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G-receptor-kinaser

En familie af »naturlige« receptorblokkere
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Resumé

G-protein-koblede receptorer udggr den stgrste familie af celle-
overfladereceptorer og aktiveres af en lang raekke hormoner, neu-
rotransmittere og sensoriske stimuli. Signalering via disse recep-
torer som f.eks. angiotensin Il-receptoren spiller en central rolle
for progression af hjertesygdom. En gruppe intracellulaere enzy-
mer, G-receptor-kinaser (GRKs) slukker for denne type receptorer.
Her diskuteres muligheden for at pavirke sadanne endogene »re-
ceptorblokkere« som et nyt behandlingsprincip ved hjertesygdom.

G-protein-koblede receptorer (GPCRs) udger den storste fa-
milie af celleoverfladereceptorer og aktiveres af en lang reekke
hormoner, neurotransmittere og sensoriske stimuli. Majorite-
ten af farmaka (ca. to tredjedele), som anvendes i den kliniske
medicin, er specifikt rettet imod disse receptorer, hvilket af-
spejler deres biologiske betydning. GPCRs forekommer i
mange subtyper og varetager eller medvirker ved bl.a. syn,
lugt, smag, regulering af perifer vaskuleer modstand, hjertefre-
kvens og dndedrzt. Endvidere er GPCRs medvirkende ved
udviklingen af en reekke sygdomme sadsom hjertesvigt og in-
flammatoriske og endokrine lidelser [1]. GPCR-blokkere, som
virker ved at binde sig ekstracellulert til specifikke receptor-
proteiner, har sledes fiet en fast plads i moderne behandling
af hjertesvigt. Disse farmaka, som blandt andet B-receptor og
angiotensin II-receptorblokkere forbedrer hjertets pumpe-
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funktion bla. ved at blokere effekterne af den ledsagende neu-
rohumorale hyperaktivitet. I Tabel 1 vises en oversigt over
stoffer, som via GPCRs anvendes i behandlingen af patienter
med hjertesvigt [3, 4]. Denne artikel omhandler et nyt og
spendende perspektiv, receptorblokering »inde fra cellecyto-
plasmaet« ved at intracellulzere enzymer pavirkes.

G-receptor-kinaser genkender og

slukker for aktive receptorer

Hormoner virker ved at binde sig til de ekstracellulzre dele af
receptorerne, som skiftes til en aktiv konformation. Celler har
et veludviklet molekylzert maskineri til at kontrollere denne
receptoraktivitet fra cellens cytoplasma, siledes at cellen ikke
overstimuleres. Saledes blokeres den aktive konformation, og
receptorerne sendes til nedbrydning bl.a. via lysozomer og
proteasomet. Denne artikel omhandler de sakaldte G-recep-
tor-kinaser (GRKSs), som er blandt de vigtigste enzymer, der
slukker for G-protein-koblede receptorer ved fosforylering af
receptorernes intracellulere dele [5]. Det er en vigtig pointe,
at GRK virker pd mange forskellige receptorer som f.eks.
adrenerge receptorer og angiotensin II-receptorer. GRKs ud-
gor en famile af receptorkinaser bestiende af seks isoformer,
hvoraf G-receptor-kinase 2 (GRK2) forekommer i stort set
alle celler og derfor er bedst karakteriseret [5-7].

Aktivering af en G-protein-koblet receptor forer til signa-
lering via G-proteinet, som er forankret i cellemembranen
(Figur 1). Ved binding til G-proteinet translokeres GRK2-
enzymet til cellemembranen, hvor dets ¢a7gef - receptoren -
befinder sig. Receptor-fosforylering hemmer koblingen til
G-proteiner, dvs. receptorerne kan nu ikke aktivere flere
G-proteiner og signaleringen opherer [5, 9]. Ultimativt forer
receptorfosforylering til endocytose, sdledes at antallet af
receptorer pa cellens overflade falder [10].

Farmakologisk receptorblokade vs.
G-receptor-kinase-effekter

Da hormonsignaler er vigtige ved progressionen af hjertesyg-
dom, er det nzerliggende at forestille sig, at manipulation af
G-receptor-kinaser kan bidrage til behandlingen af patienter
med hjertesvigt. Et af de store problemer for patienter med

Tabel 1. Sammenligning af antiadrenerge egenskaber ved B-blokkere og ACE-in-
hibitorer.

Egenskab Metoprolol Bucindolol Carvedilol ACE-I
Bi-blokade . ................ ++ ++ ++ 0
Bo-blokade .. ............... 0 + + 0
ar-blokade . ................ 0 0 + 0
Nedregulerer Bi-blokade . ...... - + + -
Reducerer kardiel noradrenalin .. O + + +
Reducerer syst. noradrenalin .... O + 0 +
Reducerer angiotensin Il . ...... + + + a
Total score . ................ +2 +7 +7 +2

ACE-| = angiotensin Il converting enzyme-inhibitorer. Syst = systemisk.
Modificeret efter Eichhorn et al [2].

4027

Figur 1. GRK2's virk-
ninger i cellen. Den
agonistbundne receptor
aktiverer G-proteinet
[1]. G-proteinet rekrut-
terer GRK2 til celle-
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hjertesvigt er hjertets nedsatte pumpefunktion, og det er her
GRK2-hzemmere virker ved at forbedre den enkelte hjerte-
muskelcelles kontraktilitet. Pa det molekylzre niveau skyldes
denne effekt, at hjertemuskelcellerne bliver bedre til at rea-
gere pa receptorstimulering, idet GRK2-hammere skaber
flere receptormolekyler i »den aktive konformation«. GRK2-
manipulation har en teoretisk fordel frem for receptorblok-
kerne: GRK2 er aktiv over for multiple receptorer sisom bade
de adrenerge receptorer og angiotensin IlI-receptorerne [5],
hvorimod receptorblokkerne kun pévirker en eller fi recep-
torsubtyper (Tabel 1). Undersogelser pa transgene dyr tyder
p4, at heemning af G-receptor-kinaser oger hjertets pumpe-
funktion og forlzenger overlevelsen ved eksperimentelt hjerte-
svigt mere end pavirkning af en enkelt receptor som f.eks.
den adrenerge B-receptor (se nedenfor).

Paradokset ved (-adrenerg-blokade til hjertesvigt

Nedsat hjertemuskelcelle-kontraktilitet og folgerne heraf ud-
gor de storste problemer for patienter med hypertrofi og hjer-
tesvigt. Det er et paradoks, at mens -adrenerg stimulering
faktisk forbedrer hjertets kontraktilitet ved hjertesvigt, er det
[-adrenerg blokade, som reducerer mortaliteten ved hjerte-
hypertrofi. Hjerteforstorrelse er en negativ prognostisk faktor
ved hjertesvigt, og flere GPCR-agonister (f.eks. adrenergika)
medvirker til hypertrofi udviklingen, idet de ogsa fungerer
som vakstfaktorer for myokardiets celler [11, 12]. Siledes re-
ducerer langvarig behandling med B-blokkere mortalitet og
morbiditet ved hjertesvigt, formentlig fordi en reduktion i
B-adrenerg receptoraktivitet er kardioprotektiv, sandsynlig-
vis bade via haemning af hjertets iltforbrug og hjertemuskel-
celleforstorrelsen [13]. Imidlertid forbedres myokardiefunk-
tionen bide ved stimulation af B,-adrenerge receptorer og
ved reduktion af B-adrenerg receptordesensitisering (ved at
reducere GRK2-niveauet) [14, 15]. Dette paradoks skyldes for-
mentlig, at kortvarigt eget receptoraktivitet stimulerer hjertet,
mens leengerevarende receptoraktivering er belastende for
hjertet. Selv om GRK2-hamning reducerer receptorfosforyle-
ring, adskiller GRK2-blokade sig vasentligt fra receptorstimu-
lering. GRK2-hmning oger siledes antallet af B-receptorer
pa cellens overflade, modvirker hjerteforstorrelse og forbed-
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rer arbejdskapaciteten [16, 17]. Desuden dirigeres signalerin-
gen uden om vakststimulerende signalveje, nir GRK2 er sat
ud af spillet, og GRK2-hamning kan derfor opfattes som en
ny made at opna effekten af B-blokade pa [16].

Transgene dyr: GRK2 hammer myokardiets funktion
Studier af transgene dyr underbygger ideen om, at GRK2-ma-
nipulering kunne blive et nyt princip i fremtidens behandling
af hjertesygdomme. Transgene dyr muligger undersogelse af
et gens funktion ved at eliminere eller oge dets genprodukt,
dvs. det protein, som genet koder for. Analyser pa transgene
dyr, hvor GRK2-niveauet i myokardiet manipuleres, viser, at
GRK2 hzemmer myokardiets funktion (Tabel 2) [18-20].

GRK2 i myokardiet korrelerer

til prognosen ved hjertesygdom

GRK2-mzngden og aktiviteten i myokardiet reguleres i for-
hold til hjertets funktion. Analyser pd humant myokardievaev
har vist, at GRK2s mengde og aktivitet forages 2-3 gange

hos patienter med hjertesvigt [21]. Endvidere er effekten af
B-adrenerge agonister reduceret hos patienter med hjertesvigt,
formentlig pga. et forhejet GRK2-niveau og en reduktion af
antallet af adrenerge receptorer i myokardiet [22].

Det er uvist, hvorvidt GRK2 er den przcipiterende faktor
for udviklingen af hjertesvigt, selv om eget GRK-aktivitet kan
pavises som en af de tidligste forandringer i sekvensen af
de biokemiske anomalier, der kendetegner hjertesvigt [23].
GRK2 medvirker ved de fleste former for eksperimentelt ud-
lost hjertesvigt, og iszer ved hjerteforstorrelse udlost via
B-adrenerge receptorer foroges GRK2-mangden i hjertet
[1, 8, 24].

Vore undersogelser pa rotter viser, at GRK2 reguleres i for-
hold til dyrenes kliniske status efter et eksperimentelt hjerte-
infarke (Figur 2) [25, 26], s3ledes havde dyr med hjertesvigt et

Tabel 2. Effekt af transgen modifikation af GRK2-funktion i mus.

Transgen Promoter  x overeksp. Effekt Ref.
GRK2-/—- - - intrauterin dgd, (15)
hypoplastisk myokardie
GRK2ct+/+ oMHC - 7T basal myokardiekontraktilitet, (16)
T LV kontraktilitet ved iso stim
GRK2-/+ - - T kontraktilitet ved iso stim, (17)
T dL/dt i isolerede w-muskelceller
GRK2-/+ -xaMHC - T kontraktilitet ved iso stim, (17)
xGRK2ct T dL/dt i isol. w-muskelceller
GRK2+/+ aMHC x 3 ! B2AR kobling, | AC-aktivitet,  (16)

{ kontraktilitet

GRK2ct = COOH-terminale fragment af GRK2
oaMHC = a-myosin heavy chain promoter

LV = venstre ventrikel

iso stim = isoproteronol stimulation

dL/dt = forkortningshastighed

B2AR = Bo-adrenerg receptor

AC = adenylat cyclase
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Figur 2. Tre uger efter et hjerteinfarkt er meengden og aktiviteten af GRK2
reduceret hos dyr med hjerteforstgrrelse uden anatomiske eller fysiologiske tegn
pa svigt. Derimod er mangden og aktiviteten af GRK2 gget hos dyr, som er
progredieret til hjertesvigt. A. Western blot af myokardieveev fra (venstre mod
hgjre, duplikate band) hhv. sham-opererede dyr, dyr med kompenseret hjertefor-
stgrrelse og dyr med dekompenseret hjerteforstgrrelse. B. GRK2 aktivitet i myo-
kardievaev analyseret ved B-casein-fosforylering (samme reekkefglge som A).

hejt GRK2, mens dyr med hjertehypertrofi uden svigt havde et
nedsat GRK2-niveau. I dette studie fulgtes dyr med store
transmurale infarkter (ved EKKO-kardiografi) i 3-9 uger, hvor
myokardiet remodelleredes og forsterredes, og ca. halvdelen af
dyrene fik dekompenseret hjertesvigt defineret ved foreget
lungevaegt. Hos dyr med kompenseret hjerteforsterrelse, var
GRK2’s mengde og aktivitet reduceret, mens GRK2 var forhe-
jet hos dyr med dekompenseret hjertesvigt. Arsagerne til korre-
lationen mellem GRK2 og dyrenes kliniske praesentation kan
vere flere. Den mest simple udledning er, at foreget GRK2 er
en af de molekylzre arsager til hjertesvigt, hvilket ogsa stem-
mer overens med de data fra transgene dyr, som viser, at
GRK2-hzmning forbedrer hjertets funktion [18]. Ligeledes er
det muligt, at B-blokkeres molekylare effeke i virkeligheden
beror pa en reduktion af myokardiets GRK2, men dette sporgs-
mal kan kun afklares ved yderligere undersogelser.

GRK2 som potentielt »drug target«
GRKZ2’s rolle for hjertets funktion belyses i forseg, hvor
man anvender GRK2-manipulationer til »behandling« af
eksperimentel hjertesygdom. Et elegant eksperiment belyser
dette: eksperimentel aorta ascendens-forsnzevring (en aorta-
stenosemodel) udleser hjerteforstorrelse, tredoblet GRK2-
aktivitet og reduceret inotropisk respons. Det er serdeles in-
teressant, at GRK2-hzemning af disse dyr normaliserer deres
respons pa pressorstoffer [1]. Til hemning af GRK2 anvendtes
en genterapeutisk strategi; en transgen mus, hvor GRK2 er
haemmet ved overekspression af et COOH-terminalt frag-
ment af GRK2, kaldet GRK2ct (Figur 3 og Tabel 2). GRK2ct
konkurrerer med endogent GRK2 om fysisk adgang til recep-
toren og forhindrer det naturlige enzym i at fosforylere og
hamme receptorer [19]. Disse studier af transgene mus med
fragmentet (GRK2ct+/+-mus) viser en interessant ny made at
forbedre hjertets kontraktilitet pa, nemlig ved GRK2-ham-
ning. GRK2ct beskytter ligeledes mod iskeemiske hjertelze-
sioner, nér genet introduceres i hjertemuskulaturen ved brug
af virale vektorer [27].

Atter andre data identificerer GRK2 og det adrenerge sy-
stem som helt centrale ved udvikling og behandling af hjerte-
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Figur 3. GRKZ2ct,

et COOH-terminalt
fragment af GRK2,
konkurrerer med
endogent GRK2 om
adgang til receptoren.
Herved heemmes
GRK2's mulighed for at
slukke for receptorer.

Cellemembran
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Figur 4. Modificeret efter Harding et al [29]. Calsequestrin-mus udvikler svaer
hjertesygdom og har en meget dérlig overlevelse. »Behandling« med GRK2ct
forlaenger overlevelsen, og denne effekt kan yderligere forbedres ved samtidig
behandling med metoprolol (B1-adrenerg antagonist).

sygdom. Séledes har man ved brug af en serlig genetisk hjer-
tesvigtsmodel bestdende i knockout af et strukturelt muskel-
protein analogt til flere allerede karakteriserede former for
hypertrofisk kardiomyopati hos menneskervist, at GRK2-
blokade markant forbedrer prognosen [28].

I en lignende dyremodel udleses svaer hjertesygdom ved
affektion af et signalprotein, som ikke normalt indgar i B-adr-
energ signalering. Imidlertid kan pavirkning af -adrenerg sig-
nalering (ved krydsning med GRK2ct mus eller B-receptor-
blokade) ogsé i dette tilfzelde vaesentligt forbedre prognosen
(Figur 4) [29].

Konklusion og perspektiver

Der foreligger pa nuverende tidspunkt data, som peger p3,
at G-receptor-kinase 2 spiller en serlig vigtig rolle for hjertets
funktion, idet GRK2 regulerer kraft og frekvens af myokar-
diets kontraktioner ved at fosforylere bla. B-adrenerge og
muskarinerge receptorer [16].

Trods GRK2’s beneficielle roller har biokemiske analyser
og undersogelser pa transgene dyr vist, at en GRK2-stigning i
myokardiet lader til at veere steerkt involveret i progressionen
af kardiovaskuler sygdom. Hemning af GRK2 er derfor en
potentiel mulighed ved fremtidig udvikling af behandlinger
rettet imod hjertesvigt.

Idet genterapi af menneskehjertet endnu kun er en teore-
tisk mulighed, afventes den pagéende udvikling af farmakolo-

4029

giske GRK2-hzemmere i den store udenlandske medicinalin-
dustri med stor interesse.
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Klinisk farmakologisk radgivning i Odense

1997-2003

Farmaceut Ulla Hedegaard & overlaege Per Damkier

Odense Universitetshospital, Afdeling KKA, Klinisk Farmakologi

Klinisk farmakologisk ridgivning er en service, der tilbydes til
alle klinisk arbejdende lzeger i savel hospitals- som primeer-
sektoren. Mélet med artiklen er at udbrede kendskabet til
dette tilbud, og i det folgende beskrives klinisk farmakologisk
radgivning generelt sammen med en specifik opgerelse af ak-
tiviteterne ved Laegemiddelinformationscentralen i Odense i
perioden 1997-2003.

Ved klinisk farmakologisk radgivning forstds en konsulta-
tiv service til klinisk arbejdende lzeger og andet sundhedsper-
sonale med legemiddelansvar. Rddgivningen tager udgangs-
punkt i en klinisk specifik problemstilling. I Danmark blev
denne form for patientrelateret lzegemiddelinformation sat i
faste rammer i forbindelse med, at klinisk farmakologi blev
indfort som leegeligt speciale i 1996 [1]. Klinisk farmakologisk
radgivning udferes ofte i et tveerfagligt samarbejde med
farmaceuter og er udbredt i Europa, bl.a. i Sverige, hvor et
netvark af klinisk farmakologiske leegemiddelradgivninger
har eksisteret i mange ar [2]. I dag er der i Danmark fem enhe-
der for klinisk farmakologisk rddgivning. I Arhus og Odense
er enhederne placeret ved klinisk farmakologiske centre, som
er baseret pa et samarbejde mellem universitet og universitets-
hospital. Kebenhavn er repraesenteret med tre enheder pa
henholdsvis Rigshospitalet, Bispebjerg Hospital og Amtssyge-
huset i Gentofte. Formalet er vederlagsfrit at forsyne laeger
med patientrelateret legemiddelinformation, som er pro-
ducentuathangig og evidensbaseret. I lighed med i Sverige
indgar de fem enheder i et netveerk med registrering af
(udvalgte) besvarelser i en felles database, hvorved alle kan

drage nytte af de akkumulerede svar. Telefonnumre og e-mail-
adresser til de fem enheder er angivet i boksen.

Laegemiddelinformationscentralen (LI) i Odense

P4 Legemiddelinformationscentralen (LI) i Odense pabe-
gyndte man ridgivningen den 1. juni 1997. LI er tilknyttet Af-
deling KKA, Klinisk Farmakologi ved Odense Universitetsho-
spital og fungerer i praksis i et teet samarbejde med Afdeling
for Klinisk Farmakologi ved Institut for Sundhedstjeneste-
forskning, Syddansk Universitet. Enheden er for tiden be-
mandet med en leege i uddannelsesstilling, to kliniske farma-
kologer og to farmaceuter. LI er dben for henvendelse alle
hverdage, hvor spergsmal modtages telefonisk af den vagtha-
vende lzge eller farmaceut. Skriftlig henvendelse pr. brev, fax,
e-mail eller via LI's hjemmeside er ogsa mulig. Kriterium for
behandling er, at problemstillingen ikke kan belyses tilstraek-
keligt ved opslag i almindeligt tilgzengelige opslagsboger, sa-
som Legemiddelkataloget eller Medicinfortegnelsen. LI be-
straeber sig pa, at svaret i videst mulig omfang er evidensbase-
ret, og farmaceuten foretager en grundig standardiseret
litteratursegning, der omfatter segning i en raekke laegemid-
del- og litteraturdatabaser, standardmonografier, lereboger
og relevante internetlinks. Kontaket til eksterne eksperter og
leegemiddelindustrien anvendes ogsa. Ud fra den foreliggende
litteratur udarbejder den vagthavende et skriftligt svar under
supervision af en klinisk farmakolog. Den kliniske situation
kreaever ofte et hurtigt svar, og som oftest afgives et kort, telefo-
nisk preeliminzrt svar i lobet af fa timer til dage. Andre pro-
blemstillinger kreever mere grundige og gennemarbejdede
svar og er ofte tidkraevende, da originallitteratur skal frem-
skaffes. De seneste ars ogede antal onlinetidsskrifter har dog
fremmet sagsbehandlingen, og i 2002 var mediansvartiden pa
36 dage. Udvalgte svar sendes til Drugline, som er en interna-





