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GLYSIN SOM DEL AV DET AKUTTE RESUSCITERINGSREGIMET ETTER
SKUDDSKADER HOS GRIS. Modulering av den tidlige inflammatoriske
responsen

1 INNLEDNING

Pasienter med omfattende skader er en stor terapeutisk utfordring bade for sivil og militer
medisin. Selv i tilfeller der hjelpemannskapene kommer raskt til skadestedet og straks far satt i
gang optimal og tilsynelatende vellykket behandling, vil en urovekkende heoy andel av
pasientene (opptil 30 %) etter fa dager utvikle nedsatt funksjon eller svikt i flere organer (1,2).
En é&rsak til dette er ubalanse mellom den totale vevsdestruksjon og organismens evne til a
gjenopprette et normalt “indre milje” (3,4). Posttraumatisk systemisk inflammatorisk
responssyndrom med flerorgansvikt er en livstruende komplikasjon. Den krever behandling pa
intensivavdeling og legger beslag pé store ressurser. Trass i maksimal innsats vil tilstanden ofte
langsomt forverre seg og til slutt ende med deden. I dag er dette den viktigste dedsarsak i de
senere stadiene etter store skader (5).

Det er vist at ngytrofile granulocytter, som er en vital del av det ikke-spesifikke immunforsvaret,
ogséd er sentrale 1 utviklingen av systemisk inflammatorisk responssyndrom. Ved aktivering
frigjores en rekke potensielt toksiske produkter, blant annet frie oksygenradikaler og proteaser
(7,8). Disse stoffene skiller ikke mellom eget og fremmed vev, og ukontrollert frigjering kan
derfor fore til omfattende skader péd proteiner, nukleinsyrer, lipider og andre sentrale biologiske
molekyler og strukturer. Den inflammatoriske reaksjonen er normalt avpasset etter storrelsen pa
det utlesende stimulus, men moderate skader kan “prime” granulocyttene slik at de reagerer
ekstra kraftig pd en ny ytre pavirkning, eksempelvis et nedvendig kirurgisk inngrep (”’second
hit”). Korrekt akuttbehandling pa skadested, under transport og i1 forbindelse med forelopig
kirurgi er derfor ogsé en nekkel til & kontrollere det posttraumatiske sykdomsforlapet.

I behandlingen star en altsd her overfor et tosidig problem. Den oyeblikkelige overaktiveringen
av kroppens kaskadereaksjoner forer til akutte skader pa celler og vev. Etter hvert (fa dager) vil
disse reaksjonene “brenne ut” og bli erstattet av en tilstand med nedsatt aktivering.
Multitraumatiserte pasienter er i denne siste perioden svert utsatt for infeksjoner av alle slag.
Ikke bare er evnen til & bekjempe invaderende mikrober nedsatt; i tillegg er forholdene for
uhemmet bakterieinnvekst ekstra store. Nekrotisk vev er et ypperlig oppvekstmedium og nesten
umulig & fjerne fullstendig, selv med den mest omhyggelige kirurgi. Problemet forsterkes ved at
blodtilferselen til omkringliggende vev ofte er s marginal at de nekrotiske omradene har en
tendens til & oke 1 utstrekning.

Sa langt har det ikke vaert mulig & fastsld en sikker sammenheng mellom intensiteten pd den
akutte inflammatoriske responsen og den pafelgende svikten i immunforsvaret. Mange mener
imidlertid at en slik sammenheng eksisterer og at en ved & hemme den umiddelbare
proinflammatoriske responsen ogsa vil redusere styrken pad den senere kompensatoriske anti-
inflammatoriske tilstanden (fig 1). Pa denne maéten vil det i teorien vare mulig bade & minske
inflammatoriske vevsskader og & bevare funksjoner som er livsviktige for infeksjonsforsvaret.
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Figur 1. Teoretisk forhold mellom den akutte systemiske inflammasjonen og den pafelgende antiinflammtoriske
tilstanden (fra 9).

Den ikke-essensielle aminosyren glysin har virkninger som kan vare av interesse i denne
sammenhengen. Eksempelvis er det vist at glysin beskytter proksimale tubuli og hepatocytter
mot hypoksi, bedrer funksjon og overlevelse av transplantat etter levertransplantasjon, hemmer
okningen 1 plasma TNF-a etter endotoksininjeksjon og hemmer aktiveringen av NF-kB ved
bledningssjokk. Alle disse effektene skyldes pavirkning av glysinstyrte klorkanaler (fig 2). Nér
glysin binder seg til reseptoren, strommer klorioner lettere gjennom klorkanalene bade i ytre og
indre membraner i cellen. Membranene blir derved hyperpolariserte. Kalsium er en sentral
mediator for ytre stimuli. Sekunder pévirkning av de spenningsavhengige kalsiumkanalene
hemmer influks av kalsium, noe som gjor cellene mindre sensitive overfor inflammatoriske
stimuli. Glysinstyrte klorkanaler ble forst pavist 1 nerveceller, men er etter hvert funnet 1 flere
typer leukocytter, deriblant neytrofile granulocytter (10).
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Figur 2. Skjematisk framstilling av virkningsmekanismen til glysin. Nér glysin binder seg til reseptorene, strammer

Cl -ioner inn cellen og hyperpolariserer alle membraner. Dette hemmer influks av Ca*-ioner til cytoplasma, bade
fra det endoplasmatiske retikulum og fra det ekstracellulare rom.

Naér et enkelt og lett tilgjengelig stoff som glysin viser seg & ha sa kraftige antiinflammatoriske
egenskaper, ble det naturlig & sperre om det ogsé kunne brukes til 4 redusere den akutte og ofte
overdrevne aktiveringen av den inflammatoriske responsen etter storre skader og bledninger.



Alvorlige bivirkningene eksisterer knapt, samtidig som effektene er kortvarige og forbigdende.
Det er derfor lite sannsynlig at immunforsvaret vil bli negativt pavirket i den pafelgende fasen,
som vanligvis er dominert av generell immunoparalyse.

Det finnes en lang rekke andre stoffer som kan tenkes & pavirke den inflammatoriske responsen.
I tillegg til in vivo-forsekene med glysin, testet vi ogsd effektene av U0126 (hemmer ERK-
grenen 1 MAPK-kaskaden), SB203580 (hemmer p38-grenen i MAPK-kaskaden),
FK506/Tacrolimus (hemmer translokasjon av transkripsjonsfaktorer, forst og fremst “nuclear
factor of activated T-cells” (NFAT), samt p38 og JNK) og Wortmannin (hemmer fosfatidyl-
inositol-3-kinasen). Disse forsekene ble gjort in vitro pd granulocytter etter forutgaende in vivo-
aktivering som folge av skuddskader/kirurgi.

Formalet med studien var altsa forst og fremst 4 underseke hvordan glysin, brukt som del av det
akutte resusciteringsregimet, kan pévirke den umiddelbare posttraumatiske inflammatoriske
aktiveringen av sirkulerende granulocytter. Produksjonen av frie oksygenradikaler ble brukt
som malestokk. Dessuten ensket vi & undersoke effekten av et utvalg blokkere pd samme
parameter. Denne rapporten omtaler de forelepige resultatene.

2 METODER

21 Dyremodell

Undersgkelsen ble utfort pa en etablert grisemodell brukt ved Forsvarets ”Kurs 1 krigskirurgi
og traumatologi” pd Lahaugmoen. Til de aktuelle eksperimentene ble det benyttet 22 griser
med vekt 40-55 kg. Etter ankomst til forseksomradet la veterinaren dyrene i narkose. De
ble oralintubert og spontanventilerte deretter pd tuben. Assistert hAndventilasjon ble gitt etter
behov. For & sikre fullstendig smertefrihet ble det ogséd satt lumbosakral epiduralanestesi
med lidokain 2 %. Dosen ble beregnet ut fra lengden fra hode til halerot slik at dyrene fikk 1
ml for de ferst 40 cm og 1,5 ml for hver pafelgende 10 cm (Strandes formel). Venflon ble
lagt inn 1 to erevener for injeksjon av medikamenter og infusjon av vaske. Til bruk for
trykkmonitorering og blodprevetaking ble venstre lyskearterie fripreparert og kateterisert
med et Secalon-T sentralvenekateter.

2.2 Eksperimentell prosedyre

Dyrene ble i narkose overfort til skytebanen, opphengt i galge og utsatt for et standardisert
traume som bestod av ett rifleskudd fra 25 m mot heyre 14r, samt ett pistolskudd fra kort hold
mot gvre abdomen (fig 3). Skuddretning og profil var avmerket av Forsvarets veterinarer.
For & unngd akutt utbledning unngikk en bevisst & skade de store abdominalkarene.
Sanitetssoldater ga umiddelbart forstehjelp. Respirasjonen ble kontrollert, sdrene pakket og
komprimert, og intravenes vesketilforsel pdbegynt. Grisene var pa forhénd tilfeldig inndelt 1
to grupper som enten fikk glysin 7,5 g opplest i 500 ml NaCl 0,2 % (tilsvarende omtrent 150
mg/kg) intravenest over 30 minutter eller tilsvarende mengde 0,9 % NaCl. Dyrene ble
deretter transportert til feltsykehuset for akutt kirurgi. Skadeomfanget ble evaluert ved hjelp
av “Abbreviated Injury Scale”. Blodtrykk, temperatur og arteriell oksygenmetning ble
kontinuerlig overvéket under operasjonen. Vaeskebehandling (0,9% NaCl og dekstran
70/Ringeracetat) ble gitt etter behov for & kompensere for bledning og opprettholde et
akseptabelt blodtrykk. Studien ble avsluttet etter 75 minutter.
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Figur 3. Anestesert forseksgris opphengt i galge. Innskuddene pa heyre lar og abdomen er avmerket med kryss.
Skuddbanen gjennom evre del av abdomen er ogsé antydet.

23 Provetaking

Blodprever ble tatt umiddelbart etter at arteriekateteret var pa plass (normalpreve, tidspunkt
0) og 75 minutter etter skyting (sluttpreve). EDTA ble brukt som antikoagulans. Prevene
ble straks satt pd is og transportert til laboratoriet ved FFI/BM hvor plasma ble separert og
nedfrosset ved -70 °C. Plasmaverdiene for laktat, samt markerer for organskade i lever
(ALAT og ASAT) og nyre (kreatinin og karbamid) ble malt ved tidspunkt 0 og 75 min, IL-6
ved tidspunkt 75. Glysin ble bestemt med HPLC pa tidspunkt 0 og 75.

24 Overvaking

Systolisk og diastolisk blodtrykk, oksygenmetning og esofagustemperatur ble kontinuerlig
overvaket etter at dyrene var ankommet til feltsykehuset.

25 Maling av DCF fluorescens

Syntesen av reaktive oksygenforbindelser (ROS) ble malt i granulocytter tappet ved
tidspunktene 0 og 75 minutter. Granulocyttene ble isolert fra fullblod etter Beyums metode.
Produksjonen av ROS ble malt ved hjelp av den fluorescerende proben 2,7-diklorofluoroscin-
diacetat (DCFH-DA). DCFH-DA diffunderer fritt over cellemembranen. Intracelluleert
avspaltes acetatgruppene av esteraser. Det gjenvaerende DCFH fluorescerer ikke, men
oksyderes umiddelbart av ROS til DCF, som er fluorescerende (530 nm). Den intracellulere
fluorescensen ble malt hver annet minutt i 60 minutter i spektrometer. ROS ble ogsd malt etter
behandling med protein kinase C-aktivatoren PMA (PMA 107 M).

In vitro testet vi pa samme mate produksjonen av ROS etter behandling med ERK-hemmeren
U0126 (10 uM), p38-hemmeren SB203580 (1 uM), den kombinerte p38- og JNK, og NFAT-
hemmeren FK506 (10 uM) og fosfatidylinositol-3-kinase (PI3-K)-hemmeren Wortmannin (25
nM).

2.6 Statistisk analyse

Resultatene er angitt som middelverdier + standardfeil. Pa grunn av stor spredning i
produksjonen av ROS 1 normalsituasjonen er verdiene angitt som prosentandel av
utgangsverdien, som er satt til 100 for hvert enkelt dyr. Vi har brukt parret t-test for a vurdere
forskjeller innen gruppene, Students t-test mellom gruppene. En p-verdi mindre enn 0,05 er
ansett som statistisk signifikant.
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3 RESULTATER

3.1 Basalverdier

Det var ingen signifikante forskjeller i utgangsverdiene mellom gruppene (Se tabell 1).

3.2 Glysin

For 4 kontrollere at alle dyrene i1 glysingruppa virkelig fikk den behandling som var foreskrevet,
ble glysinverdiene i serum bestemt. Ved tidspunkt 75 min (tre kvarter etter at infusjonen var
avsluttet) hadde glysinverdiene ekt fra 607 £ 14 til 2022 + 120 umol/l (p < 0,05), sammenliknet
med 631 + 35 og 735 + 39 umol/l (p < 0,05) hos kontrollene. Som ventet var forskjellen
mellom gruppene ved 75 min ogsé statistisk signifikant.

3.3 Klinikk og overlevelse

Alle dyrene fikk sammenlignbare skader som ved hjelp av Abbreviated Injury Scale ble vurdert
til AIS 2. Samtlige dyr overlevde de forste 75 minuttene.

3.4 Fysiologiske variabler

Skuddskadene forte til alvorlig bledning med raskt blodtap hos alle dyrene. I laopet av 75
minutter falt hemoglobin fra 11,5 + 0,3 (glysingruppa) og 11,7 + 0,5 g/dl (kontrollene) til
henholdsvis 6,6 £ 0,6 og 5,3 £ 0, (fig 4). Det var et tilsvarende fall i hvite blodlegemer.

12 —E&— Group 1 (glycine)
—&— Group 2 (controls)

haemoglobin (g/dl)

0 15 30 45 60 75

time (minutes)
Figur 4. Fall i hemoglobin etter skuddskadene. * p < 0,05 sammenliknet med utgangsverdien.

Systolisk blodtrykk hadde en tendens til 4 falle hos de fleste dyrene, men betydelig spredning
gjorde at resultatene ikke ble signifikante. Jevnt over ble likevel systolisk trykk opprettholdt pa
akseptable nivaer, det vil si >90 mm Hg (kfr. tab 1). Dette skyldtes ikke minst liberal tilforsel
av vaeske, som var ganske lik mellom gruppene. Til sammen fikk Gruppe 1 NaCl/Ringeracetat
2,7+ 0,3 1 og Dextran/Ringer 1,4 £ 0,3 1, mens de tilsvarende tallene for gruppe 2 var 2,8 + 0,4
og 1,5 £ 0,2 1. Verdiene for laktat steg fra basalnivaene, uten statistisk signifikant forskjell
mellom gruppene. Det ble ogsad gjort analyser for & underseke eventuelle skader pa lever og
nyre (transaminasene ASAT og ALAT som mal for levercelleintegritet, kreatinin/urea for
nyrefunksjon). Ingen av dem gkte fra utgangsverdiene. Det var heller ingen ekning av 1L-6.
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Tabell 1.

Haemodynamics and blood biochemistry (mean+SEM)

Group controls (n=18) glycine (n=17) controls glycine
Time 0 min 0 min 75 min 75 min
Body weight (kg) 40.5+1.5 39.8+1.3

S,0, (%) 93+2 90 +2 93+3 89+3
Systolic arterial pressure (mm Hg) 121 +11 104+ 11 104+ 11 91+9
Haemoglobin (g/dl) 11.7£0.5 11.5+0.3 5.3+0.6% 6.6 +0.6*
White blood cells (10°/1) 18.8+£0.7 19.6 £ 1.5 7.0+ 1.1* 9.1+1.3
pCO2 (kPa) 6.6+0.7 7.0+£04 7.4+04 6.7+0.6
pH 7.39+0.01 7.38 +0.03 7.33 +0.05* 7.28 +0.04*
Base excess (BE) 52+19 40+1.5 -5.4+2.2% R EIN L

* p <0.05 compared to baseline

3.5 Fluorescensspektroskopi

Den spontane produksjonen av ROS fra granulocyttene er vist pa figur 5. Etter 75 minutter
holdt syntesen av ROS 1 kontrollgrisene seg narmest uforandret pd 98,1 + 8,8 % av
utgangsverdiene (NS), mens tilsvarende tall for dyrene som hadde fétt glysin, var 86,1 + 5,3 %
(p <0,05). Det var ingen statistisk signifikant forskjell mellom gruppene

Ekstra postoperativ in vitro-behandling med UO0126 forte i glysingruppa til at ROS falt
ytterligere (fra 86,1 = 5,3 % til 65,9 = 4,7 % av utgangsverdien for skade (p < 0,05)). De
tilsvarende tallene for kontrollene var 98,1 + 8,8 versus 58,2 + 6,6 % (p < 0,05). Begge deler
var mindre uttalt enn malingene fra forsekene 1 2001 (fig 5 og referanse 11). Sammenliknet
med U0126 var det bare behandling med Wortmannin som viste seg tilsvarende effektiv (fall til
64,7 £ 3,5 versus 57,7 £ 7,3 %, p < 0,05 for begge grupper). Blokade av p38-grenen med
SB203580 var minst effektiv (89,1 £ 5,3 % versus 92,8 £ 8,0 %). Med FK506, som
sannsynligvis blokkerer bade p38 og JNK, méilte vi verdier mellom disse ytterpunktene (73,0 £
8,3 versus 78,0 £5,7 %).

120
110 NS Il Group 1 (glycine)
[ Group 2 (controls)
Figur 5. Figur 6. Relativ produksjon 1007
(tidspunkt O er satt til 100%) av frie =
oksygen-radikaler  (ROS) i 3 90+ #
sirkulerende granulocytter uten (til g *
venstre) og med etterfolgende in B 80
vitro-behandling  med  FKS506, o
SB203580, U0126 og Wortmannin. 70 - .
Figuren viser de relative verdiene 75 ®Ex
minutter etter skyting. # p < 0,05
sammenliknet med utgangsverdien. 60 7
* p < 0,05 sammenliknet med
verdien etter 75 minutter uten 50 -

75 mins 75 mins +
FK506  SB203580 U0126  Wortmannin

ytterligere behandling.
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Figur 5 kan kanskje gi inntrykk av at det er en negativ synergi mellom glysin og FK506, U0126
og Wortmannin. Behandling med disse hemmerne forte til at ROS-produksjonen tenderte til &
falle til et lavere niva i de cellene som ikke var forbehandlet med glysin. Dersom produksjonen
av ROS etter 75 minutter settes til 100, blir denne effekten enklere & tyde (figur 6). Hvis en tar
behandling med 10 uM U0126 som eksempel, falt ROS-produksjonen helt ned til 61,6 + 5,6 % 1
glysingruppa, mens de dyrene som ikke hadde fatt behandling, bare ble redusert til 76,5 £+ 2,4 %.
Forskjellene var ikke statistisk signifikante (p = 0,3). Som det framgar av figuren, var tendensen
noksa lik ogsé for de andre hemmerne. Resultatene tyder derfor pa at det ikke eksisterer noen
form for synergi mellom glysin og de inhibitorene vi har brukt. Behandling med PKC-
stimulatoren PMA ekte produksjonen sterkt.

Figur 6. Relativ produksjon av frie oksygen-radikaler

(ROS) 75 minutter etter skyting (tidspunkt 75 min er 220 9
satt til 100%) i sirkulerende granulocytter med 200
etterfolgende in vitro-behandling med PMA, FKS506, * EEE Group 1 (glycine)
SB203580, U0126 og Wortmannin. * p < 0,05 180 1 Group 2 (controls)
sammenliknet med ROS-produksjon  uten ekstra
behandling _ 160 —

% 140

88’ 120 ~
4  DISKUSJON " o0 .

80 : . i .

41 Viktigste funn 60 - |Li ﬁ
Glysin ble 1 denne studien infundert som en 40 - o g
del av det akutte Vaeskeresusciteringsregimet PMA FK506  SB203580 U0126  Wortmannin
etter skade. Behandlingen ga ingen
komplikasjoner. Vi brukte frie

oksygenradikaler i sirkulerende granulocytter som markerer for aktivering. Det var en
overraskelse & finne at granulocyttene bedemt ut fra denne parameteren ikke lot til 4 vere
aktivert utover kontrollnivéene, trass 1 en meget kraftig ytre pdvirkning. Tilfoersel av glysin
reduserte likevel ROS-syntesen signifikant, noe som understreker at dette regimet har en
antiinflammatorisk effekt. ERK-hemmeren U0126 og PI3-K-hemmeren Wortmannin viste seg
ved pafelgende behandling in vitro & gi ytterligere hemning. Det var ingen tegn til synergi
mellom glysin og de ulike hemmerne.

4.2 Dyremodell

Undersokelsen ble gjennomfert 1 tilslutning til Forsvarets arlige “Kurs i krigskirurgi og
traumatologi” pa Lahaugmoen. Dyrene kom denne gang fra en vanlig besetning med storre
variasjon mellom enkeltindividene enn det vi sa i 2001 (11), og flere dyr hadde klare tegn pa
sykdom (cyanose). Ved operasjonen ble det hos disse pavist uttalt perikarditt. Sammenliknet
med grisene fra 2001 var det ogsa péfallende at leukocytt-tallet hos arets dyr var signifikant
hoyere. Flere av dyrene kan derfor ha hatt en pdgdende infeksjon. Alt 1 alt har nok ikke
hygienen i besetningen vart optimal for var type forskning. Etter som kurset forst og fremst
skal vaere en ogvelse 1 praktiske ferdigheter (forstehjelp, anestesi, kirurgi), vil en kunne hevde at
slike forhold ikke spiller stor rolle. Men ogsé et slikt formal blir skadelidende nar patologien
hos enkelte griser er sa uttalt at de har problemer med & overleve selve skytingen.
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4.3 Glysin

Glysin (aminoeddiksyre) er en ikke-essensiell og svert enkel aminosyre (NH2-CH,-COOH) og
ble lenge ansett for & vere lite viktig 1 ern@ringen. Glysinstyrte klorkanaler ble forst pavist i
hjerneceller, men er senere funnet i de fleste typer leukocytter. Sannsynligvis er disse kanalene
generelt utbredt (10). Ved & hyperpolarisere membranen hindrer glysin influks av Ca’™", og
dermed svekkes responsen péd ytre stimuli. Glysin har etter hvert ogsd vist seg a bedre
mikrosirkulasjonen, samt ha betydelige antiinflammatoriske, antineoplastiske og cytoprotektive
egenskaper (12-14). En rekke studier har vist at tilsetting av glysin til enteral ernaring
(immunonutrisjon) kan redusere den immunologiske responsen og dermed ogsé redusere faren
for flerorgansvikt. S& langt vi har oversikt over, er det ingen som har brukt infusjon av glysin
som del av det umiddelbare veskeresusciteringsregimet etter storre skader. Glysinnivéene faller
forholdsvis raskt etter at tilferselen er avsluttet. Intravenes infusjon sikrer adekvate
plasmanivaer 1 den tidlige fasen etter skade, mens langvarige og senere muligens uheldige
effekter av immunosuppresjon unngés. Tre kvarter etter at infusjonen var avsluttet, hadde
konsentrasjonen av glysin steget til et nivd omkring 3,3 ganger hgyere enn utgangspunktet. Vi
fant ogsd en liten ekning hos kontrollene (1,2 ganger utgangsverdien), trass i betydelig
fortynning som foelge av bledning og vasketilforsel. Ogsd disse spontane postoperative
forandringene kan tenkes & vere av betydning for den umiddelbare inflammatoriske reaksjonen.

4.4 ”Respiratory burst”

Noytrofile granulocytter spiller en sentral rolle i forsvaret mot invaderende patogener. Samtidig
er de ogsd hovedansvarlige for den akutte generelle inflammatoriske responsen som kroppen
svarer med etter omfattende edeleggelse av vev (eksempelvis som folge av skuddskader).

Figur 7. Forenklet skjema som viser e&emal stimuli

hvordan p47°™ ved ytre stimuli blir

fosforylert via protein kinase C (PKC) | s membrs{‘e |
og MAP-kinase-kaskaden (vesentlig 4
ERK-grenen). Etter aktivering

translokerer p47°"* fra cytoplasma til

cellemembranen der den blir en del av MAP-kinase cascade
det aktiverte NADPH-oksidase-
komplekset.
translocatlou to the

plasma me_:mbrane

Aktiverte granulocytter frigjor store mengder av det frie radikalet superoksid (O,) i en prosess
som gjerne omtales som “the respiratory burst”. Superoksid blir raskt omdannet til andre frie
oksygenradikaler som er essensielle bade for & uskadeliggjore bakterier og for & forsterke den
inflammatoriske responsen. Produksjonen av ROS kan ogsa brukes som et mél pa graden av
granulocyttaktivering. P& forhénd antok vi at granulocyttene ble aktivert av skuddskadene og
den etterfolgende omfattende kirurgiske behandlingen. Til sammen skulle dette gi kraftige og
vedvarende ytre stimuli til immunkompetente celler, men i praksis viste det seg at ROS-
produksjonen holdt seg uforandret. Andre forklaringer pd den manglende effekten kan vere at
granulocyttene allerede var aktiverte pad grunn av infeksjon, eller at vi ikke fanget opp den
forventede virkningen av skade og kirurgi da vi tok vare blodprever (75 minutter etter skade).
Det er ogsé usikkert hvordan bruk av EDTA som antikoagulans péavirker aktiveringsprosessen.
Generelt vil et traume oke konsentrasjonen av kjemotaksiner, som i sin tur forandrer signalering
og funksjonelle responser i granulocyttene. Dette skjer via G-protein-koplede 7-TMD (7-
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transmembrane domain)-reseptorer, og det er kjent at disse systemene nesten utelukkende
++
bruker Ca’ som ”second messengers”.

Enzymet NADPH-oksidase er hovedansvarlig for syntesen av O, i aktiverte granulocytter. Det
bestar av en rekke komponenter som i sin aktive form er samlet og bundet til cellemembranen.
Ved ytre stimuli utleses biokjemiske kaskader som forer til at flere proteiner i NADPH-
oksidasen blir fosforylert. Av disse er p47°" et nekkelelement (se fig 7). Flere forfattere har
vist at badde protein kinase C (PKC) og MAP-kinase-kaskaden deltar i fosforyleringen av
p47ph°". Men syntesen av ROS fra NADPH-oksidasen er kompleks. Den kan ganske sikkert
aktiveres via andre signalveier og er ogsa avhengig av en rekke andre faktorer (for eksempel
arakidonsyre).

4.5 Hemmere

Vi har i denne studien brukt forskjellige typer hemmere for & undersoke effekten pa
produksjonen av ROS i granulocyttene bdde med og uten forutgdende behandling med glysin.
De enkelte hemmerne er antatt & vaere svert selektive, og effekten vil derfor gi en pekepinn pa
hvilke signalveier som dominerer i denne delen av kroppens reaksjon pa sterre skader.

451 p38-hemmeren SB203580

SB203580 [(4-(4-fluorofenyl)-2-(4-metylsulfinylfenyl)-5-(4-pyridyl)-imidazol] er en kompetitiv
inhibitor som binder seg til p38a, p38P og p38P2. Den har ingen effekt p4 ERK, JNK, p38y
eller p383. ICsg ligger omkring 0,6 uM (16). Flere studier

har vist at inhibitorer av p38 MAPK, deriblant SB203580, a F
hemmer “respiratory burst”. Det er uklart om SB203580 ==t
pavirker fosforyleringen av p47ph°X pa samme maéte som N
U0126. Ulike forfattere har fétt forskjellige resultater, og

virkningen ma derfor antas 4 vere mindre uttalt enn det i
som er tilfellet med U0126 (17,18). I stedet kan SB203580 ., 2 e
tenkes & gripe inn 1 andre reaksjoner som er nedvendige for
at NADPH-oksidasen skal bli aktivert (fosforylering av
ovrige oksidasekomponenter eller essensielle proteiner). [
var studie var effekten av SB203580 beskjeden. En

hovedarsak kan vaere den forholdsvis lave konsentrasjonen o
1 forhold til 1Csy (1 uM), eller at p38 er av underordnet
betydning som signalvei i forbindelse med skader. SB203580

452 ERK-hemmeren U0126.

U0126 (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(2-aminofenyltio) butadien) binder seg selektivt til
MEKI1 og MEK2 i MAP-kinase-kaskaden med en ICsy pd omkring 0,07 uM (12). Pa denne
maten hemmes videre signalering gjennom ERK-grenen av MAP-kinase-systemet (fig. 8). I
laboratorieundersokelser er det vist at ERK 1/2 regulerer p47°" enten direkte eller indirekte via
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Figur 8. Skjematisk oversikt over virkningspunkter for U0126, FK506 og SB203580 i MAP-kinase-systemet.
Figuren antyder ogsé hvordan Wortmannin hemmer PI3-kinase og dermed hindrer omdannelsen av PIP, til PIP;.

andre kinaser og derved spiller en sentral rolle

for 4 utlese effektorfunksjonene i1 neytrofile

granulocytter.  Virkningene ser ut til & vere HHa
reversible. P& samme médte som ved tilsvarende

kurs 1 2001, fant vi ogsa denne gang at U0126
hemmet ROS-produksjonen meget effektivt, selv cn

om resultatene nd var noe mindre uttalte. HaH

Fremdeles finnes det fa eller ingen studier der o z
U0126 er brukt i intakte dyremodeller etter e

traume, men enkeltrapporter tyder pa at ERK- s

veien er sentral for den inflammatoriske

responsen ogsa in vivo (15). HaN

453 NFAT-hemmeren FK506 (tacrolimus)

FK506 (Tacrolimus) (CssHgNO;2'H,O) er klassifisert som et makrolid med kraftig
immunosuppressiv aktivitet (omkring 100 ganger Cyklosporin A). Utgangspunktet er
Streptomyces Tsukubaensis. Det har vist seg
som et meget effektivt hjelpemiddel i
transplantasjonskirurgien  for a4  hindre
avstetning og er ogsa brukt pd andre omrader
der det er oonskelig & undertrykke
immunreaksjonen (eksempelvis innen
dermatologien). FK506 er forst og fremst en
kraftig hemmer av T-cellene og undertrykker
bade aktivering og proliferasjon. Den antatte
virknings-mekanismen er vist pa figur 9. 1
tillegg hemmer den signalering gjennom JNK
og p38 i MAPK-kaskaden (19). Videre kan
FK506 pavirke aktiviteten til transkripsjons-
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faktoren NFxB ved & hemme nedbrytningen av IxB og eke translokasjon av glukokortikoid-
reseptoren til cellekjernen. Selv om effektene pa T-cellene har vaert mest undersekt, er det vist
at FK506 kan nedregulere aktivering og funksjon av sirkulerende granulocytter, spesielt etter
forutgdende “priming” (20,21). I var studie var effekten pd ROS-produksjonen noe svakere enn
de tilsvarende tall for U0126 og Wortmannin (fig 5 og 6).

Andre studier har ikke funnet effekt av FK506 p4& ROS-produksjon fra granulocytter, muligens
pa grunn av manglende forutgéende stimulering (20). Vi fant ingen ekning av ROS-
produksjonen 1 granulocytter etter 75 minutter, og det kan derfor tenkes at “primingen” fra
skuddskadene i vare forsek ikke har veert tilstrekkelig til & 4 full effekt av FK506

external signal

o l
u receptor

/ plasma membrane
Figur 9. Klassisk virkningsmekanisme for P
FK506 (tacrolimus). FK506 binder seg til Camt 4
FK506-bindende protein (FKBP) og danner \’
FK506-FKBP-komplekset ~som  blokkerer
calcineurin  (CaN). Calcineurin  fungerer @ @_‘
normalt som en serin/threonin fosfatase som
defosforylerer transkripsjonsfaktoren NFAT ®
(nuclear factor of activated T-cells) slik at den m — 6
kan translokere til kjernen. Det er vist at O
FK506 ogsé kan hindre translokasjon av NF-xB / nuclear membrane
ved en liknende mekanisme. Cyklosporin A
virker pd omtrent samme mate. O
v
/0000000000

454 PI3-K-hemmeren Wortmannin

Wortmannin (Cp3H,403) utvinnes fra Penicillium fumiculosum og er en irreversibel inhibitor av
fosfatidyl-inositol-3-kinase (PI3-K). Produktet av PI3-K, fosfatidylinositol(3,4,5)-trifosfat, har
vist seg 4 vare et nekkelsignal ved aktivering av leukocyttene (22). Hos neytrofile
granulocytter er det essensielt for & utlase “respiratory burst” (23). Det er vist at ras kan binde
seg til og aktivere PI3-K, og siden ras deltar i aktiveringen av MAP-kinase-kaskaden, er det
mulig at PI3-K aktiverer leukocyttenes
effektorfunksjoner via denne signalveien

(24). 1 store konsentrasjoner hemmes e .
ogsa PI4-K. ICsy oppgis til omkring 5 R *
nM, men varierer sterkt, for eksempel ) N N
avhengig av hvilken effektorfunksjon I

som blir studert (24). Wortmannin viste P

seg 1 var studie & vere en meget effektiv
hemmer av ROS-produksjonen; omtrent

pa samme niva som U0126.
Wortmannin

4.6 Oppsummering

Store skader og bledning kan utlese en

akutt forstyrrelse 1 kroppens immunforsvar og starte en sver og generalisert inflammatorisk
reaksjon som ikke skiller mellom eget og fremmed vev. Ved forbigdende & modulere denne
reaksjonen hdper en 4 hindre eller hemme et ugunstig forlop som forholdsvis raskt forer til
nedsatt funksjon i livsviktige organer. Det blir ofte etterfulgt av senere immunsvikt som legger
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organismen apen for lokale infeksjoner, sepsis og septisk sjokk. ROS er vist & spille en sentral
rolle 1 denne utviklingen. Studien antyder at reaksjonen kan pévirkes pa en enkel méte ved a
tilsette glysin til resusciteringsvaesken som blir brukt i det akutte stadiet. Péfelgende in vitro-
forsek med ulike typer hemmere (U0126, SB203580, FK506 (Tacrolimus) og Wortmannin)
brukt pa sirkulerende granulocytter, viste mest overbevisende effekt med ERK-hemmeren
U0126 og PI-3-kinase-hemmeren Wortmannin.  Fremdeles mangler forsek pa intakte
dyremodeller for disse stoffene etter traumer. P38-hemmeren SB203580 viste seg minst
effektiv, noe som kan tyde pd at signaler via p38 MAPK spiller en mindre rolle ved skader.
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