3152

VIDENSKAB OG PRAKSIS | OVERSIGTSARTIKEL

UGESKR LAGER 167/34 | 22. AUGUST 2005

P2-purinerge receptorer: regulation af
knogleomsztningen og terapeutisk potentiale?

Stud.med. Marie Solgaard & leege Niklas Rye Jgrgensen

H:S Hvidovre Hospital, Forskningsenheden for osteoporose og
metaboliske knoglesygdomme, Klinisk Biokemisk Afdeling og
Endokrinologisk Afdeling

Resumé

Osteoporose er en invaliderende sygdom, og trods de seneste ars
fremskridt inden for behandling af sygdommen, er der stadig et
stort behov for nye behandlingsmuligheder. Et potentielt mal for
udvikling af stoffer, som kan regulere knoglemetabolismen, er de
sakaldte purinerge receptorer. Disse er receptorer, som reagerer pa
binding af nukleotider, og der er gennem de senere ar publiceret
flere og flere studier, som beskriver deres rolle i regulationen af
knogleomsatningen. De betegnes P2-receptorer, og der eksisterer
to typer: P2Y og P2X, som yderligere kan underopdeles afhaengigt
af ligandspecificitet. Deres ekspression er beskrevet i savel osteo-
blaster som osteoklaster, og agonistbinding til receptorerne influe-
rer bade pa proliferation, differentiering, aktivitet og apoptose af
knoglecellerne. Med et stgrre kendskab til disse receptorers funk-
tion i knoglebiologien, vil de formentlig i fremtiden veere et oplagt
mal for udvikling af stoffer, som kan anvendes i behandlingen af
metaboliske knoglesygdomme, herunder osteoporose.

Der foregar til stadighed en segen efter nye farmakologiske mal,
ved hvilke man kan regulere knogleomsztningen og dermed
behandle knoglemetaboliske lidelser, sdsom osteoporose, som
er et stadigt stigende problem, sivel for den enkelte patient som
samfundsekonomisk. Der er gennem de senere ar publiceret
flere studier, som belyser de P2-purinerge receptorers rolle i
knoglebiologien. Disse receptorer synes at veere potentielle mal
for farmakologisk regulering af knogleomsztningen.

Adenosin 5-trifosfat (ATP) fungerer ikke kun som uund-
veerlig enzym kofaktor og som cellernes vigtigste energikilde,
men er ogsa et potent ekstracellulzert signalmolekyle, som ud-
over sine effekter via serlige receptorer pa cellernes overflade.
11972 foreslog Burnstock [1] eksistensen af en szrlig receptor,
som binder ATP, men ikke adenosin, og kaldte denne familie
af receptorer for P2-purinerge receptorer, modsat de adeno-
sinfelsomme P1-purinerge receptorer.

Materiale og metoder

Litteraturgennemgangen er baseret pa segninger udfort i
marts 2004 i MEDLINE-baserede databaser ved brug af soge-
ordene: P2 receptor, purinergic receptor i kombination med
osteoblast og osteoclast. Derudover er gennemgangen baseret
pé tidligere sogninger [2, 3] samt pa litteratur fundet ved gen-

nemgang af referencelister i de fundne artikler. I gennemgan-
gen er der kun inkluderet engelsksproget litteratur.

P2-purinerge receptorer

P2-receptorerne udmerker sig ved hovedsageligt at respon-
dere pi ATP, adenosin 5’-difosfat (ADP), uridin 5’-trifosfat
UTP) og uridin 5-difosfat (UDP). P4 baggrund af forskelle i
den molekylzre opbygning og forskelle i signaleringsmeka-
nismerne opdeles P2-receptorerne i to vaesentligt forskellige
typer, nemlig P2X- og P2Y- receptorer [4], som begge er pro-
teiner lokaliseret til cellemembranen.

P2X-receptorerne tilherer gruppen af ligand-gatede ion-
kanaler. Pa baggrund af virkningen af receptoragonister har
man karakteriseret syv underklasser (1-7) af P2X-receptorerne,
som senere er blevet klonet. Receptorproteinet er opbygget
af mellem 379 og 472 aminosyrer fordelt pa to transmem-
brane domzner forbundet ved et langt ekstracellulzert loop
[5] (Figur 1). Formentlig er selve ionkanalen opbygget af to
eller flere strukturelt sammenlignelige receptorproteiner [4].
Efter binding af ATP til receptoren ses en depolarisering af
membranen pga. natriums passage ind i cellen gennem ion-
kanalen. Depolariseringen aktiverer spendingsafthengige
calciumkanaler i membranen, og der opnas en hurtig stigning
i den intracellulere calcium koncentration [6]. Denne proces
(koblingen mellem ligandbinding og intracellulzrt respons)
er af millisekunders varighed, hvilket er hensigtsmaessigt, idet
P2X-receptorerne har stor udbredning i nerve- og muskelvav,
hvor hurtig signalering er pakrevet [4].

P2Y-receptorerne er G-protein-koblede receptorer, og otte
forskellige undertyper er blevet karakteriseret (P2Y1, 2, 4, 6,
11, 12, 13, 14), ligeledes pa baggrund af agonisternes potens
[6]. Proteinet bestar af syv transmembrane kader forbundet
ved intra- og ekstracellulzre loop (Figur 1). Efter ligandbin-
ding aktiveres inositol 1,4,5-trifosfat (IP3)-systemet. IP3 virker
som anden budbringer (second messenger) og medierer mobili-
sering af calcium fra intracellulzre lagre. Derved opnas der,
ligesom for P2X-recptorernes vedkommende, en stigning i
den intracellulere calciumkoncentration og en heraf folgende
effekt i cellen atheengig af celletype [4, 7]. For P2Y-receptor-
erne gelder det, modsat for P2X-receptorerne, at der er et
leengere tidsinterval fra ligandbinding til effekt. Dette skyldes,
at P2Y-receptorerne aktiverer den nzvnte signalkaskade, som
involverer produktion og syntese af second messengers [4].

Nukleotider
Nukleotider (f.eks. ATP, ADP, UTP, UDP) er af stor vigtighed
i mange af kroppens processer bl.a. i energimetabolismen,



UGESKR LAGER 167/34 | 22. AUGUST 2005

VIDENSKAB OG PRAKSIS | OVERSIGTSARTIKEL

nukleinsyresyntesen og enzymreguleringen. Langt de fleste
organer og vaev er under pavirkning af ekstracellulere
nukleotider [8]. Dette gelder ogsd knoglevavet.

For at P2-receptorerne kan modulere celleaktiviteten, ma
koncentrationen af nukleotider i det omgivende miljo veere
stor nok til at aktivere receptorerne [9]. Den intracellulere
ATP-koncentration ligger normalt pa 3-5 mM, mens den
ekstracellulzere under normale omsteendigheder bliver holdt
pa meget lave niveauer. Dette skyldes to mekanismer; 1) celle-
membranens lipiddobbeltlag er si godt som impermeabelt for
ATP og 2) tilstedevarelsen af enzymer (ektonukleotidaser og
fosfataser), der hurtigt nedbryder ekstracellulzert ATP [8] til
f.eks. ADP, AMP, adenosin og uorganisk fosfat [10].

Den ekstracellulzere ATP-koncentration kan under spe-
cifikke fysiologiske og/eller patologiske omstendigheder
stige kortvarigt pga. frigivelse fra det intracelluleere rum [10].
Denne frigivelse kan ske pa tre principielt forskellige mader;
1) fra edelagte eller deende celler, hvor cellemembranen ikke
leengere er intakt, 2) ved vesikuler frigivelse fra f.eks. nerve-
terminaler eller fra aktiverede blodplader eller leukocytter
under en inflammatorisk proces og 3) ved frigivelse via spe-
cifikke transmembrane kanalproteiner som respons pa et
givet stimulus [8].

P2 og osteoblastbiologi

I flere studier er det pavist, at ATP og andre nukleotider virker
pé osteoblaster med dannelse af IP3 og stigninger i den intra-
cellulzere calciumkoncentration [11, 12]. Et varierende antal af
disse receptorer er udtrykt i humane osteoblaster, bl.a. P2Y1,
P2Y2, P2Y4 og P2Y6 [13] og P2X1, P2X4-P2X7 [14]. Der sker
dog en 2ndring i receptorekspressionen under osteoblastens
udvikling [15], hvorfor ikke alle receptorerne vil vere at finde
pa et givet tidspunkt. Endvidere bliver nogle af receptorerne
udelukkende udtrykt i form af mRNA, men findes ikke som
funktionelle proteiner pa celleoverfladen [2].

For at nukleotiderne kan have en relevant fysiologisk effekt
pé knogleremodellering under normale omstzendigheder, ma
de veere til stede i knoglemiljoet [9]. Det er pavist, at nukleo-
tiderne kan virke autokrint eller parakrint pd knoglecellerne [3],
formentlig som en frigivelse fra osteoblaster som respons pa
mekanisk stimulering af cellen [3]. Resultaterne af andre in vi-
tro-studier tyder pd, at der i osteoblastens nzermiljo sker en eks-
tracelluleer omdannelse af ADP til ATP ved hjlp af det mem-
branbundne enzym, ektonukleosiddifosfokinase [16]. Endelig
er det ogsa sandsynligt, at der sker en kontinuerlig ATP frigi-
velse fra osteoblasten via specifikke membranproteiner [3].

I funktionelle studier er det pavist, at ekstracelluleere
nukleotider, bl.a. ATP og UTP, kan reducere formationen af
knoglerelaterede proteiner fra osteoblaster in vitro [17, 18], og
at P2Y2-receptoren formentlig er arsag til denne effeke [19].
Endvidere har visse nukleotider en indirekte stimulerende
effekt pa osteoblasters deling og proliferation, formentlig
medieret via prostaglandin E [10].
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Figur 1. Skematisk praesentation af P2X- og P2Y-receptorernes struktur. P2X er
ligand-gatede ionkanaler opbygget af to transmembrane domener med NH- og
COOH-enderne intracelluleert. | det ekstracellulaere loop er der flere disulfidbind-
inger. P2Y-receptorerne er G-protein-koblede bestaende af syv transmembrane
domeaner med NH-enden og nukleotidbindingsstedet ekstracelluleert og med
COOH-enden intracelluleert.

Nogle af de ovennzevnte effekter kan tilskrives nukleo-
tidernes evne til, via P2-receptorerne, at oge den intracellu-
lzere calciumkoncentration og dermed aktivere/regulere bl.a.
ionkanaler og gentranskription. I denne kontekst er det ogsa
vist, at nukleotider in vitro har en additiv effekt pd PTH's
resorptive evner, fordi nukleotiderne forsterker stigningen
i intracellulzert calcium [20], og dette kan trigge osteoblasten
til at frigive mediatorer, der stimulerer osteoklastens knogle-
resorption.

En sammenhzng mellem disse effekter og knoglernes
fysiologi kan vere, at PTH vha. nukleotider i knoglemiljoet
initierer knogleresorption og dermed knogleremodellering.
Nukleotiderne er enten til stede i lokalmiljeet pa grund af
lokal frigivelse fra odelagte celler eller frigivelse som respons
pa mekanisk stimulering af cellen [21], som man kan forestille
sig knoglevaevet bliver belastet under fysiologiske forhold.
Endvidere er der formentlig et samspil mellem lokale nukleo-
tider og vaekstfaktorer/prostaglandiner frigivet i forbindelse
med vevsedeleggelse, ledende til proliferation og differen-
tiering af osteoblaster.

P2 og osteoklastbiologi
Ligesom for osteoblasternes vedkommende udtrykker hu-
mane osteoklaster bide P2Y-receptorer og P2X-receptorer.
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Figur 2. Skematisk preesentation af beskrevne effekter af nukleotider pa purinerge receptorer pa knogleceller. Nukleotider virker via P2Y- og P2X-receptorer pa osteo-
klastfusion og -apoptose og medvirker dermed til regulationen af osteoklastmedieret knogleresorption. Denne effekt kan yderligere moduleres af indirekte virkning af
PTH via osteoblasterne. P2Y-receptorer pa osteoblasterne er involveret i osteoblastproliferationen og osteoblasternes aktivitet og er dermed delvist ansvarlig for regule-

ringen af knogleformation.

Osteoklasterne synes at udtrykke en lang raekke underklasser
af P2-receptorer: P2Y(1, 2, 4, 6, 11) og P2X(1, 4, 5, 6, 7) [22].
For osteoklasterne gelder det ligeledes, at ikke alle typer re-
ceptorer finder vej som funktionelle proteiner til celleover-
fladen, idet der er diskrepans mellem receptorekspressionen
ved RT-PCR og ved proteinbestemmelse med Western blot-
ting og immunhistokemiske farvninger.

Effekterne pa osteoklasten er mangeartede. ATP givet
in vitro i lave koncentrationer (op til 2 uM) har en stimule-
rende effekt pa osteoklasternes knogleresorption, og denne
effekt forstzerkes, nar cellerne gror i et miljo med lavt pH.
Dette indikerer, at P2X2-receptoren forirsager denne effekt,
da potensen af ATP pa P2X2-receptoren i udtalt grad er
pH-sensitiv [23].

Det er foreslaet, at ATP's effekt pa knogleresorptionen er
indirekte via en opregulering af receptoraktivator af nuklezer
faktor ¥B-ligand (RANK-ligand) i osteoblaster [22]. RANK-
ligand er et molekyle, der delvist giver anledning til osteo-
klasternes differentiering. ADP spiller ogsa, via den ADP-
selektive P2Y1-receptor, en stor rolle i osteoklastbiologien.
Herigennem har ADP en stimulerende effekt pa knogle-
resorption, formentlig bade direkte via receptorer pa den
modne osteoklast og indirekte via receptorer pa osteoblasten
[24], som begge udtrykker P2Y1-receptorer. Derudover synes
ADP at stimulere dannelsen af osteoklaster ud fra heemo-
poietiske stamceller [25].

P2X7-receptoren menes at have en serlig funktion i osteo-
klasten. Karakteristisk for receptoren er, at den ved normal
ligandbinding fungerer som en ionkanal, som de ovrige P2X-
receptorer. Ved lengere tids ATP-binding sker der imidlertid
konformationelle ndringer i proteinet, og der dannes en
nonselektiv pore i membranen, hvorigennem store hydrofile
molekyler kan passere. Denne egenskab spiller en rolle i fusio-
nen af makrofagforstadier og dermed i dannelsen af den
multinuklezere makrofag [26]. Selvsamme egenskab synes dog
ogsd at kunne initiere celleded ved langvarig stimulation med
ATP i hoj koncentration. I dette tilfzelde oges membranper-
meabiliteten nemlig si meget, at der kommer excessiv trans-
membran ionpassage, og cellen mister vigtige intracellulzere
metabolitter, hvilket leder til celleded i form af nekrose eller
apoptose [27]. Ovennavnte karakteristika og effekter er be-
skrevet for makrofagen. Osteoklaster udvikles fra forstadier
fzelles med makrofager og monocytter, og det er saledes sand-
synligt, at P2X7-receptoren spiller en lignende rolle i osteo-
klastens udvikling og aktivitet. Forseg tyder pa dette, idet det
er fundet, at osteoklasten efter ATP-stimulation udvikler store
permeable porer i cellemembranen [4].

Ogsa in vivo synes P2X7 receptoren at spille en vasentlig
rolle i omszetningen af knoglevav. I et musestudie, hvor man
sammenlignede normale mus (vildtype) med lignende mus,
hvor genet, der koder for P2X7, var fjernet, fandt man, at de
genetisk manipulerede mus havde en lavere knoglemasse end
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vildtypemusene, og histologisk undersogelse af knoglerne
tydede pa en oget knogleresorption sammenlignet med vild-
typemusene [28]. Dette tyder det pa, at P2X7-receptoren un-
der normale forhold har en vigtig rolle i begreensningen af
osteoklasternes aktivitet ved at inducere celleded i disse
celler.

P2-receptorer som mal for terapi
Det fremgar siledes tydeligt, at der efterhdnden foreligger
en del studier, som delvist belyser P2-receptorernes rolle i
knoglebiologien (Figur 2), og ikke mindst i regulationen af
savel knogleformation som -resorption. Efterhdnden som vi
opndr bedre forstaelse for disse receptorers rolle i knogle-
omszaetningen, vil det ogsd vere indlysende at udnytte disse
effekter ved at soge at udvikle nye knogleaktive medikamen-
ter, som kan vise sig nyttige i behandlingen af metaboliske
knoglesygdomme sdsom osteoporose, inflammatoriske syg-
domme (arthritis rheumatoides og periodontitis) samt tumor-
induceret osteolyse. Endelig ville man maske oven i kebet
kunne forhindre udvikling af knogletab i forbindelse med tab
af mekanisk stimulation som felge af micro-gravity. Pa grund af
de forskellige receptorer involveret og de ojensynlige effekter
pa bade knogleformation og resorption har vi her potentialet
for udvikling af bade antiresorptive og anabole stoffer.
Der er imidlertid nogle forhindringer, som skal overvindes
i forbindelse med udviklingen af disse stoffer. De fleste af de
kendte agonister er relativt uspecifikke og virker saledes ikke
kun pé en, men pa flere af receptorerne. Dernzst er de endo-
gene agonister meget ustabile som folge af enzymatisk ned-
brydning via ekstracellulzere ektonukleotidaser.
Benzoylbenzoyl ATP (BzATP) er dog relativt specifik for
P2X7-receptoren, og da den medferer akut cytolyse i osteo-
klaster, kunne den vare et logisk udgangspunkt for udvikling
af stoffer, som kan reducere antallet af osteoklaster in vivo.
Ogsa andre P2X-receptorer er som nzvnt involveret i regula-
tionen af knoglenedbrydning. Lave doser af ATP stimulerer
som beskrevet ovenfor osteoklasternes dannelse og aktivitet
[23]. Disse effekter synes medieret via andre P2X-receptorer
end P2X7, og selektive antagonister mod disse P2X-receptorer
ville siledes kunne anvendes som antiresorptive stoffer.
Mindre bisfosfonater, sdsom clodronat og etidronat, an-
vendes i behandlingen af osteoporose. De bliver i organismen
metaboliseret til svaert hydrolyserbare ATP-analoger, som for-
arsager celleded af osteoklaster. Det er siledes nzerliggende at
forestille sig, at effekten af disse mindre bisfosfonater kunne
vere medieret via interaktion af deres ATP-lignende meta-
bolitter med P2-receptorer pa osteoklasterne, medferende
celledod af disse. Siden bisfosfonater binder sig specifikt til
knogler, ville det vaere muligt at designe analoger saledes, at
de efter metabolisering i osteoklaster bliver omdannet til
potente P2-agonister eller antagonister, som sa udever deres
virkning direkte pa formation eller resorption i knoglemiljoet.
Der foreligger allerede studier,hvori man har pavist virk-
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ningen af visse antagonister pa knogleomsaetningen. Suramin
er en P2-antagonist, som primeert virker pa P2X-receptorer,
men i mindre grad ogsd pa P2Y-receptorer. Suramin er bade
vist at hemme knogleresorption in vitro og in vivo [23, 29-31].
Suraminlignende stoffer er blevet udviklet, som har yderligere
specificitet over for P2X, men kun ringe binding til P2Y-re-
ceptorerne. Efterhinden som der udvikles nyere og mere spe-
cifikke antagonister til P2-receptorerne, vil det veere yderst
interessant at undersoge deres effekter pa sivel knogle-
formation som -resorption.

Konklusion

P2-receptorerne udger en stor familie for farmakologiske mal,
som sammen med nukleotiderne spiller en vzsentlig rolle i
knogleomsztningen. De enkelte receptorer og nukleotiderne
har varierende effekter pa knogleomsztningen. Disse meka-
nismer er sandsynligvis involveret i sivel knoglernes respons
pa mekaniske stimuli som under inflammatoriske tilstande og
vil formentlig i fremtiden vise sig at vaere et terapeutisk mal
for udvikling af nye knogleaktive substanser. Yderligere forsk-
ning pa omradet er dog pakravet, og undersogelsen af in
vivo-genetiske musemodeller er et kraftfuldt veerktoj i den
videre udforskning af receptorernes rolle i knogleomsztnin-
gen, hvor kun P2X7-knockoutmodellen er tilgengelig pa nu-
verende tidspunkt.

Tilstedevzrelsen af forskellige receptorer samt receptor-
folsomhed pa osteoblaster og osteoklaster kan vise sig som en
mulighed for uathaengigt at kontrollere aktiviteten af de to
celletyper, og dermed danne baggrund for behandlingen af en
raekke metaboliske knoglesygdomme.
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Eksperimentel kraeftbehandling
med elektrokemoterapi, elektrokemoimmunterapi

og elektrogentransfektion

1. reserveleege Julie Gehl

Herlev Amtssygehus, Onkologisk Afdeling

Det er svaert nok at udtale elektroporation, og situationen er
ikke blevet nemmere efter elektrokemoterapi, elektrokemo-
immunterapi og nu elektrogentransfektion er kommet pa ba-
nen. Her folger en forklaring pa disse nye begreber i dansk
eksperimentel kraftbehandling.

Hvad er elektroporation?

En cellemembran har en vis elektrisk kapacitans. Ved elek-
troporation patrykkes et elektrisk felt udefra, si membranens
kapacitans overstiges, hvorved membranen midlertidigt desta-
biliseres og bliver permeabel (Figur 1). Elektroporation er en
reversibel proces, hvor cellemembranens integritet genskabes i
lebet af fa minutter. Elektroporation anvendes til at introducere

ioner, farvestoffer, farmaka, antistoffer, oligonukleotider, RNA
og DNA - kort sagt molekyler, der har det til feelles, at de van-
skeligt af sig selv finder vej over cellemembranen [1].

De elektriske pulser, som anvendes, kan elektronisk tilret-
tes til firkantede pulser. Dermed kan pulsamplituden uathzen-
gigt reguleres i forhold til pulsleengden. Dette har stor betyd-
ning, idet et storre omrade af cellemembranen permeabilise-
res ved hej amplitude, mens f.eks. DNA transporteres bedst
ved lange pulser [1]. Saledes anvendes hej amplitude, hvis ma-
let er influks af sm& molekyler (f.eks. kemoterapi), og en kom-
bination med elektroforetisk virkende pulser, hvis mélet er
gentransfektion. En pulsserie er afviklet i lobet af fa sekunder.
Typisk anvendes der til elektrokemoterapi otte pulser a 0,1 ms
med 1kV pr. cm (elektrisk spaending malt i V/afstand mellem
elektroder malt i cm), mens man ved DNA-transfektion an-
vender en enkelt permeabiliserende puls og derefter en elek-
troforetisk virkende puls pa f.eks. 0,4 s med 0,1 kV pr. cm.

Oftest anvendes der elektroder med en afstand pa under





