FUNKTION SOKES FOR
"FORALDRALGS” RECEPTOR

En vaxande grupp proteiner
har visat sig ha samma struktu-
rella uppbyggnad och verk-
ningssatt som receptorerna for
steroidhor moner, skoldkortel-
hormon samt vitamin A och D.
For deflesta av dessa proteiner
har ingen funktion eller fysiolo-
gisk ligand kunnat identifieras,
och de bendmnsdarfor ofta »or-
phanx»(for aldral 6sa)-receptorer.

M anga or phan-receptorer
har uppenbarligen viktiga cellu-
larafunktioner, t ex vid vav-
nadsdifferentiering eller som
koregulatorer for steroidrecep-
torer med kanda ligander.

Det ar tankbart att vissa av
or phan-receptor erna kan funge-
rautan ligand, men ligander
kommer troligen att kunna
identifierasfor deflesta orphan-
receptorer.

Receptorerna for steroider har i
manga ar tilldragit sig stort intresse
inom den medicinskaforskningen. Den
traditionellabildenav dessaproteiner &
att de utgor ligandberoende transkrip-
tionsfaktorer, som reglerar uttrycket av
olikamélgener genom att bindatill sar-
skilda sk responselement, dvs DNA-
sekvenser i promotorregionen hos mal-
generna, och dérigenom upp- eller ned-
reglera deras transkription (Figur 1).
Steroidreceptorerna utgér en stor pro-
teinfamilj, bl ainnefattande receptorer-
nafor binjurebarkshormon (glukokorti-
koider och mineralkortikoider), 6stro-
gen, progesteron, testosteron, tyroxin
samt vitaminerna A och D. Manga av
steroidreceptorliganderna  och deras
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Figur 1. Schematisk bild av
verkningsséttet for en »traditionell»
karnreceptor. Den icke aktiverade
receptorn, eventuellt i komplex med
andra proteiner, t ex hsp90, binder sin
ligand. Detta leder till férandringar av
proteinets konformation s att de
associerade proteinerna lossnar och
receptorn far hogre affinitet for DNA.
Som dimer med en annan
receptormolekyl binder receptorn till
responselementet i malgenens promotor,
varvid transkriptionen av genen
stimuleras.

syntetiska analoger har stor klinisk be-
tydelse, se Tabell I.

Under 1980-talet klonades de flesta
av dessa receptorer, och de befanns ha
en gemensam struktur, bestdende av tre
sinsemellan relativt fristdende doméner
(Figur 2) [1]. Den doméan som &r bast
konserverad mellan olika receptorer ar
den sk DNA-bindande doménen
(DBD), som &r beldgen centralti protei-
net och som bestér av tva sk zinkfing-
rar. Dennadel av proteinet & huvudsak-
ligen ansvarig foér bindning till DNA,
och &r till minst 45 procent identisk hos
ala kénda receptorer. Den karboxiter-
minala delen av proteinet & ansvarig

for bindningen av respektive ligand,
men innehaller ocksa sekvenser ansva-
riga for dimerisering och transaktive-
ring (dvs reglering av genuttrycket).
Aven vissadelar av dennadomén &r vé
konserverade mellan olika receptorer.
Den aminoterminala doménen, slutli-
gen, varierar kraftigt i bade langd och
aminosyrasammanséttning mellan oli-
kareceptorer.

Funktionen hos denna domén &r inte
sa vé karakteriserad som for de bada
andra, men den harbargerar bl a trans-
aktiveringsfunktioner. Pa senare & har
man &ven kunnat konstatera att de olika
domanernas funktioner delvis tverlap-
par varandra. Bl ahar man funnit att se-
kvenser i badedeN-terminalaochdeli-
gandbindande doménerna kan paverka
DNA -bindningsspecificiteten.

Orphan-receptorer snahbt

véaxande proteinfamilj

Med hjdlp av de olika, konserverade
doménernai de kénda steroidhormon-
receptorerna har under de senaste dtta
aren ett mycket stort antal proteiner iso-
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Figur 2. Principstruktur for en
karnreceptor med ungeféarlig lokalisering
av olika funktioner. Den DNA-bindande
domanen syns i forstorad form i den
nedre delen av figuren. Ej ifyllda cirklar
betecknar positioner dar tre eller flera
olika aminosyror kan férekomma.

lerats, vilkatillhdr ssmma proteinfamil]
som steroidreceptorerna, men for vilka
ingen ligand eller fysiologisk funktion
ar kand.

Dessa nya receptorer bendmns »or-
phanx»(foréldral 6sa)-receptorer.  Denna
grupp representerar en av de snabbast

vaxande proteinfamiljerna och har nu
mer &n 60 kénda medlemmar [2]. Fler
an 75 procent av ala medlemmar av
kérnreceptorsupergenfamiljen  (som
denna proteinfamilj numera oftast kal-
las) utgors av orphan-receptorer [2].

Den ursprungliga

steroidreceptorn?

Man kan férmoda att orphan-recep-
torerna upptrédde vid ett tidigare skede
under evolutionen &8n de »klassiska»
steroidreceptorerna.  Detta pastéende

Tabell I. Nukle&ra receptorer av betydelse inom medicinen.

Receptor Lakemedel Terapi vid/funktion
Ostrogenreceptorn Nolvadex Brostcancer
Androgenreceptorn Cyproteronacetat Prostatacancer
Glukokortikoidreceptorn Dexametason Anti-inflammatorisk
Progesteronreceptorn RU486 Abortinducerande
Mineralkortikoidreceptorn Spironolakton Hogt blodtryck
Vitamin D3-receptorn Ergokalciferol Rakitis
Tyreoideahormonreceptorn Tyroxin Hypotyreoidism
Retinsyrareceptorn Retinoider Psoriasis/Hudcancer
PPAR (peroxisome proliferator

activated receptor) Lipidsankande Hjart- och kérlsjukdomar

PPAR

Tiazolidindion

Diabetes

grundas paatt mangaorphan-receptorer
aven pétraffats i insekter, nematoder
och andraicke-vertebrater. For samtliga
grupper av orphans har homologer pa-
tréffats i t ex bananflugan Drosophila
melanogaster (Tabell 11). Tack vare de
goda kunskaper som finns om Droso-
philamutanter och deras fenotyp har pa
savisi mangafall viktiga ledtrédar er-
hallits betraffande funktionen hos dessa
receptorer.

Receptorerna for progesteron, korti-
koider och testosteron har daremot en-
dast pétraffats i daggdjur. Vitamin A-
och dstrogenreceptorernatycks hér inta
en mellanstalIning, da de dven isolerats
frén fiskar och féglar. Som en kuriositet
kan nédmnasatt ett protein med avldgsen
likhet med kérnreceptorerna nyligen
har identifierats fran vaxtriket. Uppen-
bart & att den karakteristiska receptor-
strukturen utgjort ett framgangsrikt
tema under utvecklingen av nya DNA-
bindande proteiner.

Ett annat skl till formodandet att or-
phan-receptorerna eventuellt utgdr en
mer »primitiv» typ av proteiner ar att
vissaav dem tycks kunna aktiveratran-
skription utan bindning till en specifik
ligand eller kunna binda till DNA som
monomer i stéllet for dimer (se nedan).

Isoformer och varianter

dkar mangfalden

Multipla, snarlika kopior av samma
gen &r ett vanligt fenomen inom multi-
genfamiljer. Detta innebér ett slags ga-
ranti for organismen att funktionen av
proteinet upprétthalls trots mutationer i
en av »kopiorna». Detta fenomen &r
mycket utbrett hos orphan-receptorer-
na. For de flesta orphan-receptorer har
tvaeller tre snarlika gener, kallade iso-
former, isolerats. | vissafall har isofor-
merna skilda monster for vavnadsut-
tryck, och funktionernafor isoformerna

Tabell 1. Drosophila-homologer till nagra or-
phan-receptorer hos daggdjur.

Mammal
receptor Drosophila  Funktion
COUP-TF  Seven-up Kontrollerar
fotoreceptor-
utveckling
NGFI-B DHR38 Ej kénd
TIx Tailless Embryonal
segmentering
SF-1 Ftz-F1 Embryonal
segmentering
ROR DHR3 Ecdyson-
inducerad
RevErbA E75A Ecdyson-
inducerad
OR1 EcR Ecdyson-
receptor
TR4 E78E/F Inhiberar ecdy-
sonreceptorn
HNF4 dHNF4 Embryonal
utveckling

RKRRA
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Figur 3. Schematisk bild 6ver DNA-
bindning for orphan-receptorer vilka
binder a. som homodimer, b. som RXR
heterodimer och c. som monomer.
DBD= DNA-bindande doméan.

LBD= ligandbindande doman.

Overlappar uppenbarligen inte varandra
fullstandigt.

Ett annat vanligt fenomen &r recep-
torvarianter, skapade genom olika
splitsning av ett primért transkript
(mRNA) eller med anvéndande av olika
promotorer (genregulatoriska element)
i sammagen. | flerafall har dessa vari-
anter befunnits ha olika egenskaper. Ett
elegant exempel &r paret SFI/ELP (ste-
roidogenic factor 1/embryonic long ter-
mina repeat-binding protein). Dessa
tva proteiner transkriberas frén samma
gen, men genom differentiell splitsning
har de skilda amino- och karboxitermi-
nala éndar. Genom detta har de olika
DNA-bindningsaffinitet, dar ELP bin-
der med l&gre affinitet, och olika ex-
pressionsmonster. ELP uttrycks fére-
tradesvisi embryonalavéavnader medan
SF1 reglerar manlig sexuell differentie-
ring och uttrycks foretradesvis i binju-
rar och gonader. Ett annat exempel &
ROR-gruppen av orphan-receptorer,
dér inte mindre &n fyra olika varianter
isolerats. Dessavarianter har olikaami-
noterminal doméan och har befunnits ha
olika DNA-bindningsegenskaper.

Monomer och heterodimer

ger variation i DNA-bindning

Den klassiska modellen fér hur en
karnreceptor aktiverar sin mélgen, be-
skriveni Figur 1, involverar en homodi-
mer, vilken binder till en palindromisk
sekvens. | manga avseenden har or-
phan-receptorerna visat sig bryta mot
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detta monster (Figur 3). De flesta or-
phan-receptorer binder till en direkt re-
peterad sekvens, namligen AGGTCA n
AGGTCA, dér n kan vara noll till fem
nukleotider.

Detta system av besl éktade respons-
element for vilka orphan-receptorerna
har olika bindningspreferens har ibland
kallats 1, 2, 3-regeln [3]. Flerarecepto-
rer kan binda till samma responsele-
ment och dérigenom finreglera tran-
skriptionen av samma malgen. Det har
tex visats att orphan-receptorerna
COUP-TF och SF1 konkurrerar om
bindning till samma responselement.
Sekvenser som flankerar det basala re-
sponsel ementet samt mellan de badare-
peterade elementen har ocksd visat sig
kunna paverka DNA-bindningen. 1, 2,
3-regeln ska darfor bara ses som en ut-
gangspunkt och inte som en strikt »re-
gel».

Manga orphan-receptorer har ocksa
visat sig bindaoptimalt till DNA i form
av en heterodimer med RXR, en annan
medlem av kérnreceptorfamiljen. RXR
& nagot av enuniversell partner till and-
ra receptorer och dver tio kérnrecepto-
rer har visat sig bilda sddana heterodi-
merer [4]. RXR &r ocksd en receptor for
9-cis-retinsyra, och kan &ven bilda ho-
modimerer.

Slutligen har méngaorphan-recepto-
rer visat sig bindatill DNA i formav en
monomer. For dessareceptorer har ami-
nosyrasekvenser nedstroms om DBD,
kallade A/T-boxar, visat sig vara nod-
vandiga for DNA-bindningen. Re-
sponselementen for dessa receptorer
har oftast visat sig vara en icke-repete-
rad sekvens, dar sekvenser uppstroms

om sekvensmotivet AGGTCA ger spe-
cificitet [5].

Ledtradar om fysiologisk roll

Manga orphan-receptorer tycks ha
enviktig roll som modulatorer av andra
receptorers effekt. Detta kan ténkas ske
via flera olika mekanismer, tex via
bindning till ett gemensamt DNA-ele-
ment eller genom bildande av heterodi-
merer med RXR, varigenom mycket av
det tillgangliga RXR-proteinet titreras
ut.

Olika expressionsmonster avseende
tid och/eller lokalisation kan ocksa ge
information om funktionen hos orphan-
receptorerna. Mangaorphan-receptorer
uttrycks under specifika stadier av vav-
nadsdifferentieringen. Deflestaexemp-
len kommer fran Drosophila, déar flera
orphan-receptorer utgor sk segmente-
ringsgener, vilka avgor polariteten hos
de olika larvsegmenten vid utveckling-
enav Drosophilaembryot. Ett par exem-
pel finns ocksabeskrivnafran daggdiur,
framfér allt i samband med utveckling-
enav centralanervsystemet (tIx) ochre-
produktionssystemet (GCNF).

Andra orphan-receptorer uttrycks
mer eller mindre specifikti olikavavna
der hos den vuxna organismen. HNF4,
t ex, a framfor alt uttryckt i lever och
styr transkriptionen av leverspecifika
proteiner. Enisoform av en given recep-
tor kan ocksa uttryckas mycket speci-
fikt i ett smat vavnadsregister, tex
RZRp, som bara &erfinnsi tallkottkor-
teln.

Slutligen finns det receptorer som
induceras kraftigt av olika stimuli, t ex
tillvaxtfaktorer. NGFI-B identifierades
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OR1 DBD | e LBD I
P-box Ti AF-2
1 509 840 1043
Ftz-F1 DBD I I
P-box A/T-box Ti AF-2
1 245 415 568 1237
E75A I LBD I
P-box Ti AF-2
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DAX-1 > > > > LBD I
Ti AF-2
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Figur 4. Struktur hos nagra »atypiska»
orphan-receptorer. DAX-1 saknar
traditionell DNA-bindande doméan, odr-7
saknar ligandbindande doméan, E75A har
en extremt lang karboxiterminal »svans»
utgérande mer an halva proteinet, liksom
Ftz-F1, vilken ocksa har sekvenser
(markerade A/T-box) utanfor DBD som
bidrar till DNA-bindningen. Knirps
slutligen har mycket ringa, knappt synlig
likhet med 6vriga receptorer, speciellt i
den ligandbindande doménen.

ursprungligen pa basis av denna krafti-
ga okning vid behandling med NGF
(nerve growth factor).

Variationer pa temat

de aviagsna kusinerna

Huvuddelen av de orphan-receptorer
som isolerats under senare & har en
struktur som starkt pdminner om de
»klassiska» steroidreceptorerna (Figur
2). Nagra proteiner med en avvikande
struktur har dock isolerats. Mest intres-
santa av dessa ar tva proteiner kallade
DAX-1 och odr-7, vilka isolerats fran
manniska respektive nematoden Cae-
norhabditis el egans. Dessa tva recepto-
rer innehdller namligen endast ligand-
respektive DNA-bindande domén av
»karnreceptortyp» (Figur 4). Funktio-
nellt & dessa tva proteiner ocksd myc-
ket intressanta. Brist pa DAX-1[6] har
visat sig vara den avgorande faktorn for
utveckling av §ukdomarna DSS (dosa
ge sensitive sex reversal) och AHC
(adrenal hypoplasiacongenita). AHC &r

2KRRK

en sdllsynt, oftaletal stérning av binju-
rens funktion, vilken resulterar i under-
produktion av bl a glukokortikoider,
mineralkortikoider och androgener.
Den ansvariga genen bakom denna
sukdom har sedan tidigare lokaliserats
till X-kromosomen, och viadetaljerade
mutationsstudier kunde DAX-1-genen
dlutligenidentifieras. Dettaprotein sak-
nar helt den DNA-bindande doméan som
karakteriserar 6vriga kérnreceptorer. |
stéllet har den en unik »doman» besté
ende av fem kopior av en leucin- och
cysteinrik sekvens, som féredagits
kunnamedieraspecifik DNA-bindning.

Odr-7 [7] @andrasidan har visat sig
varaav betydelse for luktsinnet hos ne-
matoder. Odr-7 har vidare deni sérklass
mest divergenta DNA-bindande domé&
nen av ala kanda kérnreceptorer (un-
dantaget DAX-1). Ingastudier har &nnu
presenterats angdende DNA-bind-
ningsegenskaperna hos odr-7. Odr-7
saknar helt ligandbindande domén, och
dess funktion regleras fdljaktligen via
andra mekanismer &n ligandaktivering.

Péa jakt efter en ligand

En radikal skillnad i isoleringen av
orphan-receptorer jamfért med isole-
ringen av de »klassiska» steroidrecep-
torernadr att de senareoftast isolerasut-
ifran sin hormonbindande forméaga
medan orphan-receptorerna vanligen
isoleras utgdende fran sekvenshomol o-

gi, oftast i den DNA-bindande domé&
nen. Det har visat sig svarare an vantat
att hittaligander for orphan-receptorer-
na, och endast for ett fatal har sddana
identifierats. Vissaligander eller aktive-
rande substanser som hittills identifie-
rats leder emellertid till intressanta re-
flektioner. For RXR (9-cis-retinsyrare-
ceptorn), har det t ex nyligen visats att
en metabolit av klorofyll, fytansyra
(somfinnsi blodet), kan aktiveradenna
receptor [C Weinberger, Stockholm,
persmedd, 1995]. For PPAR (peroxiso-
me proliferator activated receptor) har
vi gélva visat att den kan aktiveras av
fettsyror, t ex linolensyraoch arakidon-
syra[8]. Dettakan pekapaatt kostkom-
ponenter & ligander aven for en del
andra orphan-receptorer. En uppenbar
ligandkandidat &r tex vitamin E, déar
rapporter indikerat forekomsten av ett
nukledrt bindarprotein med hog affi-
nitet, dvs eventuel It en receptor.
Tankbaraligander skulle ocksa kun-
na aerfinnas bland metaboliter av t ex
kolesterol, vilka pa sa satt skulle kunna
fungera som regulatorer av kolesterol-
metabolismen[9]. Oxysteroler, t ex, har
lange pekats ut som ténkbara receptor-
ligander, da deras effekter delvis tycks
vara pa transkriptionsnivd. Stod for
dennateori gavs nyligen, d& orphan-re-
ceptorn FXR visade sig aktiverasav far-
nesol, en prekursor till kolesterol [10].
Aktivatorer for orphan-receptorer
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skulle &ven kunna dterfinnas bland sig-
nalmolekyler fran andra endokrina sy-
stem. Till exempel kan vissa prosta-
glandiner aktiveraPPAR [11]. Annu ett
spektakulart, men fortfarande synnerli-
gen omdebatterat, stéd for denna hypo-
tes gavs nyligen da en forskargrupp pe-
kade ut melatonin som aktivator av or-
phan-receptorn RZR [12]. Melatonin &r
kant framfor alt for att tillsammans
med serotonin reglera dygnsmaonstret
av sbmn och vakenhet.

Slutligen &r det mgjligt att vissa or-
phan-receptorerseffekt regleras paand-
ravégar an viabindning av en specifik
ligand, texviaskillnaderi uttrycket av
géva receptorproteinet eller via post-
tranglationell modifiering, till exempel
fosforylering. Nagon av dessaalternati-
va aktiveringsvagar kan mycket vé
vara aktuell for orphan-receptorn
COUP-TF.

Sokandet efter potentiella ligander
sker framfor allt efter tva grundprinci-
per. Den ena, ibland skdmtsamt kallad
»Merck index», anvander rena substan-
ser, tex fran ett sk substansbibliotek,
for att testa aktiveringspotential i ett in
vitro-system, med en indikatorgen med
l&att kvantifierad produkt, t ex luciferas,
som malgen. Den andra principen utgér
fran ett biologiskt material, t ex plasma
eller vavnadsextrakt, som fraktioneras
med biokemiskametoder, varefter frak-
tionernatestas med avseende pasin ak-
tiverande forméga enligt ovan.

Fraktioner innehdllande aktiverande
substanser kan darefter analyseras med
t ex gaskromatografi—masspektrometri
for att identifiera den aktiverande sub-
stansen. | dessa studier har man ofta
dragit fordel av att de olika receptordo-
manernakan fungeraoberoende av var-
andra, och sk chiméra receptorer har
tillverkats med den ligandbindande do-
manen frén den studerade orphan-re-
ceptorn och den aminoterminala och
DNA-bindande doménen fran en valka-
rakteriserad receptor, t ex glukokorti-
koidreceptorn, vilket kringgdr proble-
met med att DNA-bindningsegenska-
perna inte & kanda for orphan-recep-
tornifréga.

»Knockout» av

orphan-receptorer

En drastisk men ibland effektiv me-
tod att finna en fysiologisk funktion for
ett protein & via framtagande av sk
»knockout-moss», dér den studerade
genen genom homolog rekombination
eliminerats fran forsoksdjuret, alterna-
tivt endast frén vissa vavnader i djuret
[13]. For orphan-receptorer har denna
metod hittills tillampats pé fyra olika
gener. For tvaav dessa, err2 och HNF4,
blev resultatet att fostren dog tidigt un-
der embryonal utvecklingen, vilket pe-
kar pa en viktig funktion for dessa re-
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ceptorer i detta stadium [14]; [V
Giguere, Lake Tahoe, pers medd,
1996]. Knockout av en tredje orphan,
SF1, leder inte ovantat till kraftiga stor-
ningar i utvecklingen av de reprodukti-
va organen (avsaknad av gonader och
binjurar). For den fjérde orphan-recep-
torn, NGFI-B, syns ingen defekt i de
mutantadjuren. Enisoformav NGFI-B,
nurrl, uttrycks déaremot i storre méang-
der an normalt, vilket tyder paatt denna
kompensatoriskt Gvertagit méngaav de
funktioner som normalt handhas av
NGFI-B.

Stort medicinskt intresse

Upptéackten av ett stort antal protei-
ner tillhdriga samma proteinfamilj som
steroidreceptorerna, men for vilkaing-
en funktion &nnu &r kand, &r av stort po-
tentiellt medicinskt intresse. Det kan
forutspds att manga fler orphan-recep-
torer &n de nu kénda kommer att isole-
ras under kommande &r. Att karakteri-
seradessamed avseende paderasfysio-
logiska roll & en viktig uppgift, och
dessa studier kommer med stor sanno-
likhet att ge ytterligare vardefull kun-
skap om kroppens olika system for att
svara pa endokrina och exokrina signa-
ler, insikter som kan komma till prak-
tisk nyttainom medicinen.
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