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Resumé

@strogenernes molekyleere virkemekanismer er mere komplicerede
end tidligere antaget. Dels er der to varianter af gstrogenrecepto-
ren med forskellig indflydelse p& genekspressionen, og dels ud-
trykkes de to receptorsubtyper i forskellig grad i forskellige veevs-
og celletyper. Desuden binder ER-ligand-komplekset ikke kun til
klassiske gstrogenresponselementer i DNA, men ogsa direkte til
andre sekvenser samt indirekte til DNA gennem separate transkip-
tionsfaktorkomplekser. Endelig findes bade koaktivatorer og kore-
pressorer, hvis rekruttering varierer afhaengigt af ligand, DNA-se-
kvens og celletype, og som ved rekruttering til ER kan modulere
receptorernes videre funktion. Samtidig kan receptorernes funk-
tion moduleres ved fosforylering og andre former for aktivering, og
slutteligt har gstrogenerne ogsé nongenome effekter. Det vil sige,
at de kan igangseette intracelluleere signaltransduktionsveje ved
interaktion med membranbundne eller cytosoliske proteiner. Der
er sdledes endnu langt til et fuldt overblik over gstrogeners mole-
kyleere virkemekanismer, som vil muliggere design af egentlige
veevs- og cellespecifikt virkende gstrogenmodulatorer.

De vigtigste endogene ostrogener hos mennesket er stradiol
(E2), ostron og wstriol. E; er det endogene ostrogen, der fore-
kommer i sterst koncentration hos ikkegravide preemenopau-
sale kvinder, binder sterkest til ostrogenreceptorerne og er
mest biologisk aktivt [1].

E, produceres hos kvinder primert af ovariernes granulo-
saceller, mens ostron og estriol hovedsagelig dannes ved om-
dannelse af E; i leveren [1]. Derudover er der bidde hos mand
og kvinder en omdannelse af androgener til ostrogener i de
perifere vav [2].

Ostrogener pavirker vaekst og differentiering, ligesom
de spiller en betydelig patogenetisk rolle for nogle sygdomme
og en terapeutisk rolle for andre. I takt med udviklingen af
stadig mere specifikt virkende ostrogenagonister og -anta-
gonister har estrogens virkningsmekanismer vist sig at
vere mere komplicerede og nuancerede end dem, som for-
udsiges af den klassiske model for virkningen af et steroid-
hormon.

Den klassiske model er, at ostrogener binder sig til den in-
tracellulzere ostrogenreceptor, ER, hvorefter receptor-ligand-
komplekset transporteres til kernen, dimeriserer og binder til

kofaktorproteiner samt specielle ostrogenresponselementer
(ERE). ERE er cis-virkende enhancere i malgeners regulatori-
ske omrader. Herfra aktiveres det generelle transkriptionsap-
parat, hvorved der sker en op- eller nedregulering af geneks-
pressionen [3]. Reguleringen er som nzvnt langt mere kom-
pleks, og i det folgende vil vi derfor give en kortfattet intro-
duktion til de seneste rs nye viden om estrogeners moleky-
leere virkningsmekanismer.

ER-a og ER-B

Ostrogenreceptorerne tilhorer familien af kernehormonrecep-
torer, der har omkring 150 medlemmer [1]. I dag kendes to
subtyper af ostrogenreceptoren, ER-0 og ER-[3 samt flere for-
skellige splejsningsvarianter af disse, og begge receptorsubty-
per er klonet fra mange forskellige arter [2]. Strukturerne af de
to subtyper er ikke helt ens, og de stammer fra transkripter fra
to distinkte gener [1]. ER-O er lokaliseret til den lange arm af
kromosom 6 og ER- til q 22-24 pa kromosom 14 [1].

Domaner og homologi

Receptorernes opbygning er skitseret i Figur 1. Der er fem
strukturelle domaner (A/B, C, D, E og F), hvis homologi er
meget varierende. A/B-domznet indeholder en aktiverings-
funktion, AF-1, som i ER-O er meget aktiv i stimulering af eks-
pressionen fra en reekke rapportergener [2]. Kun 18% af ami-
nosyrerne i dette domane er identiske med det tilsvarende
domzne i ER-3, som helt mangler et fungerende AF-1-do-
mane [4].

I C-domaenet findes det DNA-bindende domaene (DBD).
Det indeholder blandt andet to zinkfingerdomaener, som er
vigtige for dimerisering af receptorerne og for interaktion
med DNA efter dimerisering [2].

E-domanet indeholder det ligandbindende domaene
(LBD), som medierer ligandbinding, dimerisering, transloka-
tion til kernen og transaktivering af genekspression. En del af
LBD udgeres af aktiveringsfunktion 2, AF-2, hvis struktur og
funktion @ndres ved ligand-binding [2]. AF-2 indeholder en

DNA Ligand AF-2

Figur 1. Skitse af gstrogenreceptoren (ER) [2].
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O-helix (helix 12), som er essentiel for ligandafthengig tran-
skriptionsaktivering og interaktion med koaktivatorer [3]. 50-
60% af aminosyrerne i LBD er identiske i ER-0 og ER-[3 [4].
Forskellene er altsd i seerdeleshed i AF-1, men ogsa i AF-2
relativt store. Da netop disse domzner spiller en stor rolle i
kofaktorrekruttering og interaktion med andre transkriptions-
faktorer, ses ogsd en forskel pa receptorsubtyperne i disse
funktioner og dermed ogsa i den efterfolgende transkrip-
tionsaktivering [5]. For E,-ER-0-komplekset gelder det sa-
ledes, at bade AF-2 og AF-1 bidrager til den overordnede
aktivering, og at den relative aktivitet af hver af disse er af-
hzaengig af celletypen [5]. I E-ER-B-komplekset mangler
AF-1-funktionen, og AF-2 medierer transkriptionsinitierin-
gen alene [5].

Knockoutmus er et eksempel pa, at der findes receptorspe-
cifikke fzenotyper. Hos ER-0-knockoutmus er siledes hver-
ken hanmus eller hunmus fertile, og begge, men iszer hanmu-
sene, har markant lavere knogletethed end vildtypen. Dette
stemmer overens med fundet af svaer mandlig osteoporose
ved fraver af ER [2]. Hos ER-B-knockoutmus er hunmusene
ogsa infertile, mens hanmusene er fertile. Dobbelt knockout
af bdde ER-0 og ER-[ forer hos hunmusene til maskulinise-
ring af ovarierne og hos hanmusene til nedsat seedproduktion
og sedkvalitet [1].

Veevspecifikt udtryk af ER-a og ER-

Distributionen af receptorsubtyperne er undersogt ved hjelp
af blandt andet in situ hybridisering, realtid-polymerasekze-
derekation (RT-PCR) og Northern blotting (Tabel 1). Flertal-
let af undersegte veev udtrykker bide ER-0 og ER-[3. Dette
geelder ovarier, testis, hjerne, mammae, uterus og lungevev.
Ved immunhistokemiske undersegelser har man identificeret
hippocampus, hepatocytter, tarmens bagerceller og det ute-
rine kirtelepitelium som omrader med dominans af ER-Q,
mens ER-B er den dominerende receptortype i neuroner og
cerebellare gliaceller, lungeepitel, villusceller, thyroidea og
adrenale glomerulosaceller [6]. I knoglevav er begge receptor-
subtyper lokaliseret, og ogsa her udtrykkes de i forskellig grad
i de forskellige celletyper. Ekspressionen er demonstreret
mest overbevisende i knoglevev fra nyfedte, hvor ER-a do-
minerer i kortikal knogle, mens ER-f3 er steerke udtrykt i trabe-
kuleer knogle [10]. Forholdene i det udvoksede skelet er ikke
kendt i detaljer.

Den varierende ekspression giver mulighed for mere eller
mindre cellespecifik modulering af estrogenresponset i det
omfang, der kan udvikles stoffer, som udelukkende virker
gennem den ene receptortype. Blandt andet i udvikling af me-
dikamenter til behandling af brystcancer streber man efter en
sadan specificitet.

Det skal imidlertid pointeres, at det ikke kun er fordelin-
gen af receptorsubtyperne, der spiller en rolle for vaevsspecifi-
citeten. Ogsa fosforyleringsgraden af receptoren, forekomsten
af kofaktorer og andre transkriptionsfaktorer, den lokale kro-
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Tabel 1. Veevsspecifikt udtryk.

ER-0.  ER-p

Ovarier . ... R [7-9] 1 [6] +++ ++
Uterus ... ... R[7]1[6] ++ ++
Endometrie . ....... ... R[8] I [6] + +
Mammae . ......................... R[8,9]1[6] +++ ++
Prostata . . .........c..iiiiii R[8] I [6] + +
Testes .. ... R[8]1[6] + +
Knogle .. ... ... R [7] +? +?
Hjerne . ... R[8]I[6] + +
Endotel ........ ... ... ... ... ... 1 [6] - +
R = realtid-polymerasekaedereaktion | = immunhistokemi

?: ikke undersagt

-2 undersggt, ikke fundet

+?: undersggt, fundet, ekspressionsgrad ukendt
+: undersggt, fundet

++: udtrykkes steerkt

+++: udtrykkes meget steerkt

matinstruktur og fordelingen af eventuelle membranbundne
receptorer har betydning for estrogenresponset.

Interaktion mellem ER og E>

Ud over at binde de endogene ostrogener kan ER interagere
med mange bide steroide og ikkesteroide ligander [11], og det
er observeret, at ligander med varierende struktur inducerer
forskellige konformationszndringer i receptoren [1]. Ved kry-
stalstrukturanalyser har man vist, at der i det ligandbindende
domzne i bide ER-0 og ER-[ findes 12 helixer. Helixerne
danner en bindingslomme, som er fuldsteendigt adskilt fra
omgivelserne [11].

ER-a binder E; diagonalt i lommen mellem helix 11, 3 og
6. Ved binding af E; til ER-0 er den amfipatiske helix 12 place-
ret over den ligandbindende lomme [12]. Den hydrofobe side
af helixen vender indad og interagerer ikke direkte med E,,
men danner et lig over hormonet [11]. Den modsatte side,
som vender udad, udgeres af ladede aminosyrer og danner
den overflade, hvortil kofaktorproteiner rekrutteres [12]. Ved
at forsegle den ligandbindende lomme, danner helix 12 sale-
des samtidig en fuldt funktionel AF-2, der er i stand til at inter-
agere med koaktivatorer [11].

Efter ligandbinding sker der en dimerisering af recepto-
rerne, og heterodimerisering af ER-0 og ER-[3 observeres i cel-
letyper, hvor begge receptorsubtyper udtrykkes. Dette udvi-
der receptorernes mulige virkemekanismer [13]. I celler, hvor
begge subtyper udtrykkes, kan den kombinerede effekt sale-
des adskille sig fra de effekter, man observerer, nar recepto-
rerne udtrykkes hver for sig [14]. ER-3 synes siledes at kunne
undertrykke ER-0 via et repressordomane, der primeaert er
aktivt ved lave cellulzere koncentrationer af E;, og ER-3 me-
nes derigennem at fungere som regulator af ER-0-aktivitet [5].

Eksistensen af splejsningsvarianter af receptorerne, som
ogsa er i stand til at heterodimerisere, oger kompleksiteten af
interaktionerne yderligere [14]. Den fysiologiske betydning af
heterodimerisering mellem ER-a, ER-3 samt splejsningsvari-
anter af disse er ikke klarlagt.
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ER-Ez-kompleksets pavirkning af DNA

Direkte interaktion med DNA gennem
— @strogenresponselementer (ERE)
— Varianter af ERE

— Flere halve ERE

Indirekte interaktion med DNA gennem andre
transkriptionsfaktorkomplekser

— Spl i kombination med hele/halve ERE-sites
- AP-1

Pavirkning af andre transkriptionsfaktorer uden
interaktion med DNA
GATA-1, NF-IL6, NF-xB

Signalveje medieret via membranreceptorer

Direkte interaktion mellem ER-E>-komplekset og DNA
Konsensussekvensen, som dimerer af ER binder til, er dyade-
symmetrien 5GGTCAnnnTGACC3’ [1]. De fleste bindings-
steder er dog varianter af denne, direkte 7epeats eller enkeltsta-
ende halve dyadesymmetrier [15].

Indirekte interaktion mellem ER-E>-komplekset og DNA
ER kan ogsa interagere med andre transkriptionsfaktorer og
dermed modulere genekspressionen uden direkte interaktion
med DNA.

Det geelder blandt andet transkriptionsfaktoren Sp1. Sp1-
sites findes bdde sammen med halve dyadesymmetrier med
forskellige sekvenser og med hele dyadesymmetrier [15].

I visse tilfaelde kan ER endda virke gennem Sp1-sites alene
uden tilstedevzrelse af hele eller halve ERE [15]. Bide ER-a
og ER- kan binde direkte til Sp1, hvilket ager Sp1’s binding
til DNA. Kun ER-0-E-komplekset oger imidlertid transkrip-
tionen ved interaktion med denne transkriptionsfaktor. Det
kan hzenge sammen med, at AF-1-domanet i ER-0 er vigtigt
for aktivering af Sp1, og at dette domaene netop ikke er funk-
tionelt i ER- [15].

Et andet eksempel er Ex-ER-kompleksets samspil med
AP-1. Ogsa her gelder det, at E,-ER-0, men ikke E;-ER-f3 sti-
mulerer transkriptionen [3, 16], og at stimulering gennem
ER-a kreever fuldt funktionelle AF-1- og AF-2-domzner [3].

Ud over Sp1- og AP-1-sites er ER ogsa vist at kunne virke
gennem andre responselementer, blandt andet quinonreduk-
tasegenets elektrofile responselement [17].

Pavirkning af andre transkriptionsfaktorer

ER kan ogsa pavirke transkriptionen af visse gener uden
interaktion med DNA. For eksempel heemmer E; den tran-
skriptionelle aktivitet af GATA-1, en transkriptionsfaktor

De to gstrogenreceptorer, ER-a og ER-B, adskiller sig fra
hinanden blandt andet i deres evne til at mobilisere
kofaktorer.

med stor betydning for udviklingen af erytrocytter og mega-
karyocytter.

E>-ER interagerer ogsa med transkriptionsfaktorerne NF-
IL6 og C/EBP samt med DNA-bundet NF-KB, hvorved eks-
pressionen af IL-6 hemmes. Dette er observeret i osteoblaster
og knoglemarvsceller og menes at vere en del af forklaringen
pa estrogens positive effekter pd knogletethed [4].

E>’s rekruttering af kofaktorproteiner

Konformationen af ER zndres, nar E; binder til receptoren.
Helix 12 i LBD placeres som omtalt over den ligandbindende
lomme og danner en overflade, hvortil kofaktorproteiner re-
krutteres [2]. De mest velundersogte af disse er koaktivatorer,
som dels acetylerer, dels metylerer histoner, hvilket giver ad-
gang til en oget transkription af malgenerne. Det geelder
blandt andet histon-acetyltransferaserne SRC/p160-familien,
CBP/p300 og pCAF, samt methyltransferasen CARM1. Der-
udover er der en rekke kofaktorproteiner, man endnu ikke
kender effekten og betydningen af, deriblandt ogsd nogle
med negativ koregulatorisk funktion. Eksempler pa vavsspe-
cifikt udtrykte kofaktorproteiner er koaktivatoren ER AP140,
som interagerer med begge receptortyper og preferentielt ud-
trykkes i cerebrum, cerebellum og nyrevav [18], og PGC-1-re-
lateret ostrogenreceptor-koaktivator (PERC) som udtrykkes i
storst maengde i hjerte- og skeletmuskulatur og eger det ER-0-
medierede respons over for tamoxifen [19]. Ogsa koaktivato-
ren SRC-3 udtrykkes tilsyneladende vaevsspecifikt [20] med de
storste mengder i mammae, ovarier, testes og hypofyse. Der
er forskel pa receptorsubtypernes kofaktorrekruttering [2].
SRC-3 binder for eksempel bedre til ER-0 end til ER-(. Dette
kunne skyldes, at AF-1- og AF-2-domanerne samarbejder om
rekrutteringen i ER-0, mens AF-1 som navnt ikke fungerer pa
samme made i ER-f3 [2]. Rekrutteringen til ER-0 og ER-[3 pa-
virkes ogsd af interaktionen med DNA. Forskellige ERE-se-
kvenser inducerer saledes forskellige kofaktorrekrutteringer,
selv om liganden og receptorsubtypen er den samme [21].
Mekanismen bag dette synes at veere en konformationszn-
dring i receptorens AF-2-domzne induceret af ERE-sekven-
sen [21]. Denne forskel i rekruttering giver udslag i forskellig
aktivering af gentranskriptionen.

Forskellige gstrogenresponselementer (ERE)-sekvenser
inducerer forskellig kofaktorrekruttering, selv om liganden
og receptorsubtypen er den samme.
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Generelt synes kofaktorproteinerne at vaere vigtige for
transkriptionsaktiveringen. Mutationer i AF-2 forer for ek-
sempel til transkriptionelt inaktive ER [4]. Samtidig forer en
mutation i starten af helix 12 til konstitutivt aktive receptorer
og liganduathzngig associering med koaktivatorer [4].

Membranreceptormedieret effekt
Ud over de allerede beskrevne aktiveringsmekanismer menes
E> ogsé at kunne mediere cellulere effekter gennem mem-
branbundne receptorer. Sidanne signalveje synes at vere for
hurtige fysiologiske respons pa E,, som ikke umiddelbart kan
forklares ved signalveje, der involverer genregulering [22].
Dette abner muligheden for, at et Ex-respons ogsa fore-
kommer i celler uden de nuklezre receptorer. Hvor stor
en betydning disse signalveje har for det samlede ostrogen-
respons vides dog ikke, og forekomsten og funktionen af
membranbundne Ej-receptorer er i nogen grad stadig kon-
troversiel.

Aktivering af ER
ER aktiveres ikke alene ved binding af ligand. Ogsa fosforyle-
ring og andre liganduathzngige aktiveringsveje kan pavirke
receptoren. Dette gelder specielt ER-a, hvor fosforylering
blandt andet er vist at pavirke ligandbinding, dimerisering, in-
teraktion med kofaktorer og binding til DNA [23]. Fosforyle-
ring af ER-[3 er ikke observeret i samme grad, hvilket kunne
hange sammen med, at fosforyleringen oftest sker i AF-1.
Fosforyleringen induceres ved binding af Ej, men kan ogsi
ske liganduafthzengigt blandt andet medieret af proteinkinase
A og C [2] samt vaekstfaktorerne epidermal vaekstfaktor
(EGF), insulin, IGF-1 og TGF-. Heregulin, interleukin 2 og
dopamin er ogsa vist at kunne aktivere ER-Q, men om fos-
forylering er involveret er ikke afklaret [3]. Ogsa cyklin A og
D er vist at kunne aktivere ER, og mens cyklin A fosforylerer
AF-1-domanet, er forsforylering ikke involveret i cyklin D’s
aktivering [2].

E>’s malgener

Som tidligere beskrevet binder ER-E>-komplekset med hajest
affinitet til konsensusdyadesymmetrier, men det kan ogsa
binde til enkeltstdende eller kombinationer af halve dyade-
symmetrier samt sddanne i kombination med for eksempel
Spl- eller AP-1-sites. Ved at gennemga det humane genom og
kortleegge promoterregioner, der indeholder ovenstiende se-
kvenser, kan man i et vist omfang fa en ide om, hvilke gener

Veevsspecificitet medieres af forskelle i tilstedeveerelsen
af receptorsubtyper, den celluleere proces’ afhaengighed
af AF-1- hhv. AF-2-aktivering og tilstedeveerelsen af
specifikke kofaktorer.
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E; kunne regulere. Hvor stzerk denne regulering er, atheenger
imidlertid af en rakke faktorer, herunder receptorsubtypen.
Bade gennem ERE-, Sp1- og AP-1-sites, er ER-O’s og ER-’s
aktiveringsevne saledes forskellig. Her spiller ogsa den speci-
fikke celle- og vaevskontekst ind. Det gelder blandt andet eks-
pressionen af kofaktorproteiner, kromatinstrukturen samt fos-
forylering af ER. Desuden kan det som nzevnt ikke udelukkes,
at gener uden de ovennzvnte sekvenser ogsa pavirkes af E,
via interaktioner med andre transkriptionsfaktorer og gen-
nem membranbundne receptorer.

Da binding til DNA séledes ikke nedvendigvis er lig akti-
vering, og gener uden de kendte bindingssites ogsa kan akti-
veres af E;, er ganske omfattende studier nedvendige, hvis
man eonsker at karakterisere det samlede cellulzre respons.

I SAGE- og microarmay-analyser af cancercellelinjer ses iszer
en opregulering af gener med forbindelse til cellecyklus,
DNA-syntese og mitogenaktivitet som respons pa E;. Blandt
disse gener er cathepsin D, E2F1, bcl,, c-fos, c-myc, IGF-1-
adenosin-deaminase, pS2, IGF-bindingsprotein 4 og retinoic
acid receptor Al [24-26].

Disse undersogelser giver et indblik i, hvilke grupper af ge-
ner der opreguleres af E; i cancercellelinjer. En del af disse ge-
ner er som nzvnt relateret til cellens vaekst og deling og opre-
guleres ogsd af andre stoffer med mitogeneffekt, hvorfor ge-
ners direkte regulering af estrogen ma antages kun sikkert at
kunne estimeres inden celledeling indtreder. Endelig er der
identificeret en reekke gener, hvis ekspression tydeligt opregu-
leres i forsagene, men hvis biologiske betydning ikke kendes
[24, 27, 28].

P4 vej mod en bedre forstielse af astrogeners biologiske ef-
fekter er en fuldstendig afdeekning af det vaevsspecifikke ud-
tryk af bade kofaktorproteiner, eventuelle membranbundne
Es-receptorer samt de nuklezre ER afgorende. Herunder er en
identificering og komplet karakterisering af kendte og endnu
ikke beskrevne receptorer samt kofaktorproteiner pakravet.
Endelig savnes der ogsa en klarlzegning af, hvor stor en rolle
vakstfaktorernes pavirkning af ER samt interaktioner med
Spl- og AP-1-sites og andre transkriptionsfaktorer spiller i det
samlede ostrogenrespons.

En sadan indsigt vil gere det klart, hvilke muligheder der er
for selektivt at modulere de enkelte celletypers reaktion pa
ostrogener.

Korrespondance: Marie Louise Hagen, Ngrrebrogade 186, 2. th.,
DK-2200 Kgbenhavn N. E-mail: mariehagen@hotmail.com
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Ostrogeners molekylere virkemekanismer
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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.



