Kardiovaskular behandlingspotential

P2-receptorer viktiga
for framtida lakemedel

Pa senare tid har ett stort an-
tal receptorer for extracellulara
nukleotider (P2-receptorer) klo-
nats vilka férmedlar en mangd
effekter i hjart—karlsystemet:
inotropa effekter pa hjartat,
trombocytaggregation, blod-
trycksreglering, frisattning av
endoteliala faktorer och stimu-
lering av glatt muskeltillvaxt.
Redan idag star det klart att P2-
receptorer ar fysiologiskt och
patofysiologiskt av stor betydel-
se. De forsta P2-receptorblocke-
rarna (tiklopidin och klopido-
grel) anvands kliniskt som trom-
bocythammare vid ischemisk
hjartsjukdom och slaganfall.
Fortsatta studier och utveck-
lingen av selektiva antagonister
mot P2-receptorer kommer att
ge oss en storre forstaelse for
flera kardiovaskulara sjuk-
domsprocesser och férhopp-
ningsvis leda till utvecklingen av
nya lakemedel.

lara effekter.

Drygt tiotal subtyper
med specifik kanslighet
Det var kant sedan 1920-talet att ade

och blodtrycksreglering. Efter hand
kom det indikationer pa att adenosin
molekyler med tva eller tre fosfatgrup1
per (ADP och ATP) utdvade effektel
inte bara via sin nedbrytning till adeno
sin utan via egna receptorer. Detta lec
de till att professor Geoffrey Burnstock
1978 foreslog en indelning av purinerg
receptorer i adenosinkénsliga (P1) og
ATP-kénsliga (P2) [1]. Betydelsen av R
har modifierats till att sta for bade pu
rin- och pyrimidinkanslighet eftersom
pyrimidiner som UTP och UDP ocks§
aktiverar ett stort antal av dessa recept
rer [2].

Nar P2-receptorerna klonades visg
de det sig att de bestod av tva huvu
grupper, dar P2X-receptorerna repre
senterar en helt ny typ av jonkanalsre
ceptor medan P2Y-receptorerna tillhg
den stora gruppen G-proteinkopplad
receptorer (se Faktaruta). Det finns &
minstone sju subtyper av P2X-receptd

P2-receptorer ar cellytereceptorerer (P2X—P2X;) som alla aktiveras av
som aktiveras av extracellara nukleotiATP. For P2Y-receptorerna ar fem sulg
der sdsom ATP (adenosintrifosfat)typer klonade, och de har specifik kans
ADP (adenosindifosfat), UTP (uridin-lighet for olika puriner (ATP, ADP) el-
trifosfat) och UDP (uridindifosfat). Int- ler pyrimidiner (UTP, UDP). Dessutom
racellulart spelar nukleotider en fundafinns en annu inte klonad ADP-kanslig
mental roll i energiomséttning, enzym4irombocytreceptor, P2¥e.
reglering och som byggstenar i geno-
met. Friséattning av nukleotider

Det bemoéttes darfor med viss skep- Extracellulara nukleotider frisatts
sis nar det antogs att nukleotider avesamtidigt som noradrenalin nar de
skulle kunna aktivera receptorer pa celsympatiska nervsystemet aktiveras me
ytan. Det var forst i och med att dessaven fran sensoriska nerver. Endote
P2-receptorer klonades som det slutgiteller frisatter bade ATP och UTP vid
tiga beviset for deras existens kom. Nhypoxi och férandringar i »shear
ar P2-receptorer en av de storsta recegtress» [3]. Det ar mojligt att det sker e
torfamiljerna med drygt ett tiotal subty-standig frisattning fran endotelet son
skulle kunna delta i den basala blodflg
desregleringen. Friséttning sker ocks
fran inflammatoriska celler och fran
" glatta muskelceller vid skada. | hjarta
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per som utdvar en mangd kardiovaskiket leder till mycket héga koncentratio-
ner av extracellulara nukleotider i sam-
band med trombocytaggregation [3].
Saledes frisatts extracellulara nukleoti-
der i alla delar av hjart—karlsystemet

Receptorklassificering

P2-receptorer aktiveras av puriner
och pyrimidiner med tva eller tre fos-
fatgrupper (ATP, ADP respektiv
UTP och UDP) och utg6r en egen re-
ceptorgrupp skild fr&n gruppen adenp-
sinreceptorer. P2-receptorerna indelas
i P2X och P2Y-receptorer (Tabell |
[21]. P2X-receptorerna represente
en helt ny klass av jonkanalkopplade
receptorer som vid aktivering slapper
in positivt laddade molekyler (€a
K*och N&) vilket leder till en depola-
risering av membranpotentialen och
en aktivering av cellen. | gruppe
finns sju subtyper som alla aktiveras
av ATP. P2X ar den dominerande re-
ceptortypen pa glatta muskelceller] i
blodkérl och stimulerar till karlkon
traktion. De 6vriga uttrycks huvudsak-
ligen i neurogen vavnad. P2Xecep-
torn &r unik, eftersom den vid aktive-
ring med hdga koncentrationer AT
kan féra samman manga receptorer fill
att bilda en por stor nog att slappa ige-
nom stérre molekyler (700 dalton).
Den finns bl a p4 makrofager och del-
tar troligen i bildandet av multinukle&
ra celler.

P2Y-receptorerna tillhér den sto
gruppen receptorer med sju trans-
membrana regioner som ar kopplagde
till intracellulara G-protein. Flera re
ceptorer har sorterats bort fran listan
da det i efterhand visat sig att de inte
aktiverades av nukleotider eller att de
var artvarianter av varandra. Detta fgr-
klarar den oregelbundna numreringen.
Som framgar av Tabell | sa finns gn
stor specificitet for vilken ligand so
kan binda till varje receptor. P2Y
P2Y,, P2Y,, P2Y; och P2Y,, stimule-
rar frisattning av den intracellular
signalsubstansen JRAnedan P2Y;p
verkar genom att hAmma bildningg
av cCAMP. P2Y,yp &r inte klonad &nnu
men det ar flera forskningsgrupper
som arbetar intensivt med detta. Det
finns dessutom indikationer pa att det
skulle finnas ytterliggare nagra P2-re-
ceptorer.
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Tabell . Receptorklassificering.

P2-receptorer

P2X  Aktiverasav P2Y Aktiveras av
P2X, ATP P2Y, ADP

P2X, ATP P2Y, ATP/UTP
P2X; ATP P2Y, UTP

P2X, ATP P2Y, UDP

P2Xs ATP P2Y,, ATP

P2Xs ATP P2Yo» ADP

P2X, ATP

och i 6kad utstrékning i flera paofy-
siologiska situéioner [3].

Rik for ekomst

av nedbrytande enzymer

De etracellulaa nvaena a nuk-
leotider i cikulationen &r i det nénas
te obeintliga. Osalen till detta ar enk
férekomst & nedbytande enzymeek
tonukleotidaserframfor allt p& endotel
celler som byter ner AP, via ADP ot
AMP, till adenosin. Detta leder tilltia
ATP har en mcket kort halveringstid
(0,2 sekunder vid infusion i lungkis-
lationen). Det &r tankbueit effektena
av extracellulaa rukleotider skulle b
alltfor kraftiga om semmkoncentetio-
nema inte holls nex.

ADP dubbel effekt
pa trombogytaggregationen

ADP

ATP UTP UDP

Endotelcell Kérllumen

Kvaveoxid

m —— Karldilatation

EDHF

Karlkontraktion

ATP

Adventitia

ATP UTP UDP

ema & cAMP (P2Y,pp) 0ch en (P2Y)
som okar nidena & inositoltif osfat
(IP5) [4]. Bada dessa fedkter bidar i sig
till trombog/taggregation, men det &r sy
negismen nar bada akiéras som for
klarar den potenta ambogtaggrege-
rande diekten for ADP (kgur 1). Efter
som ADP ligger lagrat i h6ga koncente-
tioner i tombogtgrarula, leder en akti
veling a/ trombogten till yttediggare
frisattning & ADP vampa tombogt-
aggregationen stinuleras ytteligare.

Lakemedel iktade

ADP ar ett & kroppens mest potenta mot P2-recgtorn

trombogtaggregerande amnen, &c
nyligen har mekanismen bai detta
klargjorts. ADP stinulerar tva olika e-
ceptorer pa tombogtens yta, enacep-
tor som minskar de irdcellulaa niva

Figur 1. Den kraftiga
trombocytaggregerande effekten av ADP
forklaras genom en synergistisk effekt via
P2Y ,pp 0Ch P2Y,-receptorer, vilka verkar
via olika intracellulara signalvagar
(h&mning av cAMP respektive
stimulering av IP3). P2Y ypp-receptorn
blockeras av tiklopidin och klopidogrel.

De forsta lalemedel sometkar via
P2-recetorer ar tombogthdmmana
tiklopidin (Ticlid) och klopidagrel (Pla
vix). Dessa Iockerar bindningn a
ADP till P2Y spp-recgptom och hammar
den ADP-stinulerade tombogtaggre-
gationen. Efekten ar helt annbmda

Figur 2. Extracellulara nukleotider
reglerar karltonus via ett flertal
receptorer. Vid frisattning i karllumen pa
endotelsidan aktiveras P2Y,-receptorer
av ADP. Dessutom finns det receptorer
kéansliga for UTP och UDP (P2Y,, P2Y,
och P2Yg), men eftersom det saknas
tillréckligt receptorspecifika molekyler har
man annu inte sakert kunna skilja ut
vilken eller vilka av dessa receptorer som
uttrycks av endotelceller. De har darfor
sammanfattats som P2Y,e-receptorer.
Nar endotelcellen aktiveras frisatts
kvaveoxid och EDHF som leder till
relaxation av den glatta muskelcellen och
karldilatation. Nar extracellulara
nukleotider frisatts mot adventitian eller
om endotelet &r skadat stimuleras P2-
receptorer direkt pa den glatta
muskelcellen. Har saknas P2Y ;-
receptorer men till skillnad fran pa
endotelcellen finns det P2X;-receptorer.
Dessutom finns UTP och UDP-kéansliga
P2Y,s-receptorer. Aktivering av dessa
receptorer leder i stéllet till
karlkontraktion.

[5], och kombindionen acetylsaligsy-

an for acetylsaligsyra som hammar ra ot klopidagrel har visasig 6vendag
trombokansyntesen. CAPRIE-studiensen andx Hodfértunnande medel fotia

visade & klopidagrel var mer effektivt
an acetylsaliglsyra for dt reducea in
cidensen a slaganfall och hjatinfarkt

Antagonister
Tiklopidin
Klopidogrel

Aggregation
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forhindra komplikaioner till PTCA
(ballongvidgning) med stent [6]. Detta
ar dels ett fésta beis for mojlighetena
att designa kliniskt gtksamma lagme
del riktade mot P2eceptorer, dels be
kraftar det indiekt forekomsten ®
ADP i fysiologiskt relevanta nvaer i
manniskans ckulation. Av yttedigare
intresse artavi nu vet @t ADP awen ut
Ovar sin tombogtaggregerande efekt
via P2Y;-recgptom. Detta lamnar faltet
Oppet for ytteligare famakologisk in-
tervention.

Effekter pa blodtr yck

och karltonus

Extracellulaa rukleotider utoear ef
fekter pa kdtonus i mepaten a de
blodkal och katbaddar som under
sokts. P2-ceptorer finns bade pa en
dotel, dar de mediar kafdilatation,
och glat muskel, dér de stimlerar kéi-
kontraktion (Rgur 2). Nar symptiska
newvsystemet akteras fisatts AP
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Trombocyt-
aggregation

Kontraktil fenotyp

Celltillvaxt

Endotel
Inflammation

Syntetisk fenotyp

samtidigt med nadrenalin ot star for
en del & kadkontraktionen. AP verkar
pa bade P2Xoch olika P2¥receptorer
pa den glta nuskelcellens yta. Nad-
renalin star i egel for en store del &
kontraktionen, men detirfns katsy-
stem dar AP mediear hela den sympa
tikusmedieade lontraktionen [7].
ATP-kontraktionen &r ofta stée an den
som stys & noradenalin vid 1&g sym
paikusstirmulering medan nadrenalin
tar 6\er helt vid kaftigare stesspachg.
Det ar mojligt & P2-ecetorema &ar
viktiga i sympéiska nevsystemets
kontinuetiga fininstéllning & peifer
resistans dt blodtryck. Man har oksa
sett en 6kning\aATP-komponenten i
den symptkusmedieade lontraktio-
nen i djumodeller fér lypettoni [8].

Endotelceller uttrcker ett fertal
P2Y-receptorer som medier katdila-
tation via frisattning & kvaweaxid (NO)
och prostaglandiner [7]. Y har ryligen
kunnd visa dt de &en stinulerar till
frisattning & EDHF (endothelium de
rived typerpolaiising factor) [9, 10], en
kardvidgande &ktor som kan ara a
lika stor betydelse som kvéaxid, spe
ciellt i peiifera resistanskér Dessutom
kan den P2-stimerade EDHF-dilte-
tionen lompenstoriskt 6ka i situéio-
ner ndr den kvé@oxidmedieade kal-
vidgningen ar fosvagad, till exempel
vid hjarsvikt [11]. Utdwer frisattning &
dilatoriska substanser har dgtudier
ocksa visaatt P2-eceptorer pa endote
let mediear frisattning & »plaelet ae
tivating factor» (RAF) och t-FA.

Kontraktila och dilaterande

effekter balansemr varandra

De kontraktila ot dilaterande effek-
tema & P2-eceptorer balansear var
andm. Den slutidtiga efekten &r ber-
ende pa ecetoruppsattningn i kat-
badden, vilka mkleotider som fsatts

Figur 3. ATP, ADP, UTP och UDP
frisatts i nara anslutning till de glatta
muskelcellerna vid kéarlskada,
forandringar i »shear stress»,
trombocytaggregation och inflammation i
situationer som &r forknippade med
utvecklingen av ateroskleros och
neointima efter PTCA. De
tillvaxtstimulerande effekterna av dessa
extracellulara nukleotider p& den glatta
muskelcellen kan darfor bidra till
utvecklingen av kérlsjukdom.

som fisatts i kalumen fran tombogy-

MRNA for P2X, och P2Y,-recetorer i

myokard fran rattor som lidenahjér-

svikt sekundattill expetimentellt utlost
hjartinfarkt [16].

Tillvaxtstim ulerande efekter

Tillvaxt av glatta muskelceller sler i
paofysiologiska situgioner som i -
roskleotiska pla& och i neointiman
som @@r restenos efter PTCA. Bade
ATP od UTP stinulerar tillvaxt av
glatta muskelceller via P2Yrecetorer
[17]. Den mitg@ena efekten fomedlas
genom & P2Y-receptorer aktverar Gg-
protein som via prteinkinas C stimle-
rar ett fertal intracellulaa handelser
som &r nodandicp for celldelningt ex
DNA-syntes, poteinsyntes, utyick av
»immedide ealy genes», cellgkelpro-
gression oh tyrosinfosforylering [17].
Denna efekt ar i vaa forsok betydligt
stbre an for angtensin, noadrenalin
och endotelin, &ktorer som ofta disku
teras som viktiq mitagena gens i den
vaskulda remodelleingspiocessen.

Dessutom harAP oy UTP visasig
utdéva en stdt synegistisk efekt till-
sammans med klassiska tillvéadttorer

ter, roda odkroppar eller endotelcellersom PDGF IGF-1, insulin, EGF dt

aktiverar i stallet endotelceller boger

bFGFE Ofta frisatts mkleotider tillsam

kardilatation. Om daemot endotelet ar mans med dessa tillvaatttorer i nan

skad@a kommer balanserttarubbas ot
den kalkkontraktila efekten #& 6verva-

ga.

Effekterna pa hjartat

ofullstandigt utr edda

Uttrycket ar ett flertal av de kanda
P2-ecetorema har pavigs pa
mRNA-niva i myokad, men deas
effekter &r ofullstandigt uadda [12].

anslutning till de glta nuskelcellena
vid kardskada, tombogtaggregation
samt fran infammaoriska celler oh
kan darfor ara a betydelse i utedk-
lingen & aterosklens ot neointima ef
ter PTCA (Fgur 3). De mitgena efek-
tema a/ ATP \erkar oksa synegistiskt
med anda &mnen somifatts fran sym
paiska never (noadrenalin ot neuo-
peptid Y), vilket skulle kunna inr#ra

Adenosins dekter pa det humana hjar att ATP ar & betydelse dan for uted-

tat &r daemot valkanda dcutryttjas i
klinisk praxis vid B a supaventiikulara
arytmier. ATP tillfort systemiskt, eller i
koronakardsbadien, har en laftig kad-
vidgande ob frekvenseglerande ‘er-
kan, men detta med&s & adenosin
bildat vid ATPs sa gtt som omedelba
ra nedbytning. | avsaknad & selektia
P2-recetorantajonister har P2ece-
toremas fysiolgiska ioll varit svar dt
utvardera in vivo. | in vitro-forsok har
man do& visa positva inotiopa ot
kronotiopa efekter for bade AP ot
UTP medieade via P2eceptorer [13],
dvs motséta efekter till adenosin. Ef
tersom hog nivaer & ATP frisatts i
hjartat vid hypoxi ar det mojligt & P2-
receptorer pa nyocytema paerkar in-
faktutvedling och aytmibenagnhet
[14].

Det finns indikdioner pa & P2-e-

och om detta sér pa endotelsidan ellerceptorer kan spela eroll i utvedling-

mot adentitian (Fgur 2). Eftesom
newvema fran det sympiska nevsyste
met I6per i adentitian lommer fisatt
ATP &t verka pa glé#a nuslelceller
och ge katkontraktion. Nukleotider
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en & hjatsvikt. Dels ar adenosinra-
ema i Hodet forhojda hos gieenter med
hjartsvikt, vilket skulle kunna atepey-

la en 6kad AP-frisattning [15], dels har

vi funnit en specik uppregleling av

lingen & den kalvaggshypettrofi som
ses hos pgéenter med hogtlbdtryck.

Receptorreglering

i glatta muskelceller

Den gldta muskelcellen kan férand-
ras fran lontraktil fenotyp till en synte
tisk fenotyp som &r en mabfoblastlik
cell vilken folorat sin lontraktila for
maea odh i stéllet borjaproducea ma
trixproteiner ob receptorer for tillvaxt
faktorer [18]. Detta ar en viktig del i ut
veklingen & olika soters katsjuk-
dom. M har ryligen infét en metod for
att kvantifiera uttrycket av P2-leceto-
rer pd mRM-niva i glata muskelceller
och funnit at den syntetiskaehotypen
uttrycker féare kontraktila P2X-recep-
torer, men fer mitogena P2Yreceto-
rer &n den &ntraktila fenotypen . Detta
stammer val med cellens dya férand
ringar i samband med éaridgen a
fenotyp ot staker intrycket av att P2-
receptorema ar & betydelse i#roskle
rosutvedlingen.

Vi har oksa kunntwvisa dt de lon
traktila P2X-receptorema ar selekiit
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nedeglerade i peif era resistanskdwid
hjartsvikt, bAde pa mRA- och recep-
toriva [20]. Detta ar i anatpmed ned
regleingen & adienega (-receptorer
och angotensin Il (AT,)- recetorer vid
hjartsvikt och skulle kunnaapresente
ra en espons pa okadTR-frisattning
fran ett Oeraktiverat sympaiskt new-
system.

Mojligheter

till lak emedelsutedling

Det stom antalet P2eceptorer ger
mojligheter till @t designa lakmedel
med hog selektitet och fare biverk-
ningar. Redan idg &ar P2-eceptor
blockerama tiklopidin o klopidagrel i
kliniskt bruk vid PTCA med stentin
laggning, ischemisk hjéisjukdom ot
slaganfall. Vi har potentiella dmalo-
logiska angeppspunkter gnom ytteli -
gare en P2-eceptor pa tombogter. Vi-
dar skulle antgonister till den kbn
traktila P2X-receptom pa den gida
muslelcellen kunna aréindas i behand
lingen ar hypettoni och eventuellt hjat-
svikt. Agonister till endoteliala P2er
ceptorer skulle kunna fureya som kde
dilaterare eller for & frisatta endotel
faktorer. Myokardiets P2-ecetorer
lamnar o&sa utymme for utedling
av lakemedel med positi inotropa ef
fekter & arvédndas vid katiogen
chok.

For dt realisea dennadmalologis-

ka behandlingspotential méaste vi ngggregation, release of endothelial factor

djupae kunska om \arje enskild P2-
receptors funktion. \f maste eta vilka
receptorer som uttycks i olika delar &
hjarnt—kaisystemet ol hur uttycket
forandas i olika sjukdomstillstine
lektiva receptorantayonister haller pa
att utvedklas som kan th ge oss mer
kunskg om de olika ecegtortypemnas

funktion od ge substanser som kan-anunderstanding of cardiovascular disease pr

vandas for lakmedelsutedcling.

Referenser

1. Burnstock G. A basis for distinguishing two
types of purinergic receptors. In: Straub L,
ed. Cell Membrane receptors for drugs and
hormones: A Multidisciplinary approach.

New York:Raven, 1978: 107-18.

2. Fredholm BB, Abbracchio MP, Burnstock

G, Daly JW, Harden TK, Jacobson Kal.

Nomenclature and classification of purino
ceptors. Pharmacol Rev 1994; 46: 143-56.
3.Gordon JL. Extracellular ATP: Effects,

sources and fate. Biochem986; 233: 309-
19.
5.CAPRIE, s. c. Aandomised, blinded, trial

of clopidogrel versus aspirin in patients at
risk of ischemic events (CAPRIE). Lancet

1996; 348: 1329-39.
7.Ralevic V, Burnstock GRoles of P2-puri

noceptors in the cardiovascular system- Cir

culation 1991; 841-14.

9. Malmsj6é M, Edvinsson L, Erlinge D. P2U-
receptor mediated endotheliumdependent
but nitric oxide-independent vascular relax

ation. Br JPharmacol 1998; 123: 719-29.

13.Pirotton S, Desgranges C, Vassort G, Boey

LAKARTIDNINGEN * VOLYM 96 « NR 21 + 1999

naems JM. The role of nucleotide recepto
in the cardiovascular system. In: Turner JT|
Weisman GA, Fedan JS, eds. The P2 nucl
otide receptors. Totowa, New Jersey:-Hu
mana press, 199819-59.

17.Erlinge D. Extracellular ATP: a growth fac
tor for vascular smooth muscle cells. Ge
Pharmacol 1998; 31: 1-8.

18.Thyberg J. Differentiated properties and
proliferation of arterial smooth muscle cells
in culture. Int Rev Cytol 1996; 169: 183-
265.

19.Erlinge D, Hou M, Webb TE, Barnard EA,
Moller S. Phenotype changes of the vascy
lar smooth musle cell regulate P2 receptd
expression as measured by quantitative R
PCR. Biochem Biophys Res Commur]
1998; 248: 864-70.

21.Ralevic V, Burnstock G. Receptors for pu
rines and pyrimidines. Pharmacol Re
1998; 50: 413-92.

Fullstandig litteraturlista kan erhallas fran
David Erlinge, Cellbiologisk forskningsaveel
ning 1, EB-blocket, Universitetssjukhuset
22185 Lund.

Summary

New cardiovascular treatment options;
P2 receptors important targets for
future drugs

David Erlinge
Lakartidningen 1999; 96: 2586-8.

Several receptors activated by extracellulg
nucleotides (ATP, ADP, UTP and UDP) havd
recently been cloned. These P2 receptorsime
ate a multitude of cardiovascular effects such

ositive inotropic effects in the heart, platele

growth stimulation of vascular smooth muscld
cells, vasomotor effects and blood pressure r
gulation. The physiological and pathophysiolo
gical importance of P2 receptors is establishe
and the first P2 receptor antagonists (ticlop
dine and clopidrogel) are already in clinical us
as inhibitors of platelet aggregation in the-preg
vention of ischaemic heart disease and strok
The development of selective antagonists fq
other P2 receptor subtypes will lead to bettg

cesses and yield new therapeutic options.
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