in  f i b r o b l a s t s  t h a n  t h e  s u p e r n a t a n t  f r o m  u n s t i m u l a t e d  c o n t r o l  c e l l s .  

H o w e v e r  no  c o n t r o l  f i b r o b l a s t s ,  t o  w h i c h  n o t h i n g  w a s  a d d e d ,  a r e  

i n c l u d e d  ; i t  i s  j u s t  p o s s i b l e  t h a t  th e  u n s t i m u l a t e d  c e l l s  p r o d u c e d  a 

t o x i c  e f f e c t  g iv in g  a  m i s l e a d i n g  i m p r e s s i o n  o f  a n  a p p a r e n t  i n c r e a s e  

u s i n g  th e  s t i m u l a t e d  c e l l s .  T h i s  p i t f a l l  w a s  a v o i d e d  b y  S p i e l v o g e n  

e t  a l .  (1978)  u s i n g  a s i m i l a r  a p p r o a c h  a n d  t h e y  found  t h a t  

m o n o n u c l e a r  c e l l  s u p e r n a t a n t  s t i m u l a t e d  f i b r o b l a s t  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  

b y  a p p r o x i m a t e l y  t w o - f o l d ,  P H A  a l o n e  by  t h r e e - f o l d ,  a n d  m o n o n u c l e a r  

c e l l s  p l u s  P H A  by  f o u r - f o l d .  A  t h i r d  g r o u p  u s e d  a p p a r e n t l y  s i m i l a r  

m e t h o d o l o g y  o n c e  a g a i n ,  b u t  found  i n h i b i t i o n  of  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  

( J i m e n e z  e t  a l .  1979) .

I t  i s  h a r d  to  c o n c e i v e  of  a  r e p a r a t i v e  s y s t e m  in  w h i c h  a n  

i m m u n o l o g i c a l  r e a c t i o n  w o u ld  i t s e l f  s t i m u l a t e  c o l l a g e n  s y n t h e s i s .

T h e  r e a c t i o n  m i g h t  p r o d u c e  d a m a g e  to  c e l l s  b u t  t h e n  th e  e x t e n t  of 

f i b r o g e n e s i s  w o u ld  m a t c h  t h e  d e g r e e  of  d a m a g e .  T h e  t i m e  c o u r s e  

o f  t h e  a u t o - i m m u n e  d i s e a s e s  a l s o  s u g g e s t s  t h a t  f i b r o s i s  f o l l o w s  on 

a f t e r  th e  a c t i v e  p h a s e  of  i m m u n o l o g i c a l  d a m a g e  - l y m p h o c y t e s  a r e  

s e e n  a r o u n d  th e  t a r g e t  c e l l s  a n d  n o t  a r o u n d  f i b r o b l a s t s .  I t s e e m s  to  

m e  t h a t  t h e s e  g r o u p s  w o r k i n g  w i th  b l o o d  c e l l s  m a y  h a v e  s t u m b l e d  

u p o n  a  r e a l  p h e n o m e n o n  t h a t  h a s  m o r e  to  do  w i t h  m a c r o p h a g e s  t h a n  

l y m p h o c y t e s .

A  s i m p l e  p r e p a r a t i o n  of d i s r u p t e d  h u m a n  b lo o d  b u f fy  c o a t  

l e u k o c y t e s  h a s  b e e n  t e r m e d  " c o n n e c t i v e  t i s s u e  a c t i v a t i n g  p e p t i d e "  by  

C a s t o r  (1971) .  T h i s  m a t e r i a l  e n h a n c e s  h y a l u r o n a t e  f o r m a t i o n  b u t  

d e p r e s s e s  c o l l a g e n  s y n t h e s i s .  L i t t l e  f u r t h e r  i n f o r m a t i o n  of  a n y  c l e a r  

s i g n i f i c a n c e  h a s  e m e r g e d  a n d  t h i s  m a t e r i a l  r e m a i n s  u n c h a r a c t e r i s e d .

T h e  e x p e r i m e n t s  w i t h  m a c r o p h a g e s  a n d  f i b r i n  h a v e  a l r e a d y  

p r o d u c e d  s o m e  c o n v i n c i n g  e v i d e n c e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  of  c o l l a g e n  

s t i m u l a t i n g  f a c t o r s .  T h i s  m o d e l  m a y  p r o v e  t o  be of  g r e a t e r  r e l e v a n c e  

t o  t h e  b r o a d  r a n g e  of c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  p a t h o l o g y  l e a d i n g  t o  f i b r o s i s  

t h a n  a n y  of  th e  p r e v i o u s  w o r k  r e v i e w e d .  T h e  p a t t e r n  o b t a i n e d  i s  v e r y  

s i m i l a r  i f  n o t  i d e n t i c a l  to  t h a t  o b t a i n e d  f r o m  d a m a g e d  t i s s u e .  H a v in g  

o b t a i n e d  a  p o s i t i v e  r e s u l t  i t  s h o u ld  n o w  be p o s s i b l e  to  e x p l o r e  the
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e f f e c t s  of, f o r  e x a m p l e ,  m a c r o p h a g e s  c u l t u r e d  a l o n e ,  f i b r i n  a l o n e ,  

m e d i u m  a l o n e  a n d  s o n i c a t e d  a s  a g a i n s t  i n t a c t  m a c r o p h a g e s .  T he  u s e  

o f  A m i c o n  f i l t e r s  w o u ld  p r o b a b l y  s p e e d  up  t h i s  w o r k  a n d  a l l o w  

q u a n t i t a t i o n .  S u c h  q u a n t i t a t i v e  m e t h o d o l o g y  w o u ld  a l l o w  o p t i m a l  

c o n d i t i o n s  to  b e  d e f i n e d .



F i g  7:1 T h e  e f f e c t  o f  c o l u m n  f r a c t i o n s  f r o m  th e  s u p e r n a t a n t  

o f  m a c r o p h a g e s  i n c u b a t e d  w i t h  f i b r i n  on  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s  

i n  r e p l i c a t e  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s .

3,000-1

9  1,500

-4 io o  
75(300 ml)

Column Tube No. (4 ml per tube)



F i g  7:2 T h e  e f f e c t  o f  c o l u m n  f r a c t i o n s  f r o m  m e d i u m  a l o n e ,  

a s  a  c o n t r o l  e x p e r i m e n t ,  on  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  in  f i b r o b l a s t  

c u l t u r e s .

3,000-1

/ V n A -+ 100  
75 (300ml)

Column Tube No. (4 ml per tube)



F i g  7:3  T h e  e f f e c t  of  c o l u m n  f r a c t i o n s  f r o m  a  l a r g e r  

v o l u m e  of  s u p e r n a t a n t  ( c . f .  F i g  7:1)  of  m a c r o p h a g e s  

i n c u b a t e d  w i t h  f i b r i n  on  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  in  f i b r o b l a s t  

c u l t u r e s .

c  500-

_4-100 
100 (300 ml)

Column Tube No. (3m l pe r  tube)
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T h e  m a j o r  h y p o t h e s i s  t h a t  h a s  e m e r g e d  f r o m  th e  p r e s e n t  w o r k  

i s  t h a t  t h e  e n h a n c e d  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  c h a r a c t e r i s t i c  of  t h e  c h r o n i c  

i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  i s  c o n t r o l l e d  b y  m a c r o p h a g e ,  a n d  p o s s i b l y  

e n d o t h e l i a l ,  e n z y m a t i c  d e g r a d a t i o n  of  n e c r o t i c  t i s s u e  a n d  f i b r i n  i n t o  

s m a l l  p e p t i d e s  w i t h  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  a c t i v i t y .  T h e  d e v e l o p m e n t  

o f  t h i s  h y p o t h e s i s  w i l l  n o w  be  t r a c e d .

T h e  l a r g e  n u m b e r s  o f  m a c r o p h a g e s  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  m o s t  

n o r m a l  t i s s u e s  w a s  e m p h a s i s e d  b y  th e  u s e  of  a n t i m a c r o p h a g e  a n t i s e r u m  

f o r  i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y .  T h e r e  i s  o b v i o u s l y  no  f i b r o s i s  a r o u n d  

m a c r o p h a g e s  in  t h e s e  n o r m a l  s i t u a t i o n s .  T h i s  c a n n o t  b e  a t t r i b u t e d  

m e r e l y  to  i n a c t i v i t y  a s  t h e s e  c e l l s  a r e  k n o w n  to  be  f u n c t i o n a l  a s  i n  the  

K u p f f e r  c e l l  s y s t e m  o f  t h e  l i v e r .  I f  m a c r o p h a g e s  i n f l u e n c e  f i b r o g e n e s i s  

a t  s i t e s  of  d a m a g e ,  t h e n  t h e i r  b e h a v i o u r  m u s t  be  a l t e r e d  i n  r e s p o n s e  to  

e l e m e n t s  p r e s e n t  o n ly  in  s u c h  a n  e n v i r o n m e n t .

In  a  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  l e s i o n ,  w h i c h  c o n s t i t u e n t  c o u l d  p r o v i d e  

a n  e f f e c t i v e  c o n t r o l  m e c h a n i s m  f o r  f i b r o g e n e s i s  ? T h i s  c o n s t i t u e n t  

w o u l d  r e q u i r e  to  be  p r e s e n t  a n d  p e r s i s t e n t  d u r i n g  th e  p h a s e  of  f i b r o ­

g e n e s i s  a n d  a b s e n t  n o r m a l l y  : t r a n s f e r  t o  a n o t h e r  s i t e  s h o u ld  in d u c e  

f i b r o g e n e s i s  ; t h e  e f f e c t  s h o u l d  be  r e p r o d u c i b l e  i n  v i t r o  w i t h  c u l t u r e d  

f i b r o b l a s t s  ; t h e  e f f e c t  s h o u l d  b e  a b o l i s h e d  b y  s p e c i f i c  a n t i b o d y  o r  

o t h e r  a n t a g o n i s t .  T h i s  s e t  o f  r e q u i r e m e n t s  b e g i n s  t o  r e s e m b l e  K o c h ’s 

p o s t u l a t e s .

A  n u m b e r  o f  t h e s e  r e q u i r e m e n t s  h a v e  now  b e e n  m e t  f o r  c o l l a g e n  

s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  b u t  w h a t  i s  b e i n g  c o n s i d e r e d  h e r e  i s  t h e  o v e r a l l  

c o n t r o l  m e c h a n i s m  w h i c h  g i v e s  r i s e  t o  t h e s e  f a c t o r s .  In t h e  w o r k  on 

C C I 4  l i v e r  i n j u r y  i t  w a s  f o u n d  t h a t  i n t e r f e r e n c e  w i t h  m a c r o p h a g e  

f u n c t i o n  in  t u r n  i n t e r f e r e d  w i th  f i b r o g e n e s i s .  F u r t h e r  t h a n  t h i s , t h e  

t i m e - c o u r s e  o f  t h i s  m a c r o p h a g e  a c t i v i t y  in  t h i s ,  a s  m o t h e r  s i t u a t i o n s ,  

i s  e v i d e n t l y  d i c t a t e d  by  t h e  t i m e  t a k e n  to  d i s p o s e  of  d e b r i s .  T h e r e f o r e  

i t  i s  p r o p o s e d  t h a t  th e  s t i m u l u s  to  f i b r o g e n e s i s  i s  c r e a t e d  f r o m  th e  

d e g r a d a t i o n  o f  n e c r o t i c  d e b r i s  a n d  p e r s i s t e n t  c o n s t i t u e n t s  of  the  

i n f l a m m a t o r y  e x u d a t e .



I t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h i s  l i n e  of  t h o u g h t  h a s  o c c u r r e d  to  o t h e r s .

" I n  a c u t e  i n j u r y ,  th e  p r i n c i p a l  p r o l i f e r a t i n g  c e l l s  a r e  th e  s i n u s o i d a l  

m a c r o p h a g e s  o r  K u p f f e r  c e l l s  w h i c h  d i s p l a y  e x c e s s  e n g u l f e d  P A S -  

p o s i t i v e  m a t e r i a l  - b o t h  b y  l i g h t  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  t h i s  

r e s e m b l e s  c o m p o n e n t s  fo u n d  in  h e p a t o c y t e s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  

p a r t i c u l a t e  l i v e r  c e l l  b r e a k d o w n  p r o d u c t s  m a y  b e  the  s t i m u l u s  f o r  c e l l  

p r o l i f e r a t i o n  of  m e s e n c h y m a l  c e l l s "  ( R u b i n  a n d  P o p p e r ,  1967).  T h e  

s t i m u l u s  f o r  p r o l i f e r a t i o n  m a y  d i f f e r  f r o m  t h a t  f o r  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  

b u t  i t s  c o n t r o l  a n d  e v e n  i t s  s o u r c e  m a y  b e  s i m i l a r .

I t  w a s  p r e v i o u s l y  a r g u e d  t h a t  in  m a n y  i n f l a m m a t o r y  s i t u a t i o n s  

l e a d i n g  to  f i b r o s i s ,  f i b r i n ,  b e i n g  t h e  m o s t  p e r s i s t e n t  c o n s t i t u e n t  of  the  

i n f l a m m a t o r y  e x u d a t e ,  m i g h t  s u b s t i t u t e  f o r  n e c r o t i c  d e b r i s  a s  th e  

s u b s t r a t e  f o r  c o l l a g e n  s t i m u l a t i n g  f a c t o r  p r o d u c t i o n  by  e n z y m a t i c  

d e g r a d a t i o n .  T h e  s o u r c e  of  s u c h  e n z y m e  a c t i v i t y  w o u ld  g e n e r a l l y  be  

m a c r o p h a g e s  b u t  in  c e r t a i n  s i t u a t i o n s  s u c h  a s  in  e x p e r i m e n t a l  

h y p e r t e n s i o n  a n d  p o s s i b l y  i n  t h e  c a p i l l a r y  b u d s  of  g r a n u l a t i o n  t i s s u e ,  

e n d o t h e l i a l  c e l l s  m a y  a l s o  o b l i g e .  T h i s  p r o p o s a l  d i f f e r s  f r o m  p r e v i o u s  

w o r k  on  s i l i c a ,  f o r  e x a m p l e ,  in  w h i c h  t h e  i m p l i c i t  a s s u m p t i o n  i s  t h a t  

m a c r o p h a g e s  r e s p o n d  b y  s e c r e t i o n  of  a  s u b s t a n c e  w h i c h  d i r e c t l y  

s t i m u l a t e s  c o l l a g e n  s y n t h e s i s .

T h i s  t y p e  of  n o t i o n  h a s  a  r e s p e c t a b l e  a n t e c e d e n t .  " A t  th e  s a m e  

t i m e  g r o w t h - a c t i v a t i n g  p o l y p e p t i d e s  m a y  be  m a n u f a c t u r e d  by  th e  

l e u k o c y t i c  f e r m e n t s  f r o m  c e l l  d e b r i s  a n d  c o a g u l a t e d  f i b r i n  l y in g  on  th e  

s u r f a c e  of  t h e  w o u n d  " .  ( C a r r e l ,  1930) .

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  f i b r o b l a s t s  m i g h t  b e  s t i m u l a t e d  b y  p e p t i d e s  of  

r a t h e r  n o n - s p e c i f i c  t y p e  d e r i v e d  f r o m  b r e a k d o w n  o f  b o th  f i b r i n  a n d  

c e l l  d e b r i s  -  r a t h e r  in  t h e  w a y  in  w h i c h  c h e m o t a x i s  of  l e u k o c y t e s  i s  

s t i m u l a t e d  b y  a  w id e  v a r i e t y  of  s m a l l  p e p t i d e s .  P e r h a p s  t h o s e  

e x p e r i m e n t s  o f  N a t u r e ,  t h e  c o n g e n i t a l  d e f i c i e n c i e s  o f  f i b r i n o g e n  a n d  

f i b r i n  s t a b i l i z i n g  f a c t o r  w h i c h  a f f e c t  w o u n d  h e a l i n g ,  p r o v i d e  t h e  b e s t  

e v i d e n c e  a v a i l a b l e  s o  f a r ,  t h a t  f i b r i n  p l a y s  a  c r u c i a l  r o l e .
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A c c o r d i n g l y ,  t h e r e  i s  a  c o n v e r g e n c e  of  e v i d e n c e  p o i n t i n g  to  

t h e  c e n t r a l  r o l e  of  f i b r i n  d e g r a d a t i o n  i n  t h e  c o n t r o l  of  c o l l a g e n  

s y n t h e s i s  i n  c h r o n i c  i n f l a m m a t i o n .  H ow  m i g h t  t h i s  h y p o t h e s i s  be  

t e s t e d  ? P u r i f i c a t i o n  a n d  c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s a t i o n  of  c o l l a g e n  

s t i m u l a t i n g  f a c t o r  f r o m  t i s s u e  s e e m s  s o  l a b o r i o u s  a s  to  b e  i m p r a c t i c a b l e .  

T h e  e v i d e n c e  f r o m  th e  u s e  o f  f i l t r a t e s o f  s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  i n d i c a t e s  

t h a t  a c t i v e  m a t e r i a l  e x i s t s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  b e t w e e n  1 0 , 0 0 0  a n d  

50 ,  000  d a l t o n s .  T h i s  i s  l i k e l y  to  be  a n t i g e n i c  a n d  m i g h t  c r o s s - r e a c t  

w i t h  a n t i - f i b r i n  a n t i s e r u m .  T h e  e f f e c t  m i g h t  b e  a b o l i s h e d  b y  p r i o r  

i n c u b a t i o n  w i th  s u c h  a n  a n t i  s e r u m .  A n o t h e r  a p p r o a c h  w o u ld  be  to  

i n c u b a t e  f i b r i n  w i t h  m a c r o p h a g e s  in  d i f f u s i o n  c h a m b e r s  i m p l a n t e d  in  

a n i m a l s .  F i b r o s i s  m i g h t  d e v e l o p  a r o u n d  t h e  i m p l a n t s  a s  p r e v i o u s l y  

d e m o n s t r a t e d  f o r  s i l i c a .

T o  c o n t r o l  t h e  p r o c e s s  o f  f i b r o g e n e s i s  i s  t h e  a i m  o f  m a n y  w ho  

w i s h  to  s u p p r e s s  t h e  e f f e c t s  of  a  w id e  v a r i e t y  o f  d i s e a s e  p r o c e s s e s .  

A t t e m p t s  t o  a c h i e v e  t h i s  h a v e  g e n e r a l l y  b e e n  a i m e d  a t  i n t e r f e r e n c e  

w i t h  th e  c o l l a g e n  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y .  F r o m  t h i s  t h e s i s ,  tw o  f u r t h e r  

a p p r o a c h e s  a r e  a p p a r e n t  - c o n t r o l  of  t h e  a c t i v i t y  of  m a c r o p h a g e s ,  a n d  

c o n t r o l  o f  f i b r i n  d e g r a d a t i o n .
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I m m u n o p e r o x i d a s e  m e t h o d  f o r  l i g h t  m i c r o s c o p y  : -
i

( a d a p t e d  f r o m  M a s o n  e t  a l ,  1969,  a n d  M a s o n  a n d  T a y l o r ,  1975)

I)  T i s s u e s  a r e  f i x e d  in  f o r m o l  s a l i n e  a n d  p r o c e s s e d  to  p a r a f f i n

s e c t i o n s  in  t h e  c o n v e n t i o n a l  w a y .

I 2) S e c t i o n s  t a k e n  to  w a t e r .

3) E n d o g e n o u s  p e r o x i d a s e  i s  b l o c k e d  b y  i m m e r s i o n  o f  s e c t i o n s  i n  

m e t h a n o l  (400  m l )  c o n t a i n i n g  c o n c e n t r a t e d  H Cl ( 0 . 8  m l )  a n d  

h y d r o g e n  p e r o x i d e  (100  v o l u m e s ,  2 m l )  f o r  30 m i n u t e s .

4) R i n s e  in  w a t e r  t h e n  in  t r i s - s a l i n e  (0.  05M  t r i s  b u f f e r  pH  7. 6

(100  m l )  p l u s  0 . 8 5 %  s o d i u m  c h l o r i d e  900 m l ) .

5) N o r m a l  s w i n e  s e r u m  (N. S . S . )  d i l u t e d  1:5 w i th  0.  05M  t r i s  

b u f f e r ,  p H  7. 6  i s  a p p l i e d  to  s e c t i o n s  f o r  15 m i n u t e s .  T h e  

s w i n e  s e r u m  i s  n o t  r i n s e d  off .

6 ) A f t e r  p o u r i n g  off  e x c e s s  N . S . S .  , t h e  s p e c i f i c  a n t i b o d y  a t  

o p t i m u m  d i l u t i o n  in  t r i s  b u f f e r  ( o r  c o r r e s p o n d i n g  a b s o r b e d  

s e r u m  o r  n o r m a l  r a b b i t  s e r u m  a s  a p p r o p r i a t e )  i s  a p p l i e d  f o r  

30 m i n u t e s .  One d r o p  of  N . S . S .  i s  p r e v i o u s l y  a d m i x e d  w i th  

e a c h  m l  of  d i l u t e d  a n t i b o d y .
I
i

| 7) W a s h  i n  t r i s - s a l i n e  f o r  15 m i n u t e s .

8 ) S w in e  a n t i - r a b b i t  s e r u m  ( D A K O - I m m u n o g l o b u l i n s ,  C o p e n h a g e n )

1:40 p l u s  1 d r o p  p e r  m l  o f  N . S . S .  i s  a p p l i e d  f o r  30 m i n u t e s .

9) W a s h  i n  t r i s - s a l i n e  f o r  15 m i n u t e s .

10) P e r o x i d a s e  a n t i p e r o x i d a s e  c o n j u g a t e  (DAKO) 1:100 p l u s

1 d r o p  p e r  m l  of  N . S . S .  i s  a p p l i e d  f o r  15 m i n u t e s .

I I )  W a s h  in  t r i s - s a l i n e  f o r  15 m i n u t e s .



S e c t i o n s  a r e  i m m e r s e d  in  0 . 0 3 %  3, 3 ? d i a m i n o b e n z i d i n e  

t e t r a h y d r o c h l o r i d e  ( S ig m a )  in  t r i s  b u f f e r  p l u s  1 d r o p  of  100 

v o l u m e s  h y d r o g e n  p e r o x i d e  f o r  a b o u t  1 0  m i n u t e s  w i th  

i n t e r m i t t e n t  c h e c k i n g  o f  i n t e n s i t y  o f  s t a i n i n g  u n d e r  t h e  

m i c r o s c o p e .

R i n s e  i n  t r i s - s a l i n e  a n d  t h e n  w a t e r .

C o u n t e r s t a i n  l i g h t l y  w i t h  1 % m e t h y l  g r e e n  o r  h a e m a t o x y l i n  

a s  a p p r o p r i a t e .

S e c t i o n s  a r e  d e h y d r a t e d ,  c l e a n e d  a n d  m o u n t e d  in  H . S . R .
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I m m u n o p e r o x i d a s e  m e t h o d  f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  of m o u s e  l i v e r  

( a d a p t e d  f r o m  W i l s o n - K i m b a l l  a n d  N a k a n e ,  1978).

M i c e  w e r e  k i l l e d  b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n  a n d  th e  a b d o m e n  

o p e n e d .  T h e  s a m e  f i x a t i v e  w a s  u s e d  a s  f o r  l i g h t  m i c r o s c o p y .  T h e  

l i v e r  w a s  i m m e d i a t e l y  i n j e c t e d  w i th  s e v e r a l  m l  0 . 1 2  m o l a r  p h o s p h a t e  

b u f f e r e d  f o r m a l i n  a t  4 ° C  c a u s i n g  a n  a r e a  of  s w e l l i n g  a n d  b l a n c h i n g .  

T i s s u e  w a s  t h e n  e x c i s e d  a d j a c e n t  to  t h e  n e e d l e  t r a c k  a n d  s m a l l  b l o c k s ,  

n o t  m o r e  t h a n  1 c u b i c  m m ,  t r i m m e d  a n d  f i x e d  o v e r n i g h t  in  t h e  s a m e  

f i x a t i v e  a t  4 ° C .

T h e  f o l l o w i n g  d a y  t h e s e  b l o c k s  w e r e  t r a n s f e r r e d  to  0.  05 m o l a r

s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  a t  p H  7 . 2  t o  w h i c h  w e r e  a d d e d  10% s u c r o s e

a n d  4 x  10 m o l a r  d i g i t o n i n  (S ig m a ) .  F o l l o w i n g  a  f u r t h e r  24  h o u r s
o

i n  t h e  s o l u t i o n  a t  4 C t h e  t i s s u e s  w e r e  p a s s e d  t h r o u g h  b u f f e r e d  s u c r o s e

s o l u t i o n  15%, 2 0 % a n d  2 0 % + 1 0 % g l y c e r o l ,  4 h o u r s  i n  e a c h .  T h e y  w e r e

t h e n  t r a n s f e r r e d  to  s m a l l  a l u m i n i u m  fo i l  b o a t s  a n d  f r o z e n  q u i c k l y  b y

p l a c i n g  t h e s e  o v e r  c r u s h e d  c a r b o n  d i o x i d e  s n o w .  T h e y  w e r e

t r a n s f e r r e d  w i t h o u t  t h a w i n g  to  a  c r y o s t a t  w h e r e  1 2 - 1 5  m i c r o n

s e c t i o n s  w e r e  c u t .

S e c t i o n s  w e r e ,  t r a n s f e r r e d  w i t h o u t  d e l a y  t o  s u c r o s e  10% in
o

p h o s p h a t e  b u f f e r  (P B S )  a t  pH  7 . 2  a n d  a t  4 C.  T h e y  w e r e  t h e n  p a s s e d  

t h r o u g h  t h e  fo l l o w i n g  s o l u t i o n s  :

1. P B S  tw o  c h a n g e s  e a c h .  15 m i n u t e s .

2 .  E n d o g e n e o u s  p e r o x i d a s e  s u p p r e s s i o n  s o l u t i o n  a s  u s e d  f o r  th e

l i g h t  m i c r o s c o p e  p r e p a r a t i o n s .  30 m i n u t e s .

3 .  P B S .  15 m i n u t e s .

4.  N o r m a l  s w i n e  s e r u m  1 p a r t  P B S  4 p a r t s .  15 m i n u t e s .

5. A n t i m a c r o p h a g e  s e r u m  d i l u t e d  40 t i m e s  w i t h  P B S  a n d  w i th  

n o r m a l  s w in e  s e r u m  1 d r o p  p e r  m l .  30 m i n u t e s .
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6 . P B S  . 15 m i n u t e s .

7.  S w in e  a n t i r a b b i t  s e r u m  d i l u t e d  40 t i m e s  w i th  P B S .  30 m i n u t e s .

8 . P B S .  15 m i n u t e s .

9 .  P A P  c o m p l e x  d i l u t e s  100 t i m e s  in  P B S .  15 m i n u t e s .

10 .  P B S .  15 m i n u t e s .

11.  D i a m i n o b e n z i d i n e  3 m g  in  100 m l  0 . 0 5  m  t r i s  HC1 b u f f e r  pH  7. 6  + 

2 d r o p s  o f  f r e s h  h y d r o g e n  p e r o x i d e .  30 m i n u t e s .

12 .  P B S  o v e r n i g h t .

13.  O s m i u m  t e t r o x i d e  2% in  p h o s p h a t e  b u f f e r  w i t h o u t  s u c r o s e .

1 h o u r .

14. P h o s p h a t e  b u f f e r e d  w i t h  s a l i n e  3 c h a n g e s  e a c h  of  1 0  m i n u t e s .

15 .  I n c r e a s i n g  g r a d e s  o f  e t h a n o l  f r o m  25% t o  100% e a c h  f o r  10 

m i n u t e s  a n d  w i t h  c o n s t a n t  a g i t a t i o n  a n d  f o l l o w e d  b y  3 c h a n g e s  of  

1 0 0 % e t h a n o l  a g a i n  f o r  1 0  m i n u t e s  a n d  w i t h  c o n s t a n t  a g i t a t i o n .

16 .  P r o p y l e n e  o x id e  2  c h a n g e s  e a c h  of  1 0  m i n u t e s .

17 .  E q u a l  p a r t s  p r o p y l e n e  o x id e  a n d  E m i x  f o r  30 m i n u t e s  a t  3 7 ° C .

18.  P u r e  E m i x  r e s i n  2 c h a n g e s  e a c h  o f  40 m i n u t e s  a t  3 7 ° C .

19.  T h e  t i s s u e s  a r e  f i n a l l y  b l o c k e d  o u t  in  f r e s h  r e s i n  in  g e l a t i n e  

c a p s u l e s  a n d  r e t a i n e d  a t  1 6 ° C  o v e r n i g h t .
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A p p e n d ix  N o. 3

M e t h o d  f o r  a s s a y  of  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  of  c e l l s

a n d  t i s s u e

( H u t t o n  e t  a l ,  1966)

T h e  e n z y m e  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  e x h i b i t s  a  r e m a r k a b l e  

d e g r e e  of  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  w h i c h  p e r m i t s  m e a s u r e m e n t  o f  i t s  

a c t i v i t y  a m o n g s t  t h e  m u l t i f a r i o u s  c o n s t i t u e n t s  of  h o m o g e n i s e d  c e l l s  

o r  t i s s u e s .  H y d r o x y l a t i o n  i n v o l v e s  t h e  d i r e c t  d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  

h y d r o g e n  a t o m  on c a r b o n  4 o f  p r o l i n e .  A  s u i t a b l e  s u b s t r a t e  of  

u n h y d r o x y l a t e d  c o l l a g e n  c o n t a i n i n g  3, 4 t r i t i a t e d  p r o l i n e  w i l l  r e l e a s e  

t h e s e  h y d r o g e n  a t o m s  i n  t h e  f o r m  of  t r i t i a t e d  w a t e r  in  p r o p o r t i o n  to  

e n z y m e  a c t i v i t y .  T h i s  t r i t i a t e d  w a t e r  i s  t h e n  s e p a r a t e d  f r o m  r e s i d u a l  

s u b s t r a t e  b y  v a c u u m  d i s t i l l a t i o n  a n d  m e a s u r e d  b y  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g .  

A  s u b s t r a t e  b l a n k  i s  i n c l u d e d  to  a s s e s s  t r i t i u m  d i s s o c i a t e d  on s t o r a g e  

a n d  t h e  v a l u e  s u b t r a c t e d  f r o m  a l l  o t h e r  r e s u l t s .

1) W i t h  L  929 f i b r o b l a s t  t i s s u e  c u l t u r e s ,  t h e  f l a s k s  a r e  e m p t i e d  

o f  m e d i u m ,  a n d  th e  c e l l s  r i n s e d  t w i c e  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  1 m l  o f  

s a l i n e .  T h e  c e l l s  a r e  s c r a p e d  off  w i th  a  p l a s t i c  " p o l i c e m a n "  in t o  a n  

a c c u r a t e  1 m l  of  s a l i n e  a n d  c o u n t e d ,  t h e n  t r a n s f e r r e d  to  t u b e s  a n d  

c e n t r i f u g e d  a t  700 g f o r  5 m i n u t e s .

2 ) T h e  c e l l s  a r e  r e  s u s p e n d e d  a t  t h e  r a t e  o f  1 m i l l i o n  c e l l s  p e r  m l
o , - 5

i n  0 . 2 5  M s u c r o s e  a t  4 C c o n t a i n i n g  10 M  e t h y l e n e  d i a m i n e  t e t r a a c e t i c
_3

a c i d ,  10 M  d i t h i o t h r e i t o l ,  0 . 0 5  M  t r i s - H C l  p H  7 . 2 ,  a n d  0. 1% T r i t o n  

X - 1 0 0 .  T h e  c e l l s  w e r e  d i s r u p t e d  b y  s o n i c a t i o n  f o r  10 s e c o n d s  a n d  th e  

t u b e s  k e p t  on  i c e .

3) T i s s u e  f o r  a s s a y  i s  w e i g h e d  a n d  h o m o g e n i s e d  in  t h e  s a m e  c h i l l e d  

b u f f e r  in  p r o p o r t i o n s  p r e v i o u s l y  d e t e r m i n e d .
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4) A n  a l i q u o t  of e a c h  s a m p l e ,  u s u a l l y  50 p i ,  i s  a d d e d  to  0 . 2  m l

o f  w a t e r  0.  7 m l  of  M ix  a n d  50 p i  o f  s u b s t r a t e ,  m a k i n g  a f i n a l  r e a c t i o n  

v o l u m e  of  1 m l .

o
5) T h e  t u b e s  a r e  i n c u b a t e d  a t  30 C f o r  30 m i n u t e s .  T h e  e n z y m e

o
i s  r a p i d l y  d e n a t u r e d  a t  37 C p o s s i b l y  b y  p r o t e a s e s  in  t h e  h o m o g e n a t e .

T h e  M i x  i s  m a d e  u p  in  th e  fo l l o w i n g  p r o p o r t i o n s  : 0. 1 m l  o f  0. 5 M
- 2

t r i s - H C l  p H  7 . 2  ; 0.  1 m l  o f  10 f e r r o u s  a m m o n i u m  s u l p h a t e  ; 0.  1 m l  

o f  50 m M  s o d i u m  a s c o r b a t e  ; 0 . 2  m l  of  1% d e n a t u r e d  b o v i n e  s e r u m  

a l b u m i n  ; 0 . 0 2  m l  of  c a t a l a s e  ; 0 . 0 7  m l  of  w a t e r  ; 0. 1 m l  o f  a - k e t o -  

g l u t a r i c  a c i d  ; 0 . 0 1  m l  of  d i t h i o t h r e i t o l .  (A l l  i n g r e d i e n t s  f r o m  S i g m a ) .

6 ) T h e  r e a c t i o n  i s  s t o p p e d  b y  a d d i n g  0. 1 m l  of  50% t r i c h l o r o a c e t i c  

a c i d .  T h e  m a t e r i a l  m a y  be  s t o r e d  f r o z e n  a t  - 2 0 ° C  f o r  l a t e r  c o m p l e t i o n .

7) T h e  tu b e  c o n t e n t s  a r e  t r a n s f e r r e d  t o  d i s t i l l a t i o n  t u b e s .  T h e s e  

a r e  p l a c e d  in  w a t e r  j u s t  b e l o w  b o i l i n g  p o i n t  a n d  t h e  w a t e r  c o n t e n t  

t r a n s f e r r e d  b y  v a c u u m  d i s t i l l a t i o n  to  t u b e s  s i t t i n g  in  a  f r e e z i n g  m i x t u r e  

o f  c a r b o n  d i o x i d e  s n o w  a n d  a l c o h o l .

8 ) T h e  d i s t i l l a t e s  a r e  m e l t e d  a n d  0 . 8  m l  of  e a c h  tu b e  c o n t e n t  i s  

t r a n s f e r r e d  t o  10 m l  o f  A q u a l u m a  (L.  K.  B .  ) f o r  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g .

A d d i t i o n a l  p o i n t s  :

S u b s t r a t e  i s  c o m p o s e d  of  u n d e r h y d r o x y l a t e d  c o l l a g e n  c h a i n s

p r e p a r e d  in  b a t c h e s  e x t r a c t e d  f r o m  10 d o z e n  7 d a y  o ld  c h i c k  e m b r y o s
3

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  3, 4 H p r o l i n e  a n d  a l s o  a ,  a ' - d i p y r i d y l .  T h i s  i s  a n  

i r o n  c h e l a t o r  w h i c h  b l o c k s  th e  i n t r i n s i c  p r o l y l h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  

w h i l e  p e r m i t t i n g  c o l l a g e n  c h a i n  s y n t h e s i s .  I r o n  i s  a n  e s s e n t i a l  

c o f a c t o r  a s  i s  a - k e t o g l u t a r a t e .  T h e  m e t h o d  i s  a s  d e s c r i b e d  by  H u t to n  

e t  a l  ( 1 9 6 6 ).
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In  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  o p t i m u m  a m o u n t  of  s u b s t r a t e  f o r  u s e  

i n  s u b s e q u e n t  a s s a y s ,  s t a n d a r d  c u r v e  e x p e r i m e n t s  a r e  p e r f o r m e d  a n d  

a n  e x a m p l e  i s  i l l u s t r a t e d .  T h e  a i m  i s  t o  f i n a l l y  u s e  a n  a l i q u o t  o f  

s u b s t r a t e  w h i c h  c o n t a i n s  a b o u t  4, 000  to  5, 000 t o t a l  r e l e a s a b l e  C P M .  

F o r  a  p a r t i c u l a r  t i s s u e ,  t h e  a l i q u o t  o f  n o r m a l  t i s s u e  m u s t  r e l e a s e  

a b o u t  200  to  400 C P M  f o r  a c c u r a c y  of  c o u n t i n g  a n d  to  p e r m i t  

d e t e r m i n a t i o n  o f  up  to  6  f o ld  i n c r e a s e s  w i t h i n  t h e  l i n e a r  r a n g e  o f  th e  

a s s a y  w h i l s t  s t i l l  a l l o w i n g  d e t e c t i o n  o f  p o s s i b l e  l o w  a c t i v i t i e s .  A  

t y p i c a l  l i n e a r i t y  g r a p h  i s  s h o w n  f o r  L 9 2 9  c e l l s .  S u c h  p r e l i m i n a r y  

e x p e r i m e n t s  r e q u i r e  t o  b e  d o n e  f o r  e v e r y  n e w  b a t c h  of  s u b s t r a t e  a n d  

a l s o  f o r  e v e r y  b a t c h  of  a n i m a l  t i s s u e  s i n c e  t h e  i n t r i n s i c  e n z y m e  

a c t i v i t y  d e c l i n e s  w i t h  a g e .

P r e c i s i o n  of  t h e  A s s a y

T h e  w i t h i n - a s s a y  v a r i a t i o n  w a s  e s t i m a t e d  b y  a s s a y  o f  25 

r e p l i c a t e s  u s i n g  p o o l e d  L  929 f i b r o b l a s t  s o n i c a t e s .  An a l i q u o t  o f  25  jjl I  

of  c e l l s  a t  5 m i l l i o n  p e r  m l  w a s  c h o s e n  a s  t h i s  g a v e  a p p r o x i m a t e l y  

1, 500  C P M  w h i c h  i s  a b o u t  t h e  m i d d l e  of  t h e  l i n e a r  p o r t i o n  o f  t h e  

e n z y m e  a c t i v i t y  c u r v e .  T h e  p r e c i s i o n  of  t h e  a s s a y  w a s  fo u n d  to  be 

8 . 8 % ( c o e f f i c i e n t  of  v a r i a t i o n  = S t a n d a r d  D e v i a t i o n  4- M e a n  X 100).



C.
RM

.
F i g  A:1 An e x a m p l e  o f  the  t e s t i n g  of a  n e w  b a t c h  of  s u b s t r a t e  

f o r  th e  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a s s a y .  I n c r e a s i n g  a l i q u o t s  of 

e n z y m e  a s  c e l l  s o n i c a t e  a r e  a d d e d  to  c o n s t a n t  s u b s t r a t e  to  

d e m o n s t r a t e  th e  l i n e a r  r a n g e  of  r e l e a s e  of c o u n t s .
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F i g  A:2  An e x a m p l e  of  t h e  p r e l i m i n a r y  t e s t i n g  of  a  s a m p l e  

f r o m  a  b a t c h  of  t i s s u e  to  e s t a b l i s h  th e  o p t i m u m  a l i q u o t  of  t i s s u e  

h o m o g e n a t e  f o r  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a s s a y .  On th e  b a s i s  of  t h i s  

a s s a y ,  2 5 pi  o f  l u n g  h o m o g e n a t e  a n d  d o u b le  t h e  a l i q u o t  of  

s u b s t r a t e  w o u ld  s u b s e q u e n t l y  be u s e d .

4,000

3,000

2,000

1,000

2000 100 

pi of lung homogenate



111.

A p p e n d ix  N o. 4

M e t h o d  f o r  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a s s a y  f o r  L 9 2 9  f i b r o b l a s t s  

( a d a p t e d  f r o m  P e t e r k o f s k y  a n d  D i e g e l m a n n ,  1971) .

T h e  r a t i o n a l e  f o r  t h i s  m e t h o d  i s  t h a t  p u r i f i e d  b a c t e r i a l  c o l l a g e n a s e  

w i l l  r e l e a s e  r a d i o a c t i v e  p r o l i n e  l a b e l l e d  c o l l a g e n  p e p t i d e s  e x c l u s i v e l y  

f r o m  a  m i x t u r e  o f  c e l l  o r  t i s s u e  p r o t e i n s .  A  s a t i s f a c t o r y  p r e p a r a t i o n  

o f  c o l l a g e n a s e  m u s t  n o t  r e l e a s e  l a b e l l e d  t r y p t o p h a n  p e p t i d e s  f r o m  

p r o t e i n a c e o u s  m a t e r i a l  a s  i t  i s  k n o w n  t h a t  t h i s  a m i n o  a c i d  i s  no t  

p r e s e n t  in  c o l l a g e n .  T h e  m e t h o d  i s  a c c e p t e d  a s  t h e  b e s t  one  t h e r e  i s  

f o r  e s t i m a t i n g  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  in  v ivo  a n d  i n  v i t r o . I t  i s  

n e v e r t h e l e s s  i n t r i n s i c a l l y  f a r  l e s s  s e n s i t i v e  a n d  a c c u r a t e  t h a n  th a t  

f o r  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a n d  i n v o l v e s  c o n s i d e r a b l e  t e c h n i c a l  

s k i l l  f o r  t h e  m a n y  s t a g e s .

1) F o l l o w i n g  e x p o s u r e  of  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s  to  e x p e r i m e n t a l  

m a t e r i a l  u s u a l l y  f o r  3 h o u r s ,  e a c h  f l a s k  i s  p u l s e d  w i t h  10 pi
3

(10  p C i )  o f  L - ( 5 -  H) P r o l i n e  ( A m e r s h a m ) .  ( L a b e l l e d  T r y p t o p h a n  

m a y  b e  u s e d  a l t e r n a t i v e l y  o r  in  a d d i t i o n ) .  T h e  h y d r o g e n  a t o m  on 

c a r b o n  5 o f  p r o l i n e  i s  n o t  d i s p l a c e d  b y  h y d r o x y l a t i o n .

2)  I n c u b a t e  f l a s k s  f o r  a  f u r t h e r  h o u r  a t  3 7 . 4 ° C .

3) T h e  m e d i u m  i s  d i s c a r d e d  a n d  th e  f l a s k s  e a c h  r i n s e d  t w ic e  w i t h

a p p r o x i m a t e l y  1 m l  i s o t o n i c  s a l i n e  a n d  d r a i n e d  t o t a l l y .

4) A n  a c c u r a t e  1 m l  of  s a l i n e  i s  a d d e d  to  e a c h  f l a s k  a n d  th e  c e l l s

s c r a p e d  o f f  w i t h  a  p l a s t i c  ' ’p o l i c e m a n ” .

5) T h e  c e l l s  a r e  t r a n s f e r r e d  to  5 m l  d i s p o s a b l e  p l a s t i c  t u b e s  a n d

c o u n t e d .

6 ) T h e  c e l l s  a r e  p e l l e t e d  a t  700 g f o r  5 m i n u t e s .



112.

7) T h e  s u p e r n a t a n t  i s  d i s c a r d e d  a n d  t h e  c e l l s  r e s u s p e n d e d  in  0. 5 M 

T r i s - H C l  p H  7. 6  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  of  1 m i l l i o n  c e l l s  p e r  m l .

T h e  a s s a y  c a n  be  h a l t e d  a n d  th e  m a t e r i a l  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  f o r  

l a t e r  c o m p l e t i o n .

8 ) T h e  c e l l s  a r e  d i s r u p t e d  b y  s o n i c a t i o n  f o r  10 s e c o n d s .

9) A l i q u o t s  of  10 jjlI  of s o n i c a t e s  c a n  b e  a d d e d  t o  10 m l  A q u a l u m a  

s c i n t i l l a n t  (L». K.  B .  ) a n d  c o u n t e d  to  a s s e s s  t o t a l  p r o l i n e  u p t a k e .  

A l i q u o t s  of  100 jjlI  m a y  a l s o  b e  d e d u c t e d  a n d  s t o r e d  f r o z e n  f o r  

s u b s e q u e n t  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a s s a y .

10) E a c h  tu b e  i s  i n c u b a t e d  w i t h  20 pi of  r i b o n u c l e a s e  (S ig m a )  (1 m g  

p e r  m l  i n  t r i s  b u f f e r )  f o r  10 m i n u t e s  a t  3 7 ° C .  T h i s  s l i g h t l y

i m p r o v e s  th e  y i e l d  of  t o t a l  c o u n t s  by  r e l e a s e  o f  c o l l a g e n  c h a i n s

s t i l l  b o u n d  t o  r i b o s o m e s .

1 1 ) P r o t e i n  i s  p r e c i p i t a t e d  by  a d d i n g  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  20% 

t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  (T .  C. A.  ) a n d  s t a n d i n g  on  i c e  f o r  5 m i n u t e s

o r  a t  4 ° C  f o r  10 m i n u t e s  to  a l l o w  a n  o p a l e s c e n t  p r e c i p i t a t e  to  f o r m .

12) T h e  p r o t e i n  i s  p e l l e t e d  a t  1 , 000 g f o r  5 m i n u t e s .

13) T h e  s u p e r n a t a n t  i s  d i s c a r d e d  t h u s  r e m o v i n g  f r e e  i s o t o p e .

14) T h e  m a t e r i a l  i s  r e s u s p e n d e d  i n  10% T .  C .  A.  , 0. 5 m l  p e r  tu b e  

a n d  p r e c i p i t a t e d  a n d  w a s h e d  a  f u r t h e r  2 t i m e s  w i th  0.  5 m l

5% T . C . A.

15) T h e  f i n a l  p r e c i p i t a t e  i s  r e d i s s o l v e d  in  0 . 2  M N aO H  u s i n g  th e

o r i g i n a l  tu b e  v o l u m e s .  T h i s  m a t e r i a l  i s  u s e d  a s  th e  s u b s t r a t e

c o n t a i n i n g  l a b e l l e d  c o l l a g e n  f o r  d i g e s t i o n  b y  c o l l a g e n a s e .  T h e
o

t u b e s  a r e  i n c u b a t e d  f o r  5 m i n u t e s  a t  37 C a n d  s p u n  a t  1 , 000  g a n d

t h i s  t i m e  t h e  s u p e r n a t a n t  i s  k e p t  f o r  a s s a y .
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1 6 ) T h e  a s s a y  i s  p e r f o r m e d  b y  a d d i n g  tw o  a l i q u o t s  of 0. 2  m l  

s u b s t r a t e  f r o m  e a c h  tu b e  to  a  f r e s h  p a i r  of  t u b e s .  T o  e a c h  i s  

a d d e d  0 . 0 5  m l  w a t e r ,  0. 15 m l  o f  m i x ,  a n d  0. 1 m l  of  0.  16 M 

HC1 to  n e u t r a l i s e  t h e  N aO H .  10 p i  of  c o l l a g e n a s e  i s  a d d e d  to  

a l t e r n a t e  t u b e s .  T h e  t o t a l  r e a c t i o n  v o l u m e  i s  1 m l .  T h u s  th e  

c e l l  m a t e r i a l  f r o m  e a c h  f l a s k  i s  i n c u b a t e d  w i t h  a n d  w i th o u t  

c o l l a g e n a s e  to  a l l o w  e v e n t u a l  s u b t r a c t i o n  of  n o n - s p e c i f i c  

c o u n t s  f r o m  c o l l a g e n a s e - r e l e a s e d  c o u n t s .

17) T h e  m i x  i s  c o m p o s e d  of  t h e  fo l lo w in g  p r o p o r t i o n s  0 . 1 m l  of

1 . 2  M  H e p e s  ( N - 2 - h y d r o x y e t h y l p i p e r a z i n e )  ; 0 . 0 5  m l  of

0 . 2 5  M  N. E . M .  ( N - e t h y l m a l e i m i d e ,  i n h i b i t s  n o n - s p e c i f i c  

p r o t e a s e s )  ; a n d  0. 005  m l  o f  0. 05 M C a  C I 2 .

18) T h e  t u b e s  a r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  30 m i n u t e s  on  a  s h a k i n g  

w a t e r b a t h .

19) 0 . 1  m l  o f  0.  5% a l b u m i n  in  w a t e r  i s  a d d e d  to  e a c h  tu b e  in  o r d e r  

t o  h e l p  b r i n g  d o w n  th e  p r e c i p i r a t e  o f  p r o t e i n  f o r m e d  a t  th e  n e x t  

s t a g e .

2 0 ) T h e  r e a c t i o n  i s  s t o p p e d  b y  a d d i n g  a n  e q u a l  v o l u m e  ( 0 . 6  m l )  of  

10% T .  C.  A.  : 0 .  5% t a n n i c  a c i d .  T h e  t u b e s  a r e  s t o o d  on  i c e  

f o r  1 0  m i n u t e s  t o  a l l o w  t h e  p r e c i p i t a t e  to  f o r m .

2 1 ) T h e  t u b e s  a r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 , 000 g f o r  10 m i n u t e s  to  f o r m  a 

f i r m  p e l l e t .

2 2 ) T h e  s u p e r n a t a n t  i s  t r a n s f e r r e d  to  1 0  m l  of  L u m a g e l  s c i n t i l l a n t  

(L .  K.  B .  ) f o r  c o u n t i n g .
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A d d i t i o n a l  p o i n t s  : -

C l o s t r i d i a l  c o l l a g e n a s e  ( S i g m a  T y p e  3) c o n t a i n s  u n w a n t e d  

n o n - s p e c i f i c  p r o t e a s e  a c t i v i t y  a n d  r e q u i r e s  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n .

T h i s  i s  a c h i e v e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  ( m o l e c u l a r  s i e v e  c h r o m a t o g r a p h y )  

on  S e p h a d e x  G 200  ( P h a r m a c i a ) .  T h e  f r a c t i o n s  a r e  t e s t e d  b o t h  f o r  

p r o t e a s e  a c t i v i t y  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d ,  a n d  a l s o  n o n - s p e c i f i c  

p r o t e a s e  a c t i v i t y  ( in s p i t e  of  N. E . M .  ). F r a c t i o n s ,  u s u a l l y  m o s t  

o f  t h e  f i r s t  p e a k  of  t h e  p r o t e i n  e l u t i o n  p r o f i l e ,  c o n t a i n i n g  e x c l u s i v e l y  

c o l l a g e n o l y t i c  a c t i v i t y  a r e  p o o l e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  i f  n e c e s s a r y .

F r o m  a  s t a n d a r d  l i n e a r i t y  g r a p h  ( f ig .  ), a  s a t u r a t i n g  a m o u n t  of  

c o l l a g e n a s e  i s  d e t e r m i n e d  s u i t a b l e  f o r  a s s a y  p u r p o s e s ,  t h a t  i s ,  

a b l e  t o  r e l e a s e  a t  l e a s t  10,  000  C P M  in  30 m i n u t e s .

T h e  f i n a l  s t a g e  o f  t h e  m e t h o d  i n v o l v e s  p r e c i p i t a t i o n  b y  

t r i c h l o r a c e t i c  a n d  t a n n i c  a c i d s  a n d  c r e a t e s  a n  a w k w a r d  c o m b i n a t i o n  

o f  q u e n c h i n g  p r o b l e m s .  V a r i a b l e  c o l o u r  a n d  c h e m i c a l  q u e n c h i n g  

p l u s  u n a c c e p t a b l e  c h e m i l u m i n e s c e n c e  a r e  p r o d u c e d  w i th  m a n y  

s c i n t i l l a n t s  r e n d e r i n g  c o n v e r s i o n  to  D P M  i m p o s s i b l e .  W h i le  C P M  i s  

a d e q u a t e  f o r  d a y  to  d a y  e x p e r i m e n t a l  w o r k ,  t h e  e x p r e s s i o n  of  r e s u l t s  

a s  D P M  in  p u b l i s h e d  d a t a  i s  p r e f e r a b l e  a s  t h e s e  v a l u e s  a r e  

i n d e p e n d e n t  of  t h e  v a r y i n g  e f f i c i e n c i e s  o f  c o u n t s  o r  s c i n t i l l a n t s .  

F o r t u n a t e l y  L u m a g e l  (L K B ) ,  one  of  t h e  n e w  g e n e r a t i o n  of  s c i n t i l l a n t s ,  

p r o v e d  r e s i s t a n t  to  t h e  a c i d s  a d d e d .  T h e  a u t o m a t i c  q u e n c h  

c o r r e c t i o n  a n d  c h e m i l u m i n e s c e n c e  m o n i t o r i n g  f a c i l i t i e s  of  t h e  LK B  

R a c k - B e t a  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  u s e d  l a t t e r l y  f o r  t h i s  w o r k  p e r m i t t e d  

s a t i s f a c t o r y  q u e n c h  c u r v e s  t o  b e  o b t a i n e d  f o r  b o t h  t h i s  a s s a y  a n d  

t h e  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a s s a y .  A n  e x a m p l e  i s  s h o w n  (f ig .  ) o f  

p a r t  o f  t h e  p r i n t - o u t  of  a  q u e n c h  c u r v e  o b t a i n e d  b y  th e  s p l i n e - c u r v e  

f i t t i n g  f u n c t i o n  o f  t h e  c o u n t e r  c o m p u t i n g  q u e n c h  d a t a  r e s u l t i n g  f r o m  

t h e  L K B  " H a t - t r i c k "  m e t h o d  of  p r o g r e s s i v e  q u e n c h i n g .  T h i s  l a t t e r  

m e t h o d  u s e s  a  s i m p l e  d e v i c e  to  c o n t i n u o u s l y  a d d  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  

a s  q u e n c h i n g  a g e n t  to  a  s t a n d a r d  p e l l e t  o f  i s o t o p e  of  k now n  D P M  in 

t h e  p r e s e n c e  o f  a l l  o t h e r  i n g r e d i e n t s  u s e d  e x p e r i m e n t a l l y .  T h i s  i s  

i d e a l  f o r  s o l v i n g  th e  q u e n c h i n g  p r o b l e m s  d e s c r i b e d .
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S o m e t i m e s  t h e  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a s s a y  g i v e s  " n e g a t i v e "  

v a l u e s  on  s u b t r a c t i o n  o f  t h e  c o u n t s  w i t h  a n d  w i t h o u t  a d d i t i o n  of  

c o l l a g e n a s e .  T h e s e  o f t e n ,  b u t  b y  no  m e a n s  e x c l u s i v e l y ,  o c c u r  w h e r e  

l o w  v a l u e s  m i g h t  be  e x p e c t e d .  T h e  a s s a y  i s  i t s e l f  m u c h  m o r e  

e r r a t i c  t h a n  t h a t  f o r  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  a n d  i n c o n s i s t e n c i e s  in  t h e  

f i n a l  p r e c i p i t a t i o n  s t e p  a r e  a  f u r t h e r  s o u r c e  of  t e c h n i c a l  e r r o r .  T o o  

m a n y  a s s u m p t i o n s  w o u l d  h a v e  t o  be  m a d e  to  i n c l u d e  t h e s e  v a l u e s  

e v e n  a s  " z e r o "  r e s u l t s  a n d  i t  s e e m s  m o r e  a c c e p t a b l e  to  e x c l u d e  t h e m  

a l t o g e t h e r  e v e n  w h e n  t h i s  v i t i a t e s  a n  e x p e r i m e n t .
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F i g  A:3 A n  e x a m p l e  o f  th e  t e s t i n g  of  a  n e w  b a t c h  of  c o l l a g e n a s e  

t o  e s t a b l i s h  a  l i n e a r  r a n g e  s u i t a b l e  f o r  th e  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  

a s s a y .  H e r e  10 jjl I  a p p e a r s  m o r e  t h a n  a d e q u a t e .

2 5 p \  collagenase 

10 / jI »
20,000-

10,000-

20015010050

p\  of 5 - 3H Proline - labelled substra te



MODE 1 SELECTED 
I S E T C - E  r  = f'1 — 17 8 1 87  
MFTh DD l * 2 n 3  - > £ '
S T h ^ T  i*ET 10  — 3 1
f lUTD P l U T  hmD S T u F E <R> 
NCw LOh D L h PPLE (R> -> R

-> R

F i g  A : 4 P a r t  of  t h e  p r i n t o u t  f r o m  

th e  L»KB R a c k - B e t a  a u t o m a t i c  

q u e n c h  c u r v e  c a l i b r a t i o n .

CPMl EFF 1 FFiT I □

o8 0 0 8 . 0 4 3 .  97 3 .  145
8 5 0 8 5 . 0 4 9 .  44 3 .  03.3
8 8 8 5 1 . 0 4 c’ . 8 0 3 .  008
8 8 1 8 4 . 0 4 7 .  73 8 .  9 0 6
8 0 1 4 5 . 0 4 8 .  58 C , m i 1 -j!

7 7 8 7 0 . 0 4 5 .  84 C m cl cl
751 3 9 .  0 4 3 .  35 c ■ 5 0 5
7 8 8 5 8 . 0 4 c .  5 8 8 .  385
7 1 3 8 8 . 0 4 1 .  4.3 3 .  8 1 3
8 3 4 8 8 . 0 4 0.  8*7 8 .  184

BUSY c a l c u l a t i n g ; 

ISOTOPE 1? WINDOW 1 

EFF*.

4 ? .  00  +
I  
1

4 8 . 0 0 +  

4 7 . 0 0 +
I

4 8 .  004-

I  
I

4 5 . 0 0 +
I

I
4 4 . 0 0 +

I

4  3;. 00  +
1
I  +B+
I  ♦ ♦

4 8 . 0 0 +  ♦
I  ♦ ♦
i a  
i ♦

41 . u 0 + ♦♦
i ♦
1%

♦ a

♦♦

♦ a

♦ ♦

♦ ♦ ♦
♦ ♦ ♦

♦+
a+

♦ +

s +
♦ ♦

♦ ♦ ♦
♦ ♦ ♦
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A p p e n d i x  N o.  5

M e t h o d  f o r  c o l l a g e n  s y n t h e s i s  a s s a y  a s  a p p l i e d  to  e x p e r i m e n t a l  

a n i m a l  t i s s u e .

T h i s  a s s a y  i s  a  m o d i f i c a t i o n  of  t h e  p r e v i o u s  m e t h o d  u s e d  f o r  L 9 2 9  

f i b r o b l a s t s .

1 ) T h e  m a t e r i a l  -  l i v e r  o r  l u n g  f o r  e x a m p l e  - w i l l  h a v e  c o m e  f r o m
3

m i c e  o r  r a t s  p r e v i o u s l y  p u l s e d  w i t h  L  - ( 5 -  H ) - p r o l i n e  a n d  m a y  be  

s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  l a b e l  d o e s  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  

a s s a y  f o r  c o l l a g e n  p r o l y l  h y d r o x y l a s e  w h i c h  m a y  a l s o  b e  p e r f o r m e d  

on  t h e  s a m e  t i s s u e .

2) A p p r o x i m a t e l y  1 g o f  e a c h  s a m p l e  i s  w e i g h e d  o u t  a n d  3 v o l u m e s  

o f  0.  05 M t r i s - H C l  b u f f e r  p H  7.  6  i s  a d d e d .

3) T h e  t i s s u e  i s  h o m o g e n i s e d  u s i n g  a  P o l y t r o n  m i c r o - h o m o g e n i s e r  

a t  h a l f  s p e e d  u n t i l  n o  p a r t i c u l a t e  m a t e r i a l  r e m a i n s .  T h e  h o m o g e n i s e r  

i s  r i n s e d  w i t h  w a t e r  a n d  d r i e d  w i th  p a p e r  t i s s u e  b e t w e e n  s a m p l e s .

4) E a c h  s a m p l e  i s  c o m p l e t e l y  t r a n s f e r r e d  in t o  0. 5 c m  d i a m e t e r  

V i s k i n g  d i a l y s i s  t u b i n g  p r e v i o u s l y  s o f t e n e d  in  w a r m  w a t e r .  T h e  

s a m p l e  m u s t  be  c a r e f u l l y  k n o t t e d  t i g h t l y  in to  t h e  m i n i m u m  t u b i n g  

v o l u m e  u n d e r  p r e s s u r e  to  a v o i d  w a t e r  u p t a k e  d u r i n g  d i a l y s i s .

5) T h e  d i a l y s i s  s a c s  a r e  n u m b e r e d  a n d  p l a c e d  in  2  l i t r e  f l a s k s  

f i l l e d  w i t h  w a t e r ,  a t  a b o u t  5 s a c s  p e r  f l a s k .

6 ) T h e  f l a s k s  a r e  s e t  on  m a g n e t i c  s t i r r e r s  i n  a  c o l d - r o o m  a t  

4 ° C  f o r  3 d a y s  w i t h  a t  l e a s t  one c h a n g e  o f  w a t e r .  T h i s  d i a l y s e s  ou t  

f r e e  i s o t o p e .
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7) T h e  s a m p l e s  a r e  t r a n s f e r r e d  to  5 m l  p l a s t i c  t u b e s .  10 (j l I  of  

e a c h  i s  a d d e d  to  10 m l  A q u a l u m a  to  a s s e s s  t o t a l  p r o l i n e  i n c o r p o r a t i o n  

( a s  c o m p a r e d  w i t h  u p t a k e ) .

8 ) E a c h  s a m p l e  i s  v o r t e x e d  a n d  s p l i t  i n to  p a i r s  of a l i q u o t s  f o r  

t h e  c o l l a g e n a s e  d i g e s t i o n  p r o c e d u r e  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  

( A p p e n d i x  No.  4).
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