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Matningar av luftburen kvavemonoxid
| noninvasiv diagnostik av inflammation

En ny icke-enzymatisk syn-
tesvag for kvavemonoxid (NO) i
manniskokroppen talar tillsam-
mans med fyndet om stor enzy-
matisk produktion av NO i dvre
luftvagarnafor att dennagas
kanske spelar en viktigareroll i
primart immunforsvar an man
forst trott.

Dessutom presenterasmgjlig-
heterna att anvanda lokala non-
invasiva matningar av luftburet
NO som en indikator for inflam-
mation i luftvagar och mag—
tarmkanal

For tio &r sedan betraktades gasen
kvavemonoxid (NO) endast som en gif-
tig miljéférorening bildad vid férbran-
ning av organiskt material; stora mang-
der NO &erfinns bl ai bilavgaser och
cigarettrok. Under senare delen av
1980-talet gjordes emellertid en rad re-
volutionerande upptéckter runt NO, och
idag vet vi att denna fria radikal, som
bildas av specifika enzym i mannisko-
kroppen, troligen spelar en nyckelroll i
sa skilda skeenden som kérlreglering,
neurotransmission och immunforsvar.
Detta & va beskrivet i ett antal dver-
siktsartiklar [1, 2]. NO har visat sig vara
identisk med den av endotelet bildade
vasodilaterande substansen »endotheli-
um-derived relaxing factor» (EDRF)
och &ven visat sig haantiaggregatoriska
effekter pa trombocyter. Nitrovasodila-
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terare, sdsom nitroglycerin, ansesverka
viafrisittning av NO och vissatyper av
nerver syntetiserar NO som déar anses
fungera som en neurotransmittor alter-
nativt modulator. Vidarekan NOi hogre
koncentrationer, bildat av t ex makrofa-
ger, hamma tillvéxt av bakterier, virus
och tumorceller och dérigenom utgora
en viktig del i det priméra ospecifika
immunforsvaret.

Biosyntes och hiologiska effekter

NO syntetiseras fran aminosyran L-
arginin via specifika enzymer, sk NO-
syntas[1, 2]. Treisoformer av NO-syn-
tas (NOS) har hittills klonats, tva av
dessa ér standigt uttrycktai t ex endotel
och nervceller och aktiveras da Ca?*-ni-
vaernai cellen okar.

Det tredje klonade NO-syntaset (in-
ducerbart NOS, iNOS) anses inte vara
uttryckt i normala, icke aktiverade cel-
ler utan bildas férst efter inducering av
cellenviavissacytokiner eller bakterie-
produkter, s k endotoxiner. Daenzymet
va & uttryckt produceras NO under
heladess livstid, oberoende av Ca2*-ni-
véer i cellen. Destoramangder NO som
bildasav iINOSi t ex makrofager, anses
kunnabindatill ochinaktiveraenzymer
som deltar i DNA-syntesen eller i cel-
lens andningskedja. Det & genom den-
na mekanism som NO anses utbva sina
bakterie- och tumdrhdmmande effekter.

Ytterligare andra enzymer verkar
istallet kunna aktiveras av hoga halter
NO ochbidratill inflammation och vév-
nadsskada. Exempel pa sddana en-
zymer &r cyklooxygenas och vissa pro-
teaser.

Icke-enzymatisk NO-produktion

Forutom den klassiska enzymatiska
syntesen av NO frén L-arginin har nyli-
gen en helt ny vég for bildning av NO
beskrivits (Figur 1). Genom analyser av
NO-halten i luft som regurgiterats fran
magen, efter intag av kolsyrat vatten,
har vi paett noninvasivt sétt kunnat visa
att det i magsécken hos manniska kon-
tinuerligt bildas stora méngder NO [3].
Denna produktion, som &r icke-enzy-
matisk, har inte arginin som substrat
utan sker via reduktion av nitrit (NO,?)
till NO i magséckens sura pH. Nitrit i
magsacken harror mestadels fran ned-

svad sdiv som innehdller bade nitrit
och nitrat (NO3). Indirekt ar &ven mun-
hélans bakterier involveradei bildning-
en av NO i magsacken eftersom de re-
ducerar delar av det nitrat som finnsi sa-
liv till nitrit. Att reaktionen i magsack-
en & pH-beroende illustreras av att sy-
rasekretionshammaren omeprazol (Lo-
sec) i hdg dos nastan helt sl&r ut NO-
bildningen [3]. Intressant i samman-
hanget &r att NO-produktionen i magen
pamangasitt liknar den metod som an-
vands vid industriell tillverkning av
dennagas. Det & inteoténkbart att prin-
cipen med icke-enzymatisk NO-pro-
duktion frén nitrit kan gélla ocksa pa
andrastélleni kroppen, t ex i ischemis-
kgomréden dar pH kanfallatill Iagani-
vaer.

Viktig roll i ospecifikt

immunforsvar

Hosvissadjurslag, t ex mus och rat-
ta, tycks det varahelt klart att NO utgor
ett viktigt vapen for makrofagernai de-
raskamp mot bakterier, virusoch tumo-
rer. Emellertid har det hittills varit svart
att Overtygande visa att stimulerade
makrofager bildar mycket NO ocksa
hos méanniska[2].

Att NO anda spelar en viktig roll i
ospecifikt primért immunforsvar dven
hos oss, om an g producerat av makro-
fager, tycks nu dock bli altmer klart:
aktiverade hepatocyter uttrycker iNOS,
och det var ocksdi dessaceller som ge-
nen till det ménskligainducerbara NO-
syntaset forst klonades.

NO bildas ocksa kontinuerligt i luft-
vdgarna och kan detekteras i utand-
ningsluft [4]. Senarestudier har visat att
merparten av utandad NO hos friska
hérror fran de 6vre luftvagarnamed en-
dast ett blygsamt bidrag fran bronker
och lunga[5, 6]. Helt nyligen kunde vi
visa att den stora NO-kédlan i de dvre
luftvagarna &r beldgen i bihdlorna [7].
Koncentrationen av NO i friska bihalor
ar till och med i nivA med de angivna
miljogrénsvéarden som finns uppsatta
for NO (25 ppm) [8]. Utsondringen till
en enstaka bihdla 6verstiger vad som
sammanlagt utsdndras totalt i helaned-
reluftvégarnal[5, 9].

Nérmare studier, med bl ain situ-hy-
bridiseringav mRNA, visar att ett NOS
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B. Munhélans bakterier
reducerar delar av fodans
och salivens nitrat till nitrit.

C. | magens sura miljo
sker en icke enzymatisk
reduktion av nedsvald
nitrit till kvavemonoxid
(NO).

A. | fodan férekommer nitrat
och aven sma mangder nitrit.

D. Nitrat fran fodan resorberas
i mag—tarm-kanalen.

F. | spottkortlarna sker ett aktivt
upptag av nitrat fran plasma.

E. Nitrat i plasma harror delvis

fr&n fédan men ocksa fran kroppens
samlade NO-produktion dar nitrat
utgor en stabil nedbrytningsprodukt.

G. Nitrat utsondras till stor del i
urinen och en 6kad total kropps-
produktion av NO kan i vissa fall
aterspeglas i forhojt urinnitrat.

som & identiskt eller mycket likt det
som klonatsi aktiverade hepatocyter &r
standigt uttryckt i bihdlans och i viss
man ocksa i nasslemhinnans epitelcel-
ler [9]. Bihdlans NOS skiljer sig dock
funktionellt fran beskrivningen av van-
ligt INOSi det att det tycks vararelativt
okangligt for steroider samt att det ar
sténdigt uttryckt i frisk vavnad. Dessa
observationer talar for att bihdlornas
NOS regleras annorlunda én tidigare
beskrivna iNOS. Tidigare studier har
visat att NO i gasform héammar tillvaxt
av t ex Stafylococcus aureus [10] redan
i koncentrationer mycket lagre én de
som normalt forekommer i bihdlorna,
vilket starkt talar for att NO spelar en
viktig roll i luftvégarnas priméra for-
svar mot luftburna smittémnen. Kanske
kan denna NO-produktion till och med
forklara det faktum att bihdlorna nor-
malt &r sterila.

Det NO som hildas i magsécken via
nitrit i nedsvald saliv (Figur 1) kan pa
samma sétt utgora ett primitivt férsvar
mot nedsvalda patogener [3]. Detta
styrksocksaav det faktum att E coli kan
Overleva i en sur miljo ensam medan
tillvéxten h&mmas om man dessutom
tillsétter nitrit i de koncentrationer som
normalt finns i saliv [11]. Vidare kan
ndmnas att nitrit sedan lange har an-
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vants som bakteriehdmmande tillsats i
vissakottvaror, t ex julskinkan.

»Aerokrin» hudbarare

Dekéndavasodilaterande effekterna
av NO kantalafor att dennagas, produ-
cerad i magsacken eller i luftvagsepitel,
ocksd &r inblandat i reglering av ytligt
blodflodei dessaorgan. Davi t ex andas
in genom nasan kommer NO frén de
ovreluftvagarnaatt foljamed luften ner
och nalungorna. Koncentrationerna av
dettaNO &r helt i nivAmed dem som vi-
sat sig ha dilaterande effekt pa lungcir-
kulationen vid pulmonell hypertension
dér ju exogent NO inhalerat i gasform
kan utgora en effektiv behandling [12].

Helt nyligen har vi kunnat visaatt in-
andat NO fran ovre luftvagarnakan p&
verka lungfunktionen; intuberade pati-
enter g&r miste om det NO som frisétts
i de dvre luftvagarna eftersom intube-
ringen leder till en total »bypass» av
dessa. Vi har sugit ut lite [uft frén nasan
paintuberade patienter ochintroduceret
dennaluft till inandningsluften viaven-
tilatorn. Genom denna manover tillva-
ratages sdledes NO-innehdllande nés-
luft och &terforstill patienten.

Alla patienter svarade med en akut
stegring i arteriell syrséttning danasl uft
tillférdes [13]. Exogent NO i samma

Figur 1. Icke-enzymatisk produktion av
kvavemonoxid (NO) i magséacken.
Schematisk bild illustrerande produktion
av NO i magsacken fran nitrit i nedsvald
saliv. Bilden beskriver ett kretslopp av
nitrat i kroppen som via munhalans
bakterier och magsackens sura miljo
leder till en kontinuerlig bildning av NO i
magsécken. Intressant nog kan man
konstatera att det NO som aterfinns i
magsécken tidigare har varit NO nagon
annanstans, t ex bildat i ett blodkéarl; NO
oxideras till stor del till nitrat som
aterfinns i plasma. Detta nitrat kommer
via upptag i spottkortlarna och reduktion i
munhalan att ater ombildas till NO i
magsacken da saliv svéljes. Upp till en
liter saliv bildas dagligen, vilket séker-
staller en kontinuerlig produktion av NO.
NO har bade karlvidgande och
bakteriehAmmande egenskaper och kan
saledes vara inblandat i reglering av ytligt
blodfléde i slemhinnan samt i ospecifik
bekdmpning av nedsvalda patogener.

koncentration (15-40 ppb) hadeliknan-
de effekter, vilket talar for att det &r just
NO i nasluften som stér for de observe-
rade effekterna.

Inga patienter var uppenbart lung-
sukaeller daligt syresatta, vilket vida-
re talar for att denna princip kan géla
aven for fullt friska, vakna individer.
Genom denna mekanism kan alltsd in-
andad NO, bildad i 6vre Iuftvégarna,
fungera som en Iuftburen eler »aero-
krin» budb&rare med lunga som mélor-
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gan. Eftersom NO-innehdllande inand-
ningsluft endast ndr ventilerade lung-
omréden kan en selektiv dilatation av
karl i dessa omréden ske samtidigt som
daligt ventilerade omréden |amnas utan
NO. Detta bor leda till en minskad
shunt, vilket kan forklaradkningeni ar-
teriell syreséttning.

Mekaniskt ventilerade intuberade
patienter gar som sagt miste om den
kontinuerliga 1&gdos av inandad NO
som normalt ombestrjs av de 6vre luft-
vagarna, varfor ett aterstéllande av nor-
mal |agdosinhalation av NO kanskekan
forbéttratillstandet hos dessa patienter.

Det tveeggade svardet

En substanssomi hégre doser &r tox-
isk mot saval bakterier och virus som
tumorceller kan naturligtvis missténkas
orsaka skada aven mot vérdceller. | si-
tuationer med kraftig cytokinaktive-
ring, t ex inflammation, kan iNOS ut-
tryckas i manga olika celltyper, och
man frégar sig da om denna 6kade NO-
produktion & av ondo.

Djurstudier har visat att kompetetiv
hadmning av NO-syntesen med arginin-
analoger kan hamma vavnadsskadan
vidinflammation [14]. NO anses darfor
av mangavaraen viktig del i patofysio-
login vid detta tillstand. Dock finns
andra studier som visat det rakt motsat-
ta, namligen att hamning av NO-syntes
i vissafall kan 6kavavnadsskadan [15].
Vad som ocksa talar emot att NO i alla
situationer skulle vara direkt toxiskt &r
den stora produktion som ju normalt
sker t ex i bihdlorna[9] fran ett hogpro-
ducerande iNOS.

Det har diskuterats att NO kan utéva
sin toxicitet efter reaktion med andra
amneni inflammerad vavnad; superox-
ider forekommer i 6kad méangd lokalt
vid inflammation och kan reagera med
NO under bildning av peroxynitrit [16].
Denna substans kan sjdlv orsaka direkt
cellskada eller degraderas till &n mer
oxiderande radikaer. Inte heller detta
resonemang star dock oemotsagt —and-
raforskare havdar det motsatta, att NO
i vissafall &r en effektiv detoxifierareav
reaktivaradikaler [17] och kanske dar-
for har en skyddande funktion vid in-
flammation.

Terapeutiska majligheter

Som framgar av ovanstdende &r det
l&ngt ifrén klarlagt vilken roll NO spe-
lar i inflammation, och det &r darfor inte
[&tt att diskutera mojligheter till att far-
makol ogiskt interfereramed NO-syntes
i behandling av inflammation. Om
emellertid en okad NO-produktion
verkligen visar sig spelaen patofysiol o-
gisk roll i inflammation sa finns flera
teoretiska mojligheter till terapi men
ocksa givetvis en hel del problem.

Man kan anvanda sig av NOS-ham-
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mare for att minska produktionen av
NO. Ett stort problem med dessa ham-
mare &r dock att defor nérvarande &r re-
lativt oselektiva, dvsde hdmmar alatre
kénda isoformerna av NOS, vilket ar
olampligt med tanke pa den viktigaroll
de konstitutiva enzymerna spelar i nor-
mala fysiol ogiska skeenden.

En tankbar utveckling & darfor se-
lektiva hammare av iNOS, vilka ocksa
manga av varldens stora | akemedel sf6-
retag nu tavlar om att fafram. Men dven
hér finns problem i och med att det nu &r
visat att iINOS forekommer normalt i
visstyp av frisk vavnad, t ex bihdlorna,
och dér de troligen har viktiga funktio-
ner. Dylika substanser bor saledes inte
bara vara isoenzymspecifika utan kan-
ske ocksa organspecifika eller atmins-
tone lokalt administrerade/verkande.

Man kan ocksa téanka sig att hdamma
uttrycket av iNOS genom att hdmmade
transkriptionssignaler som reglerar en-
zymets uttryck. Glukokortikosteroider
har visat sig hdmma uttrycket av iNOS,
och en del anser att detta&r en av meka-
nismerna bakom steroiders antiinflam-
matoriska effekter. Vissa cytokiner s&
som IL-4 och IL-10 tycks ocksa nedre-
glera uttrycket av iNOS, atminstone i
vissa celltyper.

En annan ténkbar terapeutisk maj-
lighet &r att férsdka minska produktio-
nen av superoxid lokalt i vavnader (t ex
med hjélp av enzymet superoxiddismu-
tas) och darigenom sekundart hamma
bildning av toxiskt peroxynitrit.

Eftersom NO-systemet tycksvaraav
betydelse i det ospecifika immunfor-
svaret kan man ocksatankasig att i vis-
sa dtuationer istéllet stimulera NO-
bildning, genom t ex tillforsel av L-ar-
ginin, for att 6ka motstandskraften mot
infektioner eller tumorer.

Diagnostisk metod

Aven om vi inte kénner till kvéve-
monoxidensroll i inflammation &r det i
dlafal helt klart att produktionen av
dennagasér forhdjd lokalti slemhinnan
vid vissa inflammatoriska tillstand.
Uppskattningar av lokal NO-produk-
tion &r viktigaatt kunna gérainte minst
for att forsta vilken roll NO spelar.

Det finns flera sétt att méta lokal
NO-produktion pd, vissa som hittills
anvéants &r indirekta och kréver oftain-
vasiva ingrepp i form av biopsier. Till
dessatest hor métningar av stabilaned-
brytningsprodukter av NO (nitrat och
nitrit) samt métningar av L-citrullin,
som & en biprodukt vid enzymatisk
NO-produktion. Att méta NO direkt i
biologiska system har visat sig vara
svart, framforallt darfor att denna reak-
tiva molekyl & kortlivad i nérvaro av
t ex proteiner.

| vissa vavnader har det dock visat
sig att man kan komma runt detta pro-

NO-koncentration
(ppb) i kolongas
10000 A T
T
1000 A
100 -
Kontroll  Ulcerés Crohns
kolit sjukdom

Figur 2. Koncentrationen kvéavemonoxid
(NO) i gas aspirerad fran tjocktarmen
under koloskopi hos patienter med
inflammatorisk tarmsjukdom.

blem och pa ett mycket enkelt sétt di-
rekt méta lokal NO-produktion. Vid
bildning av NO ytligt i slemhinnan i
luftvégarna eller i mag—tarmkanalen
kommer en del av det NO som bildas
att forstéras genom bindning till t ex
hemoglobin, se ovan.

Emellertid kommer ocksa en del
NO att diffunderain till lumensidan av
dessa organ och vél i denna luftfas ar
NO mycket mer stabilt, bl a pa grund
av franvaron av hemoglobin. Saledes
kan man taett luftprov frén dessaorgan
och med kénslig apparatur (s k kemilu-
minescens-teknik) direkt méta halter-
naav NO, vilkadabor speglaméngden
NO bildat ytligt i slemhinnan. Astma-
tiker, som har en aktivering av iNOS i
bronkepitelet [18], uppvisar ocksa
mycket riktigt okade halter av NO i
utandningsluften jamfort med kontrol -
ler [19]. Nyligen har ocksa kraftigt
Okade halter av NO demonstreratsi co-
lon-gas frén patienter med aktiv ulce-
réskolit [20] och Crohns sjukdom[21]
(Figur 2).

Tarmgas aspirerades i en spruta (50
ml) frén olika nivaer av colon och rec-
tumi samband med kol oskopier och ga-
sen injicerades omedelbart ini en NO-
analysator. Halternaav NO tycktesvara
generellt hogrevid ulcerdskolit jamfort
med Crohns sjukdom men var hos bada
g ukdomsgrupperna skyhogt éver kon-
trollpatienternas. NO-koncentrationen
var forhdjd i hela colon och rectum hos
kolitpatienterna men tycktes allrahdgst
vid de makroskopi skt mest inflammera-
de omrédena. Anledningentill dehdgre
halterna vid ulcer6s kolit jamfért med
Crohn kan vara att ett storre omréde av
slemhinnan/epitelet var affekterat hos
dessa patienter. Alternativt kan det ock-
sa finnas skillnader i grad av induktion
av NO-systemet mellan de tva sukdo-
marna[22].

D& det gdler luftvagarna kan nam-
nas att utandningsprov med NO-mét-
ningar har gjorts inte bara pa tillstand
med 6kad produktion av NO, sdsom ast-
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ma, utan ocksa pa en gjukdom med
minskade halter av NO i luftvagarna.

Kartageners syndrom &r en sjukdom
dar det foreligger en genetisk defekt pa
flimmerharen, vilket bl aleder till upp-
repade allvarliga infektioner i luftvé
garna. Sukdomen & ganska ovanlig
och diagnosen, som kréver biopsi fran
luftvagarna tagen under narkos, & svar
att stélla. Det har visat sig att om man
suger ut lite luft ur ena nésborren pa
barn med denna sukdom och jamfér
koncentrationen av NO med den hos
friska jamnariga sa ar skillnaden dra-
matisk. Barn med K artageners sjukdom
har i principinget NO allsi luft fran n&
san medan friska barn konsekvent upp-
visar htga halter [5]. Om detta speglar
en genuin produktionsminskning av
NO hosde ukabarnen eller en kraftigt
minskad diffusion av NO fran produk-
tionsplatseni bihdleslemhinnantill nas-
halan & annu inte kant men metoden &r
naturligtvis potentiellt anvandbar som
ett hjédlpmedel i tidig noninvasiv dia-
gnos av denna sjukdom.

Det & annu tidigt att uttala sig om
den eventuellakliniskaanvandbarheten
av lokala NO-métningar i diagnos och
terapimonitorering av inflammatoriska
sukdomar i luftvagar och mag—tarmka-
nal. Fler studier behtvs som visar hur
val NO-nivaer relaterar till andrakanda
inflammationsvariabler. Vidare behtvs
ocksa longitudinella studier dar patien-
ter f6ljs med upprepade NO-métningar
for att se hur dessa korrelerar till medi-
cinering och variationer i §ukdomsfor-
loppet. Vi bor ocks&narmare utredavil -
ka andra faktorer (t ex ader, kon, rok-
ning, infektion) som kan paverka hal-
ternaav luminalt NO.

Hur som helst utgér NO-métningar
ett mycket intressant aternativ till de
metoder som idag finns for monitore-
ring/diagnosav inflammation: de &r | &-
taatt utfora, ger direkt ett objektivt svar,
ger information om enlokal processoch
inte minst, de kan goras noninvasivt till
en 1&g kostnad.

Sammanfattning

Forskningenkring denlillagasmole-
kylen NO har exploderat de senaste
aren, men annu aterstar mycket att lara
om denna den minsta av daggdijurscel-
lens aktiva sekretionsprodukter. Myc-
ket tyder pa att NO, antingen bildat en-
zymatiskt frén L-arginin eller icke en-
zymatiskt fran nitrit, & en viktig del av
det priméraospecifikaimmunforsvaret,
vilketillustrerasav hdg produktion stra-
tegiskt forlagd till organ sdsom lever,
Ovreluftvéagar och magsack. Det &r klart
visat att produktionen av NO &r tkad i
omraden av inflammation &ven om be-
tydelsen av dettadnnu &r oklar. Métning
av lokal NO-produktion utgér ettintres-
sant noninvasivt alternativ i diagnosoch
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monitorering av inflammatoriska sjuk-
domar i luftvégar och mag—tarmkanal,
ty det kan finnas mer information &én
man forst kansketror i enrap, enfisel-
ler ett andetag.
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Summary

Enzymatic and non-enzymatic produc-
tion of nitricoxidein hymans; itsinvolve-
ment in inflammatory conditions and
host defence, and its measurement in
non-invasive diagnosis.

Jon ON Lundberg, Jan M Lundberg, Kjell
Alving, Eddie Weitzberg.

Lakartidningen 1996; 93: 1945-8.

Enzymatic and non-enzymatic production of
nitric oxide in humans: role in inflammation
and host defence.

Recent studies indicate that nitric oxide (NO)
may play an important role in first line of de-
fenceintheairwaysand the stomach, sincebac-
teriostatic concentrations of this gas has been
found in the lumen of these organs. Airway NO
synthesisismostly carried out by a high produ-
cing »inducible like» NO synthase constantly
present in the epithelium of the paranasal sinus-
es. Stomach NO synthesis, on the other hand, is
non-enzymatic and resultsfrom acidification of
salivary derived nitrite.

Excess NO production has been implicated
in the pathogenesis of inflammation although
theexact roleof NO isstill unclear. NO produc-
tion isenhanced in the mucosaof inflammatory
diseases such as asthma and ulcerétive calitis.
Measurements of local NO production may be
donein an easy way intheairwaysand the gast-
rointestinal tract by ssimply analyzing the con-
centrations of NO gas in luminal air of these
hollow organs. Such non-invasive methods
may be useful not only to explorewhat role NO
playsininflammation and host defence but pos-
sibly alsoin the diagnosis and monitoring of in-
flammatory mucosal diseases in the airways
and gastrointestinal tract.
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