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Sazetak

Pored znacajnog napretka farmakoterapije, sr€ana insuficijencija i dalje ostaje jedan od vodecih uzro-

ka smrti u svetu. Postojeca terapija produzava Zivot, ali ne dovodi do regresije patoloskih promena u
miokardu, ve¢ samo usporava njihovu progresiju. Klju¢nu ulogu u nastanku sré¢ane insuficijencije ima
disfunkcija beta adrenergickih receptora (BAR), kao i povecanje aktivnosti kinaze vezane za G-protein
tip 2 (GRK-2). Novi kanditat za lek u sr¢anoj insuficijenciji je inhibitor G protein kinaze tip 2 (BARKct)
koji sprecava nishodnu regulaciju, odnosno desenzitizaciju BAR u src¢anoj insuficijenciji. Eksperimen-
talni nalazi pruzaju dokaze da BARKct zaustavlja zacarani krug propadanja misica i obnavlja snagu sr-
cane kontakcije, kao i da vrsi reverziju patoloskih promena u insuficijentnom miokardu. U radu su
prikazana najnovija saznanja o ulozi BAR i njihove desenzitizacije u sréanoj insuficijenciji, mehanizam
dejstva BARKct i ohrabrujudi nalazi eksperimentalnih i translacionih klinickih studija.

Kljucne reci

Uvod

ored znacajnog napretka farmakoterapije po-

slednjih decenija dvadesetog i dvadest prvog

veka, sr€ana insuficijencija i dalje ostaje jedan od

vodecih uzroka smrti u svetu'. Uvodenjem efika-
snih diuretika, lekova koji modifikuju rad renin-angioten-
zin aldosteronskog sistema (ACEI, sartani) i vazodilatator-
nih beta-blokatora, znacajno se produzio vek bolesnika i
poboljsao kvalitet Zivota. Medutim, postojeca terapija ne
dovodi do regresije nastalih patoloskih promena u mio-
kardu, ve¢ samo usporava njihovu progresiju.

Kljuénu ulogu u nastanku hroni¢ne sréane insufici-
jencije ima disfunkcija beta adrenergickih receptora
(BAR). Poznato je da remodelovanje regulacionih meha-
nizama u srcanoj insuficijenciji izlaZe srce poveéanoj
koncentraciji kateholamina koji na srce deluju preko
BAR. U pocetku bolesti srce se brani smanjivanjem broja
BAR u membrani kardiomiocita nishodnom regulacijom
receptora. Medutim, ovo smanjenje broja BAR kasnije
doprinosi zatvarnju za¢aranog kruga i rapidnom smanje-
nju kontraktilne snage srca.

Nov kanditat za lek u sréanoj insuficijenciji je inhibi-
tor G protein kinaze tip 2 (BARKct) koji spre¢ava nishod-
nu regulaciju BAR, zaustavlja zacarani krug propadanja
misica i poveéava snagu src¢ane kontakcije. Na osnovu
brojnih eksperimentalnih nalaza moze se zakljuciti da
BARKct ne samo da poboljSava funkciju miokarda vec
vrsii reverziju patoloskih promena. U daljem tekstu pri-
kazan je mehanizma dejstva BARKct i glavni nalazi ekpe-
rimentalnih i translacionih studija.

Signalni put B adrenergickih receptora u
zdravom srcu i intracelularni mehanizmi
kontrole

BAR je klasi¢ni transmembranski receptor sa 7 tran-
smembranskih domena, ekstracelularnim amino termi-
nalnim krajem i intracelularnim karboksilnim repom.
Nakon vezivanja prirodnog liganda za BAR, adrenalina,
noradrenalina, dopamina ili, pak, beta adrenergickih
agonista, dobutamina, dolazi do aktivacije G proteina.
G protein je intarcelularni heterotrimer koji se satoji od
tri subjedinice a, B, y. a subjedinica se odmah disosuje
od druge dve subjedinice i aktivira adenilat ciklazu pro-
uzrokujuéi sintezu ciklicnog adenozin-monofosfata
(cAMP) i aktivaciju protein kinaze A (PKA). PKA fosforili-
Se struktruni membranski protein fosfolamban i na taj
nacin sprecava inhibiciju kalcijum ATP-aze i omogucava
izbacivanje kalcijuma iz sarkoplazmatskog retikuluma
tokom sréane kontrakcije. Porast intracelularnog kalci-
juma dovodi do snazne kontrakcije srca jer angazuje vedi
broj aktinskih i miozinskih vlakana.

U fizioloSkim uslovima, uporedo sa aktivacijom BAR,
pokrece se kontrolni intracelularni mehanizam desen-
zitizacije koji ogranicava njihovu funkciju (slika 1). De-
senzitizaciju BAR pokrece vezivanje GRK-2 za By subje-
dinicu G proteina (GBy). GRK-2 pripada porodici
citosolnih serin/treonin kinaza koje postoje u 7 izoen-
zimskih formi u organizmu. U ¢elijama miokarda najvise
je eksprimirana kinaza 2. Vezivanjem GRK-2 za Gy su-
bjedinicu dolazi do njegove translokacije u membranu
kardiomiocita odakle GRK-2 moZe da fosforilise BAR.
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Slika 1. Signalni put beta adrenergickog receptora (B-AR) | mehanizam desenzitizacije

Levo: Nakon vezivanja kateholamina (NOR) za BAR aktivira se G protein. G& subjedinica stimu-
lisSe enzim adenilat-ciklazu (AC) koji sintetiSe cikli¢ni adenozin monofosfat (CAMP). cAMP akti-
vira protein-kinazu A (PKA) koja dalje povecava koncentraciju kalcijuma (Ca?*) u citoplazmi
otpustanjem i pojacava kontraktilnost miokarda.

Desno: Citoplazmatska kinaza GRK-2 istovremeno se vezuje za GBy subjedinicu G-proteina koja
je translocira u membranu odakle fosforiliSe BAR. Fosforilisani BAR je supstrat za B-arestin

(B-arr) ¢ime su stvoreni uslovi za zapocinjanje procesa internalizacije i desenzitizacije.

Fosforilacija menja konformaciju BAR i omogudava ve-
zivanje B arestina, citoplazmatskog proteina. B arestin
uz pomoc¢ drugih proteina citoplazme, klatrina i adapti-
na, invaginira membranu oko BAR formirajudi intrace-
lularnu vezikulu. Odvajanje vezikule od membrane
ostvaruje se preko GTP vezujuéeg proteina dinamina
(slika 2). Sudbina internalizovanog receptora moze biti
dvojaka. Receptor moze biti brzo ponovo vracen u
membranu, tj. Recikliran, ili moZe podleci razgradnji fu-
zijom sa lizozomalnom vezikulom. Ukoliko receptori
formiraju medusobno heterodimere, njihova sudbina
nakon internalizacije se mozZe menjati.

Beta adrenergicki receptori u
insuficijentnom srcu

U miokardu postoje 3 tipa BAR: BAR, BAR, i BAR, koji
su u fizioloskim uslovima eksprimirani u odnosu 80 : 18
: 2. Ocuvana funkcija BAR, je najvaznija za medijaciju
pozitivno inotropnog dejstva kateholamina. U sréanoj
insuficijenciji odnos BAR; : BAR, je promenjen na 50 : 50
Sto doprinosi i pokretanju pro-apototskih mehanizama
od strane BAR, (BAR, receptori su povezani sa G inhibi-
tornim proteinom i smatra se da deluju protektivno na
kardiomiocite,>*). Pored toga, zbog hiperadrenergickog
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Slika 2. Internalizacija beta adrenergickog receptora
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Nakon vezivanja kateholamina za bAR (NOR) aktivira se molekul adaptin koji se veze za intra-
celularni domen bAR. Potom se klatrinski molekuli vezuju za adaptin i membranu, invaginirajuci
membranu kardiomiocita i zatvarajuc¢i endozomalnu vezikulu oko bAR.
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statusa u sréanoj insuficijenciji i povecane stimulacije
BAR, od strane noradrenalina i adrenalina>®, dolazi do
kompenzatornog povecanja ekspresije GRK-2 vec u ra-
nim fazama oboljenja®*3. GRK-2 pokrece intenzivan pro-
ces desenzitizacije BAR,***151%18 j predstavlja rani od-
brambeni mehanizma srca, te je predloZen kao novi
biomarker sr¢ane insuficijencije!’**. Medutim, u hroni¢-
nim uslovima usled internalizacije i smanjenja broja
BAR; na povrsini kardiomiocita slabi kontraktilna funk-
cija srca i dolazi do razvoja zacaranog kruga i ubrzanog
propadanja sréanog misica®.

Mehanizam dejstva BARKct i potvrda efi-
kasnosti u eksperimentalnim modelima
sr¢ane insuficijencije

GRK-2 inhibitor (BARKct) je deo peptida GRK-2, tac-
nije karboksilni deo peptidnog lanca. Njegov mehani-
zam dejstva zasniva se na kompetitivnom vezivanju za
By subjedinicu G proteina i istiskivanju GRK-2 iz mem-
brane kardiomiocita.

U dva genetska eksperimentalna modela sr¢ane in-
suficijencije knock out (KO) tehnologijom kod miseva
pokazan je znacaj GRK-2 u nastanku sréane insuficijen-
cije. Jedan genetski model sr¢ane insuficijencije dobijen
je delecijom gena za misi¢ni LIM domen protein — MLP%.
Drugi genetski model sr¢ane insuficijencije je dobijen
izazivanjem hiperekspresije kalcijum vezujuéeg proteina
kalsekvestrina CSQ*. U oba genetska modela sr¢ane in-
suficijencije koadministracija BARKct ne samo da je
sprecila razvoj sréane insuficijencije veé je dovela i do
regresije promena, kao i do znacajnog produZetka Zivot-
nog veka ovih transgenih miseva. Takode je pokazano
da koadministracija beta-blokatora i BARKct ima siner-
gisticko, povoljno dejstvo u ovom eksperimentalnom
modelu srcane insuficijencije?.

Eksperimenti na GRK-2 KO miSevima pokazli su da je
GRK-2 neophodan za organogenezu srca. Delecija GRK-2
gena dovela je do smrti embriona miseva??. Medutim,
kod heterozigotnih GRK-2 KO misSeva koji imaju ekspre-
siju 50 % GRK-2 gena, kao i kod miSeva transfeciranih sa
BARKct doslo je do pojacanja kontraktilne snage srca i
povecanja kontraktilne rezerve BAR%. Kod miseva kod
kojih je izveden knock-down GRK-2 gena, a koji su po-
tom podvrgnuti ligaturi prednje koronarne arterije (ek-
sperimentalni model miokardne nekroze) doslo je do
prevencije smrtnog ishoda, reverzije patoloskih prome-
na u levoj komori i poveéanja kontraktilne funkcije mio-
karda?*. U istoj studiji pokazano je da je delecija GRK-2
gena efikasnija od farmakoloske blokade BAR.

Translacija eksperimentalnih podataka na
coveka

Translacija podrazumeva prvu primenu eksperimen-
talnih nalaza kod ¢oveka. Translacione studije pripadaju
nultoj fazi klinickih ispitivanja. Postoje dva pristupa u
translaciji BARKct. Prvi pristup je pokus$aj primene
BARKct putem genske terapije, transferom gena BARKct
uz pomoc¢ adenovektora ili adenoasociranih vektora (sli-
ka 3) i drugi, klasi¢ni put, razvojem lekova selektivnih
GRK-2 inhibitora.
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Slika 3. Transfekcija miokardiocita sa adenovirusnim
vektorom

Adenovirusni vektor procesom endocitoze inficira kar-
diomiocit, oslobada plazmid u jedro i zapocinje tran-
skripciju i translaciju bARKct.

Vektori su modifikovani adenovirusi ili adenoasoci-
rani virusi kojima je oduzeta sposobnost replikacije i Ciji
je genom modifikovan tako Sto je umesto gena za virusni
proteinski omotac ubacen je gen za BARKct. Transfekcija
sa BARKct u kardiomiocite adenovektorima pokazala se
efikasnom u in vitro uslovima i u in vivo animalnim mo-
delima srcane insuficijencije. BARKct dodat kulturi zeci-
jih i humanih kardiomiocita potencira signalizaciju
BAR??7, In vivo, BARKct je primenjen intrakardijalnom
inokulacijom adenovirusa kod zeceva kod kojih je mio-
kardna funkcija oSteéena ligaturom prednje descenden-
tne grane leve koronarne arterije?*%. BARKct je smanjio
proces patoloskog remodelovanja leve komore, o¢uvao
kontraktilnost leve komore i funkciju adrenergickih be-
ta-receptora. Transfekcija srca adenovirusima moze se
raditi direktnom intrakardijalnom injekcijom, intraven-
ski ili kroz koronarne arterije Zivotinja. Dva protokola
genske terapije na ljudima u 2008. godini*® i 2009. godi-
ni*! pokazuju da ljudi dobro podnose transfekcije sa ade-
novektorima i adenoasociranim vektorima u toku
koronarografije.

Grupa istrazivaca iz SAD, iz Micigena, Njujorka i Pen-
silvanije®?, identifikovala je paroksetin (Paxyl®, registro-
van antidepresiv iz grupe selektivnih serotononskih in-
hibitora — SSRI) kao potentni direktni inhibitor GRK-2. U
in vitro i in vivo eksperimentalnim modelima pokazali su
da paroksetin pojacava snagu sréane kontrakcije, sto je
prihvaéeno od strane Food and Drug Administracije. Pa-
roksetin je registrovan u SAD od 1992. godine. U okviru
postmarketinskih studija nije zabeleZzena kardiotoksic-
nost paroksetina, ali je bilo prijava rodenja dece sa ra-
zvojnim kardiovaskularnim defektima od majki koje su
tretirane paroksetinom za vreme trudnoce. Ovaj terato-
geni efekat mogao bi imati veze sa inhibicijom GRK-2 i
nalazima kod KO GRK-2 miSeva. Vazno je napomenuti da
su plazma koncentracije paroksetina za postizanje anti-
depresivnog efekta nize za 1-2 log skale od koncentra-
cija koje postizu maksimalnu inhibiciju GRK-2 u srcu.
Interesantno je napomenuti da fluoksetin, srodan lek iz
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grupe SSRI, ne poseduje sposobnost inhibicije GRK-2.
Svakako bi bilo vazno uporediti ishod src¢ane insuficijen-
cije kod depresivnih bolesnika na hroni¢noj terapiji sa
paroksetinom i bolesnika na hronic¢noj terapiji sa fluok-
setinom. To bi moZda otvorilo mogucnost uvodenja no-
ve indikacije za paroksetin u okviru IV faze klinickih
ispitivanja.
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Abstract

In spite of significant advancement in pharmacotherapy, heart failure remains one of the main causes of death worldwide. The
existing treatment of heart failure prolongs the live span by slowing down the pathological process but do not induce their regre-
ssion and heart healing. The beta adrenergic receptor dysfunction represents a hallmark abnormality of chronic heart failure,
and increased G-protein-coupled receptor kinase 2 (GRK-2) levels in failing myocardium occurs in early stages of disease. A new
drug candidate for heart failure is an inhibitor of G-protein-coupled receptor kinase 2 (BARKct) that prevents BAR down-regulati-
on and desensitization that occur in early stages of the failing heart. Experimental data are encouraging, and provide evidence
that BARKct prevents the heart from failing and recovers its function. This paper summarizes up-to-date knowledge on BAR si-
gnaling and desenzitisation in heart failure, mechanism of action of BARKct and the promising findings from experimental and
translational clinical studies.



