NYA GLUKOKORTIKOIDER
GORS MER SELEKTIVA

Dagens kunskaper kan eliminera allvarliga sidoeffekter

Glukokortikoider har sedan
borjan av 1940-talet anvants
som anti-inflammatoriska, anti-
allergiska och immunsuppr essi-
valakemedel. Under de senaste
aren har glukokortikoider s anti-
inflammatoriska mekanismer
borjat klarna. Dessvérreleder
langtidsbehandling med gluko-
kortikoider till en rad negativa
effekter, t ex hogt blodtryck,
benskdr het, diabetes, hudfor -
tunning och per sonlighetsfor -
andringar. Dagens nya kunska-
per om molekyldara mekanismer
och utvecklingen inom biotekni-
ken ger dock mgjligheter till
framtagande av nya glukokorti-
koider med en mer selektiv anti-
inflammatorisk effekt utan all-
varliga sidoeffekter.

Hormonreceptorfamiljen

Hormoner som kemiskt sett & sma
molekyler (t ex binjurebarkshormoner
eller glukokortikoider och &stradiol)
spelar en viktig roll i kroppen t ex for
differentieringen av specifikaceller och
organ samt for uppratthallande av meta-
bol balans. Deraseffekter férmedlasvia
hormonreceptorer, en receptor for varje
hormon, tillhérande en standigt véaxan-
de proteinfamilj som kallas steroid/ty-
reoi deahormonreceptorfamiljen [1].

Denna familj av receptorproteiner
omfattar idag ndrmare 60 olika med-
lemmar varav demest kandaar recepto-
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rerna for steroidhormonerna glukokor-
tikoider (kortisol eller hydrokortison),
mineral okortikoider (kortikosteron och
adosteron), konshormoner (testosteron
och dstradiol) och gulkroppshormonet
progesteron.

Dessutom omfattar steroid/tyreo-
ideahormonreceptorfamiljen  recepto-
rerna for vitamin A respektive vitamin
D samt skoldkértelhormonerna T3 och
T4. For de flesta receptorerna inom
denna familj ké&nner man dock annu g
till ndgon hormonell eller kemisk sub-
stans som binder till receptorproteinet,
och dessa receptorer kallas darfor »or-
phan» eller foraldral 6sa receptorer.

Verkningsmekanism

Det som & gemensamt for dennafa-
milj av hormonreceptorproteiner ar de-
ras strukturelladoméanuppbyggnad (Fi-
gur 1) samt deras funktion som hor-
monberoende  transkriptionsfaktorer
[1], dvs deras formaga att kunna regle-
raproduktionen av ett visst protein/vis-
sa proteiner i olika celler i nérvaro av
sitt hormon. Denna férmaga att kunna
Oka eller minska mangden av ett visst
proteing/vissa proteiners nérvaro i eller
kring en cell leder till att cellen och dess
omgivning far ett forandrat beteende.
Generellt anses det gatill sdatt hormo-
nerna som transporteras i blodbanan
bundna till transportproteiner kan dif-
funderaigenom cellmembranetini cel-
len dér de olika receptorproteinerna
passivt ligger och vantar. Nér ett speci-
fikt hormon binder till sin receptor inne
i cellen sker en rad héndelser som leder
till att receptorn aktiveras (som att stop-
pain nyckelni bilens tandningslas och
vrida om), vilket bl a innebar att hor-
monreceptorkomplexet sbker upp och
binder till specifikaDNA-sekvenser, sk
hormonresponsiva element (HRE), vil-
ka finns i andutning till vissa gener i
cellens genetiska arkiv (genomet), och
pasaviskan receptorn paverka produk-
tionen av det/de proteiner som
genen/genernakodar for (Figur 2). For-
utom att hormonaktiverade receptor-
proteiner kan styra uttrycket frén gener
viabindningtill HRE (direkt effekt) kan
de aven reglera uttrycket av gener ge-
nom att bilda s k protein:protein-kom-
plex med andra transkriptionsfaktorer

Likemedelsmekanismer

(indirekt effekt) tillhtrande andra pro-
teinfamiljer [2].

Det har beréknats att ett hormon och
dess receptor paett direkt sétt, viabind-
ning till HRE, kan reglera syntesen av
proteiner fran mellan 10 och 100 gener
per cell, men ett stort antal gener i en
cell ar ocksaindirekt styrdaav hormon-
receptorer viaandramekanismer. Totalt
anses cellens genetiska arkiv innehdlla
information fér omkring 100 000 olika
proteiner.

Glukokortikoider

Glukokortikoider tillhér hormon-
gruppen Kortikosteroider som synteti-
serasi binjurebarken dér kolesterol ut-
gor prekursorn for syntes av kortisol/
hydrokortison, som &r det naturliga bi-
njurebarkshormonet hos manniska.
Visserligen hanfor sig namnet gluko-
kortikoid till dess glukosreglerande
egenskaper, men detta &r baraen del av
dess livsviktiga roll. Glukokortikoider
& ocksdinvolveradei kolhydrat-, lipid-
och proteinmetabolismen samt i regle-
ringen av det inflammatoriska/immu-
nologiska svaret i kroppen. Dessutom
paverkar de vertebraterstillvaxt och ut-
veckling, benmetabolismen, vissadelar
av CNS-aktiviteten samt formagan att
klara stressituationer.

Effekten pa den

inflammatoriska processen

Alltsedan andra vérldskriget, nar
kortison for forsta gangen anvandes for
behandling av reumatoid artrit, har glu-
kokortikoider utgjort en hdrnpelare for
behandling av inflammatoriska och im-
munologiska sjukdomstillstand. Glu-
kokortikoider reglerar det inflammato-
riska svaret genom att paverka tillvax-
ten, utmognaden/differentieringen och
funktionen hos manga olika typer av
celler som &r involverade i den inflam-
matoriska processen [4]. De inhiberar
leukocyters transport till stéllet for in-
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Figur 1. Schematisk bild av
steroid/tyreoideahormonreceptorernas
strukturella uppbyggnad. | de flesta fall
presenteras receptorernas uppbyggnad i
doméner: den N-terminala A/B-doménen
foljd av den DNA-bindande C-doménen,
D- eller den s k hinge-doméanen och
slutligen den C-terminala ligandbindande
doméanen som &ven bendmns E/F-
domanen. Olika funktioner hos
receptorerna har lokaliserats till de olika
receptordomanerna. Karakteristiskt for
denna familj av receptorer ar C-
doménens Zn-finger-struktur, vilken ar
essentiell for receptorernas DNA-
bindande férmaga. Kommunikation
mellan receptorerna och andra proteiner
sker dver regionerna for
transkriptionsaktivering som aterfinns i
bade A/B- och E/F-domé&nerna. Mer eller
mindre hela E/F-doménen forefaller
nddvéndig for att receptorerna skall
kunna binda sina respektive hormoner.
Ovriga funktioner av betydelse for
receptorernas roll som
transkriptionsfaktorer ar en
aminosyrasekvens som underlattar deras
lokalisation till cellkérnan
(karnlokalisationssignal) samt deras
férmaga att bilda dimer med sig sjalva
eller andra receptorer inom familjen. For
vissa av receptorerna har
komplexbildning med hsp90 och andra
liknande proteiner betydelse for deras
livslangd och férméaga att binda ligand.

Figur 2. Generell bild som kort beskriver
hormonreceptorernas roll som
transkriptionsfaktorer och modulatorer av
hormonkansliga gener. De flesta
hormonerna tros kunna passera
cellmembranet genom passiv diffusion.
Inne i cellen binder hormonerna till sina
respektive receptorer varvid receptorerna
aktiveras, vilket bl a innebér att de kan
paverka uttrycket av sin/sina malgener
via bindning till hormonresponsiva
element (HRE). Ett férandrat uttryck av
en specifik genprodukt (protein) kommer
att paverka cellens funktion och
beteende.

flammationen och deras utsdndring av
diverse amnen. Glukokortikoider p&
verkar ocksa funktionen hos fibroblas-
ter, epitelceler i luftvégarna och endo-
telceller i kérlvaggen i nérheten av in-
flammationsstéllet. Glukokortikoider-
na utdvar dessa effekter huvudsakligen
genom att stimulera eller hamma ut-
trycket frén specifikagener.

Orkestrerat av cytokiner

Inflammationsforloppet & orkestre-
rat av ett antal sk cytokiner som funge-
rar som kemotaktiska substanser och
som aktivatorer av en rad olika cellpo-
pulationer som deltar i det inflammato-
riska svaret. Pro-inflammatoriska cyto-
kiner som interleukinerna IL-1, IL-6,
IL-8, kemokinen RANTES (regulated
upon activation, normal T expressed,

24RA

and presumatly secreted) [5] och TNFa
(tumornekrosfaktor o) & négra av de
faktorer som spelar en viktig roll i den
inflammatoriska processen, och mén-
stret av uttryckta cytokiner avgor till
stor del karaktéren och langden pa det
inflammatoriska svaret. Glukokortikoi-
der & potentahdmmare av den cytokin-
medierade inflammationen genom att
minskaeller stoppa uttrycket av cytoki-
ner men dven genom att hdmmaden bi-
ologiska effekten av dessa inflammato-
riska budbérare. De gor det t ex genom
att minska uttrycket av 1L-2-receptorn
som férmedlar den biologiska effekten
av IL-2 éeler neurokinin-1(NK-1)-re-
ceptorn, vilken medierar deninflamma:
toriska effekten av substans P i luftvé-
garna[6, 7], eller genom att hdmmaden
cytokinmedieradeinduktionenav andra

gener vars genprodukter direkt eller in-
direkt deltar i det inflammatoriska for-
loppet.

Makrofager, granulocyter,
mastceller och lymfocyter
Glukokortikoider motverkar utmog-
naden av makrofager samt hammar de-
ras uttryck och utsdndring av bl a cyto-
kinernaIL-1, IL-6 och TNFa, produk-
tion och sekretion av prostaglandiner
och leukotriener samt uttryck av »major
histocompatibility complex class I1»
(MHCKklass|I1). Dessutom minskar glu-
kokortikoider den bakteriedddande ef-
fekten hos aktiverade makrofager.
Effekten av glukokortikoider paneu-
trofiler forefaller framst vara en paver-
kan p& deras formaga att adherera till
endotelcellerna i kérlvéggen och dar-
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Mekanismen for glukokortikoidre-
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Glukokortikoidreceptorn (GR) for-
medlar den biologiska effekten av bade
naturliga (kortisol/hydrokortison) och
syntetiska (t ex agonisterna dexametha-
son, prednisolon och antagonisterna
RUA486 och ZK 98296) glukokortikoider.
| frénvaro av sitt hormon finns GR latent
i cellens cytoplasma komplexbunden till
en rad proteiner sdsom »heat shock»-
proteinerna hsp90, hsp70, p23 och im-
munofilin p59 [3]. Hsp90 anses spelaen
viktig roll for receptorns stabilitet och
livslangdi cellen och for dessforméagaatt
binda sitt hormon. Nér glukokortikoider
(t ex kortisol) binder till den ligandbin-

GGTACANNNTGTTCT —>6 n

Kortisol/hydrokortison

Latent receptor
(inaktiv)

Karnmembran
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dande doménen av GR sker en féran-
dring av receptorns form varvid hsp90
och de andra associerade proteinerna
slapper, vilket bl amedfor att dehormon-
bundna glukokortikoidreceptorerna kan
vandrain i cellkérnan via kérnans porer
(Figur 3). Innei cellkérnan binder sedan
hormon-GR-molekylerna till specifika
DNA-sekvenser, s k glukokortikoidres-
ponselement (GRE) vilkavanligen &r lo-
kaliserade uppstroms om den proteinko-
dande delen i en glukokortikoidrespon-
siv gen, till genens s k promotordel (Fi-
gur 3). Bindning av hormon-GR-kom-
plexet till DNA leder bl atill en rekryte-
ring av basala transkriptionsfaktorer och
till att hastigheten varmed en gen avléses
till budbdrar-RNA (mRNA) forandras,
antingen sd att genen stimulerastill kat

Figur 3. Schematisk beskrivning av
hormonell aktivering av uttrycket fran en
glukokortikoidkanslig gen. N&r en
glukokortikoid, t ex kortisol/hydrokortison,
binder till GR sker en férandring av
receptorproteinets tredimensionella
struktur varvid tvd GR-molekyler bildar
par med varandra (dimer) och vandrar in
i cellkarnan. Inne i cellkérnan binder GR-
GR-dimeren till sitt
glukokortikoidresponselement (GRE) och
bidrar till rekryteringen av ett antal
proteiner, s k basala
transkriptionsfaktorer inklusive RNA
polymeras Il (F), vilka binder till den s k
TATA-boxen varifrdn avlasningen av en
gen styrs. Kommunikationen mellan de
hormonaktiverade GR-molekylerna och
de basala transkriptionsfaktorerna
resulterar i en avlasning av den
kortisolk&nsliga genen och till syntes av
det protein som genen kodar for.

uttryck (induktion) eller till ett minskat
uttryck (repression). Stimulering av gen-
uttryck sker oftast viabindning till GRE
med konsensus DNA - sekvensen

5-GGTACANNNTGTTCT-3" medan
repression sker via s k negativa GRE,
som har en mer variabel sekvens. | de
flesta fall récker det dock inte bara med
att hormonaktiverad GR binder till sitt
GRE och rekryterar basala transkrip-
tionsfaktorer for att en glukokortikoid-
kéanslig gensuttryck skall férandras, utan
effekten beror ocksd panarvaron av and-
ra béde DNA-bindande och icke DNA-
bindande proteiner (transkriptionsfakto-
rer respektive co-aktivatorer) och kva
liteten pa interaktionen/kommunikatio-
nen mellan GR och dessa proteiner.

med pa neutrofilers ansamling vid in-
flammationsstall et.

Glukokortikoider reducerar antalet
cirkulerande eosinofiler och basofiler.
De minskar 6verlevnaden hos eosinofi-
ler troligen genom att blockera effekten
av IL-5 och GM-CSF (granul ocyt-mak-
rofagkol onistimulerande faktor), vilket
leder till programmerad celldod (apop-
tos). Dessutom reducerar glukokorti-
koider eosinofilers och mastcellers ac-
kumulering till stéllet for alergiskare-
aktioner. Vidare paverkar glukokorti-
koider den IgE-beroende friséttningen
av histamin och leukotrien C4 fran ba-
sofiler.

Transkriptionell induktion

Antigenstimulerade T-celler visar
transkriptionell induktion av ett antal
interleukingener och en dkad produk-
tionoch sekretionav IL-1, -2, -3, -4 och
-6, interferon-y samt |L-2-receptorn.
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Cytokiner ochframforallt IL-2/1L-2-re-
ceptorn spelar en viktig roll for aktive-
ringen av T-celler och deras funktion.
Glukokortikoider inhiberar bade pro-
duktionen och den biologiska effekten
av cytokiner, vilket resulterar i en bloc-
kering av T-cell saktiveringen och T-cel-
lers funktion. Dessutom orsakar gluko-
kortikoider en Gvergaende lymfocyto-
peni, vilket huvudsakligen anses bero
paen omlokalisering av lymfocyter till
benvévnad.

Glukokortikoider har ingen direkt
negativ effekt pa B-cellers antikropps-
producerande formaga. Men den inhi-
berande effekten glukokortikoider ut-
Gvar pa uttrycket och produktionen av
cytokiner och pa differentieringen och
funktionen hos T-celler kan pa langre
sikt péverka antikroppsproduktionen
eftersom utmognaden av aktiverade B-
celler till antikroppsproducerande B-
celler & beroende av samverkan mellan

B- och hj@lp-T-celler och cytokinsekre-
tionen fran hjap-T-celler och makrofa-
ger.

Karlendotelceller

Endotel celler fungerar som en barri-
ar mellan blodbanan och 6évrig vavnad
och som et filter varigenom leukocyter,
monocyter och lymfocyter kan passera
som svar paett inflammatoriskt ochim-
munol ogiskt tillstand orsakat av en ska-
da i vavnaden. Leukocyter penetrerar
detta filter stimulerade av friséttningen
av kemotaktiska molekyler fran endo-
telceller och andra celler i eller kring
den skadade vavnaden. En forutsétt-
ning for att leukocyterna skall kunna
penetrera karlvaggen & dock fore-
komsten av s k adhesionsproteiner pa
cellytan hos bade endotelcellerna och
leukocyterna[4, 8].

Paytan av endotelcellernaspelar bl a
adhesionsproteinerna ICAM-1 (inter-

24R7
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Figur 4. Schematiska modeller fér hur
man tanker sig att
glukokortikoidaktiverad GR hammar
uttrycket av inflammatoriska gener
styrda av transkriptionsfaktorerna AP-1
och NFKB. (A) AP-1(fos/jun)-beroende
gentranskription hammas av
glukokortikoidaktiverad GR genom att
GR bildar ett inhibitoriskt komplex med
AP-1 sittande pa sitt AP-1-
responselement eller (B) genom att GR
och AP-1 tavlar om att attrahera co-

Mekanismen for glukokortikoiders
anti-inflammatoriska effekter:

Inhibition av transkriptionsfaktorn
AP-1

AP-1 & en familj av transkriptions-
faktorer [13] som via AP-1-bindande
DNA-sekvenser (5 -TGAGTCAG-3)
reglerar uttrycket fran gener essentiella
for aktivering av deimmunogenaoch in-
flammatoriskasvaren. Den mest studera-
de formen av AP-1 &r ett komplex bestd-
ende av de tva proteinerna c-jun och c-
fos. Den transkriptionella aktiviteten hos
AP-1reglerasav tillvaxtfaktorer, cytoki-
ner, karcinogener och andra stimuli som
aktiverar cellens signaltransduktionssys-
tem.

Glukokortikoiders repression av den
transkriptionellaaktiviteten hosAP-1 har
visats vara medierad via GR, antingen
genom att glukokortikoidaktiverad GR
bildar ett protein:protein-komplex direkt
med AP-1 (Figur 4 A) [11, 14] och/eller
genom att GR och AP-1 konkurrerar om
att kunna attrahera den i mangd begran-
sade co-aktivatorn CBP (CREB binding
protein) [15] (Figur 4 B), vilken &r essen-
tiell for den transkriptionella aktiviteten
hos ett flertal olika transkriptionsfakto-
rer.

aktivatorn CBP. (C) NFkB (p50:Rel) &ar
lokaliserad till cytoplasman
komplexbunden med inhibitorproteinet
IKB i sitt inaktiva tillstand. Vid
stimulering av cellen med cytokiner,

t ex IL-1b, aktiveras NFKkB genom att
IkB fosforyleras och bryts ned varvid
NFkB kan vandra in i cellkéarnan. Om
cellerna samtidigt exponeras for
glukokortikoider kommer GR att kunna
bilda ett inhibitoriskt komplex med
RelA-enheten i NFKB och pa sa satt

Inhibition av transkriptionsfaktorn
NF«B

Transkriptionsfaktorn NFKB & med-
lem av Rel-familjen av transkripti onsf ak-
torer. Liksom AP-1 & NFkB en heterodi-
mer mellan tva olika proteiner, p50 och
RelA (p65) [16, 17]. Enrad olika stimuli
som t ex virusinfektion, inflammatoriska
cytokiner, antigener, UV -bestralning och
oxidativ stress leder till snabb aktivering
av NFkB genom fosforylering och prote-
olysav inhibitoriska KB. Anti-
oxidanter av olika slag (t ex vitamin E)
kan effektivt hdmma nedbrytningen av
IkB och dérmed aktiveringen av NFkB.
Vetenskapliga data antyder att proteoly-
sen av IKB och darmed aktiveringen av
NFkB fysiologiskt kontrolleras av kon-
centrationen av reaktivasyremolekyler (t
ex O, och H,0,) i cellen [17]. NFkB re-
glerar uttrycket av enrad olikagener som
formedlar och potentierar kroppens im-
mun- och inflammati onsférsvar viabind-
ning till DNA med konsensus-sekvensen
5 -GGGPUNNPyPyCC-3.

Exempel pagener dar NFKB spelar en
viktig transkriptionsstimulerande roll &
generna for: immunoreceptorer (t ex
MHC klass| och Il och receptorn for IL-
2), adhesionsproteiner (t ex ICAM-1 och
ELAM-1), cytokiner (t ex IL-2, IL-6 och

hindra att NFkB binder till sitt
responselement och aktiverar uttrycket
av inflammatoriska gener. (D)
Glukokortikoider har aven beskrivits
kunna hamma NFkB-beroende uttryck
av inflammatoriska gener genom att
glukokortikoidaktiverad GR kan
stimulera syntesen av inhibitorproteinet
IkB, vilket komplexbinder och aterfor
aktiverad NFkB till cytoplasman.

A. ' B. C. ' D.
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TNFa) och hematopoetiska tillvaxtfak-
torer (tex GM-CSF) [17]. NFkB har &ven
en stimulerande effekt p& genuttrycket
frén vissa virus (t ex HIV-1) och pa ge-
nerna for COX-2 och iNOS. Vidare bor
ndmnas att NFkB forefaller vara intimt
forknippad med aktiveringen av T-celler
samt haen centralt koordineranderoll for
uttrycket av en rad cytokingener i sam-
band med aktiveringen av monocy-
ter/makrofager.

Glukokortikoider inhiberar NFkBs
transkriptionsstimul erande effekt genom
att GR bildar ett protein:protein- kom-
plex med RelA-enheten i NFKB (Figur 4
C) och dérigenom blockerar NFkBs fér-
méga att binda till sitt DNA-responsele-
ment [12].

Forutom dennamodel| for glukokorti-
koiders inhibition av NFKB har resultat
presenterats vilka antyder att glukokorti-
koider &en hdmmar NFkB-beroende
gentranskription genom att stimulera ut-
trycket av inhibitorproteinet IkB (Figur 4
D) [18].

Nysyntetiserad |kB kan bildainhibi-
toriskt komplex med pS0:Rel A-heterodi-
merer (NFkB) i cytoplasman men &ven
terminera  pagdende NFkB-beroende
gentranskription genom att destabilisera
NFkBsinteraktion med DNA.

24RK
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cellular cell adhesion molecule-1),
VCAM-1 (vascular cell adhesion mole-
cule-1) och ELAM-1 (endothelial leu-
kocyte adhesion molecule-1) en viktig
roll for att leukocyterna, via sina mot-
svarande adhesionsproteiner, t ex »leu-
kocyte/lymphocytefunction-associated
antigen-1» (LFA-1) och »very late anti-
gen-4» (VLA-4), skall kunna fésta vid
karlvéggen och for att de skall kunna
penetrerakarlvaggen pavag mot denin-
flammerade vavnaden. Glukokortikoi-
der kan paverkakarlvaggspermeabilite-
ten och pasa sitt dramatiskt hdmmaan-
samlingen av leukocyter vid inflamma-
tionsstéllet. Dereglerar dennafunktion
genom att hdmmadet cytokinstimul era-
de uttrycket av bl aadhesionsproteiner-
na pa endotel cellernas yta, med konse-
kvensen att infangandet och forank-
ringen av leukocyter till kérlvaggen for-
hindras.

Fibroblaster

Fibroblaster deltar i inflammations-
processen och utgdr en av flera sorters
malceller for glukokortikoiders modu-
lerande effekt pa inflammationsforlop-
pet [4]. Glukokortikoider inhiberar bl a
den TNFa-inducerade produktionen av
metalloproteinaser  (kollagenas och
stromelysin) och produktionen av pro-
inflammatoriska prostaglandiner frén
arakidonsyra. Hamning av prostaglan-
dinsyntesen sker patvasatt: delsgenom
att glukokortikoider paverkar typ II-
fosfolipas A2-aktiviteten i cellerna, an-
tingen genom att minska den cytokin-
stimulerade syntesen av fosfolipas A2-
enzymet och/eller genom att inducera
produktionen av fosfolipas A2-inhibi-
torn lipocortin-1, dels genom att ham-
ma uttrycket fran den cytokininducer-
bara genen for enzymet cyklooxyge-
nas-2 (COX-2), som katalyserar det
hastighetsbestammande steget vid syn-
tesen av prostaglandiner.

Lungvavnad

Pro-inflammatoriska cytokiner sti-
mulerar uttrycket av den inducerbara
genen for kvaveoxidsyntas (iINOS) i ett
stort antal celler, bl akérlendotel, mak-
rofager och lungepitelceller, vilket or-
sakar en Okad produktion av NO. For-
héjd NO-produktion i lungvévnad 6kar
blodfl6det och utsbndringen av vétskai
lungvavnaden (6dem) hos astmatiska
patienter [6]. NO har mdjligen &ven
andra pro-inflammatoriska  effekter
som bl aleder till ansamling av eosino-
filer till inflammationsstéllet i luftroren.
Aven uttrycket av den inducerbara
COX-2-genen och syntesen av pro-in-
flammatoriska prostaglandiner &r for-
hojda i lungepitelceller hos patienter
med astma. Uttrycket av adhesionspro-
tein av typen ICAM, pa kéarlendotel-
och lungepitelceller spelar en avgoran-
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de roll for infangandet och infiltratio-
nen av inflammatoriskaceller (bl aleu-
kocyter) i lungvavnaden.

Glukokortikoider har en kraftig inhi-
bitorisk effekt pa cytokinstimulerad ex-
pression av bade iINOS, COX-2 och
ICAM, vilket & en del av forklaringen
till glukokortikoiders goda egenskaper
vid och ddmpande effekt pa astmasym-
tomen [6]. Dessutom nedreglerar glu-
kokortikoider uttrycket och sekretionen
av bl a cytokinerna IL-5, IL-8 och
RANTES fran epitelcellerna i luftva
garna och friséttningen av cytokiner
fran Th2-lymfocyter [6, 9].

B,-adrenoreceptorn

och p,-agonister

Behandling av astmapatienter med
[B,-agonister &r ett av de effektivaste sét-
ten att orsaka dilatation av luftvégarna.
Det har lange ansetts att de glatta mus-
kelcellernai luftvagarnaar deendamél-
cellernafor den gynnsammaeffekten av
[,-agonistbehandlingen av astmapati-
enter.

Men aven mastceller har 3,-adreno-
receptorer pa cellytan, och B,-agonister
har visats hamma friséttningen av am-
nen frdnh mastcellerna vilka orsakar
sammandragning av luftréren [10]. Un-
der allaomstéandigheter leder dessvéarre
kronisk behandling med [3,-agonister
till nedreglering av antal et 3,-adrenore-
ceptorer pa cellytan och till att ménga
patienter utvecklar tolerans. Glukokor-
tikoider har en stimulerande effekt pa
avldsningen av [3,-adrenoreceptorge-
nen, vilket resulterar i ett 6kat anta re-
ceptorer pa ytan av cellernai lungvéav-
naden [10].

Det har visatsi djurstudier att gluko-
kortikoider motverkar (3,-agonistmedi-
erad nedreglering av [,-adrenorecep-
tornivéerna, vilket antyder att gluko-
kortikoider skulle kunnamotverkaupp-
komsten av [3,-agonisttolerans vid kro-
nisk behandling [10].

Melkanismen hakom de

anti-inflammatoriska effekterna

Faktaruta 1 har kort beskrivitshur en
hormonaktiverad glukokortikoidrecep-
tor (GR) kan paverka avl&sningen och
uttrycket av glukokortikoidkéansliga
malgener via sk glukokortikoidres-
ponselement(GRE)-sekvenser.  Lénge
trodde man att den GR-beroende hdm-
mande effekten av glukokortikoider pa
uttrycket av gener som kodar for cyto-
kiner och andra proteiner, som paett el-
ler annat sétt formedlar eller forstérker
det inflammatoriska svaret, var medie-
rad via bindning av den hormonaktive-
rade receptorn till s k negativa GRE.
Under de senaste &ren har det dock vi-
sat sig att de flesta av dessa gener inte
innehaller ndgra GR-bindande DNA-
sekvenser utan mekanismen bakom

glukokortikoiders anti-inflammatoris-
ka effekter &r snarare indirekt, bestaen-
dei att GR via protein:protein-interak-
tion neutraliserar andra transkriptions-
faktorers forméga att aktivera gener
som orkestrerar det inflammatoriska
svaret.

Det ar framforallt tva intracellulara
transkriptionsfaktorer, »activator pro-
tein-1» (AP-1) [11] och »nuclear factor
kappaB» (NFkB) [12], som hammasav
hormonaktiverad GR. Bade AP-1 och
NFkB spelar en avgdrande roll for
transkriptionell aktivering av cytokin-
generna, genen for iNOS, COX-2, ad-
hesionsproteingenerna, generna for
metalloproteaser mfl efter stimulus
frén ndgon av cytokinerna via sina re-
spektive receptorer pa cellytan.

Glukokortikoidresistens

Mekanismen for glukokortikoidre-
sistens & annu oklar men har troligen
flera forklaringar och orsaker. Gluko-
kortikoidresistensforefaller kunnabero
delspaen genetisk defekt (familjar glu-
kokortikoidresistens) som anses besta i
att GR inte uttrycks eller & muterad,
dels pa indirekta effekter av behand-
lingen eller sukdomen (sekundér resi-
stens) [6, 10] dér det inte anses forelig-
ga nagon defekt i GRs uttryck, recep-
torproteinet eller bindning av glukokor-
tikoider till receptorn.

Déremot har vissa studier pavisat
minskad férmaga hos GR att binda till
GRE vid sekundér glukokortikoidresis-
tens, vilket skullekunnaférklarasav en
Overstimulering av AP-1- och/dller
NFkB-aktiviteten i cytokin(IL-1 och
TNFa)-stimulerade celler. Forhojd AP-
1 och NFkB-aktivitet kan resulterai ett
minskat antal funktionella GR-moleky-
ler orsakat av protein:protein-komplex-
bildning AP-1.GR respektive
NFkB:GR och déarmed i en minskad
glukokortikoidkéanslighet. | ett in vitro-
modellsystem har man visat att Gverut-
tryck av AP-1 leder till glukokortikoi-
dresistens med pafdljden att den trans-
kriptionella aktiviteten hos en gluko-
kortikoidkanslig gen minskade och till
hadmning av GRs bindning till GRE [6].

(3;-agonistmedierad

resistens

Hoga nivéer av 32-agonister uppre-
glerar viabindning till B2-adrenergare-
ceptorn aktivitetenav CREB (CAMPre-
sponse element binding protein) i in-
flammatoriska celler [6, 10]. Forhojd
CREB-aktivitet har rapporterats kunna
blockera GRs bindning till GRE genom
att CREB bildar ett protein:protein-
komplex med GR [6, 10]. En annan
mojlig forklaring & att CREB tavlar
med GR om det begrdnsade antalet
CREB binding protein(CBP)-moleky-
leri cellerna[15] (se Faktaruta 2). Bade
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CREB och GR har foredagits kunna
vara beroende av CBP for full aktivitet
som transkriptionsfaktorer.

Glukokortikoiders

effekter pa CNS

Ett omréde dar glukokortikoider och
GR diskuteras intensivt & CNS. Bl a
har det havdats att glukokortikoider ar
involverade i kontroll av sinnesstam-
ning samt att glukokortikoider kan ini-
tiera neurodegenerativa processer. En
del forskare har lanserat hypotesen att
stressinducerad nedreglering av GR i
hippocampus skulle leda till en neuro-
endokrin kaskad inkluderande héga
kortisolnivaer i blodet med 6kad kéns-
lighet for neurodegenerativa féréand-
ringar samt risk for depression. Intres-
sant nog har foljaktligen GR ansetts
varaen potentiell malmolekyl for lang-
verkande antidepressiva som bl atycks
uppreglerasava GR som mineral okor-
tikoidreceptorn (MR) i hjdrnan. Denna
effekt & speciellt intressant eftersom
den ocksa kan pavisas hos vavnadsod-
lade celler, vilket visar att antidepressi-
vumet direkt paverkar GRs genuttryck.
Att MR ocksakan spelaen roll stodsav
iakttagel sen att | angti dsbehandling med
antidepressivumet amitriptylin selek-
tivt 6kade uttrycket av MR hosungarat-
tor.

Den neurodegenerativa effekten av
glukokortikoider & komplicerad och
tycks huvudsakligen vara lokaliserad
till hippocampus CA3-region, dér Sa-
polsky pavisat forlust av hippocampus-
celler i samband med |&ngtidstillforsel
av hdga doser glukokortikoider; hos
apor ses liknande effekter till foljd av
kronisk psykosocial stress. A andra si-
dan verkar dessaeffekter varauttalat re-
gionspecifika. SAlunda & CA1-neuron
ganska motstandskraftiga mot skada,
och franvaro av glukokortikoider okar
graden av apoptosi gyrus dentatus. Or-
saken till dennaregionalaskillnad mel-
lan CA1 och CA3 & okand men skulle
kunna bero pa olikheter i den celluldra
kvoten MRtill GR, vilken &r regionspe-
cifik i hippocampus (hogre MR till GR-
kvoti CAléani CA3).

Systemiska sidoeffekter

av glukokortikoidhehandling

Léangtidsbehandling med glukokor-
tikoider for att dampa immunologiska
och inflammatoriska sjukdomstillstand
har inte bara positiva effekter utan kan
ocksa ge mer eller mindre dlvarligasi-
doeffekter.

En av de mer allvarligaodnskade ef-
fekterna &r osteoporos, vilken & mest
uttalad i trabekul&rt ben [4, 19]. Forlus-
ten av ben varierar mellan 10 och 40
procent, mycket beroende padosen och
l&ngden av hormonbehandlingen. Ca
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1/3 av patienterna som star pa gluko-
kortikoidbehandling drabbas av kot-
frakturer, och risken att de skall drabbas
av hoftfraktur & 50 procent hogre én
normalfrekvensen [19]. Glukokortikoi-
ders effekter pd benmetabolismen &
bade direkta och indirekta. Den huvud-
sakligaindirekta effekten beror pAmin-
skat upptag av kalcium fran tarmen och
minskad reabsorption av kalcium fran
njurarna. Detta leder i sin tur troligen
till kompensatorisk sekundar hyperpa-
ratyreoidism och en dkad aktivitet hos
osteoklasterna och dérmed till dkad re-
sorption av ben [19].

Glukokortikoider péverkar ocksa
nyrekryteringen av osteoblaster och in-
hiberar syntesen av matrixproteiner
fran osteoblasterna. Histomorfometris-
ka studier har dessutom visat att gluko-
kortikoider minskar mineraliseringen
av ben [19]. Sammantaget leder gluko-
kortikoidbehandling till en obaans
mellan benuppbyggnad och benresorp-
tion, vilket resulterar i en snabb forlust
av ben somi stort sett &r irreversibel.

Systemisk behandling med gluko-
kortikoider kan ocksa leda till binjure-
barksinsufficiens, vilket kan fa drama-
tiska konsekvenser (cirkulatorisk kol-
laps pa grund av t ex stress och infek-
tion) vid for snabbt utsdttande av gluko-
kortikoidbehandlingen. Vidare leder i
regel behandling med glukokortikoider
till 6kad aptit och viktdkning och till
Okad infektionskanslighet. Dessutom
kan glukokortikoidbehandling resultera
i diabetessymtom och muskelforsvag-
ning [4].

Dessaoch andranegativa effekter av
glukokortikoider kréver noggrant éver-
végande om och nér glukokortikoidbe-
handling skall séttas in. Dessutom pe-
kar biverkningsproblemen pa behovet
av utvecklingen av nya och férbéttrade
syntetiska anti-inflammatoriska gluko-
kortikoider med en béttre terapeutisk
profil.

Utveckling av nya anti-

inflammatoriska glukolkortikoider

Dagens syntetiska glukokortikoider
for behandling av inflammatoriska och
immunologiska gukdomstillstand &r
mycket potenta och effektiva glukokor-
tikoidagonister, bade som transkrip-
tionsaktivatorer via GRE och som anti-
inflammatorika via protein:protein-in-
teraktion med AP-1 respektive NFKB.
Onskvért vore att utveckla glukokorti-
koider som & potenta och effektiva
anti-inflammatorika men |8geffektiva
som aktivatorer av GR till en DNA-bin-
dande transkriptionsfaktor och modula-
tor av glukokortikoidkéansliga gener.
Deflazacort &r en syntetisk glukokorti-
koid som &r ett oxazolinederivat av
prednisolon [20]. Deflazacort har visat
sig hanastan likahog terapeutisk potens

och effektivitet som prednison (predni-
solon) med avseende pareumatoid artrit
men betydligt mindre uttalade negativa
effekter @n prednison (prednisolon) av-
seende hdmning av syntesen av kortisol
i binjurebarken och utsdndring av kalci-
um i njurarna[20]. Deflazacort forefal-
ler &ven ha mindre negativ effekt pa
benmetabolismen &n o©vriga anti-in-
flammatoriska glukokortikoider som
anvands kliniskt idag [20]. Den exakta
mekanismen for deflazacortsmer gynn-
samma terapeutiska profil in vivo &
dock &nnu € helt utredd.

Ny kunskap om glukokortikoiders
verkningsmekani smer, samverkan mel-
lan olika transkriptionsfaktorer och co-
aktivatorer och samverkan mellan olika
signaltransduktionsvagar leder till 6kad
insikt om hur nya anti-inflammatoriska
glukokortikoiders biologiska egenska-
per bor varafor att uppna bastamajliga
effekt samtidigt som man kan undvika
allvarliga sidoeffekter. En annan myck-
et viktig kunskap for utveckling av
framtidensanti-inflammatoriskagluko-
kortikoider blir kunskapen om gluko-
kortikoidreceptorns  tredimensionella
struktur och vetskapen om hur olika
glukokortikoidagonister/antagoni ster
binder till och samverkar med recep-
torn.

Lakemedel med datorstid

Datorstédd 18kemedelsdesign  ut-
nyttjas idag for att skapa och optimera
kemiska strukturer. Med kunskap om
glukokortikoidagoni sters/antagonisters
strukturer och biologiska aktivitet kan
man med datorns hjalp bygga s k phar-
macophormodeller som sedan kan vara
till hjélp vid design av nya strukturer
med en forhdjd/mer selektiv biologisk
aktivitet eller till att via datorn stka i
kemiska databanker efter strukturer
som passar pharmacophormodellen.
Aven kunskapen om den ligandbindan-
de fickans koordinater kan utnyttjas i
datorn till att skapa nya kemiska struk-
turer och till att optimera kénda kemis-
ka strukturers biol ogi ska egenskaper.

De senaste arens snabba utveckling
inom molekylérbiologin har mdgjlig-
gjort utvecklingen av biologiska verk-
tyg med vilka man snabbt kan testa sto-
ra kemiska bibliotek med avseende pa
forekomst av nyaglukokortikoider med
anti-inflammatorisk aktivitet. Genom
att karakterisera dessa kemiska mole-
kylers (béde steroider och icke-steroi-
der) biologiskaeffekt paolikacelltyper
(exempelvisinflammatoriskaceller och
benceller) in vitro kan man f& en bra
uppfattning om huruvida de uppfyller
kraven for att utvecklas som |ékemedel,
dvs om de effektivt kan trycka ned ett
inflammatoriskt  stimulus  samtidigt
som de visar minskad tendenstill nega-
tiva effekter.
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Summary

New glucocorticoids are more selective;
serious side-effects can now be elimi-
nated.

Stefan Nilsson, Jan-Ake Gustafsson.
Lakartidningen 1997; 94: 2465-71.

Glucocorticoids have been used as anti-inflam-
matory, anti-alergic and immunosuppressive
agentssince the beginning of the 1940s, and du-
ring recent yearsthe mechanismsby which they
exert their anti-inflammatory effects have be-
gun to be better understood. Inhibition of in-
flammatory response is primarily mediated via
the glucocorticoid receptor and the two tran-
scription factors, AP-1 and NFkB, which are of
crucial importance for the expression of pro-in-
flammatory cytokines and other genesinvolved
in the inflammatory process. Unfortunately,
long-term treatment with glucocorticoidsis as-
sociated with a series of adverse effects such as
hypertension, bone fragility, diabetes, derma-
trophy and personality changes. However,
owing to advancesin biotechnology and recent
clarification of the molecular mechanisms in-
volved, it is now becoming possible to develop
new glucocorticoids with amore selective anti-
inflammatory effect without serious side-ef-
fects.
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