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Regulering af cytokindannelse
ved inflammatoriske tarmsygdomme

Stud.hum.biol. Laura Ferrero-Miliani,
1. reserveleege Jakob Benedict Seidelin &
overleege Ole Haagen Nielsen

Amtssygehuset i Herlev, Medicinsk Gastroenterologisk Afdeling C

Det inflammatoriske respons ved forskellige immunsyg-
domme er et komplekst sammenspil mellem celler, media-
torer (inkl. cytokiner) og effektormolekyler. Belysning af de
trin, der har overordnet betydning for dannelse og sekretion
af inflammatoriske cytokiner, og som spiller en central rolle i
forlobet af det immunologiske respons, muligger identifice-
ring af nye angrebspunkter i den fremtidige behandling af
forskellige kronisk inflammatoriske tilstande og autoimmune
sygdomme. I denne oversigt beskrives, hvordan cytokinpro-
duktionen reguleres generelt, med specielt fokus pa en kro-
nisk inflammatorisk tarmsygdom: colitis ulcerosa (UC).

Colitis ulcerosa
UC tilhorer sammen med Crohns sygdom (CD) sygdomsen-
heden kronisk inflammatorisk tarmsygdom (IBD). De to syg-
domme har en ukendt 2tiologi, men der er enighed om, at
det patologiske inflammatoriske respons initieres af tarmens
luminale indhold hos genetisk disponerede personer. UC in-
volverer colon, og inflammationen omfatter mucosa og i
mindre grad submucosa. I svere tilfzelde kan det dybere mu-
skellag i colonvaeggen imidlertid ogsa blive medinddraget [1].
UC er karakteriseret ved komplekse immunologiske reak-

tioner (artritis, episkleritis, nodes erytem/gangranes pyo-
derma og primer skleroserende kolangitis), hvis arsager
endnu er uafklarede. Det endelige immunrespons er et sam-
menspil imellem alle nzvnte faktorer og dirigeres i UC via
specifikke cytokiner i en Th2- cytokin-profil [2]. En reekke
cytokiner har vist sig at spille en central rolle i initieringen og
vedligeholdelsen af den kroniske inflammatoriske tilstand ved
UG, herunder interleukin- 13 (IL-1 ), der produceres af bl.a.
makrofager og colonepitelceller. Frigorelsen af dette cytokin
danner endvidere model for, hvordan cytokinproduktion
foregar pa et molekylart niveau, sdledes som det er beskrevet
i det efterfolgende.

Caspaseaktivering af interleukin-13
IL- 1P produceres primert af aktiverede makrofager og mo-
nocytter, men ogsd af endotel- og epitelceller efter stimule-
ring af mikrobielle antigener og forskellige inflammatoriske
cytokiner, herunder interferon-y (IFN-y) og tumornekrose-
faktor o (TNF-a1). IL1- B indgar i sdvel det systemiske som det
lokale respons pa immunologiske stimuli og er en vasentlig
faktor ved udviklingen af akut og kronisk inflammation [3].
Cytokinet bliver primert syntetiseret som et 33 kDa inaktivt
forstadium (precursor), der ved hjalp af IL-1[3 konverterende
enzym(ICE, ogsi kendt som caspase-1) omdannes til en
17 kDa aktiv form. Denne proces er nedvendig for IL- 13-
transporten over cellemembranen og dermed for secernerin-
gen af IL-1[3.

Det har vist sig, at pro-1L-1B-omdannelsen er optimal, nar
caspase-1 og et andet af de inflammatoriske caspaser, caspase-
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5, aktiveres samtidigt. Nyere forskning har givet indsigt i,
hvordan aktiveringen af caspase-1 og -5 foregar, nemlig via
det centrale molekyle: inflammasomet [3].

Inflammasomet

Dette nyligt beskrevne molekylere multiproteinkompleks
bestdr af caspase- 1, caspase-5 og to elementer i nukleotidbin-
dingsfamilien: NALP1 (NACHT, LRR and pyrin domain contain-
ing protein 1) og ASC (ogsi kendt som PYCARD, PYD og ter-
minalt CARD-domane) (Figur 1). Andre medlemmer af
NALP-familien kan ogsd binde til ASC og aktivere caspase-1,
specielt NALP-3, som kun er opreguleret i inflammatoriske
celler [4].

Caspaserne udger en familie af cystein-aspartidyl-speci-
fikke proteaser, der i de senere ar primert er blevet undersogt
for deres fremtraedende rolle i cellernes apoptosesignalveje.
Imidlertid indgér nogle caspaser, de sakaldte inflammatoriske
caspaser, tilsyneladende kun i cytokinaktivering. Caspaserne
skal klaves af en protease for at blive aktiveret. De er specielle
derved, at de kan auto- og krydsaktivere med sig selv og hin-
anden, idet den klovning, som skal til for at caspasen er aktiv,
netop svarer til caspasernes enzymatiske specificitet [3, 4].

Caspaser bestdr af tre distinkte regioner: et N-terminalt
proformdomzne (som ikke er en del af det aktive enzym)
samt en stor og en lille underenhed. Linker-regioner keeder
disse regioner sammen. Den store og lille underenhed udger
tilsammen den aktive form af proteaserne.

Caspase-1 er prototypen pa familien af inflammatoriske
caspaser og er et 45 kDa-protein (p45). Efter den forste om-
dannelse af caspase-1 i aktiveringsprocessen, som indbefatter
klovning af Asp-297-Ser-298 (mellem den store og lille un-
derenhed), vil autoproteolyse ske i en serie af trin ved klov-
ningsstederne Asp-103, Asp-119 og Asp-316, og den aktive
form vil sluttelig blive dannet. De fremkomne proteinfrag-
menter er et N-terminalt proform-domene af 11,5 kDa

NALP-1

S
ASC/PYCARD

<>
SCARO

CASP-5

CASP-1

PYD = pyrindomaene; NALP1 = NACHT, lots of leucine rich repeats and pyrin
domain (NACHT = domain present in neuronal apoptosis inhibitory protein (NAIP),
CIITA, HET-E and TP1); LLR's = leucine rich repeats; CARD = caspase recruit-
ment domain; ASC = apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD;
PYCARD = PYD and CARD containing protein; CASP-1 = caspase-1; CASP-5 =
caspase-5.

Figur 1. Inflammasomets struktur. PYD-domaener i NALP-1 og ASC pavirker hin-
anden, mens CARD-domaenerne hver binder caspase-1 og caspase-5. Dette med-
forer, at caspase-1 og caspase-5 bringes »i naerheden« af hinanden og derved kan
krydsaktivere hinanden.
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(N-ter), en stor underenhed af 20 kDa (p20), en lille under-
enhed af 10 kDa (p10) og to mindre /nker-fragmenter. Den
aktive form af caspase-1 bliver dannet af to p20- og to p10-
enheder. Caspase-1 har et N-terminalt CARD, som bevirker,
at molekylet kan binde sig til andre molekyler med den
samme region, og som derfor er af stor betydning for ak-
tiveringen af caspasen.

Caspase-5 er et 47 kDa- protein og har en tilsvarende
aktiveringsmekanisme som caspase- 1. Den aktive form af
caspase-5 er ligeledes en tetramer bestdende af to 20 kDa-
underenheder og to 10 kDa-underenheder; og pa samme
méde har det et N-terminalt CARD-domzne [5].

NALP-1 er et medlem af den sikaldte CATERPILLER
(CARD, transcription enhancer, R(purine)-binding, pyrin, lots of
leucine rich repeats (LRRs))- proteinfamilie, som er vidt udbredt
navnlig i lymfoidt veev, hvilket indikerer en immunologisk
betydning af molekylet. Den N-terminale del er et CARD-
lignende pyrindomzne (PYD), og den C-terminale del er et
klassisk CARD-domzne [3]. En vigtig karakteristik af dette
protein er LRRs, hvilket forventes at virke som en cytoplas-
matisk version af LRRs i zo//-/ike receptors (TLRs), hvor de fun-
gerer som ligandsensitive domaner, der kan detektere pato-
gent afledte substanser, f.eks. bakterielt DNA eller bakterielle
cellevaegskomponenter, og dermed far betydning for det in-
nate immunsystem. Imidlertid er specifikke ligander til
NALP1 endnu ikke blevet fundet [4].

Der findes flere forskellige splice-varianter af NALP3, og de
deler grundstrukturen for NALPs, men alle mangler det klas-
siske C-terminale CARD-domzne. Disse varianter reagerer
med cardinal, et protein, som ligner den manglende C-termi-
nale del og ASC, og som kan danne en alternativ variant af in-
flammasomet. NALP3-inflammasomet kan binde to caspase-
11 stedet for caspase-1 og caspase-5. Mutationer i NALP3 er
associeret med flere autoinflammatoriske sygdomme [6].

ASC (PYCARD) er et adaptorprotein bestiende af to dele,
dels et N-terminalt PYD-domzne og dels et C-terminalt
CARD-domane. ASC spiller en kritisk rolle i inflammaso-
met. Uden ASC finder caspase-1- og caspase 5-aktivering
ikke sted. Det er i denne forbindelse interessant, at en version
af ASC, som ikke har CARD-domene, forhindrer modning
af monocytter, som udszttes for bakterielle lipopolysak-
karider [7].

Det N-terminale PYD-domzne i NALP-1 reagerer med
det N-terminale PYD-domzne i ASC og danner et protein-
kompleks med to distinkte CARD-domener, der kan rea-
gere med CARD-domzner i caspase-1 (ASC) og caspase-5
(NALP-1) (Figur 2). Inflammasomet kommer dermed til at
fungere som en slags enzymfabrik, som effektivt aktiverer
inflammatoriske caspaser og dermed cytokiner. Hvor caspa-
serne er de aktive dele af enzymfabrikken og forer til cyto-
kinaktivering, er ASC og NALP-1 de dele af fabrikken, som
holder sammen pa det hele og medvirker til reguleringen af
aktiviteten.
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Figur 2. Inflammasomets virkningsmekanisme ved colitis ulcerosa.

Medlemmer af inflammasomet er opreguleret og aktiveret
ved aktiv UC1i colonepitelceller og immunkompetente celler i
lamina propria og ma formodes at spille en vasentlig rolle for
produktion af IL-1(3 ved denne sygdom [8].

Fremtidige perspektiver
Efter at TNF-a-antistoffer har vist deres store behandlings-
massige betydning ved aktiv IBD og reumatoid artrit, har det
stdet klart, at en specifik modulering af immunreaktionen ved
forskellige inflammatoriske sygdomme kan have klinisk be-
handlingseffekt. Ved UC er caspase-1 og -5 opregulerede og
aktiverede i colonocytter og i immunkompetente celler i
tarmvaggens lamina propia - i kontrast til, hvad der ses hos
raske individer. IL- 1B spiller en central rolle i cytokinaktive-
ringen: Det stimulerer makrofagproduktionen af IL-6, TNF-a
og IL-8, hvilket forsteerker en ond cirkel af IL- 13- produktion,
og ydermere inducerer det proliferation og uddifferentiering
af antigenspecifikke T- og B-celler. Regulering af IL-1[3- pro-
duktionen kan ogsa vere en fremtidig made at kontrollere
inflammation ved UC p3, blandt andet ved tilforsel af IL-1-
receptorantagonist (ra), der har vist sig at vaere effektivt ved
behandling af eksperimentel kolitis, og for tiden finder der
kliniske fase-II/III afprevninger med anankira (en IL-1ra) til
behandling af IBD sted (Amgen, Thousand Oaks, CA, USA).
Inspiration til udvikling af nye modeller, der regulerer

caspase- 1-aktivering, kan hentes fra fysiologiske molekyler
med pavirkning af denne proces. Der findes forskellige ne-
gative feedback loop (f.eks. caspase-1- og caspase-5-secerne-
ring), og flere proteiner kan pavirke aktiviteten. Felles for
disse er, at de pa den ene eller anden made heemmer dannel-
sen af inflammasomet ved at have bindingsregioner, som er
lig dem, der findes pa »samlermolekylerne« ASC og NALP-1.
COP (pseudo-ICE) og ICEBERG (caspase- 1-haemmer) har
CARD-domener, som ligner dem, caspaser har. Dette do-
mene kan reagere med inflammasomet og blokkere caspase-
1- og caspase-5-bindingssteder i dette molekyle. DASC
(POP1, processing of precursor RNAs) har et PYD-domene, der
ligner ASC’s og kan binde NALP1 og forhindre caspase-1-re-
kruttering. Andre negative regulatorer virker ved at binde sig
til det aktive site i caspaserne; denne mekanisme benytter
proteinaseheemmer-9 (PI-9) sig eksempelvis af [4]. Der er for
nylig identificeret en endogen heemmer af de inflammatoriske
caspaser: inhibitory CARD (INCA), som formentlig via bin-
ding til CARD-domznerne i caspaserne heemmer deres sam-
ling i inflammasomet. INCA hammer IL- 13- sekretion fra ak-
tiverede makrofager [9].

Med den nye detaljerede viden om, hvordan IL- 13 aktive-
res, abnes der muligheder for farmakologisk at hzemme cyto-
kindannelsen. Farmakologiske haemmere af caspaseaktivering
har i visse systemer vist sig at hemme IL- 13- sekretion [10].
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Felles for disse hemmere er, at der er tale om sma molekyler,
som hammer caspaser selektivt ved at binde sig til deres pro-
teolytiske domaner. Molekylerne passerer let cellemem-
braner og kan siledes danne baggrund for nye selektive anti-
inflammatoriske stoffer. Dette abner mulighed for, at cytokin-
dannelsen kan blive heemmet af specifikke farmaka. Kan
inflammasomet hzemmes, kan det formentlig heemme cyto-
kinfrigerelse og derved med stor praecision manipulere det
inflammatoriske respons hos patienter med inflammatoriske
sygdomme.
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Triptaner i migreenebehandlingen

En oversigt baseret pa tre Cochrane-reviews

Overlaege Peer Tfelt-Hansen & overleege Helle K. Iversen

Amtssygehuset i Glostrup, Dansk Hovedpinecenter,
Neurologisk Afdeling

Livtidspreevalensen for migraene er 25% for kvinder og 8% for
mend; heraf har 16% haft et migreeneanfald inden for det se-
neste ar. 5,3% af danske migreenepatienter med aura og 8,6%
af danske migreenepatienter uden aura havde migrene i mere
end en dag pr. maned [1]. Migrene er i Danmark arsag til et
tab af ca. 729.000 arbejdsdage pr. ar [2].

Triptanerne, serotonin SHT1B/1D-agonister, har revolu-
tioneret migreenebehandlingen. Sumatriptan, den forste trip-
tan, blev introduceret i 1991. Siden er fem andre triptaner,
zolmitriptan, naratriptan, rizatriptan, almotriptan og eletrip-
tan blevet udviklet og markedsfert. Der foreligger nu tre Co-
chrane-reviews af hhv. rizatriptan [3], eletriptan [4] og suma-
triptan [5], og disse tre 7eviews danner baggrunden for denne
statusartikel.

1 review’ene blev der inkluderet randomiserede, dobbelt-
blindede undersogelser; i de fleste tilfzelde var de placebokon-
trollerede. Kvaliteten af undersogelserne blev scoret pa en
kvalitetsskala. I to 7eviews [3, 4] blev hovedpinerespons

(et fald i hovedpineintensiteten fra moderat eller sver til
mild eller ingen hovedpine inden for to timer) vurderet,
mens man i det tredje review [5] primaert vurderede total
hovedpinefrihed inden for to timer. For disse parametre blev
number needed to treat (NNT), med 95% konfidensintervaller
(KI) beregnet. NNT er det antal patienter, der skal behandles
for at f3 en effekt bedre end placebo. I migreenebehandling
vil et NNT pa ca. tre eller derunder blive vurderet som en
effektiv behandling. Sekundzrt behandlingssvigt (det forhold
at medicinen primeert virker, men migrenen kommer tilbage
inden for 24 timer) og bivirkningshyppighed blev ogsa vur-
deret. For bivirkninger blev number needed to harm (NNH,
dvs.det antal patienter, der skal behandles, for der er flere
bivirkninger end efter placebo), beregnet.

Der blev inkluderet syv undersogelser (n=2.626) med riza-
triptan (5 mg og 10 mg), seks undersogelser (n=2.003) med
eletriptan (20 mg, 40 mg og 80 mg) og 25 undersogelser
(n=16.200) med sumatriptan (25 mg, 50 mg og 100 mg) i de tre
reviews. Undersegelsernes kvalitet blev generelt bedemt som
hoj. Séledes blev seks undersagelser med sumatriptan scoret
til 6 (maksimum), 11 til 5 og otte til 3 pa en kvalitetsskala fra
0l 6 [5].

De tre reviews ma bedemmes som veerende af hej kvalitet.
Der er dog problemer med bedemmelse af bivirkninger, og i



