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Resumé

Mange stoffer har gstrogenlignende effekter, men bade styrken og
arten af det respons, en given ligand fremkalder, afhanger af en
reekke modificerende faktorer. Der er to varianter af gstrogenre-
ceptoren, som binder ligander med forskellig affinitet, og som ad-
skiller sig med hensyn til deres evne til at initiere ekspression fra
forskellige gener. Desuden udtrykkes de to receptorsubtyper i for-
skellig grad i forskellige veevs- og celletyper. Samtidig inducerer
hver ligand ved binding til receptorerne unikke konformationseen-
dringer. Den antagne konformation er afggrende for efterfglgende
interaktion med kofaktorer, andre transkriptionsfaktorer og DNA
og dermed ogsa for transkriptionsinitieringen og det efterfalgende
celluleere respons. Derudover spiller ogséa forekomsten af hen-
holdsvis koaktivatorer og korepressorer samt eventuelle membran-
bundne receptorer en rolle i gstrogenrensponset, ligesom fosfor-
ylering og den lokale kromatinstruktur kan have betydning.

@strogener har betydning for udviklingen af nogle af de mest ud-
bredte maligne sygdomme i den vestlige verden, blandt andet
mamma- og endometriecancer. @strogenmangel spiller en vaesent-
lig rolle i udviklingen af osteoporose, mens dens betydning for de-
mens og ikke mindst iskeemisk hjertesygdom fortsat er kontrover-
siel. Langtidsbehandling med ekvine gstrogener og medroxypro-
gesteronacetat blev séledes i Women’s Health Initiative [1] vist

at fare til en knap 30% gget forekomst af akut myokardieinfarkt.
Ugnskede gstrogenlignende stoffer i omgivelserne er samtidig en
kilde til vedvarende bekymring og diskussion i offentligheden.

I denne artikel fokuseres der pa de molekylaere mekanismer
bag specielt de eksogene ostrogeners virkning. En forstaelse
heraf er en forudsztning for udviklingen af specifikt virkende
medikamenter og for vurdering af risikoen ved industrielle
ostrogener og fytoastrogener (planteastrogener). Det gelder
generelt, at observationerne er stzerkt athaengige af den valgte
cellulzere model og dermed ogsa genstand for betydelig kon-
trovers.
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To gstrogenreceptorer a og B:

— udtrykkes i forskellig grad i forskellige veev
— binder ligander med forskellig affinitet

— pévirker transkription forskelligt

Forskellige ligander inducerer forskellige konformationsaendringer
— specielt positionen af helix 12 i AF-2

— betydning for rekruttering af kofaktorer

— interaktion med andre transkriptionsfaktorer

— interaktion med DNA

Kofaktorer udtrykkes i forskellig grad i forskellige vaevs-

og celletyper

— Forholdet mellem koaktivatorer og korepressorer har betydning for
endeligt respons

Figur 1. Endo- og eksogene gstrogener fremkalder varierende effekter i forskellige
veev. Kompleksiteten skyldes blandt andet, at der findes to subtyper af gstrogen-
receptorer, at forskellige ligander inducerer forskellige konformationseendringer,
og at kofaktorer udtrykkes i forskellig grad i forskellige veevs- og celletyper.

Endogene gstrogener

De vigtigste endogene ostrogener og deres samspil med ostro-
genreceptorerne (ER) er omtalt i dette nummer af Ugeskrift
for Leger [1]. De dele af kompleksiteten, der er vigtigst for for-
stielsen af de varierende effekter, forskellige ligander kan
fremkalde, er samlet i Figur 1.

Farmakologisk pavirkning af gstrogenreceptoren

Fzlles for de eksogene agonister og antagonister gzlder na-
turligvis, at de kan binde til estrogenreceptorerne og derigen-
nem udlwse eller blokere biologiske virkninger. Effekten va-
rierer imidlertid i natur atheengig af, hvilken ligand der er tale
om. Ligander med varierende struktur inducerer saledes for-
skellige konformationszndringer i receptoren [2], og de re-
spektive konformationer har betydning for receptorens in-
teraktion med kofaktorproteiner og DNA og dermed det
cellulere respons.

Positionen af receptorens helix 12 er central for kofaktor-
rekruttering [3]. Helix 12 er placeret henover den ligandbin-
dende lomme (LBD), nir det endogene ostrogen E; er bundet
til receptoren. Her danner den en overflade, hvortil koakti-
vatorer kan binde [3].

Nar antagonister binder til ER-0, flyttes helix 12 séledes,
at den interagerer med den hydrofobe koaktivatorbindende
lomme, hvorved koaktivatorer forhindres i at binde [3]. Posi-
tionen af helix 12 kan muligvis forudsige, om en ligand er
agonist eller antagonist [4].

Der er dog undtagelser, idet konformationen efter binding
af fytoestrogenet genistein til ER-[3 ikke befinder sig i den
kendte agonistformation, pa trods af at genistein virker delvist
agonistisk [4]. Helix 12 indtager her en mellemposition. At po-
sitionen af helix 12 ikke kun er forskellig, nar antagonister og
agonister er bundet til receptoren, men ogsd nar forskellige
agonister er bundet, understreger blot, at hver ligand har en

unik biologisk profil [3].
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Nogle ligander udviser endvidere forskellig bindingsaffini-
tet for de to receptorsubtyper [5]. E; binder siledes lige godt
til ER-a og ER-[3, mens raloxifen binder fem gange bedre til
ER-a end til ER-3 og genistein omvendt binder 50 gange
bedre til ER-B end til ER-a [5].

Leegemidler

Den biologiske effekt af selective estrogen receptor modulators
(SERM) varierer, som betegnelsen antyder, mellem forskellige
vav. En rekke stoffer med ostrogenvirkning har klare recep-
tor- og postreceptorselektive karakteristika, men i det fol-
gende vil vi reservere betegnelsen SERM til leegemidler, hvis
dominerende virkning i nogle vav er estrogenantagonistisk
og i andre pstrogenagonistisk (Tabel 1).

Tamoxifen har varet brugt til behandling af brystcancer i
mere end 30 ar [3]. I behandlingen udnyttes tamoxifens an-
tagonistiske effekt i receptorpositivt brystvav [6]. Derimod
virker stoffet estrogenagonistisk pa knoglevzav. Over for
endometriet er virkningen proliferativ. Sidstnavnte kan med-
fore uonskede virkninger og risici, og blandt andet derfor har
der veeret behov for udvikling af SERM med en anden virk-
ningsprofil [6].

Raloxifen er et nyere SERM, som anvendes i forbindelse
med behandling og forebyggelse af osteoporose, hvor stoffets
ostrogenagonistvirkning pa knoglevaev udnyttes. Raloxifen
har frakturforebyggende effekt hos kvinder med lavt knogle-
mineralindhold [7]. Det virker E;-antagonistisk i mammae,
men er modsat tamoxifen ikke en agonist over for endome-
triet [8]. Til gengaeld har raloxifen ikke de samme positive
ostrogenagonistiske effekter i hjernen som tamoxifen [2].
Béde raloxifen og tamoxifen oger forekomsten af hedeture [8].

Fulvestrant, ogsa kaldet ICI 182.780 (se nedenfor) er en
indirekte haemmer af de cellulere effekter af estrogen og
gestagen og er et alternativ til tamoxifen. I modsztning til
tamoxifen stimulerer fulvestrant ikke endometriet. Samtidig
blokeres imidlertid E;’s positive virkninger pa knogle-, nerve-
og karsystemet. Nogle mammatumorer udvikler resistens over
for tamoxifen, mens de fortsat responderer pa fulvestrant.

Interaktion med ER
SERM (raloxifen og tamoxifen) binder i samme polare
lomme af ER’s LBD som E;, men SERMernes sidekade stikker

Tabel 1. Veevsfordelingen af de to receptorsubtyper samt de omtalte leegemid-
lers virkningsprofiler.

Bryst Knogle Uterus Endotel  Cerebrum
Receptorer . ..... aolp alf (?) olf B )
Ex ..o + + + + +
Tamoxifen . ... ... - + + + +
Raloxifen ....... - + - - -

Fulvestrant® .. ... - - - _

+ Overvejende agonist.
— Overvejende antagonist.
a) Indirekte antagonist over for gstrogen- og visse gestageneffekter (se tekst).
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ud fra ligandbindingslommen og forskubber positionen af
helix 12, si den ikke er placeret over den ligandbindende
lomme [9]. Det har betydning for, hvilke kofaktorer SERM-
ER-komplekserne kan rekruttere. Konformationsendringen
ved ligandbinding har ogsd betydning for, hvilke aktiverings-
domeener receptoren kan virke igennem, og dermed hvilke
interaktioner de indgédr i med andre transkriptionsfaktorer og
DNA. ER har to aktiveringsdomeaner, AF-1 og AF-2 [1].
SERM fungerer antagonistisk i alle sammenhznge, hvor ak-
tiveringsdomanet AF-2 kraeves. I sammenhznge, hvor recep-
torens andet aktiveringsdomane, AF-1, spiller hovedrollen,
har tamoxifen delvis agonistisk effekt [10], mens der er usik-
kerhed om, hvorvidt raloxifen kan stimulere gentranskription
gennem AF-1 [3].

Interaktion mellem SERM-ER-komplekset og DNA
I et humant molekyler biologisk assay udtrykkende et luci-
feraserapportergen, virker tamoxifen delvist agonistisk via
ER-a, mens effekten via ER-[ er antagonistisk [10]. I den klas-
siske mekanisme for estrogenvirkning synes ER-0 i dette mo-
delsystem at kunne stimuleres bade af rene agonister, SERM-
preparater og liganduathzengige mekanismer, mens ER-[3 dels
kun kan stimuleres til et ostrogent cellulert respons af rene
agonister og dels reducerer den estrogenvirkning, som trans-
mitteres gennem den mere transkriptionelt aktive ER-0-re-
ceptor [10].

Ud over at SERM-ER-komplekset kan binde direkte til
DNA, kan det ogsd aktivere transkriptionen indirekte via
transkriptionsfaktor-komplekserne AP-1 og Sp-1 [8].

Samspil med kofaktorproteiner

Tabel 1 illustrerer, at veevsspecificiteten af SERM ikke kan
forklares alene ved fordelingen af ER-subtyper. Derimod har
kofaktorsammensztningen og aktiviteten betydning for, om
SERM’erne virker agonistisk eller antagonistisk. SERM’erne
kan saledes bade rekruttere koaktivatorer og korepressorer til
ER, og den relative ekspression af disse er for eksempel vist at
pavirke tamoxifens evne til at aktivere receptoren [8].

Nogle af koaktivatorerne interagerer med ER, bade nar E;
og tamoxifen er ligander. Andre rekrutteres specifikt, nar tam-
oxifen er ligand [8]. Nar E; er ligand, er koaktivatorer i SRC-
familien blandt andet vist at interagere med en del af AF-2 i
ER, der ikke synes at vere tilgeengelig, nar tamoxifen er lig-
and. Andre dele af tamoxifen-ER-komplekset ma saledes i
nogle tilfzelde veere involveret i interaktionen med kofaktor-
proteinerne [3] (Tabel 2).

Fulvestrants interaktion med ER

Fulvestrant har som tamoxifen og raloxifen en meget lang

sidekade, som ved binding til ER giver anledning til en mar-

kant konformationsandring i receptoren [6, 10].
Konformationszndringen er forskellig fra 22ndringerne

ved binding af bade E; og SERM og indebaerer oget omsaet-
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ning og nedsat nuklear transport af ER, foreneligt med en
virkning af fulvestrant som nedregulator af ER. Den antiastro-
gene virkning af fulvestrant synes at bero pa et sekundert tab
af ER, som kraever ligandbinding og gentranskription. I nyere
undersogelser har man ogsd pavist antigestagene virkninger af
fulvestrant gennem blokade af gestageners evne til at inducere
vascular endothelial growth factor (VEGF), som er af betydning
for angiogenese i maligne tumorer [11].

Den kliniske virkningsprofil for de enkelte ligander for
ostrogenreceptorerne kan siledes langtfra forudsiges alene ud
fra affiniteten mellem ligand og receptor, men athanger ogsa
af, hvilke konformationszndringer der finder sted i receptoren,
i hvilket indbyrdes forhold og i hvilken tilstand de to ER-sub-
typer er til stede i den pagzldende celle, hvilke koaktivatorer
og korepressorer der findes i cellen, og i hvilken grad de er ak-
tiveret ved fosforylering eller andre modifikationer. Det er ikke
overraskende, at de medikamenter, som i dag er til ridighed,
ikke er sd vaevs- og cellepecifikke, som man kunne enske.

Industrielle gstrogener

I en rekke af de produkter, vi omgiver os med til hverdag,
findes syntetisk fremstillede stoffer, som misteenkes for at
have ostrogenlignende effekter. I dyreeksperimentelle studier
har man papeget, at der findes omsteendigheder, hvor udsaet-
telse for hormonforstyrrende stoffer i fosterlivet og den tidlige
barndom synes at kunne udlese genitale udviklingsanomalier,
nedsat fertilitet og testikelcancer [12, 13]. Det skal understre-
ges, at forskellige modelsystemer har givet anledning til mod-
stridende angivelser af den @strogene potens, og at der aktuelt

foregér en standardisering af ssays for hormonforstyrrende
effekter [14].

Bisphenol A

Bisphenol A er et af de mest potente industrielle ostrogener.
Stoffet findes i mange produkter, da det er den monomer,
polykarbonatplastikmaterialer er opbygget af [15]. Mennesker
eksponeres for stoffet gennem mad og drikke pa ddse samt
gennem visse tandfyldninger [16, 17].

Bisphenol A’s binding til ER
I affinitetsforseg, hvor Ey’s affinitet for receptorerne szettes til

Tabel 2. Tabellen viser, hvilke receptorsubtyper de to aktiveringsdomeener fun-
gerer i, samt hvordan de omtalte leegemidler pavirker aktiveringsdomaenernes
funktion

AF-1 AF-2
Funktionelt i ER-a ER-a +
E2 Aktiverer Aktiverer
Tamoxifen Aktiverer? Delvist? Haemmer
Raloxifen Aktiverer? Delvist? Haemmer

Fulvestrant (ICI))  Aktivering, fulgt af reduktion

af receptormangde

Aktivering, fulgt af reduktion
af receptormeengde
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Det celluleere respons, som udlgses af en gstrogenreceptor,
kan veere forskelligt ikke alene i styrke, men ogsa i natur,
afheengigt af hvilken ligand der er tale om.

100, er den relative bindingsaffinitet for ER-0 fundet at veere
henholdsvis 0,073 og 0,01, mens den for ER-3 er henholdsvis
0,75 og 0,01 [18, 19].

Bisphenol A’s rekruttering af kofaktorproteiner
Ligesom ER-E>-komplekset kan ER-bisphenol-A-komplekset
interagere med koaktivatorer af SRC-familien. Sammenlignet
med E; er denne interaktion meget svag. Nar Ey’s interaktion
med koaktivatorerne sattes til 100, er den relative rekrutte-
ringsevne af SRC-2 <0,0001 for ER-a og 0,05 for ER-3 [19].
Rekrutteringen af kofaktorer varierer dog, athzengigt af hvil-
ken DNA-sekvens receptorligandkomplekset er bundet til
[20].

Bisphenol A’s stimulering af genekspression

I et forsog med stimulering af et rapportergen gennem et vel-
kendt estrogenresponselement (ERE) i DNA er den maksi-
malt opndede stimulering med bisphenol A omkring 55% af
E»’s maksimale gennem ER-3 og cirka 70% af E;’s maksimale
gennem ER-a [21]. Halvdelen af den maksimale aktivering
opnds ved en koncentration pa 400 nM bisphenol A gennem
ER-a, og 500 nM gennem ER-P. Dette kan sammenlignes
med henholdsvis 12 nM og 25 nM for E; i samme forseg [21].
Responset athenger ikke alene af liganden, men ogsa i hoj
grad af ERE-sekvensen [20]. Det er ikke klart, om Bisphenol A
virker gennem andre molekylzere mekanismer end E,. T in
vivo-studier af genekspression i uterus hos rotter regulerer
bisphenol A tre af seks undersogte gener i samme retning som
E. To af generne reguleres slet ikke af bisphenol A, og det sid-
ste, som opreguleredes af Ey, nedreguleredes af bisphenol A
[22]. I nyere in vitro-studier af humane brystkraeftceller [23]
finder man imidlertid opregulering af savel klassiske som ar-
tificielle rapportergener, svarende til hvad der ses for Ey. Her
kraeves dog mikromolzre bisphenolkoncentrationer for at
inducere effekter sammenlignelige med virkningen af E i
nanomolazre koncentrationer [23].

Biologisk betydning

Til trods for, at bisphenols A’s bindingsaffiniteter er meget
sma i forhold til Ey’s, formar stoffet alligevel at aktivere
transkription fra ERE-regulerede rapportergener [15]. Dette
sker dog kun med en tusindedel af E;’s effektivitet, hvilket
taler imod, at der skulle kunne udleses en egentlig biologisk
effeke [15]. Trods dette er der pavist varig pavirkning af den
reproduktive modning og funktion hos mus ved intrauterin
udsettelse for, hvad der synes at veere miljorelaterede koncen-
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trationer af bisphenol A [24]. Det er vanskeligt at vurdere den
patofysiologiske relevans af dette og andre industrielle estro-
gener, da der savnes oplysninger om serumkoncentrationer
hos mennesket, og risikoen ma forventes at vere storre ved
eksponering i fosterlivet og hos bern for puberteten [13, 25].

Fytogstrogener

Fytoestrogener produceres af planter og er ikkesteroide stof-
fer med estrogenlignende effekter [4]. Nogle epidemiologiske
data peger pa, at stort indtag af fytoestrogener i foden kan be-
skytte mod bryst-, prostata- og coloncancer samt osteoporose
[2]. Vi vil her alene omtale et af de mest potente fytoastroge-
ner, isoflavonet genistein.

Genistein findes i klover samt i sojabenner [2]. Stoffet bin-
der til bide ER-0 og ER-[3, men affiniteten for ER- er klart
storst [5]. Selv om genistein har en lav affinitet for ER i sam-
menligning med E,, er stoffet ved haje koncentrationer (10-
100 nM) i stand til at inducere et respons, der er sammenligne-
ligt med E;’s [15]. Halvdelen af den maksimale aktivitet opnds
ved 20 nM gennem ER-0 (sammenlignet med 0,005 nM for
Ez), og ved 6 nM gennem ER-a (0,05 nM for E,) [15]. Disse
data er baseret pa den inducerede transkription fra konsensus-
ERE-sekvenser indsat i humane, embryonale nyreceller. Sam-
menholdes resultatet med genisteinmzngder i serum op mod
mikromolare koncentrationer efter sojarige maltider [26],
skulle man forvente biologiske virkninger, der oversteg effek-
ten af endogene ostrogener selv hos yngre kvinder. I nyere
danske undersogelser [27] har man i studier af E;-athaengig
genekspression i humane brystkraeftceller pavist, at der krz-
ves en koncentration pa 10 UM af genistein for at opna en
effekt svarende til effekten af blot 100 pM estradiol. Med
dette potensforhold kan kostens indhold af genistein kun for-
ventes at have en mulig biologisk virkning hos postmeno-
pausale kvinder og méaske hos mand. Diskrepansen mellem
disse fund understreger igen, at virkningen af en given ligand
er en funktion ikke blot af koncentrationen, men ogsa af cel-
lens art og repertoire af koaktivatorer og -repressorer.

Samspil

Mennesker og dyr udszttes for en blanding af stoffer i fode
og omgivelser. Dette er interessant i flere sammenhzaenge. Ved
behandling med SERM eller antigstrogener vil de eksogene
stoffer saledes forekomme sammen med endogene ligander til
ER. Tilsvarende vil industrielle estrogener og fytoestrogener
vere til stede sammen med endogene ostrogener og farmaka.
Det er vist, at en blanding af eksogene ostrogener, heriblandt
bisphenol A og genistein kan virke additivt [28]. Dette er et
komplicerende element i vurderingen af betydningen af indu-
strielle estrogener, hvorfor der ma udvikles modeller til at
tage hojde for den samlede virkning af stoffer, der hver for sig
har svage ostrogene og antiostrogene effekter [29]. Dette kom-
pliceres yderligere af, at en binding til ER kan give ophav til
en raekke effekter athaengigt af bindingsaffiniteter for recep-
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torsubtyperne og konformationszndringen i ER. Endelig
virker industrielle ostrogener ogsa pa andre dele af hormon-
systemet, blandt andet androgenreceptoren samt steroid hor-
monsyntese og metabolisme. Sidanne kombinerede effekter
kunne resultere i synergistiske effekter in vivo. Mange af stof-
ferne er saledes i skrivende stund alene undersegt in vitro,
hvilket dog under visse forhold synes at kunne underestimere
effekten in vivo. Et eksempel pd dette er bisphenol A, som er
1.000-5.000 gange mindre potent end E; in vitro, men viser sig
at vaere meget effektivt i stimulering af prolaktinfrigivelse fra
hypofysen hos rotter in vivo [15].

Afsluttende bemaerkninger

Et bedre overblik over ostrogenlignende stoffers virkning
kreever ideelt set en fuldsteendig afdeekning af det vaevsspeci-
fikke udtryk af bade nuklezre ER, kofaktorproteiner og even-
tuelle membranbundne Ej-receptorer. Herunder er en identi-
ficering og komplet karakterisering af kendte og endnu ikke
beskrevne receptorer samt kofaktorproteiner pakraevet. Der
savnes desuden en klarlzegning af, hvor stor en rolle vakst-
faktorernes pavirkning af ER samt interaktioner med tran-
skriptionsfaktorer spiller i det samlede estrogenrespons. Der-
udover ma man afdekke, hvordan liganderne pavirker andre
af Ey’s signalveje, herunder interaktioner med membran-
bundne receptorer. Dette vil bade give indsigt i, hvilke gener
og celluleere respons ostrogener kan inducere og oge forstiel-
sen for de specifikke effekter i diverse vev.

En sidan indsigt vil abne mulighed for selektivt at modu-
lere de enkelte celletypers reaktion pa estrogener, hvilket er
afgorende for den fortsatte udvikling af medikamenter til be-
handling af blandt andet maligne sygdomme og osteoporose.
Samtidig vil det vaere med til at afdeekke betydningen af
ostrogenlignende stoffer i omgivelserne. Vurderingen af risi-
koen vanskeliggores ikke alene af antallet af potentielt hor-
monforstyrrende stoffer, der mangler at blive undersogt, men
ogsd af modstridende resultater mellem modelsystemer og
mangelfulde oplysninger om graden af og tidspunktet for
human eksponering, samt kendskab til serum- og vaevskon-
centrationer.
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