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1 EINLEITUNG 3

1.1 Struktur und Ligandenbindung des Glucocorticoid-

Rezeptors

Die meisten bekannten Effekte naturlicher und synthetischer Glucocorticoide beim
Menschen werden Uber den ubiquitar vorkommenden a-Subtyp des humanen Gluco-
corticoid-Rezeptors (GR), hGRa, ein im Zytosol lokalisiertes ca. 94 kDa grof3es Pro-
tein vermittelt (Hollenberg et al., 1985). Inzwischen wurden auch membranstandige
GR entdeckt (Gametchu et al., 1999), Uber deren Funktionsweise und Bedeutung
jedoch noch sehr wenig bekannt ist. hGRo gehort zur Familie der Steroidhormon-
Rezeptoren, die an einer Vielzahl von Funktionen im Organismus wie Homdostase,
Differenzierung, Entwicklung, Fortpflanzung und Metabolismus beteiligt sind. Zur
Familie der Steroidhormon-Rezeptoren gehdéren neben GR Mineralocorticoid-
Rezeptoren (MR), Androgen-Rezeptoren (AR), Progesteron-Rezeptoren (PR) und
Estrogen-Rezeptoren (ER), von denen jeweils mindestens 2 Isoformen gefunden
wurden. Alle Steroidhormon-Rezeptoren weisen eine gemeinsame dreiteilige Struktur
auf und wirken als ligandenabhangige Transkriptionsfaktoren (Hollenberg et al.,
1988; Mangelsdorf et al., 1995).

Die Steroidhormon-Rezeptoren zahlen aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu-
sammen mit den Schilddrisenhormon- (Thyroid-) Rezeptoren (TR), den Vitamin D-
Rezeptoren (VDR), den Retinoid-Rezeptoren, den Peroxisom-Proliferator-Aktivator-
Rezeptoren (PPAR) und den Orphan-Rezeptoren zur Superfamilie der nuklearen
Rezeptoren. In den letzten Jahren wurden viele neue Orphan-Rezeptoren entdeckt,
fur die jedoch bisher keine endogenen Liganden identifiziert worden sind (Giguere,
1999; Sladek et al., 2000).

1.1.1 Funktionelle Domanen des Glucocorticoid-Rezeptors

Die einzelnen Funktionen des hGRa kdnnen bestimmten Domanen zugeordnet wer-
den (Abb. 1). Der aus 439 Aminosauren bestehende N-terminale Abschnitt des

hGRa ist an der Aktivierung der Transkription beteiligt und wird daher als Transakti-
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vierungsdomane (AF-1) oder wegen seiner starken antigenen Potenz auch als im-
munogene Domane (ID) bezeichnet. Wichtig fur die Transaktivierung sind entweder
direkte Wechselwirkungen mit basalen Transkriptionsfaktoren oder Einflisse auf un-

terstlitzende Koaktivatoren (Ford et al., 1997; Henriksson et al., 1997).

1 77
N—] AF-1 AF-2 LBD — C

— —Transaktivierung
—_— DNA-Bindung
Ligandenbindung
— Nukledre Lokalisation
—_— -  Dimerisierung
—eeeee Bindung von hsp

Abb. 1: Funktionelle Doménen des hGRa. hGRa besteht aus 3 wichtigen Berei-
chen, welche die transkriptionelle Aktivierung (AF), die DNA-Bindung (DBD)
und die Ligandenbindung (LBD) bewirken. Darin finden sich bestimmte Re-
gionen, die flir die nukleére Lokalisation, die Dimerisierung und die Bindung
von Hitzeschockproteinen (hsp) verantwortlich sind.

Der zentrale, aus zwei "Zinkfingern" gebildete Anteil des Molekdls, ist fur die Bindung
an die DNA der Zielgene verantwortlich und wird daher als DNA-Bindungsdomane
(DBD) bezeichnet. Dieser Abschnitt ist 66 Aminosauren grol3 und bei allen nuklearen
Rezeptoren sehr stark konserviert. Jeder Zinkfinger wird als tetraedrischer Komplex
aus einem Zink-lon und 4 Cysteinen gebildet. GR binden als Dimer an eine DNA-
Sequenz, die als Glucocorticoid-Response-Element (GRE) bezeichnet wird, eine pa-
lindromische Sequenz von je 6 Nukleotiden (AGAACANnNnTGTTCT), die durch 3
Nukleotide getrennt sind. Jeweils ein GR-Molekul bindet an eine Halfte (Hard et al.,
1990; Luisi et al., 1991; Zilliacus et al., 1995). Die gleiche Sequenz wird auch von
MR, AR und PR erkannt, wahrend ER an eine andere, aber verwandte palindromi-
sche DNA-Sequenz binden. Der erste Zinkfinger enthalt Aminosauren zur Erkennung
der spezifischen Sequenz und wird als P-Box bezeichnet. Der 2. Zinkfinger ist fur die
Dimerisierung verantwortlich und wird daher D-Box genannt. Aul3erdem enthalt die
DBD an ihrem C-terminalen Ende noch Signalstrukturen fur die Translokation des

Rezeptors in den Zellkern (Picard et al., 1987).
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Wassermolekil (Brzozowski et al., 1997; Williams et al., 1998; Pike et al., 1999;
Bledsoe et al., 2002). Die erste Aminosaure ist ein Arginin von hGR, hER und hPR,
das bei der ganzen Steroidhormon-Rezeptor-Familie konserviert ist (entsprechend
Arg-611 in hGRa). Die zweite Aminosaure ist ein Glutamat bei hER und ein Glutamin
im hPR und hGR. Alle Rezeptoren fur Steroide mit einer C3-Carbonylfunktion besit-
zen in der entsprechenden Position ein Glutamin (GIn-570 in hGRa).

Strukturen von hER im Komplex mit verschiedenen Liganden zeigen, dass die Li-
gandenbindungstasche in der Nahe des D-Rings eine relativ gro3e Plastizitat auf-
weist und in Abhangigkeit vom Liganden verschiedene Konformationen einnehmen
kann. In wie weit dies bei anderen Steroidhormon-Rezeptoren der Fall ist, muss noch

untersucht werden (Kumar et al., 1999).

1.1.4 Struktur/Wirkungs-Beziehungen der Glucocorticoide

Verschiedene funktionelle Gruppen und Modifikationen des Steroidgertstes ermdgli-
chen eine selektive Bindung an die verschiedenen Steroidhormon-Rezeptoren. Der
PR-Ligand Progesteron bindet an hGRa nur mit niedriger Affinitat. Hydroxylierungen
in Position 11, 17 und 21 fihren zum Cortisol, dem wichtigsten Glucocorticoid des
Menschen (Ojasoo et al., 1988). Die Kristallstruktur der hGRa-LBD weist auf ein um-
fangreiches Wasserstoffbrickennetzwerk zwischen den Hydroxylgruppen der Gluco-
corticoide und dem hGRa hin (Bledsoe et al., 2002). GroRe Ahnlichkeit besteht zwi-
schen Glucocorticoiden und Mineralocorticoiden, daher Uberlappen auch die
Affinitaten fur die Rezeptoren. hMR bindet nahezu alle Glucocorticoide und Mineralo-
corticoide, wahrend das Mineralocorticoid Aldosteron nur eine sehr geringe Affinitat
zum hGRa besitzt (Rupprecht et al., 1993).
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Abb. 3: Struktur des Cortisols (Hydrocortison). Positionen deren Modifikation zu ei-
ner Anderung der Affinitat und Selektivitét fiir den hGRa fiihrte sind mit
Nummern bezeichnet.

Ein fUr die Therapie mit Glucocorticoiden entscheidender Vorteil gelang durch die
Differenzierung von mineralocorticoiden und glucocorticoiden Wirkungen durch Ein-
fuhrung einer zweiten Doppelbindung zwischen Position 1 und 2 in Ring A des Corti-
sols (Abb. 3) (Shroot et al., 1982). Das daraus resultierende Prednisolon (PD) ist
vierfach starker glucocorticoid und nur 2/3 so stark mineralocorticoid wirksam wie
Cortisol. Eine Halogenierung in Position 9a. und 6a erhoht die Affinitat zu hGRa zu-
satzlich, noch ausgepragter jedoch die Bindung an hMR. Durch Einflhrung einer wei-
teren Methyl- oder Hydroxylgruppe in Position 16 steigt dagegen die Glucocorticoid-
Wirkung nochmals, bei gleichzeitiger fast vollstandiger Elimination der mineralocorti-
coiden Effekte (Dahlberg et al., 1984). Durch Halogenierung in Position 9 und/oder 6
und gleichzeitige Methylierung oder Hydroxylierung in Position 16 kdnnen also
Arzneistoffe mit sehr starker Affinitdt zum hGRoa und vernachlassigbarer hMR-
Bindung erreicht werden (Brattsand et al., 1982; Dahlberg et al., 1984; Rupprecht et
al., 1993).

Besonders fur die topische Therapie ist auch die Synthese von Ester-Derivaten der
Glucocorticoide interessant, da durch die erhdhte Lipophilie eine bessere lokale Pe-
netration erreicht werden kann (Gysler et al., 1999). Eine Veresterung in Position 17
der Steroide erhdht gleichzeitig die Affinitat zum hGRa, wahrend eine Veresterung in
Position 21 je nach Lange des Saure-Substituenten die Bindungsaffinitat mehr oder
weniger stark erniedrigt. Fur Glucocorticoid-Doppelester wurde also eine Rezeptor-
bindung detektiert, die zwischen den 17- und den 21-Estern liegt (Ponec et al., 1981;
Shroot et al., 1982; Ponec et al., 1986; Portner et al., 1988).
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1.2 Signaltransduktion liber den Glucocorticoid-Rezeptor

Der inaktive hGRa befindet sich im Zytosol und liegt dort an Hitzeschockproteine
(hsp) gebunden vor. Meist sind an diesem Komplex ein hsp90 Dimer, weitere hsp
und Immunophiline beteiligt (Pratt et al., 1997). Die hsp sind Chaperone, die die kor-
rekte Faltung des Proteins gewahrleisten, und damit die Ligandenbindung ermaogli-
chen. Anderseits halten sie den hGRa im inaktiven Zustand im Zytosol (Pratt et al.,
1999). Bei Bindung eines Glucocorticoids dissoziiert durch eine Konformationsande-
rung des Rezeptorproteins der hGR-hsp-Komplex und der Rezeptor erlangt die Fa-
higkeit zur Dimerisierung (Bamberger et al., 1996; Bledsoe et al., 2002). Des weite-
ren gelangen fir den Ubergang des Rezeptors in den Zellkern wichtige Doménen an
die Oberseite des Rezeptorproteins, die daraufhin mit spezifischen Proteinen der
Kernporen in Kontakt treten (Picard et al., 1987; Wikstrom et al., 1987; Gasc et al.,
1989; Cadepond et al., 1992). Der ligandenaktivierte hGRa wandert in den Zellkern
und kann dort auf zwei unterschiedliche Arten die Genexpression regulieren. Zum
einen wird nach DNA-Bindung die Transkription spezifischer Zielgene aktiviert oder
reprimiert, ferner kann durch Interaktion mit bestimmten Transkriptionsfaktoren deren
Aktivitat gehemmt werden (Barnes, 1998; Goattlicher et al., 1998; Webster et al.,
1999).

1.2.1 Transkriptionelle Aktivierung und Hemmung von Genen durch

DNA-Bindung des Glucocorticoid-Rezeptors

Die transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen stellt den klassischen Wirkmechanis-
mus der Steroidhormone Uber nukledre Rezeptoren dar. Ein Homodimer aus zwei
aktivierten hGRa bindet die spezifische Erkennungssequenz, das GRE in der DNA.
Die AF-1-Transaktivierungsdomane kann nun mit basalen Transkriptionsfaktoren wie
der RNA-Polymerase Il, dem TATA-Bindungs-Protein (TBP) oder dem TBP-
Assoziierten-Faktor (TAF) interagieren und deren Aktivitdt erhdhen (Bamberger et
al., 1996; Adcock, 2000). Zur Verstarkung der Genaktivierung sind Interaktionen mit
weiteren Koaktivatoren wichtig (Abb. 4) (McKenna et al., 1999).
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Fir eine Genaktivierung bedeutsame Kofaktoren sind das cAMP-Response-Element-
Bindungsfaktor- (CREB-) Binding-Protein (CBP) und das verwandte p300 (Janknecht
et al., 1996; Kamei et al., 1996). Diese acetylieren Histonproteine und bewirken da-
her nach Bindung an aktivierte hGRa oder zahlreiche andere Transkriptionsfaktoren
eine Entspiralisierung der im Ruhezustand dicht gepackten Chromatinstruktur. Die
Auflésung der Nukleosomen erleichtert die Bindung der basalen Transkriptionsfakto-

ren und damit die Aktivierung der Promotoren (Kamei et al., 1996; Imhof et al., 1998).

\/
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Abb. 4: Mechanismus der hGRa-vermittelten Aktivierung von Zielgenen. Die im Ru-
hezustand an Hitzeschockproteine (hsp90) gebundenen hGRa wandern
nach Aktivierung durch Glucocorticoide in den Zellkern, interagieren dort mit
GRE der DNA und initiieren die Transkriptionsaktivierung durch Interaktion
mit basalen Transkriptionsfaktoren wie RNA-Polymerase Il, TATA-
Bindungs-Protein (TBP) und TBP-Assoziierter-Faktor (TAF) und Koaktivato-
ren wie Steroid-Receptor-Coactivator (SRC) und CREB-Binding-Protein
(CBP) (nach Bamberger et al., 1996; Adcock et al., 2000).

Die Interaktion des hGRa mit CBP/p300 erfolgt entweder direkt oder Uber andere
nukleare Koaktivatoren, wie den Steroid-Receptor-Coactivator-1 (SRC-1) (Onate et

al., 1995), den Signal-Transducer-and-Activator-of-Transcription-5 (STAT-5) oder
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den Transcriptionfactor-Intermediary-Factor-2 (TIF-2) (Ding et al., 1998; McKenna et
al., 1999; Refojo et al., 2001; Steinmetz et al., 2001). Alle diese Koaktivatoren besit-
zen eine als NR-Box bezeichnete Sequenz LXXLL (L steht fur Lysin, X fir jede belie-
bige Aminosaure), Uber die sie mit der AF-2-Domane des GR in Verbindung treten
(Heery et al., 1997).

Die erhohte Transkriptionsrate der Glucocorticoid-responsiven Gene fuhrt zur Trans-
lation und einer vermehrten Bildung der Zielproteine. Die meisten Uber die klassische
Transaktivierung vermittelten Glucocorticoid-Wirkungen dienen der Regulation von
metabolisch und kardiovaskular relevanten Genen (Bamberger et al., 1997; Hatz,
1998). Es werden aber auch einige antiinflammatorisch wirkende Proteine verstarkt
gebildet, wie z. B. Lipocortin, Interleukin-1-Rezeptor und das Inhibitorprotein des
nuklearen Faktors kB (IkBa) (Barnes, 1998; Adcock, 2000). Eine vermehrte Synthe-
se spezifischer Ribonukleasen kann zudem den Abbau bestimmter mRNA beschleu-
nigen und daher die Bildung von entzindungsrelevanten Proteinen reduzieren. Beo-
bachtet wurde dies fir den Granulozyten/Makrophagen-Koloniestimulierenden Faktor
(GM-CSF) und die induzierbare Cyclooxygenase-2 (COX-2) (Ristimaki et al., 1996).
Des weiteren wurde die Apoptoseinduktion durch Glucocorticoide bei T-Zellen auf
eine Forderung der Genexpression zurlckgeflhrt, da Glucocorticoide bei T-Zellen
mit transaktivierungsdefizientem GR nicht in der Lage sind, Apoptose auszulésen
(Ramdas et al., 1998; Reichardt et al., 1998)

Durch Bindung an eine spezifische DNA-Sequenz ist in Einzelfallen auch eine nega-
tive Genregulation mdglich (Webster et al., 1999). Negative GRE unterscheiden sich
von den positiven und wurden z.B. in den Promotoren der Gene flr das Corticotro-
pin-Releasing-Hormon (Malkoski et al., 1997) und den Vasoaktiven-Intestinal-
Polypeptid-Rezeptor (Pei, 1996) gefunden. Eine weitere Moglichkeit der Genrepres-
sion durch spezifische DNA-Bindung des hGRa ist eine Uberlappende Bindungsstelle
des hGRa mit den TATA-Box Elementen eines Promotors. Dann ist bei Bindung
eines aktivierten hGRo an spezifische DNA-Erkennungssequenzen keine Bindung
des TBP und weiterer fur die Genaktivierung wichtiger basaler Transkriptionsfaktoren
mehr maoglich. Ein Beispiel fur diese Art der Glucocorticoid vermittelten Genrepressi-

on ist das Osteocalcin Gen (Meyer et al., 1997).
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1.2.2 Hemmung von Transkriptionsfaktoren durch den Glucocorti-

coid-Rezeptor (Transrepression)

Glucocorticoide beeinflussen aber auch eine groflde Zahl von hauptsachlich immuno-
logisch bedeutsamen Genen, in deren Promotorsequenzen kein GRE vorkommt
(Gottlicher et al., 1998). Viele dieser Gene werden durch proinflammatorische
Transkriptionsfaktoren reguliert, wie zum Beispiel durch das Aktivatorprotein 1 (AP-1)
bestehend aus den Untereinheiten c-Fos und c-Jun (Karin et al., 2001) und den
nuklearen Faktor kB (NFkB) bestehend aus den p50 und p65 Untereinheiten (Almawi
et al., 2002a).

NF«kB befindet sich im inaktiven Stadium im Zytosol und ist dort in einem Komplex
mit dem Inhibitorprotein IkBa gebunden. Zur NFxB Aktivierung kommt es, indem
IkBa phosphoryliert, anschlieRend ubiquitinyliert und vom Proteasomkomplex abge-
baut wird (McKay et al.,, 1999). Als Mechanismus der Glucocorticoid vermittelten
NFxB-Hemmung wurde zunachst bei Jurkat Zellen (T-Zell Lymphom) und Monozyten
eine Induktion des IkBa-Proteins beobachtet (Auphan et al., 1995; Scheinman et al.,
1995). Dadurch wird NFkB im inaktiven Zustand im Zytosol gehalten und so an der
DNA-Bindung und Genaktivierung gehindert. Bei murinen Fibroblasten und primaren
humanen Fibroblasten hingegen wurde eine Hemmung der Interleukin- (IL-) 6-
Expression und der p65 abhangigen transkriptionellen Aktivierung durch Glucocorti-
coide beobachtet, ohne dass der |kBo-Gehalt, die Lokalisation oder die DNA-
Bindung von NF«kB verandert wurde (De Bosscher et al., 1997).

Eine mdgliche Erklarung ist die Hemmung der NFxB-Aktivierung aufgrund einer Kon-
kurrenz um fur die Genaktivierung wichtige, aber limitierte Kofaktoren wie CBP/p300
oder SRC-1 (Sheppard et al., 1998) (Abb. 5B). In anderen Systemen wurde jedoch
eine Hemmung der NFkB Genaktivierung unabhangig von den in den Zellen vorhan-
denen Kofaktor-Mengen nachgewiesen (De Bosscher et al., 2000). Deren Ursache
konnte auf eine direkte Wechselwirkung der aktivierten GR mit der p65-Untereinheit
oder anderen basalen Transkriptionsfaktoren in der TATA-Box Umgebung zuriickge-
fuhrt werden (Abb. 5C), eine zusatzliche Rekrutierung von Korepressoren wurde
ebenfalls beschrieben (Abb. 5D) (Almawi et al., 2002a).
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Abb. 5: Mechanismen der NFkB-Hemmung durch aktivierte GR. A: Transkriptionell
aktiver NFxkB-Komplex. Ein Dimer aus p50 und p65 bindet an die Erken-
nungssequenz der DNA (kB-site), Koaktivatoren (KA) kénnen rekrutiert und
die basalen Transkriptionsfaktoren (BTF) aktiviert werden. B: Hemmung
durch Konkurrenz um limitierte Koaktivatoren in der Zelle. C: Hemmung
durch Inhibierung der Bindung des NFxB-Komplexes an die DNA. D: Hem-
mung der Transkription durch Protein-Protein Wechselwirkungen und Ko-
repressor- (KR-) Rekrutierung (nach Almawi et al., 2002).

Neben NFxB und AP-1 sind der Octamer-Transkriptions-Faktor-1 (Oct-1), das
CCAAT-Enhancer-Binding-Protein (C/EBP) und der cAMP-Response-Element-
Bindungsfaktor (CREB) weitere Faktoren, deren Transkription durch hGRo gehemmt
wird (Adcock, 2001; Adcock et al., 2001; Refojo et al., 2001). Des weiteren inhibieren
Glucocorticoide die Signalibertragung des Nuclear-Factor-of-Activated-T-Cells
(NFAT), indem sie die zur Genaktivierung noétige kooperative Bindung des
Transkripttionsfaktors an AP-1 beeintrachtigen (Refojo et al., 2001). Die Trans-
repression von Kofaktoren wird heute als wichtigster Mechanismus der antiinflamma-
torischen und immunologischen Glucocorticoid-Wirkung angenommen. Es kommt zur
Hemmung der Expression einer grof3en Zahl von proinflammatorischen Zytokinen
(IL-1, -2, -3, -4, -5, -6, -11, -12, -13, TNFa, GM-CSF), Chemokinen (IL-8, Rantes,
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MCP-1, -3, -4) und Adhasionsmolekilen (ICAM-1, E-Selectin) (Barnes, 1998; Almawi
et al., 2002b). Neuere Beobachtungen zeigen auch die Bedeutung der Transrepres-
sion fur proapoptotische und antiproliferative Glucocorticoid-Wirkungen, so konnten
bisher keine proapoptotischen Gene mit GRE identifiziert werden, der Glucocorticoid-
induzierten Apoptose von T-Zellen geht allerdings eine Suppression des fir das
Uberleben und die Proliferation wichtigen Faktors c-myc voraus (Helmberg et al.,
1995; Greenstein et al., 2002).

Der von der DNA-Bindung unabhangigen Genrepression durch Glucocorticoide wird
neuerdings besondere Bedeutung zugesprochen. Versuche an Mausen mit einer
Mutation in der DBD, die die Dimerisierung und DNA-Bindung von hGRa verhindert,
zeigen, dass diese Mause trotz einiger funktioneller Stérungen Uberlebensfahig sind,
wahrend komplette GR-Knockout-Mause kurz nach der Geburt aufgrund respiratori-
scher Stérungen sterben (Heck et al., 1994; Cole et al., 1995; Reichardt et al., 1998).

1.3 Glucocorticoid-Rezeptor-Subtypen

Das Gen fur den hGR ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 5 lokalisiert und be-
steht aus 10 Exons (Abb. 6). Alternatives Spleil3en der Primar-RNA im Exon 9 fuhrt
zu 2 Subtypen des hGR, die als hGRo und hGRp bezeichnet werden (Hollenberg et
al., 1985).

Beide Rezeptor-Subtypen sind identisch bis zu Aminosaure 727, hGRa besitzt weite-
re 50 Aminosauren, die 9a-Sequenz, die die Informationen fur die bekannte Ligan-
denbindungsdomane enthalt. hGRp enthalt die 93-Sequenz, die aus nur 15 weiteren
nicht homologen Aminosauren besteht und keine intakte Ligandenbindungsstelle
aufweist (Abb. 7). hGR} ist daher nicht in der Lage Glucocorticoide zu binden.
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Abb. 6: Entstehung der 2 hGR-Spleil3varianten aus dem hGR-Gen. Beide Rezeptor-
Subtypen bestehen aus den Aminoséduren von 8 identischen Exons und dem
neunten, spezifischen Exon (nach Bamberger et al., 1996).

Die bekannten Effekte von hGRa wurden im vorangegangenen Kapitel erlautert, die
Bedeutung von hGRp dagegen ist nach wie vor unklar. Bamberger et al. (Bamberger
et al.,, 1995) entdeckten, dass hGRp als mdglicher dominant negativer Inhibitor auf
die hGRa vermittelten Effekte wirkt, die Repression der hGRa-induzierten Genakti-
vierung wurde in einigen Zellsystemen beobachtet. Weitere Untersuchungen zeigten,
dass hGRp in der Lage ist an hsp und GRE zu binden, es wurde die Bildung eines
Heterodimers aus hGRa und hGRp postuliert (Oakley et al., 1999) (Abb. 7). Andere
Arbeitsgruppen diskutieren die Ergebnisse aus Reportergenversuchen jedoch kon-
trovers (Hecht et al., 1997; Carlstedt-Duke, 1999; Vottero et al., 1999).
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Abb. 7: Postulierter Wirkmechanismus des hGRf. Die Bildung eines Heterodimers
aus hGRa und hGRp schwécht die durch hGRa vermittelte transkriptionelle
Aktivierung ab (nach Bamberger et al., 1996, Oakley et al., 1999).

Leung et al. (Leung et al., 1997) wiesen nach, dass verschiedene Zytokine die Ex-
pression von hGRp beeinflussen kdnnen, eine Inkubation mit IL-2 und IL-4 steigert
die Expression von hGRp in T-Zellen gesunder Probanden, bei Patienten mit Steroid
resistentem Asthma wurden im Bronchialsekret erhohte IL-2 und IL-4 Spiegel zu-
sammen mit einer vermehrten Bildung von hGRp gefunden. Eine weitere In-vitro-
Studie zeigte, dass Staphylokokken-Superantigene in peripheren Blutmonozyten ei-
ne Glucocorticoid-Resistenz induzieren kdnnen, indem sie zytokinabhangig die Bil-
dung von hGRp Protein steigern (Hauk et al., 2000). Auf3er in Leukozyten und Bron-
chialepithelzellen von Patienten mit Steroid-insensitivem Asthma (Korn et al., 1998;
Leung et al., 1998; Hamid et al., 1999; Sousa et al., 2000) wurden auch in Monozy-
ten von Patienten mit Colitis ulcerosa und Rheumatoider Arthritis, die nicht auf eine

Behandlung mit Glucocorticoiden anspricht, erhdhte hGRp Spiegel gefunden (Honda
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et al., 2000; Chikanza, 2002). Alle diese Hinweise sprechen flr eine Regulation der

Steroid-Sensitivitat von Geweben durch hGR}.

1.4 Glucocorticoide in der Dermatologie

Aufgrund ihrer ausgepragten antiinflammatorischen, antiprurigindsen und immun-
suppressiven Eigenschaften sind topisch applizierte Glucocorticoide seit vielen Jah-
ren Therapie der 1. Wahl in der Behandlung verschiedener entziindlicher Hauter-
krankungen, insbesondere dem atopischen Ekzem (Ring et al., 1996). Darlber
hinaus kommen Glucocorticoide bei toxischen und allergischen Kontaktdermatiden,
Lichtdermatosen und der Psoriasis vulgaris zum Einsatz (Hatz, 1998). Als wichtigste
Indikation fur eine Glucocorticoid-Therapie in der Dermatologie soll im folgenden das

atopische Ekzem und seine Behandlung genauer erlautert werden.

1.4.1 Das atopische Ekzem

Der Begriff Atopie kennzeichnet eine familidre Uberempfindlichkeit der Haut und
Schleimhaut gegenuber Umweltfaktoren, die mit erhohter Immunglobulin-E (Ig-E)
Synthese und oder veranderter unspezifischer Reaktivitat einhergeht (Kapp et al.,
1991; Czech et al., 1995). Fur die Manifestation missen zur familiaren Disposition
Triggerfaktoren wie Allergene, Infekte, klimatische oder psychisch-neurologische Zu-
stande hinzukommen, die die Krankheitsschibe auslosen (Borirakchanyavat et al.,
2000). Etwa 5-20 % aller Kinder und 1-3 % der Erwachsenen neigen zum Leiden an
einem atopischen Ekzem, das auch als atopische Dermatitis oder Neurodermitis be-
zeichnet wird, in den letzten Jahren ist eine steigende Inzidenz zu beobachten
(Schubert, 2002). Die zu den Symptomen der atopischen Dermatitis fuhrenden Sto-
rungen der Immunreaktion zeigen sich in einem relativen Ubergewicht von T-
Helferzellen (CD4+) im Verhaltnis zu T-Suppressorzellen (CD8+) (Leung et al.,
1986). Nach Antigenexposition wird bevorzugt eine Subpopulation der T-Helferzellen,

die sogenannten Th-2 zytokinproduzierenden T-Zellen, aktiviert. Diese produzieren
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vermehrt die Zytokine IL-4 und -13, die zu einer erhdhten Ig-E Bildung fihren,
auRerdem IL-5, das Reifung und Uberleben von eosinophilen Granulozyten férdert
(Abbas et al., 1996; Teraki et al., 2000). Uber eine gesteigerte IL-10-Freisetzung wird
des weiteren die Aktivierung von T-Helferzellen vom Typ Th-1 gehemmt.

Ausgeldst werden akute Schiibe der Neurodermitis durch endogen gebildete Autoal-
lergene oder exogen in die Haut gelangte Aeroallergene, die von Langerhanszellen,
den Antigen prasentierenden Zellen der Haut aufgenommen werden (Schubert,
2002). Diese fuhren zu einer allergischen Reaktion vom Spattyp und I6sen die Akti-
vierung der T-Zellen vom Th-2 Typ aus. Als Folge der daraufhin induzierten Interleu-
kinfreisetzung wandern vermehrt eosinophile und neutrophile Granulozyten und
Makrophagen in die Haut (Kapp, 1993; Borirakchanyavat et al., 2000), darUber
hinaus steigt die Ausschuttung von Histamin und weiteren Zytokinen aus Mastzellen.
Es entwickelt sich ein Kreislauf, der zu einer immer starkeren Entzindungsreaktion
fuhrt. Als klinisches Bild kommt es als Folge einer erhdhten GefalRpermeabilitat zu
Ulzera, Nassen, Blaschen, Rétung und Odembildung, auBerdem zu starkem Juck-
reiz. Die hohen Zytokinkonzentrationen und eine zusatzliche Belastung der Haut
durch Kratzen flihren zu einer vermehrten Freisetzung von IL-1 und -3 aus Keratino-
zyten (Kupper et al., 1995; Groves et al., 1996; Murphy et al., 2000). Daraufhin
kommt es zu einer weiteren Aktivierung von Langerhanszellen mit anschlieRender
Sekretion von IL-1, TNFa, Plattchen-aktivierendem-Faktor (PAF) und Histamin-
Releasing-Factor, wodurch die T-Zellen noch starker aktiviert werden. Gleichzeitig ist
die Keratinisierung und Ausdifferenzierung von Keratinozyten gestort, was sich im
klinischen Bild der Schuppen- und Flechtenbildung auflert (Hanifin, 1982). Eine
durch die Differenzierungsstorung ausgeloste zu geringe Ceramid-Synthese in der
Epidermis vermindert dartiber hinaus deren Barrierefunktion, die Haut wird trockener
und Krankheitserreger konnen leichter eindringen (Imokawa et al., 1989; Melnik et
al., 1990).

1.4.2 Glucocorticoid-Therapie des atopischen Ekzems

Glucocorticoide zeichnen sich bei der Therapie der atopischen Dermatitis durch ihre

starke antientzindliche und immunsuppressive Wirkung aus. Sie verringern effektiv
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die Bildung proinflammatorischer Zytokine, insbesondere des IL-1a durch Keratino-
zyten der Epidermis (Lange et al., 1997). Dies ist von groRer Bedeutung, da Kera-
tinozyten die wichtigste Quelle fir Entzindungsmediatoren innerhalb der Haut sind
(Groves et al., 1995; Kupper et al., 1995; Murphy et al., 2000). Des weiteren redu-
zieren Glucocorticoide die Zahl der T-Lymphozyten im Gewebe durch antiprolife-
rative und proapoptotische Effekte, die wiederum auf die Hemmung der Interleukin-
synthese durch die Steroide zurlickgefuihrt werden kénnen (Almawi et al., 2002b;
Amsterdam et al., 2002). Auch die verlangerte Uberlebenszeit der eosinophilen
Granulozyten beim Atopiker wird durch die Apoptose induzierende Wirkung der Glu-
cocorticoide reguliert (Barnes, 1998). Zusatzlich unterstitzen die vasokontra-
hierenden und gefalRabdichtenden Effekte der Glucocorticoide den schnellen Ruck-
gang der Rotung, Blaschen- und Odembildung, die UberschieRende Verhornung,
Schuppen- und Krustenbildung der Epidermis nimmt ab. So kdnnen verschiedene
Symptome der atopischen Dermatitis schnell und effektiv durch eine lokale Gluco-
corticoid-Anwendung gebessert werden (Niedner, 1991; Niedner, 1996). Einge-
schrankt wird die topische Therapie mit Glucocorticoiden jedoch durch die von den
Steroiden ausgeldste Verdlinnung der Haut (Atrophie). Die unerwinschten Effekte
entstehen durch eine Inhibierung der Proliferation und der Kollagensynthese von
Fibroblasten (Lehmann et al., 1983; Oikarinen et al., 1991; Koivukangas et al., 1995;
Russell et al., 1995), wodurch es zu einer Abnahme an elastischen Fasern und Kolla-
genfasern kommt (Oikarinen et al., 1992; Siddiqui et al., 1992). Die initial reversible
Hautverdinnung des perivaskularen Bindegewebes geht bei einer Fortsetzung der
Steroidapplikation in eine irreversible Degeneration elastischer Fasern mit der Bil-
dung von Striae (Hautdehnungsstreifen) und ebenfalls irreversiblen Teleangiektasien
(Erweiterungen oberflachlicher Hautgefale) tber (Heng et al., 1990). Daruber hinaus
hemmen Glucocorticoide die Chemotaxis von Fibroblasten (Hein et al., 1994; Hatz,
1998), so dass Wundheilungsstorungen ausgeldst werden (Cutroneo, 2002).

Als weitere lokale unerwinschte Wirkung muss eine maogliche Allergisierung durch
die Glucocorticoide selbst beachtet werden, daruber hinaus kann es bei plotzlichem
Absetzen der Glucocorticoide zu Tachyphylaxie kommen. Glucocorticoide sollen da-
her intermittierend angewendet und ausschleichend abgesetzt werden, womit sich
Rebound-Phanomene weitgehend vermeiden lassen (Niedner, 1991). Systemische
Nebenwirkungen treten vor allem bei langerer Anwendung von hochpotenten fluorier-

ten Glucocorticoiden unter Okklusion oder auf Hautarealen mit diinnerer Hornschicht,
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wie zum Beispiel im Gesicht, auf. Zu beachten ist insbesondere die Gefahr einer Ne-
bennierenrindenatrophie und von Wachstumsstérungen bei Kindern (Hatz, 1998).
Die systemischen Nebenwirkungen kénnen jedoch durch Einsatz eines Glucocorti-
coids von adaquater Wirkstarke vermieden werden und sind in der Regel reversibel
(Niedner, 1991).

Neue Trends zeigen Mdoglichkeiten auf, Glucocorticoide beim schweren atopischen
Ekzem auch zur Rezidivprophylaxe einzusetzen (Van Der Meer et al., 1999; Veien et
al., 1999). Eine langerfristige Behandlung mit Glucocorticoiden wird jedoch durch die
atrophogenen Nebenwirkungen limitiert. Der Suche nach Glucocorticoiden mit mog-
lichst starker antiinflammatorischer Wirksamkeit aber geringen antiproliferativen Ne-

benwirkungen kommt daher besondere Bedeutung zu.

1.4.3 Nutzen/Risiko-Bewertung

Die Entwicklung von halogenierten Glucocorticoid-Derivaten (s. Kap. 1.1.4) flhrte
zwar zu hochpotenten Wirkstoffen mit stark gesteigerter Rezeptoraffinitat, allerdings
stieg in gleichem MalRe wie die Wirkstarke auch das Nebenwirkungspotential
(Brazzini et al., 2002).

Ein Vorteil bei der Entwicklung von Glucocorticoid-Derivaten konnte durch den Ein-
satz der nichthalogenierten Glucocorticoid-17, 21-Doppelester erzielt werden, die
aufgrund ihrer Lipophilie das Stratum corneum gut durchdringen kénnen. Durch Me-
tabolisierung des Esters in Position 21 wird die Substanz zunachst in der Haut zu-
satzlich aktiviert, dann allerdings entstehen durch Umlagerung des 17-Esters zur Po-
sition 21 und darauf folgender Spaltung des 21-Esters weniger stark wirksame
Glucocorticoide. Dabei wurden Unterschiede in der Hydrolyserate von Keratinozyten
und Fibroblasten gefunden (Gysler et al., 1997; Gysler et al., 1999). Zu diesen auch
als ,soft steroids” bezeichneten Arzneistoffen gehdren Methylprednisolonaceponat
(Methylprednisolon-17-propionat, 21-acetat; MPDA), Prednicarbat (Prednisolon-17-
ethylcarbonat, 21-propionat; PC), Hydrocortisonbuteprat (Hydrocortison-17-buty-
rat, 21-propionat) und Hydrocortisonaceponat. All diese Substanzen zeigen in klini-
schen Studien keine systemischen Nebenwirkungen, wie dies bei Applikation fluorier-

ter Derivate der Fall war. Dartiber hinaus wurde u. a. fur PC aber auch das halo-



1 EINLEITUNG 21

genierte Mometasonfuroat (MF) bei guter antiinflammatorischer Wirksamkeit ein sig-
nifikant niedrigeres Atrophierisiko festgestellt (Hanifin et al., 1994; Schafer-Korting et
al., 1996 Brazzini B 2002, Prakash A 1998; Korting et al., 2002). In-vitro-Versuche an
Keratinozyten und Fibroblastenkulturen zeigen aul’erdem eine starke antientzindli-
che Wirkung von nativem PC bezuglich der Interleukinfreisetzung in Keratinozyten,
wahrend die Interleukinsynthese und die Proliferation von Fibroblasten deutlich we-
niger beeintrachtigt wird (Lange et al., 1997; Lange et al., 2000). Durch die Anwen-
dung von PC wurde also eine bessere Vertraglichkeit erreicht. Die Ursachen fur die
pharmakodynamischen Unterschiede und die Keratinozyten-Selektivitat sind jedoch

noch nicht aufgeklart.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Aufgrund ihrer antiinflammatorischen und immunsuppressiven Eigenschaften werden
Glucocorticoide zur Behandlung vieler Erkrankungen eingesetzt, wobei jedoch die
mit dem Wirkspektrum der Glucocorticoide verknlpften Nebenwirkungen in Kauf ge-
nommen werden mussen (Hatz, 1998). In der Therapie entzundlicher Hauterkran-
kungen schrankt das Risiko einer Hautatrophie den Einsatz ein. Ziele bei der Ent-
wicklung von Glucocorticoiden fir die Dermatologie sind also Substanzen mit einer
starken antiinflammatorischen Wirksamkeit auf Keratinozyten und geringeren antipro-
liferativen Effekten auf Fibroblasten. Ein gunstigeres Nutzen/Risiko-Verhaltnis konnte
fur den nichthalogenierten Prednisolon-Doppelester Prednicarbat nachgewiesen
werden, die Grinde fur diese Verbesserung sind jedoch unklar. Zur Entwicklung se-
lektiverer Substanzen muissen die spezifischen Strukturanforderungen an die Gluco-
corticoide durch Analyse der Glucocorticoid-hGRa Wechselwirkungen genauer auf-
geklart werden, des weiteren ist die Kenntnis der nachfolgenden Signaltransduktions-
mechanismen unter Berucksichtigung des Einflusses von Rezeptor-Subtypen von
Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher folgende Aspekte betrachtet:
» Die Rezeptorbindung einer Reihe von in der Dermatologie eingesetzten Glucocor-

ticoiden, darunter PC und Standard-Glucocorticoide wie Dexamethason (DEX)
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und Betamethason-17-valerat (BMV) und deren Metabolite, sollte fiir Fibroblasten
und transfizierte COS-7-Zellen charakterisiert werden. Die Aufmerksamkeit galt
dabei strukturellen Anforderungen an die Liganden, insbesondere aber auch
mdglichen zelltypspezifischen Unterschieden in der Rezeptorbindung. Dies war
von Interesse, da die Rezeptorverteilung, Bindungsaffinitat und intrinsische Aktivi-
tat gewebsabhangig sein konnen (Ponec et al., 1980; Serres et al., 1996), die
Rezeptorbindungsaffinitat von PC und seinen Metaboliten bisher jedoch nur in
Synovialgewebe bestimmt wurde (Portner et al., 1988). Selbst fur die Standard-
Glucocorticoide standen nur Daten aus sehr heterogenen Versuchssystemen zur
Verfligung (Ponec et al., 1986; Esmailpour et al., 2000).

Die Rezeptorbindungsdaten sollten mit Untersuchungen an einem hGRa-Modell
verglichen werden. Da die Koordinaten der erst karzlich veroffentlichten Kristall-
struktur der hGRa-LBD fur die Simulationen noch nicht zur Verfligung standen
(Bledsoe et al., 2002), sollte ein von Holtie und Jessen (Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf) aus den PR-Kristallstrukturdaten erstelltes Homologiemo-
dell fur die Untersuchungen verwendet werden (Williams et al., 1998). Dieses
hGRa-Homologiemodell diente zur Analyse der Eigenschaften der Liganden, als
auch der durch die Glucocorticoide verursachten Konformationsanderungen des
Rezeptorproteins. So sollten wichtige Aminosauren fur die Glucocorticoid-hGRa.
Wechselwirkungen identifiziert und deren Bedeutung dann in Bindungs- und
Transaktivierungs-Experimenten mit den entsprechenden hGRa-Mutanten cha-
rakterisiert werden (Lind et al., 2000). Daruber hinaus war die Entwicklung eines
quantitativen Modells der Struktur/Wirkungs-Beziehungen zur Vorhersage der
Bindungsaffinitaten neuer Steroide von Interesse.

Wie unter 1.4 beschrieben konnten unterschiedliche Einflisse der Glucocorticoide
auf die Entzundungsreaktion von Keratinozyten und die Fibroblasten-Proliferation
auf eine differenzierte Beeinflussung der Interleukinsynthese in Keratinozyten und
Fibroblasten zurtickgefuhrt werden (Lange et al., 1997; Lange et al., 2000). Eine
interessante Erklarungsmaoglichkeit fur die zellspezifischen Unterschiede in der
Sensitivitat von Keratinozyten und Fibroblasten gegenuber Glucocorticoiden stel-
len Rezeptor-Subtypen dar. Fir den ER wurden Liganden gefunden, die aufgrund
unterschiedlicher Affinitat zu hERo und hERpB gewebsspezifisch verschiedene Ef-

fekte auslosen (Katzenellenbogen et al., 2000a; Katzenellenbogen et al., 2000b).
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In der vorliegenden Arbeit sollte daher die Expression von hGRa und hGRp in
Hautzellen untersucht werden. Eine selektive Beeinflussung der hGR-Subtypen
konnte zu spezifisch wirksamen Glucocorticoiden fihren, weshalb der Einfluss
von hGRp auf die durch hGRa vermittelte Signaltransduktion von Interesse war.
Es sollte die Beeinflussung der hGRa Ligandenbindungsaffinitat, -selektivitat und
Transaktivierung durch hGRp untersucht werden.

» Zur genaueren Kenntnis der bei der Therapie von Hauterkrankungen relevanten
Effekte galt die Aufmerksamkeit ferner der Beeinflussung apoptotischer Prozesse
von Hautzellen durch Glucocorticoide. Erwlnschte antientzindliche und immun-
suppressive Wirkungen der Glucocorticoide sind auf eine Hemmung der Prolifera-
tion und gleichzeitige Forderung der Apoptose von T-Lymphozyten zurlickzuflih-
ren, neuerdings wurden allerdings auch zytoprotektive Wirkungen von
Glucocorticoiden auf residente Zellen beobachtet (Amsterdam et al., 2002). Es
sollte daher untersucht werden, ob der antiproliferative Effekt von Glucocorticoi-
den auf Fibroblasten mit einer Beeinflussung der Apoptoserate in Zusammen-
hang steht. Dabei war die Analyse zelltypspezifischer Wirkungen und
Signaltransduktionswege, die zu einer Beeinflussung des programmierten Zell-

tods fuhren, von Interesse.



