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Forskning

Bukadherenser — ett stort kliniskt problem

| samband med kirurgveckan i Géteborg mottog Bobby Tingstedt
det prestigefyllda Ihre-stipendiet for sitt forskningsarbete gallande

uppkomst, prevention och sjukvardsekonomiska aspekter av

bukadherenser. Stipendiaten presenterar har forskningsgruppens

viktiga grundforskning med spannande klinisk applikation.

Adherensens uppkomst

Postoperativa adherenser i buken ir en
del i en normal reaktion efter skador
pa bukhinnan och utvecklas efter ett
inflammatoriskt svar och det efterfol-
jande likningsforloppet. Adherenser
som bildas efter skada/inflammation/
infektion ir en viktig del i forsvaret
mot infektion d4 det avgrinsar infek-
tionen, minskar bakteremi och gene-
rell peritonit. Adherenserna bildas
under de forsta 24—48 timmarna for
att sedan konsolideras till fibros. Det
initiala forloppet karakeiriseras av
en kirlischemi i peritoneums micro-
cirkulation vid skada (kirurgi eller
annat). Detta medf6r att fibrinrester
blir kvar p4 den skadade peritoneala
ytan och utgdr substrat for adherens-

bildning.

Postoperativt mycket vanligt

Upp till 95 procent av alla patienter
utvecklar adherenser efter kirurgi. Hos
de flesta patienter tillbakabildas de i
ett likningsforlopp men adherenserna
kvarstannar hos en del patienter och
fem procent kommer att utveckla kli-
niska problem s som ileus, infertilitet
och smirta. Vidare kan dessa ssmman-

vixningar ge problem vid kommande
operationer med 6kad risk for tarm-
skada samt forlingd operationstid.

Adherenser — ett medicinskt
problem

Vi undersdkte i en retrospektiv studie
hos appendektomerade
frekvensen postoperativa adherens-
problem och kunde konstatera att
drygt en procent av dessa kommer att

patienter

drabbas av tunntarmsileus inom tio
ar efter sin appendektomi varav hilf-
ten krivde operation. Vidare note-
rades att ytterligare tvi—tre procent
hade problem med subileus attacker
och smirta som kunde hirledas till
appendektomin.

I en annan studie fokuserade vi pd
kostnaden for adherensproblem i en
kohort med konstaterade adherenser.
Dir kunde vi pavisa att den enskilda
sjukhuskostnaden, 67200 kronor/
patient (2007) nistan motsvarar sjuk-
huskostnaden, 73 450 kronor (2007),
av vard for ventrikelcancer i Sve-
rige. En sambhillsekonomisk kalkyl
extrapolerat till hela Sverige pa detta
material innefattande sjukskrivningar
och produktionsbortfall visade pd en
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kostnad av 400-600 miljoner kronor
arligen. I dennasiffra finns inte inferti-
litetsproblematiken medriknad. I
mdnga internationella studier riknar
man med att 30 procent av kvinnlig
infertilitet orsakas av postoperativa
adherenser.

Profylaktiska preparat
Postoperativa adherenser ir saledes
inte bara ett problem for individen
och kirurgen utan orsakar ocksa bety-
dande kostnader nationellt. Det finns
idag inga verksamma medel for att
forebygga detta. P4 marknaden finns
idag framférallt Adept® och Sepra-
film®. Bida forebygger adherenser
experimentellt och kliniskt men stu-
dier med kliniskt relevanta variabler
som outcome kan inte pivisa nigon
tydlig effektc. Behovet av ett profy-
laktiske preparat som kan forebygga
adherenser och minska kliniskt vik-
tiga symtom som tunntarmsobstruk-
tion och infertilitet r allts3 stort.

Kravspecifikation pa profylax

I var hypotes har vi utgétt frin att alla
opererade patienter skall behandlas
med ett antiadhesivt preparat. Det
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miste, dd det indd ror sig om en

benign dkomma, vara atoxiskt, stanna
kvar i bukhalan under dtminstone fem
dygn, vara biologiskt nedbrytbart,
inte piverka immunologiska funktio-
ner i peritoneum negativt och kunna
appliceras/fungera i kliniskt relevanta
situationer sasom vid anldggning av
anastomos, blodning eller infektion.

Teoretiskt resonemang som grund
Vi bérjade arbeta med olikladdade
polypeptider, langa aminokedjor
som ir elektrostatiskt laddade. Teorin
baserades pd att vi skulle binda in
dessa till skadad peritoneal vivnad
eller submesotelial vivnad som oftast
ir negativt laddad. En forsta posi-
tivt laddad polypeptid administreras
di och binder in till skadad vivnad.
Kort direfter ges en negativt laddad
polypeptid som med den férsta posi-
tivt laddade polypeptiden skapar ett
matrix vilket skulle fungera som en
barridr mot adherensbildning.

Forsta laboratorietesten
I de forsta pilotstudierna, dir oliklad-
dade polypeptider och glykoprotei-

Figur 2a. Minskad bldédning och synligt polypetidmatrix vid blédningmodell
pa mus med skada pa lever och malte.
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Figur 1. Polyptid
matrix i mus
ackumuleras till
skada vavnad.
Tidigare publice-
rad i Scandinavian
Journal of Gastro-
enterology.

ner anvindes, noterades att den bista
effekten erhélls dd man kombinerade
polylysin och polyglutmat. Polypep-
tid matrix ackumulerade till skadad
vivnad (Figurl). De anti-adhesiva
resultat som erhélls var kraftigt signi-
fikant bittre in bide kontroller med
natriumklorid  och  hyaluronsyra.
Hyaluronsyra ingir som del i vissa
existerande preparat pd marknaden.
Denna kombination med polylysin
och polyglutamat undersdktes sedan
experimentellt under omstindigheter
som skulle likna en klinisk vardag i

syfte att visa att inga negativa effekter
erholls.

Dubbel positiv effekt av polypep-
tiden

Kombinationen polylysin och poly-
glutamat testades vid tarm anastomo-
ser (administrerat pd serosan), blod-
ning och peritonit pé ritta och mus.
Inga negativa effekter kunde ses utan
tvirtom sigs additiva positiva effekeer
di kombinationen noterades stirka
anastomoserna, mitt som “burst pres-
sure”, tidigt i lakningsférloppet (forsta
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tre dagarna). Vi kunde ocksi se att i
blédningsmodellen minskade blsd-
ningen signifikant efter behandling
med polylysin-polyglutamat (Figur
2a och 2b). I den peritonit modell vi
anvinde kunde vi notera att mindre
hal pa tarm ticktes med polypeptid
matrix och den generella peritoni-
ten var mindre utbredd. Histologisk
utvirdering noterade en minskad
mingd inflammatoriska celler men
ocksa kollagen inlagring hos behand-
lade djur. Detta kan vara ett indirekt
tecken pd minskat inflammatoriskt
exsudat till f6ljd av att den skadade
ytan tickts av matrix. Langtidsupp-
foljning, atta samt 20 veckor, visade
histologiskt inga tecken till defeke
likning i dessa forsok (Figur 3). Sile-
des noterades det i denna rad av djur-
forsok effekter som kan tolkas som att
polypeptid matrixet assisterar vid lak-
ning samt, i alla forsoken, ocksa sig-
nifikant minskad adherensbildning.

Biologiska forsok

Nista steg i utvecklingen av oliklad-
dade polypeptider som antiadherens-
profylax var att utvirdera den toxiska
effekten av behandlingen. Férst tes-
tades huruvida den immunologiska
funktionen var paverkad. Peritoneala
makrofager visade ingen paverkan pé
overlevnad eller funktion vid flodes-
cytometri och Picks test fér peroxid
produktion. Makrofagerna var dire-
mot fyllda med rester av polypeptid
matrix vilket noterades i mikroskop.
Flourescentmikroskopi och elektron-
mikroskopi utférdes ocksd vilken
bevisade  att

polypeptidmatrixet
verkligen ackumulerades vid skadad

Figur 2b. Stort koagel vid mjalte pd obehandlad mus. Tidigare publi-

cerad i European Journal of Surgical Research.
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Figur 3. Lakt ileocekal anastomos pa ratta efter dtta veckor. Inget synligt polypeptidmatrix.
Tidigare publicerad i International Journal of Colorectal Disease.

yta for att efter sex dagar integreras
och bérja nedbrytas (Figur 4 och 5).
Mesothelceller vixte ocksi snabbt
over polypeptid matrixet inom nigon
dag vilket togs som intikt f6r bio-
kompabilitet (figur 5). Initialt fanns
de forsta dagarna ocksd ett mycket
tunt lager generellt i buken hos for-
soksdjuren men detta degraderades
snabbt. Polypeptid kombinationen
kunde ocksa noteras vara helt degra-
derad och borta efter fyra veckor.
Dessa steg visade att det inte fanns
nigra tydliga negativa effekter pa
immunférsvaret och att imnet var

biologiskt nedbrytbart.

Toxicitet

Direfter vidtogs tester for att visa pd
toxicitet i de ingdende preparaten var
for sig. Hir visade polyglutamat inga
tecken till toxicitet men polylysin
ddremot gav pid mus svdra toxiska
symtom med i vissa fall letal utging.
Ett stort avbrick, men en utmaning
att forsdka éverkomma. Dos respons
studier pekade pa, som vintat, att
effekten och toxiciteten sjonk med
minskad mingd polylysin. Gapet
mellan ligsta effektiva dos och ligsta
toxicitetsdos blev cirka 30-falt, vilket
ir for litet for att accepteras. I de flesta
livsmedelstoxiska studier accepteras

en 100-faldig skillnad mellan effeke
och toxicitet vilket har blivit vért rike-
mirke. I de studier vi utfért pd mus
och ratta har vi anvint ganska stora
doser polypeptider via installation i
bukhalan. Majligheten att applicera
lokalt har varit begrinsad pé grund av
av forsoksdjurens litenhet.

In vitro forsék av polypeptiderna

Vi har i gruppen direfter parallellt
arbetat med flera spir for att und-
komma toxiciteten. In vitro forsok pa
cell cytotoxicitet har genomforts for
att lattare kunna se vilka polypeptider
som kan vara aktuella for djurforsok.
Detta har okat var forstaelse for poly-
peptidernas toxicitet. Denna kan nu
sdgas bero pd en inducerad skada pa
cellmembran med efterfljande lys
och anses bero pid polypeptidernas
storlek, konfiguration och laddnings-
mingd. Vi har provat fler olika posi-
tivt laddade polypeptider och glyko-
proteiner, ex lactoferrin, lysozym och
epsilon-poly-lysin samt olika storlekar
av vanligt polylysin. Resultaten talade
for att epsilon polylysin ir en intres-
sant kandidat att arbeta med da den
har samma effekt som vanligt poly-
lysin men en mindre toxicitet. Detta
anses bero pé att epsilon har kortare
sidokedjor vilken minskar den elek-
trostatiska interaktionen med cell-

membranen.
Gruppen har samtidigt arbetat
med en stérre djurmodell, kanin, for

Figur 4. En dag efter intraperitoneal injektion pa ratta tacker FITC martkt polylysin-polyglutmat perotoneal kaviteten (A) och ses som ett tunt lager (B

och C). Vanligt foto visar ansamling av flouroscerande material vid skadad yta (D). Efter sex dagar noteras évervéxt av mesotel celler och begynnande
integration nedbrytning. Tidigare publicerad i Scandinavian Journal of Gastroenterology.

SVENSK KIRURGI * VOLYM 68 * NR 6 * 2010



188m

Figur 5. Elektron mikroskopisk bild efter intraperitoneal injektion pa ratta dag 1 (A) och dag 6 (B-D).
Matrixet kan ses vid artefakt (B och C) under ett kontinuerligt mesotelcells lager (D). Tidigare publi-

cerad i Scandinavian Journal of Gastroenterology.

att med sprayaerosol kunna appli-
cera mindre totalmingd polypeptid.
Resultaten ar initialt mycket positiva
och visar att mingden polypeptid
som behéver appliceras via aerosol
kraftigt har kunnat reducerats, och vi
har nu en 100-faldig skillnad mellan
toxicitet och effekt.

Kan minska lokal inflammation
Forsok har ocksi utforts for att nir-
mare beskriva paverkan pd perito-
neal likning. I sekventiella forssk
har inflammatoriska markérer som
TGEF beta och IL6 samt markérer for
fibrinolys, tPa och PAI-1, analyserats
i peritoneal vitska och skadad peri-
toneal vivnad utforts. Dessa analyser
visar en tendens till minskad inflam-
mation men ingen signifikant skillnad
och paverkan pa fibrinolys. Histolo-
giskt ser man en signifikant skillnad
i antalet inflammatoriska celler och
kollageninlagring lokalt vilket kan
stddja teorin om att det inflammato-
riska svaret dr dimpat lokalt.

Konklusion

Sammanfattningsvis visar raden av
véra studier pé att det finns ett behov
av ett kliniskt verksamt antiadhesivt
preparat och att omfattningen av
adherens relaterade bukproblem moj-
ligen 4r undervirderat samt att den
samhillsekonomiska belastningen ar
stor. Olikladdade polypeptider skulle
kunna vara ett mojligt preparat for

att  profylaktiskt minska postope-
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rativa adherenser. Djurstudier visar
pa mycket positiva resultat avseende
adherens profylax pad mus, ritta och
kanin. Nagra negativa kliniska effek-
ter kan inte ses utan tvirtom en
positiv additiv effekt sdsom minskad
blédning och férbittrad likning vid

anastomoser och tarmperforation.

Forskning

Olika laddade polypeptider anses
fungera via elektrostatisk bindning
till skadad peritoneal vivnad och kan
iviss mdn liknas vid en riktad behand-
ling mot ritt omrade. Toxiciteten av
en av de ingdende polypeptiderna,
det positivt laddade polylysinet, har
kunnat minskas via lokal applikation
med sprayacrosol. Toxiciteten hos
polylysin beror pd det stora antalet
laddningar hos molekylen vilka inter-
agerar med cellmembran.

Humanforsok

Vi hoppas inom kort kunna bérja
formella toxikologistudier hos ackre-
diterad undersdkare for att direfter i
en pilotstudie applicera olikladdade
polypeptider som adherens profylax

p4 minniska. W

I forskningsgruppen ingir forutom
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